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5-Nt
AIHQM
ALT
ANOVA
AST
BAL
BBA

BD

BHI

BT

CA
CAC
Cag

CD
CTA
DAB
DSPV
FA

FAlc
G-BAL
G-BAL-L
G-C
GGT
GPV

H

ICF

[gA
ILMacro
ILMicro
| PE

KF

ABREVIATURASUTILIZADAS*

5 nucleotidasa
Areainmunohistoquimicamente marcada
alaninoaminotransferasa
Andlisisdelavariancia
Aspartatoaminotransferasa

Bacterias acido lacticas

Agar sangre brucella

Bilirrubina directa

Del inglés “Brain heart infusién” (Infusién cerebro corazén)
Bilirrubinatotal

Conversion alimenticia

Consumo de alimento concentrado
Consumo de agua

Cluster de diferenciacion

Consumo total de alimentos
Diaminobencidina

Departamento de Salud Publica Veterinaria
Fenilalanina

Fosfatasa acalina

Grupo inoculado con BAL

Grupo inoculado con BAL vy lactosa
Grupo control

gamagl utamil-transpeptidasa
Ganancia de peso vivo

Altura

indice de consistencia fecal
Inmunoglobulina A

[ ndice de lesiones macroscopicas

indice de |esiones microscopicas

indice de peso esplénico

Medio KF para enterococos



LAMVAB Dl inglés*“Lactobacillus Anaerobic MRS with Vancomycin and
Bromocresol green”
LAMVAB;; LAMVAB suplementado con rifampicina

LIA Lisina descarboxilasa

MRS Medio de Man, Rogosay Sharpe paralactobacilos
MRSt MRS suplementado con rifampicina

MS Materia seca

NL Noédulo linfético

NPT N&dulo paratifoideo

PoL o Grupo sin probidtico y sin lactosa

Pol 1 Grupo sin probidtico+lactosa en nivel 1 (100 g/d)
PoL 2 Grupo sin probiético+lactosa en nivel 2 (200 g/d)
PiLo Grupo con probidtico y sin lactosa

P.L1 Grupo con probidtico+lactosa en nivel 1 (100 g/d)
PiL» Grupo con probidtico+lactosa en nivel 2 (200 g/d)
PBS Buffer fosfato salino

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PMN Polimorfonucleares

PT Perimetro torécico

PT Proteinas totales

PV Peso vivo

SIM Sulfhidrico, indol, motilidad

SLA Sin lesién aparente

SNC Suero normal de cabra

TND Total de nutrientes digestibles

TS Del inglés “triple sugar iron” (hierro tres azicares)
UFC Unidad formadora de colonia

VIC Vavulaileocecal

VRBL Medio Violetarojo y bilis lactosa para coliformes
XLD Medio xilosa lisina deoxicolato

XL Dnov nal XL D suplementado con novobiocinay acido nalidixico

* No seincorporaron las utilizadas por el Sistema Internaciona de Unidades (SI).
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RESUMEN

El objetivo del presente trabgjo fue desarrollar un indculo de bacterias &cido lacticas
indigenas con capacidad probiética que sea capaz de mejorar € estado sanitario de los
terneros criados en forma artificial durante las primeras cuatro semanas de vida y les
brinde proteccién frente a las bacterias patdgenas productoras de diarrea. Para ello se
evalud la capacidad de un inoculo de BAL integrado por 3 cepas léacticas de origen
bovino: Lactobacillus casei DSPV 318T, Lactobacillus salivarius DSPV 315T y
Pediococcus acidilactici DSPV 006T para mejorar los indices de conversion y €
aumento de peso diario de los animales suplementados con un probidtico en la etapa de
crianza artificial. Ademas, se evalud € potencial del indculo de BAL junto a suero de
queso y lactosa para disminuir laincidencia de diarreas, o paliar sus efectos adversos, en
los animales en la etapa de crianza artificial. También se estudié la capacidad del

inoculo de BAL para brindar proteccion frente a Salmonella dublin DSPV 595T.

A través de 4 estudios in vivo se evalud la capacidad de colonizacién intestina y
translocacion a medio interno. Se estudié la toxicidad oral aguda, la performance de
crecimiento y el estado sanitario en un modelo de crianza estandar y en 2 modelos que
generaron estrés nutricional  (incorporaciéon de suero de queso y lactosa).
Posteriormente, se utiliz6 un modelo de enfermedad (salmonelosis) en el cual se evalud
el efecto del indculo sobre la colonizacion intestinal de Salmonella dublin DSPV 595T

y lainvasion alos 6rganos internos de terneros jovenes alimentados con sustituto |acteo.

El inéculo utilizado fue capaz de superar las barreras biolégicas del tracto
gastrointestinal, alojarse y permanecer en €l intestino de los terneros sin translocar a los
organos del medio interno. La administracion del indculo no produjo efectos adversos
sobre el estado de salud general, € crecimiento y e desarrollo de los animales del
experimento, lo cual demostro la inexistencia de toxicidad oral aguda. La ausencia de
diarreay la sobrevivencia normal de los individuos, junto a la ausencia de translocacion
al medio interno por parte de los microorganismos utilizados, sugieren que las cepas
utilizadas no son patogénicas y son seguras para ser utilizadas como aditivo alimentario
en ladietade losterneros.

Cuando el inéculo microbiano se puso a prueba en € modelo de estrés nutricional,
los microorganismos que integraron el inéculo demostraron su accionar benéfico y

podrian utilizarse para prevenir algunos tipos de diarrea de origen nutricional. Estos
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microorganismos modificaron, de alguna manera, |os patrones del flujo de nutrientes en
el intestino, lo cual tuvo efectos benéficos sobre la utilizacion del alimento por parte de
los animales. Los terneros inoculados habrian utilizado mejor la lactosa 'y las proteinas
del suero de queso, lo cua se manifestdé con una mejor performance de crecimiento. El
in6culo estudiado favorecio € consumo precoz de alimento concentrado e,
indirectamente, podria estimular el crecimiento temprano de los preestdmagos,
permitiendo un destete anticipado de los animales. Esto tiene una fuerte relevancia
sobre los costos de produccion y la sustentabilidad del sistema de crianza. Esta
observacion justifica el empleo del inéculo junto a suero de queso y la lactosa durante
la crianza de los terneros jovenes. La utilizacion del indculo mejoro |a performance de
crecimiento de los terneros, contribuyd positivamente sobre € estado sanitario a
disminuir € indice de consistencia feca y fue capaz de mantener una carga microbiana
estable de Lactobacillus spp. Lalactosa mantuvo estable |os recuentos de esta pobl acion

microbiana en una etapa critica del desarrollo de los animales.

En cuanto a ensayo in vivo frente a Salmonella, la administracion del indculo
probidtico no fue totalmente eficiente para contrarrestar la infeccion de Salmonella
dublin para la concentracion administrada. Aunque el in6culo probidtico no interferiria
en e mecanismo de ingreso del patdégeno al medio interno, € porcentaje de lesiones
completas presentes en toda la serie de necropsias ha sido siempre menor en 10s grupos
tratados y especialmente en el grupo de probidticos més lactosa. La aparicion de las
lesiones, a momento de realizar las necropsias, se mostrd claramente diferenciada;
mientras que en el grupo control surgen a las pocas horas de la infeccién y son
constantes; en los animales inoculados con e probiético son més tardias e inconstantes
y, ademas, son de menor intensidad en e grupo de probidtico mas lactosa. Asi, €l
in6culo probidtico estaria demostrando capacidad para modificar la respuesta de los
individuos ante la agresion del patégeno, a pesar de la alta dosis de Salmonella recibida.

Todo esto demuestra que €l indculo puede ser incorporado en la dieta de los terneros
como un inéculo probidtico multiespecie para mejorar condiciones productivas y
sanitarias.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas - diarreas - probidtico multiespecies -

Salmonella dublin - Terneros jovenes.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to develop an inoculum of indigenous lactic acid
bacteria (LAB) with probiotic capacity that is capable of improving the health status of
calves bred artificially for the first four weeks of life and provide them with protection
against pathogenic bacteria producing diarrhea. The ability of an inoculum composed by
3 LAB strains of bovine origin, Lactobacillus casei DSPV 318T, Lactobacillus
salivarius DSPV 315T and Pediococcus acidilactici DSPV 006T, to improve feed
efficiency and daily weight gain of animals supplemented with a probiotic in the
process of intensive rearing were assessed. In addition, the inoculum of LAB with whey
and lactose to reduce the incidence of diarrhea, or mitigate its adverse effects in animals
at the stage of artificial rearing were evaluated. Moreover, the ability of the inoculum of
LAB to provide protection against Salmonella dublin DSPV 595T were studied.

Four in vivo studies were carried out. The ability of intestinal colonization and
trandocation to the internal environment was evaluated. We studied the acute oral
toxicity, the growth performance and health status in standard model and in two models
of nutritional stress (addition of whey and lactose). Subsequently, we used a model of
disease (salmonellosis) in which the effect of inoculum on the intestinal colonization of
Salmonella dublin DSPV 595T and the invasion of the internal organs of calves fed
milk replacer were studied.

The inoculum used was able to overcome the biological barriers of the
gastrointestinal tract, stay and remain in the intestine of calves without translocate to
internal organs. The administration of the inoculum did not produce adverse effects on
genera hedlth status, growth and development of the animals in the experiment, which
showed no acute oral toxicity. The absence of diarrhea and norma survival of
individuals, together with the absence of translocation of the used microorganisms to
the internal environment suggest that these strains are safe and not pathogenic for use as
feed additive in the diet of calves.

When the microbia inoculum was tested in the model of nutritional stress, microbial
inoculum demonstrated a beneficial action and could be used to prevent some types of
diarrhea of nutritional origin. These microorganisms modified, in some way, the
patterns of nutrient flux in the intestine, which had beneficial effects on the utilization

of feed by animals. Inoculated calves used lactose and whey proteins in more adequated
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form, which is expressed in high growth performance. The inoculum studied favored
early starter intake and, indirectly, may stimulate the ruminant growth, allowing an
early weaning of the animals. This has a strong importance on production costs and
sustainability of the rearing system. This observation justifies the use of inoculum with
the whey and lactose during the rearing of calves. The use of inoculum improved the
growth performance of calves, contributed positively on health status by reducing the
fecal consistency index and was able to maintain a stable microbial load of
Lactobacillus spp. Lactose remained stable counts of this microbial population in a

critical stage of development of animals.

With regard to the challenge in vivo against Salmonella, the administration of the
probiotic inoculum was not totally effective to counteract the infection of Salmonella
dublin to the concentration administered. Although the probiotic inoculum does not
interfere in the mechanism of pathogen entry to the internal environment, the percentage
of lesions present throughout the full range of necropsies has always been lower in the
treated groups and especialy in the probiotic group plus lactose. The appearance of
lesions, at the time of the necropsies, was clearly differentiated; while in the control
group emerge within hours of infection and are constant in the animals inoculated with
the probiotic were more delayed and variable, and moreover, are less intense in the
probiotic group plus lactose. Thus, the probiotic inoculum is demonstrating the capacity
to modify the response of individuals to the pathogen attack, despite the high dose of
Salmonella received.

All this shows that the inoculum can be incorporated into the diet of calves as a

multispecie probiotic inoculum to improve performance and sanitary conditions.

Key words: lactic acid bacteria - diarrhea - multispecie probiotic - Salmonella dublin -

young calves.
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1. INTRODUCCION

1.1. Lautilizacion delos antibioticosy su resistencia en la produccién animal

Desde su descubrimiento, los antibidticos han representado una importante
herramienta para el tratamiento de las enfermedades infecciosas en el hombre y los
animales. También han tenido aplicacion como promotores del crecimiento y para
prevenir las enfermedades durante la crianza de los animales domésticos (McEwen y
Fedorka-Cray, 2002). El uso continuo de estos productos, a veces en forma
indiscriminada, produjo la aparicion de cepas bacterianas resistentes, proceso que se vio
potenciado por la transmisién de dicha resistencia entre las bacterias, incluso de

diferente género y especie (Saarellay col., 2000).

La resistencia entre los patdégenos animales reduce la efectividad de algunas drogas.
Este efecto puede afectar potenciamente la salud publica s la utilizacién de estos
medicamentos se incrementa en los animales de abasto para compensar la baja en la
efectividad o s las drogas aternativas, que son cruciales para la salud humana, se usan

paratratar animales (McEwen y Fedorka-Cray, 2002).

Las terapias con antibidticos, en especia las administradas por via oral, aunque
controlan los microorganismos patdégenos también afectan a muchos gérmenes
benéficos produciendo trastornos en e equilibrio de la microbiota gastrointestinal
(Salminen 'y col., 1998a). Muchos de estos antibidticos o sus residuos pueden quedar en
los tegjidos animales destinados al consumo humano. Ademas, los antimicrobianos
pueden incrementar la susceptibilidad de los animales a la infeccion a suprimir la
microbiota normal y asi aumentar la probabilidad que los patégenos colonicen un sitio
debido a un efecto competitivo o, si fueron administrados en el momento de exposicion
a un patdgeno resistente, por facilitacion de lainfeccion por efecto selectivo (McEwen'y
Fedorka-Cray, 2002).

A lo largo de los afios las condiciones de produccion pecuaria han evolucionado
modificando la capacidad de resistencia natural de los animales (por gemplo, la
utilizacion de animales seleccionados para aumentar la produccion). Los nuevos
métodos de alimentacion caracterizados por € suministro de alimentos no naturales
(sustitutos), la crianza intensiva que limita el contacto materno y utiliza condiciones de

habitat artificialesy el incremento del uso de compuestos antimicrobianos favorecen las
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condiciones de estrés de los animales, incrementan las deficiencias en la composicién
de su microbiota intestinal, hacen més frecuentes los desordenes digestivos y producen
una menor resistencia natural a la contaminacion o a la colonizacion por

microorgani smos patdgenos (Jamesy col., 1984; Fuller, 1992; Mulder y col., 1997).

Algunas précticas de tratamiento con antimicrobianos a animales pueden € ercer
mayor presion selectiva de resistencia que otras. Se administran muchas medicaciones a
concentraciones comparativamente bajas, en relacion con las utilizadas de manera
terapéutica, a los animales durante semanas, y a menudo durante afios, en sucesivas
generaciones. Esta practica se corresponde con € principio genera que habla de la
capacidad de los microorganismos para resistir los efectos del agente antimicrobiano,
sobrevivir y desarrollarse (McEwen y Fedorka-Cray, 2002).

Esta problematica ha estimulado el interés por €l uso de aditivos alimentarios
naturales y terapias alternativas no medicamentosas en reemplazo de los antibidticos
utilizados en produccion y sanidad animal, entre los cuales cabe destacar a los
probiGticos.

1.2. Lamicrobiota intestinal

En e organismo animal sano, las superficies externas e internas estan recubiertas
por microorganismos que constituyen su microbiota natural. Se considera que €
neonato es estéril durante la vida intrauterina (Berg, 1996), comenzando la colonizacion
del tubo digestivo a las pocas horas del nacimiento a partir de la microbiota de la
vagina, del intestino y la piel de la madre, asi como del ambiente en general (Rotimi y
Duerden, 1981; Delbecque, 1991; Salmineny col., 1999).

Un importante niUmero de bacterias que migran de estas fuentes sobreviven y se
desarrollan en € tracto gastrointestinal; sin embargo una gran proporcién de esta
mi crobiota colonizadora no sobrevive ya que es incapaz de resistir tanto la presencia de
antimicrobianos naturalmente presentes como los movimientos peristélticos. Con € fin
de poder colonizar, |as bacterias necesitan adherirse a la pared intestinal o desarrollarse
maés rapido que lavelocidad del peristaltismo (Fuller, 1989).

Una vez establecida, la microbiota gastrointestinal normal estd compuesta por dos

grupos. la microbiota indigena y la microbiota transitoria. La microbiota indigena de
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una determinada especie animal esta constituida por microorganismos que habitan en
todos los integrantes de esa comunidad. En el caso de animales de abasto, es la
mi crobiota presente en |os animales de un hato o regién geografica. Esta microbiota esta
siempre presente en los individuos adultos, crece en anaerobiosis en e tracto
gastrointestinal colonizando nichos determinados, esta asociada intimamente a epitelio
de la mucosa y es capaz de mantener estable a ecosistema gastrointestinal. La
microbiota indigena es la que mayor impacto tiene cuando se caracteriza a su
ecosistema (Tannock, 1995; Berg, 1996).

Lamicrobiota transitoria esta formada por microorganiSmos no siempre presentes en
todos los individuos de la comunidad. En general proviene del agua, los alimentos y de
otras partes del cuerpo, pero transitan el tubo digestivo sdlo en forma tempora
(Tannock, 1995; Berg, 1996).

El tracto gastrointestina de los animales se protege en forma natural por la
microbiota indigena que lo coloniza a partir del momento de su nacimiento, dificultando
la colonizacion del lumen por otros microorganismos, en especial por patdgenos
(Ziemer y Gibson, 1998). Este mecanismo ha sido probado por numerosos trabajos de
investigacion que demuestran la susceptibilidad de los animales libres de
microorganismos a las infecciones intestinales como consecuencia de la accion de
bacterias patdgenas (Dubos y Schaedler, 1960; Abramsy Bishop, 1966; Boman, 2000).
Se ha encontrado también una mayor susceptibilidad a las infecciones en animales a los
gue se ha suministrado previamente antibiéticos (Sullivan y col., 2003; Plummer y col.,
2005; Saminen e Isolauri, 2006). En resumen, estos trabajos han puesto en evidencia el
efecto protector de la microbiota intestinal.

Una vez colonizado, €l tracto gastrointestinal se transforma en un ecosistema
complejo formado por elementos bidticos (tales como microorganismos indigenas y
transitorios, y células del epitelio intestinal), constituyentes de la dieta 0 componentes
abidticos; y elementos enddgenos como la saliva, las secreciones y excreciones de los
diferentes érganos del tubo digestivo, las enzimas y las hormonas. El equilibrio de este
ecosistema depende en gran medida de la microbiota intestinal indigena, muy estable en
individuos adultos sanos y esencial para e mantenimiento de la salud del hospedador
(Raibaud, 1992; Berg, 1996; Vaughan y col., 1999; Soto y col., 2010). El efecto

protector de la microbiota ayuda a animal aresistir alas infecciones, en particular alas
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del tracto gastrointestinal, y ha recibido diferentes denominaciones. “antagonismo
bacteriano”, “interferencia bacteriana’, “efecto barrera’, “resistencia ala colonizacion”,
“exclusion competitiva’ (Fuller, 1989). Para prevenir enfermedades, es muy importante
que las cepas probidticas tengan la habilidad de inhibir el crecimiento de patégenos

(Reid y Friendship, 2002).

Desde €l punto de vista de su relacion con el hospedador, la microbiota intestinal se
puede clasificar en microorganismos benéficos, neutrales o peligrosos, teniendo un
efecto importante sobre la estructura, la funcién y el metabolismo del intestino (Gibson
y Roberfroid, 1995). Los patdgenos ocasionan condiciones nocivas mientras que las
especies neutrales inducen dafios menores, como diarreas, cuando estan presentes en un
elevado nimero y son dominantes. Los microorganismos benéficos promueven sintesis
de vitaminas (Kontula, 1999; Vaughan y col., 1999), degradacion de componentes
alimenticios y produccion de &cidos grasos de cadena corta y sus derivados tales como
acetatos, propionatos y butiratos (Fooksy col., 1999; Vaughan y col., 1999), ademas de
tener un efecto de barrera que aumenta la resistencia a la colonizacion por bacterias
exdgenas y por consiguiente previenen enfermedades intestinales, ademés de desarrollar
el sistemainmunol6gico del hospedador (Berg, 1996; Salminen y col., 1998b; Vaughan
y col., 1999).

Los microorganismos que predominan en e contenido intestinal son anaerobios
obligados o facultativos, como eubacterias, peptococos, lactobacilos y bifidobacterias.
En segundo lugar en abundancia se encuentran estreptococos y colibacterias. La
microbiota incluye organismos sacaroliticos y proteoliticos (Pascua y col., 1996;
Ziemer y Gibson, 1998; Fooksy col., 1999). Cerca del 90% de la microbiota intestinal
que coloniza € tubo digestivo es permanente, mientras que solo e 10% restante es

transitoria (Pascual y col., 1996).

Es importante hacer notar que cada especie animal presenta una composicion
microbiana intestinal distinta 'y especifica, ademas de que la densidad de ésta varia en
las diferentes zonas del tubo digestivo. S se consideran solamente las regiones
anatoémicas, e duodeno es la zona de menor contenido, con no més de 10* unidades
formadoras de colonias por gramo (UFC/g), seguido por el yeyuno, el estbmago y la
boca. En forma contraria, el ileon, € ciego y e recto son las zonas con mayor
contenido, superior a 10" UFC/g (Savage, 1986; Pascual y col., 1996).
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Con relacion a la especie animal, en los pollos, e microorganismo dominante en el
intestino y el ciego es Lactobacillus salivarius (Pascua y col., 1996; Garrigay col.,
1998), mientras que en los patos predominan cinco géeneros diferentes. Lactobacillus
spp, Streptococcus spp, Pediococcus spp, Enterococcus spp y Weissella spp (Kurzak y
col., 1998). En terneros criados en condiciones artificiales se han aisado, a partir del
tubo digestivo, en mayores cantidades Pediococcus acidilactici, Lactobacillus
farciminis, Lactobacillus reuteri, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Lactobacillus salivarius y Lactobacillus casei (Schneider y col., 2004). Con excepcion
de L. farciminis, estos microorganismos han sido reportados en otras especies animales
(Pascual y col., 1996; Kurzak y col., 1998). Es importante tomar en cuenta que €
intestino de los terneros jévenes es colonizado a partir del ambiente en e cual son
criados (Schneider y col., 2004).

Cuando se inicia e proceso de aislamiento de la microbiota indigena con € fin de
producir probidticos a nivel industrial, la poblacion microbiana recuperada es de
importancia ya que, a mayor nimero de microoganismos obtenidos, mayor sera la
probabilidad de encontrar aguellos que posean actividad probidtica significativa para el
hospedador. La metodologia utilizada para aislar 1os microorganismos a partir de las
diferentes estructuras anatbmicas puede ser determinante del ndmero de
microorganismos recuperados. EI nUmero de bacterias acido lacticas encontradas en €l
buche de |os patos oscila alrededor de 5,6 10* UFC/g cuando |as muestras son obtenidas
mediante e lavado de la superficie de la mucosa, y 1,1 10° UFC/g cuando dicha
superficie es raspada. Esto pone en evidencia la capacidad de adherencia de algunos

mi croorganismos gue habitan en el tubo digestivo (Kurzak y col., 1998).

La microbiota natural del intestino es una poblacion compleja de microorganismos
gue gjercen una gran influencia sobre el hospedador. Cuando existe un equilibrio entre
los componentes vivos y los abiéticos estamos ante una situacion de eubiosis mientras
que la disbiosis es la situacion opuesta. La eubiosis es muy estable, pero se encuentra
influida por un gran niumero de factores. del hospedador (pH, secreciones, sales y
enzimas, fisiologia), microbianos (adhesién, motilidad, resistencia, tiempo de
generacion, requisitos nutricionales), interacciones microbianas (sinérgicas o
antagbnicas), dieta (composicion, presencia de férmacos), ambientales, estrés
(modificacion del equilibrio homeostético que facilita el desarrollo de patdgenos) vy, en
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particular, por condiciones de asepsia excesiva que impiden e contacto natural del
anima con los microorganismos del ambiente (Fuller, 1989; Collins y col., 1998;
Holzapfel y col., 1998; Vaughan y col., 1999; Allori y col., 2000). Por otra parte, la
microbiota de una porcién especifica del intestino estd, en general, determinada por
aspectos fisicos como la motilidad, y quimicos como € pH del ambiente; mientras que
las variaciones individuales son debidas a los cambios en la dieta (Saminen y col.,
1998a). La microbiota presente en el estado de salud es conocida como microbiota
normal, la cua preserva y promueve e bienestar y la ausencia de enfermedad,
especialmente en el tracto gastrointestinal. Las correcciones en las propiedades de la
microbiota indigena desbalanceada racionaliza la utilizacion de la terapia probidtica

(Isolauri y col., 2004).

1.3. L os probidticos como herramienta alter nativa a los antibioticos

Mas ala de los cambios o evolucién del concepto “probidtico”, los primeros
conocimientos con base cientifica surgieron de los estudios que realiz6 Metchnikoff
(1903 y 1906) acerca de los efectos que la flora intestinal tenia sobre la salud humana'y
sobre la observacion que algunas poblaciones balcanicas alimentadas con productos
l&cteos fermentados tenian mayor longevidad. A pesar de esto, la busgueda de
conocimientos que fundamentaran el efecto benéfico de determinados gérmenes para la
salud del hombre y de los animales mediante su posible accion probidtica se intensifico
solo después de los afios “50, periodo en que se masifico e uso de los antibiéticos con la
consiguiente aparicion de resistencia microbiana y se desarrollaron los animales libres
de gérmenes (Fuller, 1992). Lilly y Stillwell (1965) utilizaron €l término probidtico por
primera vez parareferirse alos productos de la fermentaci on gastrica. Posteriormente se
identificd a los mismos como organismos y sustancias que contribuyen a balance
microbiano intestinal (Parker, 1974). Actuamente se describen como “suplemento
alimenticio microbiano vivo que afecta benéficamente al animal huésped fomentando su
balance microbiano intestinal” (Fuller, 1989); aunque el concepto se haredefinido como
“cultivo de uno o varios microorganismos Vivos que, cuando son suministrados a
hombre o a los animales afectan beneficiosamente a huésped desarrollando las
propiedades de la microbiota indigena’ (Havenaar y col. 1992). Por otro lado, se ha

propuesto que en la accién probidtica contribuyen dos mecanismos. aquellos no
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mediados por la microbiota (Salminen y col., 1998b), y los debidos a la composicion
quimica de las células microbianas per se. Por lo tanto, los probiéticos no
necesariamente son células viables (Salminen y col., 1999). De todas maneras, una
reunion de expertos destacd la importancia de las células vivas y definio: “los
probidticos son microorganismos Vvivos que administrados en cantidades adecuadas
confieren efectos benéficos al hospedador” (FAO/WHO, 2001).

Cuando los animales se desarrollan en sistemas de produccion extensivos o en forma
salvagje, la colonizaciéon del aparato digestivo se da en forma espontanea y natural, y
ellos adquieren la microbiota del entorno que lo rodea. En e animal sano, cada porcién
del intestino es colonizada por una microbiota tipica, la cual se adapta 'y desarrolla en
una simbiosis benéfica con e hospedador (Kurzak y col., 1998). Por € contrario, en las
crianzas artificiales, en especial cuando las crias son separadas de sus madres 'y alojadas
en sistemas intensivos, la posibilidad de adquirir 1a microbiota autoctona natural se ve
fuertemente disminuiday el intestino es facilmente colonizado por patdgenos (Rosmini
y col., 2004). Ademés, ello ocurre en un momento del desarrollo donde muchas cosas

impactan sobre el sistemainmune (Figural).

Figura 1: La ventana critica del desarrollo inmunoldgico. El octédgono centra la atencion sobre €
periodo durante el cual muchos eventos impactan sobre el desarrollo.
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Tomado desde Buitler y col. (2006).
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La microbiota protectora intestinal es muy estable, pero puede ser afectada en
general por la dietay los factores ambientales y, en particular, por la higiene excesiva
(impide e contacto natural con los microorganismos del ambiente), la antibidtico-
terapia (destruye la microbiota natural) y el estrés (modificael equilibrio homeostatico y
facilita el desarrollo de patégenos) (Fuller, 1989). Es reconocida la importancia de
utilizar las cepas probidticas aisdadas de un animal en la misma especie (Gilliland y col.,
1980) y en especial que sean aisladas del mismo lugar donde el microorganismo estaba
actuando en el hospedador (sitio especifico del tracto gastrointestinal) (Havenaar y col.,
1992). Esto permite aprovechar €l efecto conocido como de especificidad de hospedador
(“host-specific effect”) (Fuller, 1997).

En el caso de las afecciones gastrointestinales de los animales jévenes criados en
condiciones artificiales, la utilizacion de probidticos provenientes de la microbiota
indigena puede prevenir la colonizacion del tubo digestivo por patdgenos, estimular €l
desarrollo del sistema inmunoldgico y contrarrestar el efecto negativo de dichas
enfermedades (Rosmini y col., 2004). Ademas, las propiedades terapéuticas y
preventivas de las preparaciones probidticas debidas a las altas concentraciones
bacterianas juegan un rol esencial en la normalizacion del metabolismo de las proteinas,
los lipidos y los minerales en el organismo (Novik y col., 2006).

El mantenimiento del estado de salud en los animales, que posteriormente formaran
parte de la dieta humana, alo largo de toda la cadena de produccién es clave tanto desde
el punto de vista productivo como de la salud publica. La utilizacion de bacterias &cido
l&cticas (BAL) como suplemento probidtico responde a una tendencia mundial que
promueve una alimentacion preventiva, sana, natural, de mayor calidad nutritivay libre

de residuos.

El conocimiento del uso de probidticos como método menos agresivo para sustituir
las terapias con antibidticos ha dado como resultado una nueva vision en la industria
farmacéutica a contemplar una tecnologia global, desde el aislamiento de probidticos
de ecosistemas especificos tales como un hato o region geogréfica, seleccionar y
caracterizar a las bacterias responsables de la accidn probidtica, producirlas a escala
industrial, procesarlas y reintroducirlas ala dieta del animal. En muchos casos el uso no
selectivo de probidticos (Fuller, 1989) distribuidos por casas comerciales ha dado como

resultado muy baja o nula eficiencia en el aumento de la produccion. Esto se ha debido
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a que los probidticos adquiridos procedian de otras regiones geogréaficas e incluso de
otras especies animales. Es ahi donde radica la importancia de la seleccién de
probidticos dirigidos a la produccion de carne, a partir del organismo o alimentos de
animales en un ecosistema especifico, dirigiéndose en particular a los animales

productores de carne.

A pesar de que el uso de antibidticos ha resuelto numerosas enfermedades, tanto en
el hombre como en los animales, no ha sido tan eficiente como se esperabay ha creado
algunos problemas nuevos tales como afectacion de la microbiota intestinal protectora,
predisposicion ainfecciones y aumento de cepas resistentes. Ante esta problemética, e
uso de los probidticos para ayudar a proteger a hospedador de enfermedades y
desdrdenes intestinales aparece como una alternativa. Sin embargo, parala produccion a
nivel industrial de probidticos es indispensable considerar dos elementos
fundamentales. las mejores cepas son las que provienen de especies semejantes y la
importancia que el microorganismo sea utilizado en el mismo lugar donde actua en el
huésped.

El beneficio terapéutico de los antibidticos posiblemente disminuya con € uso
prolongado. Para resolver estos problemas se ha sugerido la utilizacion de probidticos
(Abu-Tarboush y col., 1996). La tendencia a una crianza natural, sin exposicion a
quimicos, pesticidas y herbicidas es una buena razén que incrementa el interés de los
probi6ticos en |os establ ecimientos ganaderos (Reid y Friendship, 2002).

Los numerosos trabajos que refieren a la utilizacion de los probidticos identifican
claramente dos areas principales del conocimiento en las cuales producirian sus
contribuciones: la sanidad (salud humanay animal) y la produccion animal. En €l area
de la sanidad se han destacado los estudios que explican e rol de la microbiota
intestinal en el mantenimiento de la salud basado en € efecto protector de estos
microorganismos (Hudault y col., 1976; Smoragiewicz y col., 1993; Bengmarck, 1998;
Perdigon y col., 2001, 2002). Los lactobacilos son componentes habituales de la
microbiota intestinal normal del hombre y de los animaes (Rabaud, 1992,
Smoragiewicz y col., 1993; Schneider y col., 2004) y fueron identificados como
responsables del control de las diarreas infantiles (Isolauri y col., 1991), de la reduccion
del indice de diarreas en terneros (Abu-Tarboush y col., 1996), de la reduccién del
nimero de coliformes en el intestino de terneros (Bruce y col., 1979; Ellinger y col.,
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1980) y del control de los efectos de los gérmenes patdgenos como Salmonella sp.
(Collins y Carter, 1978; Hudault y col., 1997; Gill y col., 2001) y Escherichia coli
(Hudault y col., 1976; Shuy Gill, 2002). Se ha demostrado que algunas bacterias &cido
|&cticas son capaces de inhibir a patégenos intestinales in vitro (Hudault y col., 1997) y
de proteger in vivo a ratones convencionaes y gnotobiodticos inoculados con Salmonella
enteritidis subsp. typhimurium (Maia y col., 2001; Moura y col., 2001). Estos dos
patdgenos son los agentes etiol dgicos bacterianos més frecuentes en las diarreas de los
terneros en las primeras semanas de vida (Rodriguez Armesto y col., 1996a y 1996b).
Es muy importante prevenir las diarreas patogénicas y no patogénicas en la crianza de
los terneros, pues, cuando estos se enferman en este periodo, decrece su crecimiento,
afecta la productividad de las etapas posteriores de crianza y puede incluso ocurrir la
muerte (Ishihara y col., 2001). El uso de los probidticos esta dirigido a prevenir

enfermedades e incrementar |a productividad (Fuller, 1992).

Los probidticos han sido usados terapéuticamente en humanos como moduladores
de lainmunidad, para disminuir €l colesterol, en tratamientos de artritis reumatoidea, en
prevencion del cancer, para mejorar la intolerancia a la lactosa y prevenir o reducir los
efectos de la dermatitis atopica, en la enfermedad de Crohn, en la diarrea’y constipacion
y en lasinfecciones del tracto urinario (Reid, 1999).

En el campo de la produccién animal, la importancia de los probidticos en la
alimentacion de los animales de granja, se basa en las propiedades que se les atribuye
para mejorar la eficiencia de conversion alimenticiay como promotores del crecimiento
(Mordenti, 1986). Algunos estudios reportan mejoras en la performance de crecimiento
de los terneros (Bechman y col., 1977; Gilliland y col., 1980; Schwab y col., 1980; Abe
y col., 1995; Cruywagen y col., 1996; Meyer y col., 2001; Timmerman y col., 2005) y
recomiendan la incorporaciéon del suplemento a temprana edad, momento en que la
susceptibilidad a las enfermedades es mayor. Otros autores no han encontrado efecto
sobre la performance de crecimiento (Hatch 'y col., 1973; Morrill y col., 1977; Ellinger y
col., 1980; Jenny y col., 1991; Higginbotham y Bath, 1993; Abu-Tarboush y col., 1996;
Oropeza Aguilar y col., 1998; Gongalves y col., 2000) aunque destacan mejoras en

aspectos sanitarios de la crianza.

El resultado del estrés, que € animal sufre a temprana edad en los sistemas de

crianza, es debido a balance entre la presencia de bacterias patdgenas y no patdgenas
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que colonizan € intestino (Fox, 1988). El efecto probiotico no sélo se produce por una
competencia por los sitios de adhesion a la pared intestinal, Sino porque se crea un
ambiente adverso para las bacterias patégenas debido a las sustancias antimicrobianas
producidas por las bacterias &cido lécticas (BAL) como los écidos organicos, perdxido
de hidrégeno, diacetilo y también la produccion de sustancias de naturaleza proteica
Ilamadas bacteriocinas (Klaenhammer, 1988; Frizzo y col., 2006). Las bacteriocinas
tienen la capacidad de inhibir otras especies bacterianas, pero no alas cepas productoras
de las mismas. De esta forma se crea una exclusién competitiva que determina €l
establecimiento de microorganismos y estos, una vez instalados, generan un ambiente
mediante la produccion de metabolitos que resultan téxicos para €l organismo patdégeno
(Miles, 1993). Esta situacion afecta directamente el rendimiento de los animales de
granja (Kurzak y col., 1998).

La colonizacién competitiva por parte de los microorganismos benéficos como
Lactobacillus sp. y Streptococcus sp., para ayudar a proteger al animal frente a los
patdgenos antes mencionados, ocurre a muy temprana edad (Fox, 1988). Ese efecto
protector ayuda a animal a resistir a las infecciones, en particular a las del tracto
gastrointestinal, y ha recibido diferentes denominaciones. “antagonismo bacteriano”,
“interferencia bacteriana’, “ efecto barrera’, “resistencia ala colonizacion” y “exclusion
competitiva’ (Fuller, 1992). Para prevenir enfermedades, es muy importante que las
cepas probidticas tengan la habilidad de inhibir € crecimiento de patégenos (Reid y
Friendship, 2002).

El concepto de exclusién de patdgenos a través de la colonizacién con no-patégenos
se hainstalado y llevd a diferenciar los microorganismos que se adaptan mejor a cada
segmento intestinal (Miles, 1993). El proceso de exclusion por competitividad entre la
flora intestinal normal y las salmonellas ha sido relacionado con la competencia entre
los microorganismos por os sitios de adhesion ala pared intestinal (Lloyd y col., 1977).
Esto tiene especial importancia en la patogenicidad, debido a que la adhesion es
considerada el primer paso en el proceso de infeccion (Savage, 1984). Se ha demostrado
gue la adhesién de la microbiota nativa al intestino de aves se produce a pocas horas (6-
8 h) después de su administracion (Stavric y col., 1991). Por otra parte, el suministro de
nutrientes seleccionados (azlcares) puede ayudar al establecimiento de la microbiota
benéfica debido a que son utilizados por 1os microorganismos y no por e huésped. Los
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fructo-oligosacaridos, como la sucrosa, no son digeridos en los primeros dias de vida
por las enzimas intestinales de |os terneros lactantes, pero si son aprovechados por los
lactobacilos y bifidobacterias como recurso energético, lo cual favorece su desarrollo.
Por su parte, Escherichia coli y Salmonella sp. no son capaces de utilizar estos azlicares
como nutrientes. Otro carbohidrato que se comporta en forma similar es la manosa,
participando en €l proceso de competencia entre los microorganismos a través de

interferencias en la adherencia (Milerman y col., 1980).

El suero de queso es un subproducto altamente nutritivo derivado de la industria
guesera que puede ser utilizado en alimentacion animal en diversas formas, tales como,
suero liquido, suero condensado, suero desecado, o como productos secos derivados del
suero. El suero desecado es utilizado cominmente en sustitutos lacteos por su ato
contenido en lactosa, € carbohidrato de eleccion para terneros jévenes (Schingoethe,
1976). La lactosa es un carbohidrato que puede ser digerido por estos terneros
(Cruywagen y col., 1996) y por otras crias jovenes de mamiferos. Ademés, la lactosa,
considerada por algunos autores como un prebiético, ha sido utilizada junto a las BAL
para evitar la colonizacion de Salmonella typhimurium en el buche de aves (Johannsen 'y
col., 2004) y se ha sugerido que promueve €l crecimiento de bacterias que fermentan la
lactosa'y que compiten con S. typhimurium por los sitios de colonizacion en el intestino
(Oyofoy col., 1989).

Ciertas cepas de bacterias |acticas, utilizadas en la produccién de aimento humano
y animal, tienen no sdlo un efecto benéfico sobre la calidad higiénica del producto y de
la duracién de la vida Util a inhibir su flora nociva, sino que aumentan igualmente su
valor dietético (Pollmany col., 1980). Ellas enriquecen e aimento con vitaminas, sobre
todo del complegjo B, participan en la predigestion de las proteinas y los lipidos,
hidrolizan y metabolizan la lactosa y degradan las sustancias cancerigenas
(nitrosaminas) y los factores antinutricionales presentes en los productos agricolas
(Smoragiewicz y col., 1993). Los lactobacilos en leches cultivadas son utilizados para
suplementar la floraintestinal normal de personas que padecen enfermedades entéricas.
Ademas, estas leches son toleradas por los individuos que padecen intolerancia a la
lactosa, debido a que los propios lactobacilos utilizan este hidrato de carbono en €l
intestino (Smith y Palumbo, 1981).
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En los Ultimos afios se han puesto en marcha trabgjos destinados a tratar de
esclarecer e modo de accién de los probidticos (Fuller, 1997), necesarios para poder
predecir y conocer su respuesta in vivo, y otros en los cuales, mediante la aplicacion de
técnicas de ingenieria genética, se busca mejorar cepas de Streptococcus sp. y
Lactobacillus sp. (Goldin y Gorbach, 1992).

1.4. Mecanismos de accion de la microbiota probidtica

La composiciéon y el metabolismo de la microbiota intestinal afectan el desarrollo de
los animales de granja de diferentes formas, en especia a los animales jévenes que
estan sometidos al estrés ambiental (Kurzak y col., 1998). Este efecto es producido
mediante tres mecanismos. la competencia por nichos especificos en la mucosa
intestinal, la disputa por nutrientes y la produccion de compuestos bactericidas o
bacteriostaticos (Fuller, 1989; Blumy col., 1999).

Para poder excluir patdgenos en €l sistema gastrointestinal es importante diferenciar
los microorganismos que se adaptan mejor a cada segmento intestinal (Miles, 1993). En
el caso particular de la exclusion de Salmonella, microorganismo que causa Serios
problemas y pérdidas a los productores, se ha relacionado la competencia por los sitios
de adhesion a la pared intestinal (Lloyd y col., 1977), mecanismo que tiene especial
importancia en la patogenicidad debido a que la adhesidon es € primer paso en €
proceso de infeccion (Savage, 1984; Stavric y col., 1991). Una vez ingresado €l

patdgeno se desarrollala respuestainmune (Figura 2).

La produccion de compuestos antibacterianos especificos como las bacteriocinas
(nisinay pediocinas) también han sido mencionadas entre |os factores benéficos del uso
de probidticos (Klaenhammer, 1988; Daeschel, 1989; Schillinger y Lucke, 1989). La
eficiencia en la produccion de bacteriocinas de algunos microorganismos hativos, la
purificacion y caracterizacion, y la superproduccién de bacteriocinas por métodos de
ingenieria genética han sido explorados a nivel de laboratorio e industrial (Havenaar y
col., 1992; Dunney col., 1999; Remiger y col., 1999; Ross y col., 1999; Frizzo y col.,
2006). Los efectos inhibitorios de las BAL sobre los microorganismos indeseables
pueden deberse también ala disminucion del pH del intestino debido a la produccion de
&cido lé&ctico, acético y propidnico por bacterias lacticas hetero y homofermentativas o
de perdxido de hidrégeno (Huber, 1997; Nousiainen y Setéla, 1998).
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Figura 2: Respuestainmune a un microorganismo patdégeno que ingresa a cuerpo de un organismo
superior. Los microorganismos patégenos pasan através de la capa epitelial, sus ligandos especificos
se unen a correspondiente receptor Toll-like (RTL), con la consiguiente activacion de las células
epiteliales. Esto resulta en la produccion de quemoquinas que atraen a lugar a los neutréfilos y
macréfagos, quienes eliminan los microorganismos invasores. Si los microorganismos son
numerosos activan los RTLs en macréfagos, neutréfilos y células dendriticas, 1o que promueve la
eliminacion de microorganismos. El antigeno microbiano junto con moléculas MHC 11 y €l grupo de
las citoquinas son transferidos a través de las células dendriticas activan a los linfocitos T y B que
controlan el desarrollo de larespuestainmune adaptativa Thl/Th2.

Inmunidad innata Inmunidad adaptativa
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# \ / ()“ \ /‘\ pr= \\ plasmatica

| ) Quemoquinas *

s =3 |
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Tomado desde L ebedev y Ponyakina (2006).

El tgido linfoide asociado a intestino hace del tracto gastrointestinal e érgano
inmune més grande del cuerpo (Collinsy col., 1998). La mucosa intestinal contribuye a
la exclusiéon y eliminacion de microorganismos y antigenos peligrosos presentes en la
dieta (Brandzaeg, 1995). La exclusion de antigenos ha sido asociada con la capacidad
de la mucosa intestinal para producir moco e IgA secretoria (Slomiany y col., 1987).
Algunos lactobacilos tienen la capacidad de aumentar € numero de células

inmunocompetentes productoras de IgA asociadas a intestino y de macréfagos,
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neutrofilos y eosinofilos relacionados con una respuesta inmune inflamatoria (Vitifii y

col., 2000) activando los sitios inductores (Figura 3).

Figura 3: En e ecosistema gastrointestinal se produce una répida renovacion de las células madre
epiteliales de poblacion que se diferencian en varios tipos de células epiteliaes intestinaes (las
células caliciformes, las células enteroendécrinas, los enterocitos, las células de Paneth y las células
M). Estas células epiteliales sirven como una barrera entre e contenido lumina (antigenos de los
alimentos y la microbiota residente) y el complejo sistemainmune de mucosas. Este sistema inmune
de mucosas puede ser funcional y fisicamente dividido en sitio inductor (placas de Peyer) y sitio
efector (Iamina propia). Los antigenos son tomados por las células M, préximo a la placas de Peyer,
lo que lleva alaactivacion de linfocitos antigeno-especificos. Posteriormente, 1os linfocitos activados
migran a los nddulos linfaticos mesentéricos y, eventualmente, volver a entrar en la circulacion a
través del conducto toracico. Las células efectoras que migran expresan receptores especificos que
las guian para entrar al sitio efector intestinales tales como lalamina propia.
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Tomado desde McCracken y Lorenz (2006).

1.5. Evaluacion in vitro e in vivo de las capacidades probioticas microbianas
orientadas al disefio de indculos probidticos multiespecie

En la actualidad se reconocen dos principios basicos que deben respetarse cuando se
seleccionan cepas bacterianas con € fin de ser administradas alos animales para revertir

las deficiencias causadas por la crianza intensiva: |a especificidad del huésped, € cual
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indica que las mejores cepas son las que provienen de especies semejantes (Fuller,
1997; Gilliland y col., 1980), y la proximidad del ecosistema, que reconoce la
importancia de que el microorganismo sea utilizado en el mismo lugar donde actiaen e
huésped. El hecho de que existan sitios especificos en el tracto gastrointestinal tiene
base en la capacidad de las cepas de adherirse alas células del epitelio intestinal (Fuller,
1989; Havenaar y col., 1992).

En general se acepta que un microorganismo debe poseer un conjunto de
propiedades para ser considerado un buen probidtico: provenir de la misma especie en
la que sera utilizado, ser capaz de demostrar un efecto benéfico en el hospedador, ser
estable ante los é&cidos géstricos y la bilis de forma que pueda desarrollar su
metabolismo en e ambiente intestinal, poseer buena capacidad de adhesién a las
superficies de las mucosas, ser seguro para su uso como alimento -con funciones
profilécticas- 0 como medicamento -con funciones terapéuticas (no ser patdgeno ni
toxico)-, poseer buenas propiedades tecnoldgicas y de sobrevivencia en condiciones de
almacenamiento (Fuller, 1989; Ziemer y Gibson, 1998; Ouwehand y col., 1999).

La supervivencia durante el transito gastrointestinal de las bacterias ingeridas es
importante para la seleccion y € desarrollo de indculos probidticos, asi como para
entender mejor los posibles mecanismos de la funcién probidtica de los
microorganismos (Marteau y col., 1997).

Las cepas probidticas pueden ser seleccionadas teniendo en cuenta su condicion de
habitante intestinal normal (Gusils y col., 2002). Si bien este concepto dirigiria la
busqueda de los exponentes microbianos hacia el tracto gastrointestinal (contenido y
mucosas), resulta interesante comprobar e comportamiento de aguellos
microorgani Smos que se encuentran en el ambiente cercano alos animales. Esto se debe
a que es muy dificil confirmar la fuente de un microorganismo y no estd aclarado
totalmente el origen de lamicrobiota intestinal (FAO/WHO, 2001).

La especificidad de especie anima es un factor importante que interfiere en la
colonizacion y en la adhesion in vivo por parte de los microorganismos. Esto indica que
las cepas bacterianas aisladas desde la microbiota indigena de una determinada especie
no colonizan necesariamente el mismo sitio en otra especie animal. Sin embargo, debido
aque e desempefio de los microorganismos probiéticos puede variar entre los animales

de una misma especie, es conveniente que € inéculo a utilizar esté formado por una
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mezcla de varias cepas (Gardiner y col., 2004), ya que la funcionalidad de un inoculo
probidtico multicepa puede ser mas efectiva y consistente que la de un monocepa
(Timmerman y col., 2004). Una ventaja de los indcul os integrados por varias cepas €s la
posibilidad de complementar sus efectos expresando sus propiedades probidticas en
forma sinérgica. Por otra parte, es mas probable que la colonizacion de un ecosistema
complejo como € gastrointestinal ocurra con inéculos probidticos multiespecies que

con preparaci ones monocepa.

Actuamente existen en el mercado una importante diversidad y cantidad de cepas
gue se ofrecen para ser incorporadas en la dieta de los animales domésticos (Council
Directive 70/524/EEC, 1988; European Commission, 2003; Soto y col., 2009). Dentro
de ellas se encuentra una amplia variedad para su utilizacion en terneros jovenes (Tabla
1).

La eficacia de las cepas seleccionadas debe ser comprobada antes que las mismas
sean incorporadas a un producto alimenticio y suministradas a los animales. Para ello
son utilizados una serie de criterios que permiten determinar in vitro agunas
propiedades probidticas. La estabilidad alabilisy ala acidez son propiedades que todas
las cepas deberian reunir s se espera que €ellas tengan efectos benéficos en € tracto
intestinal (Nousiainen y Setdld, 1998). Los microorganismos ingeridos estan expuestos,
durante su transito gastrointestinal, a factores estresantes que comprometen su
supervivencia (Marteau y col., 1997). Esto determina la necesidad de contar con
métodos in vitro confiables que permitan seleccionar cepas prediciendo su

supervivencia en €l tubo digestivo (Jacobsen y col., 1999).

La condicion écida del estbmago es una barrera natural que previene e paso de la
mayoria de los microorganismos hacia €l intestino. Aungue pocas bacterias pueden
tolerar un ambiente &cido (pH 3), las BAL tienen la habilidad de sobrevivir y crecer en
ambientes con pH bgo. Ademas, la produccion de acidos organicos por las BAL
disminuye e pH de su entorno y las coloca en una situacion ventgjosa frente a
microorganismos sensibles a la acidez. Después del pasaje a través de las condiciones
&cidas del estdmago, 1os microorganismos incorporados a la dieta deben ser capaces de
sobrevivir a los efectos toxicos de la bilis en € intestino (Gotchevay col., 2002). Este
efecto estresante sobre las cepas de Lactobacillus es complejo porque la concentracion

de bilis y @ tiempo de residencia varian en cada parte del tracto gastrointestinal.
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Ademas, la resistencia a la bilis puede ser incrementada debido al efecto protector de

algunos componentes de |os alimentos.

Tabla 1: Productos probiéticos para terneros jévenes encontrados en el mercado

Nombre del produto Microor ganismo Especie Cepa
Sreptococcus infantarius CNCM 1-841
Adjulant 2000® Bacteria
Lactobacillus plantarum CNCM 1-840
Bacillus licheniformis DSM 5749
Bioplus 2B® Bacteria
Bacillus subtilis DSM 5750
Enterococcus faecium DSM 7134
Bonvital® Bacteria
Lactobacillus rhamnosus DSM 7133
Cylactin LBC® Bacteria Enterococcus faecium NCIMB 10415
Fecinor plus® Bacteria Enterococcus faecium CECT 4515
Lactobacillus casei NCIMB 30096
Gardion® Bacteria
Enterococcus faecium NCIMB 30098
Lactiferm® Bacteria Enter ococcus faecium NCIMB 11181
Microferm® Bacteria Enterococcus faecium DSM 5464
Mirimil-Biomin® Bacteria Enterococcus faecium DSM 3520
Mirimill® Bacteria Enterococcus faecium DSM 3530
NCIMB 10415
Ordin® Bacteria Enterococcus faecium
DSM 10663
ATCC 14893
Paciflor® Bacteria Bacillus cereus
CIP 5832
Enterococcus faecium SF 101
Provita protect® Bacteria Lactobacillus acidophilus LA 101
Lactobacillus acidophilus LA 107
NCIB 40112
Toyocerin® Bacteria Bacillus cereus var. toyoi
CNCM 1-1012
Y ea-Sacc® Levadura Saccharomyces cerevisae ~ CBS493 94

(Tomado desde Council Directive 70/524/EEC, 1988; European Commission, 2003; Soto y

col., 2009)
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Una propiedad valiosa para considerar su aplicacion en ladieta de los animales esla
capacidad que tienen las BAL para controlar los efectos adversos que producen algunos
patdgenos intestinales (Frizzo y col., 2005). El desarrollo de productos probidticos
eficaces sugiere que las cepas deberian poseer actividad antimicrobiana porque esta
caracteristica hace que las BAL, cuando se administran en cantidad adecuada, tengan
potencial para generar una barrera frente a los patdégenos. Esto ayudaria a mantener en
balance la microbiota intestinal durante etapas criticas del desarrollo de los animales
(Fuller, 1989). Aunque algunas cepas han mostrado efectos benéficos a ser
suministradas con fines terapéuticos, la administracion de microorganismos junto con
los alimentos, a manera de profilaxis y desde el nacimiento, permite incorporar y
establecer las cepas seleccionadas que integran el indculo junto a la microbiota del
animal. Esta colonizacion temprana de las BAL benéficas en el ecosistema intestinal
permitiria la accién del indculo en situaciones fisiolégicas y colocaria a animal en una
posicion ventajosa ante la invasion de algun patégeno.

La seguridad de las cepas probidticas ha sido cuestionada en algunos trabajos, en
donde demuestran la presencia de algunos de los géneros microbianos mas utilizados,
en lesiones de pacientes humanos (Tabla 2). En genera se destaca la necesaria
inmunodeficiencia de los pacientes para que la infeccion tenga lugar. De todas maneras,
es necesario realizar ensayos en donde se estudie la capacidad de las cepas probidticas

parainvadir el medio interno.

La pared intestinal intacta constituye una barrera solida contra la penetracion de los
microbios en €l organismo, 1o que no impide que un cierto nimero de bacterias pasen
del tubo digestivo a los 6rganos y a la sangre (Metchnikoff, 1906). La translocacién
bacteriana es €l pasgje de las bacterias indigenas viables desde €l tracto gastrointestinal
hacia los sitios extraintestinales, tales como los nédulos linfaticos mesentéricos, €
higado, €l bazo y |a sangre periférica. Una parte de |os microbios obtenidos atraviesan la
pared intestinal y vienen a hospedarse, sea en los noddulos linféticos vecinos, sea en los
pulmones, el higado o el bazo. Algunas veces esos microbios pueden ser encontrados en
lalinfa o en la sangre (Metchnikoff, 1906). Tres mecanismos principales promueven la

translocacion bacteriana: sobrecrecimiento bacteriano intestinal, deficiencias en las
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defensas inmune del hospedador e incremento de la permeabilidad o dafio de la barrera
mucosa intestinal (Berg, 1995).

Tabla 2: Infectividad de bacterias acido lacticas y levaduras.

Cepa Aidlado desde Frecuencia
Lb spp., Sc spp. (eF) Endocarditis

Bb spp., Lb spp. (eF) Abscesos abdominales <0,6%

L. casai (LGG) Cultivos sanguineos 0,24%

L. rhamnosus, casel, L. reuteri, L. acidophilus (kP)  Infecciones*

Ec spp. Endocarditis 2%
L. casel Neumoniay sepsis*
Saccharomyces  boulardii (algunas  veces Fungemia 1,6%

identificado como S. cerevisiae)

L. rhamnosus (indistinguible de LGG) Abscesos hepaticos un caso

Bb, Bifidobacterium; L, Lactobacillus; Sc, Streptococcus; Ec, Enterococcus; eF, integrante de

lafloraintestinal endégena; NP, no probidtico.
* Sujetos inmunodeficientes.

(tomado desde Vresey Schrezenmeir, 2002).

Se ha discutido mucho la cuestion sobre si esta penetracion de los microbios se
efectlia a través de la pared intestinal intacta 0 si no es posible sino a favor de alguna
lesion, por minima que sea. Es extremadamente dificil resolver este problema de un
modo preciso. Se sabe que la pared del tubo digestivo puede ser fécilmente lesionada
por el menor rozamiento y gue aln las sondas més blandas, introducidas en e estbmago
con las mayores precauciones, pueden producir lesiones suficientes como para dejar
penetrar 1os microbios a la sangre. En la vida corriente, la pared del tubo digestivo
suministra a menudo ocasiones para esto. La frecuente presencia de los microbios en los
nodulos linfaticos de los animales sanos suministra de ello una prueba suficiente
(Metchnikoff, 1906). El tracto gastrointestinal de un animal joven es fisiol6gicamente
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inmaduro en su estado de desarrollo al momento del nacimiento, comparado con €l
adulto (Leey col., 2000) y esta situacién podriafacilitar € traspaso de microorganismos
desde el tracto gastrointestinal hacia el medio interno, particularmente en los jovenes
rumiantes puesto que su sistema digestivo sufre una transicion fisiologica de mono a
policavitario. Es asi como la translocacion puede ser utilizada como parametro para
evaluar un candidato probiético pues resulta interesante conocer la habilidad del mismo
para translocar como criterio de seguridad (Trevis y col., 2007). Esto hace de la
translocacion bacteriana una caracteristica no deseada cuando se administra un indculo
microbiano vivo. A pesar de ello, no hay muchos reportes donde se verifique e nivel de
seguridad de las cepas utilizadas, mediante ensayos de translocacion, antes de ser
suministradas en los terneros y la incidenciay consecuencias gque €ella generaria en los

animales.

Aunqgue algunas cepas han mostrado efectos benéficos administrandolas en forma
terapéutica, la incorporacion de microorganismos junto a alimento, a manera de
profilaxis, desde el nacimiento permite incorporar y establecer las cepas seleccionadas
junto a la microbiota de los terneros. Esta colonizacion temprana de las bacterias
benéficas en € ecosistema intestinal permitiria su accion en situaciones fisiologicas y
esto coloca a ternero en una posicién ventgjosa ante la invasion de algin patégeno
(Frizzoy col., 2006).

El efecto positivo de los probidticos sobre la performance de crecimiento de los
terneros se puede ver mas féacilmente cuando el estado de salud de los mismos esta
comprometido (Timmerman y col., 2005). Es por ello que podria ser ventajoso medir la
efectividad de los probidticos cuando |os animal es estén en estado de estrés.

El suero de queso es un subproducto altamente nutritivo derivado de la industria
quesera y puede ser utilizado en alimentacion animal en diversas formas, tales como,
suero liquido, suero condensado, suero desecado, o como productos secos derivados del
suero. El crecimiento de los terneros ha mejorado cuando fueron alimentados con
sustitutos lacteos que contenian hasta el 89% de suero de queso. Las proteinas del suero
de queso se caracterizan por tener una excelente calidad en comparacion con otras que
se encuentran en la naturaleza. El suero desecado es utilizado cominmente en sustitutos
l&cteos por su ato contenido en lactosa, el carbohidrato de eleccidén para terneros
jovenes (Schingoethe, 1976).
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La lactosa puede ser digerida por los terneros (Cruywagen y col., 1996) y por otras
crias jovenes de mamiferos. El aprovechamiento de cualquier disacérido o polisacarido
gue no sea lactosa se encuentra muy limitado en €l ternero joven, pues, a excepcion de
la lactasa, todas las otras enzimas que hidrolizan a los carbohidratos presentan una
actividad relativamente baja en €l tracto digestivo del recién nacido (Davis y Drackley,
2001).

La incorporacion de lactosa en la dieta de los terneros tomo relevancia cuando se
comenzaron a formular los sustitutos lacteos comerciales. La cantidad en que debia
suministrarse siempre fue motivo de mucha discusion a tal punto que no esta claro
cuanta lactosa es capaz de tolerar un ternero joven sin que se produzcan efectos
indeseables en su crecimiento y en su estado sanitario. Se sabe que el suministro de
lactosa genera diarrea alos terneros a las pocas horas de su administracion y que cuando
el carbohidrato se retira de la dieta los animales vuelven a estado inicial. Cualquier
factor luminal o seroso que afecta a los sistemas de transporte también afecta al
movimiento de los electrolitos y el agua. Ademas de los mecanismos especificos
implicados en el movimiento de agua en €l intestino, la diarrea osmatica también puede
ser inducida cuando un compuesto no absorbible alcanza e lumen intestinal y mantiene
un gradiente osmético entre el lumen intestinal y la sangre. Un caso tipico de la diarrea
osmotica que es inducida por la malabsorcion de la lactosa en el caso de deficiencia de
lactasa (Heyman y Ménard, 2002). Los terneros més jovenes son mas susceptibles a la
diarrea debido a la lactosa incorporada aunque, paraddjicamente, la actividad lactasa
disminuye a lo largo de la vida del ternero joven. La actividad de la microbiota
intestinal puede explicar, al menos en parte, este comportamiento en el cua la lactosa
incorporada es mejor utilizada cuando |os animales aumentan su edad. Es indudable que
este carbohidrato produce un cambio en los integrantes de |la microbiota favoreciendo el
crecimiento de bacterias lacticas y disminuyendo € pH intestinal. Es probable que estos
dos factores mejoren e aprovechamiento de la lactosa a nivel intestinal y bajo estas
condiciones se podrian utilizar mayores cantidades de lactosa la cual, a su vez,
retroalimentaria el sistema favoreciendo e mantenimiento de poblaciones bacterianas
benéficas que se adaptan mejor a condiciones mas bagjas de pH. El hecho de que las
bacterias que integran el indculo, utilizado en los ensayos, tengan la capacidad de crecer

satisfactoriamente en la leche, cuya Unica fuente de carbohidratos es la lactosa, hace
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interesante la utilizacion de este disacaido a los fines de establecer estos
microorganismos de manera adecuada a nivel intestinal. Por otra parte, el empleo de
altas cantidades de lactosa en el aimento puede desbalancear la dieta'y producir casos
de diarreas por efecto osmético (Quigley, 1998). Por lo tanto, € in6culo podria
colaborar en este sentido haciendo més eficiente la utilizacion de este carbohidrato y
evitando ese trastorno gastrointestinal. Este conocimiento puede ser utilizado entonces
para generar un modelo en donde una incorporacion adecuada de lactosa genere diarrea
en |os terneros en experimentacion. Bgjo esta situacion de estrés nutricional generada es

donde seria mas conveniente verificar €l efecto benéfico del indculo experimental.

Asi como es importante el disefio de modelos experimentales de estrés nutricional
también seria provechoso llevar esa situacion de estrés al extremo empleando el desafio
experimental con patdégenos primarios productores de diarrea. Salmonella sp. y
Escherichia coli son los agentes etiol égicos bacterianos més frecuentes en las diarreas
de los terneros en las primeras semanas de vida (Rodriguez Armesto y col., 1996a y
1996b). En el caso de Salmonella sp., el incremento de la frecuencia de su aislamiento
demuestra que el sistema productivo actual es favorable para su desarrollo,
especiamente cuando existen deficiencias de higiene durante la crianza artificial
(Odedn, 2001).

Las enfermedades gastrointestinales estan ocasionadas generamente por
desbalances que se producen en e complego ecosistema que habita el tracto
gastrointestinal de los animales de granja. La salmonelosis de los bovinos es una
enfermedad ampliamente distribuida por todo € mundo. Las infecciones con
Salmonella dublin son importantes por su impacto sobre la economia de la granjay la
salud publica (Roberts, 1989). S. dublin es un serotipo adaptado a hospedador
(Brackelsberg y col., 1997), que produce portadores y causa diarrea en areas endémicas
y septicemia, neumonia, fiebre y diarreas esporddicas en areas no endémicas
(McDonoughy cal., 1999).

Existe una gran variabilidad en la presentacion clinica de la salmonelosis en los
animalesy es debida a una combinacion de diferentes factores que se relacionan con el
hospedador (edad, estado inmune y otras enfermedades intercurrentes), el agente
etiolégico (serotipo, dosis y virulencia) y € ambiente (estrés debido al ambiente,

disponibilidad de alimentos y agua, etc.) (McDonoughy col., 1999).
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Aungue en €l mercado Argentino existen algunos productos comerciales destinados
a la aimentacion anima que son ofrecidos como benéficos por sus propiedades
probidticas, no se han podido encontrar en € comercio, o referenciados por la
bibliografia, in6culos de BAL provenientes de flora autoctona aislados de terneros
pertenecientes a establecimientos agropecuarios nacionales. Ademas, son pocos los
ensayos realizados en el pais (encontrados en la literatura cientifica) en donde se ha
evaluado la utilizacion de bacterias probidticas en terneros jovenes (Monti y Tarabla,
1999; Abdalay col., 2001) y, aunque hubo resultados alentadores en ganancia de peso
(en uno de €llos) no se enfoca en estos trabajos la importancia tanto de la viabilidad de

las cepas otorgadas como de las encontradas en materia fecal o en regiones intestinales.

Se ha redizado € aidamiento e identificacion de las bacterias lacticas que
componen la microflora indigena de los animales en | os establecimientos productores de
leche (Schneider y col., 2004). Se ha demostrado la capacidad de algunos de estos
microorganismos para producir sustancias inhibidoras del desarrollo de gérmenes
(Frizzo y col., 2006) y pudo verificarse su inocuidad y capacidad para colonizar y
permanecer en e tracto gastrointestinal de animales de laboratorio (Frizzo y col., 2007),

protegiéndolos frente a S. dublin (Frizzo y col., 2005).

A partir de los principios antes mencionados puede afirmarse que resulta de interés
el estudio de los gérmenes autéctonos y la evaluacion de su capacidad probidtica como
aternativa de complementacion de la dieta de los terneros jovenes, especialmente en

condiciones de crianza artificial o sometidos a estrés productivo.
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2. HIPOTESISY OBJETIVOS

2.1. Hipétesis

La utilizacion de bacterias écido lacticas indigenas, aisladas a partir de distintas
regiones anatbmicas de terneros jOvenes, puede congtituir una alternativa a la
administracion de antibidticos en la dieta de terneros criados intensivamente. Estos
mi croorganismos podrian formar parte de suplementos alimenticios no medi camentosos
con capacidad probidticay, de esaforma, contribuir amejorar las condiciones sanitarias
y de produccion de las explotaciones lecheras regionales. Una mejora de |as condiciones
sanitarias asegurara la inocuidad de las materias primas obtenidas en produccion
primariay, por lo tanto, contribuira a garantizar la seguridad de los alimentos de origen

animal que a partir de ellas se producen.

2.2. Objetivo general

Desarrollar un in6culo de bacterias &cido lacticas indigenas con capacidad
probidtica que sea capaz de mejorar € estado sanitario de los terneros criados en forma
artificial durante las primeras cuatro semanas de viday les brinde proteccion frente alas

bacterias patdgenas productoras de diarrea.

2.3. Objetivos especificos
1. Evauar la capacidad del in6culo de BAL seleccionado para mejorar los indices
de conversion y aumento de peso diario de los animales inoculados y

suplementados con un probi6tico en la etapa de crianza artificial.
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2. Evaluar € potencial del inéculo BAL junto a suero de queso y lactosa para
disminuir laincidencia de diarreas, o paliar sus efectos adversos, en los animales
en la etapa de crianza artificial.

3. Analizar los posibles mecanismos mediante los cuales el inéculo produciria sus
efectos en los animales.

4. Evauar la capacidad del in6culo de BAL indigenas con capacidad probidtica

para brindar proteccion frente alas bacterias patdgenas productoras de diarrea.
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3. MATERIALESY METODOS
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3. MATERIALESY METODOS
3.1. Efecto de la suplementacion con tres bacterias acido lacticas de origen bovino
sobre la trandocacién bacteriana, la toxicidad oral aguda, la colonizacion

intestinal, la performance de crecimiento y el estado sanitario.

3.1.1. Animales e instalaciones

El trabajo se realizd en el sector destinado a la Crianza Artificial de Terneros
correspondiente a la FCV-UNL. Se utilizaron 36 terneros Holstein (Bos taurus) con una
edad promedio de 10 dias de vida. La crianza artificial se realizd “en estaca” y sobre
piso cubierto por pasto natural. Cada animal estaba sujeto por una cadena a su comedero
individual y dispuso de una superficie de terreno limitada por la longitud de la cadena (3
m). Cada semana los animales con su estaca fueron trasladados a una nueva superficie,
de iguales caracteristicas, libre de deyecciones. Todos los animales fueron alimentados
con concentrado comercial ad libitum a lo largo del experimento y con sustituto lacteo
(4 1/d) y agua, racionados directamente en el comedero 2 veces al dia. El sustituto lacteo
fue reconstituido al 11% de materia seca (MS) y suministrado a los terneros, a las 6:00 h
y a las 18:00 h, a una temperatura de aproximadamente 38 °C. El cuidado de los
animales se realiz6 teniendo en cuenta la Guia para el cuidado y uso de animales en

investigacion y ensefianza (FASS, 1998).

3.1.2. Composicién delos alimentos

Todos los alimentos que fueron utilizados en la crianza de los animales no habian
sido suplementados con antibitticos. El sustituto lacteo contenia un 21% de proteina, un
40% de lactosa y su extracto etéreo era del 16%. El alimento concentrado peleteado
comercial fue formulado con los siguientes ingredientes: maiz molido, pellet de soja,
afrechillo de trigo, fosfato bicélcico, cloruro de sodio y un ntcleo vitaminico-mineral.
El mismo contenia 90% MS, 18% de proteina, 2,9 Mcal/kg MS, 80% de TND, 5% de
fibra, 1,2% de calcio y 0,8% de fosforo.

3.1.3. Microorganismos
Se utilizaron 3 cepas lacticas de origen bovino: Lactobacillus casei DSPV 318T,
Lactobacillus salivarius DSPV 315T y Pediococcus acidilactici DSPV 006T. Estos
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microorganismos fueron identificados utilizando técnicas de biologia molecular
(Schneider y col., 2004) y se conservaron a -80 °C en medio MRS con 35% de glicerol.
Su numero de acceso al Genbank es: FJ787305, FJ787306 y FJ787307,
respectivamente. Las cepas fueron cultivadas sucesivamente 2 veces en 10 ml de caldo

MRS a 37 °C antes de generar la biomasa a inocular en los animales.

3.1.4. Seleccion de mutantesresistentes arifampicina

Las cepas integrantes del indculo se hicieron resistentes a la rifampicina para poder
rastrear ¢l inoculo durante el ensayo in vivo. Las cepas resistentes al antibiotico se
obtuvieron por cultivos seriales en medio MRS desde niveles bajos hasta una
concentracion de 100 pg/ml de rifampicina (Kurzak, 2000; Demeckova y col., 2002). La
rifampicina se prepar6 en una solucion stock (10 mg/ml) y fue utilizada a una
concentracion final de 100 pg/ml. A partir de un cultivo “overnight” de dicho
microorganismo se sembraron placas que contenian agar MRS suplementado con
rifampicina y fueron incubadas durante 48 h a 37 °C. Finalmente, se obtuvo una colonia
utilizando el método de aislamiento. Las cepas resistentes a rifampicina se propagaron
en caldo MRS durante 24 h a 37°C. Se compararon los parametros fisioldgicos y
bioquimicos de las cepas original y la resistente a rifampicina para asegurar que la inica
diferencia entre ambas era dicha resistencia. El cultivo de cada una de las cepas
resistentes a rifampicina fue conservado a -80 °C en caldo MRS con 35% de glicerol.
Las cepas resistentes obtenidas se incorporaron al indculo probidtico en reemplazo de la

cepa original.

3.1.5. Disefio del experimento

Los animales se dividieron en dos grupos experimentales homogéneos en su peso,
grupo control (G-C) y grupo inoculado (G-BAL), de 18 animales cada uno. Se
determind diariamente el consumo de agua y la frecuencia de diarreas, realizando un
analisis macroscopico de las heces y asignando valores de 1 a 4 de acuerdo a las
particularidades de la materia fecal. La evaluacion de dichas caracteristicas se realizd en
base a los siguientes parametros de consistencia fecal y de acuerdo con los escores
propuestos por Meyer y col. (2001): 1-Normal: heces firmes, pero no duras; su forma

original se distorsiona levemente cuando cae y se asienta en el suelo; 2-Blanda, no
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presenta forma, al caer se deposita en monticulos y se dispersa levemente; 3-Fluida: se
dispersa rapidamente en laminas de 6 mm de profundidad; 4-Acuosa: consistencia
liquida. Se consider6 “animal con diarrea”, aquel que tenia escore 4. Como indicador de
la intensidad y la duracion de las deposiciones se utilizo el indice de consistencia fecal
(ICF), empleado por Meyer y col. (2001). Cuanto mayor es este indice mas intenso y
duradero fue el reblandecimiento de las heces.

[(dE1 x 1)+ (dE2 x 2) + (dE3 x 3) + (dE4 x 4)]

ICF = x 100
Tdx 4

donde dE1, dE2, dE3 y dE4 representan el nimero de dias con consistencia fecal de
escore 1, 2, 3 y 4 respectivamente y Td representa el total de dias del experimento (Td =
35). Tomando la formula como base, fue calculado el ICF semanal (Td = 7).

Los datos de peso vivo (PV), altura (H) y perimetro toracico (PT) se registraron en
forma semanal. El consumo de agua (Cag) y alimentos se determind en forma diaria. El
consumo de alimentos (CTA) fue calculado en base al consumo de sustituto lacteo y
alimento concentrado peleteado comercial (CAC). La ganancia de peso vivo (GPV) fue
obtenida por diferencia entre pesos en el periodo de tiempo correspondiente. La
conversion alimenticia (CA) fue calculada relacionando el CTA (kg) y la GPV (kg).
Semanalmente se tomaron muestras de sangre para evaluar el perfil bioquimico
sanguineo y el estado inmunologico general y muestras de materia fecal para efectuar el
analisis coproparasitologico. Se realizaron necropsias programadas una vez por semana

durante todo el ensayo.

3.1.6. Preparacion y administracion del inéculo

Las bacterias se multiplicaron en caldo MRS durante 18-20 h a 37 °C. Se determind
la densidad optica a 560 nm de los cultivos para construir una curva de calibracion con
la cual se calculd la concentracion bacteriana (Frizzo y col., 2006). Los cultivos se
centrifugaron a 3000g durante 10 min y se resuspendieron en soluciéon de NaCl.
Posteriormente se mezclaron las tres cepas y se enrasd hasta alcanzar el volumen final.
Las cepas resistentes a rifampicina integraron el inoéculo probidtico, el cual estaba
formado por una dosis de 40 ml de una suspension de los tres microorganismos antes
mencionados, en una solucion de NaCl 0,15M. Se dosifico con al menos 10° UFC/kg

peso vivo (1 dosis diaria). Este indculo fue administrado a los terneros del G-BAL
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incorporado junto al sustituto lacteo durante los 35 dias que duré el experimento. El G-
C fue inoculado de la misma forma pero con 40 ml de la solucién de NaCl 0,15M, que

sirvid de placebo.

3.1.7. Andlisis coproparasitol égico de las muestras fecales

Con el fin de poder evaluar la posible influencia de la carga parasitaria sobre el
estado de salud de los animales, se realizaron analisis coproparasitologico en forma
semanal. Las muestras fecales, obtenidas directamente desde el recto de todos los
terneros, fueron analizadas microscOpicamente para determinar el nimero de huevos de
parésitos por gramo de heces mediante el método de recuento de McMaster modificado

por Roberts y O’Sullivan (1950).

3.1.8. Perfil bioquimico sanguineo y leucograma

Las muestras de sangre (15 ml) fueron tomadas cada 7 d desde la vena yugular
utilizando jeringas con agujas hipodérmicas. A una parte de la muestra (10 ml) se le
incorpord heparina sédica como anticoagulante (Matsuzaki y col., 1997). Una porcion
de esta sangre fue utilizada para realizar el leucograma, en camara de Newbauer, y el
recuento diferencial (formula leucocitaria) se efectué en un microscopio Zeiss a partir
de frotis coloreados con Giemsa. Otra porcion se centrifugd para obtener el plasma, el
cual fue almacenado a -80°C hasta el momento de realizar las siguientes
determinaciones: uremia, colesterolemia y glucemia. El resto de la muestra de sangre (5
ml) fue procesada sin anticoagulante, con la misma frecuencia, para la determinacién de
proteinas séricas totales. Una vez formado el codgulo, se utilizd un procedimiento
similar al descrito anteriormente para obtener y almacenar el suero sanguineo. Las
proteinas séricas y la urea se valoraron con un espectrofotometro y reactivos Wiener
Lab., mediante las técnicas de biuret (540 nm) y ureasa (570 nm) respectivamente. El
colesterol total se determind mediante un método enzimatico (colesterol-
oxidasa/peroxidasa, 505 nm) con reactivos de Wiener Lab. La determinacion de glucosa

se realizd con reactivos Wiener Lab., empleando un método enzimatico (505 nm).

33



Frizzo, L.S. (2010) Materialesy Métodos

3.1.9. Necropsias

Cada 7 d se realizd la necropsia programada de un animal en cada grupo
experimental. Las necropsias se realizaron a las 22 h después de la ultima
administracion del probiotico. Los animales fueron insensibilizados mediante una droga
eutanasica (Euthanyle®, Brouwer S.A.) administrada en condiciones de asepsia. Los
animales fueron desangrados y se siguieron las técnicas convencionales de necropsia
(Rodriguez Armesto, 2004). Se recogieron los siguientes o6rganos: higado, bazo, nédulo
linfatico mesentérico, noédulo linfatico ileocecal, intestino delgado (duodeno, yeyuno) e
intestino grueso (ciego) en esta secuencia utilizando instrumental estéril en cada tejido
para minimizar la posibilidad de contaminacion bacteriana entre muestras (Lee y col.,
2000). El peso del bazo fue determinado y junto con el peso vivo se calcul6 el indice de
peso esplénico (IPE) de la siguiente manera:

Peso del bazo (g)
IPE =

Peso vivo (kg)

3.1.10. Recuperacion del inéculo desde distintos sectores del intestino de los
terneros

El intestino delgado (duodeno y yeyuno) y el intestino grueso (ciego) de los terneros
fue obtenido en condiciones asépticas y se hicieron diluciones decimales en solucion de
Ringer 4 del raspado de la mucosa para facilitar los recuentos de los lactobacilos totales
y de aquellos que formaban parte del inoculo. Para determinar la colonizacion del tracto
intestinal de los terneros por el inoculo utilizado se realizaron recuentos de colonias
viables (UFC) recuperadas en el raspado de la mucosa. La presencia de las cepas que
integran el indculo microbiano en el tracto intestinal fue interpretado como colonizacion
por esas bacterias (Lee y col., 2000). A partir de las diluciones seriadas de cada muestra
se sembraron, por triplicado, placas de agar MRS para contar la flora lactica total y
placas de agar MRSjs para recuperar solamente el indculo utilizado. Las placas de Petri
se incubaron a 37 °C durante 48 h en condiciones anaerdbicas y posteriormente se

contaron las colonias caracteristicas.




Frizzo, L.S. (2010) Materialesy Métodos

3.1.11. Prueba detranslocacion

Trozos de higado, bazo y nddulos linfaticos mesentérico e ileocecal integros
obtenidos en condiciones asépticas fueron homogeneizados con un stomacher (Seward
biomaster®) en solucion Ringer '4. Para medir la translocacion al medio interno el
homogeneizado fue sembrado en los siguientes medios: MRS;i¢ (indculo suministrado),
MRS (Lactobacilli), VRBL (coliformes), KF (enterococos) y BBA suplementado con
vitamina K; (1 pg/ml) y hemina (5 pg/ml) (aerobios totales).

3.1.12. Analisis estadistico

Se realizé un ANOVA para determinar si existian diferencias significativas entre las
variables del G-C y del G-BAL estudiadas (recuentos microbianos, PV, H, PT, CA,
CTA, CAC, GPV, Cag, ICF total y semanal, indice de peso esplénico, leucograma,
recuento de huevos de parasitos y concentracion de glucosa, colesterol, urea y proteinas
séricas totales). Los resultados se expresaron como la media aritmética y sus desvios
estandares. Los eventos de diarrea y la translocacion microbiana se analizaron mediante
el test de chi cuadrado. Las pruebas estadisticas se realizaron con el Programa Statistix

para windows version 1.0.

3.2. Influencia del inéculo de BAL y € suero de queso sobre la performance de

crecimientoy el estado sanitario delosterneros.

3.2.1. Animales e instalaciones

El trabajo se realizd en el sector destinado a la Crianza Artificial de Terneros
correspondiente a la FCV-UNL. Se utilizaron 16 terneros machos lactantes (Bos taurus)
con una edad promedio de 10 d de vida. La crianza artificial se realizd “en estaca” y
sobre piso cubierto por pasto natural. Cada animal estaba sujeto por una cadena a su
comedero individual y dispuso de una superficie de terreno limitada por la longitud de
la cadena (3 m). Cada semana los animales con su estaca fueron trasladados a una nueva
superficie, de iguales caracteristicas, libre de deyecciones. Todos los animales fueron
alimentados con concentrado peleteado comercial suministrado ad libitum a lo largo del
experimento y con sustituto lacteo (4 1/d) y agua, racionados directamente en el

comedero 2 veces al dia. El sustituto lacteo fue reconstituido al 11% MS y entregado a
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los terneros, a las 6:00 h y a las 18:00 h, a una temperatura de aproximadamente 38 °C.
El suero de queso desecado se suministr6 junto al sustituto lacteo en cantidades de 200
g/d. Los terneros permanecieron en experimentacion durante un periodo de 35 d. El
cuidado de los animales se realiz6 teniendo en cuenta la Guia para el cuidado y uso de

animales en investigacion y ensefianza (FASS, 1998).

3.2.2. Microorganismos

Se utilizaron 3 cepas lacticas de origen bovino: Lactobacillus casel DSPV 318T,
Lactobacillus salivarius DSPV 315T y Pediococcus acidilactici DSPV 006T. Estos
microorganismos fueron identificados utilizando técnicas de biologia molecular
(Schneider y col., 2004) y se conservaron a -80 °C en medio MRS con 35% de glicerol.
Su numero de acceso al Genbank es: FJ787305, FJ787306 y FJ787307,
respectivamente. Las cepas fueron cultivadas sucesivamente 2 veces en 10 ml de caldo

MRS a 37 °C antes de generar la biomasa a inocular en los animales.

3.2.3. Disefio del experimento

El lote de 16 animales fue dividido en 2 grupos experimentales homogéneos en su
peso con 8 ejemplares cada uno. Un grupo fue suplementado con BAL (G-BAL) y el
otro fue utilizado como control (G-C). Se determind diariamente el consumo de agua
(Cag) y la frecuencia de diarreas, realizando un andlisis macroscopico de las heces y
asignando valores de 1 a 4 de acuerdo a las caracteristicas de la materia fecal. La
evaluacion de dichas caracteristicas se realizd en base a los siguientes parametros de
consistencia fecal y de acuerdo con los escores propuestos por Meyer y col. (2001): 1-
Normal: heces firmes, pero no duras; su forma original se distorsiona levemente cuando
cac y se asienta en el suelo; 2-Blanda, no presenta forma, al caer se deposita en
monticulos y se dispersa levemente; 3-Fluida: se dispersa rapidamente en laminas de 6
mm de profundidad; 4-Acuosa: consistencia liquida. Se consider6 “animal con diarrea”,
aquel que tenia escore 4. Los animales con diarrea permanecieron en ayunas por 24 h'y
se les proporcioné oralmente 1 litro de una solucion electrolitica hidratante (glucosa
0,623%; cloruro de sodio 1,065%; carbonato de sodio 0,2685%; cloruro de potasio
0,1935%) 2 veces por dia. La dieta liquida fue reintroducida después de este periodo.

No se realizaron tratamientos con antibioticos. Por otra parte, como indicador de la
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intensidad y la duracion de las deposiciones se utilizé el indice de consistencia fecal
(ICF), empleado por Meyer y col. (2001). Los datos de peso vivo (PV), altura (H) y
perimetro toracico (PT) se registraron en forma semanal. El Cag y alimentos se
determinaron en forma diaria. El consumo total de alimentos (CTA) fue calculado en
base al consumo de sustituto lacteo, lactosa y alimento concentrado peleteado comercial
(CAC). La ganancia de peso vivo (GPV) fue obtenida por diferencia entre los pesos en
el periodo de tiempo correspondiente. La conversion alimenticia (CA) fue calculada
relacionando el CTA (kg) y la GPV (kg). Semanalmente se tomaron muestras de sangre
para evaluar el perfil bioquimico sanguineo y muestras de materia fecal para efectuar el

analisis coproparasitoldgico.

3.2.4. Anadlisis copr opar asitol6gico de las muestras fecales

Con el fin de poder evaluar la posible influencia de la carga parasitaria sobre el
estado de salud de los animales y el posible efecto del indculo sobre dichos parasitos, se
realizaron analisis coproparasitologicos en forma semanal. Las muestras fecales se
obtuvieron directamente desde el recto de todos los terneros y fueron analizadas
microscoOpicamente para determinar el nimero de huevos de parasitos, relacionados al
complejo de gastroenteritis verminosa, por gramo de heces. Se utilizo el método de

recuento de McMaster modificado por Roberts y O”Sullivan (1950).

3.2.5. Perfil bioquimico sanguineo

Las muestras de sangre (15 ml) fueron tomadas cada 7 d, desde la vena yugular,
utilizando jeringas con agujas hipodérmicas. A una parte de la muestra (10 ml) se le
incorpor6 heparina sodica como anticoagulante (Matsuzaki y col., 1997). El plasma
obtenido por centrifugacion fue almacenado a -80 °C hasta el momento de realizar las
siguientes determinaciones: uremia, colesterolemia y glucemia. El resto de la muestra
de sangre (5 ml) fue procesada sin anticoagulante, con la misma frecuencia, para la
determinacion de proteinas totales. Una vez formado el codgulo, se utilizd6 un
procedimiento similar al descrito anteriormente para obtener y almacenar el suero
sanguineo. Las proteinas séricas y la urea se valoraron con un espectrofotometro y
reactivos Wiener lab, mediante las técnicas de biuret (540 nm) y ureasa (570 nm)

respectivamente. El colesterol total se determind mediante un método enzimatico
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(colesterol-oxidasa/peroxidasa, 505 nm) con reactivos de Wiener Lab. La determinacion
de glucosa se realiz6 con reactivos Wiener lab, empleando un método enzimatico (505

nm).

3.2.6. Ingestion de calostro

Para verificar el nivel de ingestion del calostro por parte de los animales, se
extrajeron muestras de sangre, de cada ternero, siguiendo la metodologia descripta
anteriormente. Las muestras fueron obtenidas antes de iniciar el experimento y se
determin6 el nivel de proteinas séricas totales procesando los sueros con un

refractometro de Goldberg (Quigley, 2001).

3.2.7. Preparacion y administracion del inéeulo

Las bacterias se multiplicaron en caldo MRS durante 18-20 h a 37 °C. Se determiné
la densidad oOptica de los cultivos a 560 nm y se calculd la concentracion bacteriana
utilizando una curva de calibracion (Frizzo y col., 2006). Los cultivos se centrifugaron a
3000g durante 10 min y se resuspendieron en solucion de NaCl. Posteriormente se
mezclaron las tres cepas y se completé hasta alcanzar el volumen final. El indculo
probidtico estaba formado por una dosis de 40 ml de una suspension de los tres
microorganismos antes mencionados, en una solucion de NaCl 0,15M. Se dosificd con
al menos 10° UFC/kg peso vivo (1 dosis diaria). Este inoculo fue administrado a los
terneros del G-BAL incorporado junto al sustituto lacteo durante los 35 dias que dur6 el
experimento. El G-C fue inoculado de la misma forma pero con 40 ml de la solucion de

NaCl 0,15M, que sirvio de placebo.

3.2.8. Composicién de los alimentos

Todos los alimentos que fueron utilizados en la crianza de los animales no estaban
suplementados con antibidticos. El sustituto lacteo contenia un 21% de proteina, un
40% de lactosa y su extracto etéreo era del 16%. El suero de queso contenia un 5% de
proteina, un 70% de lactosa y un 4% de grasa. El concentrado comercial fue formulado
con los siguientes ingredientes: maiz molido, pellet de soja, afrechillo de trigo, fosfato

bicélcico, cloruro de sodio y un nucleo vitaminico-mineral. El mismo contenia 90%
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MS, 18% de proteina, 2,9 Mcal kg/MS, 80% de TND, 5% de fibra, 1,2% de calcio y
0,8% de fosforo.

3.2.9. Andlisis estadistico

Se realizo un ANOVA para determinar si existian diferencias significativas entre las
variables estudiadas (PV, H, PT, CA, CTA, CAC, GPV, Cag, ICF total y semanal,
recuento de huevos de parasitos y concentracion de glucosa, colesterol, urea y proteinas
séricas totales) del G-C y G-BAL. Los resultados se expresaron como la media
aritmética y su desvio estandar. Los eventos de diarrea se analizaron mediante el test de
chi cuadrado con correccion de Yates. Las pruebas estadisticas se realizaron con el

Programa Statistix para windows version 1.0.

3.3. Incorporacion de bacterias acido lacticas y lactosa a la dieta de terneros
jovenes y su efecto sobre la performance de crecimiento y e balance microbiano
intestinal.

3.3.1. Animales einstalaciones

El trabajo se realizd en el sector destinado a la Crianza Artificial de Terneros
correspondiente a la FCV-UNL. Se utilizaron 24 terneros machos lactantes (Bos taurus)
con una edad promedio de 10 d de vida. La crianza artificial se realizd “en estaca” y
sobre piso cubierto por pasto natural. Cada animal estaba sujeto por una cadena a su
comedero individual y dispuso de una superficie de terreno limitada por la longitud de
la cadena (3m). Cada semana los animales con su estaca fueron trasladados a una nueva
superficie, de caracteristicas similares, libre de eyecciones. Todos los animales fueron
alimentados con concentrado peleteado comercial suministrado ad libitum a lo largo del
experimento y con sustituto lacteo (4 1/d) y agua, racionados directamente en el
comedero 2 veces al dia. El sustituto lacteo fue reconstituido al 11% MS y entregado a
los terneros, a las 6:00 h y 18:00 h, a una temperatura de aproximadamente 38 °C. La
lactosa se prepar6 y suministrd junto al sustituto lacteo. Los terneros permanecieron en
experimentacion durante un periodo de 35 d. El cuidado de los animales se realizd
teniendo en cuenta la Guia para el cuidado y uso de animales de investigacion y

ensefianza (FASS, 1998).
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3.3.2. Ingestion de calostro

Para verificar el nivel de ingestion del calostro por parte de los animales, se
extrajeron muestras de sangre (5 ml), de cada ternero antes de iniciar el experimento. La
misma fue procesada sin anticoagulante y se determiné el nivel de proteinas séricas

totales procesando los sueros con un refractometro de Goldberg (Quigley, 2001).

3.3.3. Microorganismos

Se utilizaron 3 cepas lacticas de origen bovino: Lactobacillus casel DSPV 318T,
Lactobacillus salivarius DSPV 315T y Pediococcus acidilactici DSPV 006T. Estos
microorganismos fueron identificados utilizando técnicas de biologia molecular
(Schneider y col., 2004) y se conservaron a -80 °C en medio MRS con 35% de glicerol.
Su ntmero de acceso al Genbank es: FJ787305, FJ787306 y FJ787307,
respectivamente. Las cepas fueron cultivadas sucesivamente 2 veces en 10 ml de caldo

MRS a 37 °C antes de generar la biomasa a inocular en los animales.

3.3.4. Disefio del experimento

Se utiliz6 un disefio factorial conformando bloques completos al azar. Fueron
construidos 4 bloques con 6 individuos cada uno, en donde se distribuyeron al azar los 6
tratamientos propuestos (sin probidtico y sin lactosa, PoLo; sin probidtico+lactosa en
nivel 1, PyL;; sin probidtico+lactosa en nivel 2, PoL,; con probiotico y sin lactosa, PL;
con probidtico+lactosa en nivel 1, P;L;; con probidtico+lactosa en nivel 2, P,L,). El
in6culo probidtico fue administrado a cada ternero del grupo experimental en donde el
factor probidtico estaba a nivel 1 (P;), una vez al dia, junto al sustituto lacteo
suministrado por la tarde, durante los 35 d de experimento. En aquellos grupos en donde
el factor probidtico estaba a nivel 0 (Py) los terneros fueron inoculados de la misma
forma pero con 40 ml de una solucidén de NaCl 0,15M, que sirvi6 de placebo. La lactosa
fue administrada a cada ternero del grupo experimental en donde el factor lactosa estaba
anivel 1 (L; =100 g/d) y anivel 2 (L, =200 g/d). Se determin6 diariamente el consumo
de agua (CA) y la frecuencia de diarreas, realizando un analisis macroscopico de las
heces y asignando valores desde 1 (normal) a 4 (acuosa) de acuerdo a las caracteristicas

de la materia fecal. Esta evaluacion se realiz6 en base a los parametros de consistencia
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fecal de acuerdo con los escores propuestos por Meyer y col. (2001): 1-Normal: heces
firmes, pero no duras; su forma original se distorsiona levemente cuando cae y se
asienta en el suelo; 2-Blanda, no presenta forma, al caer se deposita en monticulos y se
dispersa levemente; 3-Fluida: se dispersa rapidamente en ldminas de 6 mm de
profundidad; 4-Acuosa: consistencia liquida. Se considerd “animal con diarrea”, aquel
que tenia escore 4. Los animales con diarrea permanecieron en ayunas por 24 h y se les
proporciond oralmente 1 1 de una solucion electrolitica hidratante (glucosa 0,623%;
cloruro de sodio 1,065%; carbonato de sodio 0,2685%; cloruro de potasio 0,1935%) 2
veces por dia. La dieta liquida fue reintroducida después de este periodo. No se
realizaron tratamientos con antibidticos. Por otra parte, como indicador de la intensidad
y la duracion de las deposiciones se utilizo el indice de consistencia fecal (ICF),
empleado por Meyer y col. (2001). Los datos de peso vivo (PV), altura (H) y perimetro
toracico (PT) se registraron en forma semanal. El consumo de agua (Cag) y alimentos se
determind en forma diaria. El consumo de alimentos (CTA) fue calculado en base al
consumo de sustituto lacteo, lactosa y alimento concentrado peleteado comercial
(CAC). La ganancia de peso vivo (GPV) fue obtenida por diferencia entre los pesos en
el periodo de tiempo correspondiente. La conversion alimenticia (CA) fue calculada

relacionando el CTA (kg) y la GPV (kg).

3.3.5. Preparacion del inéculo

Las bacterias se multiplicaron en caldo MRS durante 18-20 h a 37 °C. Se determiné
la densidad optica de los cultivos a 560 nm y se calculd la concentracion bacteriana
utilizando una curva de calibracion (Frizzo y col., 2006). Los cultivos se centrifugaron a
3000g durante 10 min y se resuspendieron en soluciéon de NaCl. Posteriormente se
mezclaron las tres cepas y se completd hasta alcanzar el volumen final. El inoculo
probidtico estaba formado por una dosis de 40 ml de una suspension de los tres
microorganismos antes mencionados, en una solucion de NaCl 0,15M. Se dosifico con

al menos 10° UFC/kg peso vivo (1 dosis diaria).

3.3.6. Composicién de los alimentos
Todos los alimentos que fueron utilizados en la crianza de los animales no estaban

suplementados con antibidticos. El sustituto lacteo contenia un 21% de proteina, un
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40% de lactosa y su extracto etéreo era del 16%. La lactosa contenia 99,5% de lactosa
(Milkaut, S.A.). El concentrado comercial fue formulado con los siguientes
ingredientes: maiz molido, pellet de soja, afrechillo de trigo, fosfato bicélcico, cloruro
de sodio y un nucleo vitaminico-mineral. El mismo contenia 90% MS, 18% de proteina,

2,9 Mcal/kg MS, 80% de TND, 5% de fibra, 1,2% de calcio y 0,8% de fosforo.

3.3.7. Pruebas microbiol 6gicas

Las muestras fecales, obtenidas semanalmente de 3 terneros por cada grupo
experimental fueron pesadas en condiciones de esterilidad y diluidas 1/100 en solucion
Ringer “i. Posteriormente se homogeneizaron mediante movimiento en un agitador
magnético. Para determinar la carga microbiana, diluciones seriadas de las muestras se
sembraron en medios selectivos; LAMVAB para Lactobacillus spp. (Timmerman y col.,
2005) y VRBL para coliformes (Demeckova y col., 2002). Las placas de Petri con
LAMVAB se incubaron a 37 °C durante 48 h en condiciones anaerdbicas y aquellas con
VRBL fueron incubadas a la misma temperatura durante 24 h. Posteriormente se
contaron las colonias caracteristicas y se calcularon las UFC/g de materia fecal para

cada grupo bacteriano.

3.3.8. Necropsias

Al final del ensayo se realizaron las necropsias programadas de dos animales en
cada grupo experimental (12 animales totales). Las necropsias se realizaron a las 22 h
después de la ultima administracion del probidtico. Los animales fueron
insensibilizados mediante una droga eutandsica (Euthanyle®, Brouwer S.A.)
administrada en condiciones de asepsia. Los animales fueron desangrados y se siguieron
las técnicas convencionales de necropsia (Rodriguez Armesto, 2004). Se recogieron los
siguientes oOrganos: higado, bazo, nodulo linfatico mesentérico, nddulo linfatico
ileocecal, intestino delgado (duodeno, yeyuno) e intestino grueso (ciego) en esta
secuencia utilizando instrumental estéril en cada tejido para minimizar la posibilidad de
contaminacion bacteriana entre muestras (Lee y col., 2000). El peso del bazo fue

determinado y junto con el peso vivo se calcul6 el indice de peso esplénico (IPE).
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3.3.9. Procesamiento de las muestras par a la técnica histolégica

Las muestras de yeyuno y nddulos linfaticos mesentéricos fueron fijadas en formol
bufferado al 10% durante 12 h y luego fueron lavadas en buffer fosfato salino (PBS) y
procesadas siguiendo protocolos histologicos de rutina para efectuar la inclusién en
parafina (Woods y Ellis, 1994). Por ultimo, se efectuaron cortes seriados de 5 um de
espesor con un microtomo rotativo, los que se montaron en portaobjetos previamente
tratados con 3-aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y fueron
secados en estufa a 37 °C por 24 h. Para hacer una caracterizacion inicial y evidenciar la

morfologia general se utilizo6 la coloracion de hematoxilina-eosina.

3.3.10. Técnica de inmunohistoquimica

Las inmunomarcaciones se realizaron sobre cortes de 5 um de espesor, siguiendo el
protocolo descrito previamente por Salvetti y col. (2007), segun se detalla a
continuacion:

1- Desparafinizacion en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15 min cada uno.

2- Hidratacién en una serie de alcoholes de graduacion decreciente, a partir de etanol
absoluto (dos pasajes de 3 min), etanol 96° (dos pasajes de 3 min) y finalmente etanol
70° (un pasaje de 3 min).

3- Hidratacion en PBS pH 7,2 durante 5 min.

4- Tratamiento de recuperacion antigénica. Se realizé en un horno de microondas de uso
doméstico (potencia maxima 1000 W). Como solucidon de recuperacion se us6 Buffer
Citrato 0,01 M pH 6,0. Los cortes fueron colocados en un Coplin sumergido en un
recipiente con agua, y fueron sometidos a la siguiente secuencia de recuperacion: 3 min
a 100% de potencia, 12 min al 40% y 20 min dentro del microondas apagado.

5- Bloqueo de la actividad enddgena de la enzima peroxidasa, sumergiendo las muestras
durante 10 min en una solucion al 3% de peroxido de hidrégeno 30 volumenes en
metanol absoluto, agregando nuevamente el mismo volumen de peroxido de hidrégeno
a los 10 min.

6- Dos lavados en PBS durante 5 min.

7- Bloqueo de los sitios de union no-especificos incubando 20 min a temperatura

ambiente en camara himeda con una solucion de suero normal de cabra (SNC) al 5%.
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8- Incubacion con anticuerpo primario: segun se detalla en la tabla 3 durante 16 h a 4°C
(toda la noche en heladera). Para los controles de especificidad se sustituyo el
anticuerpo primario por SNC.
9- Después de la incubacion con el anticuerpo primario la camara se retiré de la
heladera y se dejo a temperatura ambiente durante 10 min.
10- Dos lavados consecutivos con PBS, 5 min cada uno.
11- Incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado preabsorbido (cabra anti-raton)
diluido 1:50, durante 30 min a temperatura ambiente.
12- Dos lavados consecutivos con PBS, 5 min cada uno.
13- Incubacion con complejo streptavidina-peroxidasa lista para usar, durante 30 min a
temperatura ambiente.
14- Dos lavados consecutivos con PBS, 5 min cada uno.
15- Revelado de la reacciéon con diaminobencidina (DAB), utilizando la solucién
comercial de Dako. Los cortes se observaron al microscopio para controlar el tiempo
optimo en cada prueba y de ese modo estandarizarlo.

16- Lavados con agua destilada, 2 de 5 min cada uno. Luego se realiz6 la coloracion
de contraste con hematoxilina activada (Biopur), deshidratacién y montaje con Balsamo

natural de Canada (Canadax, Biopur) y cubreobjetos apropiados.

Tabla 3: Detalle de los anticuerpos primarios utilizados en la técnica de inmunohistoquimica.

Caracteristicas especialesde la

Proteina diana Anticuerpo Dilucién o
técnicade lHQ.
Inmunoglobulina A Anti bovine/ovine IgA Clon 842F9 Serotec 1:150 Técnica descrita en la pagina
CD79 Anti human CD79acy Clon HM57 Dako 1:200 Técnica descrita en la pagina

3.3.11. Andlisisdelosresultados obtenidos con inmunohistoquimica

Las imégenes generadas con un microscopio Olympus CH2, fueron digitalizadas
mediante una camara SONY CCD-IRIS conectada a una PC de escritorio. La
evaluacion de los preparados se realizd con el analizador digital de imagenes Image
Pro-Plus 3.0. La evaluacion de la técnica de inmunohistoquimica se efectué mediante
un analisis de segmentacion de colores en los tonos e intensidades correspondientes a

las areas de reactividad del cromogeno utilizado, concordante con lo observado en los
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controles positivos. El drea inmunohistoquimicamente marcada (AIHQM) se evalud
como un porcentaje del area total evaluada a través de la segmentacion de colores,
extrayendo los objetos de determinado color (marrén). La coloracién marrén fue
seleccionada con una sensibilidad de 4 (méximo 5) y luego se aplicd una mascara para
la separacién permanente de los colores. Se realizdé un histograma para determinar el

porcentaje del area marcada (Salvetti y col., 2004).

3.3.12. Analisis estadistico

Las variables estudiadas (PV, H, PT, CA, CTA, CAC, GPV, Cag, ICF total y
semanal y proteinas séricas totales) fueron analizadas utilizando el ANOV A mediante el
modelo linear general (Abu-Tarboush y col., 1996) del Programa SPSS para Windows
ver. 11.0.1 y empleando el siguiente modelo lineal:
Yhiji = 0+ By + P + Lj + Tic + (PL);; + (LT + (PT)ix + (PLT)jjic + Enijia
donde p = media general, Yju = | ésima observacion en el 1 ésimo tratamiento
probidtico del j ésimo tratamiento lactosa durante el k ésimo periodo de tiempo.
P; = efecto del probidtico (i = 0; 1); L; = efecto de la lactosa (j = 0; 1; 2); Ty = efecto del
periodo de tiempo (k = 0-5); (PLT);x = interaccion triple entre el factor probiodtico,
lactosa y periodo de tiempo; y Ejj = error experimental.
Los resultados se expresaron como la media aritmética y su desvio estandar. Se evalu6
el efecto de los factores probidtico, lactosa y la interaccion entre ambos. Las diferencias
entre las medias fueron evaluadas utilizando el test de Tukey. Los eventos de diarrea se

analizaron mediante el test de chi cuadrado con correccion de Yates.

3.4. Incorporacion de bacterias acido lacticas y lactosa a la dieta de terneros
jovenes y su efecto sobre la colonizacion intestinal de Salmonella dublin DSPV
595T vy la invasiéon a los 6rganos internos de terneros alimentados con sustituto
l&cteo.

3.4.1. Animales e instalaciones
El trabajo se realizd en el sector destinado a la Crianza Artificial de Terneros
correspondiente a la Facultad de Ciencias Veterinarias. Se utilizaron 15 terneros

Holstein (Bos taurus) con una edad promedio de 5 d de vida. La crianza artificial se
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realizd “en jaula” y sobre piso cubierto por pasto natural. Cada animal estaba alojado en
una jaula metalica de 1 m de ancho por 2 m de largo. Cada semana los animales fueron
trasladados junto a sus jaulas a una nueva superficie, de iguales caracteristicas, libre de
deyecciones. Todos los animales fueron alimentados con concentrado comercial sin
medicamentos suministrado ad libitum a lo largo del experimento y con sustituto lacteo
(4 1/d) y agua, racionados directamente en el comedero 2 veces al dia. El sustituto lacteo
fue reconstituido al 11% MS y entregado a los terneros, a las 6:00 y a las 18:00 h, a una
temperatura de aproximadamente 38 °C. La lactosa desecada se suministro junto al
sustituto lacteo en cantidades de 50 g en cada administracion. Los terneros
permanecieron en experimentacion durante un periodo de 15 d. El cuidado de los
animales se realiz6 teniendo en cuenta la Guia para el cuidado y uso de animales en
investigacion y ensefanza (FASS, 1998). El protocolo utilizado fue aprobado

previamente por el Comité Asesor en Etica y Seguridad (FCV-UNL).

3.4.2. Microorganismos

Se utilizaron 3 cepas lacticas de origen bovino: Lactobacillus casei DSPV 318T,
Lactobacillus salivarius DSPV 315T y Pediococcus acidilactici DSPV 006T que
mostraron propiedades probioticas (Frizzo y col., 2005; Frizzo y col., 2006). Estos
microorganismos fueron identificados utilizando técnicas de biologia molecular
(Schneider y col., 2004) y se conservaron a -80 °C en medio MRS con 35% de glicerol.
Sus numeros de acceso al Genbank son: FJ787305, FJ787306 y FJ787307,
respectivamente. Las cepas fueron cultivadas sucesivamente 2 veces en 10 ml de caldo
MRS a 37 °C antes de generar la biomasa a inocular en los animales. La cepa de
Salmonella dublin DSPV595T de origen bovino se obtuvo de un aislamiento realizado
en la FCV a partir de 6rganos procedentes de una necropsia llevada a cabo en el
Hospital de Salud Animal de la FCV y se conservo a -80°C en medio BHI con 35% de
glicerol. Su perfil bioquimico se determind mediante un ensayo con el sistema API 20 E
(bioMerieux, Hazelwood, Mo.). La identificacién fenotipica fue realizada por el
Servicio de Enterobacterias del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas,
dependiente de la Administracion Nacional de Laboratorios e Instituto de Salud
(AN.L.L.S.), “Dr. Carlos G. Malbran” (Argentina). Su nimero de acceso al Genbank es
FJ997268.
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3.4.3. Seleccion de mutantes resistentes a antibioticos

Las cepas del indculo resistentes a la rifampicina se obtuvieron por cultivos seriales
en medio MRS desde niveles bajos hasta una concentracion de 100 pg/ml de
rifampicina (Kurzak, 2000; Demeckova y col., 2002). La rifampicina se prepar6 en una
solucion stock (10 mg/ml) y fue utilizada a una concentracion final de 10 pg/ml. A
partir de un cultivo “overnight” de dicho microorganismo se sembraron placas que
contenian agar MRS suplementado con rifampicina y fueron incubadas durante 48 h a
37 °C. Finalmente, se obtuvo una colonia utilizando el método de aislamiento. Las cepas
resistentes a rifampicina se propagaron en caldo MRS durante 24 h a 37°C. Se
compararon los pardmetros fisioldgicos y bioquimicos de las cepas original y la
resistente a rifampicina para asegurar que la Unica diferencia entre ambas era dicha
resistencia. El cultivo de cada una de las cepas resistentes a rifampicina fue conservado
a -80 °C en caldo MRS con 35% de glicerol. Las cepas resistentes obtenidas se
incorporaron al indculo probiodtico en reemplazo de la cepa original. Un procedimiento
similar se utilizé con la cepa de Salmonella dublin DSPV 595T utilizando el medio
XLD vy los antibidticos novobiocina (50 ug/ml) y acido nalidixico (10 pg/ml) (XLDyoy
nal). Los pardmetros fisioldgicos, bioquimicos y genotipicos de las cepas original y
resistente fueron comparados a los fines de garantizar que la diferencia sélo estaba en la
resistencia. La verificacion se realizd con pruebas bioquimicas (TSI, LIA, SIM, FA) y

amplificacion por PCR del gen InvA especifico de Salmonella sp.

3.4.4. Preparacion y administracion del indculo de BAL

Las bacterias se multiplicaron en caldo MRS durante 18-20 h a 37 °C. Se determin6
la densidad optica a 560 nm de los cultivos para construir una curva de calibracion con
la cual se calculd la concentracion bacteriana (Frizzo y col., 2006). Los cultivos se
centrifugaron a 3000g durante 10 min y se resuspendieron en soluciéon de NaCl.
Posteriormente se mezclaron las tres cepas y se enras6 hasta alcanzar el volumen final.
Las cepas resistentes a rifampicina integraron el inoculo probidtico, el cual estaba
formado por una dosis de 40 ml de una suspension de los tres microorganismos antes
mencionados, en una solucion de NaCl 0,15M. Se dosifico con al menos 10° UFC/kg

peso vivo (1 dosis diaria). Este indculo fue administrado a los terneros del G-BAL y del
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G-BAL-L incorporado junto al sustituto lacteo durante todo el experimento. El G-C fue
inoculado de la misma manera pero con 40 ml de la solucién de NaCl 0,15M, que sirvid

de placebo.

3.4.5. Inoculacién del patdégeno

La cepa de Salmonella dublin DSPV 595T, desarrollada en caldo BHI durante 18 h
a 37 °C, fue administrada junto al sustituto lacteo, en el dia 11 del experimento, a todos
los terneros de los 3 grupos experimentales (G-C, G-BAL y G-BAL-L). Con el fin de
establecer la concentracion de la cepa a utilizar en los animales se realizaron diluciones
decimales a partir de un cultivo madre. A este cultivo y a sus diluciones se les
efectuaron determinaciones de densidad Optica a 560 nm y, paralelamente, se realizaron
recuentos en placas. Con ambos parametros se realizd un andlisis de regresion.
Posteriormente, para cuantificar la cantidad suministrada se utiliz6 la ecuacion y =
0,4735 In(x)+8,2162 donde y corresponde a log;o UFC/ml y la variable x mide la
absorbancia del cultivo. El indculo se suministré en una dosis 2 10' UFC/animal. La
dosis infectiva fue elegida tomando como referencia la informaciéon bibliografica
disponible (Masalski y col. 1987; Steinbach y col., 1996; Deignan y col., 2000) y
mediante la comprobacion experimental, por estudio previo a este experimento en un

lote de 2 terneros.

3.4.6. Perfil bioquimico sanguineo y leucograma

Se tomaron muestras de sangre (15 ml) las que fueron procesadas para obtener suero
y sangre anticoagulada. El suero sanguineo fue almacenado a -80 °C hasta el momento
de realizar las siguientes determinaciones: aspartatoaminotransferasa (AST),
alaninoaminotransferasa (ALT), 5 nucleotidasa (5°-Nt), gamaglutamil-transpeptidasa
(GGT), fosfatasa alcalina (FAlc), bilirrubina directa (BD), bilirrubina total (BT),
proteinas totales (PT), urea y creatinina. Los ensayos se realizaron con un
autoanalizador metrolab 2300 plus. La concentracién de haptoglobina en plasma fue
medida utilizando un kit de ELISA comercial que es especifico para la haptoglobina
bovina (ALPCO Diagnostics, Salem, NH). Las muestras de plasma fueron diluidas
1:10.000 con el diluyente provisto en el kit antes del analisis. La sangre anticoagulada

fue utilizada para realizar el hemograma completo y el plasma obtenido a partir de ella
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para la determinacion de fibrindgeno. El leucograma se realizé en camara de Newbauer
y el recuento diferencial (férmula leucocitaria) se efectué en un microscopio Zeiss a

partir de frotis coloreados con Giemsa.

3.4.7. Temperatura corporal

Los datos de temperatura rectal y timpénica fueron medidos 2 veces al dia durante
todo el ensayo. La temperatura rectal fue medida con un termémetro clinico de mercurio
para grandes animales y la temperatura timpanica con un termometro infrarrojo de oido

GA.MA® ET 100C.

3.4.8. Disefio del experimento

Los animales se dividieron en 3 grupos experimentales -grupo control (G-C), grupo
inoculado con el in6culo (G-BAL) y grupo inoculado con el inéculo de BAL mas
lactosa (G-BAL-L)- con 5, 6 y 4 animales cada uno. Los datos de peso vivo (PV) se
registraron en forma semanal. El consumo de alimentos se determind en forma diaria
durante los primeros 10 dias del ensayo y fue calculado en base al consumo de sustituto
lacteo y alimento balanceado comercial. Se midi6 el consumo de agua diario. Se efectud
un analisis macroscdpico de las heces asignando valores desde 1 (normal) a 4 (acuosa)
de acuerdo a las caracteristicas de la materia fecal. Como indicador de la intensidad y la
duracion de las deposiciones se utilizo el indice de consistencia fecal (ICF) asignando a
la consistencia fecal valores de 1, 2, 3 y 4 (Meyer y col. 2001). Se consider6 “animal
con diarrea”, aquel que tenia valor 4. La severidad de la diarrea fue registrada segun el
tipo utilizando los siguientes indicadores: mucosa, con sangre, yema de huevo y
fibrinosa. Diariamente fue determinado el estado de salud de los individuos:
temperatura rectal y timpanica, nivel de deshidrataciéon (Tabla 4) y frecuencia de
diarreas realizando un analisis macroscopico de las heces. En base a estos tres
parametros se determind el estado de enfermedad del animal (temperatura rectal >40,5
°C, nivel de deshidratacion > 2 s y escore fecal 4). Los dias 1, 11, 12, 13, 14 y 15 de
ensayo se tomaron muestras de sangre para evaluar el perfil bioquimico sanguineo, el
estado inmunolégico general y para determinar la presencia del patogeno. Los dias 1, 5,
10, 11, 12, 13, 14 y 15 de ensayo se tomaron muestras de materia fecal. En los 3

primeros muestreos se efectud el recuento de Lactobacillus totales, de los integrantes
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del inéculo de BAL y de la poblacion de coliformes. Ademas se realizd la
determinacion de Salmonella para verificar el estado de los terneros (ausencia/presencia
del patdgeno) antes de realizar la infeccion experimental. En los siguientes muestreos

(4°-8"°) se determind la presencia/ausencia de Salmonella en materia fecal.

Tabla 4: Indicadores de la intensidad del nivel de deshidratacion. Segin Blood y col., (1986).

Liquido necesario

Ojos hundidos, L.a prucba ,del VPG Solidos totales para restituir el
PPC (%) pliegue cutaneo =\ o .
cara arrugada ersiste por () (hematocrito) (%)  del suero (g/dl)  volumen perdido
P P (ml/kg PV)
Dificilmente
4a6 detectable <2 40 a 45 7a8 20a25
6a8 ++ 2a4 50 8a9 40 a 50
8all +++ 6al0 55 9al0 50 a 80
10a12 4+ 20 a 45 60 12 99a 120

Sequedad y arrugamiento de la piel. El cuerpo y la cara tienen aspecto de encogimiento. Los globos
oculares retroceden hacia las cavidades orbitales y la piel parece plegarse. La piel del parpado superior y
la del cuello da una de las mejores indicaciones del grado de deshidratacion, el cual, con base clinica se
evalua frecuentemente como porcentaje de peso corporal.

Diariamente se realizaron necropsias programadas de un ternero por grupo
experimental desde el dia 11 del ensayo hasta completar con todas las unidades
experimentales. Las lesiones macroscopicas halladas fueron registradas y distintos
organos parenquimatosos fueron recogidos para el diagndstico microbiologico. El peso
del bazo fue determinado y junto con el peso vivo se calculd el indice de peso esplénico
(IPE). Para la evaluacion de los cambios anatomopatoldgicos e histologicos se
definieron indicadores especificos de lesiones para cada érgano. Como indicador de la
intensidad se utiliz6 el indice de lesiones macroscopicas (ILMacro) e indice de lesiones
microscopicas (ILMicro) asignando valores de 1, 2, 3 y 4 segtn el grado de severidad
(1: Sin lesion aparente (SLA), 2: lesion leve, 3: lesion moderada, 4: lesion severa).
Dichos indicadores (Tablas 5, 6, y 7) permitieron estandarizar la rutina de observacion y
evaluar el grado de modificacion de las estructuras. A partir de los indicadores
observados se elabor¢ el IL respectivo segun la siguiente formula:

[(0E1 x 1) + (0E2 x 2) + (0E3 x 3) + (0E4 x 4)]

IL= x 100
Tox4

donde oE1, oE2, oE3 y oE4 representan el numero de 6rganos con escore 1, 2, 3y 4
respectivamente y To representa el total de 6rganos evaluados por ternero. El To en el

[LMacro fue de 7 para 6rganos diana y 67 para el resto de los érganos estudiados. El To
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en el ILMicro fue de 7 para 6rganos diana y 16 para el resto de los 6rganos estudiados.
Asi, tomando la férmula como base, fue calculado el ILMacro e ILMicro para érganos
diana, no diana y para el total de 6rganos. Cuanto mayor fue este indice més intensa y

severa fue el grado de las lesiones observadas.

Tabla 5: Indicadores de la intensidad de las lesiones macroscopicas utilizados para la elaboracion del

indice de lesiones macroscopicas (ILMacro) en los 6rganos diana estudiados.

Escore seguin el grado de severidad delalesion

Organo diana

1

2

3

4

Yeyuno, ileon y

véalvula ileocecal

NL mesentérico y

NL ileocecal

Higado

Bazo

Sin lesion aparente
(SLA). Mucosa libre
de edema,
hemorragias,
erosiones, ulcera y
fibrina. Contenido:

alimento en digestion.

SLA. Consistencia
blanda. Al corte color
grisaceo brillante,
jugoso al corte.

SLA. Bordes filosos,
color tipico. Al corte y
compresion ausencia
de exceso de sangre y

bilis.

SLA. Bordes filosos,
consistencia firme. Al
corte r0jo oscuro

aspecto seco.

Mucosa hiperémica
con capa de moco.
Contenido: alimento en

digestion.

Consistencia blanda,
hernia al corte. Color
grisaceo brillante,
exuda mucha linfa.
Bordes levemente
redondeados, color
oscuro (ciandtico). Al
corte y compresion
excesiva cantidad de

sangre oscura.

Bordes redondeados,
consistencia mas
blanda. Al corte rojo

oscuro, resuma sangre.

Mucosa con
hemorragias y/o
sufusiones, moco
abundante, espeso, a
veces mezclado con
sangre. Erosiones.
Contenido mucoso
hemorragico.
Consistencia blanda,
hernia al corte. Color
rosado o rojo, exuda
linfa y sangre.

Bordes redondeados,
color ictérico
(amarillento). Al corte
y compresion excesiva
cantidad de sangre y

bilis.

Bordes muy
redondeados,
consistencia muy
blanda, se desarma a la
compresion. Salida de
gran cantidad de

sangre oscura.

Mucosa cubierta por
moco fibrinoso,
ulceraciones.
Contenido alimento
generalmente ausente,

moco fibrinoso.

Consistencia muy
blanda. Al corte color
gris brillante, exuda
sangre y pus.

Bordes muy
redondeados, color
ictérico o amarronado.
Al corte presencia de
puntos blancos (cabeza
de alfiler). A la
compresion abundante
salida de bilis.

Bordes muy
redondeados,
consistencia muy
blanda, se desarma a la
compresion. Al corte
presencia de puntos
blancos (cabeza de

alfiler).

Tabla 6: Indicadores de la intensidad de las lesiones microscopicas utilizados para la elaboracion del

indice de lesiones microscopicas (ILMicro) en los 6rganos diana estudiados.

Organo diana

Escore segiin el grado de severidad delalesion

1

2

3

4

Yeyuno, ileon y

Sin lesion aparente

Enteritis superficial:

Enteritis superficial:

Enteritis necrotizante:
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valvula ileocecal

NL mesentérico y

NL ileocecal

Higado

(SLA).

SLA (aunque es dificil
establecer esta
categoria pues siempre
hay algun tipo de
reaccion del 6rgano
por su relacionamiento
con el medio
extracelular y con la
circulacion de linfa con
diversa cantidad y
calidad antigénica (por
ejemplo activacion del
NL mesentérico en el
momento de la
digestion), se ha
tomado como
parametro el hecho de
que haya una neta
separacion entre la
parte folicular con
foliculos de forma y
tamafo regular; y una
central con senos
amplios, poco
poblados de linfocitos
y macrofagos fijos).
SLA (ausencia de
lesiones degenerativas,
necroticas e
inflamatorias
sinuosidades,
periportales o

intersticiales.

necrosis de los
enterocitos del extremo
de las vellosidades,
leve edema de la
lamina propia,
eventuales
microhemorragias.
Cuerpo y fondos
glandulares
conservados con
actividad mitotica
regenerativa. Con o sin
hiperplasia de los
nodulos linfoideos
regionales.
Linfoadenitis aguda
hiperplasica
reaccional: hiperplasia
de los foliculos
corticales, aumento de
la parte centro folicular
respecto a la
parafolicular con
aumento de la
poblacion de los
linfocitos en los senos
y de los macrofagos
fijos (“catarro” de los

senos).

Degeneracion
parenquimatosa desde
la tumefaccion celular
aguda, la
microvacuolar y la
grasa, sin signos

inflamatorios.

necrosis de los
enterocitos del extremo
de las vellosidades,
infiltrados
mononucleares o
mixtos de la [dmina
propia. Cuerpo y
fondos glandulares
conservados con
actividad mitotica
regenerativa. Con
hiperplasia de los
nodulos linfoideos

regionales.

Linfoadentis aguda
hiperplasica
inflamatoria: idem al
escore 2 pero con

hiperemia y edema.

Hepatitis y
colangiohepatitis
mononuclerar o mixta
con cambios
degenerativos en el
parénquima. Eventual

estasis colangiolar o

necrosis coagulativa de
todo o la mayor parte
del cuerpo glandular
con infiltrados
mononucleares o
mixtos. Eventual
presencia de “nodulos
paratifoideos” en la
mucosa o en los
nddulos linfoideos

regionales.

Linfoadenitis aguda
con presencia de
“nodulos
paralinfoideos” o
linfoadenitis
salmonelosica
(subcapsulares,
foliculares o en los

senos).

Hepatitis y
colangiohepatitis
salmonelosica con
infiltrado mononuclear
0 mixto en espacios
porta y sinusoides.

Presencia de “nddulos

52



Frizzo, L.S. (2010)

Materialesy Métodos

Bazo

SLA.

Esplenitis aguda
(hiperemia e
infiltracion de los

senos).

canalicular por
proliferacion de los

canaliculos biliares.

Esplenitis aguda
hemorragica (tipo

infarto rojo).

paratifoideos”.
Eventualmente
colangiohepatitis con
tromboembolia
centrolobulillar sin
NPT (modelo
hiperagudo).
Concomitante
degeneracion
parenquimatosa.
Esplenitis
salmonelésica: con
presencia de NPT.
Eventualmente, sin
NPT (modelo
hiperagudo).

Tabla 7: Indicadores de la intensidad de las lesiones microscéopicas utilizados para la elaboracion del

indice de lesiones microscopicas (ILMicro) en los 6rganos no diana estudiados.

Escore seguin el grado de severidad delalesion

Organo
1 2 3 4
Abomaso Sin lesion aparente Gastritis catarral: Gastritis hemorragica: Gastritis necrotica:
(SLA) edema de la lamina microhemorragias necrosis de las
propia, hiperplasia de superficiales, glandulas con detritos
las células caliciformes  infiltracion celulares, infiltracion
con o sin edema de la mononuclear de la mononuclear o mixta
submucosa. lamina propia con o sin  con edema de la
edema de la submucosa.
submucosa.

Duodeno, colon, SLA Enteritis superficial: Enteritis superficial: Enteritis necrotizante:

ciego, necrosis de los necrosis de los necrosis coagulativa de
enterocitos del extremo  enterocitos del extremo  todo o la mayor parte
de las vellosidades, de las vellosidades, del cuerpo glandular
leve edema de la infiltrados con infiltrados
lamina propia, mononucleares o mononucleares o
eventuales mixtos de la lamina mixtos. Eventual
microhemorragias. propia. Cuerpo y presencia de “nddulos
Cuerpo y fondos fondos glandulares paratifoideos”.
glandulares conservados con
conservados con actividad mitotica
actividad mitdtica regenerativa.
regenerativa.

NL preescapular, SLA (aunque es dificil ~ Linfoadenitis aguda Linfoadentis aguda Linfoadenitis aguda

NL popliteo, NL
retrofaringeo, NL

mediastinico

establecer esta
categoria pues siempre
hay algtin tipo de

reaccion del 6rgano

hiperplasica
reaccional: hiperplasia
de los foliculos

corticales, aumento de

hiperplasica
inflamatoria: idem al
escore 2 pero con

hiperemia y edema.

con presencia de
“noédulos
paralinfoideos” o

linfoadenitis
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Vesicula biliar

Pulmén

Cerebro, cerebelo

y médula oblonga.

Pancreas

Rindn

Adrenal

Corazon

Timo

por su relacionamiento
con el medio
extracelular y con la
circulacion de linfa con
diversa cantidad y
calidad antigénica, se
ha tomado como
parametro el hecho de
que haya una neta
separacion entre la
parte folicular con
foliculos de forma y
tamafo regular; y una
central con senos
amplios, poco
poblados de linfocitos
y macrofagos fijos).

SLA.

SLA.

SLA.

SLA

SLA

SLA

SLA

SLA

la parte centro folicular
respecto a la
parafolicular con
aumento de la
poblacion de los
linfocitos en los senos
y de los macrofagos
fijos (“catarro” de los

senos).

Autodigestion de la

mucosa.

Alveolitis
(engrosamiento del
tabique alveolar por
hiperemia,

eventualmente edema).

Hiperemia y

congestion meningea.

Hiperemia y edema

Nefritis glomerular
exudativa, hiperemia
intersticial sin lesion
tubular

Hiperemia y
microhemorragias en la
union cortico medular.
Congestion cortico
medular

Hiperemia y
microhemorragias.
Timitis: hiperemia y

edema interlobulillar

Infiltracion
periglandular
mononuclear con
edema de la mucosa.
Alveolitis
(engrosamiento del
tabique alveolar por
hiperemia con edema,
exudacion de PMN,

linfocitos y fibrina).

Hiperemia y
congestion meningea
con hiperemia y edema
parenquimatoso.
Lesiones neuronales
ausentes.

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica

salmonelosica
(subcapsulares,
foliculares o en los

senos).

Necrosis coagulativa

de la mucosa.

Neunomia intersticial
(los mismos elementos
que en (3) con
infiltracion entre medio
de los alvéolos y en los
tabiques
interlobulillares.
Meningoencefalitis
purulenta o
fibrinopurulenta con
lesiones neuronales

isquémicas y gliosis.

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica
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con escasos
mononucleares y

eosinofilos.

No aplica significa que no estan descriptas lesiones muy severas en esos organos porque no son diana de

Salmonella sp.

3.4.9. Deteccion de Salmonella dublin en sangre

Las muestras de sangre (1 ml) fueron tomadas diariamente a partir de la inoculacion
con el patogeno desde la vena yugular de todos los terneros utilizando jeringas con
agujas hipodérmicas y procesada con citrato como anticoagulante. La mitad de la
muestra fue sembrada en caldo rappaport y la otra mitad en caldo selenito cistina.
Después de un periodo de incubacion de 12 h a 42 °C en caldo selenito cistina y de 18 h
a 42 °C en caldo rappaport, se sembraron placas con agar XLD;oy na las cuales se
incubaron 24 h a 37 °C. El hallazgo de colonias tipicas junto a la prueba de aglutinacién
positiva con un anticuerpo policlonal (OS-A, A.N.L.L.S Dr. Carlos G. Malbran) fue

considerado como resultado positivo a Salmonella dublin.

3.4.10. Deteccion de Salmonella dublin en materia fecal

Las muestras de materia fecal (aprox. 5 g) fueron tomadas los dias 10, 11, 12, 13, 14
y 15 del ensayo desde el recto de todos los terneros mediante masaje rectal. Un gramo
fue sembrado en caldo selenito cistina y 0,1 g en caldo rappaport. Después de un
periodo de incubacion de 12 h a 42 °C en caldo selenito cistina y de 18 h a 42 °C en
caldo rappaport, se sembraron placas con agar XL Doy na las cuales se incubaron 24 h a
37 °C. El hallazgo de colonias tipicas junto a la prueba de aglutinacion positiva con un
anticuerpo policlonal (OS-A, A.N.L.I.S Dr. Carlos G. Malbran) fue considerado como

resultado positivo a Salmonella dublin.

3.4.11. Necropsias

Se realizaron necropsias diarias programadas de un animal en cada grupo
experimental desde el dia de la administracion del patogeno (dia 11) hasta el dia 15 de
experimento. Las necropsias se realizaron a las 22 h después de la Gltima administracion
del probidtico. Los animales fueron insensibilizados mediante una droga eutanasica
(Euthanyle®, Brouwer S.A.) administrada en condiciones de asepsia. Se recogieron los

siguientes organos para determinaciones microbiologicas: bazo, higado, nddulo linfatico
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mesentérico, nddulo linfatico ileocecal, porciones intestinales (yeyuno, ileon, ciego y
colon), nodulo linfatico mediastinico, pulmén y nddulo linfatico popliteo en esta
secuencia utilizando instrumental estéril en cada tejido para minimizar la posibilidad de
contaminacion bacteriana entre muestras (Lee y col., 2000). Se tomaron muestras de
liquido cefalorraquideo, liquido sinovial y bilis para la deteccion de Salmonella sp.
Ademas de las anteriores muestras de tejidos se agregaron las siguientes para el analisis
histopatologico: abomaso, duodeno, valvula ileocecal (VIC), nddulo linfatico
preescapular, noédulo linfatico retrofaringeo, vesicula biliar, pancreas, rindn, adrenal,
corazdn, timo, cerebro, cerebelo y médula oblonga. El peso del bazo fue determinado y

junto con el peso vivo se calculd el indice de peso esplénico (IPE).

3.4.12. Recuperacion del indculo de BAL y recuento de Lactobacillus y coliformes
en materia fecal

Las muestras fecales de todos los terneros (aprox. 5 g) obtenidas por masaje rectal
los dias 1, 5 y 10 del ensayo fueron pesadas, diluidas 1/100 en soluciéon Ringer %4 y
homogeneizadas en un agitador magnético. A partir de las diluciones seriadas de cada
muestra se sembraron placas de agar LAMVAB para contar la flora lactica total y placas
de agar LAMVAB,;s para recuperar solamente el inodculo utilizado. Las placas de Petri
se incubaron a 37 °C durante 48 h en condiciones anaerdbicas y posteriormente se
contaron las colonias caracteristicas. Se seleccionaron colonias al azar desde las placas
con el antibiodtico para posteriormente verificar la morfologia. El recuento de coliformes
se llevd a cabo en placas con el medio VRBL; las mismas se incubaron a 37 °C durante

24 h.

3.4.13. Recuperacion del indculo de BAL y de Salmonella dublin desde distintos
sectores del intestino de losterneros

El intestino delgado (duodeno y yeyuno) y el intestino grueso (ciego) de los terneros
fue obtenido en condiciones asépticas y se hicieron diluciones decimales en solucion de
Ringer Y4 del raspado de la mucosa para facilitar los recuentos de los lactobacilos totales
y de aquellos que formaban parte del indculo. Para determinar la colonizacion del tracto
intestinal de los terneros por el in6culo utilizado se realizaron recuentos de colonias

viables (UFC) recuperadas en el raspado de la mucosa. La presencia del inoculo
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bacteriano en el tracto intestinal fue interpretado como colonizacion por las bacterias
(Lee y col., 2000). A partir de las diluciones seriadas de cada muestra se sembraron, por
triplicado, placas de agar LAMVAB para contar la flora lactica total y placas de agar
LAMVAB;,; para recuperar solamente el indculo utilizado. Las placas de Petri se
incubaron a 37 °C durante 48 h en condiciones anaerdbicas y posteriormente se
contaron las colonias caracteristicas. La determinacion del patogeno se realizé en medio
XLDyoy nat incubando las placas 24 h a 37 °C. El hallazgo de colonias tipicas junto a la
prueba de aglutinacién positiva con un anticuerpo policlonal (OS-A, A.N.L.L.S Dr.

Carlos G. Malbran) fue considerado como resultado positivo a Salmonella dublin.

3.4.14. Prueba de translocacion bacteriana

Trozos de higado, bazo, y nddulos linfaticos mesentérico e ileocecal integros
obtenidos en condiciones asépticas fueron homogeneizados con un stomacher (Seward
biomaster®) en agua peptonada buferada. A partir de las diluciones seriadas de cada
muestra e determiné translocacién al medio interno del inéculo de BAL suministrado
(LAMVAB4:is), de las poblaciones de Lactobacilli (LAMVAB), coliformes (VRBL),
enterococos (Slanetz y Blartley) y aerobios totales (BBA suplementado con vitamina K;
(1 pg/ml) y hemina (5 pg/ml)) sembrando el homogeneizado en placas de petri con los

medios correspondientes.

3.4.15. Deteccion de Salmonella dublin en 6rganosy fluidos del medio interno

Las muestras de nédulo linfatico mediastinico, pulmén, nodulo linfatico popliteo,
liquido cefalorraquideo, liquido sinovial y bilis obtenidas en condiciones asépticas
fueron homogeneizados con un stomacher (Seward biomaster®) en agua peptonada
buferada. Después de una incubacion de 18 h a 37 °C, 0,1 ml fue sembrado en caldo
rappaport y 1 ml en caldo selenito cistina. Luego de un periodo de incubacion de 12 h a
42 °C en caldo selenito cistina y de 18 h a 42 °C en caldo rappaport, se sembraron
placas con agar XLDoy nat las cuales se incubaron 24 h a 37 °C. El hallazgo de colonias
tipicas junto a la prueba de aglutinacion positiva con un anticuerpo policlonal (OS-A,
AN.LILS Dr. Carlos G. Malbran) fue considerado como resultado positivo a

Salmonella dublin.
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3.4.16. Procesamiento de las muestrasy ensayo histopatol 6gico

Las muestras fueron fijadas en formol bufferado al 10%. La reduccion de las
muestras se efectud dentro de las 24 h del sacrificio y luego fueron lavadas en buffer
fosfato salino (PBS) y procesadas siguiendo protocolos histoldgicos de rutina para
efectuar la inclusion en parafina (Woods y Ellis, 1994). Por ultimo, se efectuaron cortes
seriados de 5 pum de espesor con un micrétomo rotativo, los que se montaron en
portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) y fueron secados en estufa a 37 °C por 24 h. Para realizar el ensayo
histopatologico se utilizd6 la coloracion de hematoxilina de mayer-eosina. La
observacion se efectud con un microscopio binocular Olympus CH 40 y para la captura

de imagenes se utiliz6 una camara digital Olympus 4000.

3.4.17. Composicion delos alimentos

Todos los alimentos que fueron utilizados en la crianza de los animales no estaban
suplementados con antibidticos. El sustituto lacteo contenia un 21% de proteina, un
40% de lactosa y su extracto etéreo era del 16%. La lactosa contenia 99,5% de lactosa
(Milkaut, S.A.). El concentrado comercial fue formulado con los siguientes
ingredientes: maiz molido, pellet de soja, afrechillo de trigo, fosfato bicalcico, cloruro
de sodio y un ntcleo vitaminico-mineral. El mismo contenia 90% MS, 18% de proteina,

2,9 Mcal/kg MS, 80% de TND, 5% de fibra, 1,2% de calcio y 0,8% de fosforo.

3.4.18. Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA para determinar si existian diferencias significativas entre las
variables del G-C, G-BAL y G-BAL-L estudiadas (recuentos microbianos, peso vivo,
consumo de alimentos, indice de peso esplénico, hemograma, leucograma vy
concentracion de AST, ALT, 5'-Nt, GGT, FA, BD, BT, PT, urea y creatinina,
fibrindgeno y haptoglobina). Los resultados se expresaron como la media aritmética y
sus desvios estdndares. La presencia/ausencia de translocacion, la morbilidad y los
eventos de diarrea se analizaron mediante el test de chi cuadrado. Las pruebas

estadisticas se realizaron con el Programa Statistix para windows version 1.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Efecto de la suplementacion con tres bacterias acido lacticas de origen bovino
sobre la trandocacién bacteriana, la toxicidad oral aguda, la colonizacion
intestinal, la performance de crecimiento y el estado sanitario
4.1.1. Recuperacion delafloralacticay del inoculo a nivel intestinal

Se observo un alto grado de recuperacion de la flora lactica en las diferentes partes

del intestino (Figura 4).

Figura 4: Recuperacion de la flora lactica desde la microbiota intestinal de los terneros suplementados
(G-BAL) y no suplementados (G-C) con el inoculo de bacterias acido lacticas (Inéculo BAL) a una dosis
de 10° UFC/kg PV durante 35 d. A) Duodeno B) Yeyuno C) Ciego.
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Los recuentos efectuados previamente al inicio del tratamiento, demostraron la
ausencia de crecimiento en MRS;ir en el raspado de mucosa de los tres 6rganos en
estudio. Esto fue utilizado como control negativo, demostrando que el inoculo
administrado, resistente a rifampicina, no era indigena en los terneros empleados en el
experimento y confirmando la sensibilidad del modelo para rastrear las tres cepas.

Antes de administrar el indculo, la flora lactica de las 3 porciones del intestino no
presentaba diferencias significativas en ambos grupos (P > 0,05), mientras que la flora
lactica del ciego resulto ser la mas numerosa (P < 0,05) de las 3 porciones de intestino,

durante toda la experiencia y en ambos grupos.
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Administrado el inoculo, los valores de BAL encontrados en el yeyuno y ciego de
los animales del G-BAL fueron superiores (P < 0,05) respecto de las mismas porciones
intestinales del G-C.

La colonizacion del ciego por parte del inoculo fue significativamente mayor (P <
0,01) respecto del duodeno y yeyuno de los animales del G-BAL.

Las cargas microbianas de la flora lactica fueron similares en el duodeno (P > 0,05)
de ambos grupos mientras que la carga del indculo fue similar (P > 0,05) en duodeno y
yeyuno para los animales del G-BAL.

El inoculo utilizado alcanzé niveles menores (P < 0,05) a la flora lactica en cada

region del intestino del G-BAL.

4.1.2. Estudio de translocacion

La incidencia de translocacion bacteriana en los diferentes drganos se muestra en
tabla 8. No hubo translocacion del in6culo administrado hacia los 6rganos del medio
interno de los animales. La presencia de los microorganismos en los organos
investigados no estuvo relacionada con la suplementacion del indculo probidtico. No se
encontraron asociaciones entre los recuentos de BAL intestinales y aquellas que
translocaron al medio interno. Las poblaciones microbianas que fueron encontradas en
el medio interno de los terneros no modificaron el estado de salud de los mismos.
Independientemente del grupo experimental, el bazo fue el 6rgano donde menos

frecuentemente se produjo la translocacion (Tabla 8 y figura 5).

Tabla 8: Translocacion bacteriana en diferentes tejidos después de la administracion del indculo
probiotico en el grupo control (G-C) y en el grupo inoculado (G-BAL).

G-C G-BAL
Micr oor ganismos Higado Bazo NLM NLI Higado Bazo NLM NLI
Aerobios 3/5 1/5 3/5 2/5 4/5 2/5 4/5 4/5
Enterococcus sp. 2/5 0/5 0/5 0/5 1/5 1/5 1/5 1/5
Coliformes 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5 0/5 2/5 2/5
Microbiota lactica 2/5 0/5 1/5 3/5 0/5 0/5 4/5 4/5
Microbiota lactica; 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

NLM: nédulo linfatico mesentérico. NLI: nddulo linfatico ileocecal. Microbiota lactica,;y: microbiota
lactica resistente a rifampicina (100 pg/ml).

Los datos presentados representan el nimero de cultivos positivos/el nimero de tejidos estudiados;
Test de chi cuadrado: P > 0,05.
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Figura 5: Translocacion bacteriana en diferentes tejidos después de la administracion del indculo
probiotico en el grupo control (G-C) y en el grupo inoculado (G-BAL). Los valores representan el log
UFC/g de tejido y fueron expresados como la media + DS. No se encontraron diferencias significativas
(P >0,05). A) Higado. B) Bazo. C) Nodulo linfatico mesentérico. D) Nodulo linfatico ileocecal.
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4.1.3. Efecto del tratamiento sobre la performance de crecimiento de los animales
La tabla 9 muestra los valores obtenidos en aquellas variables relacionadas con la
performance de crecimiento de los terneros. No existieron diferencias significativas (P >
0,05) entre los grupos en el PV, H y PT durante todo el ensayo. La GPV, el CAC, el
CTA y el Cag no difiri6 entre los animales del G-C respecto del G-BAL (P > 0,05). Por
ende, la CA fue similar en ambos grupos experimentales. La GPV promedio mostré
variaciones considerables durante cada semana. Los terneros fueron aumentando
paulatinamente su capacidad para ganar peso a lo largo del ensayo. Esto estuvo
directamente relacionado con el sostenido aumento del consumo de alimentos a medida
que los animales iban creciendo. El consumo total paso de 3,9 kg a 13,4 kg en el G-
BAL y de 4,1 kg a 13,4 kg en el G-C entre la primera y la quinta semana del ensayo.
Los valores de conversion alimentaria muestran que los animales del G-C fueron
capaces de aumentar en 376 g su peso corporal por cada kilogramo de alimento
consumido, mientras que en el G-BAL los animales aumentaron 386 g para un consumo
similar; esto representa un consumo de 2,9 kg y 2,7 kg de alimento por cada kilogramo

de peso corporal ganado en cada uno de los grupos respectivamente. El Cag semanal
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mostro a lo largo del ensayo valores comprendidos entre un rango de 12,3 y 16,4 1y

12,6 y 18,0 1 para G-C y G-BAL respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9: Performance de crecimiento de terneros suplementados (G-BAL) y no suplementados (G-C)
con el indculo de bacterias acido lacticas a una dosis de 10° UFC/kg PV durante 35 d. No se

encontraron diferencias significativas (P > 0,05). Los valores fueron expresados como la media = DS.

3 Tratamiento
Par &metros p?
G-C G-BAL
Terneros (#) 12 12
Peso inicial (kg) 43,9+3,33 42,8 +3,07 NS
Peso final (kg) 61,5+6,51 60,7 + 5,80 NS
Ganancia de peso vivo promedio (kg/d) 0,5+0,2 0,5+0,1 NS
Ganancia de peso vivo promedio 35+1,2 3,6+1,0 NS
(kg/sem)
semana 1 02+2,0 -0,5+1.,8 NS
semana 2 2,1+£1,2 2,3+2,1 NS
semana 3 39+£2,0 2,8+28 NS
semana 4 55+19 6,3+3,3 NS
semana 5 6,0 +3.,8 7,0+2,5 NS
Consumo total de alimentos (g MS/sem)
semana 1 4133,9 +706,6 3859,1 +572,6 NS
semana 2 7174,0 £ 737,9 6816,2 £ 1106,8 NS
semana 3 10138,7 £ 1508,6 9881,0 + 1556,4 NS
semana 4 11435,2 £ 1851,3 11652,7 £2005,3 NS
semana 5 13400,9 + 2336,0 13359,3 + 1699,5 NS
Consumo de concentrado (g MS/sem)
semana 1 1493,9 + 706,6 1219,1 £572,6 NS
semana 2 4094,0 + 7379 3736,2 +1106,8 NS
semana 3 6178,7 £ 1508,6 5921,0 £ 1556.,4 NS
semana 4 83552 +1851,3 8572,7 £2005,3 NS
semana 5 10320,9 +2336,0 10279,3 £ 1699,5 NS
Conversion alimenticia (kg MS 29+1.2 2,7%£0,5 NS
consumida’/kg PV ganado)
Conversion alimenticia (g PV ganado /kg 376,3 +£114,8 385,5+£62,9 NS
MS consumida)
Consumo de agua (I/sem)
semana 1 12,3+5,6 13,5+5,6 NS
semana 2 12,3+5,1 12,6 +6,2 NS
semana 3 12,7+5,6 13,1 £6,1 NS
semana 4 16,4+5,6 18,0+4,5 NS
semana 5 12,7 +6,0 14,4150 NS
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Altura inicial (cm) 80,0 £2,0 79,3+2.4 NS

Altura final (cm) 85,4+272 84,8 +£2,7 NS
Perimetro toracico inicial (cm) 80,9+24 80,8 £2,0 NS
Perimetro toracico final (cm) 90,8 +2,7 90,9+3,3 NS
*Diferencias no significativas, definidas como P > 0,05, son expresadas como NS.

4.1.4. Efecto del tratamiento sobre la frecuencia de diarreas, e indice de

consistencia fecal y latasa de mortalidad

No se observaron eventos de diarreas en ninguno de los animales que integraron el

ensayo y, por lo tanto, no fue posible encontrar diferencias significativas entre ambos

grupos experimentales (Tabla 10). El ICF calculado para todo el ensayo fue similar (P >

0,05) en el G-C (48,7 %) comparado con el G-BAL (47,6 %).

Tabla 10: indice de consistencia fecal, analisis coproparasitologico y frecuencia de diarreas en
terneros suplementados (G-BAL) y no suplementados (G-C) con el inoculo de bacterias acido lacticas
a una dosis de 10° UFC/kg PV durante 35 d. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05).
Los valores fueron expresados como la media + DS.

Tratamiento

Par ametros p?
G-C G-BAL
Terneros (#) 12 12
Indice de consistencia fecal (%)
semana 1 55,7+7,7 53,0+5,7 NS
semana 2 48,5+44 48,2+ 7,1 NS
semana 3 50,3 +6,5 48,8 +4,7 NS
semana 4 41,1+6,2 39,6 +4.2 NS
semana 5 479+44 48,2+32 NS
semana 1-5 487+3,5 47,6 £2.7 NS
Analisis coproparasitologico (HPG)
semana 1 43,0+ 3,7 42,8 +3,1 NS
semana 2 441136 423436 NS
semana 3 46,2 +3,5 44,6 + 4,1 NS
semana 4 50,1 +4,5 47,4 +4.8 NS
semana 5 55,654 53,7156 NS
Frecuencia de diarrea (eventos) 0 0

*Diferencias no significativas, definidas como P > 0,05, son expresadas como NS.

Los valores semanales del ICF tampoco mostraron diferencias (P > 0,05) entre los

grupos. Aunque el nimero de huevos de parésitos en materia fecal fue aumentando a

través del ensayo, no se encontraron diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos a
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lo largo del experimento (Tabla 10). No fue posible comprobar algin efecto del in6culo
administrado sobre la carga parasitaria de los animales. El estado de salud de todos los
terneros fue excelente a lo largo del estudio. No se observaron signos de enfermedad, ni

se produjeron muertes en los individuos de los dos lotes que formaron parte del ensayo.

4.1.5. Perfil bioquimico sanguineo, leucograma e indice de peso esplénico

Los parametros bioquimicos sanguineos se muestran en la figura 6, los resultados
del leucograma se presentan en la figura 7 y el IPE de los terneros se muestra en la
figura 8. No hubo diferencias significativas (P > 0,05) entre el G-C y el G-BAL en

ninguna de las variables estudiadas.

Figura 6: Parametros bioquimicos sanguineos en terneros suplementados (G-BAL) y no
suplementados (G-C) con el indculo de bacterias 4cido lacticas a una dosis de 10° UFC/kg PV durante
35 d. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05). Los valores fueron expresados como la
media + DS. Las lineas de punto encierran un rango de datos que representan los valores de referencia
reportados previamente. A) Proteinas séricas totales. B) Glucosa. C) Urea. D) Colesterol total.

8 A) 140 B)
g7 . 120
3 : I
7 ! I ! 5 100 - 3 1
(1] -
] =] I
5 E 80 = .
w4 o
@ 2 60
£ 3 g
@ -
% 2 T 4 -
oy 20
0 0
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Tiempo de experimento (sem) Tiempo de experimento (sem)
BG-BAL OG- " G-BAL ¥
35 . C) 140 D)
30 = LT T e ———— | .
=
=25 1 £ 100 |
3 = ;
o 20 8 .
E | . s ¥ | |
@ 15 : ]
g ] _ E 60 | .
10 - ' l E 40 BN -
8
0 - 1 .
1 .2 3 _ 4 5 1 2 " 4 5
Tiempo de experimento (sem) Tiempo de experimento (sem)
EG-BAL OG- BG-BAL 0GC

Figura 7: Parametros sanguineos en terneros suplementados (G-BAL) y no suplementados (G-C)
con el inéculo de bacterias acido lacticas a una dosis de 10° UFC/kg PV durante 35 d. No se
encontraron diferencias significativas (P > 0,05). Los valores fueron expresados como la media + DS.
Las lineas de punto encierran un rango de datos que representan los valores de referencia reportados
previamente. A) Leucocitos totales. B) Neutrofilos. C) Linfocitos. D) Eosinofilos. E) Monocitos. F)
Basofilos.
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Figura 8: Indice de peso esplénico en terneros suplementados (G-BAL) y no suplementados (G-C)
con el indculo de bacterias 4cido lacticas a una dosis de 10° UFC/kg PV durante 35 d. No se
encontraron diferencias significativas (P > 0,05). Los valores indicados representan el peso del bazo
(g)/peso vivo (kg) (media = DS).
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4.2. Influencia del indculo de BAL y € suero de queso sobre la performance de
crecimientoy el estado sanitario delosterneros

4.2.1. Efecto del tratamiento sobre la performance de crecimiento de los animales
La tabla 11 muestra los valores obtenidos en aquellas variables relacionadas con la
performance de crecimiento de los terneros. Los valores iniciales de PV, H y PT fueron
similares en ambos grupos estudiados (P > 0,05, Tabla 10). E1 G-BAL present6 valores
de PV y PT superiores (P < 0,05) al final de la experiencia. En ambos grupos el PV se
incrementd en funcidn del tiempo, resultando significativamente superior (P < 0,05) el
peso del G-BAL, respecto del G-C, en la quinta semana. Durante la primera semana de
tratamiento unicamente el G-C mostré una pérdida de peso corporal, situacion que no
volvid a ocurrir durante el ensayo. Los grupos no se diferenciaron (P > 0,05) en la H

después de 35 dias de ensayo (Tabla 11).

Tabla 11: Performance de crecimiento de terneros alimentados con suero de queso y suplementados
(G-BAL) y no suplementados (G-C) con el inéculo de bacterias 4cido lacticas a una dosis de 10°
UFC/kg PV durante 35 d. Los valores fueron expresados como la media + DS.

Tratamientos

Par ametr os p?
G-C G-BAL
Terneros (#) 8 8
Peso inicial (kg) 44,6 +3,2 49,0 +7,7 NS
Peso final (kg) 59,6 £ 5,7 71,7 £12,6 0,0261
Ganancia de peso vivo promedio (kg/d) 0,381 £0,121 0,702 £ 0,201 0,0017
Ganancia de peso vivo promedio
(kg/sem)
semana 1 -0,7+3,1 23+1,8 0,0332
semana 2 2,7+1,7 59+33 0,0125
semana 3 32413 33+£1,5 NS
semana 4 4,9+2,6 58+1,2 NS
semana 5 32+39 72+1,8 0,0205
semana 1-5 2,7+0,8 49+1,4 0,0016
Consumo total de alimentos (kg 40,73 3,7 57,38 £3,9 0,0000
MS/ternero)
Consumo total de alimentos (kg MS/sem)
semana 1 5,11+0,35 5,13+0,23 NS
semana 2 5,65+ 0,35 8,33 £0,55 0,0000
semana 3 6,54 + 0,58 9,19+ 0,60 0,0000
semana 4 11,27 + 1,84 15,14 + 1,02 0,0001
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semana 5 12,17 £ 1,50 19,58 £2,28 0,0000
semana 1-5 8,15+0,73 11,48 £0,79 0,0000
Consumo de concentrado (kg 18,97 £ 0,33 35,3+4,38 0,0000
MS/ternero)
Consumo de concentrado (kg MS/sem)
semana 1 0,71 £0,30 0,73 £0,33 NS
semana 2 1,32+0,52 3,85+0,55 0,0000
semana 3 2,30+ 0.77 4,95+ 0,85 0,0000
semana 4 6,79 + 1.84 10,66 £+ 1,02 0,0001
semana 5 7,85 +1.31 15,10 2,28 0,0000
semana 1-5 3,79 £ 0.65 7,06 + 0,88 0,0000
Conversi6n alimenticia (kg MS 3,32 +0.99 2,48 + 0,65 0,0699
consumida’/kg PV ganado)
Conversion alimenticia (g PV ganado/kg 326,6 £ 99,3 424,77+ 993 0,0681

MS consumida)

Consumo de agua (I/semana)

semana 1 17,7+4,9 16,3+39 NS
semana 2 149+5,0 16,6 +5,5 NS
semana 3 14,7+3.,8 148 +£2,6 NS
semana 4 19,3+7,3 18,4+5,1 NS
semana 5 18,1 £5,8 20,2+52 NS
semana 1-5 16,9 +4,2 17,3 £3,7 NS
Perimetro toracico inicial (cm) 80,3 2,1 83,3+3,7 NS
Perimetro toracico final (cm) 90,5+2,6 95,0+4.4 0,0403
Altura inicial (cm) 81,3+ 1,5 82,9+3,0 NS
Altura final (cm) 85,8+2,0 89,3 +4,4 NS

*Diferencias no significativas, definidas como P > 0,05, son expresadas como NS.

El aumento de peso de los terneros se fue incrementando paulatinamente a lo largo
del ensayo. Esto estuvo directamente relacionado con el aumento sostenido del
consumo de alimentos a medida que los animales iban creciendo. E1 CTA paso de 5,13
kg a 19,58 kg en el G-BAL y de 5,11 kg a 12,17 kg en el G-C entre la primera y la
quinta semana del ensayo. Los animales del G-BAL tuvieron consumos superiores (P <
0,05) a partir de la segunda semana del ensayo (Tabla 11). El CAC fue superior en los
animales del G-BAL desde la segunda semana y hasta el final de la experiencia.

Los animales del G-BAL lograron mayores GPV (P < 0,05) que los del G-C durante
la primera, segunda y quinta semana. La diferencia encontrada durante la primera
semana a favor del G-BAL coincide en tiempo con la evidente pérdida de peso que

tuvieron los animales del G-C. El valor de GPV promedio durante todo el experimento
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fue de 0,702 kg/d para el G-BAL, mientras que para el G-C fue de 0,381 kg/dia (P <
0,05). Los valores de conversion alimentaria muestran que los animales del G-BAL
fueron capaces de aumentar en 425 g su peso corporal por cada kilogramo de alimento
consumido, mientras que los del G-C aumentaron s6lo 327 g para un consumo similar;
esto representa un consumo de 2,5 kg y 3,3 kg por cada kilogramo de peso corporal
ganado en cada uno de los grupos respectivamente. Aunque no hubo diferencias entre
grupos (P > 0,05) en los valores de conversion antes mencionados, hubo una tendencia
(P =0,07) favorable al G-BAL.

No se encontraron diferencias (P > 0,05) entre los grupos en el consumo de agua
semanal. Esta variable mostr6 valores comprendidos entre un rango de 14,7 y 20,2 1 con
valores medios en todo el experimento de 16,9 y 17,3 1 para G-C y G-BAL

respectivamente (tabla 11).

4.2.2. Efecto del tratamiento sobre la frecuencia de diarreas, € indice de
consistenciafecal, la carga parasitariay la tasa de mortalidad

Aunque no hubo diferencias (P > 0,05) en la frecuencia de diarreas entre el G-C
(62,5% de los animales) y el G-BAL (37,5% de los animales), el ICF fue mayor en el
primer grupo (62,9%) comparado con el segundo (57,0%) (P < 0,05). Teniendo en
cuenta los valores semanales del ICF, se puede apreciar que el G-BAL mostro
diferencias (P < 0,05) respecto del G-C durante la semana 5 (Tabla 12). No se
produjeron muertes en los individuos de los dos lotes que formaron parte del ensayo.
Aunque el nimero de huevos de parasitos en materia fecal fue aumentando a través del
ensayo, no se encontraron diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos a lo largo
del experimento (Tabla 12). No fue posible comprobar algun efecto del inoculo

administrado sobre la carga parasitaria de los animales.

Tabla 12: indice de consistencia fecal, analisis coproparasitologico y frecuencia de diarreas en terneros
alimentados con suero de queso y suplementados (G-BAL) y no suplementados (G-C) con el indculo de
bacterias 4cido lacticas a una dosis de 10° UFC/kg PV durante 35 d. Los valores fueron expresados
como la media + DS.

, Tratamiento a
Parametros P
G-C G-BAL

Terneros (#) 8 8
Indice de consistencia fecal (%)
semana 1 62,5+74 60,3+59 NS
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semana 2 59,8+ 7,3 54,5+6,0 NS
semana 3 65,2 £8,3 62,9 +£6,0 NS
semana 4 62,5+6,9 54,5+8,9 0,0658
semana 5 64,3+ 10,6 52,7+£53 0,0156
semana 1-5 62,9+4,7 57,042 0,0179
Analisis coproparasitologico (HPG)
semana 0 458151 49,0+ 7.8 NS
semana 1 451123 50,7+ 8.3 NS
semana 2 483+1,9 554+99 NS
semana 3 5144238 58,7+ 104 NS
semana 4 56,4+3,4 64,5+ 11,5 NS
semana 5 62,9+43 67,9+11,7 NS
semana 1-5 51,6 £6,9 57,7+7)5 NS
Frecuencia de diarrea (eventos) 8 4 NS

*Diferencias no significativas, definidas como P > 0,05, son expresadas como NS.

4.2.3. Perfil bioquimico sanguineo

Los resultados obtenidos en las variables medidas para evaluar el perfil bioquimico
sanguineo se muestran en la tabla 13. La concentracion de proteinas séricas totales, urea
y glucosa no fue afectada por el tratamiento, situacion que se verifica al no encontrarse
diferencias significativas (P > 0,05) entre el G-C y el G-BAL. Sélo hubo una tendencia
(P =0,06) durante la segunda semana, en donde los valores de urea alcanzaron los 17,1
mg/dl en el G-C y 13,5 mg/dl en el G-BAL (Tabla 13). Los animales de ambos grupos
tampoco se diferenciaron (P > 0,05) en su contenido en proteinas séricas totales antes de
iniciar el ensayo. Los valores de colesterol fueron diferentes entre los grupos (P < 0,05)

en las dos primeras semanas, mostrando G-BAL niveles superiores respecto al control.

Tabla 13: Parametros bioquimicos sanguineos en terneros alimentados con suero de queso y
suplementados (G-BAL) y no suplementados (G-C) con el inoculo de bacterias acido lacticas a una
dosis de 10° UFC/kg PV durante 35 d. Los valores fueron expresados como la media + DS.

i Tratamiento a
Parametros P
G-C G-BAL
Terneros (#) 8 8
Proteinas séricas totales (g/dl)
semana 0 5,9+0,9 5,604 NS
semana 1 6,2+0,7 57+0,3 NS
semana 2 58+0,6 55+0,6 NS
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semana 3 56+0,6 5,7+0,3 NS
semana 4 55+0,5 5,7+0,6 NS
semana 5 6,1 £0,6 58+0,5 NS

Glucosa (mg/dl)
semana 1 85,7+23.0 79,0 £13.3 NS
semana 2 93,6 £21.2 93,6 £19,9 NS
semana 3 116,1 £19.8 88,6 +39.8 NS
semana 4 79,3+ 8.8 73,6 9,7 NS
semana 5 81,5153 82,8 +17,1 NS
Urea (mg/dl)
semana 1 223+5,5 18,6 +5.8 NS
semana 2 17,1 +£4,2 13,5+24 0,0561
semana 3 9,0 +5,0 6,0+ 1,2 NS
semana 4 9,5+25 10,0 +4,0 NS
semana 5 6,7+4,6 68+24 NS
Colesterol total (mg/dl)
semana 1 43,0+ 194 70,6 + 22,7 0,0204
semana 2 39,0+ 104 60,5 £ 22,1 0,0258
semana 3 53,5+ 16,2 75,0 £ 24,7 0,0584
semana 4 82,1 13,6 104,9 + 32,6 0,0901
semana 5 60,8 + 12,1 81,3+393 NS

*Diferencias no significativas, definidas como P > 0,05, son expresadas como NS.

4.3. Incorporacion de bacterias acido lacticas y lactosa a la dieta de terneros
jovenes y su efecto sobre la performance de crecimiento y el balance microbiano
intestinal

4.3.1. Efecto del tratamiento sobre la performance de crecimiento de los animales

La tabla 14 muestra los valores obtenidos en aquellas variables relacionadas con la
performance de crecimiento de los terneros. Los valores iniciales de PV, H y PT fueron
similares en ambos grupos estudiados (P > 0,05). El andlisis de los pesos mostrd que la
diferencia fue significativa (P < 0,05) para el factor probiodtico (Py = 52,2 kg; P, = 54,3
kg) y para la interaccidon probiotico*lactosa. No hubo diferencias en la altura, perimetro
toracico, consumo y conversion alimenticia. No obstante, esta Ultima tuvo una clara
tendencia (P = 0,0962) a favor del factor probiotico (Py = 2,27 kg consumo/kg ganancia
de peso; P; = 2,02 kg consumo/kg ganancia de peso).
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4.3.2. Efecto del tratamiento sobre la frecuencia de diarreas, € indice de
consistencia fecal y latasa de mortalidad

Teniendo en cuenta los valores semanales del ICF, se puede apreciar que el factor
Lactosa mostro diferencias (P < 0,05) durante la semana 2, 3 y 4 (Tabla 15). La
frecuencia de diarrea estuvo fuertemente aumentada en los animales que consumieron
mayores cantidades de lactosa (L,). No fue posible comprobar algtin efecto del in6culo
administrado sobre la frecuencia de diarrea o el indice de consistencia fecal. No se
produjeron muertes en los individuos de ninguno de los grupos que formaron parte del

ensayo.

4.3.3. Efecto del tratamiento sobre las poblaciones microbianas de coliformes y
Lactobacillus

La figura 9 muestra los recuentos de las dos poblaciones microbianas estudiadas en
la materia fecal de los terneros de los seis grupos experimentales y la relacion
Lactobacillus/coliformes y Lactobacillus-coliformes. Después de la primera semana de
tratamiento se encontraron diferencias (P < 0,05) en el nimero de Lactobacillus spp.
para el factor lactosa siendo mayores los recuentos en los animales tratados con el
azucar. Ademas, hubo diferencias (P < 0,05) en los recuentos de Lactobacillus spp. para
el factor probidtico obteniendo mayor numero en los animales inoculados. El
tratamiento probidtico no redujo el recuento fecal de coliformes aunque generd
diferencias (P < 0,05) en la relacion Lactobacillus/coliformes desde la segunda semana
y hasta el final del experimento. Esto fue debido a que se encontré un ntimero sostenido
de Lactobacillus spp. a lo largo de la experiencia, atribuible al indculo, sumado a una

disminucién del nimero de coliformes a través del tiempo.

Figura 9: Recuentos en las poblaciones de coliformes y Lactobacillus y relacion
Lactobacillus/coliformes y Lactobacillus-coliformes en la materia fecal de los terneros suplementados
con lactosa a tres niveles (Ly, L; y L) y suplementados con probidticos a 2 niveles (Py y P). El
suplemento probidtico fue administrado a dosis diaria de 10° UFC/kg PV durante 35 d solamente en P;.
La lactosa fue administrada a una dosis diaria de 100 g y 200 g en L; y L, respectivamente. Los valores

fueron expresados como la media + DS.
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4.3.4. Recuperacion delafloraléactica del yeyuno

La recuperacion de la flora lactica del yeyuno en aquellos animales sacrificados al
final del ensayo se muestra en la figura 10. Se encontraron diferencias significativas (P
< 0,05) para el factor probidtico obteniendo valores mayores en el grupo inoculado (3,5
logUFC/g) respecto al grupo control (2 logUFC/g). No hubo efecto de la lactosa sobre

los recuentos obtenidos en el yeyuno.

Figura 10: Recuperacion de la flora lactica desde el yeyuno de los terneros suplementados con lactosa a
tres niveles (Lo, Ly y L) y suplementados con probidticos a 2 niveles (P y P;). El suplemento probiotico
fue administrado a dosis diaria de 10° UFC/kg PV durante 35 d solamente en P;. La lactosa fue
administrada a una dosis diaria de 100 g y 200 g en L, y L, respectivamente. Los valores fueron

expresados como la media + DS. Se encontraron diferencias significativas (P < 0,05).
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4.3.5. indice de peso esplénico
Los valores del IPE de los terneros se encontraban entre 1,8 g/kg (DS = 0,4 g/kg) y
2,7 g/kg (DS = 1,6 g/kg) (Figura 11). No se encontraron diferencias significativas (P >

0,05) para los factores probiotico y lactosa.

Figura 11: Indice de peso esplénico de terneros suplementados con lactosa a tres niveles (Lo, L, y Ly) y
suplementados con probidticos a 2 niveles (Py y P;). El suplemento probiodtico fue administrado a dosis
diaria de 10° UFC/kg PV durante 35 d solamente en P,. La lactosa fue administrada a una dosis diaria de
100 g y 200 g en L, y L, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05). Los
valores indicados representan el peso del bazo (g)/peso vivo (kg) (media + DS).

4,0

2,0 .
15
10
0,5
0,0
PO P1 Lo L1 L2

Grupos experimentales

indice de peso esplénico (glkg)

4.3.6. Estudio inmunohistoquimico
4.3.6.1. Marcacion de | gA en yeyuno

Las células de la mucosa intestinal y la submucosa mostraron una intensa marcacion
citoplasmatica. Se encontr6 reaccion positiva especifica en las células y en el moco. La
inmunomarcacion también se observo en la secrecion de las glandulas de la mucosa
(Figura 12). Los animales inoculados con el probidtico mostraron un aumento en el
AIHQM en el yeyuno respecto de los animales controles (P < 0,05). No se encontraron

diferencias significativas (P > 0,05) para el factor lactosa.

Figura 12: Inmunomarcacion de IgA en el yeyuno de terneros suplementados con lactosa a tres niveles
(Lo, Ly y Ly) y suplementados con probiodticos a 2 niveles (Py y P;). El suplemento probidtico fue
administrado a dosis diaria de 10° UFC/kg PV durante 35 d solamente en P;. La lactosa fue administrada
a una dosis diaria de 100 gy 200 g en L; y L, respectivamente. Se encontraron diferencias significativas

(P < 0,05) para el factor probidtico.
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4.3.6.2. Marcacion delinfocitos B en nodulos linféaticos

Se encontré inmunomarcacion citoplasmatica intensa en las células de la corteza de
los nddulos linfaticos mesentéricos e ileocecales en donde se encontraron foliculos
linfoideos intensamente marcados (Figura 13). Se observo reaccion positiva especifica
en las células que componen el foliculo linfoideo y en algunas células de la médula de
ambos nddulos linfaticos. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05) para

los factores probiotico y lactosa.
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Figura 13: Inmunomarcacion de linfocitos B en nddulos linfaticos de terneros suplementados con
lactosa a tres niveles (Ly, L; y L,) y suplementados con probidticos a 2 niveles (Py y P;). El suplemento
probidtico fue administrado a dosis diaria de 10° UFC/kg PV durante 35 d solamente en P;. La lactosa
fue administrada a una dosis diaria de 100 g y 200 g en L, y L, respectivamente. No se encontraron
diferencias significativas (P > 0,05) para los factores probiotico y lactosa.
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4.4. Incorporacion de bacterias acido lacticas y lactosa a la dieta de terneros
jovenes y su efecto sobre la colonizacion intestinal de Salmonella dublin DSPV
595T y la invasion a los 6rganos internos en terneros alimentados con sustituto
lacteo.
4.4.1. Efecto del tratamiento sobre el peso de los animales antes de la infeccion con
el patégeno

El peso vivo de los terneros previo a la inoculacion con el patdgeno se muestra en la
figura 14. El G-BAL-L fue el inico grupo experimental que aumentd de peso durante
esta etapa mientras que los animales del G-BAL y el G-C disminuyeron levemente su

peso. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos

experimentales.
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Figura 14: Peso vivo de los terneros suplementados con un indculo de bacterias acido lacticas a una
dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un indculo de bacterias acido lacticas a una
dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados (G-C) previo a la
infeccion con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores representan la media + DS. No se encontraron

diferencias significativas (P > 0,05).
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4.4.2. Efecto del tratamiento sobre el consumo de agua de los animales antes y
durantelainfeccion con e patégeno

Durante los 10 primeros dias del ensayo los animales de todos los grupos
experimentales consumieron alrededor de 2,5 1/d (figura 15). Los animales aumentaron
significativamente (P < 0,05) el consumo de agua durante el dia 12 (2% dia de

infeccion) indistintamente del grupo experimental al que pertenecian, llevandolo a los 6
1/d.

Figura 15: Consumo de agua de los terneros suplementados con un indculo de bacterias acido lacticas a
una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un indculo de bacterias acido lacticas a
una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados (G-C) previo y
durante la infeccion con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores representan la media = DS. No se
encontraron diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos. La flecha indica el dia de la infeccioén con

el patogeno.
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4.4.3. Efecto del tratamiento sobre la temperatura de los animales antes y durante
lainfeccién con € patégeno
4.4.3.1. Temperaturarectal

La figura 16 muestra los valores de temperatura rectal de los animales durante los 10
dias antes y los dia posteriores a la infeccion con Salmonella dublin. Previo a la
inoculacién con el patdégeno y durante los dos primeros dias de infeccion la temperatura
de los animales de todos los grupos experimentales se mantuvo dentro de los valores
considerados de referencia. Después de 1,5 d de inoculado el patdgeno los animales del
G-C y G-BAL-L superaron el limite superior del valor de referencia aunque fue durante
el tercer dia de infeccion cuando todos los animales presentaron las mayores
temperaturas, las cuales superaron el valor de 40,5 °C, nivel superior del valor de

referencia a partir del cual se puede afirmar que los animales presentaban un sindrome

febril.

Figura 16: Temperatura rectal de los terneros suplementados con un indculo de bacterias acido lacticas a
una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un inéculo de bacterias acido lacticas a
una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados (G-C) previo y
durante la infeccion con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores representan la media + DS. No se
encontraron diferencias significativas (P > 0,05). La flecha indica el dia de la infeccion con el patdégeno.
Las lineas de punto encierran un rango de datos que representan los valores de referencia reportados
previamente.
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4.4.3.2. Correlacion entrelatemperaturarectal y timpanica

La figura 17 muestra la correlacion entre la temperatura rectal y la timpanica de los
animales del ensayo. Los valores de temperatura timpanica fueron siempre inferiores a
los de temperatura rectal, obtenidos simultaneamente. La incidencia del ambiente
durante el muestreo matutino tuvo como consecuencia que buena parte de los datos de
temperatura timpanica fueran imposibles de obtener debido a que el equipo no lograba

alcanzar el valor minimo de lectura. Es por eso que para la correlacion sélo fueron
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utilizados los valores obtenidos por la tarde. No obstante ello, no se encontrd relacion

entre los valores (P = 0,7).

Figura 17: Correlacion entre la temperatura rectal y timpanica de los terneros suplementados con un
inéculo de bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un
inéculo de bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y
no suplementados (G-C) previo y durante la infeccion con Salmonella dublin DSPV 595T. Se muestra la
linea de regresion lineal simple; el coeficiente de regresion fue de -0,105 y P = 0,7. No se encontr6

relacion entre los valores.
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4.4.4. indice de consistencia fecal y frecuencia de diarreas en terneros antes y
durantelainfeccion con e patégeno

La figura 18 muestra los valores del indice de consistencia fecal y la frecuencia de
diarreas en terneros antes y durante la infeccion con Salmonella dublin DSPV 595T. El
ICF mostr6 valores entre el 50 % y el 70 % tanto antes como después de la infeccion y
no hubo diferencias significativas (P > 0,05) entre los grupos. Las mayores frecuencias
de diarreas fueron vistas a partir del segundo dia de infeccion aunque no se registraron

diarreas en los animales del G-BAL durante el periodo de infeccion (Figura 18B).

Figura 18: indice de consistencia fecal y frecuencia de diarreas en terneros suplementados con un
inéculo de bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados
con un indculo de bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-
BAL-L) y no suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores
fueron expresados como la media + DS. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05). La
flecha indica el dia de la infeccion con el patogeno. A) indice de consistencia fecal. B) Frecuencia de
diarreas.

100 A) 100 B)
3 4
= 80 gen
s k-
= E
E 60 [ ) =)
2 | ] @
£ 40 5.:.40
@
3 g .
w 20 = 20
8 8
) |1 ¥
=
0 — 0 | | i
1a10 11a14 ErEREEISISISELRERESEEELERAERES
Tiempo de experimento (d) Tiempo de experimento (d)
mG-BAL G-C oDG-BAL-L wG-BAL G-C 0G-BAL-L

82



Frizzo, L.S. (2010) Resultados

4.4.5. Indicadores clinicos del estado de salud en terneros antes y durante la
infeccion con el patogeno

La figura 19 muestra los indicadores del estado de salud en terneros antes y durante
la infeccion con Salmonella dublin DSPV 595T. Antes de la inoculacion con el
patégeno ninguno de los animales presentd alguno de los signos evaluados en este
apartado. A partir del primer dia de infeccion los animales presentaron debilidad en el
tren posterior, la cual se prolongé hasta el final del ensayo (Figura 19E). Sin embargo,
los animales mostraron deshidratacion, extremidades frias y morro frio desde el
segundo dia de infeccion (Figura 19A, 19C y 19D). Sélo animales del G-C necesitaron
ayuda para su incorporacion (Figura 19F). Ninguno de los animales presentd secrecion
ocular durante la etapa de infeccion con el patéogeno (Figura 19B). No se encontraron
diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos para ninguna de las variables

estudiadas.

Figura 19: Indicadores clinicos del estado de salud en terneros suplementados con un indéculo de
bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un indculo
de bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no
suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores fueron expresados
como la media = DS. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05). La flecha indica el dia de
la infeccion con el patdogeno. A) Deshidratacion. B) Secrecion ocular. C) Extremidades frias. D) Morro
frio. E) Debilidad en el tren posterior. F) Incorporacion con ayuda.
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4.4.6. Efecto del tratamiento sobre las poblaciones microbianas fecales de
coliformesy Lactobacillus en terneros jovenes antes de la infeccion con Salmonella
dublin DSPV 595T

La figura 20 muestra los recuentos en la materia fecal, de los terneros de los tres
grupos experimentales, de las dos poblaciones microbianas estudiadas, del in6culo
experimental y la relacion Lactobacillus/coliformes y Lactobacillus-coliformes.
Después del transcurso de 10 d de tratamiento probidtico se encontraron diferencias (P
< 0,05) en el numero de Lactobacillus spp. en los animales del G-BAL y G-BAL-L,
siendo mayores los recuentos en estos dos grupos respecto al G-C (Figura 20A, By C).
El dia 10 del ensayo, los valores de Lactobacillus spp. en materia fecal alcanzaron los 9
logUFC/g en ambos grupos inoculados con BAL superando en 1,5 logUFC/g a los
niveles alcanzados por los microorganismos integrantes del inoculo. Los niveles de
Lactobacillus en la materia fecal de los terneros del G-C fueron similares a los del
in6culo experimental en ambos grupos inoculados. El tratamiento probidtico no redujo
el recuento fecal de coliformes aunque generd diferencias (P < 0,05) en la relacion
Lactobacillus/coliformes durante el dia 10 del experimento (Figura 20E). Esto fue
debido a que se encontrdé un numero sostenido de Lactobacillus spp. a lo largo de la
experiencia, generado por el inoculo, sumado a una disminucion del nimero de
coliformes a través del tiempo (Figura 20D). El numero de Lactobacillus spp. supero en

alrededor de 3 logUFC/g al nimero de coliformes en el dia 10 del ensayo (Figura 20F).
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Figura 20: Recuentos en las poblaciones de coliformes y Lactobacillus y relacion
Lactobacillus/coliformes y Lactobacillus-coliformes en la materia fecal de terneros suplementados con
un inéculo de bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con
un inoculo de bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-
L) y no suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores representan
el log;o UFC/g de materia fecal y fueron expresados como la media = DS. Se encontraron diferencias
significativas (P < 0,05). A) Flora lactica y carga del in6culo en G-C y G-BAL. B) Flora lactica y carga
del indéculo en G-C y G-BAL-L. C) Flora lactica y carga del indculo en G-BAL y G-BAL-L. D)

Coliformes. E) Relacion Lactobacillus/coliformes. F) Relacion Lactobacillus-coliformes.
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4.4.7. Deteccion de Salmonella dublin DSPV 595T en materia fecal

Salmonella dublin fue detectada en materia fecal de los terneros a partir de las 24 h
post-infeccion y durante el resto del ensayo (Tabla 16). S6lo 1 animal, perteneciente al
G-BAL, se mostré negativo al aislamiento del patdégeno a las 96 h post-infeccion. De
todas maneras, la presencia del patdogeno en materia fecal no estuvo relacionada con la

administracion del indculo probidtico.

Tabla 16: Deteccion de Salmonella dublin en materia fecal de terneros suplementados con un indculo de
bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un indculo de
bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no
suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T.

Tiempo post-infeccion (h) G-BAL G-C G-BAL-L
0 0/6 0/5 0/4
24 5/5 4/4 373
48 4/4 373 2/2
72 373 2/2 1/1
96 1/2 1/1 0/0

Los datos presentados representan el nimero de cultivos positivos/el niimero de tejidos estudiados; Test
de chi cuadrado: P > 0,05.

4.4.8. Deteccion de Salmonella dublin DSPV 595T en sangre

Todos los animales mostraron ausencia del patéogeno en sangre durante las 2
primeras h de administrado el mismo. Salmonella dublin fue detectada en la sangre de 2
terneros del G-BAL-L a las 4 h post-infeccion (Tabla 17). A partir de las 12 h post-
infeccion algin animal del G-BAL y del G-BAL-L presentaron al patdogeno en sangre.
La deteccion del patogeno en el G-C solo fue posible a las 96 h de administrado el
mismo. De todas maneras, la presencia del patégeno en sangre no estuvo relacionada

con la administracion del indculo probidtico.

Tabla 17: Translocacion de Salmonella dublin en sangre de terneros suplementados con un indculo de
bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un indculo de
bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no
suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T.

Tiempo post-infeccion (h) G-BAL G-C G-BAL-L
0 0/6 0/5 0/4
1 0/6 0/5 0/4
2 0/6 0/5 0/4
4 0/6 0/5 2/4
8 0/6 0/5 0/4
12 1/6 0/5 1/4
24 2/5 0/4 173
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48 2/4 0/3 2/2
72 1/3 0/2 1/1
96 2/2 1/1 0/0

Los datos presentados representan el nimero de cultivos positivos/el numero de tejidos estudiados; Test
de chi cuadrado: P > 0,05.

4.4.9. Efecto del tratamiento sobre las poblaciones microbianas de coliformes,
Lactobacillus, Salmonella 'y del inGculo experimental en distintos sectores del tracto
intestinal deterneros joévenesinfectados con Salmonella dublin DSPV 595T

La figura 21 y 22 muestran las poblaciones de coliformes, Lactobacillus, Salmonella
e inoculo experimental y la relacion Lactobacillus/coliformes y Lactobacillus-
coliformes en distintos sectores del tracto intestinal de terneros infectados con
Salmonella dublin DSPV 595T. Los coliformes se encontraron en niveles similares
tanto en intestino delgado como en intestino grueso (aproximadamente 7 logUFC/g). Un
alto grado de recuperacion de la flora lactica fue observada en diferentes partes del
intestino. Lactobacillus spp. alcanzaron cantidades superiores en intestino grueso que en
intestino delgado aunque las diferencias no fueron significativas. El indculo probidtico
se encontr6 en niveles de 5 logUFC/g en intestino grueso en ambos grupos inoculados
con el probidtico y en intestino delgado ese valor sélo fue alcanzado por el grupo G-
BAL-L mientras que el grupo G-BAL mostr6 recuentos inferiores en intestino delgado
(alrededor de 1 logUFC/g menos). Salmonella estuvo presente tanto en intestino
delgado como en intestino grueso alcanzando niveles entre 2 logUFC/g y 4 logUFC/g
(Figura 21). Aunque los animales del G-BAL-L mostraron valores inferiores de
Salmonella a los del G-C las diferencias entre grupos no fueron significativas. Durante
la infeccion con Salmonella solamente el G-BAL-L mantuvo niveles de Lactobacillus
superiores a los coliformes en todos los sectores estudiados del tracto digestivo (Figura
22).

Figura 21: Recuentos en las poblaciones de coliformes, Lactobacillus, Salmonella e indculo
experimental en distintos sectores del tracto intestinal de terneros suplementados con un inéculo de
bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un indculo de
bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no
suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores representan el logy,
UFC/g de materia fecal y fueron expresados como la media + DS. Se encontraron diferencias

significativas (P < 0,05). A) Yeyuno. B) fleon. C) Ciego. D) Colon.
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Figura 22: Relacion Lactobacillus/coliformes (A) y Lactobacillus-coliformes (B) en distintos sectores
del tracto intestinal de terneros suplementados con un indculo de bacterias acido lacticas a una dosis
diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un inculo de bacterias 4cido lacticas a una dosis
diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados (G-C) e infectados con
Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores representan el log;y UFC/g de materia fecal y fueron

expresados como la media + DS. Se encontraron diferencias significativas (P < 0,05).
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4.4.10. Trandocacion de poblaciones microbianas en terneros jovenes infectados
con Salmonella dublin DSPV 595T

Altas cargas microbianas fueron encontradas en los organos del medio interno
(Figura 23). Los mayores recuentos correspondieron a las poblaciones de aerobios y se
obtuvieron en los nddulos linfaticos (5 logUFC/g a 6 logUFC/g). Los coliformes
representaron una alta proporcion de ese total mostrando niveles de 1 logUFC/g

inferiores a los aerobios. Enterococcus spp. alcanzé niveles de aproximadamente 1
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logUFC/g en higado y bazo y de alrededor de 2 logUFC/g en los nodulos linfaticos
mesentérico e ileocecal. Lactobacillus spp. fueron encontrados solamente en los
noédulos linfaticos de los grupos inoculados con el probidtico en cantidades muy bajas
(< 1 logUFC/g). Ninguno de los microorganismos integrantes del indculo probidtico fue
encontrado en alguno de los organos del medio interno estudiados (Figura 23).
Salmonella estuvo presente en todos los 6rganos del medio interno alcanzando niveles
entre 3 logUFC/g y 4 logUFC/g (Figura 23). Aunque los animales del G-BAL-L
mostraron valores inferiores de Salmonella a los del G-C las diferencias entre grupos no
fueron significativas (P > 0,05). Aunque el patdégeno fue detectado en el higado de
muchos de los animales infectados, en la bilis se aislo con poca frecuencia. También el
nddulo linfatico popliteo, el liquido cefalorraquideo y el liquido sinovial fueron
ubicaciones donde rara vez fue detectado el patdégeno (Tabla 18). Sin embargo, el
pulmén y el nodulo linfatico mediastinico fueron lugares de frecuente ubicacion de
Salmonella. De todas maneras, la presencia de los microorganismos en los 6rganos del

medio interno no estuvo relacionada con la administracion del indculo probiotico.

Figura 23: Translocacion bacteriana en terneros suplementados con un indculo de bacterias acido
lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un inéculo de bacterias acido
lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados (G-C) e
infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores representan el log UFC/g de tejido y fueron
expresados como la media + DS. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos. A)
Higado. B) Bazo. C) Nodulo linfatico mesentérico. D) Nodulo linfatico ileocecal.
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Tabla 18: Translocacion de Salmonella dublin en 6rganos y fluidos corporales de terneros suplementados
con un inéculo de bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados
con un indculo de bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-
BAL-L) y no suplementados (G-C) ¢ infectados con Salmonella dublin DSPV 595T.

Organo o fluido corporal G-BAL G-C G-BAL-L
Higado 5/6 4/5 4/4
Bazo 5/6 5/5 3/4
NL Mesentérico 5/6 5/5 4/4
NL Ileocecal 5/6 5/5 3/4
NL Mediastinico 3/6 4/5 3/4
NL Popliteo 3/6 1/5 1/4
Pulmén 3/6 4/5 3/4
LCR 1/6 0/5 1/4
Bilis 3/6 0/5 1/4
Liquido sinovial 1/6 0/5 0/4

Los datos presentados representan el nimero de cultivos positivos/el nimero de 6rganos o fluidos
estudiados; Test de chi cuadrado: P > 0,05.
4.4.11. Relacion entre las poblaciones microbianas presentes en los distintos
sectoresintestinalesy en el medio interno

La relacion entre las poblaciones microbianas de diferentes sectores del tracto
intestinal y el medio interno se muestra en la figura 24. Los Lactobacillus mostraron
valores superiores a los coliformes producto de su alto recuento intestinal sumado a su
escasa capacidad para translocar al medio interno. Los coliformes se encontraron en
niveles bajos debido a que la alta cantidad intestinal fue balanceada por altos recuentos
en los organos internos. La relacion para los microorganismos pertenecientes al indculo
fue igual a los niveles intestinales alcanzados por el mismo debido a que no fueron
detectados en el medio interno. Salmonella mostro un patron diferente a las demas
poblaciones. Salvo raras excepciones, los niveles del patégeno fueron mas elevados en

los 6rganos del medio interno que en las porciones intestinales.

Figura 24: Relacion entre las poblaciones microbianas presentes en los distintos sectores intestinales y
en el medio interno de terneros suplementados con un indculo de bacterias acido lacticas a una dosis
diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un inculo de bacterias 4cido lacticas a una dosis
diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados (G-C) e infectados con
Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores fueron expresados como la media + DS. No se encontraron
diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos. A) Relacion Yeyuno-Noédulo linfatico mesentérico. B)
Relacion Ileon-Nodulo linfatico ileocecal. C) Relacion Ciego-Nodulo linfatico ileocecal. D) Relacion
Ileon-Higado. E) Relacion Ileon-Bazo.

90



Frizzo, L.S. (2010) Resultados

| L ]
;-'_]_ i I J_\’

Colitormes Lactsbacillus Indculo Salmenelta Coliformes Lactobaciltus Ingculs Sadmonella
Poblaciones microblanas Poblaciones microbianas
s G-BAL GC BG-BAL-L uG-BAL G-C ©G-BAL-L

i"ﬁg SR

Coliformes Lactobacilbus Indculs Salmeneils Colilormes Lactobacillus Incuds Salmeneila
Poblaciones microbianas Poblaciones microbianas
= G-BAL G-C oG-BAL-L uG-BAL G-C ©G-BAL-L

Relacidn lleon-NLlleoc (Log,, UFCig)

bl ocamnuwaan e o

Relacién Yeyuno-HLMes (Log,, UFCig)
b iloamuwann=-oo

2]

Relacidn Ciego-NLIleoc (Log,, UFCig)

b Ao anmwano un o

Relacién llecn-Higado (Log,, UFCig)
da o L o oo ost o~ W

E)

I

Relacién lleon-Bazo (Log,, UFCig)
b ioarnmwsno oo

Colitormes Lactebacilliss I Salmeneils
Poblaciones microblanas
=G-BAL G-C oG-BAL-L

4.4.12. indice de peso esplénico en terneros jovenes infectados con Salmonella
dublin DSPV 595T

La figura 25 muestra los valores del indice de peso esplénico en terneros infectados
con Salmonella dublin DSPV 595T. Los animales evidenciaron valores de IPE entre 2
g/kg y 3 g/kg (Figura 25). Aunque los terneros del G-C mostraron valores superiores a
los animales de los grupos inoculados con el probidtico, las diferencias entre grupos no

fueron significativas (P > 0,05).

Figura 25: Indice de peso esplénico en terneros suplementados con un inéculo de bacterias acido
lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un inéculo de bacterias
4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no
suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. No se encontraron diferencias
significativas (P > 0,05). Los valores indicados representan el peso del bazo (g)/peso vivo (kg)
(media + DS).
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4.4.13. indice de lesiones microscopicas y macroscopicas en terneros jovenes
infectados con Salmonella dublin DSPV 595T

El IL de los organos diana fue mayor que el IL utilizado para todos los o6rganos. A
su vez, el ILMicro fue mayor que el ILMacro tanto para los 6rganos diana como para
todos los 6rganos estudiados (Figura 26). El ILMicro en 6rganos diana fue de 83 %, 70
% y 64,3 % para el G-C, G-BAL y G-BAL-L respectivamente. Se encontraron
diferencias significativas (P < 0,05) entre el G-BAL-L y el G-C (Figura 26A). No se
encontraron diferencias significativas (P > 0,05) para el resto de los parametros
estudiados (Figura 26B, C y D). En las figuras 27, 28 y 29 (columna A) se muestran
algunos o6rganos diana después de transcurridas 8 h de infeccion. En ese momento no se
encontraron lesiones caracteristicas de Salmonella. En las figuras 27, 28 y 29 (columna
B) se muestran las lesiones caracteristicas en algunos Organos diana después de
transcurridas 80 h de infeccion. En general se encontraron las lesiones propias del
patégeno. Sin embargo, fue notoria la ausencia de NPT en algunos d6rganos como el
higado y el bazo. A su vez, los escasos NPT encontrados estaban en proceso de
formacién y, en general, con poca necrosis de coagulacion. Las lesiones microscopicas
encontradas en el G-BAL-L después de 80 h de la inoculacion del patdégeno fueron
similares a aquellas encontradas en el G-C a las 32 h y 56 h post-infeccion. Por ello el

ILMicro se mantuvo en niveles inferiores.

Figura 26: Indice de lesiones microscopicas (ILMicro) y macroscopicas (ILMacro) en terneros
suplementados con un inéculo de bacterias dcido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL),
suplementados con un indculo de bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g
de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los
valores fueron expresados como la media + DS. Se encontraron diferencias significativas (P < 0,05)
entre grupos para el ILMicro en 6rganos diana. A) ILMicro en 6rganos diana. B) ILMicro en todos los
organos estudiados. C) [ILMacro en 6rganos diana. D) ILMacro en todos los 6rganos estudiados.

92



Frizzo, L.S. (2010) Resultados

" 100 A) " 100 B)
g 90 [ g 90
g 80 g 80
g 10 r g 70
o =
£ 60 £ 60
—_ .=

2= 50 @ £50 |
= o
.ﬁ 40 b 40
g % z %
L 20 ; 20
2 10 2 1w

0 I 0

Grupos experimentales Grupos experimentales
=G-BAL G-C 1G-BAL-L =G-BAL G-C BG-BALL
100 c) 100 D)
w
g 90 g 9
= =3
{,‘ 80 & a0
@

g 710 e 70
] -
g 60 £ 60
g Es0 £ 50
£ 40 | g 40
il @ 30 ] 1
- -
g 20 g 20
= 3
E w0 £ 10

0 L 4 0

Grupos experimentales Grupos experimentales
= G-BAL GC nG-BALL = G-BAL G- BG-BAL-L

En el higado sdlo se encontr6 una degeneracidon parenquimatosa con muy pocas
manifestaciones infiltrativas inflamatorias con proliferacion de los canaliculos biliares a
lo largo de la placa limitante de los lobulillos, reaccion inespecifica que se encuentra en
muchos procesos patoldgicos. El bazo, sdlo en algunos casos, presentd una esplenitis
hemorrégica, tal como se observa en cualquier proceso septicémico. No se encontraron
NPT en estos 6rganos. La vesicula biliar no mostr6 lesiones de importancia en ninguno
de los grupos estudiados.

En el yeyuno de los animales del G-C aparecen lesiones de necrosis de la mucosa en
las necropsias 2 y 4 y claras lesiones de necrosis con NPT en la necropsia 5. En los
otros dos grupos las lesiones de necrosis (sin NPT) sélo aparecen a partir de la 3%
necropsia en el G-BAL y G-BAL-L. Las lesiones encontradas fueron leves y no
patognomonicas.

En el ileon se encontrd necrosis en las necropsias 3 y 5 en los animales del G-C.
Llamativamente en la necropsia 4 las lesiones fueron leves. En el G-BAL y G-BAL-L
durante toda la serie las lesiones fueron de poca importancia.

Los terneros del G-C presentaron lesiones necroticas tempranas en la VIC
(necropsias 2 y 3) y la presencia de NPT en las dos tltimas necropsias (4 y 5). En el G-
BAL so6lo aparece necrosis en las tres ultimas necropsias y sin la presencia de NPT. En

el G-BAL-L la lesion completa solo aparece en un ternero de la necropsia 3, pero en
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todas los demds las lesiones son de poca importancia. En el nddulo linfatico
mediastinico, se encontraron lesiones que denuncian sepsis solo en el G-C, no asi en los
otros dos grupos donde las lesiones son de tipo reaccional leve. El pulmén de los
terneros de la experiencia tuvo una participaciéon muy modesta mostrando lesiones que

llegan solo a la categoria de alveolitis.

Figura 27: Lesiones microscopicas en el higado y el bazo de terneros suplementados con un inéculo de
bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un indculo de
bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no
suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Al) Higado SLA 8 h post-
infeccion (Higado; H-E x100). B1) Degeneracién parenquimatosa con muy pocas manifestaciones
infiltrativas inflamatorias sin NPT 80 h post-infeccion (Higado; H-E x100). A2) Bazo SLA 8 h post-
infeccion (Bazo; H-E x100). B2) Esplenitis aguda hemorragica sin NPT 80 h post-infeccion (Bazo; H-E
x100).

El colon de los terneros del G-C s6lo mostro lesiones patognomonicas (NPT) en la

necropsia 3. En todos los terneros tratados con el indculo de BAL las lesiones fueron de

tipo leve. Las lesiones en los nodulos linfaticos mesentéricos muestran que en el G-C la
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presencia de NPT es constante a partir de la necropsia 2 con localizacion en la zona
cortical del nodulo linfatico y no en el seno subcapsular, como habitualmente suele
aparecer. En el G-BAL, la aparicion de este tipo de lesion fue mas tardia, a partir de la
necropsia 4. En el G-BAL-L el mismo tipo de lesion aparecié so6lo, y de modo aislado,
en el ternero de la necropsia 3. En el nodulo linfatico ileocecal se encontraron lesiones
completas en el G-C a partir de la necropsia 3. Tanto en el G-BAL como en el G-BAL-

L las lesiones aparecieron a partir de la necropsia 4.

Figura 28: Lesiones microscopicas en el ileon de terneros suplementados con un indculo de bacterias
acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un indculo de bacterias
acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados
(G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. A1) Panoramica del fleon SLA 8 h post-infeccion
(fleon; H-E x40). B1) Panoramica del fleon con enteritis necrotizante sin NPT 80 h post-infeccion (fleon;
H-E x40). A2) Mucosa ileal SLA 8 h post-infeccion (fleon; H-E x100). B2) Mucosa ileal con necrosis
coagulativa de todo el cuerpo glandular con infiltrados mononucleares y sin NPT 80 h post-infeccion

(fleon; H-E x100).
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Figura 29: Lesiones microscopicas en la valvula ileocecal de terneros suplementados con un indculo de
bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un indculo de
bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no
suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. A1) Panoramica de la VIC SLA 8
h post-infeccion (VIC; H-E x40). B1) Panoramica de la VIC con enteritis necrotizante sin NPT 80 h post-
infeccion (VIC; H-E x40). A2) Panoramica de la VIC SLA 8 h post-infeccion (VIC; H-E x40). B2)
Panoramica de la VIC con enteritis necrotizante y NPT en formacion 80 h post-infeccion (VIC; H-E x40).
A3) Mucosa de la VIC SLA 8 h post-infeccion (VIC; H-E x100). B3) Enteritis fibrinonecroética en la
mucosa de la VIC con ausencia de vellosidades y capa de fibrina con restos celulares 80 h post-infeccion
(VIC; H-E x100). A4) Tejido linfoideo en la submucosa de la VIC SLA 8 h post-infeccion (VIC; H-E

x100). B4) Formacion inicial de un NPT en la submucosa de la VIC con reclutamiento de PMN y

macrdéfagos con necrosis de coagulacion 80 h post-infeccion (VIC; H-E x100).
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4.4.14. Parametros sanguineos en terneros jovenes infectados con Salmonella
dublin DSPV 595T

4.4.14.1. Serieeritrocitica
El hematrocrito, el nimero de los eritrocitos y la concentracion de hemoglobina de

los terneros estuvieron dentro de los valores normales (Figura 30A, B y C). Los
animales mostraron valores de hematocrito entre 30 % y 35 %, el nimero de eritrocitos
entre 9 millones por microlitro y 11 millones por microlitro y la concentracion de
hemoglobina entre 9 g/dl y 12 g/dl. No se encontraron diferencias significativas (P >
0,05) entre grupos para ninguna de las variables estudiadas. La infeccion con el

patogeno no modifico ninguno de los parametros sanguineos de la serie eritrocitica.
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Figura 30: Parametros sanguineos (serie eritrocitica) en terneros suplementados con un indculo de
bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un
inéculo de bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-
L) y no suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores fueron
expresados como la media £ DS. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05). Las lineas
de punto encierran un rango de datos que representan los valores de referencia reportados
previamente. La flecha indica el dia de la infeccion con el patogeno. A) Hematocrito. B) Eritrocitos.
C) Hemoglobina.
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4.4.14.2. Serieleucocitica
El numero total de leucocitos de los terneros estuvo dentro de los valores normales

(Figura 31A) mostrando niveles entre 4000 cel/ul y 12000 cel/ul. Sin embargo, la
infeccion con el patdgeno fue responsable de la aparicion de células inmaduras liberadas
por la médula 6sea como los mielocitos y metamielocitos los cuales no se encuentran
normalmente en la sangre. Los mielocitos fueron encontrados en el G-BAL-L un dia
después de la infeccion y en el G-BAL tres dias después de la infeccion. Estas células
inmaduras no fueron encontradas en la sangre del G-C (Figura 31B). Los
metamielocitos estuvieron presentes en la sangre de los terneros de todos los grupos
experimentales a partir del segundo dia de infeccion y hasta el final el ensayo (Figura
31C). Aunque los neutrofilos alcanzaron niveles superiores a los valores de referencia
solamente durante el segundo dia de infeccion (Figura 31E), los neutréfilos en banda
mostraron niveles superiores a los normales a partir del segundo dia de infeccion y

durante el resto del ensayo (Figura 31D). Los eosin6filos y los basoéfilos se encontraron

98



Frizzo, L.S. (2010) Resultados

dentro de los valores normales (Figura 31F y G). Los linfocitos permanecieron dentro
de los niveles normales hasta el segundo dia de infeccion. A partir del tercer dia de
infeccion y hasta el final del ensayo el namero de linfocitos fue inferior al menor valor
considerado como normal (Figura 31H). La disminucion en los niveles de linfocitos y el
aumento en los niveles de neutréfilos en este periodo de la infeccion fueron
responsables del marcado aumento en la relacion neutrofilos/linfocitos que caracterizo a
los dias de infeccion (Figura 31J). Los monocitos se encontraron dentro de los valores
normales excepto durante el segundo dia de infeccion (Figura 31I). Aunque la infeccion
con el patdogeno modificd algunos de los parametros sanguineos de la serie leucocitica
no se encontraron diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos para ninguna de las

variables estudiadas.

Figura 31: Parametros sanguineos (serie leucocitica) en terneros suplementados con un indculo de
bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un
inéculo de bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-
L) y no suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores fueron
expresados como la media = DS. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05). Las lineas
de punto encierran un rango de datos que representan los valores de referencia reportados
previamente. La flecha indica el dia de la infeccion con el patdgeno. A) Leucocitos totales. B)
Mielocitos. C) Metamielocitos. D) Neutréfilos en banda. E) Neutrofilos. F) Eosindfilos. G) Basofilos.
H) Linfocitos. I) Monocitos. J) Relacion Neutrofilos/Linfocitos.
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4.4.15. Niveles de enzimas hepaticas en terneros jovenes infectados con Salmonella
dublin DSPV 595T

El nivel de enzimas hepaticas de los terneros estuvo dentro de los valores normales
(Figura 32). El patogeno no fue capaz de aumentar los niveles de enzimas hepdticas
durante este breve periodo de infeccion. Aunque la concentracion de GGT al inicio del
ensayo estuvo fuera de los valores considerados normales es logico vincular este
hallazgo con la proximidad del calostrado de los animales. No se encontraron
diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos para ninguna de las variables

estudiadas.

Figura 32: Niveles de enzimas hepaticas en terneros suplementados con un indculo de bacterias acido
lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un inéculo de bacterias acido
lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados (G-C) e
infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores fueron expresados como la media + DS. No
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se encontraron diferencias significativas (P > 0,05). Las lineas de punto encierran un rango de datos que
representan los valores de referencia reportados previamente. La flecha indica el dia de la infeccion con
el patogeno. A) ALT. B) AST. C) 5 nucleotidasa. D) GGT. E) Fosfatasa alcalina.
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4.4.16. Niveles de bilirrubina en terner os jovenes infectados con Salmonella dublin
DSPV 595T

La figura 33 muestra los valores de bilirrubina en terneros infectados con
Salmonella dublin DSPV 595T. La bilirrubina directa, indirecta y total estuvieron
dentro de los valores normales mostrando que el patdgeno no fue capaz de aumentar sus
niveles durante este breve periodo de infeccidon. No se encontraron diferencias

significativas (P > 0,05) entre grupos.

Figura 33: Niveles de bilirrubina en terneros suplementados con un indculo de bacterias acido lacticas a
una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un inéculo de bacterias acido lacticas a
una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados (G-C) e
infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores fueron expresados como la media + DS. No
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se encontraron diferencias significativas (P > 0,05). Las lineas de punto encierran un rango de datos que
representan los valores de referencia reportados previamente. La flecha indica el dia de la infeccion con
el patogeno. A) Bilirrubina directa. B) Bilirrubina indirecta. C) Bilirrubina total.
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4.4.17. Niveles de fibrindgeno y proteinas totales en ter neros jOvenes infectados con
Salmonella dublin DSPV 595T

Aunque el fibrindgeno mostré niveles superiores a los considerados normales
durante el dia 1 de experimento para el G-BAL-L y en los dias 13 y 14 de ensayo para
el G-C y G-BAL no se encontraron diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos
(Figura 34A). Los niveles de proteinas sérica estuvieron dentro de los niveles normales
excepto durante el dia 13 de ensayo para el G-BAL-L y durante el dia 14 de
experimento para todos los grupos experimentales. No se encontraron diferencias

significativas (P > 0,05) entre grupos (Figura 34B).

Figura 34: Niveles de fibrindgeno y proteinas totales en terneros suplementados con un inéculo de
bacterias acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un indculo de
bacterias 4acido lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no
suplementados (G-C) e infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores fueron expresados
como la media + DS. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05). Las lineas de punto
encierran un rango de datos que representan los valores de referencia reportados previamente. La flecha
indica el dia de la infeccion con el patdgeno. A) Fibrindgeno. B) Proteinas totales.

102



Frizzo, L.S. (2010) Resultados

l 'l A) ][ 3 B)

_ l Ll [l

’I ‘I | 1 | g ] al
[ [ ! _ I

14
Tiempo de experimento (d)
G-C =G-BAL 0G-BAL-L G-C =G.BAL 0G-BAL-L

o
=3
=3

@ =
o o
e o

o
=]
=

"I}
2 o
[=-1

Fibrinégeno (mg/dl)
-
2

3
=1
Proteinas totales (g/dl)
= - L) © - @ o< e -3

Tiempo de experimento (d)

4.4.18. Niveles de urea y creatinina en terneros jovenes infectados con Salmonella
dublin DSPV 595T

La concentracion de urea y creatinina estuvieron dentro de los valores normales
mostrando (Figura 35A y B) que el patégeno no fue capaz de aumentar sus niveles

durante este breve periodo de infeccion. No se encontraron diferencias significativas (P

> 0,05) entre grupos.

Figura 35: Niveles de urea y creatinina en terneros suplementados con un inoéculo de bacterias acido
lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un inéculo de bacterias acido
lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados (G-C) e
infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores fueron expresados como la media + DS. No
se encontraron diferencias significativas (P > 0,05). Las lineas de punto encierran un rango de datos que
representan los valores de referencia reportados previamente. La flecha indica el dia de la infeccion con
el patégeno. A) Urea. B) Creatinina.
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4.4.19. Niveles de haptoglobina en terneros jovenes infectados con Salmonella
dublin DSPV 595T

La figura 36 muestra los valores de haptoglobina en terneros infectados con
Salmonella dublin DSPV 595T. Después de 10 dias de tratamiento con el indculo de
BAL y previo a la inoculacion con el patégeno los animales de todos los grupos

experimentales tenian niveles de haptoglobina en su suero dentro de los valores
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normales (< 100 pg/ml). Aunque dos dias después del ingreso del patdgeno los terneros
de todos los grupos tenian niveles anormales de haptoglobina en el suero, se
encontraron diferencias significativas (P < 0,05) entre el G-C y los grupos inoculados
con las BAL (Figura 36). Asi, durante el dia 13 de experimento el G-C mostrd un valor
promedio de 520,6 pg/ml mientras que el G-BAL evidencié 159,3 pg/ml y el G-BAL-L
109,4 pg/ml.

Figura 36: Niveles de haptoglobina en terneros suplementados con un inoculo de bacterias acido
lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV (G-BAL), suplementados con un indculo de bacterias acido
lacticas a una dosis diaria de 10° UFC/kg PV y 100 g de lactosa (G-BAL-L) y no suplementados (G-C) e
infectados con Salmonella dublin DSPV 595T. Los valores fueron expresados como la media + DS. Se
encontraron diferencias significativas (P < 0,05) entre los grupos. Las lineas de punto encierran un rango
de datos que representan los valores de referencia reportados previamente. La flecha indica el dia de la
infeccion con el patdogeno.
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5. DISCUSION
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5. DiscuUsIiON
5.1. Efecto de la suplementacion con tres bacterias acido lacticas de origen bovino
sobre la trandocacién bacteriana, la toxicidad oral aguda, la colonizacion
intestinal, la performance de crecimiento y el estado sanitario

Lamicrobiota intestinal de los mamiferos es compleja, numerosay esta fuertemente
asociada a la salud del hospedador (VIkovay col., 2006). En los terneros jévenes, €
género Lactobacillus es un grupo bacteriano dominante tanto en € tracto digestivo
como en la materia fecal y coloniza rapidamente el intestino alcanzando poblaciones de
10"-10° UFC/g durante la primera semana de vida (Karney y col., 1986; Rada y col.,
2006), momento en € cual la comunidad bacteriana intestinal del recién nacido es
atamente inestable (Lukés y col., 2007).

La ausencia de crecimiento en MRS;; de la flora lactica intestinal permitio rastrear
el indculo utilizado. De esta manera, fue posible estudiar el fenémeno poniendo énfasis
especificamente en la colonizacién y la trand ocacion del indculo.

Los resultados muestran que la flora lactica de los animales antes de iniciar la
suplementacion con el inéculo bacteriano estaba en niveles equivalentes a aguellos
informados por VIkovay col. (2006) y eran similares en ambos grupos experimental es.
Esto permitio verificar diferencias atribuidas a la incorporacion del inoculo en la dieta
de los terneros.

El inéculo utilizado tolerd las condiciones adversas de la porcion anterior del tubo
digestivo y colonizd ésta region del intestino. Ademas, contribuyd a la colonizacion del
ciego de los animales del G-BAL porque permitié establecer estos microorganismos
benéficos a nivel de intestino grueso, donde encontraron un lugar adecuado para su
desarrollo y afincamiento. EI ambiente menos agresivo del intestino grueso permite un
mejor desarrollo de la microbiota intestinal en esta region (Ozaway col., 1983; Vlkova
y col., 2006).

L os microorganismos inoculados al canzaron en el duodeno una carga suficiente para
mantener estables los valores encontrados en yeyuno y ciego de los animales del G-
BAL. Ademas, mostraron su poder competitivo, desplazando y reemplazando la flora
lé&ctica residente en el duodeno, sin aumentar los niveles totales de BAL. Si bien los
microorganismos utilizados sélo desplazaron parte de la floranormal del duodeno, en €l

yeyuno y ciego lograron aumentar significativamente el nimero de BAL totales,
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Situacion gue se puso en evidencia a recuperar un mayor nimero de microorganiSmos
desde estas porciones del intestino de los animales tratados, a partir de la administracion
del indculo. Este resultado esta mostrando un efecto de colonizacion y permanencia
representado por los atos niveles del indculo encontrados en e tracto intestina a lo
largo del experimento, lo cua podria ser suficiente para conseguir algun efecto
probidtico. En el futuro se deberia determinar con precision e intervalo entre
inocul aciones que permitan mantener una carga bacteriana de orden 10’ UFC a 10° UFC
y la permanencia de los microorganismos en €l tracto gastrointestina después de
finalizado el tratamiento.

Los integrantes del indculo encontrados viables en e tracto intestinal son €
resultado de la cantidad de microorganismos inoculados que fueron capaces de
sobrevivir a las barreras bioldgicas, € producto de su multiplicacion, la saturacion de
los nichos de alojamiento y, por otra parte, de la evacuacion debida a la dificultad
encontrada para adherirse. Las cepas inoculadas fueron capaces de sobrevivir en un
nicho ecolégico complejo como es e tracto gastrointestinal de los terneros. Esta
caracteristica resulta importante para microorganismos con potencial probidtico (Rogelj
y col., 2002). Por otra parte, la capacidad del in6culo estudiado para alojarse en el
intestino delgado es interesante porgue en dicha region del sistema digestivo, ademas de
desarrollarse los procesos de digestion y absorcion de nutrientes, se alojan las células
del sistema inmune que pueden ser estimulados como parte de su potencial actividad
probitica.

La evolucion en los pesos de los terneros de ambos grupos, durante el periodo de
estudio, mantuvo las caracteristicas habituales para esa etapa de crecimiento y
desarrollo de los animales. El aumento de peso fue continuo y sostenido a partir de la
segunda semana del experimento y no mostré una disminucion o pico durante el ensayo.
Este comportamiento es el que frecuentemente se produce, cuando las condiciones
sanitarias son éptimas, a partir del periodo posterior ala segunda semana de crianza. En
ese momento los animales han superado e periodo estresante del transporte y
afincamiento en su nuevo hogar. Los aumentos de peso fueron similares a los
informados por Abe y col. (1995) para terneros Holstein criados en condiciones
analogas. Si bien la diferencia entre las variables que conforman la performance de

ambos grupos no pudo ser demostrada, una dosis escasa del inéculo, 0 una duracién
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insuficiente del ensayo, podrian explicar |os resultados encontrados y abrir las puertas a
otro estudio donde se contemplen estas nuevas condiciones. Por otra parte, la utilizacién
de algun prebidtico junto a los microorganismos podria, en esas circunstancias, mejorar
la performance de los animales, lo cua permitiria que €l indculo se establezca con
mayor eficienciaanivel intestinal.

Muchas de las dificultades en la performance de los terneros jOvenes estan
directamente relacionadas a las fallas en la digestion y absorcion de nutrientes
ocasionadas por bacterias patdgenas productores de diarreas. El in6culo microbiano
utilizado no fue capaz de producir aumentos significativos del peso vivo en condiciones
sanitarias adecuadas, en donde la diarrea no estuvo presente. El efecto de |os probiéticos
puede no ser pronunciado cuando €l estado de salud de los terneros es bueno (Jenny y
col., 1991). Seria interesante poner a prueba este indculo microbiano en un modelo
experimental en donde se utilicen terneros con diarrea de origen nutricional. La
utilizacion de suero de queso o lactosa en atas cantidades junto a sustituto lacteo
generaria un desbalance a nivel intestina y los microorganismos integrantes del indculo
podrian demostrar su accionar benéfico ante estas circunstancias.

Muchos investigadores han estudiado acerca de la suplementacion con probiéticos
en terneros y han expuesto resultados contradictorios, mostrando algunos de ellos
mejoras en la performance de crecimiento (Bechman 'y col., 1977; Gilliland y col. 1980,
Schwab y col., 1980; Abey col., 1995; Meyer y col., 2001; Timmerman y col., 2005),
mientras que otros no han visto efectos benéficos (Hatch y col., 1973; Morrill y col.,
1977; Ellinger y col., 1980; Jenny y col., 1991; Higginbotham y Bath, 1993; Abu-
Tarboush y col., 1996; Cruywagen y col., 1996; Goncalves y col., 1997; Oropeza
Aguilar y col., 1998). Los principales factores que explican las diferencias encontradas
entre los estudios, sin tener en cuenta € propio inéculo microbiano, estan relacionados
con el estado sanitario, € nivel de estrés de los animales y el grado de exposicion a
patdgenos durante de la crianza. Todo indica que |os beneficios que brinda la utilizacion
de probidticos en cuanto a la performance de crecimiento, incremento de la salud y
supervivencia de los terneros pueden ser detectados con mayor facilidad en
establecimientos que presentan altas tasas de morbilidad y mortalidad ocasionadas
basicamente por € sindrome diarrea. Esta idea, seguramente asociada a un potencial

efecto curativo, no deberiaincentivar el empleo solo en formaterapéuticay hacer perder
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de vista la importancia estratégica de su uso en forma profilactica. La accion benéfica
de los probidticos siempre debe estar dirigida a mantener la microbiota intestinal
indigena en equilibrio para que € animal se encuentre mejor preparado y pueda
responder exitosamente ante el eventual ingreso, colonizacién e invasion de un
patogeno.

La variabilidad en la tasa de crecimiento y en la aceptacion del alimento
concentrado durante la etapa temprana del desarrollo de los terneros impide que los
efectos benéficos de los probidticos sean vistos, especialmente, en crianzas donde los
factores estresantes estan disminuidos y la microbiota intestinal esté balanceada (Jenny
y col., 1991). El inéculo no mostro efectos significativos, positivos o negativos, sobre la
performance de los animales que puedan haber sido medidos en las condiciones en que
se desarroll6 e estudio. Estos resultados pueden estar relacionados con un buen estado
de salud de los animales debido a condiciones sanitarias y ambientales adecuadas. Los
animales sanos presentan una microbiota intestinal balanceada que les permite
desarrollarse en forma adecuada. Sin embargo, cuando los mismos se encuentran en
condiciones de estrés, ocurre un desbalance en la microbiota en donde las poblaciones
de lactobacilos y bifidobacterias se ven disminuidas y los microorganismos patégenos
pueden estar incrementados. El uso de probiéticos previene este desbalance en €l tracto
intestinal e impide la ocurrencia de diarreas (Fuller, 1989) o reduce significativamente
su prevalencia en los terneros (Abe y col., 1995). La actividad biolégica de las BAL
influye directamente sobre los procesos metabdlicos, la dinamica de la microbiota
gastrointestinal y la resistencia del hospedador (Novik y col., 2006). Como no hubo
casos de diarreas en ambos lotes, no pudo comprobarse e comportamiento del inéculo
ante esta situacion. Los resultados de este experimento coinciden con los obtenidos por
Higginbotham y Bath (1993), donde no observaron muerte de los animales ni casos de
diarrea en terneros tratados con Lactobacillus acidophilus y Streptococcus faecium
durante el periodo de crianza. Conocimientos especificos de cada animal y su flora, la
dietay lafisiologia digestiva, asi como la situacién de estrés, etc, podrian formar parte
de labase para entender cuando laterapia BAL podria ser necesaria en € caso particular
de cada granja. Hasta entonces, €l enfoque mas prometedor parece ser la utilizacion de
BAL en los animales recién nacidos, tratados con antibioticos u otros animales con una

microbiota intestinal temporamente perturbada (Jonsson, 1985). Es necesario redlizar
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nuevas experiencias en donde se evallen en detalle los efectos del in6culo ante un
desafio con patdgenos primarios productores de diarrea.

Para asegurar € crecimiento normal de los tgjidos de los preestomagos, se debe
estimular al ternero para que consuma alimento seco a una edad temprana, pues €
desarrollo de los preestdmagos y de las papilas absortivas responde a consumo de fibra
y granos. Una gran parte de la ganancia de peso de |os terneros jovenes alimentados con
cantidades limitadas de leche, ademas de un concentrado, se debe a crecimiento del
tgjido intestinal y a su llenado (Davisy Drackley, 2001). En este ensayo, el consumo de
sustituto lacteo fue brindado intencionalmente en forma similar y constante en todos los
terneros para estimular el rdpido consumo de concentrado. Aunque no pudo apreciarse
un consumo mayor o més precoz en los animales del G-BAL, unaimportante ingestion
de concentrado fue vistaalo largo del ensayo que permitiria eliminar el sustituto |acteo
de ladieta, parcial o totalmente, al finalizar la cuarta semana. La digestibilidad aparente
de las proteinas mejora con la edad, o que se relaciona con la maduracién de los
sistemas de la digestion proteica (Davisy Drackley, 2001).

El consumo de alimentos, la ganancia de peso vivo y la ocurrencia de las diarreas
son los indicadores mas generales y sensibles del estado de salud de los terneros y han
sido utilizados para evaluar la toxicidad aguda de cepas potencialmente probidticas
(Zhou y col., 2000). Los resultados mostraron un excelente estado de salud de todos los
terneros y no se observaron signos de enfermedad ni muertes como consecuencia de la
administracion de un inéculo bacteriano suministrado a una cantidad de 10° UFC/kg
PV/d. Es decir, no se encontraron efectos adversos sobre e estado de salud generdl,
crecimiento y desarrollo de los animales del experimento, indicando que € inéculo
utilizado no mostro efectos de toxicidad oral aguda.

L os resultados obtenidos en los pardmetros bioquimicos sanguineos, el leucograma,
el andlisis coproparasitologico y el indice de peso esplénico indican que los mismos se
encontraban dentro de los rangos de los valores de referencia (Debreuil y Lapierre,
1997; Knowles y col., 2000; Mohri y col., 2007) y refuerzan la afirmaciéon que los
animales no mostraron signos de toxicidad y se mantuvieron en un estado adecuado de
salud.

La translocacion bacteriana es un indicador recomendado para evaluar € nivel de

seguridad de un probidtico (Locascio y col., 2001) porque es e primer paso en €l
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proceso de patogénesis de muchas cepas indigenas oportunistas (Berg, 1995). Por ello,
la habilidad de translocacion es un buen indicador de su potencial infectividad (Zhou y
col., 2000).

Los integrantes del indculo utilizado no mostraron capacidad para translocar a sitios
extraintestinales o, s lo hicieron, fueron eliminados por € sistema inmune del
hospedador antes que puedan ser detectados. Es por eso gue resulta razonable pensar
gue las cepas analizadas no g ercen efectos secundarios como translocacién bacterianay
no tienen la habilidad de sobrevivir en los animales fuera del intestino. Ademas, el peso
inalterable del bazo de los animales tratados indica que las cepas de BAL suministradas
no causan o inducen infecciones sistémicas. Esto permite afirmar que las cepas no son
invasivas y refuerza la hipotesis que plantea una utilizacion segura en la dieta de los
terneros.

El crecimiento de algunas poblaciones microbianas demuestra que los 6rganos del
medio interno estudiados no estaban ausentes de microorganismos (translocacion
fisioldgica), hallazgo que ha sido informado previamente por otros autores (Zhou y col.,
2000). La translocacion ocurrié en ambos grupos experimentales y la intensidad no fue
incrementada por el tratamiento probidtico. Esto indica que e inéculo no fue
responsable de la translocacion de las poblaciones estudiadas, pues los recuentos se
obtuvieron tanto antes como durante su administracion. Del mismo modo que lo
expresaran Zhou y col. (2000) y Trevisi y col. (2007), no se puede excluir la hipotesis
que en e hospedador persiste una pequefia cantidad, relativamente constante, de
bacterias comensales en los 6rganos linfoides para mantener el sistemainmune activado
a menos en la fase de transicion del destete. El efecto visto no es atribuible a inoculo,
Sino que se trata de una poblacion microbiana de base que el organismo trata de depurar
en forma continua. La translocacion de bacterias acido |4cticas se puede encontrar adn
en aquellos animales no suplementados y es posible que sea un fendmeno
verdaderamente normal (Trevisi y col., 2007). A la dosis utilizada, € in6culo no
trandoco a medio interno, de modo que podrian utilizarse dosis superiores en futuros
experimentos si ello resulta necesario paralograr efectos benéficos.

Durante el periodo de destete la incorporacion de sustitutos lacteos puede originar
una respuesta inflamatoria que produciria desérdenes anatémicosy funcionales (Davisy

Drackley, 2001), y ocasionamente algunas bacterias podrian pasar a través de la
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mucosa intestinal hasta los nédulos linféaticos mesentéricos y otros tejidos (Trevis y
col., 2007). La incidencia de transocacion y diseminacion es un indicador de la
integridad de la barrera mucosa intestinal (Leey col., 2000) y lainmadurez del intestino
en los terneros jévenes puede contribuir a traspaso de microorganismos hacia sitios
extraintestinales.

No se encontrd0 una asociacion clara entre los recuentos microbianos de BAL
indigenas en €l intestino y los valores encontrados en los érganos internos, aunque no se
hallaron integrantes del indculo en los mismos. De todas maneras, € estado de salud de
los terneros no fue afectado por latranslocacion.

Aungue €l inéculo no fue capaz de inhibir completamente la translocacion de otras
pobl aciones bacterianas, tampoco favorecid su ocurrenciay demostré no ser invasivo en
un momento temprano de la vida del ternero en donde el intestino todavia no habia
completado su desarrollo. En ese mismo momento, otras poblaciones bacterianas han
fueron capaces de atravesar esta barrera inmadura en cantidad limitada durante todo el
periodo de crianza de los terneros, posiblemente debido a que € hospedador no tuvo la
capacidad para generar una respuesta adecuada que permitiera impedirla en esa etapa
criticade lavida de los animales en la que estan sometidos a altos niveles de estrés.

Si las condiciones estresantes que ocurren durante el destete pueden generar una
trandocacion fisiologica de bacterias comensales y de los microorganismos utilizados
con efecto probidtico, la translocacion no seria un buen parametro para seleccionar los
probiGticos debido a que es un evento normal en estos animales jovenes (Trevisi y cal.,
2007). Como esta interesante apreciacion esta sustentada sobre resultados obtenidos con
técnicas de biologia molecular seria conveniente reforzarla con ensayos que demuestren
la viabilidad de los microorganismos en los 6rganos internos. Este estudio demostro la
presencia de bacterias intestinales viables en los 6rganos internos de terneros sanosy la
ausencia de los integrantes del inéculo probiético. Ademéas, es destacable laimportancia
de utilizar mutantes resistentes para poder rastrear las cepas probidticas en los ensayos
de translocacion.

Este in6culo microbiano de origen bovino ha protegido los animales de laboratorio
infectados experimentalmente con Salmonella dublin (Frizzo y col., 2005) y podria
actuar como un antagonista una vez instalado en € intestino. Por €ello, seria interesante

investigar el efecto del tratamiento probiético sobre la colonizacién y translocacién de
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un patdégeno causante de enfermedad en los terneros jévenes, con € fin de verificar €l
posible efecto protector del mismo.

Muchas de las dificultades en la performance de los terneros lactantes estén
directamente relacionadas con las fallas en la digestion y absorcion de nutrientes
ocasionadas por bacterias patdgenas productores de diarreas. El inoculo utilizado no
interfirié en el crecimiento de los animales y no produjo casos de diarrea en una etapa
criticadel desarrollo de los terneros. Como no hubo casos de diarreas en ambos lotes no
se pudo comprobar algin efecto favorable del indculo ante esta situacién. ES necesario
realizar nuevas experiencias en donde se evalle en detalle la performance del inoculo
ante un desafio con patdégenos productores de diarrea.

La utilizacion del indculo, en las condiciones que se realizé € experimento, no tuvo
influencia sobre la performance de crecimiento. Es posible que €l excelente estado
sanitario en gque se encontraban los animales y la ausencia de condiciones estresantes
durante la crianza haya impedido a inéculo expresar sus efectos benéficos. De todas
maneras, este indculo microbiano de origen bovino podria actuar como un antagonista
una vez instalado en € intestino y por ello seria interesante investigar € efecto del
tratamiento probidtico sobre la colonizacion y translocacion de un patégeno primario
causante de enfermedad en |os terneros jovenes para verificar el posible efecto protector
del mismo. Ademés, se deberia determinar con precision un intervalo maximo entre
inoculaciones que permitan mantener una carga bacteriana razonable y la permanencia
de los microorganismos en € tracto gastrointestinal después de finalizado el
tratamiento. Aungque habria que realizar pruebas especificas, € inoculo utilizado
manifestd cierto grado de inocuidad al no producir reacciones adversas desde €l punto

de vistaclinico.

5.2. Influencia del inéculo de BAL y € suero de queso sobre la performance de
crecimientoy el estado sanitario delosterneros

Los terneros son vulnerables a las enfermedades, especialmente gastroentéricas,
durante las primeras semanas de vida. EI mantenimiento del peso vivo durante esta
etapa podria megjorar la resistencia contra estos padecimientos (Cruywagen y col.,
1996). En particular, los terneros aimentados con sustituto lacteo sufren,
frecuentemente, una disminucién de su peso en la etapa inicial de la crianza (Jaster y

col., 1990). El indculo utilizado fue capaz de producir aumentos significativos del peso

113



Frizzo, L.S. (2010) Discusiéon

de los animales en condiciones donde se registraron casos de diarrea. La utilizacion de
suero de queso como suplemento junto al inéculo mejord la performance de los
animales en estas condiciones. Esto podria estar relacionado con un adecuado
establecimiento de los microorganismos integrantes del indculo a nivel intestinal y una
mejora en la utilizacion del alimento en genera y de la lactosa en particular. Por otro
lado, es improbable que el tratamiento con el indculo microbiano haya generado algun
efecto adverso sobre la salud de los animales debido a que e consumo y la ganancia de
peso fueron adecuadas y el estado de salud de |os animales fue bueno.

En la etapa de produccion de terneros jovenes, la reduccion de los costos de
alimentacion es clave para la sustentabilidad del sistema. De esta manera, la
incorporacién de fuentes alternativas de proteinas, la sustitucion de componentes
naturales, o la modificacidn en la relacién de los ingredientes lacteos en los sustitutos,
contribuyen a mejorar la rentabilidad en la crianza. Sin embargo, la propia constitucion
y calidad de la materia prima, sobre todo proteica, puede afectar la coagulacion que se
produce en e abomaso, la cual es considerada esencial para una adecuada digestion y
absorcion de los nutrientes en los terneros y, subsecuentemente, para una satisfactoria
performance de crecimiento (Ortigues-Marty y col., 2003). No obstante, es irrelevante
que las proteinas del suero de leche no coagulen en el abomaso porgue las mismas son
digeridas naturalmente en €l intestino delgado sin la accion de las proteasas abomasales
y, de esta manera, son bien utilizadas por |os terneros para su crecimiento (Davis y
Drackley, 2001). El patron de productos finales de la digestion y absorcién influenciala
utilizacion de nutrientes por los tejidos corporales en los terneros prerumiantes
(Ortigues y col., 1996). Por otra parte, las proteinas solubles incluidas en los sustitutos
lacteos contribuyen a vaciado géstrico mas rapido (Toullec y Formal, 1998) vy, por
consiguiente, megjoran e consumo. Al analizar los resultados obtenidos en la
experiencia, el mayor consumo de alimento concentrado, que se observo en los terneros
alimentados con € indculo estudiado, podria explicar 10s mayores aumentos de peso
gue tuvieron esos animales, aungue obligd a los terneros a mantener niveles de
eficiencia adecuados en la utilizacion de su fuente alimenticia para conseguir tal fin.
Ademas, un consumo prematuro de concentrado por parte del ternero joven tiene,
normalmente, un fuerte impacto sobre el desarrollo ruminal. Es decir, para asegurar €l

crecimiento normal de los tejidos de los preestdbmagos, se debe estimular al ternero para
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gue consuma alimento seco a una edad temprana, pues el desarrollo de los tgjidos de los
preestdmagos y de las papilas absortivas responde a consumo de fibra 'y grano. Una
gran parte de la ganancia de peso de los terneros jévenes aimentados con cantidades
limitadas de leche, mas el agregado de un concentrado, se debe al crecimiento del tgjido
intestinal y a su llenado (Davisy Drackley, 2001). En este ensayo, €l sustituto lacteo fue
brindado intencionamente en forma similar y constante en todos los terneros para
estimular e rdpido consumo de concentrado. Esto permitio diferenciar con facilidad a
los animales del G-BAL, quienes consumieron una mayor cantidad de alimento en
forma mas precoz. Esta mayor ingestion de concentrado, vista alo largo del ensayo, es
muy importante porque permitiria eliminar totalmente el sustituto lacteo de la dieta de
los terneros del G-BAL antes de la cuarta semana, mientras que en los animales del G-C
esta misma condicion se alcanzaria solo después de la quinta semana. El indculo
microbiano estimulo e consumo de aimento seco en los terneros, lo cua es
fundamental para el desarrollo de los tejidos epiteliaes del reticulo-rumen, que a su vez
son necesarios para la absorcién de los productos de la digestion fermentativa que alli
ocurre. Ademas, el establecimiento de la poblacion microbiana depende de |os sustratos
provistos por € aimento seco (Davis y Drackley, 2001). Es en estas condiciones,
precisamente, donde el indcul o estudiado favoreceria el consumo precoz de concentrado
e, indirectamente, podria estimular € crecimiento temprano de los preestdmagos,
permitiendo un destete anticipado de los animales. Esto tiene una fuerte relevancia
sobre |os costos de produccion y la sustentabilidad del sistema de crianza.

Hasta e momento no hay acuerdo entre los autores sobre la cantidad maxima de
suero de gqueso que puede ser incluida en los sustitutos lacteos sin producir una
disminucion en la performance de crecimiento. Concentraciones superiores a 30% de
suero producen con frecuencia diarreas o una reduccion del rendimiento debido a los
altos contenidos de lactosa y minerales del suero deshidratado (Davis y Drackley,
2001). A pesar de esto, hay datos experimentales muy variados en este sentido. Por un
lado, se ha observado disminucién de la ganancia de peso en terneros alimentados con
sustituto lacteo en los que se utilizaba un 45% de suero de queso seco, mientras que en
otros trabajos se han obtenido ganancias de peso satisfactorias utilizando 89% de suero
seco (Schingoethe, 1976). Entre estos extremos se encuentran un importante nimero de

ensayos con resultados muy diversos donde se han utilizado distintas cantidades de
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suero. Esta variabilidad en los resultados obtenidos en los experimentos obedece a la
diversidad de los distintos componentes de los sueros de queso y la discrepancia entre
los procesos tecnol dgicos utilizados para € secado. Por otra parte, una diferencia en la
actividad de lalactasaintestinal puede explicar los desdrdenes digestivos que ocurren en
algunos animales alimentados con ato contenido de lactosa, pero no en otros
(Schingoethe, 1976). Seguramente la composicion de la microbiota también influye en
el nivel de eficiencia en que la lactosa es utilizada a nivel intestinal, la cual, a su vez,
gjerce un notable poder de seleccion sobre sus integrantes bacterianos. Los animales
sanos presentan una microbiota intestinal balanceada que les permite desarrollarse en
forma adecuada. Sin embargo, cuando los mismos se encuentran en condiciones de
estrés, ocurre un desbalance en esta microbiota, las poblaciones de lactobacilos y
bifidobacterias se ven disminuidas y los microorganismos patdgenos pueden
incrementarse. Como se indico, el empleo de probidticos previene este desbalance en €
tracto intestinal e impide la ocurrencia de diarreas (Fuller, 1989) o reduce
significativamente su prevalencia en los terneros (Abe y col., 1995). La concentracion
de lactosa en la leche esta finamente regulada por la gldandula mamaria'y se mantiene
entre limites muy estrechos. Esto podria obedecer a la escasa capacidad que tiene €l
intestino de los individuos jOvenes para tolerar altas concentraciones de este
carbohidrato. De acuerdo con los resultados obtenidos se puede considerar a la lactosa,
componente mayoritario del suero de queso, como la responsable del aumento del ICF
en los terneros no tratados con los microorganismos y al inéculo como el encargado de
disminuir este indice al estar en contacto con niveles de lactosa superiores a los
encontrados en la leche bovina. Ademés, los resultados muestran que la capacidad de
utilizacion de la lactosa aumenté a medida que la edad de los animaes se fue
incrementando. Todo ello posibilité un mejor aprovechamiento de la lactosa por parte
de los terneros tratados y justifica la incorporacion del inéculo en la crianza artificial
para mejorar la utilizacion de este carbohidrato de origen lacteo. Ademas, aumenta las
chances de incorporar un mayor contenido de lactosa en los sustitutos |acteos sin riesgo
de generar problemas sanitarios (diarreas osméticas).

El consumo de sustituto |acteo con una concentracion de lactosa superior a habitual
(5% de lactosain la leche vs. 7.9% de lactosa en este experimento) generd un estado de

desequilibrio que quedé en evidencia a encontrar elevados ICF. Este modelo
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experimental expuso al ternero a una situacion de mayor vulnerabilidad para sufrir
trastornos digestivos, motivo por € cual, resultd especialmente interesante para evaluar
el comportamiento del in6culo microbiano, debido a la dificultad que se presenta
cuando los animales tienen un muy buen estado de salud relacionado a condiciones
sanitarias y ambientales adecuadas. Cualquier otra estrategia, mas alla de la lograda con
la lactosa en este estudio, que tenga por finalidad generar un desbalance controlado en
el tracto gastrointestinal, sera de utilidad para evaluar €l efecto benéfico de un indculo
microbiano con potencial probidtico. Esto estd4 sustentado por las observaciones de
Jenny y col. (1991) y Higginbotham y Bath (1993), quienes no encontraron diferencias
significativas en los indices de diarrea y la mortalidad en dos grupos experimentales
integrados por terneros en buen estado sanitario, en donde uno de ellos estaba tratado
con probidticos. La diarrea no patogénica es causada, en la mayoria de los casos, por un
desbalance de la microbiota intestinal. Varios tipos de estrés (consumo de alimentos de
alta densidad, cambios drasticos en las condiciones climéticas -en particular en la
temperatura-, cambios en los componentes de los aimentos y en las circunstancias
ocurridas después del transporte) son los principales factores que causan diarrea
(Ishihara y col., 2001). Los microorganismos patdégenos pueden infectar con mayor
facilidad a los terneros una vez gue la microbiota se encuentra desbal anceada. De todas
maneras, €l establecimiento y mantenimiento de especies benéficas de microorganismos
en e intestino de los terneros podria ayudar a suprimir 10s microorganismos patégenos
(Morrill y col., 1995), constituyendo una estrategia profil &ctica del sistema productivo.
Se encontraron fuertes diferencias entre los grupos en los niveles de colesterol total
durante las 2 primeras semanas. La diferencia encontrada en estos valores podria estar
relacionada con e mejor aprovechamiento del sustituto lacteo (16% de extracto etéreo),
del suero de queso (4% de grasa) por los animales del G-BAL y con el mayor consumo
de aimento balanceado (5% de extracto etéreo) que demostré ese grupo durante €l
experimento. De todas maneras, |os resultados obtenidos en |os parametros bioquimicos
sanguineos indican que los mismos se encontraban dentro de los rangos de los valores
de referencia (Debreuil y Lapierre, 1997; Knowles y col., 2000; Mohri y col., 2007).
Todo €llo refuerza la afirmacion que los animales se mantuvieron en un estado
adecuado de salud. El factor determinante mas importante para la salud y supervivencia

del ternero es &l consumo temprano y adecuado de un calostro de alta calidad, debido a

117



Frizzo, L.S. (2010) Discusiéon

gue nace sin una adecuada inmunidad humoral (Davis y Drackley, 2001). La
concentracion de proteinas séricas totales de ambos grupos experimentales al inicio del
experimento fue superior a 5,5 g/dl, lo cua evidencié que la ingestion de calostro fue
satisfactoria (Quigley, 2001). Aunque habria que hacer pruebas especificas, el inéculo
utilizado podria ser considerado inocuo a no producir reacciones adversas desde €l
punto de vista clinico.

Muchos de los problemas afines a la performance de los terneros jovenes estén
directamente relacionados con los fallos en la digestion y la absorcion de los nutrientes
ocasionados por las bacterias patdgenas productoras de diarreas. Sin embargo, la diarrea
de tipo nutricional es la que frecuentemente antecede y predispone a ternero a
sindrome de diarrea generado por microorganismos patdgenos. El inéculo microbiano
se puso a prueba en un modelo experimental disefiado para que los terneros jovenes,
alimentados con sustituto lacteo y una alta cantidad de suero de queso, estuvieran més
expuestos a desbalances a nivel intestinal. En este contexto, |0s microorganismos que
integraron € indculo demostraron su accionar benéfico y podrian utilizarse para
prevenir algunos tipos de diarrea de origen nutricional. La Unica variable que se
modificd entre los grupos fue la incorporacion del inéculo microbiano en la dieta de los
terneros tratados. Es evidente que los microorganismos que integran el indculo
modificaron, de alguna manera, los patrones del flujo de nutrientes en €l intestino, lo
cual tuvo efectos benéficos sobre la utilizacion del alimento por parte de los animales.
L os terneros inoculados habrian aprovechado mejor la lactosay las proteinas del suero
de queso, lo cua se manifestdé con una mejor performance de crecimiento. Esta
observacion justifica el empleo del in6culo junto a suero de queso durante la crianza de
los terneros destetados tempranamente. Es necesario realizar nuevas experiencias en
donde se evallen, en detalle, los efectos del indculo junto alalactosa frente a un desafio

con patdgenos primarios productores de diarrea.
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5.3. Incorporaciéon de bacterias &cido lacticas y lactosa a la dieta de terneros
jovenes y su efecto sobre la performance de crecimiento y e balance microbiano
intestinal

La homeostasis intestinal se sustenta en €l equilibrio entre la absorcidn (nutrientes,
iones), secrecion (iones, IgA) y la capacidad de barrera (para los agentes patdgenos y
macromoléculas) del epitelio digestivo. Estas funciones se controlan a través de
multiples interacciones con las células endocrinas, neurocrinas, del estromay las células
inmunitarias o con la microbiota bacteriana residente que regulan las funciones del
epitelio (Heyman y Ménard, 2002). El in6culo microbiano se puso a prueba en un
modelo experimental disefiado para que los terneros jévenes, alimentados con sustituto
l&cteo y una ata cantidad de lactosa, estuvieran més expuestos a desbalances a nivel
intestinal. Teniendo en cuenta que € 70% del suero de queso estd constituido por
lactosa, el modelo fue similar al del ensayo anterior aunque sin la posible influencia que
pueden tener € resto de los componentes del suero de queso (principal mente proteinas
solubles de la leche que permanecen en este subproducto |acteo). Un importante nUmero
de investigadores han estudiado los efectos de la lactosa sobre la performance de
crecimiento de los terneros (Rojas 'y col., 1948; Flipse y col., 1950ay 1950b; Atkinson
y col., 1957). En general, los terneros alimentados con leche entera o leche descremada
por periodos de hasta 6 semanas utilizaron la lactosa en la dieta de manera muy eficaz
aunque cuando se duplicé la concentracion del carbohidrato la diarrea fue notoria. Sin
embargo, se han reportado mejoras en la conversion aimenticia en animales
suplementados con lactosa (Flipse y col., 1950a y 1950b). Por otra parte, es bien
conocido € efecto laxante que tiene la lactosa cuando se otorga en una concentracion
superior alas que se encuentran en laleche materna (Fischer y Sutton, 1949).

Los atos niveles de lactosa (200 g/d) generaron un importante desbalance en el
intestino de los animales, hecho que se vio claramente reflejado debido a la alta
frecuencia de diarreas encontrada en esos animales. Cualquier factor luminal o0 seroso
gue afecte a los sistemas de transporte también afecta al movimiento de los electrolitos
y el agua. Ademas de los mecanismos especificos implicados en el movimiento de agua
en € intestino, la diarrea osmética también puede ser inducida cuando un compuesto no
absorbible alcanza € lumen intestinal y mantiene un gradiente osmaético entre € lumen

intestinal y la sangre. Un caso tipico de la diarrea osmética que es inducida por la
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malabsorcion de la lactosa en e caso de deficiencia de lactasa (Heyman y Ménard,
2002). Es indiscutible tanto que € ICF fue notoriamente superior en €sos mismos
animales como gue la lactosa fue la responsable de ello. Sin embargo, los terneros
inoculados con probidticos habrian aprovechado mejor la lactosa lo cua se manifesto
con una mejor performance de crecimiento. La inhibicion de las actividades generales
de la microbiota en la produccion de sustancias téxicas tales como las aminas, €
amoniaco y los compuestos fendlicos podrian explicar las mejores performance de
crecimiento que a veces se observan. Si esto ocurre realmente in vivo se podria reducir
la demanda del huésped para desintoxicar estas sustancias, y por lo tanto, dejaria mas
energia para el crecimiento (Jonsson, 1985). Los terneros son especialmente vulnerables
a los trastornos digestivos durante las primeras semanas de vida y los desbalances
nutricionales y las enfermedades gastroentéricas son comunes en |os sistemas de crianza
intensivos. Ante estas condiciones de manejo el empleo del inéculo probidtico durante
la crianza mejoraria las condiciones de los animales, los indices de performance en la
guachera y podrian utilizarse para prevenir diarreas de origen nutricional. No obstante,
seria conveniente realizar nuevas experiencias en donde se ponga a prueba el inéculo
frente a un desafio con patdégenos primarios productores de diarrea para comprobar su
comportamiento en esta condicion extrema.

La incorporacion de lactosa en la dieta de los terneros tomo relevancia cuando se
comenzaron a formular los sustitutos lacteos comerciales. La cantidad en que debia
suministrarse siempre fue motivo de mucha discusion a tal punto que no esta claro
cuanta lactosa es capaz de tolerar un ternero joven sin que se produzcan efectos
indeseables en su crecimiento y en su estado sanitario. Se sabe que e suministro de
lactosa genera diarrea alos terneros alas pocas horas de su administracion y que cuando
el carbohidrato se retira de la dieta los animales vuelven a estado inicial. Los terneros
mas jovenes son mas susceptibles a la diarrea debido a la lactosa incorporada aunque,
paraddjicamente, la actividad lactasa disminuye a lo largo de la vida del ternero joven.
La actividad de la microbiota intestinal puede explicar, a menos en parte, este
comportamiento en el cual lalactosaincorporada es mejor utilizada cuando los animales
aumentan su edad. No solo las bacterias interfieren con la fisiologia intestinal sino que
también el ambiente intestina es importante en la habituacion de las bacterias. El

ambiente intestinal es capaz de modificar la proporcién de las bacterias ingeridas
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afectando su viabilidad (Heyman y Ménard, 2002). Los niveles de lactosa utilizados
fueron capaces de generar un aumento en €l nimero de los microorganismos del género
Lactobacillus. Ademas, un incremento similar ocurrié en los animales suplementados
con el in6culo. Esto podria estar relacionado con un adecuado establecimiento de los
microorganismos integrantes del indculo anivel intestinal y unamejoraen la utilizacion
del aimento en general y de la lactosa en particular. La explicacion de la influencia
favorable de la lactosa en las bacterias acido lacticas del intestino debe buscarse en el
hecho de que cuando la lactosa esta presente, incluso en pequefias cantidades, las
mejores condiciones culturales y ambientales son creados para estos organismos en
particular, sin un correspondiente cambio favorable para la masa de otras bacterias
normal mente presentes. Asi, una dieta alta en lactosa tiene marcada influencia sobre la
flora intestinal (Atkinson y col., 1957) y la persistencia en €l tracto gastrointestinal de
las bacterias écido lécticas ingeridas, por lo menos durante algunos dias, es obligatorio
para su efecto beneficioso (Heyman y Ménard, 2002). Aunque € nimero de coliformes
no disminuyé en los terneros suplementados con € indculo tampoco se notaron
incrementos que podrian haber ocurrido debido a aumento del contenido de lactosa en
la dieta, carbohidrato que es utilizado facilmente por esta poblacién microbiana. Los
animales sanos presentan una microbiota intestinal balanceada que les permite
desarrollarse en forma adecuada y la poblacion de Lactobacillus tiene una fuerte
influencia sobre esa condicién de balance. Aungue la lactosa es un azlicar ampliamente
utilizable por muchos de los microorganismos intestinales, indudablemente gercié un
considerable poder de seleccidn sobre los integrantes de la microbiota intestinal y junto
al inoculo utilizado fueron responsables de sostener a lo largo del tiempo una relacién
microbiana favorable a la poblacion de Lactobacillus vs coliformes. Es probable que
estos dos factores mejoren el aprovechamiento de la lactosa a nivel intestinal la cual, a
su vez, retroadimentaria el sistema favoreciendo € mantenimiento de poblaciones
bacterianas benéficas que se adaptan mejor a las condiciones generadas por los écido
organicos en € intestino. El recuento de Lactobacillus es normalmente mayor que el de
coliformes (Relacion Lactobacillus/coliformes > 1) en |os terneros sanos pero es menor
en aquellos terneros que sufren diarrea (Abu-Tarboush y col., 1996). Resultados
similares alos de este ensayo fueron informados por Jonsson y Olsson (1985). Después

de 5 semanas de tratamiento probidtico larelacion Lactobacillus/coliformes fue menor a
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1 en los animales que no recibieron € inéculo de BAL y en los que no recibieron
lactosa o la recibieron en cantidades elevadas. Sin embargo esta relacion fue beneficiosa
(> 1) en los grupos inoculados con un nivel tolerable de lactosa'y con el indculo de
BAL. De esta manera, la utilizacion de estos 2 elementos pondria a anima en una
situacion ventgjosa frente a un posible contacto con un microorganismo patégeno que
ingresara por la via oral. El efecto beneficioso de las bacterias |écticas viables es,
posiblemente, debido a la proliferacion transitoria de estas bacterias en € tracto
digestivo, in vivo, que representan una barrera microbiol6gica contra el desarrollo de
bacterias patdgenas (Heyman y Ménard, 2002). Los microorganismos del género
Lactobacillus probablemente puedan obtener ventajas en determinados regimenes de
alimentacién y competir con éxito con las bacterias patdgenas (Jonsson, 1985). El
incremento en los Lactobacillus fecales encontrado en este estudio esta en un todo de
acuerdo con otras observaciones reportadas por varios investigadores (Ellinger y col.,
1980; Gilliland y col., 1980; Jenny y col., 1991; Abu-Tarboush y col., 1996). Sin
embargo, €l nimero absoluto informado para terneros jévenes por los diferentes autores
no son similares y varian extremadamente. Esto podria estar generado en parte por las
diferentes metodologias utilizadas por los autores y por la variacion propia de los
sistemas biolégicos. De todas maneras, todos coinciden en que € numero de
Lactobacillus es mayor durante las primeras semanas de vida y arededor de las5 a 6
semanas la concentracion de este género baja sustancia mente.

Cuando se utilizan bacterias viables es necesario que puedan sobrevivir e paso por
el estdbmago permanezcan activas. Para ello es importante utilizar las cepas que
pertenecen a la poblacion indigena aislada de la especie huésped animal para los que
esta destinada, pues, estan adaptadas a medio ambiente del tracto gastrointestinal. El
inoculo utilizado contribuyd a la colonizacién del yeyuno de los animales inoculados
con las BAL (Py) por parte del género Lactobacillus spp. porque permitio establecer
estos microorganismos benéficos a nivel de intestino delgado, donde encontraron un
lugar adecuado para su desarrollo y afincamiento. Ademés, € inéculo debe haber
mostrado su poder competitivo, desplazando y reemplazando la microbiota |actica
residente en el yeyuno porque los niveles de BAL totales en |os terneros inoculados con
las BAL fueron superiores alos encontrados en los animales controles. En los animales

convencionales, €l efecto barrera de la microbiota hace dificil laimplantacion de la cepa
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con potencia probidtico y el establecimiento de la microbiota intestinal en el neonato
puede ser influenciado pero el cambio de la microbiota intestinal estable de animales
convencionales es méas dificultoso (Jonsson, 1985). De esta manera, los animales
jovenes utilizados en e ensayo modificaron sensiblemente la cantidad de
mi croorgani Smos benéficos presentes en la mucosa del yeyuno y esto puede explicar en
parte algunos de los efectos benéficos detallados hasta ahora. A su vez, los animales
tratados con las BAL aumentaron la expresion de IgA en esa misma region intestinal.
Esto seria debido a una estimulacion del sistema inmune y podria jugar un papel
esencial en la proteccion de los animales contra enfermedades intestinales. La
marcacion anti-lgA es prominente en la lamina propia del intestino, entre las células
epiteliales y en la luz de las criptas (Butler y col., 1971). El descenso genera en la
produccion de IgA en materia fecal para los terneros a medida que pasa el tiempo esta
soportado por investigaciones anteriores (Heinrichs y col., 2009). En los lechones, los
niveles de IgA total fecal disminuyd después de 14 dias de edad y sigui6é disminuyendo
hasta los 35 d a 56 d hasta el final de la experiencia (Scharek y col., 2005). Este
incremento de laIgA aprincipios de la vida puede ser debido a la continua presencia de
anticuerpos del calostro o debido a factores de estrés temprano. Las primeras 2 semanas
de vida para los terneros jovenes criados en guacheras son estresantes, incluyendo €l
nacimiento, la separaciéon de la madre, e movimiento y/o transporte a la guachera, la
introduccion de una dieta liquida otorgada en botella o balde y €l consumo de alimento
balanceado iniciador, lo cual podria provocar un aumento en la actividad del sistema
inmune humoral (Heinrichs'y coal., 2009). Los resultados favorables obtenidos luego de
5 semanas de ensayo ponen en evidencia, por un lado, € efecto del indculo sobre las
células del sistema inmune y por otro despiertan cierto interés en visumbrar tanto €l
efecto que pudiera generar durante las primeras semanas de vida de los animales como
los mecanismos utilizados por los microorganismos y e huésped. Estas incognitas
deberan ser motor de las nuevas investigaciones que deberan realizarse.

Por otro lado, debido a que € consumo y la ganancia de peso fueron adecuadasy €l
estado de salud de los animales fue bueno es improbable que el tratamiento con €
inéculo microbiano haya generado, a igual que en los ensayos anteriores, algun efecto

adverso sobre la salud de los animales. Ademas, |os resultados obtenidos en €l indice de
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peso esplénico refuerzan la afirmacion que los animales no mostraron signos de
toxicidad y se mantuvieron en un estado adecuado de salud.

Muchas de las inconsistencias vistas en los efectos positivos obtenidos cuando se
introduce BAL a la dieta probablemente podrian explicarse s se conocen las
circunstancias mas detalladas para cada situacion de la alimentacion y e enfoque mas
prometedor parece estar dirigido ala utilizacion de BAL en los animales recién nacidos,
en animales tratados con antibiéticos u otros animales con una microbiota intestinal
tempora mente perturbada (Jonsson, 1985). EI modelo experimental utilizado, en el cual
se expuso a los animales a una situacion de estrés nutricional resultdé adecuado para
hacer més evidente |os efectos positivos que genera el inéculo y asi darle consistencia a

los fundamentos que fomentan su utilizacion durante la crianza de | os terneros jovenes.

5.4. Incorporaciéon de bacterias &cido lacticas y lactosa a la dieta de terneros
jovenes y su efecto sobre la colonizacion intestinal de Salmonella dublin DSPV
595T y la invasion a los Organos internos de terneros alimentados con sustituto
lacteo.

La capacidad de los microorganismos probiéticos para inhibir o contrarrestar 1os
efectos negativos de los gérmenes patdégenos en animales vivos es una propiedad muy
estudiada en animales de laboratorio (Casas y col., 1998; Saminen y col., 1998b; Maia
y col., 2001; Moura y col., 2001; Frizzo y col., 2005) pero no se ha evauado
suficientemente en los animales de granja. Los terneros jovenes son especialmente
vulnerables a las enfermedades gastroentéricas durante las primeras semanas de vida y
la utilizacién de un modelo experimental de gastroenteritis inducido por Salmonella
puso a prueba & efecto benéfico del indculo probidtico experimental en una situacion de
desbal ance extremo en la microbiota intestinal.

Hay mas de 2.500 diferentes serotipos de Salmonella enterica, y algunos de ellos
son patégenos importantes de animales y seres humanos. A pesar de que |os serotipos
de S enterica son genéticamente muy similares, difieren de manera significativa en la
biologia, especialmente en la gama de huéspedes y el espectro de enfermedad que
producen (Pullinger y col., 2008). Asi, causa fiebre entérica en los terneros y los
bovinos adultos y también induce el aborto por invadir e sistema sanguineo del feto.

Salmonella enterica es un importante patégeno que causa diarreas y las infecciones
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pueden tener secuelas sistémicas graves en funcion de factores propios del huésped y
del serotipo que interviene (Pullinger y col., 2007). Los serotipos que son
predominantemente aislados en una especie huésped en particular, aunque a veces
pueden causar enfermedades en otras especies huéspedes, son clasificados como
especificos de hospedador o de hospedador restringido, por gjemplo, S. enterica serovar
Dublin (Salmonella dublin) esta asociada con los bovinos (Pullinger y col., 2008). Es
decir, aunque en un sentido estricto todos los agentes productores de enfermedad
deberian ser considerados adaptados a huésped hay, sin embargo, diferencias
epidemiol 6gi camente importantes en la medida en que para algunos agentes solo hay un
huésped susceptible y para otros hay un espectro mas 0 menos extenso de especies
huéspedes definidas (Steinbach y col., 2000). El concepto de adaptacion de Salmonella
sp. se define sblo por la incidencia dependiente del hospedador de la enfermedad y no
existe informacion sobre las formas en que pueden surgir tales diferencias en la
incidencia. En teoria, estas diferencias pueden ser causadas por un grupo de especies
adaptadas al ambiente de |os respectivos hospedadores (Steinbach y col., 2000). Uno de
los problemas en €l control de S dublin es la existencia de portadores persistentemente
infectados que portan la bacteria en los noddulos linfaticos y 6rganos internos (Hansen y
col., 2006). Estos animales, aunque uno los vea sanos, excretan e patdégeno en forma
continua o intermitente durante afios en su materia fecal y leche con €l riesgo de infectar
aotros animalesy contaminar el medio ambiente.

Un ndmero importante de investigadores han generado modelos experimentales de
salmonelosis utilizando laruta oral en terneros y empleando a Salmonella dublin (Smith
y Jones, 1967; Forbes y col., 1977; Nazer y Osborne, 1977; Groothuis y col., 1981,
Masalski y col., 1987; Segall y Lindberg, 1991; Wallis y col., 1995; Steinbach y cal.,
1996; Deignan y col., 2000; Paulin y col., 2002). En lineas generales, en aquellos
modelos de infeccion oral en donde se utilizan bajas cargas del patdgeno, los model os
son més irregulares y sdlo ante una inoculacion elevada del patégeno los mismos han
mostrado cuadros tipicos y una evolucion predecible, constante y homogénea de la
enfermedad. Asi, Masalski y col. (1987) informaron que los terneros inoculados con
6.10% UFC no mostraron signos clinicos claros de enfermedad y tampoco dispersaron en
forma regular a patégeno mientras que los terneros inoculados con 2.10™ hasta 4.10%

UFC presentaron un cuadro clinico tipico, con una diseminacion més regular de
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bacterias a través de las descargas nasales y las heces. Teniendo en cuenta estos
antecedentes, durante €l disefio del ensayo se plantearon 2 posibles alternativas, ambas
con debilidades y fortalezas. Por un lado, el modelo generado con bgas cargas del
patégeno simularia mejor la situacion real ocurridaen el campo y daria més oportunidad
al inéculo experimental de BAL de mostrar sus propiedades benéficas pero generaria
respuestas muy variables en los terneros y el efecto protector seria por eso mas dificil de
medir en un numero reducido de animales. Por otro lado, |a elevada concentracion del
patdgeno generaria un modelo més homogéneo y por ello més adecuado para medir
ef ectos benéficos (menor variabilidad) pero ante una concentracion del patdgeno irreal y
requiriendo una contundente respuesta del indculo de BAL para que € efecto protector
pueda ser visto. De esta manera, el modelo de salmonelosis utilizado en este trabajo fue
disefiado teniendo en cuenta estas referencias y la inoculacion de 2.10"° UFC/animal
generd un modelo regular y homogeéneo de salmonelosis aunque demando un alto nivel
de exigencia al in6culo de BAL para poder contrarrestar €l efecto del patdgeno. Aunque
es dificultoso tener precisiones acerca de la cantidad de Salmonella que los terneros
ingieren comunmente en una situacién de campo es muy poco probable que las cargas
bacterianas sean tan elevadas como las utilizadas en este ensayo. Es por ello que los
resultados obtenidos en un modelo exigente de enfermedad tienen mayor relevancia 'y
pronostican un mejor accionar como herramienta profiléctica ante el patégeno en una
crianza habitual en la guachera del tambo.

Después de 10 dias de tratamiento con el inéculo de BAL, y justo antes del desafio
con el patdgeno, la relacion Lactobacillus/coliformes fue superior a 1 en todos los
grupos experimentales aunque fue mucho mayor en los terneros suplementados con €l
in6culo de BAL. Ademas e nimero de Lactobacillus sp. en el G-C fue menor que en
los grupos suplementados con el probidtico. Bajo estas condiciones ecolégicas del
tracto intestinal el patégeno fue introducido para generar la enfermedad infecciosa.

Los agentes patdgenos bacterianos tienen propiedades bioldgicas Unicas, que les
permitan colonizar las superficies mucosas, penetrar en ellas, crecer en e hospedador,
impedir o evitar las defensas del huésped y dafiar a hospedador; los productos
bacterianos responsables de estos cinco requisitos biolégicos son los factores
determinantes de la patogenicidad (determinantes de la virulencia) (Smith, 2000). El

efecto del patdbgeno sobre los animales pudo verse a partir del dia posterior a la
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inoculacion (2% dia de infeccién) en donde los terneros presentaron temperaturas
elevadas, debilidad en € tren posterior y € consumo de agua notoriamente aumentado,
aungue se mantenian alertas y con un buen estado mental. A partir del dia siguiente y
hasta el final del ensayo el sindrome febril se instalé definitivamente y los animales
presentaron, ademas, diarrea, deshidratacion y el morro y las extremidades frias. En
general, la infeccion oral de los animales dio lugar a la invasion y la diseminacién
sistémica de las Salmonella utilizada. El patégeno fue detectado en materia fecal a partir
de las 24 h post-infeccion. El promedio de la concentracion de Salmonella en los
organos internos fue algo mayor que € del contenido de las secciones intestinales, en
donde el recuento del patdgeno fue similar tanto para el intestino delgado como para €l
grueso. En términos generales, la bibliografia cita que € ingreso de Salmonella por via
oral, la proliferacion en e intestino delgado y su rdpida penetracion en la lamina propia
provoca edema, proliferacion de macrofagos, reclutamiento de linfocitos y PMN con
dilatacion del quilifero central de las vellosidades. Esto genera una caida pronunciada
de los enterocitos apicales y a una reaccion proliferativa en € fondo de las criptas
(enteritis regenerativa). El ciclo se descompensa répidamente, provocando una atrofia y
fusion de las vellosidades. La bacteria invade los nodulos linféticos regionales con
reclutamiento de macréfagos y PMN. Lo mismo acontece en las venas de la submucosa
produciendo flebitis y tromboembolias. Los trastornos circulatorios llevan a una lesion
irreversible apical de las vellosidades con necrosis, hemorragias y exudacion de fibrina
(enteritis fibrinonecrdtica). La diseminacidn bacteriana por la via hemolinfética provoca
la etapa de septicemia o bacteriemia transitoria con compromiso de los nodulos
linfaticos mesentéricos, el higado y €l bazo (Jubb y col., 1988; Tizard, 1996; Robbins,
2000).

El patdgeno fue detectado en el medio interno (sangre) de los terneros alas 4 h post-
infeccion mientras que las lesiones intestinales fueron encontradas a las 32 h post-
inoculacion del patégeno. Bolton y col (1999) no pudieron llevar a cabo un estudio
basado en el tiempo para medir la velocidad de lainvasion inicia pero evaluaron que la
invasividad de S dublin fue claramente subestimada porque desde las 3 horas habia
pruebas del dafio tisular inducido por S dublin en el epitelio asociado a foliculo
linfoideo del intestino de los bovinos. El higado, bazo y nédulos linféticos mesentérico

e ileocecal (6rganos diand) fueron los érganos en los que se encontrd al patégeno con
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mayor frecuencia mostrando que Salmonella utilizé tanto la via linfatica como la
sanguinea para su ingreso y multiplicacién. Estos 6rganos diana también fueron los que
mayores |lesiones poseian. El ILMicro fue mas sensible que el ILMacro para caracterizar
las lesiones presentadas por los terneros y el ILMicro de los érganos diana fue Util para
encontrar las diferencias generadas por el inéculo en la respuesta de los terneros ante la
agresion del patégeno. Las lesiones encontradas en el higado y el bazo se consideran
aqui en conjunto porque son dos de los 6rganos diana donde suelen aparecer lesiones
especificas. En el caso del higado lo regular en los casos de campo es la presencia de
una severa colangiohepatitis con fuerte infiltracion mixta en el espacio porta y
particularmente en e canaliculo biliar con estasis biliar canalicular, gran desorden
estructural en el lobulillo con sinusoides hiperémicos, dilatados y con invasion celular
sinusoidal. Con alta regularidad aparecen los NPT dentro del lobulillos con una
distribucion errética dentro del mismo. En pocos casos la lesién necrética no esta
presente pero aparece de modo llamativo la denominada “tromboembolia’ de la vena
centro lobulillar por la formacién de un coagulo de fibrina intravascular que engloba a
PMN piégenos. El bazo regularmente muestra una esplenitis hemorrégica severa con
focos de NPT aleatoriamente distribuidos especialmente en la pulpa roja (Jubb y col.,
1988; Tizard, 1996; Robbins, 2000). Considerando las |esiones encontradas en €l higado
y €l bazo en los animales de este ensayo se podria afirmar que las mismas tuvieron una
participacion préacticamente nula en todos |os grupos experimental es mostrando lesiones
leves y no patognomonicas (sin NPT). Esto estuvo en un todo de acuerdo con € |PE
encontrado en los terneros, el cual fue similar a reportado en 2 de los ensayos de esta
tesis en los que no se utilizo al patégeno. Las lesiones encontradas en el yeyuno fueron
mas moderadas que las encontradas en los casos de campo y en los grupos inoculados
con BAL fueron leves y no patognoménicas si se tiene en cuenta que se ha hecho una
descarga importante de Salmonella. En los casos de campo, las lesiones del ileon
corresponden a una necrosis fibrinonecrética 'y una eventual presencia de los NPT. Los
resultados de la prueba muestran solo necrosis en los terneros del G-C mientras que en
los grupos inoculados con probidticos durante toda la serie de necropsias las lesiones
fueron de pocaimportancia. La VIC es, en los casos de campo, uno de los rganos diana
para el diagnostico por lesiones histopatol gicas de la infeccion, al igual que su nédulo

linfético regional. Las lesiones en la VIC fueron tipicas y tempranas en los animales del
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G-C donde se encontro solo necrosis en las primeras necropsias y necrosis con NPT en
las dltimas. Por otra parte, los resultados en el G-BAL-L fueron alentadores pues solo se
encontraron lesiones leves. Ademas, en € colon de todos los terneros tratados con el
indculo de BAL las lesiones fueron de tipo leve teniendo en cuenta la concentracion de
Salmonella utilizada. Las lesiones en |os nddul os linféticos mesentéricos en |os casos de
campo dependen especialmente de la agresividad de la cepa 'y del tiempo del proceso.
Generamente con cepas poco agresivas y con un curso de varios dias las lesiones sélo
son de tipo hemorrégico. Cuando la cepa es muy virulentay el proceso es hiperagudo a
menudo es el Unico érgano en el que se encuentran NPT (estando ausentes en el higado
y €l bazo). En estos casos |os nddulos se forman en el seno subcapsular como un manto
mé&s 0 menos continuo de células necréticas con PMN pidgenos en una malla de fibrina
(Jubb y col., 1988; Tizard, 1996; Robbins, 2000). En esta experiencia, en los grupos
tratados con €l inodculo de BAL la aparicion del tipo de lesidén encontrada fue siempre
mas tardia que en los animales del G-C y esto se deberia correlacionar con lo
encontrado en & yeyuno e ileon que son los sectores que drenan estos nddulos
linfaticos. En el nddulo linfético ileoceca las lesiones encontradas en los casos de
campo son méas constantes siendo a veces € Unico 6rgano que muestra lesiones
completas, especialmente en los casos hiperagudos. En esta experiencia, en los grupos
tratados con € indculo de BAL la aparicion del tipo de lesidén encontrada fue siempre
més tardia que en los animales del G-C. En el caso del nédulo linfético mediastinico e
nivel de lesion estd en intima relacion con el grado de lesion septicémica pulmonar. El
pulmon en los casos de campo generalmente se encuentra muy afectado especialmente
por la septicemia con lesiones de neumonia intersticial generalizada y grave que, por €
breve tiempo que llega a vivir el animal, rara vez llega a la hepatizacion gris o
leucocitaria, quedandose en e modelo rojo o hemorragico. Muchas veces la muerte del
animal se produce por un fallo respiratorio grave (Jubb y col., 1988; Tizard, 1996;
Robbins, 2000). Los resultados encontrados muestran que en los terneros de la
experiencia € tipo de lesion encontrado sdlo se limitdé a una alveolitis. El término
aveolitis se utiliza en patologia para designar un proceso inflamatorio que solo afectala
pared del tabique alveolar con edema del mismo junto a hiperemia de sus vasos. Puede
aparecer algun exudado seroso en €l interior del alvéolo junto a algunos macréfagos

libres en e mismo. Esta lesion es leve, generalmente asintomética a diferencia de la
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neumonia intersticial donde la reaccion inflamatoria lesiona gravemente a los tabiques
alveolares, a epitelio alveolar funcional y a los tabiques interlobulillares. En €l interior
del alvéolo hay un exudado inicialmente edematoso con participacion de fibrina, hasta
la eritrodipadesis intraalveolar (modelo rojo o hemorrégico) o laleucodipédesis (modelo
gris o purulento). Esto se debe a que €l agente ingresa por via sanguinea'y compromete
préacticamente a todo e lobulillo. La signologia es la de una dificultad respiratoria
evidente. No hay casi participacion bronquial, salvo que el proceso sea de curso largo
(més de siete dias) donde pueden aparecer lesiones provocadas por bacterias
oportunistas ingresadas por la via aerégena que dan peribronquitis y bronquitis
purulenta con posterior necrosis bronquial y formacién de microabscesos (Jubb y col.,
1988; Tizard, 1996; Robbins, 2000).

Aunque algunos de los terneros comenzaron a presentar debilidad en e tren
posterior a partir de las 24 h post-inoculacion, los animales desarrollaron enfermedad
clinicaa partir de las 36 h de inoculado el patégeno, momento en el cual acanzaron una
temperatura rectal de 40,5 °C. No obstante, a partir de las 48 h post-inoculacion los
terneros presentaron extremidades y morro frio y niveles de deshidratacién importantes
junto ala presencia de diarreas. Previo a €llo, los animales aumentaron sustancialmente
el consumo de agua. A pesar de los signos manifiestos de enfermedad los animales
permanecieron alertasy con un buen estado mental durante todo el ensayo. Los datos de
laboratorio relevantes que se obtuvieron a la par de estos signos clinicos mostraron
niveles de neutréfilos en banda superiores a los normales a dia siguiente de la
inoculacion del patdgeno, y hasta €l final del ensayo, junto a la aparicion en sangre de
células inmaduras como mielocitos y metamielocitos, que en condiciones normales no
estan presentes. Mientras que los neutrofilos y 1os monocitos solo superaron los valores
normales al dia siguiente de la inoculacion del patdgeno los linfocitos permanecieron
dentro de los valores normales hasta el dia posterior a ingreso del patdgeno, momento
en e que disminuyeron hasta valores subnormales durante los dias 13 y 14 del
experimento. Esa misma disminucion a final del ensayo fue evidenciada en los
monocitos. Los resultados obtenidos muestran que €l patdgeno fue responsable de
generar una fuerte disminucién en los leucocitos mononucleares a partir del segundo dia

de la infeccion. Por otra parte, los resultados obtenidos en la serie eritrocitica
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permanecieron dentro de los valores normales durante todo el ensayo (Dubreuil y
Lapierre, 1997; Knowlesy col., 2000; Mohri y col., 2007).

L os resultados muestran que, a pesar de la ata carga de Salmonella recibida por los
terneros no hubo translocacion al medio interno por parte del indculo probidtico. Este
hallazgo brinda una base sdlida a la hora de evaluar |a seguridad de las cepas utilizadas
y confirma la inocuidad de las mismas. La translocacién de otros grupos bacterianos
ocurrio en todos los grupos experimentales en una intensidad superior a la encontrada
en terneros que no fueron infectados en forma experimental como los estudiados en €l
primer ensayo de este trabgjo de tesis. Estos resultados indican que, aungque la mismano
fue inhibida por €l tratamiento probidtico tampoco fue generada por € mismo y que el
in6culo probiético no fue responsable de la translocacion de las poblaciones
microbianas estudiadas. Ademés, es evidente que €l quiebre del efecto barrera de la
mucosa intestinal generado por el patdgeno facilitd el ingreso de algunas poblaciones
intestinales que en una situacion de no-enfermedad solo se hace evidente mostrando
moderados niveles de trand ocacion al medio interno.

Las cargas microbianas encontradas en las diferentes regiones intestinales fueron
menores que las halladas en los 6rganos del medio interno cuando se analizo €
patdgeno utilizado. Sin embargo, cuando se tuvo en cuenta el resto de las poblaciones
mi crobianas estudiadas se pudo apreciar que las mismas mostraron niveles superiores en
el intestino que en el medio interno. De todas formas se pudo apreciar cierta afinidad de
algunas poblaciones a translocar en situaciones extremas de desbalance intestinal
generado por el patdgeno. Asi, mientras los coliformes mostraron niveles importantes
en e medio interno, los Lactobacillus indigenas, que fueron encontrados en muy baja
frecuencia (solamente en los grupos tratados con probidticos), manifestaron escasa
intencion por ingresar @ medio interno en una situacion de total disrupcion del efecto
barrera generado por la mucosa intestinal. Los Enterococcus ocuparon una posicion
intermedia entre las dos pobl aciones mencionadas. En esta situacion, los integrantes del
in6culo no fueron detectados en € medio interno a lo largo de la infeccion por
Salmonella dublin.

L os animales sometidos a un desafio externo o interno en su estado de salud generan
una respuesta vigorosa activando tanto € sistema inmune innato como el adquirido vy,

este Ultimo, conduce finalmente a desarrollo de una respuesta inmune especifica celular
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y humoral, pero en e momento del desafio inicia la supervivencia del hospedador
depende de la capacidad de la respuesta innata para luchar contra la causa de la
enfermedad (Eckersall, 2000). Entre los sistemas evolucionados para contribuir a esta
respuesta inmune innata no especifica existen una variedad de reacciones de la respuesta
de la fase aguda, que abarcan una amplia gama de respuestas patofisiologicas tales
como la fiebre, la leucocitosis, las ateraciones hormonales, los oligoelementos del
suero y la deplecién de las proteinas musculares que se combinan para minimizar los
dafios al tiempo que mejora el proceso de reparacion (Eckersall, 2000). Estas respuestas
sistémicas a la enfermedad estan acompariadas por un aumento en las concentraciones
circulantes de una serie de proteinas plasmaticas que se conocen colectivamente como
las proteinas de fase aguda (Godson y col, 1996; Eckersall, 2000). Aungue algunos de
los pardmetros hematol 6gicos respondieron evidenciando la infeccion durante la etapa
muy temprana, los parametros bioquimicos convencionales no fueron o
suficientemente sensibles para evidenciarla y por ello no brindaron informacion
relevante. Asi, los resultados obtenidos tanto en los niveles de todas las enzimas
hepaticas estudias, como en la bilirrubina, la urea, la creatinina 'y €l fibrindgeno se
encontraron dentro de los valores normales durante todo € experimento mostrando que
no son Utiles para estudiar la evolucion de esta enfermedad durante procesos
sobreagudos. Sin embargo, la haptoglobina resulté ser un indicador muy adecuado para
evaluar la enfermedad durante su progreso debido a su alta sensibilidad (Deignan y col.,
2000). En € presente estudio, la haptoglobina mostré un pico de concentracion 2 dias
después de inoculado €l patégeno y, como la misma refleja el grado de severidad de la
infeccidn, es posible que en los grupos inoculados con las BAL ese nivel de severidad
haya sido menor pues la concentracion de haptoglobina fue inferior en los animales
tratados con e probidtico. Las proteinas de la fase aguda como la haptoglobina, €l
amiloide A sérico y la proteina C-reactiva, son proteinas plasmaticas que aumentan su
concentracion después de la infeccion, la inflamacion o e trauma (Eckersall, 2000).
Estas cumplen una serie de funciones especificas de defensa durante la reaccion de fase
aguda en las primeras etapas de la infeccion o la inflamacién y después de un dafio
tisular; asi la haptoglobina es una proteina que capta la hemoglobina libre de la
circulaciéon (Alsemgeest y col., 1995) para evitar |os dafios renales. La cuantificacion de

su concentracion en € plasma o0 suero puede proporcionar informacion diagnéstica
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valiosa en la deteccion, pronostico y seguimiento de una enfermedad (Eckersall, 2000).
La concentracion plasmética de algunas de estas proteinas puede aumentar hasta 1000
veces y la magnitud de este aumento es altamente dependiente de las especies. Por
giemplo, la proteina C reactiva es una importante proteina de fase aguda en los seres
humanos, pero no en & ganado vacuno. En los bovinos la concentracion plasmética de
haptoglobina cambia mucho durante la reaccion de fase aguda (Alsemgeest y col.,
1995). El andlisis de las proteinas de la fase aguda se estd convirtiendo en un
procedimiento comun en las investigaciones clinicas y experimentades de las
enfermedades infecciosas en animales de granja y de compafia porgue proporciona un
medio para estimar e efecto combinado de la estimulacion de citoquinas
proinflamatorias en las funciones sistémicas (Eckersall, 2000).

La administracion del inéculo probiético no ha sido totalmente eficiente para
contrarrestar la infeccion de la cepa Salmonella dublin para la concentracion
administrada. Aunque €l tratamiento probiético no fue capaz de posponer la llegada del
patdgeno a los érganos diana fue evidente que € inéculo modifico la respuesta de los
animales ante el ataque del patdgeno porque la menor severidad en e nivel de infeccion
indicada por niveles menores de haptoglobina fue acompafiada por lesiones
microscopicas mas leves en € grupo tratado con lactosay BAL. Es poco probable que
ello esté relacionado con un retraso en la colonizacion de las diferentes porciones
intestinales 0 en una interferencia en la translocaciéon del patdgeno porgue los niveles
encontrados en esos lugares fueron similares entre grupos experimentales. Los nuevos
trabajos deberian contemplar en su disefio la busgueda de |os mecanismos mediante los
cuales estos agentes bioterapéuticos logran su efecto para tener un conocimiento mas

acabado de la respuesta mejorada de | os terneros tratados con el indcul o probiético.
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6. CONCLUSIONES
6.1. Efecto de la suplementacion con tres bacterias acido lacticas de origen bovino
sobre la trandocacién bacteriana, la toxicidad oral aguda, la colonizacion
intestinal, la performance de crecimiento y el estado sanitario

El in6culo utilizado no interfirié en el crecimiento de los animales y no produjo
casos de diarrea en una etapa critica del desarrollo de los terneros. Como no hubo casos
de diarreas en ambos lotes no se pudo comprobar algun efecto favorable del indculo
ante esta situacion. Es necesario redlizar nuevas experiencias en donde se evalle en
detalle la performance del indculo ante un desafio con patdégenos productores de diarrea.
El principa hallazgo de este estudio fue que el in6culo de bacterias &cido |acticas de
origen bovino era capaz de superar las barreras bioldgicas del tracto gastrointestinal,
alojarse y permanecer en €l intestino de los terneros sin translocar a los organos del
medio interno. La generacion de mutantes resistentes a rifampicina facilitdé la
enumeracion y aisdamiento de los integrantes del inéculo y permitié diferenciarlo
fécilmente de la microbiota indigena intestinal. Ademés, posibilito verificar la ausencia
del in6culo en los sitios extraintestinales. La administracion del in6culo no produjo
efectos adversos sobre el estado de salud general, e crecimiento y € desarrollo de los
animales del experimento, lo cual demostro la inexistencia de toxicidad oral aguda. La
ausencia de diarrea y la sobrevivencia normal de los individuos, junto a la ausencia de
trandocacion a medio interno por parte de los microorganismos utilizados, sugieren
que las cepas utilizadas no son patogénicas y probablemente sean seguras para ser
utilizadas como aditivo alimentario en la dieta de los terneros. Por su origen bovino es
posible utilizar este microorganismo como un probidtico, aunque deberian hacerse
estudios posteriores para comprobar su efectividad para controlar patégenos
bacterianos.

La utilizacion del indculo, en las condiciones que se realizd € experimento, no tuvo
influencia sobre la performance de crecimiento. Es posible que €l excelente estado
sanitario en gque se encontraban los animales y la ausencia de condiciones estresantes
durante la crianza hayan impedido al in6culo expresar sus efectos benéficos. De todas
maneras, este indculo microbiano de origen bovino podria actuar como un antagonista
una vez instalado en € intestino y por ello seria interesante investigar € efecto del

tratamiento probidtico sobre la colonizacion y translocacion de un patdégeno primario
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causante de enfermedad en |os terneros jovenes para verificar el posible efecto protector
del mismo. Ademés, se deberia determinar con precision un intervalo maximo entre
inoculaciones que permitan mantener una carga bacteriana razonable y la permanencia
de los microorganismos en € tracto gastrointestinal después de finalizado el
tratamiento. Aunque habria que hacer pruebas especificas, e in6culo utilizado
manifestd cierto grado de inocuidad al no producir reacciones adversas desde €l punto

de vista clinico.

6.2. Influencia del inéculo de BAL y el suero de queso sobre la performance de
crecimientoy el estado sanitario delosterneros

Muchos de los problemas afines a la performance de los terneros jovenes estén
directamente relacionados con los fallos en la digestion y la absorcion de los nutrientes
ocasionados por las bacterias patdgenas productoras de diarreas. Sin embargo, la diarrea
de tipo nutricional es la que frecuentemente antecede y predispone a ternero a
sindrome de diarrea generado por microorganismos patdgenos. El inéculo microbiano
se puso a prueba en un modelo experimental disefiado para que 1os terneros jovenes,
alimentados con sustituto lacteo y una alta cantidad de suero de queso, estuvieran més
expuestos a desbalances a nivel intestinal. En este contexto, |0s microorganismos que
integraron € in6culo demostraron su accionar benéfico y podrian utilizarse para
prevenir algunos tipos de diarrea de origen nutricional. La Unica variable que se
modificd entre los grupos fue la incorporacion del indculo microbiano en la dieta de los
terneros tratados. Es evidente que los microorganismos que integran el inéculo
modificaron, de alguna manera, los patrones del flujo de nutrientes en €l intestino, lo
cual tuvo efectos benéficos sobre la utilizacion del alimento por parte de los animales.
L os terneros inoculados habrian aprovechado mejor la lactosay las proteinas del suero
de queso, lo cua se manifestdé con una mejor performance de crecimiento. Esta
observacion justifica el empleo del indculo junto a suero de queso durante la crianza de
los terneros destetados tempranamente. Es necesario realizar nuevas experiencias en
donde se evallen, en detalle, los efectos del indculo junto alalactosa frente a un desafio

con patdgenos primarios productores de diarrea.
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6.3. Incorporaciéon de bacterias &cido lacticas y lactosa a la dieta de terneros
jovenes y su efecto sobre la performance de crecimiento y e balance microbiano
intestinal

En los experimentos realizados se determind que e indculo utilizado es capaz de
adherirse y permanecer en el tracto gastrointestinal. Estos son parametros adecuados
para medir la potencial actividad probiética de las cepas. La utilizacion del inoculo
mejoro la performance de crecimiento de los terneros y contribuyd positivamente sobre
el estado sanitario a disminuir e indice de consistencia fecal. Ademés, manifestd
inocuidad al no producir reacciones adversas desde el punto de vista clinico. El inoculo
probidtico aumento la expresion de IgA en el yeyuno de los terneros; esta estimulacion
del sistema inmune podria jugar un papel esencial en la protecciéon de los animales
contra enfermedades intestinales. La utilizacién del inéculo junto a la lactosa produjo
mejoras en la performance de crecimiento (diferencias en los pesos y en la conversion
alimenticia). El inéculo microbiano fue capaz de mantener una carga microbiana estable
de Lactobacillus spp. y la lactosa mantuvo estable los recuentos de esta poblacién
microbiana en una etapa critica del desarrollo de los animales. La utilizacion de ambas

herramientas puede contribuir amejorar el estado sanitario en la crianza de | os terneros.

6.4. Incorporacion de bacterias acido lacticas y lactosa a la dieta de terneros
jovenes y su efecto sobre la colonizacion intestinal de Salmonella dublin DSPV
595T y la invasiéon a los Organos internos de terneros alimentados con sustituto
lacteo

La administracion del inoculo probidtico no ha sido totalmente eficiente para
contrarrestar la infeccién de la cepa Salmonella dublin para la concentracion
administrada, no obstante es importante resaltar los siguientes aspectos: 1-El indculo
probidtico no interferiria en e mecanismo de ingreso del patégeno a medio interno. 2-
El porcentgje de lesiones completas presentes en toda la serie de necropsias ha sido
siempre menor en 1os grupos tratados y especialmente en & grupo de probidticos més
lactosa. 3-La severidad en € nivel de infeccidn, indicada por la menor concentracién de
haptoglobina, fue menor en los animales suplementados con probidticos. 4-La aparicion
de las lesiones, @ momento de redlizar 1as necropsias, se ve claramente diferenciada;

mientras que en el grupo control surgen a las pocas horas de la infeccion y son
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constantes; en los animales inoculados con e probiético son més tardias e inconstantes
y, ademas, son de menor intensidad en el grupo de probiético més lactosa. 5-El indculo
probidtico estaria demostrando capacidad para modificar |a respuesta de los individuos

ante la agresion del patdgeno, a pesar de la alta dosis de Salmonella recibida.
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