La adicion, a gran escala, de antibidticos promotores del crecimiento (APC, o AGP del inglés
Antiobiotic Growth Promoter) a la alimentacién animal ha contribuido al aumento de la produccion
ganadera. Sin embargo, el uso excesivo de AGP ha dado lugar a la aparicion de microrganismos
resistentes, con el potencial de transferir genes de resistencia a los antibiéticos de la microbiota
animal a la humana (Mingmongkolchai & Panbangred, 2018). Se vuelve imperativo, por lo tanto,
encontrar soluciones alternativas y eficaces para reemplazar los antibiéticos. Una estrategia que
ha demostrado ser eficaz y segura para la salud animal y humana, es el uso de probiéticos. Los
probiéticos se definen como microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades
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INTRODUCCION

adecuadas, ejercen un efecto benéfico en la salud del hospedador (Hill et al., 2014).

OBJETIVOS

Obtener cepas autoctonas de lactobacilos para la produccién de un alimento fermentado
potencialmente probiético para la industria animal (bovinos y porcinos).
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METODOLOGIA

Se recibieron en el INLAIN muestras refrigeradas (1 litro) de fermentaciones liquidas a base de
trigo, maiz y arroz, elaboradas por la empresa Nutreza S.R.L. (Fig. 1). Las mismas correspondian
a tiempo 0y 48 h de fermentacién espontanea. Se realizaron diluciones decimales de las mismas
en agua de peptona (0,1% p/v) y se sembraron en superficie en agar MRS para el recuento y
aislamiento de bacterias lacticas (BAL) (Vinderola & Reinheimer, 2000); y en agar HyL, para el
recuento y aislamiento de levaduras. Las placas se incubaron a 37°C, durante 48 h en
anaerobiosis (BAL) o a 25°C por 7 dias en aerobiosis (mohos y levaduras).

Los aislamientos bacterianos no méviles, catalasa negativos, no esporulados, Gram (+), cocos o
bacilos (BAL presuntivas), se purificaron por estriados sucesivos en agar MRS y se congelaron
en caldo MRS (Biokar), adicionado de glicerol 20% (v/v) (Cicarelli) a -20°C y -70°C. La
identificacion preliminar de las BAL presuntivas aisladas se llevé a cabo mediante MALDI-TOF-
MS, y la identidad de las cepas seleccionadas se confirmé mediante secuenciacién parcial del
gen de ARN ribosémico 16S (Edwards
et al, 1989). Los aislamientos
obtenidos a partir de los diferentes
sustratos (trigo, maiz y arroz) se
denominaron XTix, donde X puede ser
M (maiz), T (trigo) o A (arroz); Ti es el
namero de tratamiento o elaboracién
(1,2 0 3) y x puede ser a, b, ¢, etc,, lo
que corresponde a  sucesivos
aislamientos diferentes dentro de una
misma placa de medio de cultivo.

Figura 1: Imagen de microscopia éptica (1000x) de cultivos del género Lactobacillus,
perteneciente a la coleccion de cultivos del INLAIN (CONICET-UNL, Santa Fe).

A partir de los aislamientos efectuados se gener6 un stock de cultivos de Lactobacillus y a dicha
coleccion se le realiz6 un screening para determinar cuales cepas presentan adecuada capacidad
de desarrollo en el medio de fermentacion
liquido a base vegetal, preparado por la
empresa Nutreza S.R.L. Con el fin de
evaluar la cinética de fermentacion Salmonella
(recuentos microbianos y capacidad de 120

acidificacion), se inocul6 el medio vegetal
desarrollado por la empresa con las tres
cepas seleccionadas que mejor capacidad
de desarrollo presentaron en el screening.
Finalmente, se determin6 el efecto
protectivo de los inoculantes con potencial
probidtico en estudios de sobrevida a la 20

infeccion por Salmonella en modelo 0

experimental murino. La mortalidad 01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13
acumulada durante el periodo posterior a
la infeccion se represent6 graficamente
frente al tiempo y los resultados se
expresaron como supervivencia (%) a la

infeccion (Fig. 2).
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Figura 2: Sobrevida (%) de ratones BALB/c infectados con Salmonella Typhimurium; grupo
control de agua de red (e); probiético sin fermentar (e) y probiético fermentado ().

CONCLUSIONES

El presente trabajo se desarrollé en el marco del proyecto Produccion de aditivos probidticos para
uso animal obtenidos de sustratos vegetales sometidos a fermentacion controlada con
microorganismos nativos, PICT-2018-0043 de colaboracién publico-privada, a cargo del grupo de
microbiologia del INLAIN junto a la empresa Nutreza S.R.L. (Malabrigo, Santa Fe) y financiado
por la Agencia Santafesina de Ciencia Tecnologia e Innovacién (Acta Nro. 11/18). Dicho trabajo
tenia por objeto la mejora microbiol6gica de la tecnologia desarrollada por la empresa
santafesina, basada en la fermentacién espontanea de una mezcla de sustratos vegetales, para
nutricién animal. En funcion de ello, se lograron aislar un total de 13 cepas de bacterias lacticas,
de las cuales se seleccionaron 3 por su capacidad de desarrollo en medios de cultivos vegetales
en base a trigo, arroz y maiz. L. plantarum MTsb2 y TTza2 y L. paracasei MTid fueron
seleccionadas y demostraron su capacidad de dominar la fermentacién del producto elaborado
por la empresa. El producto fermentado por estas cepas demostré una tendencia a la proteccion
contra la infeccion por Salmonella en un modelo murino, lo cual deberia confirmarse en un estudio
con mayor tamano poblacional. Actualmente se estan realizando estudios de eficacia en terneros
y cerdos con el producto obtenido con las tres cepas seleccionadas para determinar su capacidad
probiotica, y las cepas estan siendo ademas actualmente utilizadas por la empresa para la
estandarizacion del producto elaborado, habiéndose realizado en la empresa la transicién de una
fermentacién espontanea, y por lo tanto variable, a una fermentacion controlada y estandarizada
por el uso de cepas autdctonas seleccionadas y caracterizadas en este trabajo de tesina.
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