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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar las propiedades probidticas de
aislamientos bacterianos de origen bovino en condiciones de laboratorio “in vitro” y con
animales de experimentacion (Mus musculus) “in vivo” para evaluar su posterior
incorporacién como suplemento dietario a terneros lactantes. Ademas, se analizd la
respuesta fisioldgica de los animales inoculados con un grupo seleccionado de
microorganismos y se determind el grado de proteccion generado por el indculo

probiético ante un desafio experimental con Salmonella dublin DSPV595T.

A través de los estudios in vitro se evalud la capacidad de agregacién, coagregacion,
hidrofobicidad, tolerancia a jugos gastricos simulados y de crecimiento en bilis bovina
de las bacterias acido lacticas indigenas estudiadas. Se realizaron dos ensayos con
ratones en donde se utilizdé un indculo probidtico seleccionado constituido por
Lactobacillus casei DSPV 318T, Lactobacillus salivarius DSPV 315T y Pediococcus
acidilacticic DSPV 006T. En el primero de ellos se determind la capacidad de
Lactobacillus casei DSPV 318T para colonizar y permanecer en el tracto
gastrointestinal y en el segundo se evalué la capacidad del in6culo para antagonizar los
efectos de Salmonella serotipo Dublin DSPV 595T.

La administracién del in6culo no produjo cambios en la actividad o apariencia de
los ratones siendo esto un indicador del estado general de salud y de la ausencia de
efectos adversos. El inéculo utilizado no interfirié en el normal funcionamiento de la
microbiota y resulto inocuo para el huésped. El tratamiento con bacterias &cido lacticas

protegid a los ratones desafiados con Salmonella dublin DSPV 595T.

Todo esto demuestra que las cepas seleccionadas son buenos exponentes y podrian
ser incorporadas para su estudio a la dieta de los terneros como un indculo probiotico

multiespecie.

Palabras clave: Bacterias &cido lacticas - propiedades probidticas - probidticos

multiespecies - proteccion de ratones - Salmonella dublin
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SUMMARY

Use of probiotic microorganisms, selected from indigenous microbiota of dairy
calves, in lab animals. The aim of this work was to study the probiotic properties of
bovine bacterial strains under laboratory conditions “in vitro” and with lab animals
(Mus musculus) “in vivo” to be considered for administration during the feeding in the
breed stage of calves. Also, the physiologic response of the animals inoculated with a
selected group of microorganisms was analysed and the protective effect generated by

the probiotic inoculum against Salmonella dublin DSPV595T was determined.

The aggregation capacity, co-aggregation, hidrofobicity, tolerance to simulated
gastric juices and growth in bovine bile of the indigenous lactic acid bacteria was
evaluated. Two experiments with a probiotic inoculum constituted by Lactobacillus
casei DSPV 318T, Lactobacillus salivarius DSPV 315T and Pediococcus acidilactici
DSPV 006T were carried out. In the first one, the capacity of Lactobacillus casei DSPV
318T to colonize and to remain in the gastrointestinal tract was determined and in the
second, the capacity of the inoculum for antagonize the effects of Salmonella serotype
Dublin DSPV 595T was evaluated.

The inoculum administration didn’t produce any change in the activity or
appearance of the mice being this an indicator of health general state and the absence of
adverse effects. The inoculum didn’t interfere in the normal function of the microbiota
and it was innocuous for the host. The treatment with lactic acid bacteria protected the
mice challenged with Salmonella dublin DSPV 595T.

This results demonstrate that the strains are good exponents and could be
incorporated for their study into the diet of the calves as a multispecies probiotic

inoculum.

Key words: Lactic acid bacteria - probiotic properties - multispecies probiotics - mice

protection - Salmonella dublin
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. INTRODUCCION

I.1. La utilizacion de los antibioticos y 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 aplicaciébn como promotores del crecimiento y para
prevenir las enfermedades durante la crianza de animales domésticos. El uso continuo
de estos productos, a veces en forma indiscriminada, produce la aparicién de cepas
bacterianas resistentes, proceso que se ve potenciado por la capacidad de ciertas
bacterias de transferir dicha resistencia a otras, incluso de diferente género y especie

(Teuber et al., 1996; Saarela et al., 2000).

La resistencia entre los patdgenos animales reduce la efectividad de algunas drogas.
Este efecto puede afectar potencialmente la salud pablica si la utilizacion de estos
medicamentos se incrementa en los animales de abasto para compensar la baja en la
efectividad o si las drogas alternativas, que son cruciales para la salud humana, se usan

para tratar animales (McEwen & Fedorka-Cray, 2002).

Las terapias con antibioticos, en especial las administradas por via oral, si bien
controlan los microorganismos patdgenos también afectan a muchos gérmenes
benéficos produciendo trastornos en el equilibrio de la microbiota gastrointestinal
(Salminen et al., 1998a). Muchos de estos antibidticos o0 sus residuos pueden quedar en

los tejidos animales destinados al consumo humano.

Los antimicrobianos pueden incrementar la susceptibilidad de los animales a la
infeccion al suprimir la microbiota normal y asi aumentar la probabilidad que los

patdgenos colonicen un sitio debido a un efecto competitivo o, si fueron administrados

Introduccién
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en el momento de exposicion a un patdgeno resistente, por facilitacion de la infeccion

por efecto selectivo (McEwen & 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 ejemplo, la
utilizacién de animales seleccionados para aumentar la produccion). Los nuevos
métodos de alimentacién caracterizados por el suministro de alimentos no naturales
(sustitutos), la crianza intensiva que limita el contacto materno y utiliza condiciones de
habitat artificiales y el incremento del uso de compuestos antimicrobianos favorecen las
condiciones de estrés de los animales, incrementan las deficiencias en la composicion
de su microbiota intestinal, hacen méas frecuentes los desordenes digestivos y producen
una menor resistencia natural a la contaminacion o a la colonizacion por

microorganismos patogenos (James et al., 1984; Fuller, 1992; Mulder et al., 1997).

Algunas précticas de tratamiento con antimicrobianos a animales pueden ejercer
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 el principio general que habla de la
capacidad de los microorganismos para resistir los efectos del agente antimicrobiano,

sobrevivir y desarrollarse (McEwen & Fedorka-Cray, 2002).

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

probioticos.

Introduccién
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1.2. Los probidticos como herramienta alternativa a los antibidticos

El concepto de probidticos ha evolucionado a lo largo de los afios, partiendo desde
su significado original en griego “para la vida”, hasta la definicion que los identifica
como “organismos Yy sustancias que contribuyen al balance microbiano intestinal”
(Parker, 1974). En la actualidad el concepto se ha redefinido y aduce que se trata de
“cultivos de uno o varios microorganismos vivos que, cuando son suministrados al
hombre o a los animales, afectan beneficiosamente al hospedador desarrollando las

propiedades de la microbiota indigena” (Havenaar et al., 1992).

Cuando los animales se desarrollan en sistemas de produccion naturales (extensivos)
o en forma salvaje, la colonizacién del aparato digestivo se da en forma espontanea y
natural, y ellos adquieren la microbiota del entorno que lo rodea. En el animal sano,
cada porcion del intestino es colonizada por una microbiota tipica, la cual se adapta y
desarrolla en una simbiosis benéfica con el hospedador (Kurzak et al., 1998). Por el
contrario, en las crianzas artificiales, en especial cuando las crias son separadas de sus
madres y alojadas en sistemas intensivos, la posibilidad de adquirir la microbiota
autoctona natural se ve fuertemente disminuida y el intestino es facilmente colonizado

por patdégenos (Rosmini et al., 2004).

La microbiota protectora intestinal es muy estable, pero puede ser afectada en
general por la dieta y los factores ambientales y, en particular, por la higiene excesiva
(impide el contacto natural con los microorganismos del ambiente), la antibidtico-
terapia (destruye la microbiota natural) y el estrés (modifica el equilibrio homeostatico y

facilita el desarrollo de patdgenos) (Fuller, 1989).

En el caso de las afecciones gastrointestinales de los animales jovenes criados en

condiciones artificiales, la utilizacion de probidticos provenientes de la microbiota
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indigena puede prevenir la colonizacion del tubo digestivo por patégenos, estimular el
desarrollo del sistema inmunologico y contrarrestar el efecto negativo de dichas

enfermedades (Rosmini et al., 2004).

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

de residuos.

El conocimiento del uso de probidticos como método menos agresivo para sustituir
las terapias con antibioticos ha dado como resultado una nueva vision en la industria
farmacéutica al contemplar una tecnologia global, desde el aislamiento de probidticos
de ecosistemas especificos tales como un hato o regidon geogréfica, seleccionar y
caracterizar a las bacterias responsables de la accion probiotica, producirlas a escala
industrial, procesarlas y reintroducirlas a la dieta del animal. En muchos casos el uso no
selectivo de probioticos (Fuller, 1989) distribuidos por casas comerciales ha dado como
resultado muy baja o nula eficiencia en el aumento de la produccién. Esto se ha debido
a que los probioticos adquiridos procedian de otras regiones geogréficas e incluso de
otras especies animales. Es ahi donde radica la importancia de la seleccion 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 esperaba y ha creado
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algunos problemas nuevos tales como afectacion de la microbiota intestinal protectora,
predisposicion a infecciones y aumento de cepas resistentes. Ante esta problematica, el
uso de los probidticos para ayudar a proteger al hospedador de enfermedades y
desordenes intestinales aparece como una alternativa. Sin embargo, para la 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.

A partir de los principios antes mencionados puede afirmarse que resulta de interés
el estudio de los gérmenes autoctonos y la evaluacion de su capacidad probidtica como

alternativa de complementacion de la dieta animal.

Por todo lo expuesto, se considera que la utilizacion de cepas microbianas indigenas
probiodticas, aisladas a partir de distintas regiones anatémicas de bovinos de diferentes
edades, o incluso de los ensilados que estos consumen, permitird mejorar las

condiciones sanitarias y de produccion de las explotaciones lecheras regionales.

Una mejora de las condiciones sanitarias con las que se manejan los animales en los
establecimientos de produccién, utilizando a los probidticos como suplementos
alimenticios y terapéutica no medicamentosa, mejorara la inocuidad de las materias
primas obtenidas en produccién primaria y, por lo tanto, contribuird a garantizar la

seguridad de los alimentos de origen animal que a partir de ellas se producen.
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1.3. Objetivos establecidos
Los objetivos del estudio fueron:

1. Estudiar las propiedades probidticas de los microorganismos en condiciones de
laboratorio “in vitro” y con animales (Mus musculus) de experimentaciéon “in
vivo”.

2. Analizar la respuesta fisiologica de los animales de experimentacion inoculados

con microorganismos probi6ticos y con patdgenos.

3. Determinar el grado de proteccion que generan los microorganismos probidticos

ante una inoculacion experimental con Salmonella dublin DSPV 595T.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. La microbiota intestinal

En el organismo animal sano, las superficies externas e internas estan recubiertas
por microorganismos que constituyen su microbiota natural. Se considera que el
neonato es estéril durante la vida intrauterina (Berg, 1996), comenzando la colonizacién
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 &

Duerden, 1981; Delbecque, 1991; Salminen et al., 1999).

Un importante numero de bacterias que migran de estas fuentes sobreviven y se
desarrollan en el tracto gastrointestinal, sin embargo una gran proporcion de esta
microbiota colonizadora no sobrevive ya que es incapaz de resistir tanto la presencia de
antimicrobianos naturalmente presentes como los movimientos peristalticos. Con el fin
de poder colonizar, las bacterias necesitan adherirse a la pared intestinal o desarrollarse

mas rapido que la velocidad 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
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
microbiota presente en los animales de un hato o region geografica. Esta microbiota esta
siempre presente en los individuos adultos, crece en anaerobiosis en el tracto
gastrointestinal colonizando nichos determinados, esté asociada intimamente al epitelio
de la mucosa y es capaz de mantener estable al ecosistema gastrointestinal. La
microbiota indigena es la que mayor impacto tiene cuando se caracteriza a su

ecosistema (Tannock, 1995; Berg, 1996).
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La microbiota 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 s6lo en forma temporal

(Tannock, 1995; Berg, 1996).

El tracto gastrointestinal 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 & 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 patégenas (Dubos & Schaedler, 1960; Abrams & Bishop, 1966; Boman,
2000). Se ha encontrado también una mayor susceptibilidad a las infecciones en
animales a los que se ha suministrado previamente antibi6ticos (Sullivan et al., 2003;
Plummer et al., 2005; Salminen & Isolauri, 2006). En resumen, estos trabajos han

puesto en evidencia el efecto protector de la microbiota intestinal.

Una vez colonizado, el 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
abioticos; y elementos enddgenos como la saliva, las secreciones y excreciones de los
diferentes 6rganos 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 el mantenimiento de la salud del hospedador
(Raibaud, 1992; Berg, 1996; Vaughan et al., 1999). El efecto protector de la microbiota

ayuda al animal a resistir a las infecciones, en particular a las del tracto gastrointestinal,
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y ha recibido diferentes denominaciones: “antagonismo bacteriano”, “interferencia
bacteriana”, “efecto barrera”, “resistencia a la colonizacion”, “exclusion competitiva”
(Fuller, 1989). Para prevenir enfermedades, es muy importante que las cepas probioticas

tengan la habilidad de inhibir el crecimiento de patdgenos (Reid & Friendship, 2002).

Desde el 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 funcion y el metabolismo del intestino (Gibson
& 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 et al., 1999), degradacion de componentes
alimenticios y produccion de acidos grasos de cadena corta y sus derivados tales como
acetatos, propionatos y butiratos (Fooks et al., 1999; Vaughan et al., 1999), ademas de
tener un efecto de barrera que aumenta la resistencia a la colonizacion por bacterias
exogenas y por consiguiente previenen enfermedades intestinales, ademas de desarrollar
el sistema inmunoldgico del hospedador (Berg, 1996; Salminen et al., 1998b; Vaughan

etal., 1999).

Los microorganismos que predominan en el 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 (Pascual et al., 1996;
Ziemer & Gibson, 1998; Fooks et al., 1999). Cerca del 90% de la microbiota intestinal
que coloniza el tubo digestivo es permanente, mientras que sélo el 10% restante es

transitoria (Pascual et al., 1996).
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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. Si se consideran solamente las regiones
anatomicas, el duodeno es la zona de menor contenido, con no mas de 10* unidades
formadoras de colonias por gramo (UFC/g), seguido por el yeyuno, el estbmago y la
boca. En forma contraria, el ileon, el ciego y el recto son las zonas con mayor
contenido, superior a 10** UFC/g (Savage, 1986; Pascual et al., 1996).

Con relacion a la especie animal, en los pollos, el microorganismo dominante en el
intestino y el ciego es Lactobacillus salivarius (Pascual et al., 1996; Garriga et al.,
1998), mientras que en los patos predominan cinco géneros diferentes: Lactobacillus
spp, Streptococcus spp, Pediococcus spp, Enterococcus spp y Weissella spp (Kurzak et
al., 1998). En terneros criados en condiciones artificiales se han aislado, a partir del
tubo digestivo, en mayores cantidades Pediococcus acidilactici, Lactobacillus
farciminis, Lactobacillus reuteri, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Lactobacillus salivarius y Lactobacillus casei (Schneider et al., 2004). Con excepcion
de L. farciminis, estos microorganismos han sido reportados en otras especies animales
(Pascual et al., 1996; Kurzak et al., 1998). Es importante tomar en cuenta que el
intestino de los terneros jovenes es colonizado a partir del ambiente en el cual son
criados (Schneider et al., 2004).

Cuando se inicia el proceso de aislamiento de la microbiota indigena con el 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 aquellos que posean actividad probiotica significativa para el

hospedador. La metodologia utilizada para aislar los microorganismos a partir de las

Revision bibliogréafica



Frizzo, L.S. (2007) 13

diferentes estructuras anatdmicas puede ser determinante del ndmero de
microorganismos recuperados. EI nimero de bacterias acido lacticas encontradas en el
buche de los patos oscila alrededor de 5,6 x 10* UFC/g cuando las muestras son
obtenidas mediante el lavado de la superficie de la mucosa, y 1,1 x 10° UFC/g cuando
dicha superficie es raspada. Esto pone en evidencia la capacidad de adherencia de
algunos microorganismos que habitan en el tubo digestivo (Kurzak et al., 1998).

La microbiota natural del intestino es una poblacién compleja de microorganismos
que ejercen una gran influencia sobre el hospedador. Cuando existe un equilibrio entre
los componentes vivos y los abidticos se tiene una situacion de eubiosis; la disbiosis es
la situacion opuesta. La eubiosis es muy estable, pero se encuentra influida por un gran
namero de factores: del hospedador (pH, secreciones, sales y enzimas, fisiologia),
microbianos (adhesion, motilidad, resistencia, tiempo de generacion, requisitos
nutricionales), interacciones microbianas (sinérgicas o antagonicas), dieta (composicion,
presencia de farmacos), ambientales, estrés (modificacién del equilibrio homeostatico
que facilita el desarrollo de patégenos) y, en particular, por condiciones de asepsia
excesiva que impiden el contacto natural del animal con los microorganismos del
ambiente (Fuller, 1989; Collins et al., 1998; Holzapfel et al., 1998; Vaughan et al.,
1999; Allori et al., 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 el pH del ambiente; mientras que las variaciones individuales son
debidas a los cambios en la dieta (Salminen et al., 1998a). La microbiota presente en el
estado de salud es conocida como microbiota normal, la cual preserva y promueve el

bienestar y la ausencia de enfermedad, especialmente en el tracto gastrointestinal. Las
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correcciones en las propiedades de la microbiota indigena desbalanceada racionaliza la

utilizacion de la terapia probiotica (Isolauri et al., 2004).

11.2. Probidticos: definicion y objetivo de su utilizacion

Maés allad de los cambios o evolucion del concepto “probidtico”, los primeros
conocimientos con base cientifica surgieron de los estudios que realizd6 Metchnicoff, a
principios del siglo XX, acerca de los efectos que la flora intestinal tenia sobre la salud
humana y sobre la observacion que algunas poblaciones balcanicas alimentadas con
productos lacteos fermentados tenian mayor longevidad. A pesar de esto, la basqueda 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 el uso de los antibidticos con la
consiguiente aparicion de resistencia microbiana y se desarrollaron los animales libres

de gérmenes (Fuller, 1992).

Lilly & Stillwell (1965) utilizaron el término probiotico por primera vez para
referirse a los productos de la fermentacion gastrica. Posteriormente se identifico a los
misSmOos como organismos y sustancias que contribuyen al balance microbiano intestinal
(Parker, 1974). Actualmente se describen como “suplemento alimenticio microbiano
vivo que afecta benéficamente al animal huésped fomentando su balance microbiano
intestinal” (Fuller, 1989); aunque el concepto se ha redefinido como “cultivo de uno o
varios microorganismos Vvivos que, cuando son suministrados al hombre o a los
animales afectan beneficiosamente al huésped desarrollando las propiedades de la
microbiota indigena” (Havenaar et al. 1992). Por otro lado, se ha propuesto que en la

accion probiotica contribuyen dos mecanismos: aquellos no mediados por la microbiota
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(Salminen et al., 1998b), y los debidos a la composicion quimica de las celulas
microbianas per se. Por lo tanto, los probioticos no necesariamente son células viables
(Salminen et al., 1999). De todas maneras, una reunién de expertos destacd la
importancia de las células vivas y definid: “los probi6ticos son microorganismos vivos
que administrados en cantidades adecuadas confieren efectos benéficos al hospedador”

(FAO/WHO, 2001).

Los numerosos trabajos que refieren a la utilizacion de probiéticos identifican
claramente dos éreas principales del conocimiento en las cuales se producirian los

aportes mas relevantes: la sanidad (salud humana y animal) y la produccion animal.

En el &rea de la sanidad se han destacado los estudios que explican el rol de la
microbiota intestinal en el mantenimiento de la salud basado en el efecto protector de
estos microorganismos (Hudault et al., 1976; Smoragiewicz et al., 1993; Fons, 1994;
Bengmarck, 1998; Perdigén et al., 2001, 2002). Los lactobacilos son componentes
habituales de la microbiota intestinal normal del hombre y de los animales (Raibaud,
1992; Smoragiewicz et al., 1993; Schneider et al., 2004) y fueron identificados como
responsables del control de las diarreas infantiles (Isolauri et al., 1991), de la reduccion
del indice de diarreas en terneros (Abu-Tarboush et al., 1996), de la reduccién del
namero de coliformes en el intestino de terneros (Ellinger et al., 1978; Bruce et al.,
1979) y del control de los efectos de los gérmenes patdgenos como Salmonella sp.
(Collins & Carter, 1978; Hudault et al., 1997; Gill et al., 2001) y Escherichia coli
(Hudault et al., 1976; Shu & Gill, 2002). Se ha demostrado que algunas bacterias acido
lacticas son capaces de inhibir a patdgenos intestinales in vitro (Hudault et al., 1997) y
de proteger in vivo a ratones convencionales y gnotobidticos inoculados con Salmonella

enteritidis subsp. typhimurium (Maia et al., 2001; Moura et al., 2001). La colonizacion
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competitiva por parte de los microorganismos benéficos como Lactobacillus sp. y
Streptococcus sp., para ayudar a proteger al animal frente a los dos patégenos antes

mencionados, ocurre a muy temprana edad (Fox, 1988).

Los probiodticos han sido usados terapéuticamente como moduladores de la
inmunidad, para disminuir el 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 atdpica, en la enfermedad de Crohn, en la diarrea y constipacion

y en las infecciones del tracto urinario (Reid, 1999).

En el campo de la produccion animal, la importancia de los probidticos en cuanto a
su uso en la alimentacion de los animales de granja, se basa en las propiedades que se
les atribuyen para mejorar la eficiencia de conversion alimenticia y como promotores
del crecimiento (Dilworth & Day, 1978; Miles et al., 1981; Mordenti, 1986). Algunos
estudios reportan mejoras en la performance de crecimiento de los terneros (Bechman et
al., 1977; Gilliland et al., 1980; Abe et al., 1995; Meyer et al., 2001) y recomiendan la
incorporacion 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 et al.,, 1973; Ellinger et al., 1978; Jenny et al.,, 1991;
Higginbotham & Bath, 1993; Abu-Tarboush et al., 1996; Cruywagen et al., 1996)

aunque destacan mejoras en aspectos sanitarios de la crianza.

El resultado del estrés que el animal sufre a temprana edad en los sistemas de
crianza y por la contaminacion ambiental, es debido al balance entre la presencia de
bacterias patégenas y no patogenas que colonizan el intestino (Fox, 1988). De esta
forma se crea una exclusidbn competitiva que determina el establecimiento de

microorganismos Yy estos, una vez instalados, generan un ambiente mediante la
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produccion de metabolitos que resultan tdxicos para el organismo competente (Miles,
1993). Esta situacion afecta directamente el rendimiento de los animales de granja

(Kurzak et al., 1998).

El concepto de exclusion de patdgenos a través de la colonizacion con no-patdgenos
se ha instalado y llevé 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 los sitios de adhesion a la pared intestinal (Lloyd et al., 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
que la adhesion de la microbiota nativa al intestino de aves se produce a pocas horas (6-
8 h) después de su administracion (Stavric et al., 1991). Por otra parte, el suministro de
nutrientes seleccionados (azucares) puede ayudar al establecimiento de la microbiota
benéfica debido a que son utilizados por los microorganismos y no por el huésped. Los
fructo-oligosacaridos, como la sucrosa, no son digeridos en los primeros dias de vida
por las enzimas intestinales de los 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 azcares
como nutrientes. Otro carbohidrato que se comporta en forma similar es la manosa,
participando en el proceso de competencia entre los microorganismos a través de
interferencias en la adherencia (Milerman et al., 1980). La lactosa es un carbohidrato
que puede ser digerido por los terneros (Cruywagen et al., 1996) y por otras crias
jovenes de mamiferos. Ademas, la lactosa ha sido utilizada junto a las BAL para evitar

la colonizacion de Salmonella typhimurium en el buche de aves (Johannsen et al., 2004)
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y se ha sugerido que promueve el crecimiento de bacterias que fermentan la lactosa y
que compiten con Salmonella typhimurium por los sitios de colonizacion en el intestino

(Oyofo et al., 1989).

Ciertas cepas de bacterias lacticas, utilizadas en la produccion de alimento humano
y animal, tienen no s6lo un efecto benéfico sobre la calidad higiénica del producto y de
la duracion de la vida util al inhibir su flora nociva, sino que aumentan igualmente su
valor dietético (Pollman et al.,1980). Ellas enriquecen el alimento con vitaminas, sobre
todo del complejo 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 et al., 1993). Los lactobacilos en leches cultivadas son utilizados para
suplementar la flora intestinal 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 el
intestino (Smith & Palumbo, 1981).

En los ultimos afios se han puesto en marcha trabajos destinados a tratar de
esclarecer el modo de accion 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 & Gorbach, 1992).

11.3. Mecanismos de accion de la microbiota probidtica
La composicion y el metabolismo de la microbiota intestinal afecta el desarrollo de

los animales de granja de diferentes formas, en especial a los animales jovenes que
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estan sometidos al estrés ambiental (Kurzak et al., 1998). Este efecto es producido
mediante tres mecanismos: la competencia por nichos especificos en la mucosa
intestinal, la disputa por nutrientes y la produccién de compuestos bactericidas o

bacteriostaticos (Fuller, 1989; Blum et al., 1999).

Para poder excluir patdgenos en el 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 et al., 1977), mecanismo que tiene especial
importancia en la patogenicidad debido a que la adhesion es el primer paso en el

proceso de infeccidn (Savage, 1984; Stavric et al., 1991).

La produccion de compuestos antibacterianos especificos como las bacteriocinas
(nisina y pediocinas) también han sido mencionadas entre los factores benéficos del uso
de probidticos (Klaenhammer, 1988; Daeschel, 1989; Schillinger & Lucke, 1989). La
eficiencia en la produccion de bacteriocinas de algunos microorganismos nativos, la
purificacion y caracterizacion, y la superproduccion de bacteriocinas por métodos de
ingenieria genética han sido explorados a nivel de laboratorio e industrial (Havenaar et
al., 1992; Dunne et al., 1999; Remiger et al., 1999; Ross et al., 1999; Frizzo et al.,
2002). Los efectos inhibitorios de las BAL sobre los microorganismos indeseables
pueden deberse también a la disminucidon del pH del intestino debido a la produccion de
acido lactico, acético y propidnico por bacterias lacticas hetero y homofermentativas o

de perdxido de hidrégeno (Huber, 1997; Nousiainen & Setdld, 1998).

El tejido linfoide asociado al intestino hace del tracto gastrointestinal el drgano

inmune mas grande del cuerpo (Collins et al., 1998). La mucosa intestinal contribuye a
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la exclusion 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 et al., 1987).
Algunos lactobacilos tienen la capacidad de aumentar el namero de células
inmunocompetentes productoras de IgA asociadas al intestino y de macrdfagos,
neutrofilos y eosindfilos relacionados con una respuesta inmune inflamatoria (Vitifii et

al., 2000).

11.4. Evaluacion in vitro de las capacidades probioticas microbianas orientadas al

disefio de inéculos probidticos multiespecie

En la actualidad se reconocen dos principios basicos que deben respetarse cuando se
seleccionan cepas bacterianas con el fin de ser administradas a los animales para revertir
las deficiencias causadas por la crianza intensiva: la especificidad del huésped, el cual
indica que las mejores cepas son las que provienen de especies semejantes (Fuller,
1997; Gilliland et al., 1980), y la proximidad del ecosistema, que reconoce la
importancia de que el microorganismo sea utilizado en el mismo lugar donde actda en el
huésped. El hecho de que existan sitios especificos en el tracto gastrointestinal tiene
base en la capacidad de las cepas de adherirse a las células del epitelio intestinal (Fuller,

1989; Havenaar et al., 1992).

En general se acepta que un microorganismo debe poseer un conjunto de
propiedades para ser considerado un buen probi6tico: provenir de la misma especie en
la que serd utilizado, ser capaz de demostrar un efecto benéfico en el hospedador, ser
estable ante los &cidos gastricos y la bilis de forma que pueda desarrollar su

metabolismo en el ambiente intestinal, poseer buena capacidad de adhesion a las
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superficies de las mucosas, ser seguro para su uso como alimento -con funciones
profilacticas- o como medicamento -con funciones terapéuticas (no ser patdégeno ni
toxico)-, poseer buenas propiedades tecnoldgicas y de sobrevivencia en condiciones de

almacenamiento (Fuller, 1989; Ziemer & Gibson, 1998; Ouwehand et al., 1999).

La supervivencia durante el transito gastrointestinal de las bacterias ingeridas es
importante para la seleccion y el desarrollo de in6culos probidticos, asi como para
entender mejor los posibles mecanismos de la funcion probidtica de los

microorganismos (Marteau et al., 1997).

Las cepas probidticas pueden ser seleccionadas teniendo en cuenta su condicion de
habitante intestinal normal (Gusils et al., 2002). Si bien este concepto dirigiria la
busqueda de los exponentes microbianos hacia el tracto gastrointestinal (contenido y
mucosas) resulta interesante comprobar el comportamiento de aquellos
microorganismos que se encuentran en el ambiente cercano a los animales. Esto se debe
a que es muy dificil confirmar la fuente de un microorganismo y no esta aclarado

totalmente el origen de la microbiota intestinal (FAO/WHO, 2001).

La especificidad de especie animal 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
a que el desempefio de los microorganismos probidticos puede variar entre los animales
de una misma especie, es conveniente que el inoculo a utilizar esté formado por una
mezcla de varias cepas (Gardiner et al., 2004), ya que la funcionalidad de un indculo
probidtico multicepa puede ser mas efectiva y consistente que la de un monocepa

(Timmerman et al., 2004). Una ventaja de los indculos integrados por varias cepas es la
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posibilidad de complementar sus efectos expresando sus propiedades probiéticas en
forma sinérgica. Por otra parte, es méas probable que la colonizacion de un ecosistema
complejo como el gastrointestinal ocurra con indculos probidticos multiespecies que

con preparaciones monocepa.

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 algunas
propiedades probidticas. La estabilidad a la bilis y a la acidez son propiedades que todas
las cepas deberian reunir si se espera que ellas tengan efectos benéficos en el tracto
intestinal (Nousiainen & Setéld, 1998). Los microorganismos ingeridos estan expuestos,
durante su transito gastrointestinal, a factores estresantes que comprometen su
supervivencia (Marteau et al., 1997). Esto determina la necesidad de contar con
métodos in vitro confiables que permitan seleccionar cepas prediciendo su

supervivencia en el tubo digestivo (Jacobsen et al., 1999).

La condicién acida del estbmago es una barrera natural que previene el paso de la
mayoria de los microorganismos hacia el intestino. Aunque pocas bacterias pueden
tolerar un ambiente &cido (pH 3), las BAL tienen la habilidad de sobrevivir y crecer en
ambientes con pH bajo. Ademas, la produccion de acidos organicos por las BAL
disminuye el pH de su entorno y las coloca en una situacién ventajosa frente a
microorganismos sensibles a la acidez. Después del pasaje a través de las condiciones
acidas del estomago, los microorganismos incorporados a la dieta deben ser capaces de
sobrevivir a los efectos toxicos de la bilis en el intestino (Gotcheva et al., 2002). Este
efecto estresante sobre las cepas de Lactobacillus es complejo porque la concentracion

de bilis y el tiempo de residencia varia en cada parte del tracto gastrointestinal. Ademas,

Revision bibliogréafica



Frizzo, L.S. (2007) 23

la resistencia a la bilis puede ser incrementada debido al efecto protector de algunos

componentes de los alimentos.

Una propiedad valiosa para considerar su aplicacion en la dieta de los animales es la
capacidad que tienen las BAL para controlar los efectos adversos que producen algunos
patogenos intestinales (Frizzo et al., 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 patégenos. Esto ayudaria a mantener en
balance la microbiota intestinal durante etapas criticas del desarrollo de los animales
(Fuller, 1989). Si bien algunas cepas han mostrado efectos benéficos al 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 accion del indculo en situaciones fisioldgicas y colocaria al animal en una

posicién ventajosa ante la invasion de algin patdgeno.
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111. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Estudio “in vitro” de las BAL de origen bovino
I11.1.1. Cepas lacticas utilizadas

Los microorganismos usados fueron obtenidos en un estudio anterior (Schneider et
al., 2004) mediante aislamiento desde la saliva y las diferentes partes del intestino
(duodeno, yeyuno y colon) de terneros lactantes de entre 5 y 25 d de vida, criados en
“guacheras” de los establecimientos lecheros, y de la vagina de vacas que estaban
proximas al parto. Todos los establecimientos donde se tomaron muestras estaban en el
area de influencia de la FCV-UNL. La identificacion se hizo por técnicas de biologia
molecular (16s-rDNA-PCR) (Schneider et al., 2004). Las BAL indigenas utilizadas en

el trabajo se encuentran listadas en la tabla 1.

Tabla 1. Bacterias acido lacticas indigenas utilizadas en el estudio.

Especie Cepa Origen
Lactobacillus farciminis DSPV 003T Saliva
Pediococcus acidilactici DSPV 006T Duodeno
Enterococcus faecium DSPV 022T Vagina
Enterococcus faecalis DSPV 301T Saliva
Lactobacillus reuteri DSPV 311T Colon
Lactobacillus salivarius DSPV 315T Yeyuno
Lactobacillus casei DSPV 318T Saliva
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111.1.2. Cuantificacion del crecimiento de las cepas

Las BAL se multiplicaron en caldo MRS (De Man et al., 1960) (Biokar, Francia)
durante 18 h a 37 °C para obtener un cultivo madre de cada una de las cepas en estudio.
Con el fin de establecer un método rapido de cuantificacion se realizaron diluciones
decimales a partir de cada cultivo madre. A estos cultivos y a sus diluciones se le
realizaron determinaciones de densidad optica a 560 nm (DOsg) con un
espectrofotometro (Metrolab 330, UV Vis) y, paralelamente, se efectuaron los recuentos
en placas para determinar las unidades formadores de colonias (UFC). Para cada cepa se
construyd su curva estandar a partir del logaritmo de las UFC y de las lecturas de DOsgg
obtenidas (figura 1). La curva se utilizd para cuantificar y evaluar la capacidad de las

cepas para producir biomasa.

I11.1.3. Crecimiento en bilis

El estudio de la resistencia a la bilis se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia
utilizada por Walker & Gilliland (1993). Las BAL fueron multiplicadas en caldo MRS
con 0% (control), 0,3%, 0,5% y 1% de bilis bovina (Britania, Argentina). Los cultivos
se incubaron a 37 °C durante 24 h y el crecimiento se midié por DOse. Los resultados

se expresaron en log;o UFC/ml utilizando la ecuacion del modelo de cuantificacion.

111.1.4. Tolerancia a jugos géastricos simulados (JGS)

El ensayo de tolerancia a los jugos gastricos se llevo a cabo de acuerdo con las
indicaciones de Charteris et al. (1998). El JGS consistié en una solucién de pepsina
(Riedel-de Haén, Alemania) (0,3% p/v) y NaCl (0,5% p/v) ajustada a pH 3. Cultivos

frescos de cada cepa fueron centrifugados a 4000g por 10 min. El “pellet bacteriano” se
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lavdo 2 veces con PBS pH 6,5 y, por un lado, 1 ml de la suspension celular se
resuspendié en 5 ml de JGS para evaluar su efecto. Por otra parte, a 1 ml de la misma
suspension se le agreg6 PBS pH 6,5 (control). Se realizaron recuentos de células viables
en agar MRS a tiempo 0. Las suspensiones celulares se incubaron durante 3 ha 37 °Cy
se repitieron los recuentos. En ambos casos las placas fueron incubadas durante 48 h a

37 °C en atmosfera anaerdbica.

111.1.5. Prueba de agregacion

El ensayo de agregacion se llevoé a cabo de acuerdo a la técnica utilizada por
Reniero et al. (1992). Los cultivos de las BAL utilizadas, incubados 18 h a 37 °C en
MRS, fueron lavados tres veces con agua destilada y resuspendidos en el volumen
inicial con una solucion Ringer Y. Los sobrenadantes de cada una de las cepas fueron
esterilizados por filtracion y agregados a la suspension a una concentracion final del
10% (v/v) e incubados a temperatura ambiente. La agregacion se considerd positiva
cuando particulas visibles, similares a la arena y formadas por las células agregadas, se
depositaron en el fondo del tubo dejando el sobrenadante limpio en un periodo maximo

de 2 h a temperatura ambiente.

111.1.6. Prueba de coagregacion

El ensayo de coagregacion se realizd de acuerdo al procedimiento utilizado por
Kmet et al. (1995) y fueron utilizadas las cepas que mostraron actividad de agregacion
positiva. Se prepararon suspensiones en PBS de las BAL y de las cepas indicadoras
utilizadas: Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella dublin DSPV 595T. Se

mezclaron 250 pl de los cultivos, incubados 18 h a 37 °C en MRS, de las BAL lavadas y
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resuspendidas en agua junto a 250 pl de Escherichia coli ATCC 25922 o Salmonella
dublin DSPV 595T lavadas con agua (multiplicadas a 37 °C durante 18 h en BHI
(Britania, Argentina)). A la mezcla se le agregé 500 ul de PBS (pH = 6,0). La prueba se
considerd positiva cuando se hizo visible la sedimentacion de las células sobre el fondo
del tubo en un periodo maximo de 2 h a temperatura ambiente. Se desarrollaron

controles con suspensiones en PBS de las BAL y los patogenos utilizados.

111.1.7. Hidrofobicidad de la superficie celular

Para evaluar la hidrofobicidad en la superficie bacteriana se realizdo un ensayo en
base a las indicaciones de Kmet & Lucchini (1997). Cada una de las BAL tomadas de
un cultivo fresco en caldo MRS a 37 °C (DOsgy = 0,6) y lavadas con PBS, fueron
mezcladas con la misma cantidad de n-hexadecano (Merck, Alemania) a temperatura
ambiente. Después de un tiempo de separacion de 60 min, se midi6 la DOse de la fase
acuosa. El porcentaje de hidrofobicidad se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

(DOsgp antes de mezclar — DOsgy después de mezclar) x 100

% de hidrofobicidad =

DOsgp antes de mezclar
Asi, la disminuciéon en la DO fue usada como medida de la hidrofobicidad de la
superficie celular y se expresd como porcentaje. Ademas, estos resultados se expresaron
como log;p UFC utilizando las ecuaciones del modelo para cuantificar los

microorganismos (figura 1).

111.1.8. Deteccion de la actividad inhibitoria
La deteccion de la actividad inhibitoria se realizo utilizando el método de difusion

en agar (Bhunia et al., 1988). Sobre 10 ml de medio MRS (1,5% de agar) solidificado
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en una placa de Petri se coloco una delgada ldmina de 8 ml de medio MRS (0,8% de
agar) inoculado con 0,3 ml de una dilucion 1/10 del cultivo de la cepa blanco u objetivo.
Las placas se colocaron a 4 °C durante 1 h y se prepararon hoyos de 5 mm de diametro
sobre la capa de agar superior. Cuando se utilizaron microorganismos patdogenos y
alterantes como cepa blanco, fue empleado el agar BHI o agar tripticasa soya en esta
parte del ensayo.

Por otro lado, las BAL se cultivaron en caldo MRS durante 18 h a 37 °C. Los
sobrenadantes de los cultivos frescos obtenidos por centrifugacion fueron ajustados a
pH 5,8 y pH 6,5 y esterilizados por filtracion para obtener asi el extracto libre de células
(ELC). Este fue utilizado en un volumen de 25 pl para rellenar cada hoyo, de los
mencionados anteriormente. Las placas se incubaron a 37 °C durante 18 a 24 h y se
examinaron en busca de halos de inhibicion alrededor de los hoyos. Los resultados se
informaron como positivos o negativos segiin la presencia o ausencia de zona de
inhibicion.

Como microorganismos blanco se utilizaron Pseudomonas fluorescens, Escherichia
coli ATCC 25922 y Salmonella dublin DSPV 595T. Ademas, las propias BAL fueron
empleadas como blanco para determinar la inhibicion entre ellas, y por lo tanto, su
interaccion. Como microorganismo control (productor de bacteriocina) se utilizd una
cepa de Lactococcus lactis y como control blanco (cepa sensible) se utilizo una cepa de
Lactobacillus sake. Los microorganismos patogenos y alterantes se cultivaron en caldo
Tripticasa soya (Britania, Argentina) y BHI durante 18-24 h a 37 °C. Todas las cepas
utilizadas estaban almacenadas a -80 °C con 35% de glicerol como crioprotector y antes

de su utilizacion fueron activadas.
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111.1.9. Analisis estadistico

Para cuantificar las cepas se empled un modelo logaritmico de regresion. Los datos
representados por variables continuas fueron analizados utilizando un ANOVA
mediante el Programa Statgraphics Plus para Windows ver. 3.0. (Statgraphics Plus
software®, 1997). Cuando las diferencias resultaron significativas se aplico el test de

Tukey de comparaciones multiples de medias.

111.2. Propiedades “in vivo” de BAL de origen bovino. Colonizacion microbiana,
evolucion de la microflora, comportamiento del peso y la conversion alimenticia en
ratones (Mus musculus)
I11.2.1. Animales de laboratorio

Se utilizaron 56 ratones convencionales (Mus musculus) de cepa Swiss con 21 d de
vida, que fueron provistos por el Centro de Experimentaciones Bioldgicas y Bioterio
(FCV-UNL). Los animales fueron mantenidos en jaulas, en condiciones de confort
ambiental y alimentados con balanceado comercial peleteado (Balanceados
Constantino, Cordoba, Argentina) y agua, suministrados ambos ad libitum durante todo
el experimento. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a la Guia para el Uso

y Cuidado de Animales de Laboratorio (NRC, 1996).

111.2.2. Microorganismos
Se utilizaron 3 cepas lacticas de origen bovino: Lactobacillus casei DSPV 318T,
Lactobacillus salivarius DSPV 315T y Pediococcus acidilactici DSPV 006T. Estos

microorganismos se conservaron a -80 °C en medio MRS con 35% de glicerol. Las
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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.

111.2.3. Seleccion de mutantes de L. casei DSPV 318T resistentes a rifampicina

Las cepas de L. casei DSPV 318T resistentes al antibidtico se obtuvieron por
cultivos seriales en medio MRS desde niveles bajos hasta una concentracion de 100
pug/ml de rifampicina (Kurzak, 2000; Demeckova et al., 2002). La rifampicina se
prepard 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. La cepa resistente a rifampicina se propagoé en caldo MRS durante 24 h a
37°C. Se compararon los parametros fisiologicos y bioquimicos de la cepa original y la
resistente a rifampicina para asegurar que la unica diferencia entre ambas era dicha
resistencia. El cultivo de L. casei DSPV 318T resistente a rifampicina fue conservado a
-80 °C en caldo MRS con 35% de glicerol. La cepa resistente obtenida se incorpor6 al

inéculo probidtico en reemplazo de la cepa original.

111.2.4. Disefio del experimento

Los animales se dividieron al azar en dos grupos experimentales, grupo control (G-
C) y grupo inoculado (G-BAL), de 29 y 27 individuos respectivamente. Para evaluar la
performance de crecimiento se determiné diariamente el consumo de alimento de cada
grupo y la evolucién del peso vivo. A partir del valor correspondiente al consumo de

alimento se calcul6 el consumo individual estimado (CIE). La conversion alimenticia
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fue calculada cada 72 h a partir de los datos del consumo de alimento grupal y la
variacion de peso en ese periodo de tiempo. La presencia de signos de enfermedad en
los ratones se evaluo de acuerdo a los criterios utilizados por Shu & Gill (2002). La
morbilidad se calculé en base a la proporcion relativa de animales con apariencia
anormal en cada grupo. Ademads, fueron registrados los datos de mortandad por lote.
Para determinar la colonizacion del tracto intestinal de los ratones por el Lactobacillus
casei DSPV 318T se realizaron recuentos de colonias viables (UFC) recuperadas de
materia fecal (MF) y de intestino delgado (ID). Algunas de las especies que integran la
microbiota intestinal de los ratones fueron analizadas, a partir de la materia fecal, con el

fin de evaluar su posible relacion con el indculo.

111.2.5. Preparacion y administracion del inéculo

El in6culo estaba formado por una dosis de 100 pl de una suspension de los tres
microorganismos antes mencionados, en una solucion de NaCl 0,15M, a una
concentracion final de 10° UFC y fue administrado a los ratones del G-BAL por
“gavage” esofagico durante los primeros 3 d desde el inicio de la experiencia y en dias
alternos hasta completar la séptima dosis. El G-C fue inoculado de la misma manera

pero con 100 pl de la solucion de NaCl 0,15M a manera de placebo.

111.2.6. Analisis microbioldgico de las muestras fecales

Las muestras fecales, obtenidas de los ratones cada 4 d, se agruparon en un “pool”
general para cada grupo experimental (Rogelj et al., 2002). Las muestras, previamente
pesadas, fueron diluidas 1/100 en solucion Ringer Y2 y homogeneizadas, mediante

agitacion manual con perlas metalicas, en condiciones de esterilidad. A partir de las
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diluciones seriadas de cada muestra se sembraron, por triplicado, en los medios de

cultivo y bajo las condiciones que muestra la tabla 2.

Tabla 2. Medios de cultivos y métodos para microorganismos intestinales.

Principales )
) ) ) Tiempo de o
Medio microorganismos . Cita bibliografica
incubacién (d)
enumerados
Cultivo aerdébico
BBAs! Aerobios 2 Summanen et al., 1993
KF? Enterococcus spp. 1 Gelsomino et al., 2001
SDs® Levaduras 2 Tannock et al., 2000
VRBA* Coliformes 1 Demeckova et al., 2002
Cultivo anaerobico
BBAs! Anaerobios 2 Summanen et al., 1993
Beerens’ Bifidobacterium spp. 2 Beerens, 1990
MRS?® Lactobacillus spp. 2 De Man et al., 1960
BBEAs’ Bacteroides spp. esc + 2 Summanen et al., 1993

Bacteroides spp. esc -

' Agar sangre brucella suplementado con hemina (5 pg/ml) y vitamina K,(1 pg/ml).

2Agar KF base para enterococos suplementado con TTC (cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio, 100 pg/ml).
3 Agar Sabouraud dextrosa suplementado con cloranfenicol (50 pg/ml).

*Agar violeta rojo y bilis.

5 Agar Beerens selectivo para bifidobacterias.

SAgar de Man, Rogosa y Sharpe para lactobacilos.

” Agar esculina bilis bacteroides suplementado con hemina (5 pg/ml) y gentamicina (40 pg/ml).

Para verificar la presencia de L. casei DSPV 318T, se sembraron diluciones

apropiadas en agar MRS suplementado con rifampicina (100 pg/ml) y se incubaron a 37

Materiales y Métodos



Frizzo, L.S. (2007) 34

°C durante 48 h en condiciones anaerobicas. Se seleccionaron colonias al azar desde las
placas con antibidtico para posteriormente evaluar la morfologia y la reaccion de Gram

(Demeckova et al., 2002).

111.2.7. Recuperacion de L. casei DSPV 318T y de bacterias lacticas intestinales

Se realizaron necropsias programadas, cada 7 d, de 4 animales escogidos al azar en
cada grupo experimental. La muestra se preparé agrupando, en un pool general para
cada grupo, el ID de los ratones obtenido en condiciones asépticas. Cada muestra fue
diluida 1/10 con solucion Ringer 4 y homogeneizada, mediante agitacion manual, con
perlas metalicas. A partir de esta, se realizaron diluciones seriadas de cada muestra y se
sembraron, por triplicado, placas de agar MRS para contar Lactobacillus totales y
placas de agar MRS con rifampicina (100 ug/ml) para los recuentos de Lactobacillus
casei DSPV 318T. Las placas de Petri se incubaron a 37 °C durante 48 h en condiciones
anaerobicas. Se seleccionaron colonias al azar desde las placas con antibidtico para
posteriormente evaluar la morfologia y la reaccion de Gram y asi confirmar la

recuperacion de L. casei DSPV 318T (Demeckova et al., 2002).

111.2.8. Analisis estadistico

Se realizo un ANOVA para determinar si existian diferencias significativas entre las
variables del G-C y del G-BAL estudiadas (peso vivo, ganancia de peso vivo, consumo
de alimento, UFC en poblaciones microbianas). La sobrevivencia en ambos lotes se
analizo mediante el test de x> con correccién de Yates. Las pruebas estadisticas se
realizaron con el Programa Graphpad Instat Software version 3.01 (Graphpad Instat

Software®, 1994).
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111.3. Propiedades “in vivo” de BAL de origen bovino. Desafio experimental frente
a Salmonella dublin DSPV595T en ratones (Mus musculus)
111.3.1. Animales de laboratorio

En el estudio se utilizaron 63 ratones convencionales (35 machos y 28 hembras)
(Mus musculus) de cepa Swiss de 21 d de vida provistos por el Centro de
Experimentaciones Biologicas y Bioterio (FCV-UNL). Fueron agrupados al azar en
jaulas y se mantuvieron en condiciones de confort ambiental durante todo el
experimento. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a la Guia para el Uso y
Cuidado de Animales de Laboratorio (NRC, 1996). Se alimentaron con comida
peleteada para roedores (Balanceados Constantino, Cordoba, Argentina). El alimento y

el agua de bebida se suministraron ad libitum durante todo el experimento.

111.3.2. Microorganismos

Se utilizaron 3 cepas bacterianas de origen bovino: Lactobacillus casei DSPV 318T,
Lactobacillus salivarius DSPV 315T, y Pediococcus acidilactici DSPV 006T. Estos
microorganismos se conservaron a -80 °C en medio MRS con 35% de glicerol.

La cepa de Salmonella dublin DSPV 595T es de origen bovino y 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. Este microorganismo se mantuvo a -80
°C en medio BHI con 35% de glicerol. Su perfil bioquimico se determin6é mediante un
ensayo con el sistema API 20 E (bioMerieux, Hazelwood, Mo.). La identificacion fue
realizada por el Servicio de Enterobacterias del Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas, dependiente de la Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de

Salud (A.N.L.L.S.), “Dr. Carlos G. Malbran” (Argentina).
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111.3.3. Preparacion del indculo

Para preparar el indculo que se administré a los animales, cada cultivo madre fue
centrifugado a 2000g durante 5 min y resuspendido en solucion fisioldgica (NaCl
0,15M) hasta obtener una concentracion individual de 10° UFC/ml. A continuacion se
mezclaron las 3 cepas en contenedores ad hoc, se realizé un nuevo centrifugado en las
condiciones antes mencionadas y se resuspendieron en 1/10 del volumen original con el
fin de obtener una concentracion de 10° UFC de cada cepa por cada 100 pl de

suspension.

111.3.4. Tratamiento con el indculo de BAL

El inéculo de BAL estaba formado por una dosis diaria de 100 ul de la suspension
antes mencionada, la cual fue administrada a los 31 ratones del grupo tratado (G-BAL)
por gavage esofagico, durante 10 d, antes de la administracion del microorganismo
patogeno y en dias alternos durante el resto del experimento. El grupo control (G-C) fue

inoculado de la misma manera pero con 100 pl de solucion fisiologica.

111.3.5. Inoculacion del patégeno

Una cepa de Salmonella dublin DSPV 595T, desarrollada en caldo BHI durante 18 h
a 37 °C, fue administrada por gavage esofagico, en el dia 11 del experimento, a todos
los ratones de ambos grupos estudiados (G-BAL y G-C). El in6culo contenia una
suspensién de 2,5 x 10° UFC en un volumen de 250 pl. La dosis infectiva fue elegida

tomando como referencia la informacion bibliografica disponible (Silva et al., 1999).

Materiales y Métodos



Frizzo, L.S. (2007) 37

111.3.6. Disefio del experimento

Los animales se dividieron en dos grupos donde 31 ejemplares (18 machos y 13
hembras) conformaron el G-BAL o grupo tratado y 32 (17 machos y 15 hembras)
integraron el G-C o grupo control. Se determinaron diariamente las ganancias de peso
individual (GPI), el consumo de alimento grupal (CAG), la morbilidad y la mortalidad
acumulada. La apariencia del estado de salud de cada animal fue monitoreada dos veces
al dia durante todo el experimento. El criterio utilizado para caracterizar el estado
normal y anormal en la apariencia de los individuos fue el siguiente (Shu & Gill, 2002):
(1) normal, raton con ojos brillosos y alertas, tiene un pelaje uniforme y brilloso,
responde a los estimulos y muestra interés en su ambiente; (2) anormal, pelaje erizado,
pelo opaco, poco activo, poco interesado en el ambiente que lo rodea, signos de
hiperventilacion cuando se lo manipula, no responde a los estimulos y estado de
agitacion. La morbilidad se calculd en base a la proporcion relativa de animales con
apariencia normal en cada grupo.

Para la evaluacion de los cambios histoldgicos se definieron indicadores especificos
de lesiones para cada o6rgano partiendo de su presencia o ausencia. Dichos indicadores
(Tabla 3) permitieron estandarizar la rutina de observacion y evaluar el grado de
modificacién de las estructuras. A partir de la interpretacion de los indicadores
observados se establecio cuales de los animales presentaban lesiones patognomonicas
compatibles con salmonelosis y se tabularon sus frecuencias para el analisis estadistico.
Se considerd animal con lesion completa micromorfologica patognomonica a un severo
proceso inflamatorio agudo, en ocasiones de tipo hemorragico junto a la presencia de
nodulos paratifoideos centros de necrosis coagulativa infiltrada por polimorfonucleares

(PMN).
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Tabla 3. Indicadores micromorfologicos de la enfermedad.

Yeyuno

Organo diana

Higado

Bazo

Atrofia de vellosidades
Regeneracion glandular
Infiltracién de lamina propia
Necrosis fibrinosa
Vasculitis

Nodulos paratifoideos’

Colangiohepatitis
Tromboflebitis centrolobulillar

Nédulos paratifoideos'

Esplenitis aguda

hemorragica

Nodulos paratifoideos’

'Lesion patognoménica

111.3.7. Necropsias

Se realizaron dos tipos de necropsias: programadas y no programadas. Las primeras

se efectuaron en dias prefijados con animales escogidos al azar (tabla 4) y al final de la

experiencia con los animales que no murieron.

Tabla 4. Detalle de las necropsias programadas efectuadas al inicio del experimento.

Numero de animales

Tiempo de experimento

sacrificados

G-C G-BAL
Dia 0 (sin inoculo en ambos grupos) 2
Dia 7 (indculo probiotico en G-BAL) 2
Dia 14 (probiotico + Salmonella dublin en G- 5

BAL. Salmonella dublin en G-C)
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Los animales fueron sacrificados por exanguinacion para efectuar las
correspondientes necropsias. Las necropsias no programadas se realizaron a todos los
animales que murieron después de la inoculacion del patdégeno y dentro de las 12 h
posteriores a la muerte. Los 6rganos obtenidos (yeyuno, higado y bazo) fueron fijados

en formol al 10% estabilizado.

111.3.8. Elaboracion y observacion de preparados histoldgicos

La reduccion de las muestras se efectud dentro de las 24 h del sacrificio o muerte
espontanea del animal y previa deshidratacion fueron montadas en tacos de parafina.
Los cortes se efectuaron mediante un micrétomo tipo Minot con un grosor de 3 a 5 pm
y posteriormente fueron sometidos a 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 utilizé una camara digital Olympus 4000.

111.3.9. Analisis estadistico

La diferencia en los porcentajes de morbilidad y sobrevivencia y las frecuencias de
lesiones en ambos lotes se analizaron con el test de %> (con correccion de Yates). El
aumento y la diferencia de peso de los grupos G-C y G-BAL se compararon mediante
un ANOVA. Las pruebas estadisticas se realizaron con el Programa Graphpad Instat

Software version 3.01 (Graphpad Instat Software®, 1994).
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V. RESULTADOS
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V. RESULTADOS

IV.1. Estudio “in vitro” de las BAL de origen bovino
IV.1.1. Cuantificacion del crecimiento

El modelo logaritmico utilizado ajusto en forma significativa (P < 0,01) y permitio
cuantificar las cepas estudiadas (figura 1). Ademaés, fue posible evaluar la capacidad de
los microorganismos para generar biomasa. Lactobacillus casei DSPV 318T fue quien

produjo mayor concentracion microbiana por unidad de volumen.

IVV.1.2. Crecimiento en bilis
Todas las cepas indigenas mostraron tolerancia a la bilis bovina siendo L. salivarius
DSPV 315T la que presentd el mejor crecimiento en presencia de este inhibidor (Tabla

5).

IV.1.3. Tolerancia a jugos gastricos simulados (JGS)
Las cepas estudiadas mostraron una alta capacidad de sobrevida cuando fueron
expuestas a soluciones géstricas de pH tan bajo como 3, y L. casei DSPV 318T fue

quien mejor tolero la solucion géstrica (tabla 5).

1V.1.4. Hidrofobicidad

Todas las cepas utilizadas en el ensayo mostraron una superficie celular

extremadamente hidrofilica (tabla 5).
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Figura 1. Curvas estandar de calibracion utilizadas para cuantificar bacterias &cido

lacticas indigenas. Los valores indicados representan la media aritmética.
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IV.1.5. Prueba de agregacion y coagregacion

Solo una cepa, L. salivarius DSPV 315T, fue capaz de autoagregar (tabla 5).

Tabla 6. Deteccion de actividad inhibitoria e interaccion entre bacterias acido lacticas

indigenas.
Cepa objetivo
= =
om O o
S8 KE k&
S>> 8 8 o > 5 -
o o ™ 73 o NIRRT
" 0 E > > o ™ o @
00 g g & o > o £ 2
e 5 O N Q@ o o S >
c S » [a) =] wn o (@] %
E85£ ¢ %2 g8 2 8
5= 5 8 £ 2% 2 5 «
S8 g2 35 ¢ % S = =
" ® % % ® o o 6 @ 8 3
2383322228 = 3
T 8 8 8 & & 5 & g 5§ 3
® O o o © © (] © S 4 e
Qo o o o o) o) Qo Qo e
8 & £ = 9 @ ¢ ¢ © g 2
55 & 2 6 6§ B8 6 3 5 £
c O < < © © © © N 17} Io
- o L L - — — 1 [a L wn
Lactobacillus farciminis DSPV 003T - - - - -
Pediococcus acidilactici DSPV 006T -+ - -
o Enterococcus faecium DSPV 022T - - - -
ol
T Enterococcus faecalis DSPV 301T - - - -
o
O Lactobacillus reuteri DSPV 311T - - - -
< d Lactobacillus salivarius DSPV 315T - - - -
§ Lactobacillus casei DSPV 318T - - - -
[&]
S .
.8 Lactococcus lactis + - - -
s Lactobacillus farciminis DSPV 003T - - - -
§ Pediococcus acidilactici DSPV 006 T -+ - -
O 8 Enterococcus faecium DSPV 022T - - - -
%_ Enterococcus faecalis DSPV 301T - - - -
“b Lactobacillus reuteri DSPV 311T - - - -
- . L
w Lactobacillus salivarius DSPV 315T - - - -
Lactobacillus casei DSPV 318T - - - -
Lactococcus lactis + - - - - -+ o+ - - -

L Extracto libre de células. Sobrenadante del cultivo.

(-) Inhibicidn negativa del crecimiento, (+) Inhibicion positiva del crecimiento.
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IV.1.6. Sustancias antimicrobianas

Pediococcus acidilactici DSPV 006T produjo una sustancia capaz de inhibir
microorganismos de los géneros Pseudomonas y Enterococcus. Este hecho impide la
incorporacion conjunta de las cepas indigenas de los géneros Pediococcus y
Enterococcus en un mismo inéculo multiespecie. Ninguna cepa fue capaz de inhibir

Escherichia coli o Salmonella dublin bajo las condiciones probadas (tabla 6).

IV.2. Propiedades “in vivo” de BAL de origen bovino. Colonizacion microbiana,
evolucion de la microflora, comportamiento del peso y la conversion alimenticia en

ratones (Mus musculus)

IVV.2.1. Performance de crecimiento

La tabla 7 presenta el peso de los animales de ambos grupos (G-C y G-BAL) a lo
largo del experimento, la conversion alimenticia (consumo de alimento del grupo en
g/diferencia de peso vivo del grupo en g) cada 72 hy el CIE.

La conversion alimenticia mostré valores muy dispares en ambos grupos. Este
indice se vio afectado por la variabilidad individual del aumento de peso de los ratones,
lo cual provoco que ante variaciones muy pequefias en el peso, a pesar de mantener los
niveles de consumo, la conversion alcanzara valores muy elevados. No resultaron
significativas (P > 0,05) las diferencias entre los grupos.

El CIE en ambos grupos se mantuvo entre 3,7 y 52 g a lo largo de toda la
experiencia, siendo menor al inicio de la prueba y aumentando a medida que los ratones

crecian. No existieron diferencias significativas (P > 0,05) entre los grupos.

Resultados



Frizzo, LS. (2007) 46

Tabla 7. Performance de crecimiento en los ratones del grupo control (G-C) y del grupo

tratado (G-BAL).

° G-C G-BAL
L 3
s E
o s ) Conversion A ) Conversion .
< Peso®(g) : g CIE" (g) Peso”(g) . 4 CIE" (9)
) alimenticia alimenticia
6 20,21 + 4,97 38 20,25 + 5,40 3,7
4,20 4,46
-3 2352 +5,18 5,2 23,60 + 5,57 43
9,46 6,94
1 26,84 + 4,93 5,0 26,52 +5,48 4,7
39,81 8,41
5 28,30 + 4,95 51 28,22 +5,32 4.4
11,75 11,96
9 29,25 + 5,35 42 29,49 + 5,16 3,9
18,70 118,64
13 29,47 + 5,68 5.2 30,06 + 5,63 45
7,63 32,02
17 29,92 + 5,48 4,7 30,99 + 6,45 5,2
213,64 27,24
21 30,84 + 5,49 45 31,58 + 6,23 4,2
64,39 31,07
25 30,73 + 5,96 4.4 31,41 +7,04 45
24,51 105,58
29 31,34 £7,22 47 33,80 +5,13 5,2

!Los valores negativos corresponden a los dias previos a la administracion del inéculo. Dia 1: primera
inoculacion.

?Los valores corresponden a la media del lote + su desviacion estandar.

*Conversion alimenticia: consumo de alimento del grupo en g/diferencia de peso vivo del grupo en g,
determinado cada 72 h. Los valores representan la media aritmética del lote.

*CIE: Consumo individual estimado (consumo de alimentos del grupo/niimero de individuos). Los valores

representan la media aritmética del lote.

La figura 2 muestra la evolucién de los pesos de los ratones del G-C y del G-BAL a
lo largo del periodo de estudio. Los valores indicados para el tiempo -6 y -3
corresponden a las determinaciones de los pesos realizadas antes de comenzar a
administrar el inoculo a los ratones del G-BAL. El dia 1 corresponde al inicio de dicha
administracion. En la grafica se puede observar que, en ambos grupos, partiendo de

valores similares (P > 0,05), los pesos aumentaron a lo largo de la experiencia. Los
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valores de las dos curvas ajustaron de manera significativa (P < 0,05) a la forma
polindbmica. El incremento de peso fue mayor en los primeros dias y se fue estabilizando

hacia el final del estudio.

Figura 2. Evolucion de los pesos en los ratones del grupo control (G-C) y del grupo
tratado (G-BAL) a lo largo del periodo de estudio. Los valores representan la media

aritmética del lote.

34 - y =-0,0101x? + 0,549x + 25,029
R?=0,958

32 A

30 T s e ¥
> - y =-0,0124x" + 0,5482x + 25,082
= 28 R =0,9526
o
S 26
(ol
22 1
" 20 ‘ ‘ ‘ ‘ | |
-6 -1 4 9 14 19 24 29
Tiempo de experimento (d)
¢G-C u G-BAL

IVV.2.2. Morbilidad y mortalidad
No se observaron signos de enfermedad ni muertes en los individuos de los dos lotes

que formaron parte del experimento.

1VV.2.3. Andlisis microbioldgico de las muestras fecales

La figura 3 muestra los recuentos de las distintas especies microbianas estudiadas en
la materia fecal de los ratones en ambos grupos experimentales. El analisis de los
resultados demostré que no existieron diferencias significativas (P > 0,05) entre los

grupos experimentales para los distintos microorganismos.

Resultados



Frizzo, LS. (2007)

48

Figura 3. Recuentos de los componentes de la microbiota fecal en ambos grupos

experimentales (G-C y G-BAL). El inoculo fue administrado diariamente entre los dias

1-3y en dias alternos entre los dias 5-11 en una cantidad de 10° UFC por animal.
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Los recuentos de microorganismos aerobios totales oscilaron entre 8,77 y 10,49
log:o UFC/g, mientras que el rango para los anaerobios totales fue de 9,32 a 11,98 logio
UFC/g.

Los Lactobacillus spp. se encontraron en valores que oscilaron entre 9,47 y 10,94
logio UFC/g y se mantuvieron estables durante toda la experiencia (Figura 3).

Los recuentos correspondientes a Bifidobacterium spp. disminuyeron a lo largo del
experimento, oscilando entre 5,75y 4,46 logio UFC/g.

Los Bacteroides esculina negativos se encontraban en mayor proporcion que los
esculina positivos (grupo de Bacteroides fragilis) durante la experiencia.

Los valores correspondientes a las levaduras oscilaron en los 7 logiy UFC/g
presentando una escasa variabilidad a lo largo del experimento.

Los recuentos de enterococos oscilaron entre 8,41 y 10,53 log;o UFC/g en ambos
grupos mientras que los valores de coliformes estuvieron entre los 7,44 y los 9,16 logio
UFC/g.

A pesar de la variacién representada por algunos de los valores extremos expuestos,
la distribucion de los recuentos a lo largo del estudio mostro la estabilidad que presentd
la microbiota intestinal de los ratones (figura 3), observandose oscilaciones

comprendidas en un rango de 1,5 logip UFC.

1V.2.4. Recuperacion de microorganismos

Los recuentos, en placas de agar MRS con rifampicina, efectuados en el dia previo
al inicio del tratamiento con el indculo mostraron la ausencia de Lactobacillus casei
DSPV 318T en el tracto gastrointestinal y en la materia fecal de ambos grupos en

estudio.
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a) A partir del ID.

Al sexto dia de tratamiento, L. casei DSPV 318T se encontro en cantidades de 6,44
logio UFC/g sobre una poblacion de Lactobacillus spp. totales de 10 logiy UFC/g y
alcanzo un valor de 4,22 log;o UFC/g 3 dias después de finalizada la administracién del
inéculo.

b) A partir de la MF.

La figura 4 muestra la evolucion de la microbiota lactica de los ratones tratados y no
tratados con el inéculo de bacterias acido lacticas y la permanencia de L. casei DSPV
318T en materia fecal. La figura muestra que al 4° y al 8"° dia, del inicio de la
administracion de la cepa en estudio, se encontraron 5,6 y 5,56 logip UFC/g de materia
fecal respectivamente. Estos valores representan la méxima concentracion alcanzada por
el microorganismo bajo las condiciones de administracion utilizadas durante el estudio.
Por otra parte, a partir del 13* dia se observo una disminucion de la concentracion del
microorganismo y a los 21 dias ya no fue encontrado en la MF. Es decir, que a los 11

dias después de finalizado el tratamiento L. casei DSPV 318T no era detectable en MF.

Figura 4. Flora lactica de los ratones tratados y no tratados con el indculo de bacterias
acido lacticas y permanencia de L. casei DSPV 318T en materia fecal.
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IVV.3. Propiedades “in vivo” de BAL de origen bovino. Desafio experimental frente

a Salmonella dublin DSPV595T en ratones (Mus musculus)

IV.3.1. Efecto del tratamiento con bacterias &cido lacticas sobre la supervivencia
de los ratones

Los ratones inoculados con las bacterias &cido lacticas (G-BAL) mostraron un
mayor porcentaje de sobrevida después de la infeccion oral con Salmonella dublin
DSPV 595T que el grupo no inoculado (P < 0,05). La figura 5 muestra los porcentajes
de sobrevivencia en ambos grupos. En dicha gréfica se observa que en el G-C la primera
muerte ocurrié en el dia 17 de iniciado el experimento, es decir 6 dias después de
administrado el patégeno. En el G-BAL las muertes comenzaron recién en el dia 20 del
experimento, es decir 9 dias después de la inoculacion con Salmonella dublin DSPV
595T, o sea 3 dias después que el G-C.

Por otra parte, en dicha figura se aprecia una caida brusca del porcentaje de
sobrevivencia en el G-C como consecuencia del elevado nimero de muertes que se
produjeron entre los dias 18 y 25 del experimento. En esta etapa del estudio se observo
la mayor diferencia (P < 0,01) entre los porcentajes de sobrevivencia de ambos grupos,
alcanzando valores del 92 % para el G-BAL y del 65,4 % para el G-C.

A partir del dia 31 de la experiencia y por el término de los 4 dias siguientes no se
observaron muertes en ninguno de los dos grupos, alcanzando al 68 % la sobrevivencia

del G-BAL y solo del 50 % para el G-C.
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Figura 5. Sobrevivencia de los ratones convencionales inoculados (G-BAL) y no
inoculados (G-C) con bacterias acido lacticas e infectados oralmente con Salmonella

dublin DSPV 595T.
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IV.3.2. Efecto del tratamiento con bacterias acido lacticas sobre la morbilidad de
los ratones

Los ratones del G-BAL mostraron, al final de la experiencia, un menor porcentaje
de morbilidad acumulada después de la administracion oral con Salmonella dublin
DSPV 595T que el G-C (P < 0,05). La figura 6 muestra los porcentajes de morbilidad
acumulada de los dos grupos en estudio.

En dicha figura se observa que 48 horas después de la administracion oral de
Salmonella dublin DSPV 595T se presentaron ratones, pertenecientes al G-C, con
signos de enfermedad. En el G-BAL los primeros individuos que manifestaron signos

de enfermedad lo hicieron recién a las 96 horas post-administracion del patogeno.
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En esa figura también se observa que entre los dias 11 y 18 de iniciado el
experimento se produjo un pico de morbilidad en los dos lotes en estudio, alcanzando al
64 % de los animales del G-C y al 40 % en los del G-BAL.

Entre los dias 18 y 29 del estudio se produjeron la mayoria de las muertes debidas al
patdgeno en ambos grupos en estudio (figura 5), sin que se viera incrementado el
namero de animales con signos de enfermedad.

Al final de la tercera semana post-administracion del patdégeno se observd una
diferencia significativa (P < 0,01) entre los porcentajes de morbilidad de ambos grupos
en estudio, presentando el G-C un 85 % de morbilidad, frente al 53 % del G-BAL.

En la figura 6 se observa que a partir del dia 29 se produjo un incremento de la
morbilidad en ambos grupos en estudio, resultando superior en los animales del G-C,
grupo que alcanzo el 100 % de morbilidad al final del estudio, frente al 65 % del G-
BAL. La diferencia entre la morbilidad de ambos grupos se fue incrementando hasta el
dia 18, momento en que se produjo la mayor diferencia (P < 0,01), alcanzando un valor

del 24 %.

1V.3.3. Efecto de Salmonella dublin DSPV 595T sobre el consumo de alimentos

El consumo de alimentos por parte de los ratones se modificé después de la
administracion de Salmonella dublin DSPV 595T. En la figura 6 se observa que a partir
del dia 13, es decir 48 horas después de la administracion de dicho patégeno, se produjo
un marcado descenso en el consumo de alimentos en ambos grupos, pero fue mayor en
el G-C. Resulta evidente, ademas, que entre los dias 16 y 22 del experimento se
alcanzaron los menores valores de consumo de alimentos en coincidencia con un

evidente aumento de la morbilidad. La diferencia existente, en este momento, entre la
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morbilidad de los grupos no se evidencia para el consumo individual estimado. Esto
puede ser debido a que esa Ultima variable fue calculada a partir de los valores de
consumo de los lotes y, por lo tanto, la disminucion real del consumo individual de los

animales enfermos qued6 enmascarada con el consumo de los animales que aun estaban

Sanos.

Figura 6. Morbilidad acumulada y consumo de alimento diario promedio estimado de
los ratones convencionales inoculados (G-BAL) y no inoculados (G-C) con las bacterias

acido lacticas (BAL) e infectados oralmente con Salmonella dublin DSPV 595T.
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I\VV.3.4. Efecto de Salmonella dublin DSPV 595T sobre el aumento del peso de los
ratones

La figura 7 muestra la evolucion del peso de los ratones de los dos grupos en estudio
durante los 7 dias posteriores a la inoculacion con el patdgeno. En dicha gréfica se

observa que entre los dias 4 y 7 post-administracion se produjo una pérdida de peso en
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los animales de ambos grupos, no obstante es mas pronunciada en el G-C que en los
animales del G-BAL. En el dia 5 la diferencia entre los pesos de ambos grupos fue
significativa (P < 0,01). Esto coincide con la etapa de la experiencia en la que el
consumo de alimentos alcanzo los valores mas bajos y se produjo una escalada de la

morbilidad (figura 6).

Figura 7. Variacion del peso vivo promedio de los ratones convencionales, inoculados
(G-BAL) y no inoculados (G-C) con las bacterias acido lacticas (BAL) e infectados
oralmente con Salmonella dublin DSPV 595T, durante los primeros 7 dias posteriores a

la inoculacién del patégeno. La flecha indica la inoculacién con el patégeno.
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IV.3.5. Verificacion de las lesiones ocasionadas por Salmonella dublin DSPV 595T
sobre los tejidos

El andlisis histopatoldgico demostrd la presencia de lesiones de salmonelosis en los
tejidos de los animales que murieron durante la experiencia y confirm¢ asi la causa de la

muerte de éstos. Por el contrario, no se observaron lesiones en los tejidos de los
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animales que fueron sacrificados para realizar las necropsias programadas previo a la
administracion del patégeno. En la figura 8 se muestran lesiones tipicas de salmonelosis
en higado y bazo de algunos de los animales muertos durante el transcurso del
experimento y secciones histopatoldgicas sin lesion aparente de algunos de los animales

que sobrevivieron al desafio.

Figura 8. Secciones histopatoldgicas de higado (a'y b) y bazo (c) de los ratones muertos
de salmonelosis. Tincidn: hematoxilina-eosina. Secciones de higado (d) y bazo (e) sin

lesion aparente al final de experimento.

a) Nodulo paratifoideo subcapsular en higado mostrando necrosis de coagulacion focal con infiltracion de
polimorfonucleares (PMN). Vista panoramica. 100X.

b) Detalle de la periferia del centro de necrosis de coagulacion con infiltracion de PMN en higado. 400X.
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e) Bazo murino normal. 400X
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IVV.3.6. Necropsias programadas (inicio de experimento)
No se encontraron diferencias macroscopicas ni histopatologicas en los dos grupos

estudiados. Ninguno de los animales tenia lesiones compatibles con salmonelosis.

IV.3.7. Necropsias no programadas (muerte espontdnea post-inoculacion con
Salmonella dublin DSPV 595T)

Durante la necropsia, en ambos grupos experimentales, se observaron en los rganos
estudiados las mismas lesiones macroscépicas: esplenomegalia, hepatomegalia, ictericia
hepatica y nodulos miliares blancos visibles subcapsularmente o ubicados en el
parénquima en la superficie de corte y distribuidos aleatoriamente en higado y bazo. Las
mucosas intestinales se observaron desde congestivas hasta hemorragicas.

Del total de machos del G-C, un 42,8% murieron espontaneamente y todos ellos
presentaban lesiones tipicas de salmonelosis. En el caso de las hembras del mismo
grupo, el 50% murieron espontaneamente y solo 1 de ellas (8,3%) no presentaba
lesiones patognomonicas (nddulos paratifoideos) (Tabla 8) a pesar de tener evidentes
lesiones histopatoldgicas a nivel intestinal. Si bien no se pudo establecer la causa de la
muerte del individuo que murié espontaneamente sin evidenciar lesiones tipicas, resulta
razonable pensar que podria estar relacionada con una presentacion sobreaguda de la
enfermedad. Por otra parte, los resultados muestran que la mortandad en este periodo no
presentd diferencias entre los sexos (P > 0,05).

En el G-BAL, el 46,7% de los machos y el 10% de las hembras murieron
espontaneamente (P < 0,05) y todos presentaron lesiones tipicas (Tabla 8). Estos

resultados muestran una clara diferencia entre los sexos cuando el in6culo fue
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suministrado y estd evidenciando que las hembras resistieron mejor a la agresion del

patogeno. Si se compara este resultado con lo ocurrido en el G-C puede observarse que

de los 4 lotes de ratones estudiados, el que mejor se comportd frente al patdgeno fue el

de las hembras que recibieron el in6culo.

En la tabla 8 se observan, ademas, diferencias significativas (P < 0,05) entre las

proporciones de las hembras muertas espontdneamente en el G-C y G-BAL.

Tabla 8. Distribucion por sexo de lesiones micromorfolégicas patognomonicas de

salmonelosis en los animales utilizados en el experimento.

Con lesiones Sin lesiones
Necropsias Grupos Totales
Machos Hembras Total Machos Hembras Total
Programadas G-C 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 100,0% 6
(inicio
. G-BAL 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,09 100,0% 6
experimento)
Muertes G-C 42.8%* 50,00 46,2% 0,0% 8,3% 8,3% 13
espontaneas G-BAL  46,7%°  10,0%° 32,0% 0,0% 0,0% 0,0% 8
Programadas G-C 37,5% 20,0% 30,8 62,5% 80,0% 69,2% 13
(final
. G-BAL 50,0% 22,2% 35,3 50,0% 77,8% 64,7% 17
experimento)
20 10 15 18
Totales 63
30 33

Letras y numeros diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05).

En higado se pudo observar que la mayoria de los animales presentaron

colangiohepatitis mononuclear en los espacios porta con estasis canalicular e infiltracién

mixta intrasinusoidal (figura 9).
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Figura 9. Colangiohepatitis con infiltracion periportal de mononucleares y estasis biliar

intracanalicular (Higado; H-E x 40).

Los nodulos paratifoideos se ubicaron sin una localizacion estable en la estructura
del lobulillo tradicional. Estos nddulos son el resultado del reclutamiento de los
macrofagos y los PMN (figura 10). Finalmente se forman centros de necrosis de

coagulacién focal (figura 11) como consecuencia de la muerte de los fagocitos.

Figura 10. Formacion inicial de un nédulo paratifoideo con reclutamiento de PMN y

macrdfagos con escasa necrosis de coagulacion (Higado; H-E x 400).
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Figura 11. NOdulo paratifoideo totalmente conformado con amplia necrosis de

coagulacién (Higado; H-E x 400).

En bazo, en la mayoria de los casos, se observo un severo proceso inflamatorio
agudo, en ocasiones de tipo hemorragico, con la presencia de nédulos paratifoideos
(figura 12 y 13). Este proceso es consecuencia de la bacteriemia y del reclutamiento de

macréfagos y PMN en la pulpa roja del 6rgano.

Figura 12. Nédulo paratifoideo inicial en la pulpa roja (Bazo; H-E x 400).
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Figura 13. Nddulo paratifoideo totalmente conformado con un entorno de pulpa roja

con esplenitis hemorragica (Bazo; H-E x 400).

En yeyuno, en aquellos animales que murieron al principio de la etapa de muertes
espontaneas, se observd una enteritis con necrosis de las glandulas y vellosidades junto

a un intento regenerativo del fondo glandular (figura 14).

Figura 14. Enteritis con atrofia de las vellosidades, dilatacion del quilifero central,
infiltracion mononuclear de la ldmina propia e hiperplasia de la placa de Peyer

(Yeyuno; H-E x 40).
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Sin embargo, aquellos que murieron al final de la etapa de muertes espontaneas
presentaban enteritis fibrinonecrotica, infiltracion de la lamina propia y conservacion de

las vellosidades y glandulas (figura 15).

Figura 15. Enteritis fibrinonecrética con ausencia de vellosidades y capa de fibrina con

restos celulares (Yeyuno; H-E x 400).

1V.3.8. Necropsias programadas (final de experimento)

Entre los dias 31 y 35 de la experiencia no se produjeron muertes espontaneas, por
lo cual el dia 35 se sacrificaron los 30 animales restantes (13 del G-C y 17 del G-BAL).
El analisis histopatoldgico realizado a partir de estas necropsias mostrd que el 80% de
las hembras del G-C y el 77,8% de las hembras del G-BAL finalizaron el experimento
sin lesiones tipicas mientras que en los machos solo el 62,5 % del G-C y el 50% del G-

BAL no tenian lesiones tipicas (Tabla 8).
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V. DISCUSION

V. 1. Estudio “in vitro” de las BAL de origen bovino
V.1.1. Cuantificacion del crecimiento

Los resultados obtenidos y el modelo utilizado permitieron cuantificar las cepas
estudiadas. La capacidad de crecimiento de un microorganismo es una caracteristica que
adquiere mucha importancia cuando se lo debe producir a escala industrial. Aquellos
que son capaces de generar mayor cantidad de biomasa por unidad de tiempo y con
bajos requerimientos nutricionales son los que relinen ventajas competitivas frente a
otros porque podran obtenerse a un menor costo. Esta propiedad, al mismo tiempo,
resulta beneficiosa al incorporarlo al animal porque le permitira predominar sobre el

resto de la microbiota indigena.

V.1.2. Tolerancia a jugos gastricos simulados (JGS) y crecimiento en bilis

La tolerancia a los &cidos es una propiedad que cualquier cepa deberia poseer para
sobrevivir durante el pasaje gastrico y, de esa manera, arribar al intestino en mayor
ndmero y en mejores condiciones. Por este motivo, esta prueba constituye un
importante criterio de seleccién de las cepas probidticas (Charteris et al., 1998;
Salminen et al., 1998a).

Los componentes del alimento y los constituyentes no &cidos de la secrecion
gastrica podrian tener un efecto protector en la viabilidad de las cepas durante su
exposicion a las condiciones acidas del estomago, que no son tenidos en cuenta en la
prueba in vitro realizada. Esto hace atractivo que las cepas sean sometidas a pruebas in
vivo para evaluar su comportamiento en esas condiciones. Por otra parte, aunque la

tolerancia de las cepas a los acidos puede ser mejorada por algunos protectores naturales
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que estan presentes en los alimentos, resulta interesante conocer el comportamiento de
las cepas en una condicion extrema, es decir sin este tipo de protectores, porque la
tolerancia a la misma implica una mayor capacidad de los microorganismos para
sobrevivir.

La resistencia a la bilis es una caracteristica importante que permite a los
Lactobacillus spp sobrevivir y crecer en el tracto intestinal. Cuando se administran a los
terneros cepas con baja y alta tolerancia a la bilis, la cepa resistente causa mayor
incremento en el nimero de lactobacilli facultativos que la que posee menor tolerancia
(Nousiainen & Setdla, 1998). Esta prueba es indicativa de la capacidad de las cepas para
sobrevivir a la toxicidad que la bilis ejerce durante el pasaje a través del intestino
delgado, e incrementa el potencial de estos microorganismos para ser incorporados en la
dieta de los terneros.

Las tres cepas seleccionadas fueron resistentes a la bilis bovina y a los jugos
gastricos simulados, mostrando, ademas, una alta capacidad de sobrevida cuando fueron
expuestas a soluciones gastricas de pH tan bajo como 3. Este comportamiento in vitro
hace que el indculo sea interesante porque estaria demostrando su capacidad para
sobrevivir a las condiciones adversas del tracto gastrointestinal. Esta propiedad resulta
mas importante aln si se tiene en cuenta que el efecto se observo a partir de pruebas in
vitro, las cuales se realizaron sin contar con el efecto protector normal que brindan los
propios componentes del alimento que el animal ingiere, junto con el suplemento

probidtico, en condiciones in vivo.

V.1.3. Pruebas de hidrofobicidad, agregacion y coagregacion
Otra propiedad importante de los probioticos que debe ser evaluada es su capacidad
para permanecer y colonizar el tracto gastrointestinal (Casas et al., 1998; Salminen et
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al., 1998a). En los pasos iniciales de la adhesion microbiana existe una interaccion
hidrofobica entre la célula bacteriana y el sustrato de contacto (Kiely & Olson, 2000).
De todas formas, un valor bajo de hidrofobicidad no indica que la cepa tenga menores
posibilidades de adherirse al epitelio intestinal ya que los dominios hidrofilicos podrian
también estar implicados en el proceso de adhesion (Savage, 1992). Los mecanismos de
adhesion pueden requerir la participacion de distintos constituyentes de superficie que
interacttan de manera secuencial para vencer las fuerzas repulsivas (Gusils et al., 2002).
La capacidad de agregacion es una caracteristica que puede utilizarse para iniciar el
estudio de las interacciones microbianas. Hay una asociacion entre la habilidad de los
lactobacilos para adherirse al epitelio intestinal, la actividad de agregacion y la
hidrofobicidad de su superficie (Wadstrom et al., 1987).

Una de las cepas que integran el inoculo estudiado fue capaz de autoagregar, por lo
tanto, a pesar de no haber existido coagregacion frente a los patdgenos utilizados, ese
comportamiento la distingue frente a otras por su potencial actividad frente a
microorganismos patégenos formadores de biofilm.

Ademés, a pesar de que las cepas estudiadas mostraron una superficie celular
extremadamente hidrofilica, el indculo estudiado fue capaz de colonizar el tracto
intestinal de los ratones y permanecer en él sin afectar el consumo de alimentos de los

animales tratados (Frizzo et al., 2004b).

V.1.4. Sustancias antimicrobianas

La capacidad para producir sustancias con actividad antibacteriana es una propiedad
importante de los microorganismos probidticos (Ouwehand, 1998) porgue juega un rol
significativo en su habilidad para competir con la microbiota residente y modificarla
benéficamente.
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Las propiedades antagonicas que ocurren en el intestino entre los microorganismos
que lo pueblan pueden ocurrir por diversos motivos: ante el descenso del pH del lumen
a causa de la produccidon de &cidos organicos de cadena corta, al competir por nutrientes
especificos, al disminuir el potencia redox del ambiente intestinal y ante la produccion
de peréxido de hidrégeno y/o compuestos inhibitorios especificos como las
bacteriocinas (Salminen et al., 1998a; Dunne et al., 1999). Si las BAL probidticas son
metabolicamente activas durante su pasaje a través del intestino, es muy probable que se
produzcan algunas de estas sustancias (Ouwehand et al., 1999).

Una de las bacterias integrantes del in6culo, Pediococcus acidilactici DSPV 006T,
fue capaz de inhibir in vitro a microorganismos de los géneros Pseudomonas y
Enterococcus. Tomando en consideracion las condiciones de la prueba realizada para
determinar la actividad inhibitoria (neutralizacion y tratamiento térmico del
sobrenadante), podria descartarse el &cido lactico y el peréxido de hidrégeno como
sustancias responsables de la inhibicién. A pesar que la sustancia inhibidora producida
por la cepa indigena podria ser similar a una bacteriocina, resulta necesario realizar

otros ensayos para confirmar esta hipétesis.

V.2. Propiedades “in vivo” de BAL de origen bovino
V.2.1. Comportamiento del peso y la conversion alimenticia en ratones (Mus
musculus), colonizacion microbiana y evolucion de la microbiota

La evolucion de los pesos de los ratones de ambos grupos durante el periodo de
estudio mantuvo las caracteristicas habituales para esa etapa de crecimiento y desarrollo
de los animales. De acuerdo con lo observado en la figura 2, el aumento de peso fue

continuo durante la primera etapa del experimento y se fue estabilizando hacia el final

Discusion



Frizzo, L.S. (2007) 69

de la experiencia. Este comportamiento es el habitual en el periodo que va desde el
destete hasta que los animales alcanzan el peso de los adultos. Los aumentos de peso a
intervalos semanales fueron similares a los informados por Dubos & Schaedler (1960)
para ratones de cepa Swiss que también consumieron una dieta peleteada. Si bien no
resultaron significativas (P > 0,05) las diferencias entre los pesos de los grupos a lo
largo del estudio, la tendencia fue similar s6lo hasta el dia 10, momento a partir del cual
se observé que el aumento de peso del G-BAL fue mayor que el del G-C (figura 2). Esta
situacion, en la cual la diferencia entre el peso de ambos grupos no pudo ser
demostrada, podria estar relacionada con una dosis del indculo escasa, un tiempo de
administracion insuficiente o una duracion total del estudio menor al necesario para que
las distintas tendencias se diferencien estadisticamente.

La microbiota intestinal indigena del raton ha sido extensamente estudiada y es una
comunidad microbiolégica compleja que juega un importante rol en la nutricion y en la
salud (Marcotte & Lavoie, 1996; Rolfe, 2000; Isolauri et al., 2004). Es conocida como
una barrera efectiva contra los microorganismos patégenos y, dentro de ella, las
bacterias acido lacticas juegan un papel importante por tener efectos benéficos sobre el
hospedador (Tamura et al., 2002). La colonizacion microbiana del tracto gastrointestinal
de los ratones ocurre rapidamente luego del nacimiento.

Los anaerobios estrictos se convierten en los componentes predominantes de la flora
intestinal del raton alrededor del dia 16 de vida, mientras que otras especies bacterianas
alcanzan su nivel maximo mucho antes. Una vez que ellos se han establecido juegan un
importante rol en la ecologia intestinal, ejerciendo efectos profundos en las estructuras
anatomicas del intestino del raton, en sus funciones fisiologicas y en la microbiota. El

grupo anaerobico se mantiene en niveles extremadamente altos (11 log;o UFC/g de
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contenido cecal) y constantes en el intestino grueso y ciego durante la vida del animal,
formando parte de la flora autoctona (Lee et al., 1971). El valor antes mencionado esta
muy proximo al promedio obtenido en esta experiencia para la poblacion de anaerobios
totales (10,32 logip UFC/g), mientras que el promedio correspondiente a los recuentos
de los microorganismos aerobios totales fue menor (9,59 log;o UFC/g). Este predominio
de los anaerobios coincide con lo informado para ratones y otras especies animales
(Tannock, 1977; Benno et al., 1989; Tannock et al., 2000; Draksler et al., 2002) y es
debido a las condiciones favorables (potencial redox bajo) que ofrece el intestino para el
desarrollo de los mismos. Los anaerobios estrictos del intestino del raton desempefian
un papel importante en la fisiologia de este érgano y ademas controlan las poblaciones
de otros miembros de la microflora. Ellos también parecen mantener el control de varias
especies de bacterias intestinales interfiriendo en el crecimiento y la supervivencia de
las mismas, en particular de los coliformes (Lee et al., 1971). En ratones muy jovenes,
por ejemplo, las poblaciones de coliformes y enterococos persisten en niveles muy altos
hasta aproximadamente la segunda semana de vida, pero luego caen precipitadamente
cuando la poblacion de anaerobios estrictos alcanza su maximo. Ademas, parecen jugar
un papel importante y quizas esencial en el mantenimiento de las estructuras anatémicas
y las funciones fisioldgicas del intestino.

Los valores de Bifidobacterium spp. reportados en este estudio son inferiores a los
encontrados por Yoshioka et al. (2005) y Kuda et al. (2004) pero superiores a los
informados por Fukushima et al. (1999). Entre los componentes de la microbiota, se ha
sugerido que las bifidobacterias desempefian un importante papel en la formacion de

una barrera contra la colonizacion gastrointestinal de bacterias patdgenas. Ademas de
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las bifidobacterias, el género Lactobacillus spp tiene una funcion fundamental en el
“efecto barrera” contra los patégenos (Liévin et al., 2000).

En cuanto a la poblacion de Bacteroides spp esculina positivos (grupo de
Bacteroides fragilis) es de destacar que, durante toda la experiencia, los mismos se
encontraron en menor cantidad que los esculina negativos, los cuales mostraron valores
muy préximos a los reportados por Foo & Lee (1972), Tamura et al. (2002), Kuda et al.
(2004) y Yoshioka et al. (2005). En los mamiferos y las aves, los microorganismos del
género Bacteroides spp forman parte de una proporcion significativa de la microflora
total cultivable. Bacteroides spp. se encuentran en el tracto intestinal bajo, donde existe
una gran poblacion microbiana. Estos organismos crecen en partes no digeridas de
alimentos, células epiteliales muertas y mucina. Ademas, estan implicados en la
degradacion de polisacaridos complejos con la formacion de &cidos grasos volatiles y
proteina microbiana (Macy & Probst, 1979). Los hidratos de carbono utilizados por
especies de Bacteroides para su crecimiento dentro del ciego del raton podrian ser
extraidos de componentes alimenticios que no sufrieron los procesos digestivos del
hospedador y alcanzaron el intestino grueso (Tannock, 1977). El elevado numero en el
que se encuentran estos microorganismos sugiere que no son perjudiciales en estados
normales. Sin embargo, cuando las condiciones dentro del ciego o colon no son
completamente normales, los Bacteroides serian capaces de afectar al hospedador en
una manera no beneficiosa. Por ejemplo, Bacteroides spp. intestinales son capaces de
transferir la resistencia a antibioticos y convertir ciertos compuestos en cancerigenos
(Macy & Probst, 1979). Hay pruebas clinicas y experimentales que establecen el papel
de Bacteroides spp. como el patégeno oportunista anaerobio predominante, siendo

Bacteroides fragilis el integrante del género que con mayor frecuencia se ha recuperado
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a partir de material infeccioso y, lamentablemente, también el més resistente a agentes
antimicrobianos. Las especies del género Bacteroides pueden contribuir de dos maneras
al desarrollo de enfermedad: ellas mismas pueden estar implicadas en la enfermedad
como patégenos oportunistas, o pueden desarrollar un papel mas pasivo protegiendo a
patdgenos sensibles a los antibidticos o transfiriendo resistencia a bacterias patdgenas
convencionales (Macy & Probst, 1979). Teniendo en cuenta el nimero y la localizacion
en relacion a la superficie epitelial del intestino, Schaedler & Dubos (1962) han
sugerido que Bacteroides spp. es parte de la flora autéctona de los roedores.

El concepto de resistencia a la colonizacion establece que la flora anaerdbica
indigena limita la concentracion de la flora potencialmente patdégena (sobre todo
aerdbica) en el aparato digestivo. El dafio de la microbiota que proporciona resistencia a
la colonizacion puede estar indicado por un aumento de la concentracion de bacilos
aerobios gram negativos (principalmente E. coli), cocos aerobios gram positivos
(principalmente Enterococci) o levaduras en heces (Vollaard & Clasener, 1994).

La poblacion de levaduras fue la que mostré mayor estabilidad a lo largo de toda la
experiencia, siendo sus valores superiores a los reportados por Tannock et al. (2000)
para humanos y a los encontrados por Foo & Lee (1972) en ratones (4-5 logig UFC/g
heces). EI cambio en la microbiota intestinal, debido a componentes de pared de la
levadura (mananos) o a un efecto directo de la levadura viva, podria reducir bacterias
patégenas y metabolitos toxicos y, de esta forma, mejorar la salud del animal y la
performance de crecimiento. Por otra parte, la suplementacién con levadura viva ha
demostrado ser Util para mejorar la resistencia a enfermedades y la eficiencia productiva
(Cole et al., 1992), lo cual demuestra la utilidad potencial que puede tener este grupo

microbiano. Asi, la utilizacion de levaduras puede cambiar potencialmente la microbiota
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intestinal estimulando selectivamente el crecimiento de bacterias beneficiosas y
suprimiendo el crecimiento de bacterias patdgenas (van Heugten et al., 2003).

Los valores encontrados para el grupo coliformes resultaron idénticos a los
reportados por Dubos et al. (1965) y superiores a los encontrados por Foo & Lee
(1972). Poco después del nacimiento, el tracto gastrointestinal de los roedores es
colonizado con grandes nimeros de bacterias aerébicas que pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae (coliformes). A partir del 12% dfa de vida, el nimero de estos
microorganismos disminuye y los niveles minimos son alcanzados aproximadamente el
dia 21. Estos niveles se mantienen para el resto de la vida del animal a menos que los
individuos sufran estrés o se administre algun antibiético (Lee & Gemmell, 1972). Las
situaciones de estrés siempre conducen a la reduccion de la flora beneficiosa -bacterias
acido lacticas y bifidobacterias- y al incremento de coliformes (Schaedler & Dubos,
1962; Kociubinski, 1999). Hay una fuerte correlacion entre la caida en el nimero de
coliformes y el aumento de las bacterias anaerobias estrictas que rapidamente se
transforman en los miembros dominantes de la microbiota intestinal del animal adulto.

Por otra parte, los recuentos de enterococos fueron superiores a los informados por
Lee et al. (1971) y a los reportados por Foo & Lee (1972) y Diaz et al. (2004). Los
enterococos son bacterias anaerobias facultativas, gram positivas y ubicuas. Pueden
encontrarse en el suelo, las plantas, los productos lacteos y otros alimentos, y son parte
de la microflora normal del tracto gastrointestinal asi como de la materia fecal de los
vertebrados (Domig et al., 2003). Lee et al. (1971) encontraron que los enterococos
estaban presentes en el dia 2 (después del nacimiento), aumentaban en numero a lo
largo de los 10-12 dias siguientes alcanzando un pico de 10° UFC/g y disminuyendo

luego durante los 4 dias siguientes a un nivel de 10* UFC/g para mantenerse hasta el dia
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32. Los valores de Bacteroides spp. y enterococci informados en este estudio estdn muy
proximos entre si, en contraposicion a lo encontrado por Foo & Lee (1972) quienes
hallaron un alto nimero de Bacteroides spp. junto a un bajo nimero de Enterococci en
el ciego y materia fecal de los ratones.

Los valores encontrados para coliformes y enterococos se mantuvieron estables a lo
largo de la experiencia, situacion que difiere con lo observado por Lee et al. (1971),
quienes reportaron un descenso de los recuentos a lo largo del tiempo mientras los
anaerobios estrictos iban alcanzando sus niveles maximos.

De acuerdo con lo observado en la figura 3, los Lactobacillus spp. se mantuvieron
estables durante toda la experiencia en valores que coinciden con lo observado por
Dubos et al. (1965) en materia fecal y Lee et al. (1971) en contenido cecal. Por otra
parte, el numero de Lactobacillus spp. totales encontrados en el ID fue superior al
informado para recuentos efectuados en la misma porcion del tubo digestivo pero en
ratones libres de patdgenos especificos (Dubos et al., 1965; Schaedler et al., 1965;
Savage et al., 1968). En esos estudios Lactobacillus spp. mostré una menor carga en el
intestino delgado que en el intestino grueso (Dubos et al., 1965; Savage et al., 1968).

Tomando en cuenta que los animales utilizados tenian 21 dias de vida al inicio del
experimento y considerando que algunos de los géneros estudiados, como Lactobacillus
y Bacteroides, alcanzan su poblacion méaxima en el tubo digestivo entre los 12 y 15 dias
de vida (Schaedler et al., 1965; Dubos et al., 1965), resulta razonable pensar que la
microbiota encontrada en la materia fecal durante la experiencia ya estaba establecida
en el sistema digestivo y deberia presentar una limitada variabilidad mientras los

animales se mantuvieran sanos. El analisis de la microbiota mostré la presencia de
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géneros bacterianos que forman parte de la microbiota intestinal reconocida como
normal en el raton (Marcotte & Lavoie, 1996).

La microbiota intestinal se puede considerar como un sistema metabolicamente muy
activo que brinda proteccién frente a microorganismos patdégenos y provee un
importante estimulo de maduracion al sistema inmune. La interferencia con alguno de
los componentes de este ecosistema probablemente quiebre el equilibrio que mantienen
sus integrantes y afecte las funciones del sistema (Dubos et al., 1965). Una vez que las
cepas probidticas se han establecido en el ambiente intestinal es importante evaluar de
que forma sus actividades metabdlicas podrian afectar el ambiente intestinal a nivel
local (Fernandez et al., 2005). Los resultados mostraron que no existié un desbalance
entre los componentes microbianos; por lo tanto, es factible afirmar que el in6culo no
altero el equilibrio del ecosistema intestinal y, en particular, no ejercio efecto inhibitorio
sobre los integrantes de la microbiota previamente establecida. Aunque la resistencia a
la colonizacion pueda ser importante en la exclusion de organismos patdgenos del
intestino, esto puede tener un impacto negativo en la introduccion de cepas probioticas.
La consideracion mas importante para el mantenimiento de una microbiota
gastrointestinal sana es resistir los disturbios que alteran la estabilidad del ecosistema.
Mientras los probidticos ejercen sus efectos beneficiosos dentro del intestino, su
introduccion en el tracto gastrointestinal sano puede afectar la microbiota protectora ya
establecida (Plant et al., 2003). Los resultados muestran una interaccion entre la
microbiota indigena y el in6culo suministrado. La microbiota indigena del tracto
gastrointestinal afectd la colonizacion por parte del in6culo suministrado. Si bien el

indculo no produjo cambios detectables en la microbiota murina, ésta tuvo un fuerte

Discusion



Frizzo, L.S. (2007) 76

impacto en la cantidad de L. casei DSPV 318T, integrante del in6culo, modificando su
poblacion a lo largo del estudio.

La generacion de mutantes de L. casei DSPV 318T resistentes a rifampicina facilitd
la enumeracion de uno de los integrantes del in6culo y permitid diferenciarlo facilmente
de la microbiota indigena. La inoculacion continua durante 3 dias seguida de 4
administraciones en dias alternos resulté suficiente para alojar a L. casei DSPV 318T en
el ID y posibilitd la permanencia del mismo hasta 3 dias después de finalizada la
administracion. Los niveles de L. casei DSPV 318T en MF se encontraban un logaritmo
por debajo del valor alcanzado en el ID. Esto muestra la capacidad del sistema de
inoculacion en dias alternos para lograr la permanencia de este microorganismo en el
intestino. Esto puede estar relacionado con una mayor afinidad de L. casei DSPV 318T
por el intestino delgado debido a su habilidad para competir con la microbiota indigena
de esa porcion del tubo digestivo. Si bien la carga bacteriana alcanzada en ID resulta
aparentemente baja, podria ser suficiente para mantener algun efecto probidtico que
deberia ser estudiado. Estos resultados muestran la validez del procedimiento para
mantener a L. casei DSPV 318T en el intestino pero se hace necesario realizar nuevas
experiencias para poder determinar con precision cual es el intervalo maximo entre las
inoculaciones que permitan mantener una carga bacteriana razonable y hasta qué dia
post-inoculacion estan presentes los microorganismos en el tracto gastrointestinal.

La cantidad de L. casei DSPV 318T viables encontrados en la materia fecal es el
resultado de la cantidad inoculada que fue capaz de sobrevivir a las barreras bioldgicas,
el producto de su multiplicacion, la saturacion de los nichos de alojamiento y la
evacuacion debida a la dificultad encontrada para adherirse. Lactobacillus casei DSPV

318T fue capaz de sobrevivir en un nicho ecoldgico complejo, como es el tracto
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gastrointestinal de los ratones, y mantenerse viable a pesar de no estar siendo
administrado en forma continua. Esta caracteristica resulta importante para un
microorganismo con potencial probidtico (Rogelj et al., 2002). Por otra parte, la
capacidad del microorganismo estudiado para alojarse en el ID es interesante porque en
dicha region del sistema digestivo, ademas de desarrollarse los procesos de digestion y
absorcion de nutrientes, se alojan algunos drganos del sistema inmune que pueden ser
estimulados como parte de su potencial actividad probiotica.

Los resultados del experimento mostraron un efecto de colonizacion y permanencia
por parte de la bacteria en estudio. A pesar de no ser una cepa especifica de la especie
animal estudiada (heteréloga), en términos de ecosistemas, L. casei deberia ser

considerada al6ctona o de transito (Tannock et al., 2000).

V.2.2. Desafio experimental frente a Salmonella dublin DSPV595T en ratones (Mus
musculus)

Los géneros Lactobacillus spp y Pediococcus spp son componentes habituales de la
flora intestinal normal del hombre y de los animales (Raibaud, 1992; Smoragiewicz et
al., 1993; Garriga et al., 1998; Kurzak et al., 1998; Schneider et al., 2004) y fueron
identificados como responsables del control de las diarreas infantiles (Isolauri et al.,
1991), de la reduccion del numero de coliformes en el intestino de terneros (Ellinger et
al., 1978) y del control de los efectos de los gérmenes patégenos como Salmonella y
Escherichia coli (Collins & Carter, 1978; Underdahl et al., 1983). El indculo estudiado,
constituido por una mezcla de cepas, estuvo integrado por microorganismos de los

géneros Lactobacillus spp y Pediococcus spp.
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La capacidad de los microorganismos probioticos para inhibir o contrarrestar los
efectos negativos de los gérmenes patdgenos en animales vivos es una propiedad muy
estudiada (Casas et al., 1998; Salminen et al., 1998a). EI mayor porcentaje de sobrevida
de los ratones inoculados con las BAL alcanzado en esta experiencia esta demostrando
un efecto protector de las bacterias empleadas frente al efecto patégeno de la cepa de
Salmonella dublin utilizada. Un comportamiento similar fue observado en experiencias
realizadas en ratones inoculados con Lactobacillus acidophilus UFV-H2B20 (Moura et
al., 2001) y Enterococcus faecium (Maia et al., 2001) e infectados con Salmonella
typhimurium.

El tiempo transcurrido entre la primera muerte del G-C y la del G-BAL es un
indicador del grado de proteccion que brind6 el in6culo utilizado hasta que el efecto
patdgeno superé dicha barrera defensiva. En la experiencia con Lactobacillus
acidophilus UFV-H2B20 esa diferencia fue s6lo de 24 horas (Moura et al., 2001),
cuando se utilizé Enterococcus faecium fue de 48 horas (Maia et al., 2001) y para el
indculo de BAL empleado en este trabajo alcanz6 las 72 horas. Cuando se produjo la
muerte del primer individuo del G-BAL (dia 20 de la experiencia), la diferencia de
mortandad respecto del grupo control alcanzaba al 19%, cifra que se incrementé al 27%
el dia 23. Es decir, cuando se produce la segunda muerte del grupo de ratones tratados
con el inoculo de BAL ya habian muerto el 35 % de los ratones no tratados. Esta
diferencia entre los grupos muestra el efecto protector del indculo.

Si bien a partir del dia 20 del experimento el efecto protector de las BAL fue
superado por el efecto patdgeno de Salmonella dublin DSPV 595T (primera muerte en
el G-BAL), la mortandad de los animales tratados con dicho indculo result6 mas

moderada que la observada en el grupo control, en especial entre los dias 18 y 25 del
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experimento. Esto estaria relacionado con la persistencia del efecto protector del
indculo, el cual puede no ser suficiente para evitar las muertes pero si para retrasar su
aparicién. La duracion de dicho efecto representaria la disponibilidad de tiempo para
aplicar un tratamiento terapéutico antes que la mortalidad se desencadene en forma
brusca.

En los dos grupos estudiados (G-C y G-BAL) se produjo un importante nimero de
muertes que pone en evidencia el poder patdégeno de la cepa de S. dublin utilizada. La
diferencia entre los valores de sobrevivencia de ambos grupos al final del experimento
(18 %) fue significativa, lo cual resulta un indicador del efecto protector del in6culo
estudiado frente a la S. dublin. Partiendo de las observaciones antes comentadas, dicho
valor podria ser considerado como un nivel de base que seria mejorado si se utilizaran
otros tratamientos terapéuticos especificos asociados a la administracion preventiva del
probidtico, en especial partiendo de la disponibilidad de tiempo brindado por el efecto
protector del probiético.

Existe una gran variabilidad en la presentacion clinica de la salmonelosis en los
animales debida a una combinacion de diferentes factores que se relacionan con el
hospedador (edad, estado inmune y otras enfermedades intercurrentes), el agente
etiologico (serotipo, dosis y virulencia) y el ambiente (estrés, disponibilidad de
alimentos y agua, etc.) (McDonough et al.,, 1999). Los ratones utilizados en el
experimento poseian edades homogéneas y estaban sanos al comenzar la experiencia,
todos fueron sometidos a las mismas condiciones ambientales controladas, recibieron el
mismo manejo y alimentacion y fueron inoculados con la misma cepa patogena y con la
misma dosis. En estas condiciones controladas, S. dublin DSPV595T fue capaz de

inducir signos de enfermedad en todos los ratones del G-C, mientras que hubo ratones
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del G-BAL en los que no se detectaron signos durante el experimento (figura 6). Estos
individuos del G-BAL que no enfermaron, a pesar de haber estado en contacto directo
con el agente etiolégico, pueden haber desarrollado las defensas necesarias debido a la
influencia que el indculo tuvo sobre su sistema inmunoldgico. A esto se puede agregar
que aquellos individuos que mostraron signos de enfermedad recién los manifestaron a
las 96 horas post-administracion del patdégeno, es decir que comenzaron a enfermarse
maés tarde que los controles.

En el campo de la produccion animal, la importancia de los probi6ticos en cuanto a
su uso en la alimentacion de los animales se basa en las propiedades que se les
atribuyen para mejorar la eficiencia de conversion alimenticia y como promotores del
crecimiento (Dilworth & Day, 1978; Miles et al., 1981; Mordenti, 1986; Fuller, 1997).

Al relacionar la evolucion en la ingestion de alimentos del G-C frente a la aparicion
de animales enfermos resulté clara la coincidencia entre el pico de morbilidad y los
menores valores de consumo de alimentos. Esto estaria corroborando que la alteracion
de la salud, debida a la presencia del patdgeno, produjo menor ingestién de alimentos.
Por otra parte, el aumento del peso de los ratones resulto afectado en ambos grupos por
la presencia de S. dublin, pero este efecto negativo fue mucho més moderado en el G-
BAL y estuvo restringido solo a los primeros dias post-inoculacion del patogeno. La
mayor pérdida de peso evidenciada en los animales del G-C, relacionada con el
padecimiento de la enfermedad, estaria provocada por una combinacion de los efectos
de la menor ingestion y un menor aprovechamiento de los alimentos ingeridos.

El tratamiento previo con el in6culo de bacterias &cido lacticas estudiado brindd
proteccion a los ratones inoculados con S. dublin DSPV 595T, a pesar que ninguna de

las cepas fue capaz de inhibirla en forma individual en los ensayos in vitro.

Discusion



Frizzo, L.S. (2007) 81

Ante el efecto protector observado en los ratones y tomando en consideracion las
ventajas de utilizar cepas probidticas aisladas de un animal en la misma especie
(Havenaar et al., 1992), para aprovechar el efecto de especificidad de hospedador
(Fuller, 1997), resulta interesante realizar un estudio futuro similar en terneros. Los
nuevos trabajos deberian contemplar en su disefio la bdsqueda de los mecanismos

mediante los cuales estos agentes bioterapéuticos logran su efecto.

V.3. Necropsias

Tomando en consideracion la distribucion que tuvieron estas necropsias a lo largo
del tiempo (Tabla 4) y los resultados obtenidos, es posible realizar 3 consideraciones: en
primer lugar, al iniciar el experimento los animales se encontraban en similares
condiciones de salud; en segundo lugar, las bacterias que integraron el inéculo no
perjudicaron a los individuos del G-BAL (Frizzo et al., 2004a) y, por ultimo, durante el
tiempo transcurrido entre la inoculacion del patdgeno y la Gltima necropsia (4 dias) no
se desarrollaron lesiones tipicas.

Las lesiones observadas en los 6rganos y tejidos estudiados correspondieron a una
infeccion por Salmonella spp, lo cual esta confirmando que el agente patdégeno utilizado
actuo de forma similar a lo que ocurre en una infeccion natural.

El ingreso de Salmonella por via oral, la proliferacion en el intestino delgado y su
rapida penetracion en la lamina propia provoca edema, proliferacion de macréfagos,
reclutamiento de linfocitos y PMN con dilatacion del quilifero central de las
vellosidades. Esto genera una caida pronunciada de los enterocitos apicales y una
reaccion proliferativa en el fondo de las criptas (enteritis regenerativa). Este proceso se

descompensa rapidamente, provocando una atrofia y fusion de las vellosidades. La
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bacteria invade los nddulos linfaticos regionales con reclutamiento de macrdfagos y
PMN. Lo mismo acontece en las venas submucosas produciendo flebitis vy
tromboembolias. Los trastornos circulatorios llevan a una lesién irreversible apical de
las vellosidades con necrosis, hemorragias y exudacion de fibrina (enteritis
fibrinonecrotica). La diseminacion bacteriana por la via hemolinfatica provoca la etapa
de septicemia o bacteriemia transitoria con compromiso de los ganglios linfaticos
mesentéricos, el higado y el bazo (Jubb et al., 1988; Tizard, 1996; Robbins, 2000).

Los resultados mostraron una clara diferencia entre los sexos de los ratones para
resistir al efecto de la cepa de Salmonella cuando el in6culo fue suministrado. De los 4
lotes de ratones estudiados, el que mejor se desempefié frente al patdgeno fue el de las
hembras que recibieron el inéculo. Esto estaria relacionado con un mejor
comportamiento en la resolucion de la enfermedad por parte de las hembras frente a la
cepa patégena en la etapa avanzada de la enfermedad y podria estar indicando que a
igual dosificacion las hembras aprovechan mejor los efectos benéficos del indculo.
Salmonella dublin es un serotipo adaptado al hospedador (Brackelsberg et al., 1997)
que produce portadores y causa diarrea en areas endémicas y septicemia, neumonia,
fiebre y diarreas esporadicas en areas no endémicas (McDonough et al., 1999). Los

animales que finalizaron con lesiones podrian haber alcanzado el estado de portador.
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V1. CONCLUSIONES

En general, las cepas estudiadas mostraron un comportamiento a las pruebas in vitro
que las hace buenos exponentes para ser incorporados a la dieta de los terneros como un
indculo probidtico multiespecie. La produccion de una sustancia antimicrobiana por
parte de Pediococcus acidilactici DSPV 006T puede generar efectos benéficos durante
el trénsito intestinal que contribuyan al balance de la microflora. La capacidad de
autoagregacion de Lactobacillus salivarius DSPV 315T junto a la gran performance de
crecimiento y sobrevivencia a los jugos gastricos de Lactobacillus casei DSPV 318T
hacen que estas 3 cepas posean ventajas competitivas frente a las otras al momento en
que tengan que actuar en los animales. Las cepas pueden permanecer viables en un alto
namero durante el transito gastrico e intestinal y, de esta manera, complementar sus
efectos en forma sinérgica al expresar sus propiedades probidticas.

La administracion del indculo no produjo cambios en la actividad o la apariencia de
los ratones siendo esto un indicador del estado general de salud y de la ausencia de
efectos adversos. La cepa de Lactobacillus casei DSPV 318T estudiada fue capaz de
superar las barreras bioldgicas del tracto gastrointestinal y permanecié en el ID de los
ratones por un periodo de tiempo mas prolongado que la duracién del tratamiento. El
sistema de administracion inicial masiva, seguido de un suministro en dias alternos fue
efectivo para lograr que dicho microorganismo se aloje en el intestino. El indculo
utilizado no interfirié en el normal funcionamiento de la microbiota y resultdé inocuo
para el hospedador.

El efecto protector quedé demostrado por el mayor porcentaje de sobrevida de los
ratones tratados respecto de los controles, por el tiempo transcurrido entre la primera

muerte del grupo control y la del grupo inoculado luego de la infeccion con Salmonella
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dublin DSPV 595T y por la presencia de ratones inoculados con bacterias lacticas que
no enfermaron durante el experimento.

El tratamiento con el inéculo de bacterias acido lacticas brind6é proteccion a los
ratones inoculados con Salmonella dublin DSPV 595T en la etapa en la cual se
produjeron las muertes espontaneas. Las hembras resultaron mejor protegidas que los
machos. El estudio histopatoldgico permitié corroborar la inocuidad del indculo
utilizado y confirmé que las diferencias encontradas en la sobrevivencia entre lotes era

debida a una resistencia distinta de los ratones frente a la cepa patégena inoculada.
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