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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue contribuir al desarrollo social y econémico de los sistemas
productivos de animales de granja, a través de la produccion de herramientas sanitarias y
nutricionales que permitan garantizar la sustentabilidad de los modelos productivos y la inocuidad
de las materias primas generadas como primer eslabén de la cadena agroalimentaria. Para esto,
se realizé el desarrollo de una matriz transportadora del in6culo probiético Lactobacillus reuteri
DSPV002C destinados a cerdos en produccion primaria. En primer lugar, se evaluaron diferentes
materiales y métodos de secado para la elecciéon de la matriz transportadora. Esto nos permitié
seleccionar dos matrices conformadas por gelatina y almidén (G:A) con una concentracién final
de 7,5% p/v (G:A7,5) y 20% p/v (G:A20) de estos materiales. Luego se evalu6 el secado de dichas
matrices a temperatura ambiente, en estufa y en liofilizacion. La liofilizacion fue el método mas
eficiente para el secado obteniendo matrices con caracteristicas de estructura, color,
homogeneidad y manipulacién necesarias para ser utilizadas en cépsulas transportadoras de
microorganismos probiéticos. Una vez determinadas las matrices, L. reuteri DSPV 002C fue
incorporada a las mismas, en diferentes proporciones in6culo:matriz: 1:1; 2:1; 3:1: 5:1 y 9:1. Asu
vez, a estas mezclas se les incoporé permeado de suero (PS) o maltodextirna (M) como
crioprotectores y fueron dispuestas en moldes para formar las macrocapsulas. Finalmente, se
determind la viabilidad de las macrocapsulas, luego del secado por liofilizacién, obteniendo la
mayor cantidad de microorganismos probibticos viables en G:A7,5 y G:A20 utilizando la
proporciéon 9:1 y el PS como crioprotector. El siguiente paso fue evaluar la viabilidad de las
macrocapsulas en el tiempo en diferentes condiciones de almacenamiento considerando las
variables temperatura (congelacién, refrigeracion y temperatura ambiente) y atmdsfera (envadas
al vacio y sin vacio). La temperatura de almacenamiento que mantuvo més alta la viabilidad fue
la congelacion. Durante el almacenamiento en estas condiciones, las macrocapsulas G:A7,5PS
9:1 conservadas en vacio, fueron las que mantuvieron los mayores recuentos de bacterias viables
(9,3 Log UFC/céap) hasta los 210 d de almacenamiento. En condiciones de refrigeracion, estas
mismas macrocapsulas fueron las Unicas que mantuvieron la viabilidad del in6culo probidtico por
encima de la dosis minima recomendada (DMR= 108 UFC/d/animal) envasadas al vacio durante
210 d. A temperatura ambiente, el tiempo de almacenamiento para mantener la viabilidad por
encima de la DMR fue de 35 d para las macrocapsulas conservadas en vacio (G:A7,5PS 9:1;
G:A20PS 9:1) y sin vacio (G:A20PS 9:1; G:A7,5M 9:1). Luego se evalué la capacidad de
proteccion ejercida por la macrocépsula sobre el indculo encapsulado respecto del indculo libre

en condiciones gastrointestinales simuladas. La macrocapsula G:A7,5PS 9:1 fue capaz de
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proteger al in6culo L. reuteri DSPV002C, mostrando pérdidas de viabilidad de 0,58+0,09 Log
UFC/ml comparado con 1,56+0,16 Log UFC/mI obtenido en el cultivo libre luego de 6 h de
incubacién en dichas condiciones. La viabilidad bacteriana en las macrocapsulas incorporadas al
alimento peletizado de los cerdos, conservadas a temperatura ambiente, fue influenciada por el
alimento (marca comercial) y mejoré bajo condiciones de vacio. Por lo tanto, se determiné que la
cantidad de macrocapsulas que deben adicionarse para asegurar la llegada de la DMR a cada
animal, dependera del alimento, de las condiciones de almacenamiento y de la vida util del
producto. Finalmente se realiz6 un ensayo in-vivo para verificar la eficiencia del método de
conservacion y administracion del indculo en condiciones de granja. La administracién de L.
reuteri DSPV002C encapsulada durante 42 d, no modificé las poblaciones de BAL, E. col,
Campylobacter spp. y levaduras en materia fecal. No obstante, la cepa probiética fue recuperada
tanto desde las macrocapsulas como desde la materia fecal de los cerdos por lo que el método
de monitoreo de clones resistentes mediante LAMVABrif fue adecuado a nuestro proposito.
Aunque el tratamiento probi6tico no modificé los parametros sanguineos y de crecimiento en los
animales, aumento la relacion V/C en el duodeno de los cerdos del GP lo que podria ser explicado
por el efecto de la cepa inoculada y sus metabolitos &cidos que favorecen el desarrollo de las
vellosidades intestinales y asi mejoran la absorcion de nutrientes. Es probable que un efecto
probidtico mas marcado no haya sido observado en nuestro ensayo, debido a que el sacrificio de
los lechones fue realizado luego de 42 d. Seria interesante realizar otros ensayos en donde se
evalue el efecto in vivo en cerdos bajo condiciones de estrés o experimentalmente infectados por

patdégenos para poder evaluar el potencial del probiético bajo esas circunstancias.

Palabras claves: macrocapsulas — probiéticos — porcinos.
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ABSTRACT

The aim of this work was to contribute to social and economic development of productive systems
of farm animals, through the production of sanitary and nutritional tools that guarantee the
sustainability of the productive models and the safety of the raw materials generated as the first
link in the agri-food chain. For this, the development of a transporter matrix of the probiotic
inoculum Lactobacillus reuteri DSPV002C for pigs in primary production was carried out. First,
different materials and drying methods were evaluated for the conformation of the transporter
matrix. This allowed us to select two potential matrices consisting of gelatin + starch (G:A) with a
final concentration of 7,5% (G:A7,5%) w/v and 20% (G:A20%) w/v of these materials. The drying
of the matrices at room temperature in a stove and in lyophilization was evaluated. Lyophilization
was the most efficient method for drying, obtaining matrices with characteristics of structure, color,
homogeneity and handling necessary to be used in capsules to transport probiotic
microorganisms. Once the matrices were determined, L. reuteri DSPV 002C in different
inoculum:matrix ratios, 1:1; 2:1; 3:1; 5:1 and 9:1, was incorporated. These mixtures were
incorporated with whey permeate (PS) or maltodextrin (M) as cryoprotectants and were arranged
in molds to form the macrocapsules. Finally, the bacterial viability into macrocapsules was
determined after drying by lyophilization, obtaining the greatest amount of viable probiotic
microorganisms in G:A7,5 and G:A20 using the 9:1 ratio and PS as a cryoprotectant. The next
step was the evaluation of the viability of the macrocapsules over time in different storage
conditions considering the variables temperature (freezing, cooling and ambient temperature) and
atmosphere (vacuum packed and without vacuum). The storage temperature that kept the viability
higher was freezing. During storage under these conditions, the G:A7,5PS 9:1 macrocapsules
stored in a vacuum were the ones that maintained the highest counts of viable bacteria (9.3 Log
UFC/cép) until 210 d of storage. Under refrigeration conditions, these same macrocapsules were
the only ones that maintained the viability of the probiotic inoculum above the minimum
recommended dose (DMR = 108 UFC/d/ animal) vacuum packed for 210 d. At room temperature,
the storage time to maintain viability above the DMR was 35 d for the macrocapsules stored in
vacuum (G:A7,5PS 9:1; G:A20PS 9:1) and without vacuum (G:A20PS 9:1; G:A7,5M 9:1). The
protective capacity exerted by the macrocapsule on the encapsulated inoculum was then
evaluated against free inoculum under simulated gastrointestinal conditions. The G:A7,5PS 9:1
macrocapsule was able to protect the inoculum L. reuteri DSPV002C, showing viability losses of
0,58+0,09 Log UFC/ml compared with 1,56+0,16 Log UFC/mI obtained in the free culture after 6

h of incubation under said conditions. The bacterial viability in the macrocapsules incorporated
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into the pelleted feed of the pigs, stored at room temperature, was influenced by the feed
(commercial brand) and improved under vacuum conditions. Therefore, it was determined that the
amount of macrocapsules that should be added to ensure the arrival of minimum recommended
dose to each animal, will depend on the food, the storage conditions and the shelf life of the
product. Finally, an in vivo test was carried out to verify the efficiency of the conservation method
and administration of the inoculum under farm conditions. The administration of L. reuteri
DSPV002C encapsulated for 42 d, did not modify the populations of BAL, E. coli, Campylobacter
spp. and yeasts in fecal matter. However, the probiotic strain was recovered both from the
macrocapsules and from the fecal matter of the pigs, so the method of monitoring resistant clones
using LAMVABrif was adequate for our purpose. Although the probiotic treatment did not change
the blood and growth parameters in the animals, the V/C ratio in the duodenum of the pigs of the
GP increased, which could be explained by the effect of the inoculated strain and its acidic
metabolites that benefits the development of the intestinal villi and thus improve the absorption of
nutrients. It is likely that a more marked probiotic effect was not observed in our trial, because the
piglets were slaughtered after 42 d. It would be interesting to carry out other studies where the
effect is evaluated in pigs under stress conditions or experimentally infected by pathogens in order
to evaluate the probiotic's potential under those circumstances.

Keywords: macrocapsules - probiotics - swines.
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1. Introduccion
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1.1. Produccion de carne porcina y sistemas productivos

A nivel mundial, la produccion porcina pronosticaba un crecimiento del 1% para 2019, llegando a
114,6 millones de toneladas, con una expansion continua en China y Estados Unidos. Las
exportaciones mundiales también pronosticaban un aumento del 3% en 2019, impulsada por la
demanda mundial, con la Unién Europea como principal exportador. Para América Latina, la
demanda se fortaleceria debido a los precios favorables y las preferencias por el aumento en el
consumo de cerdo per capita (USDA/FAS, 2018). Sin embargo, la realidad mostré una reduccién
del 4% en la produccién global en la primera mitad del 2019, impulsada principalmente por la
fuerte reduccién en la produccion de China. La aparicion de brotes de peste porcina africana
(PPA) redujo sustancialmente el nimero de rebafios (USDA/FAS, 2019). Fuera de China, la
produccion crecid6 moderadamente, con un aumento del 4% en Estados Unidos y 6% en Brasil.
Con este panorama, se pronostica que la produccién mundial disminuira un 10% en 2020 debido
al impacto de la PPA en los rebanos porcinos en varios de los principales paises asiaticos
productores. La mayor parte de la reducciéon en la produccion mundial se debera a una
disminucion del 25% en la produccion de carne de cerdo en China. La mayoria de los principales
exportadores de carne de cerdo aumentaran la produccion en 2020 debido al aumento de la
demanda mundial de importaciones. La produccién ha aumentado con fuerza en los Estados
Unidos (4%) y Brasil (5%). Se pronostica que las exportaciones mundiales seran 10% mas altas.
En China, se pronostican un 35% de aumento en las importaciones y representan el 35% de las
importaciones mundiales de carne de cerdo (USDA/FAS, 2019).

Argentina ha tenido un sostenido aumento en la produccion y consumo de carne porcina. Segun
datos del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA/FAS 2018), en el afio 2018
Argentina ocup6 el puesto nimero 13 de productores y consumidores a nivel mundial, con una
participacién aproximada del 0,5% del total. En el pais, de acuerdo a cifras aportadas por la
Secretaria de Agroindustria del Ministerio de Produccién y Trabajo de la Nacion (MAGYP, 2018),
en los ultimos 10 anos se duplico el nUmero de cabezas faenadas pasando de 3.153.829 cabezas
en el afno 2008 a 6.778.976 en el afio 2018 (Tabla 1). Esto se vio reflejado en un aumento del
consumo per capita de 7,62 kg/hab/ano a 14,84 kg/hab/afio en esos mismos anos, asi como
también un crecimiento de la exportacion de 3.638 T a 23.228 T en el mismo periodo. El consumo

argentino de carne porcina ha aumentado en promedio un 10% anual durante los ultimos 5 anos.
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Tabla 1. Indicadores de produccion porcina en Argentina.

CONSUMO PER

ARO FAE:QQGZSS'I;AL Pﬁ'(?gg_CRCJSN IMPOR‘I('%CIONES EXPOR'I('_{-_\)CIONES COI\I(%UMO (Kgﬁ':,tl)./rapr%o)
2008 | 3.153.829 274.246 35.058 3.638 305.157 7,62
2009 | 3.339.759 288.853 35.856 5.287 319.422 7,96
2010 | 3.234.133 279.102 48.080 3.903 323.279 8,06
2011 3.433.378 300.663 54.973 5.377 350.370 8,64
2012 | 3.818.758 331.000 30.604 6.968 354.636 8,56
2013 | 4.805.499 416.442 16.794 6.430 426.806 10,40
2014 | 5.110.083 442.025 8.929 7.568 443.386 10,65
2015 | 5.523.715 484.199 12.279 8.316 487.323 11,43
2016 | 5.986.561 522.428 29.743 11.904 541.938 12,72
2017 | 6.425.216 566.176 38.405 15.780 610.423 14,05
2018 | 6.778.976 620.549 44.623 23.228 660.512 14,84

(Fuente: SENASA, 2018). T. Eqg. Res: toneladas equivalente res.

Existe un incremento sostenido en la produccién para cubrir la creciente demanda del mercado,
lo que conlleva a la intensificacion de los sistemas productivos. Esta crianza intensiva, implica el
uso de dietas, instalaciones o practicas de manejo que generan estresores fisioldgicos y
psicoldgicos en los animales, que afectan el equilibrio intestinal negativamente (Moeser et al.,
2007).

El destete es uno de los momentos mas estresantes que encuentran los animales en los sistemas
productivos porcinos (Whittemore y Green, 2006). Ademas, otros factores que generan estrés en
los sistemas productivos intensivos son: el hacinamiento, las instalaciones, la competencia por
comida, la separacion temprana de las madres y de la camada, el establecimiento de una
jerarquia social con lechones de otra camada, cambios de ambiente, cambios abruptos en la dieta
a una alimentacion artificial y el transporte (Forbes, 1995). Estos factores dificultan la colonizacion
del intestino por una microbiota benéfica y facilitan la actividad de microorganismos patégenos
(Rosmini et al., 2004). La incidencia de enfermedades intestinales es especialmente alta en los
sistemas de crianza intensiva, donde la exposicion a patégenos aumenta debido al confinamiento
de grandes cantidades de animales en areas pequenas (Frizzo et al., 2011; Signorini et al., 2012).
Todo ello trae aparejado consecuencias sobre la salud del animal, disminuyendo la rentabilidad

de las granjas y favoreciendo la transmision de enfermedades a los humanos.
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1.2. Utilizacion de antimicrobianos y resistencia

Para evitar los efectos perjudiciales de los desérdenes sobre el equilibrio microbiolégico de los
animales, se han utilizado alimentos suplementados con antimicrobianos (ATM) para controlar
los microorganismos patégenos. El uso de ATM ha sido implementado en la industria porcina por
mas de 50 afos y la practica de su utilizacién como promotores de crecimiento, es una parte
integral de las estrategias productivas (Close, 2000). La eficacia de los ATM para mejorar la tasa
de crecimiento, aumentar la utilizacién del alimento y reducir la mortalidad y la morbilidad por
enfermedad clinica esta altamente demostrada (Cromwell, 2002). En general, es aceptado que
los efectos beneficiosos de los ATM como promotores del crecimiento en los cerdos, son por la
supresion de algunas bacterias patdégenas dentro del tracto gastrointestinal (TGl) de los animales,
por alteracion de la microbiota intestinal hacia una poblacién que mejora los procesos digestivos
con una mejor utilizacién de alimentos y de los procesos metabdlicos, aunque los mecanismos
exactos a través de los cuales influyen en el rendimiento del cerdo no han sido completamente
entendidos (Doyle, 2001).

Si bien el uso de ATM tiene un impacto positivo en el rendimiento de los cerdos, el uso continuado
de los mismos en alimentos para animales puede provocar el desarrollo de cepas bacterianas
resistentes alos ATM y problemas de residuos de ATM en productos animales (Bager et al., 2000;
Gallois et al., 2009), si no se han respetado los tiempos de espera. Entre las bacterias que
generan resistencia, pueden encontrarse bacterias patégenas no solo de animales sino también
de humanos (Van der Fels-Klerx et al., 2011), o patégenas para ambos. Estas cepas resistentes
pueden transferirse a los humanos, lo que puede afectar la efectividad de ciertos ATM cuando se
les da un uso clinico, en el tratamiento de enfermedades humanas (Bager et al. 2000; Carroll
2003).

Muchos estudios han demostrado la existencia de infeccién en humanos por bacterias resistentes
provenientes de animales (Nhung et al., 2016). La diseminacion de microorganismos resistentes
a ATM a través de la cadena agroalimentaria, asi como la presencia de residuos en los alimentos,
ha desatado la presién de consumidores y entes reguladores para que el sector de la produccion
de alimentos reduzca o elimine la utilizacién de los antimicrobianos. Muchos paises han prohibido
o estan prohibiendo la inclusién de ATM en las dietas porcinas como un medio habitual de
promocién del crecimiento de los animales (Thacker, 2013). Tal es el caso de la Unién Europea,
que prohibié el uso de ATM en los alimentos para cerdos en el afio 2006 (Kreuzer et al., 2014).
Para Argentina, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) dio de baja

los registros y certificados de uso y la comercializacion de alimentos destinados a animales con
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ATM, antiparasitarios y coccidiostaticos (resolucion SENASA 594/2015). Sin embargo, la
interrupcién del uso de ATM como promotores del crecimiento puede reducir el rendimiento de la
granja y aumentar el uso terapéutico de ATM porque las enfermedades entéricas en particular
son dificiles de controlar en estos sistemas intensivos sin el uso de ATM en los alimentos
(Casewell et al. 2003).

Los efectos beneficiosos de los promotores del crecimiento son importantes en la dieta de los
lechones destetados, es por eso que los efectos adversos de su eliminacién, son mayores en
esta categoria (Kjeldsen, 2002). Por esta razdn es necesaria la busqueda de alternativas al uso
de los ATM como promotores del crecimiento. En las Ultimas décadas se han realizado una gran
cantidad de investigaciones centradas en el desarrollo de alternativas al uso de los ATM para
mantener la salud y el rendimiento de los cerdos (Thacker, 2013) y otros animales de abasto
(Verstegen y Williams, 2002; Huyghebaert et al., 2011).

1.3. Implementacion de probiéticos como alternativa al uso de antimicrobianos en
animales de abasto

Una alternativa al uso de los antimicrobianos es la implementacidn de probibticos; estos pueden
ayudar a mejorar el balance intestinal y, por lo tanto, la defensa natural del animal contra los
patégenos, lo cual se ve reflejado en una mayor rentabilidad de las granjas (Lee et al., 2014).

La definicién de probidtico segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAO) y la Organizacion mundial de la salud (WHO) es: "microorganismos vivos
que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del

huésped" (Bajagai et al., 2016).

El término probidtico, es de naturaleza genérica e incluye a levaduras, bacterias o la combinacion
de éstas, que actuan para manipular el ambiente gastrointestinal y mejorar la salud del huésped
(Kabir, 2009). Cuando se habla de “cantidades adecuadas”, no hay un consenso sobre el nivel
minimo para la funcionalidad propuesta (Champagne et al., 2005). En un trabajo de Vinderola et
al. (2000), se cita que un producto lacteo debe contener al menos 106 UFC/ml de bacterias
probidticas en el momento de ser consumido y el consumo debe ser superior a 100 g/d. Ashraf
and Shah (2011) citan también una dosis de 10 UFC/g o ml, suponiendo un consumo de 100 g
o ml diarios de alimentos procesados. Esto resulta en que una dosis minima recomendada (DMR)
de 108 UFC/d seria adecuada para conferir los efectos benéficos (Jafari et al., 2017). Kechagia et
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al. (2013) citan una dosis de 108 a 10° UFC/d para que el efecto probidtico sea generado en el

consumidor.

Para que los microorganismos sean considerados como probioticos, deben ser de caracter
Generally Regarded as Safe (GRAS) es decir reconocidos como seguros para la salud (Kothari
et al., 2019) y debe haber evidencia cientifica que demuestre los efectos beneficiosos sobre la

salud del huésped (Guarner et al., 2010).

Existen diferentes clasificaciones de probioéticos, segun la FAO (Bajagai et al, 2016); se
reconocen probidticos bacterianos (Lactobacillus, Bifidobacterias, Bacillus) y no bacterianos
(Aspergyllus, Saccharomyces); formadores de esporas (Bacillus) y no formadores de esporas
(Lactobacillus); multiespecie (conformado por multiples especies microbianas) y especies
individuales (conformado por una especie); multicepa (integrado por mas de una cepa
microbiana) y monocepa (integrado por una sola cepa microbiana); aléctonos, cuando no son

habitantes normales del TGl del animal y autéctonos cuando si lo son.

La definicidn de probiodtico también indica que “confiere un beneficio para la salud del huésped”.
Reid (2016) dice que no hay una respuesta simple para explicar el mecanismo de accion de los
probioticos dada la variedad de cepas y formulaciones existentes. Este autor cita por ejemplo a
L. reuteri SD2112 (ATCC 55730) y L. reuteri RC-14, las cuales son genética y funcionalmente
diferentes y tienen mecanismos de accion también diferentes; una cepa es productora de una
bacteriocina y la otra es productora de un biosurfactante. Sin embargo, hay mecanismos de
accion comunes que pueden ser aplicados al general de los probiéticos.

Uno de los mecanismos de accién de los probiéticos es la exclusion competitiva de patégenos,
en la cual una especie compite por los sitios receptores en el TGl frente a otras especies
(Bermudez-Brito et al., 2012). Esta exclusién puede ser generada por la reducciéon del pH luminal,
qgue genera un ambiente fisiolégicamente restrictivo para el crecimiento de otros microorganismos
y/o también a través de la competencia por nutrientes y produccion de bacteriocinas o sustancias
similares (Collado et al, 2010). Han sido descriptas varias bacteriocinas producidas por
Lactobacillus spp. (Klaenhammer, 1988), algunas inhiben bacterias Gram-positivas, otras inhiben
Gram-positivas y negativas, asi como también levaduras y mohos (Nemcova, 1997). Los
probiéticos pueden actuar mediante actividad enzimatica, es decir produccion de enzimas con
efectos benéficos. Los lactobacilos y las bifidobacterias presentan una variada actividad
enzimatica, con B-galactosidasa como la mas tipica (Plaza-Diaz et al., 2019). La actividad

enzimatica contribuye a un mejor aprovechamiento de nutrientes, asi como también a la
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eliminacién de compuestos nocivos para el organismo. Otro mecanismo de accion es a través de
la produccién de acidos grasos de cadena corta. En modelos animales con lesién de mucosas,
la administracién de probiéticos se asocié a un aumento del lactato fecal, acetato, propionato y
butirato, con atenuacion de lesién en las mucosas (Trindade et al., 2018). Pueden influir también
en las interacciones entre las células de la mucosa mediante la mejora de la funcién de barrera
intestinal a través de la modulacion de la fosforilacién proteica del citoesqueleto y de las uniones
estrechas (Ng et al., 2009). La administracion de probiéticos también puede favorecer la
modulacion de la microbiota intestinal modificando las poblaciones de microorganismos (Frizzo
etal., 2011; Soto et al., 2014; Wang et al., 2012; Pajarillo et al., 2015). Otro mecanismo de accion
de los probiéticos es mediante la modulacién del sistema inmune. Las bacterias probiéticas
interactiian con las células epiteliales, dendriticas, monocitos/macréfagos y linfocitos a través de
la produccién de moléculas con funciones inmunomoduladoras y antinflamatorias (D'amelio et al.,
2017). El efecto de la administracion de probiéticos sobre el sistema inmune es complejo. Halloran
y Underwood (2019) indicaron que concluir que los probidticos tienen un efecto supresor uniforme
sobre el sistema inmune es demasiado simplista, ya que pueden actuar disminuyendo la

respuesta inmune, y/o estimulando determinadas lineas celulares.

Valeriano et al. (2017) en su revision, citan los principales beneficios de la utilizacion de
Lactobacillus spp. en la crianza de cerdos. Entre éstos se mencionan el incremento en la ganancia
de peso y la eficiencia de conversion, la reduccién de coliformes fecales, la mejora en la
performance de crecimiento luego del destete, las mejoras en la resistencia a la infeccion frente
a diversos patogenos (E. coli, Salmonella spp.), la reduccién de la incidencia de diarrea, la mejora
en la digestibilidad, la mejor calidad de carnes y carcasas, la modulacion de la respuesta inmune

y las mejoras en la morfologia intestinal, entre otros efectos.

1.4. Uso de probioticos en cerdos

La implementacién de probiéticos en produccion porcina se da en todas las fases productivas. Se
utilizan para mejorar el rendimiento, evitar enfermedades (principalmente intestinales), aumentar
la calidad de los productos y para reducir la contaminacion ambiental (Barba-Vidal et al., 2019).
En produccion porcina, muchos de los estudios realizados han demostrado que la administracién
de probiéticos mejoré la ganancia diaria de peso, la ingesta diaria de alimento y la conversion

alimenticia de los cerdos (Liao y Nyachoti, 2017).
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Muchos estudios han utilizado probiéticos en sistemas productivos porcinos. Bogere et al. (2019)
citan los principales géneros de microorganismos comunmente utilizados en nutricion porcina,
con las especies mas utilizadas; Lactobacillus spp. (L. plantarum, L. fermentum, L. casei, L.
acidophilus, L. brevi, L. salivarius, L. reuteri), Bacillus spp. (B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus),
Bifidobacterium spp. (B. longus, B. animalis, B. lactis), Escherichia coli (cepa Nissle 1917);
Enterococcus faeciumy Saccharomyces (S. cerevisiae var. Boulardii).

En un meta-andlisis realizado por nuestro equipo (Zimmermann et al., 2016) para evaluar el efecto
probidtico sobre la performance de crecimiento en cerdos, tomamos la ganancia diaria de peso
(GDP) y la eficiencia de conversion (EC) como indicadores. Se incluyeron 32 estudios sobre la
GDP y 29 estudios para la EC. De acuerdo con nuestro metanalisis, la suplementaciéon con
probidticos tuvo un efecto beneficioso sobre la GDP (29,939 g/d mas en grupos suplementados
con probidticos) y sobre la EC (96 g menos de alimento consumido / kg de aumento de peso).

El andlisis de la GDP incluy6 un total de 67 experimentos, con 38 realizados antes del 2010 y los
restantes 29 después del 2010. La GDP de los cerdos tratados con probiéticos y control fueron
432,89 g/d (DE=204,75) y 404,27 g/d (DE=202,32) respectivamente. La utilizacion de probibticos
con preparados mono-cepa y multi-cepa mejoraron en ambos casos la GDP. Teniendo en cuenta
las especies probidticos utilizadas, se encontraron mejoras en la GDP con la utilizacion de
Bacillus spp., Enterococcus spp., Lactobacillus spp. y Saccharomyces spp., mientras que la
utilizaciéon de Bifidobacterium spp., no indujo un efecto positivo sobre la GDP. Considerando el
método de administracion, se encontraron resultados positivos cuando el probiético se incluia en
el agua de bebida y también con el alimento, mientras que si se incluia en sustituto lacteo no se
encontraron diferencias. Con respecto al periodo de administracién, se encontraron mejoras en
la GDP cuando se suplementaba con probioticos desde el destete hasta los 18 kg y en cerdos en
recria con mas de 50 kg. Por otra parte, durante la lactacion y en el periodo de crecimiento (18 a
50 kg) no hubo mejoras en la GDP. Teniendo en cuenta las caracteristicas de produccién de
diferentes razas o cruzas de cerdos, el efecto probidtico sobre la GDP solo se pudo observar
cuando se utilizaron razas maternas (por ejemplo, Chester White, Landrace, Yorkshire) y cruzas
de razas prolificas y de rapido crecimiento (por ejemplo, Berkshire, Duroc). El efecto benéfico se
observo también en la crianza en todos los tipos de pisos evaluados (concreto, plastico, acero),
a ambos rangos de temperaturas (22 - 25 °C; 25 - 31 °C) y en diferentes densidades de animales
(0,1 — 0,7 cerdos/m?; >0,7 cerdos/m?) evaluadas.

Para el caso de la EC, se incluyeron en el analisis 60 experimentos, de los cuales 26 fueron

realizados antes del 2010 y los 34 restantes después del 2010. La EC también fue mejor en los
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animales tratados con probidticos en comparacién a los controles. La EC de los cerdos tratados
con probidticos y control fueron 1,98 kg de alimento/kg de peso corporal (DE = 0,56 kg de
alimento/kg de peso corporal) y 2,11 kg de alimento/kg de peso corporal (DE = 0,60 kg de
alimento/kg de peso corporal), respectivamente. El efecto probiético se encontr6 en los estudios
que usaron probiéticos tanto mono-cepa como multi-cepa. Teniendo en cuenta las especies de
probioticos utilizadas, se encontr6 mejoras en la EC con la utilizaciéon de Bacillus spp.,
Enterococcus spp., Lactobacillus spp. y Saccharomyces spp., mientras que la utilizacion de
Bifidobacterium spp., no indujo un efecto positivo sobre la EC. Teniendo en cuenta el periodo de
administracién, se encontré un efecto positivo sobre la EC, en la suplementacién desde el destete
hasta la terminacion de los cerdos, mientras que la administracion durante la lactancia, no mostré
un efecto positivo considerando los estudios incluidos. Con respecto a las caracteristicas de
produccion de diferentes razas o cruzas de cerdos, el efecto probiético sobre la EC solo se pudo
observar cuando se incluyeron en experimentos razas maternas y cruzas de razas maternas con
razas paternas terminales. El efecto benéfico se observd también en la crianza en diferentes
temperaturas (22 - 25 °C; 25 - 31 °C) y con diferentes densidades de animales (0,1 — 0,7
cerdos/m?; >0,7 cerdos/m?).

El nimero de cerdos es un factor limitante en muchos experimentos, que puede impactar
directamente en la variabilidad de los resultados. El nUmero de animales incluidos en un estudio,
afecta la probabilidad de encontrar diferencias significativas cuando realmente hay un impacto
por probidticos. En nuestro meta-analisis, el efecto probiético fue evidente, independientemente
el numero de animales tanto para la GDP como para la EC.

La utilizacidén de probidticos mono-cepa o multi-cepa es otro factor importante. La actividad de los
microorganismos probioticos puede variar y por ello la funcionalidad de un in6culo probidtico de
multiples cepas podria ser mas eficaz y consistente que un inéculo mono-cepa (Timmerman et
al., 2005). Una de las ventajas de un inéculo de multiples cepas es la posibilidad de efectos
complementarios de sus propiedades probiéticas. Sanders y Huisin't Veld (1999) sugirieron que
los efectos de los probiéticos sobre la salud son especificos de géneros, especies y cepas, y
propusieron que los probibticos multi-cepa y multi-especies podrian ser mas efectivos que los
probidticos mono-cepa. Sin embargo, los cerdos involucrados en nuestro estudio que recibieron
probiéticos mono-cepa o multi-cepa tuvieron un rendimiento similar para ambas variables

analizadas.

Algunos de los principales usos de probidticos en los sistemas productivos porcinos son:

aumentar el consumo de alimento en las cerdas durante los Ultimos periodos de prefiez,
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(Hayakawa et al., 2016; Jeong et al., 2015; Kritas et al., 2015), para la mejora del tamafo de las
camadas, (Apic et al., 2014; Baker et al., 2013; Jeong et al., 2015), para mejorar la condicion
corporal hacia el final de la lactacién (Bohmer et al., 2006; Kritas et al., 2015) y para la reduccion
de patdgenos intestinales en las cerdas y los lechones (Baker et al., 2013; Kritas et al., 2015). En
los cerdos de engorde, la implementacion de probioéticos se ha realizado para mejorar la calidad
de la carne y mejorar la digestibilidad (Cernauskiené et al., 2011; Chen et al., 2006; Giang et al.,
2011) asi como también para mejorar la ganancia de peso (Davis et al., 2008; Gebru et al., 2010;
Meng et al., 2010). Los lechones son la categoria de animales en la cual mas se utilizan los
probiéticos. Se han empleado para modular la microbiota (Scharek-Tedin et al., 2015; Upadhaya
etal., 2017; Ahmed et al., 2014), para proteccion contra patégenos (Upadhaya et al., 2017; Yang
et al., 2016), modulacion de la inmunidad (Nagid et al., 2015; Zhang et al., 2016), mejorar
parametros productivos y conversion alimenticia (Hayakawa et al., 2016; Konstantinov et al.,
2008).

Para que un animal crezca y no enferme, es necesario un intestino sano, que pueda utilizar los
nutrientes de la dieta de manera eficiente para un mejor rendimiento productivo. Con un intestino
sano, el animal puede tener una mejor digestion y absorcién de nutrientes (Willing et al., 2012).
Ademas de su funcion digestiva, el TGl contribuye a la funcion inmune del animal, ya que el
intestino es una linea de defensa contra patégenos del entorno. (Veizaj-Delia y Pirushi, 2012).
Las primeras semanas de vida de los animales, son criticas debido al incompleto desarrollo del
intestino y del sistema inmunoldgico, siendo susceptible al estrés y a la invasién por
microorganismos patdgenos (Levast et al., 2014). El proceso de destete, mas precisamente el
cambio de alimento liquido a sélido, causa una dramatica desorganizacion en la composicion de
la microbiota intestinal. La suplementacién probitdtica en esta etapa del lech6n favorece un
desarrollo temprano y controlado de la microbiota, lo que reduce los efectos adversos del destete
sobre la performance de crecimiento (Lee et al., 2014).

1.5. Métodos de administracion y encapsulacion de probioticos

La forma de administracién de probidticos podria ser un factor que afecte la performance de
crecimiento. En nuestro meta-analisis, los probi6ticos demostraron tener efecto positivo sobre la
GDP cuando fueron incluidos en la alimentacion y en el agua. Sin embargo, no se demostré que
la adicion al sustituto lacteo tenga un impacto positivo. Con respecto a la administracion de
probidticos en el agua potable, generalmente se informa que produce un aumento menor en la

GDP en comparacion con su administracion a través de la alimentacion (Jin et al., 2000; Kalavethy
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et al., 2003). En el caso de los lechones lactantes, se utiliza en general la administracion oral de
probioticos en la formulacion de pasta o gel (Jargensen, 2014). En cambio, para los lechones en
edad de destete, es posible lograr una administracion de probiédticos mas constante a través del
pienso o del sustituto lacteo. También la suplementacién probiética se puede hacer sobre las
madres y sobre los cerdos en crecimiento y terminacién mediante la suplementacién en agua de
bebida o en el alimento, lo cual permite un mejor aprovechamiento de la comida y por lo tanto
mayores rendimientos productivos. La administracion a las madres tiene la ventaja adicional de
que los probidticos se transmiten a la camada, la cual tendra una mejor salud intestinal al

momento del destete (Starke et al., 2013).

Para que los microorganismos probio6ticos puedan ejercer sus efectos beneficiosos sobre la salud
del huésped, es necesario que se mantengan viables hasta llegar al sitio de accién. Los
probidticos deben ser metabdlicamente estables y activos, y sobrevivir a las condiciones
estomacales (bajo pH, presencia de pepsina) e intestinales (presencia de sales biliares y enzimas
digestivas) (Sanz, 2007). Ademads, tienen que mantenerse viables hasta el momento de su
administracion. Su viabilidad se ve comprometida aun mas durante el almacenamiento, por la
presencia de humedad, oxigeno y alta temperatura, lo que lleva a una disminucién en el numero
de microorganismos viables (Tripathi et al., 2014). Estos requerimientos plantean la necesidad
del estudio de las caracteristicas tecnoldgicas de las cepas probibticas, en cuanto a la viabilidad
de las mismas a través del tiempo y a través de pasaje por el tracto gastrointestinal aplicando
metodologias de conservacion adecuadas.

Para satisfacer los requerimientos de proteccién de los probiéticos durante su periodo de
almacenamiento y contra las barreras intestinales, han sido desarrolladas diversas técnicas de
encapsulacion. La encapsulacién puede definirse como un proceso fisicoquimico 0 mecanico
para atrapar una sustancia en un material y producir particulas con diametros micrométricos
(microencapsulacion), en escala milimétrica (Lakkis, 2007) tal como las macrocapsulas (Soto et
al., 2011). La mayoria de las tecnologias de inmovilizacién se aplican a bacterias incorporadas
a alimentos destinados a humanos, en las cuales se busca un tamafno de encapsulacion lo
suficientemente pequefio para ser imperceptible por el paladar (Astesana et al, 2018). Sin
embargo, la produccién de capsulas de un tamafo mayor, similar al alimento iniciador de los
animales, puede facilitar la administracién a estos, asi como también mantener la viabilidad
bacteriana (Soto et al., 2011).

Actualmente existen muchas tecnologias desarrolladas de microencapsulacién (Martin et al.,

2015; Ross et al., 2005; de Vos et al., 2010). Entre las mas utilizadas se incluyen técnicas de
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extrusion, para la cual se prepara una solucion, generalmente un hidrocoloide, y se le agregan
los microorganismos para luego extruir la suspension a través de una jeringa en una solucién
para endurecer (Heidebach et al,, 2012). Las emulsiones con gelificacion es otra técnica de
encapsulacion. En esta tecnologia, una fase discontinua (polimero) se agrega a un gran volumen
de aceite (fase continua) y la mezcla se homogeneiza para formar una solucién de agua en aceite.
Luego el polimero soluble en agua se insolubiliza para formar las particulas dentro de la fase
oleosa (Heidebach et al., 2012). El lecho fluidificado se utiliza también para la encapsulacién de
probidticos. Esta técnica consiste en la utilizacién de un flujo de aire que crea un movimiento de
las particulas, con aspersion para crear el recubrimiento del material (Martin et al., 2015). El
liofilizado es otra de las técnicas utilizadas para la encapsulacién de probiéticos; consiste en el
congelado de las células en primer lugar y luego el secado mediante sublimacién a alto vacio
(Santivarangkna et al.,, 2007). Otra de las técnicas de encapsulacién es el secado por
pulverizacion; esta técnica consiste en la dispersion del material, formando una emulsion y luego
la homogeneizacion del liquido, seguido de una atomizacion de la mezcla en una camara de
secado (Martin et al., 2015).

Entre los tipos de encapsulacion, se citan el de tipo reservorio y el de tipo matriz (Burgain et al.,
2011). La encapsulacion tipo reservorio tiene una cubierta alrededor del material del nucleo, el
cual es el agente activo a encapsular. En la de tipo matriz, el agente activo se mezcla con el
material de pared utilizado para el entrampamiento. De esta manera, el agente activo queda
retenido en el nucleo de la capsula y también en la superficie (Figura 1). Ademas, un tercer tipo
se forma por la combinacion de los dos anteriores: la matriz con recubrimiento externo (Zuidam y
Shimoni, 2009).

Figura 1. Representacion esquematica de tipos de encapsulacion

material del ndcleo matriz

recubrimiento
la) ] (4]

recubrimiento

a. Encapsulacion tipo reservorio; b. Encapsulacion de tipo matriz; c. Encapsulacion tipo matriz

recubierta. Adaptado de Burgain et al., 2011.
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Un factor importante a tener en cuenta, es que los materiales utilizados para encapsular a los
microorganismos probidticos deben ser de calidad alimentaria si van a ser utilizados en la
industria alimentaria. Ademas, deben ser capaces de formar una barrera que pueda proteger a la
sustancia que se va a encapsular (Burgain et al., 2011). Por lo tanto, estos materiales deben ser
reconocidos, al igual que los microorganismos probiéticos, como de status GRAS (Serna-Cock y
Vallejo-Castillo, 2013). Diversos materiales han sido utilizados para la encapsulacién de

probidticos (Tabla 2).

Tabla 2. Principales materiales de pared utilizados para la encapsulacion de probioticos.

Clasificacion Materiales

Agar, alginato de sodio, almidén, carragenina, chitosan, celulosa,

Poli ari Abi
olisacaridos dextrano, goma arébiga

Oligosacaridos Jarabe de maiz, maltodextrina
Disacaridos Sucrosa
Libidos Ceras, diglicéridos, monoglicéridos, grasas, acido esteérico,
P triestearina y aceites
Proteinas Gluten, caseina, gelatina, proteinas de suero lacteo, albumina

Adaptado de Serna-Cock y Vallejo-Castillo (2013).

Debido a que los materiales de pared utilizados para el entrampamiento de los agentes activos,
representan un alto porcentaje de los materiales que forman la capsula, el costo de los mismos,
influira directamente en el costo final del producto. Entre los materiales de bajo costo utilizados
para la encapsulacién, se incluyen los almidones, la inulina, pectina y la mayoria de los
carbohidratos (De Vos et al., 2010). Otros materiales, obtenidos en industrias locales, también
son factibles de implementar por su costo accesible, tales como gelatina, almidén pregelificado,
maltodextrina (M) y permeado de suero (PS). A continuacién de describen las caracteristicas de

algunos materiales utilizados para la formacién de las capsulas:

e La gelatina o hidrolizado de colageno, es un hidrocoloide miscible que se utiliza como

agente gelificante. Estd compuesto por proteina derivada de hueso o piel y se obtiene por
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hidrélisis parcial del colageno, tanto de ganado vacuno como de ganado porcino. Se lo
utiliza como agente gelificante y fuente de proteinas. La gelatina ademas tiene un alto
poder de reticulacién por la presencia de grupos amino primarios (Shu et al., 2006).

e El almidén pregelificado es un polisacarido espesante instantaneo y tiene estructura de
gel a temperatura ambiente. Para su obtencién, luego de extraer el almiddn del grano de
maiz (Zea mais) mediante molienda himeda con temperatura, se lo seca a vapor. El
proceso irreversible de gelificacion permite que el almiddn forme una estructura de gel en
presencia de agua fria. En la industria alimenticia se lo utiliza como ingrediente nutritivo y
agente reoldgico. Por hidrélisis total o enzimatica produce dextrosa como unico glucido
(Majzoobi et al., 2016).

e La maltodextrina es una mezcla de polimeros de glucosa que se forman como resultado
de la hidrélisis parcial del almidén. Esta formado por una mezcla de varios oligémeros de
glucosa, los cuales contienen de 5 a 10 unidades. Se utiliza en la industria como
encapsulante, agente de relleno, agente reoldgico, como ayuda para procesos de secado
por aspersion y para mejorar la solubilidad. Es un material de uso comun para la
microencapsulacién de probidticos (Ray et al., 2016) y como crioprotector (Vera et al.,
2015).

e Elpermeado de suero es un subproducto energético, liquido, derivado del suero de queso
y caseina. Se obtiene mediante secado por pulverizacion y se utiliza en una variedad de
aplicaciones alimentarias. Tiene un alto contenido en lactosa, minerales y traza de
proteinas de suero. Se utiliza en la industria alimenticia por su capacidad de sustituir otros
sélidos de leche mas caros sin alterar el sabor o la textura de los productos alimenticios.
El PS ha sido utilizado en la encapsulacion de probiéticos y como crioprotector (Doherty
etal., 2011).

e La goma arabiga es un polimero ramificado de galactosa, ramnosa, arabinosa y &cido
glucurénico. Se extrae de las ramas de los arboles de Acacia senegal y Acacia seyal. Es
un exudado gomoso seco comestible con alta solubilidad y se utiliza en la industria
alimentaria como estabilizador, emulsionante, agente aromatizante, espesante y agente
de acabado de superficies (Randall et al., 1989; Phillips et al., 1996). Si bien la goma
arabiga no es un material econémico, es uno de los mas utilizados para la encapsulacion

y la interaccion gelatina/goma arabiga es una de las mas estudiadas (Xiao et al., 2014).
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1.6. Monitoreo de los in6culos probiéticos

Cuando se busca evaluar la administracién de un indculo probidtico en animales y determinar su
efectividad, en primer lugar, se debe implementar alguna técnica que permita monitorear la
presencia de los probidticos en el sitio de accion. Es necesario poder determinar la cantidad de
bacterias que llegan viables al intestino, diferenciandolas de la microbiota indigena propia del
animal. Una técnica utilizada para este monitoreo, es el uso de cepas probiéticas mutantes. La
técnica consiste en la marcacion de la cepa probidtica por resistencia a un antibiético (Demeckova
et al., 2002). La generacion de mutantes resistentes a rifampicina, puede facilitar la enumeracion
y el aislamiento de los microorganismos integrantes del in6culo, y permite diferenciarlos de la
microbiota intestinal indigena (Blajman, et al., 2015). Otros autores han utilizado la generacién de
cepas probioticas resistentes para su monitoreo. Fusari et al. (2016a) utilizé la cepa L. reuteri
DSPV002 resistente a rifampicina en ensayos con cerdas y lechones para su monitoreo y
recuperacion en materia fecal. Frizzo et al. (2011) y Astesana (2018) generaron cepas resistentes
de Lactobacillus spp. y Pediococcus,spp. con buenos resultados en la recuperacién de las cepas
y diferenciacion del resto de la microbiota de bacterias acido lacticas (BAL).

Otra metodologia que se utiliza para el monitoreo de las bacterias administradas es la
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). PFGE es el método de referencia empleado para
el genotipado bacteriano y se usa comunmente para tipificar bacterias de interés (Gosiewski y
Brzychczy-Wloch 2015). La técnica permite la separacion de grandes moléculas de &cido
desoxirribonucleico (ADN) después de digerir el genoma completo con enzimas de restriccion de
corte poco frecuente y mediante la electroforesis en gel de campo pulsado (Sharma-Kuinkel et
al., 2016). Esta técnica permite la identificacion a nivel de cepas, lo que permite diferenciar entre
cepas de la misma especie. Esta técnica ha sido utilizada, entre otros, por Blajman et al. (2015)
para el monitoreo de la cepa administrada a pollos, demostrando un 100% de similitud entre la
cepa administrada y la recuperada desde la materia fecal en diferentes momentos del estudio.

A partir de los principios mencionados, resulta interesante estudiar la encapsulacion de inéculos
probiéticos destinados a cerdos para determinar la proteccion ejercida por las capsulas durante
el almacenamiento y el pasaje por el tracto gastrointestinal. Asi mismo, es de interés determinar
la factibilidad de la incorporacion de las capsulas probi6ticas como suplemento en los alimentos
destinados a los cerdos. A su vez, la obtencibn de una cdpsula probibtica, permitird la
administracion del inéculo en condiciones de campo y determinar los efectos producidos en los

animales.
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2. Hipotesis y objetivos

20



Zimmermann JA, (2020)

2.1. Hipotesis.

La aplicacion de una matriz transportadora y la liofilizacion como proceso de conservacion,
permitird mantener viable el inéculo probidtico a administrar a los cerdos. El suministro del mismo,
contribuird a mantener un balance intestinal y mejorar las defensas naturales de los animales

frente a patdgenos.

2.2. Objetivo general:

Contribuir al desarrollo social y econdmico de los sistemas productivos de animales de granja, a
través de la produccién de herramientas sanitarias y nutricionales que permitan garantizar la
sustentabilidad de los modelos productivos y la inocuidad de las materias primas generadas como

primer eslabon de la cadena agroalimentaria.

2.3. Objetivos especificos:
1. Evaluar diferentes matrices para la produccién de macrocépsulas probiéticas.
2. Estudiar el efecto de la liofilizacion de las macrocapsulas sobre la viabilidad de la cepa.

3. Evaluar diferentes condiciones de almacenamiento (temperatura y atmésfera) de las

macrocapsulas y estudiar la viabilidad de la cepa encapsulada a través del tiempo.

4. Evaluar la viabilidad de las bacterias encapsuladas frente a condiciones gastrointestinales

simuladas.
5. Determinar la viabilidad del inéculo encapsulado adicionado al alimento transportador.

6. Verificar la eficiencia del método de conservacién y administraciéon del inéculo mediante un

ensayo in vivo en lechones.

21



Zimmermann JA, (2020)

3. Materiales y métodos

22



Zimmermann JA, (2020)

3.1. Produccion de macrocapsulas probiéticas
Con el objetivo de seleccionar una matriz adecuada para la conformacién de macrocapsulas
transportadoras de Lactobacillus reuteri DSPV002C, se evaluaron diferentes materiales de

pared, combinaciones de éstos y diferentes métodos de secado de los mismos.

3.1.1. Materiales de pared para la matriz de las macrocapsulas
Para la conformacién de la matriz de las macrocapsulas transportadoras de probiéticos, se
evaluaron cinco materiales con propiedades adecuadas para tal fin. Las caracteristicas de los

materiales utilizados se describen a continuacion:

e La gelatina utilizada (PB LEINER PB GELATINS, Santa Fe, Argentina), en su
composicion tiene > 85 % proteina, < 15 % agua y < 2% ceniza inorganica (Ca?*, Na*,
S0.2 y otros). Se presenta en forma de polvo granular de color amarillo palido. Tiene
un leve olor caracteristico a caldo (“bouillon”). Es altamente soluble en agua por
encima de 40°C e insoluble en grasas (solvente o aceite).

¢ El almidéon de maiz pregelificado (‘GLUTAGEL” Glutal S.A., Esperanza, Argentina) es
de viscosidad instantanea y textura suave. Su composicion es > 98% hidratos de
carbono, < 0,5% proteina y < 2% ceniza. El mismo se presenta como un polvo de
escamas de color blanco. Es inodoro, con sabor suave caracteristico.

e La goma ardbiga (Sigma-Aldrich, San Luis, Estados Unidos), se presenta en polvo y
es de color blanco.

e La maltodextrina (maltodextrina de maiz “MALTRINA 15”7, Glutal S.A. Esperanza,
Argentina) en su composicion tiene 13-17% dextrosa (base seca), <10% humedad y <
0,5% de ceniza. Se presenta como un polvo blanco, totalmente soluble, de sabor dulce.

e El permeado de suero (Variolac® 850, Arla Foods), en su composicion tiene < 3%

proteina, = 85% lactosa, < 7% cenizas. Se presenta como un polvo de color blanco.

3.1.2. Evaluacion de las caracteristicas fisicas de los materiales de pared individuales

Se utilizé gelatina, almidén de maiz pregelificado y goma arabiga como potenciales materiales
para la matriz de las macrocapsulas. Se realiz6 una evaluacién individual de los materiales
para evaluar sus caracteristicas fisicas. Para dicha caracterizacién, se realizaron
preparaciones en cinco concentraciones diferentes de cada material por separado: 1%, 5%,
10%, 15% y 20% p/v en agua destilada a temperatura ambiente (Tabla 3). Cada preparacion
fue mezclada hasta homogeneizacion completa en agitador magnético (MSH-300N, Boeco,
Alemania). Luego de la preparacién, las soluciones fueron dispensadas en placas de Petri de

vidrio y se evaluaron las caracteristicas fisicas de los materiales. La misma se realiz6 en dos
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tiempos, al momento en que las soluciones fueron dispensadas en las placas, tiempo cero
(t=0h) y luego de 4 horas de formadas las soluciones (t=4h). Para la evaluacion en t=4h, las
soluciones fueron mantenidas a temperatura ambiente hasta el momento de su
caracterizacion. Las caracteristicas de las soluciones que se evaluaron fueron consistencia,

adherencia al soporte y separacion de fases.

Consistencia:
Para ello, cuatro niveles fueron definidos segun la manera en que reaccionaban ante la
aplicacion de un esfuerzo aplicado con cuchara: liquida, semiliquida, semisélida y sélida.
= Liquida: aquellas soluciones, las cuales, al levantar con una cuchara, fluian
ligeramente.
= Semiliquida: aquellas soluciones que al levantar con una cuchara fluian con menor
velocidad de movimiento.
= Semisdlida: aquellas soluciones con baja fluidez y tendencia a adherirse a la
cuchara.
= Solida: aquellas soluciones que permanecian adheridas a la cuchara, adquiriendo
una forma definida.

Adherencia al soporte

Fue evaluada utilizando una clasificacién categoérica. Para ello, dos niveles fueron definidos
segun la adherencia a placas de Petri de vidrio: con adherencia al soporte y sin adherencia al
soporte.
= Con adherencia al soporte: aquellas soluciones que presentaban resistencia a la
separacion de la placa de Petri.
= Sin adherencia al soporte: aquellas soluciones que no presentaban resistencia a la
separacion de la placa de Petri.

Separacién de fases

Fue evaluada utilizando una clasificacién categoérica. Para ello, dos niveles fueron definidos
segun la homogeneidad que presentaba la solucién evaluada visualmente: con separacion de

fases y sin separacion de las fases.

= Con separacion de fases: aquellas soluciones cuyos componentes sélidos
sedimentaban formando 2 fases, una sélida y una liquida.
= Sin separacién de fases: aquellas soluciones cuyos componentes forman una

solucion homogénea.
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Tabla 3. Soluciones evaluadas individualmente en sus caracteristicas fisicas para ser

utilizadas como materiales de pared para la matriz de las macrocapsulas.

Concentrack_)nes de los Denominacién
materiales

Almidoén 1% p/v Al
Almidén 5% p/v A5
Almidén 10% p/v A10
Almidén 15% p/v A15
Almidén 20% p/v A20
Goma Arabiga 1% p/v Gal
Goma Arabiga 5% p/v Ga5
Goma Arabiga 10% p/v Galo
Goma Arabiga 15% p/v Gal5s
Goma Arabiga 20% p/v Ga20
Gelatina 1% p/v G1
Gelatina 5% p/v G5
Gelatina 10% p/v G10
Gelatina 15% p/v G15
Gelatina 20% p/v G20

3.1.3. Evaluacion de los materiales de pared combinados

Se evaluaron preparaciones de mezclas de almiddn, goma arabiga y gelatina. Se realizaron
todas las combinaciones posibles de los tres materiales, utilizando 2 materiales por vez,
siempre en proporciones iguales de cada material. Las concentraciones finales de las mezclas
fueron 5% p/v (2,5% p/v de cada material), 10% p/v (5% p/v de cada material) , 15% p/v (7,5%
p/v de cada material) y 20% p/v (10% p/v de cada material). Para las combinaciones de 3
materiales, se utilizaron concentraciones finales de 10% p/v (3,3% p/v de cada material), 15%
p/v (5% p/v de cada material) y 20% p/v (6,6% p/v de cada material), siempre en proporciones
iguales (Tabla 4). Los materiales fueron pesados por separado y luego se le adicion6 el agua
destilada. Cada preparacion fue mezclada hasta homogeneizacién completa en agitador
magnético (MSH-300N, Boeco, Alemania). Luego de preparadas las mezclas, fueron
colocaron en placas de Petri y se evaluaron las caracteristicas fisicas de las mezclas en 2
tiempos, recien formadas (t=0) y luego de 4 h (= 4h) segun los parametros descriptos en el
apartado 3.1.2.

Ademéds se utilizé una técnica de preparacion de peliculas comestibles que utiliza como
materiales gelatina y almidén en las proporciones usadas por Fakhouri et. al (2015). Para esto,
la gelatina se prepard al 10% p/v en agua destilada y luego fue calentada a 70°C por 10
minutos. La solucién de almidén se prepar6 al 5% p/v en agua destilada y luego se calent6 a
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70°C por 10 minutos. Cada preparacion fue mezclada hasta homogeneizacion completa en
agitador magnético (MSH-300N, Boeco Germany). Luego las soluciones de gelatina-almidén
(G:A) fueron mezcladas en tres proporciones diferentes: cuatro partes de gelatina en una de
almidon (4:1), con una concentracion final 9% p/v (8% p/v gelatina y 1% p/v de almidén)
(G:A9); una parte de gelatina en una de almidén (1:1) con concentracion final de 7,5% p/v (5%
p/v gelatina 'y 2,5% p/v almidén) (G:A7,5) y una parte de gelatina en cuatro de almidén (1:4)
con concentracion final de 6% p/v (4% p/v almidon y 2% p/v gelatina) (G:A6). Las mismas
fueron colocadas en placas de Petri y se procedié con una evaluacion de las caracteristicas

fisicas de las mezclas a t=0 y t= 4h segun lo descripto en la seccion 3.1.2.
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Tabla 4. Soluciones combinadas evaluadas en sus caracteristicas fisicas para ser utilizadas

como materiales de pared para la matriz de las macrocapsulas.

Concentraciones de los materiales Denominacidn
5 % p/v concentracion final
Gelatina + Goma arabiga G:Ga5
Gelatina + Almidén G:A5
Almidén + Goma arabiga A:Ga5
10% p/v concentracién final
Gelatina + Goma arabiga G:Gal0
Gelatina + Almiddn G:A10
Almidén + Goma arabiga A:Galo
Gelatina + AlImiddn + Goma arabiga G:A:Galo
15% p/v concentracion final
Gelatina + Goma arabiga G:Gals
Gelatina + Almiddn G:A15
Almidén + Goma arabiga A:Gal5s
Gelatina + AlImiddn + Goma arabiga G:A:Gal5
20% p/v concentracion final
Gelatina + Goma arabiga G:Ga20
Gelatina + Almiddn G:A20
Almidén + Goma arabiga A:Ga20
Gelatina + AlImiddn + Goma arabiga G:A:Ga20
Metodologia utilizada por Fakhouri et al. (2015)
Gelatina + Almiddn G:A9
Gelatina + Almidon G:A7,5
Gelatina + Almiddn G:A6

3.1.4. Evaluacion de diferentes métodos de secado de las matrices

Tres matrices compuestas por gelatina y almidén fueron analizadas en cuanto a sus
caracteristicas fisicas luego de la aplicaciéon de diferentes métodos de secado. Se evaluaron
las matrices G:A6, G:A7,5 y G:A20 en tres condiciones diferentes de secado: secado en
temperatura ambiente, secado en estufa y secado por liofilizacion. La metodologia para la
preparacion de las 3 matrices fue descripta en el apartado 3.1.3. Una vez preparadas, las

mezclas fueron colocadas en placas de Petri.

Para el secado a temperatura ambiente, las placas de Petri fueron dispuestas a 25+2 °C. El
secado en estufa se realizd a 3712 °C en estufa Biolec RE 3.1 (Bioelec, Santa Fe, Argentina).

Para el secado mediante liofilizacion, las matrices fueron congeladas a -80 °C durante 18 h'y
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luego se liofilizaron a 0,044 mbar durante 18 h en un equipo Alpha 1-4 LD PLUS (Christ,
Osterode am Harz, Alemania). El tiempo 6ptimo de secado, se determindé como aquel en el
cual el peso de las matrices comienz6 a ser constante (Turker y Hamamci, 1998). Luego de
completado el proceso de secado, se continu6 con el andlisis de las carateristicas fisicas de
las matrices

Las caracteristicas de las matrices que se evaluaron fueron cambios de estructura y color,
adherencia al soporte y separacion de fases.

Cambios de estructura

Fue evaluada utilizando una clasificacion categérica. Para ello, dos niveles fueron definidos

mediante observacién visual: con encogimiento y sin encogimiento.

= Con encogimiento: las matrices secas presentaban un tamafo menor en comparacion
con la matriz antes del secado.
= Sin encogimiento: las matrices secas presentaban el mismo tamano que la matriz

antes del secado.

Cambios de color

Fue evaluada utilizando una clasificacién categoérica. Para ello, dos niveles fueron definidos

mediante observacién visual: con cambio de color y sin cambio de color.

= Con cambio de color: las matrices secas presentaban un color mas oscuro en
comparacion con la matriz antes del secado.
= Sin cambio de color: las matrices secas presentaban un color mas oscuro en

comparacion con la matriz antes del secado.

Adherencia al soporte

Fue evaluada utilizando una clasificacién categoérica. Para ello, dos niveles fueron definidos
segun la adherencia a placas de Petri de vidrio: con adherencia al soporte y sin adherencia al
soporte.

= Con adherencia al soporte: aquellas matrices que presentaban resistencia a la
separacion de la placa de Petri.
= Sin adherencia al soporte: aquellas matrices que no presentaban resistencia a la

separacion de la placa de Petri.
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Separacién de fases

Fue evaluada utilizando una clasificacién categoérica. Para ello, dos niveles fueron definidos
segun la homogeneidad que presentaba la solucién evaluada visualmente: con separacion de

fases y sin separacién de las fases.

= Con separacién de fases: aquellas matrices cuyos componentes sélidos no
mantenian una mezcla homogénea.
= Sin separacion de fases: aquellas matrices cuyos componentes solidos formaban

una mezcla homogénea.

Ademas se calculé el porcentaje de pérdida de agua en concentracion porcentual en las tres

condiciones de secado segun la siguiente formula:

(Pu— Ps) : .
x 100 = porcentaje de pérdida de agua (% m/m)
Pm
Siendo:

Pm: peso de la muestra humeda (g)

Pu: peso de la placa de Petri conteniendo la muestra antes del secado (g)

Ps: peso la placa de Petri conteniendo la muestra luego del secado ().

(Farmacopea Mercosur: Método General Para La Determinacion De Pérdida Por Secado,
MERCOSUR/XLII SGT N¢ 11/P.RES.14).

3.2. Entrampamiento de L. reuteri DSPV002C

Este estudio fue realizado para evaluar el efecto del entrampamiento de los microorganismos
en diferentes matrices, con el agregado de crioprotectores y sometidos a diferentes métodos
de secado sobre la viabilidad de las bacterias.

3.2.1. Evaluacion de diferentes métodos de secado de L. reuteri DSPV002C en
diferentes matrices

3.2.1.1. Microorganismo

La cepa L. reuteriDSPV 002C (Genbank number: GQ231436), es un microorganismo aislado
desde el ileon porcino, perteneciente al cepario del Departamento de Salud Publica
Veterinaria (DSPV) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNL. En estudios in vitro
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realizados por Bertozzi (2012), la cepa mostr6 capacidades de autoagregacion y coagregacion
frente a Salmonella dublin 597T y Escherichia coli247T. Mediante la produccion de sustancias
inhibitorias (acidos y bacteriocinas), causoé diferentes grados de inhibicion frente a Salmonella
dublin 597T, Salmonella typhimurium 542T, Salmonella dublin 559T (Bertozzi, 2012), asi como
también de 4 cepas de Campylobacter termotolerantes (Zimmermann et al., 2017). Esta cepa
mostro también tolerancia en diferentes concentraciones de bilis (1% - 7%), asi como
crecimiento en pH 4. En estudios in vivo modulé la microbiota del TGl, asi como también
mejord el status sanitario y productivo de los animales (Fusari et al., 2016a; 2017).

3.2.1.2. Condiciones de cultivo

Para la produccién de biomasa se realiz6 un cultivo de la cepa L. reuteri en caldo MRS (De
Man et al., 1960) (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) a 37°C durante 18 hs y luego un pasaje
en el mismo medio y en las mismas condiciones. A partir del segundo caldo de MRS se
inocularon 80 ml (2% v/v) en un medio a base de subproductos de la industria lactea, disefiado
especialmente para el crecimiento 6ptimo de L. reuteri DSPV002C (Fusari et al., 2013). El
medio estaba compuesto por: 4 | de permeado de suero (PS) (VARIOLAC 850, Arla Foods,
Portena, Argentina) (60 g¢/l) suplementado con 0,003g/| de sulfato de manganeso
monohidratado (MnSQ4) (Merck, Darmstadt, Alemania); 8g/l de extracto de levadura (Biokar
Diagnostics); 10g/l de peptona de caseina (Microkin S.R.L., Santa Fe, Argentina) y 209/l de
dextrosa (Cicarelli, Argentina). La fermentacién fue realizada en un biorreactor BIOSTAT® A
(Sartorius Stedim Biotech, mod. BB-8822000, Francia ) a 37 °C, en agitacién continua (120
rpm) en anaerobiosis y pH constante de 6,0 £0,2 por titulaciéon automatica con una solucion
estéril de hidroxido de sodio 6 N durante 18 h. Finalizada la produccion de biomasa, se evalu6
la concentracién del cultivo mediante recuento en placa de medio MRS agar (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) a partir de diluciones decimales en solucion Ringer 4 (Biokar,
Beauvais, Francia). Se retir6 la totalidad del cultivo del fermentador y se centrifugé (Thermo
Scientific™ Sorvall™ RC 6 Plus, Estados Unidos) a 17°C durante 10 min a 5000 g. El
sobrenadante fue descartado y el pellet fue resuspendido en tampén fosfato salino (PBS)
(NaCl 138 mM, KCI 3 mM, Na:HPO4 8.1 mM, KH2PO4 1.5 mM) para lavar las células. Este

procedimiento se repitié dos veces consecutivas.

3.2.1.3. Entrampamiento del indculo en diferentes matrices

Las matrices utilizadas fueron G:A7,5 y G:A20 cuyo protocolo de produccion esta descripto
en la seccion 3.1.3. Ambas matrices fueron sometidas a un tratamiento térmico a 90°C durante
15 minutos. El cultivo concentrado fue mezclado con las matrices G:A7,5 y G:A20 en
proporcion 1:1 (G:A7,5 1:1 y G:A20 1:1, respectivamente) y dispensados en placas de Petri.
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Se tomaron muestras de las mezclas y se realizaron siembra en placa de MRS mediante
diluciones seriadas en Ringer 4 para determinar la concentracion del indculo en las matrices

pre-secado.

3.2.1.4. Condiciones de secado del indculo en diferentes matrices

Las diferentes matrices con el indculo fueron sometidas a 3 condiciones de secado, como se
describid en la seccion 3.1.4. Finalizado el tiempo de secado, se realizaron recuentos en placa
de MRS mediante diluciones decimales seriadas en solucion Ringer 2 para determinar la
viabilidad de L. reuteri DSPV002C post secado.

3.2.1.5. Analisis estadistico

El efecto de las condiciones de secado sobre la viabilidad del in6culo, se analizé mediante el
programa INFOSTAT versién 2011 (InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cordoba,
Argentina). Se realizé un andlisis factorial con 2 matrices (G:A7,5 y G:A20) x 3 secados
(estufa, temperatura ambiente y liofillizado). También se realizé un test de t-student para
comparar la viabilidad de las 2 matrices evaluadas previo al secado. Finalmente se realiz6 un
ANOVA de 1 via y test de Duncan para comparar la viabilidad de cada una de las matrices
previamente al secado y luego del secado en las 3 condiciones. El nivel de significacion
estadistico fijado para todos los analisis fue de P<0.05.

3.2.2. Evaluacion de la viabilidad de macrocapsulas liofilizadas con diferentes
proporciones del inéculo:matriz y crioprotectores

Las condiciones de cultivo para el crecimiento y produccién de biomasa de L. reuteri
DSPV002C fueron descriptas en el apartado 3.2.1.2. Las matrices utilizadas fueron G:A7,5y
G:A20, las preparaciones de estas fueron descriptas en el apartado 3.2.1.3.

En este estudio se evaluaron diferentes proporciones de in6culo:matriz y se incorporaron
permeado o maltodextrina como crioprotectores. Para la formacién de las macrocapsulas, se
utilizaron moldes de silicona de un tamano similar al del peletizado con el que se alimenta a
los cerdos. Las macrocépsulas fueron liofilizadas en las condiciones descriptas en la seccion
3.1.4. La viabilidad de L. reuteri, fue determinada pre-secado y post-secado para determinar

el método de secado y la matriz 6ptimos para mantener las bacterias vivas.
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3.2.2.1. Entrampamiento del indculo en diferentes proporciones inéculo:matriz

Luego de la preparacion de las matrices G:A7,5 y G:A20, se procedié a realizar las mezclas
con el inéculo. Las diferentes proporciones utilizadas, fueron: 1) 50% inéculo + 50% matriz
(G:A7,51:1 yG:A20 1:1); 2) 66,6% indculo + 33,3% matriz (G:A 7,5 2:1 y G:A20 2:1); 3) 75%
inéculo + 25% matriz (G:A 7,5 3:1 y G:A20 3:1); 4) 83,3% indculo + 16,6% matriz (G:A 7,5 5:1
y G:A20 5:1) y 5) 90% in6culo + 10% matriz (G:A 7,5 9:1 y G:A20 9:1).

3.2.2.2. Incorporacion de crioprotectores.

Luego de la preparacion de las mezclas de in6culo + matriz, se adicion6 a las mismas,
maltodextrina al 10% p/v (maltodextrina de maiz “MALTRINA 15, Glutal S.A. Esperanza,
Argentina) o PS (Variolac® 850, Arla Foods) al 10% p/v concentracion final y fueron mezcladas
en agitador magnético hasta completa homogeneizacién.

En la tabla 5 se presenta la nomenclatura utilizada para las diferentes combinaciones de

indculo:matriz con los crioprotectores.
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Tabla 5. Nomenclaturas utilizadas para la denominacion de las diferentes proporciones de

indculo:matriz con los crioprotectores.

F:roporcmn. Crioprotector Denominacion
Indculo:matriz
Matriz G:A7,5
1:1 G:A7,5PS 1:1
2:1 G:A7,5PS 2:1
Permeado de ' _
3:1 SIS G:A7,5PS 3:1
5:1 G:A7,5PS 5:1
9:1 G:A7,5PS 9:1
1:1 G:A7,5M 1:1
2:1 G:A7,5M 2:1
3:1 Maltodextrina G:A7,5M 3:1
5:1 G:A7,5M 5:1
9:1 G:A7,5M 9:1
Matriz G:A20
1:1 G:A20PS 1:1
2:1 G:A20PS 2:1
Permeado de
3:1 G:A20PS 3:1
suero
5:1 G:A20PS 5:1
9:1 G:A20PS 9:1
1:1 G:A20M 1:1
2:1 G:A20M 2:1
3:1 Maltodextrina G:A20M 3:1
5:1 G:A20M 5:1
9:1 G:A20M 9:1

3.2.2.3. Formacion de capsulas vy liofilizacion.

Las diferentes mezclas, fueron colocadas en jeringas de 30 ml y dispensadas mediante
extrusién en moldes de silicona con forma esférica de 10 mm de diametro para la formacion
de las macrocapsulas. Luego, los moldes fueron colocados a -80°C durante 18 h y se
liofilizaron a 0,044 mbar en un equipo Alpha 1-4 LD PLUS durante 18 h.

3.2.1.4 Determinacion de la viabilidad bacteriana.

Para determinar la viabilidad de los microorganismos luego del secado de las macrocapsulas,
se realizaron recuentos en placa de MRS mediante diluciones decimales seriadas en solucién
Ringer 4. Las macrocapsulas fueron pesadas previo al secado y luego del mismo. Todas las

determinaciones fueron realizadas por triplicado
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3.2.1.5 Analisis estadistico.

Los datos de viabilidad se analizaron mediante el programa INFOSTAT versién 2011 (InfoStat
Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina) con un andlisis factorial completo
2 (matrices) x 5 (proporciones diferentes) x 2 (crioprotectores). Ademas, se realizé un ANOVA
de 1 via y test de Duncan para comparar la viabilidad entre macrocapsulas con la misma

matriz y diferentes proporciones de indculo:matriz.

3.3. Determinacién de la viabilidad bacteriana dentro de las macrocapsulas a
través del tiempo

La cepa probiodtica utilizada y las condiciones de cultivo para el crecimiento y produccion de
biomasa fueron descriptas en el apartado 3.2.1.1 y 3.2.1.2 respectivamente. Las
macrocapsulas utilizadas fueron G:A7,5PS 9:1; G:A20PS 9:1; G:A7,5M 9:1 y G:A20M 9:1
liofilizadas segun se describe en la seccion 3.2.1.4. La metodologia de entrampamiento fue
descrita en el apartado 3.2.2.1 y la incorporacion de los CP se describe en el apartado 3.2.2.2.

3.3.1. Diseino del experimento

Las macrocapsulas recién formadas se colocaron en recipientes de vidrio color ambar y se
dividieron en 2 grupos, envasadas con atmosfera modificada (envasadas al vacio) y atmésfera
no modificada (envasadas sin vacio). El vacio de los recipientes de vidrio se realizd a 0,065
mbar y fue generado en un equipo Alpha 1-4 LD PLUS (Christ, Osterode am Harz, Alemania).
A su vez, las macrocapsulas fueron almacenadas en 3 condiciones de temperatura diferentes:
temperatura ambiente (2512 °C), refrigeracion (4 °C) y congelacién (-20 °C). Se realiz6 la
evaluacion de la viabilidad de las macrocépsulas a tiempo 0, 35, 70, 105, 140, 175y 210 dias
a través de diluciones seriadas en solucion Ringer Y4 y recuentos en placa de MRS. Todas las

determinaciones fueron realizadas por triplicado.

3.3.2. Obtencion de imagenes de macrocapsulas mediante microscopia electronica de
barrido

Este estudio se realizé con el objetivo de caracterizar la estructura interna y externa de las
macrocapsulas, asi como también la interaccion entre los microorganismos y la matriz de la
misma mediante microscopia electrénica de barrido (MEB). Para la toma de las imagenes, se
utilizaron las macrocapsulas G:A7,5PS 9:1 y G:A20PS 9:1.
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3.3.2.1. Adquisicion de imagenes

Para la obtencién de las imagenes se realizaron cortes en diferentes angulos de las
macrocapsulas. Los cortes, fueron fijados al soporte portamuestras mediante cinta adhesiva
de grafito. Después se realizé un recubrimiento de las muestras (sputtering) con una pelicula
de Oro (Au, 99.9 %, Emitech) en un equipo Sputter coater Emitech modelo K500X (UK) con
un voltaje de 2 kV y corriente de 40 mA. El tiempo total de sputtering fue de 4 minutos (Figura
2). Luego se procedio a la obtenciéon de imagenes con un microscopio Phenom ProX Desktop
SEM (Phenom-World, Eindhoven, Paises Bajos). Las imagenes obtenidas fueron de
electrones retrodispersados (backscattered electrons) con un voltaje de operacion de 15 kV.
El software predeterminado de Phenom-World captur6 imagenes con aumentos de 500X,
600X, 3000X, 7500X, 8000X, 14000X y 15000X.

Figura 2. Cortes de macrocapsulas G:A7,5PS 9:1 y G:A20PS 9:1 con recubrimiento en oro
(sputtering) preparadas para observacion en microscopia electrénica de barrido.

Cortes montados en portamuestras. A. Macrocapsula G:A7,5PS 9:1: compuesta por gelatina
5% p/v + almiddén 2,5% p/v con permeado de suero 10% como CP y liofilizadas. B.
Macrocépsula G:A20PS 9:1: compuesta por gelatina 10% p/v + almidén 10% p/v con
permeado de suero 10% p/v como CP vy liofilizadas.

3.3.3. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa INFOSTAT version 2011 (InfoStat Group,
FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina). La viabilidad bacteriana dentro de las
macrocapsulas fue evaluada mediante un diseno factorial de 2 (matrices) x 2 (crioprotectores)
x 2 (envasado) x 3 (temperatura) y se analizé6 mediante ANOVA factorial de medidas repetidas
y test de Duncan con una significacion de P<0,05.
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3.4. Evaluacion de la viabilidad de L. reuteri DSPV002C encapsulada en
condiciones gastrointestinales simuladas

3.4.1. Produccion de macrocapsulas

La produccion de biomasa fue realizada como se describié en el apartado 3.2.1.2. Se
produjeron las macrocapsulas G:A7,5PS 9:1 liofilizadas como se detalla en los apartados
3.2.2.1, 3.2.2.2. y 3.2.1.4. Las macrocépsulas fueron conservadas durante 2 semanas en

congelacion y envasadas al vacio, previo a su utilizacién en el ensayo.

3.4.2. Produccion de cultivo libre

Para los microorganismos libres, se realiz6 un cultivo fresco de la cepa L. reuteri DSPV002C
en MRS a 37 °C durante 18 h y 2 pasajes de la misma manera. Luego del tiempo de
incubacién, la cepa se recogi6é por centrifugacion (3500 rpm durante 5 min) y se lavd dos

veces con Ringer V.

3.4.3. Preparacion de soluciones gastrointestinales simuladas

La solucion de jugo gastrico (JG) se preparé mediante la suspension de pepsina (Riedel-de
Haen, Seelze, Alemania) en una solucién estéril de cloruro de sodio (NaCl) 0,2% p/v a una
concentracion final de 0,35% p/v con ajuste de pH a 3,0 £ 0,2 con acido clorhidrico (HCI)
(Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe — Argentina). La solucién fue esterilizada con filtro de 0,22
um (Wang et al., 2011).

Para la preparacién de la solucién de jugo intestinal (J1) se utilizé una solucion estéril de NaCl
al 1,1% p/v con 0,2% p/v de bicarbonato de sodio (NaHCO3) a la que se agregé tripsina al
0,1% p/v (Gibco® Thermo Fisher Scientific. Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) y sales
biliares al 1,8% p/v (Britania, Buenos Aires, Argentina). El pH se ajust6 a 8,0 + 0,2 con NaOH
estéril (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe — Argentina). La solucion fue esterilizada con filtro
de 0,45 ym (Wang et al., 2011).

3.4.4. Diseino del experimento

El ensayo se realizé con el método descrito por Wang et al. (2011) con algunas adaptaciones.
Tres macrocépsulas G:A7,5PS 9:1 y 1 ml de cultivo libre fueron incubadas en tubos falcon
con 9 mlde JG (pH = 3 £0,2) a 37°C en agitacion continua durante 3 h para simular peristalsis

(Shaker Mini Rocker MR-1, Boeco, Alemania). Luego de las 3 h, la muestra fue centrifugada
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(3500 rpm durante 5 min), el sobrenadante descartado y el sedimento resuspendido en 9 ml
de la solucién de JI. Los tubos fueron incubados nuevamente durante 3 h a 37 °C en agitacion
continua. Luego, la muestra fue centrifugada (3500 rpm durante 5 minutos), el JI descartado
y el sedimento resuspendido en 9 ml de solucion Ringer 4. La viabilidad de las cepa libre y
encapsulada fue medida cada 1,5 h mediante recuento en placas y citometria de flujo. El
ensayo fue realizado por triplicado.

A partir de las diferencias en los recuentos entre el inicio del experimento y los diferentes
tiempos, se calcul6 la pérdida de viabilidad:

UFC t0 - UFC t1 = Pérdida de viabilidad

Donde UFC= Unidades formadoras de colonias; t0= tiempo 0 y t1 = diferentes tiempos de
incubacién (1,5 h; 3 h; 4,5 h; 6 h).

Ademas, se calcul6 el porcentaje de supervivencia mediante la siguiente formula:

(UFG t1 * 100)
UFC t0

= porcentaje de supervivencia

Donde UFC= Unidades formadoras de colonias; t0= tiempo 0 y t1= diferentes tiempos de
incubacién (1,5 h; 3 h; 4,5 h; 6 h).

3.4.5. Determinacion de la viabilidad bacteriana mediante recuento en placas

La viabilidad bacteriana fue evaluada al inicio del experimento y cada 1,5 h hasta finalizar el
ensayo, mediante recuento en placa. En cada tiempo de evaluacién de las capsulas y el cultivo
libre, se descarto6 el JG o JI mediante centrifugacién a 4500 r.p.m. durante 5 min. Luego, los
sedimentos de ambos tipos de muestras fueron resuspendidos en solucién Ringer V4. En el
caso de macrocapsulas suspendidas en Ringer 4, las mismas fueron agitadas mediante
vortex (V1 Plus, Boeco, Alemania) hasta su completa disgregacion. Se realizaron diluciones
decimales seriadas en Ringer "4 de las macrocapsulas y del cultivo libre. Posteriormente, se
sembraron en placas con agar MRS (Biokar, Beauvais, Francia) y se incubaron a 37°C por 72

h en anaerobiosis.

3.4.6. Determinacion de la viabilidad bacteriana mediante citometria de flujo

La viabilidad bacteriana mediante citometria de flujo, fue evaluada al inicio del experimento y
cada 1,5 h hasta finalizar el ensayo. Para esto, las soluciones con los microorganismos del
cultivo libre y de las macrocapsulas fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 5 min y lavadas
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2 veces con NaCl 0,85% p/v y luego se ajustaron a una concentracion de 1x10%® UFC/ml.
Posteriormente, se realizé la tincion de las mismas, utilizando los fluorocromos SYTO9 e
loduro de propidio (IP) (Kit LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability, Molecular Probes, Estados
Unidos) segun recomendaciones del fabricante. Para ello, se preparé una solucién de los
fluorocromos conteniendo 1 pl de SYTO9 (3,34 mM) y 0,5 ul de IP (20 mM) en 100 pl de NaCl
0,85% p/v y se colocaron 20 ul en cada in6culo bacteriano. Luego, las muestras se incubaron
en oscuridad durante 15 min. Finalmente, las células fueron adquiridas con un citobmetro de
flujo Attune NxT (Acoustic Focusing Cytometer A24860, Thermo Fisher SCIENTIFIC). Los
datos obtenidos fueron analizados utilizando un software especifico (FlowJo, TreeStar Inc.,
Ashland, EE. UU). La curva de calibracion utilizada se realiz6 preparando suspensiones
bacterianas de microorganismos en proporciones vivas:muertas 100:0, 75:25, 50:50, 25:75,
0:100. Las soluciones fueron ajustadas a una concentraciéon de 1x10% UFC/ml y tefidas con

los colorantes descriptos anteriormente.

A partir de las diferencias en los porcentajes de células vivas entre el inicio del experimento y
los diferentes tiempos, se calculé la pérdida de viabilidad:

% de células vivas t0 - % de células vivas t1 = Pérdida de viabilidad (%)

t0= tiempo 0 y t1 = diferentes tiempos de incubacién (1,5 h; 3 h; 4,5 h; 6 h).

3.4.7. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa INFOSTAT version 2011 (InfoStat Group,
FCA, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina). La diferencia en la pérdida de viabilidad
bacteriana entre las macrocapsulas y el cultivo libre se analizé utilizando un ANOVA para
medidas repetidas. Para las comparaciones entre grupos en un momento especifico del
ensayo se utilizo6 ANOVA de una via. Ademas, se realizé un ANOVA de una via con test de
Duncan (tomando P<0,05 como diferencia significativa) para evaluar diferencias entre los

tiempos en un mismo grupo.

3.5. Determinacién de la viabilidad bacteriana en las macrocapsulas
adicionadas al alimento peletizado

Con el objetivo de determinar la viabilidad del in6culo encapsulado adicionado al alimento
transportador, se realizé un estudio de viabilidad en el tiempo de las macrocapsulas
adicionadas al alimento de los cerdos y mantenidas en las condiciones de almacenamiento

de este. Las macrocapsulas utilizadas fueron G:A7,5PS 9:1. La cepa probibdtica utilizada fue
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descripta en el apartado 3.2.1.1. La preparacion de matriz, mezcla con microorganismos e
incorporaciéon de CP fueron descriptas en los apartados 3.2.2.1. y 3.2.2.2. respectivamente.
Finalmente, las macrocapsulas fueron liofilizadas como se explica en el apartado 3.2.1.4.

3.5.1. Disenio del experimento

Para este estudio, se utilizaron 2 alimentos peletizados de diferentes marcas comerciales, sin
el agregado de antibioticos, destinados a cerdos de recria, cuyas composiciones se describen
en la tabla 6. El alimento fue colocado en recipientes de vidrio color ambar junto con las
macrocapsulas recién formadas (1 macrocapsula/3 g de alimento) y se dividieron en 2 grupos,
envasadas con atmésfera modificada (al vacio) a 0,065 mbar generada en un equipo Alpha
1-4 LD PLUS (Christ, Osterode am Harz Alemania) y atmésfera no modificada (sin vacio). Los
recipientes fueron almacenados a temperatura ambiente (25 °C). Se realiz6 la evaluacién de
la viabilidad de las macrocapsulas a tiempo 0, 15, 30, 45 y 60 dias a través de diluciones
seriadas en solucion Ringer 4 y recuentos en placa de MRS. Todas las determinaciones
fueron realizadas por triplicado.

Teniendo en cuenta que el consumo de alimento en lechones en etapa de recria es de al
menos 0,5 kg de alimento/lechdn/dia, se calcul6 el nUmero de macrocépsulas necesarias cada
0,5 kg de alimento (racién por lechén) y en la bolsa de 25 kg de alimento, en cada uno de los
alimentos evaluados y en las distintas condiciones de almacenamiento, para asegurar la

administracién de al menos 108 UFC/d.

Tabla 6. Composicion de los alimentos de recria utilizados en el ensayo.

Maiz 66,50% 63%
Expeller de soja 31% 32%
Mix 2,50% 5%

Mix del alimento 1: Calcio, fésforo, cloro, hierro, zinc, cobre, iodo, selenio, manganeso y
Vitaminas (A, D, E, B2, B3 y Colina). Mix del alimento 2: Calcio, fésforo, cloro, hierro, Zinc,
Cobre, lodo, cobalto y Vitaminas (A, D, E, Ky Complejo B).

3.5.2. Analisis estadistico
Los datos fueron analizados mediante el programa INFOSTAT version 2011 (InfoStat Group,
FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina La viabilidad bacteriana dentro de las
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macrocapsulas en las distintas condiciones estudiadas fue evaluada mediante un ANOVA
factorial de medidas repetidas, con el siguiente disefo: 2 (alimentos) x 2 (atmdsferas).

3.6. Evaluacion de los efectos probioéticos del in6culo encapsulado en cerdos.
Para verificar la eficiencia del método de conservacién y administraciéon del inéculo L. reuteri
DSPV 002C se realiz6 un ensayo in vivo con lechones. En este se realizaron determinaciones
de diferentes variables para determinar el efecto del tratamiento probiético. El ensayo fue
realizado en una granja experimental emplazada en las instalaciones de la Estacion
Experimental Agropecuaria INTA Pergamino (Av. Frondizi Km 4,5 Centro Regional Buenos
Aires Norte, B2700 Pergamino, Buenos Aires). La estacidon se encuentra ubicada a 33° 56' de
Latitud Sur y 60° 33' de Longitud Oeste a 5 km al sur de Pergamino y 226 Km al NO de la
ciudad de Buenos Aires (Figura 3).

Figura 3. Imagen satelital de la ubicacion de la EEA INTA Pergamino

Imagenes ©2019 Terrabetrics, Datos del mapa 22019 Skm

3.6.1 Animales e instalaciones

Se utilizaron 20 lechones de ambos sexos, de genética Agroceres PIC (Sus scrofa
domesticus) destetados a los 28+1 d de vida. El dia del destete, los lechones fueron
seleccionados al azar de las camadas de 4 cerdas. Los mismos fueron trasladados a la granja
experimental de 10 m de ancho x 20 m de largo x 3 m de alto, equipada con corrales jaula de
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0,76 m x 1,26 m (Figura 4). Cada corral estaba equipado con un comedero, 1 chupetes para
agua y piso de plastico slats. La temperatura de la sala fue regulada a 24+3 °C mediante un
sistema de calefaccion/ventilacion integrado por 1 lampara infrarroja por jaula, 2 cafiones a
gas y mediante el empleo de cortinas.

Figura 4. Instalaciones y alojamiento de animales en EEA Pergamino INTA.
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A. Sala Experimental. B. Alojamiento de lechones en jaulas.

3.6.2 Dieta

Los animales de ambos grupos experimentales fueron alimentados con concentrado
comercial y recibieron agua ad libitum a lo largo de todo el experimento. La dieta fue realizada
con el programa para lechones Magnum (TEKNAL nutricién animal) con Magnum Starter sin
antibiodticos para lechones a partir de los 28+1 d hasta los 35+1 d, luego Magnum Iniciador
300 en fase 3 hasta los 45+1 d, y Magnum Recria 50 en fase 4 hasta los 70 d.

Magnum Starter y Magnum iniciador estaban compuestos por ingredientes de origen vegetal
(harina de soja, soja extrusada, maiz extrusado, arroz y azucar), de origen animal (leche
entera, concentrado de proteinas de suero, suero de queso, harina de pescado y plasma
bovino), minerales (carbonato de calcio, cloruro de sodio, fosfato monodicélcico, 6xido
manganoso, sulfato de hierro, sulfato de zinc, cobre tribésico, selenito de sodio, carbonato de
cobalto y iodato de calcio), vitaminas (A, D3, E, B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12, BH, K3) y
aminodcidos (lisina, treonina, triptéfano, metionina y valina).

Magnum recria estaba compuesto por harina de pescado y los mismos minerales, vitaminas
y amino&cidos que los otros alimentos. La composicién centesimal en base seca de los
diferentes alimentos, se presentan en la tabla 7.
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Tabla 7. Composicion Centesimal (Base seca) de los alimentos utilizados en el ensayo.

Dietas Starter Iniciador Recria
Proteina bruta % (min.) 20 30 31
Extracto etéreo % (min.) 5,5 12 No especifica
Fibra cruda % (max.) 2,5 2 0,5
Calcio % (max.-min.) 0,5-0,4 2,2-2 9-8,4
Fosforo % (max.-min.) 0,62 -0,58 1,3-1 4,9-4,5
Humedad % (max.) 11 8 3,5
Cenizas % (max.) 4,5 10 40
\r;a(al?;beol];gtiz;:o (energia 3500 kcal No especifica No especifica

3.6.3. Microorganismo, obtencion de mutantes resistentes a rifampicina y
encapsulacion

Se utilizé la cepa L. reuteri DSPV002C resistente a rifampicina para su monitoreo en materia
fecal (MF). La misma se obtuvo mediante cultivos seriales en medio MRS (Oxoid, Basingstoke,
Reino Unido), comenzando con una concentracion de rifampicina de 0,1 ug/ml hasta una
concentracion de 100 pg/ml (Demeckova et al., 2002; Ehrmann et al., 2002). A partir de un
cultivo overnight del microorganismo, se sembraron placas de agar MRS con rifampicina y
fueron incubadas durante 48 h a 37 °C. Luego, las cepas resistentes a rifampicina se
propagaron en caldo MRS durante 24 h a 37 °C. Las macrocapsulas utilizadas fueron
G:A7,5PS 9:1. La preparacion de matriz, mezcla con microorganismos e incorporacion de CP
fueron descriptas en los apartados 3.2.2.1. y 3.2.2.2. respectivamente. Finalmente, las
macrocapsulas fueron liofilizadas como se explica en el apartado 3.2.1.4.

3.6.4. Diseno del experimento

Los lechones destetados fueron divididos al azar en 2 grupos (grupo probiético= GP y grupo
control= GC) conformados por 10 animales cada uno y se colocaron 2 animales por jaula. El
disefo del experimento fue en bloques al azar. Se tomaron muestras de materia fecal de 6
lechones al azar del GP y 6 lechones del GC, los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 del ensayo.
Ademas, muestras de sangre (5 ml) fueron obtenidas para el estudio de los metabolitos
sanguineos de los animales a partir del dia del destete (0 d) yalos 7,21,y 42 d de 4 lechones
de GP y 4 lechones de GC seleccionados al azar.
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Una vez finalizado el ensayo (42 d), se seleccionaron al azar 3 animales de GC y 3 animales
de GP. Los cerdos fueron trasladados a un frigorifico de la localidad de San Andrés de Giles,
provincia de Bs. As, ubicado a 34° 25' de Latitud Sur y 59° 28' de Longitud Oeste (Figura 5).
en un horario apropiado para reducir al minimo el estrés del transporte. Se realizé el sacrificio
y la faena de los animales por personal del frigorifico habilitado por SENASA. Se tomaron
muestras de los diferentes segmentos del intestino delgado de los cerdos: duodeno, yeyuno
e ileon para el estudio de la histomorfometria intestinal.

Figura 5. Imagen satelital de la ubicacion del frigorifico.

Imagenes £2019 CNES / Airbus, Landsat / Copernicus, Maxar Technolagies Datos del mapa 22019 500m

3.6.5. Administracion del indculo

Al GP se le administrd diariamente el inéculo L. reuteri DSPV 002C individualmente a cada
lechdn, en forma de capsula oral todas las mafanas en el mismo horario, asegurando una
dosis igual o superior a 9,80 Log UFC/animal/d. La administracién del in6culo se realizé desde
el dia 1 (2811 d de vida) hasta el dia 42 del ensayo. Los procedimientos utilizados en este
estudio fueron aprobados por el Comité de Etica y Seguridad de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral y por el CICUAE (Comité Institucional para
el cuidado y uso de animales de experimentacion) de INTA CRBAN (Centro regional Buenos
Aires norte).
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3.6.6. Normas de bioseguridad

Para evitar la contaminacion del GC con la cepa probidtica, se utilizaron practicas de manejo
disefadas para prevenir la entrada, transmisién y diseminacion de la cepa. Para el ingreso y
egreso del galpdn se colocaron bandejas con cal para el calzado. Se utilizaron guantes y
delantales descartables para el GP y el GC, asi como también desinfeccién de manos con
alcohol 70 en spray y del calzado en bandejas con cal entre los grupos. Ademas, se prohibio
el ingreso a la granja experimental de visitas y personal ajeno al ensayo.

3.6.7. Toma de muestras de materia fecal para analisis microbiolégicos y moleculares
La técnica utilizada fue mediante masaje rectal o defecacion espontanea. Las heces fueron
recolectadas en bolsas plasticas y conservadas en refrigeracién hasta su procesamiento en
el laboratorio, dentro de las 6 h de obtenidas. Las muestras de materia fecal fueron utilizadas
para evaluar las poblaciones microbianas mediante recuentos microbiol6gicos. Ademas, 0,2
g de muestras de MF de los d 0, 21 y 42, se almacenaron en 1,5 ml de solucién buffer (PBS)
a -20° C por duplicado para su posterior analisis mediante DGGE.

3.6.8. Analisis microbioldgicos en muestras de materia fecal

3.6.8.1. Poblaciones microbianas

A partir de las muestras de materia fecal se realizaron recuentos de poblaciones microbianas
mediante diluciones decimales seriadas en Ringer V4 (Biokar, Beauvais, Francia) y siembra
en placas de Petri con medios especificos para el recuento de UFC. Para las bacterias acido
lacticas (BAL) se utiliz6 agar MRS (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) el cual fue incubado a
37 °C en condiciones de anaerobiosis durante 72 h. Para Escherichia coli se utilizé agar TBX
(Triptona-Bilis-X-glucurénido) (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). Las placas fueron
incubadas a 44 °C durante 24 h en aerobiosis. Para levaduras se utiliz6 el medio Hongos y
levaduras (HyL) (Britania, Buenos Aires, Argentina) suplementado con 20 g/l de dextrosay 5
g/l de pluripeptona. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 48 h en aerobiosis. Para
Campylobacter termotolerantes se utilizaron placas de agar modificado con carbdn vegetal,
cefoperazona y deoxicolato (mMCCDA); las mismas fueron incubadas a 42 °C en condiciones
de microaerofilia (85% de N2, 10% de Oz y 5% de CO2) durante 48 h. Las colonias presuntivas
de Campylobacter termotolerantes fueron observadas al microscopio de contraste de fases, a
partir de un fresco para su confirmacién. Se realizé el monitoreo de la presencia de la cepa

probidtica (recuento) sembrando en medio LAMVAB (Lactobacillus Anaerobic MRS con
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vancomycina y verde de bromocresol) (Hartemink et al. 1997) con el agregado de rifampicina
(100 pg/mil).

A partir de los recuentos de las diferentes poblaciones, se realiz6 el calculo de la relacién (a/b)
entre los recuentos de las poblaciones de BAL, E. coli, Campylobacter spp. y levaduras.

3.6.8.2. Anadlisis de la dinamica poblacional de la microbiota predominante por DGGE

Se utilizé la técnica de electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE, del inglés:
“Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”) para el analisis de la dinamica poblacional en la
microbiota fecal de los lechones. La toma de muestras para DGGE fue descripta en el
apartado 3.7.8.

3.6.8.2.1 Extraccion de ADN de las muestras de materia fecal

La extraccion de ADN de todas las muestras de materia fecal se realizé con un Kit comercial
Wizard® Genomic Purification ADN Kit (Promega, Madison, Estados Unidos). La
concentracion de ADN obtenida en cada una de las muestras fue cuantificada y ajustada hasta
alcanzar una concentracion final de 25-50 nmoles/uL con equipo Take3 y software Gen5 para
Windows versién 2.01 en un lector multimodal de microplacas (Sinergy HT, Bio-Tek, Winooski,
Estados Unidos).

3.6.8.2.2. Amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realizé la amplificacion de la regién codificante del gen 16S del ADNr utilizando el kit GoTaq
DNA Polimerase (Promega, Vilnius, Lituania). Se utilizaron los primers especificos universales
GC-HDA1 y HDA2 (Tabla 8) que amplifican la regién V3 del gen del ADNr 16S (200 pb) (Li et
al., 2003). Se empleé un termociclador Touch Thermal Cycler T960 (Heal Force, Shanghai,
China) con un programa de amplificacion compuesto por una desnaturalizacién inicial de 4
min 30 s a 94 °C, seguida de una repeticion de 35 ciclos que constaban de tres etapas: una
de desnaturalizacion durante 30 s a 94°C, otra de hibridacién de los primers durante 30 s a
58°C y otra de elongacion durante 1 min a 68°C. Una vez completado el numero de ciclos,
una elongacion final de 30 min a 68°C. Para descartar la presencia de contaminaciones, se
empleé un control negativo sin ADN.
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Tabla 8. Primers empleados para la amplificacion de ADN de la comunidad de bacterias
presentes en la materia fecal de los lechones.
Primer Sentido Secuencia
5-CGC CCG GGG CGC GCCCCG GGC GGG GCG GGG
GCA CGG GGG GAC TCCTAC GGG AGG CAG T-3
HDA2 Reverse 5-GTATTA CCG CGG CTG CTGGCA C-3

CG-HDAT1 Forward

Para verificar la amplificacién de la fraccion 16S del ADNr se realiz6 una electroforesis en gel
de agarosa de los productos de PCR. El gel fue preparado a una concentracion de 2 % en
tampon TBE 1X (Tris-Borato-EDTA). En cada pocillo destinado al producto de PCR fueron
depositados 3 ul de muestra + 2 yl de buffer de carga con colorante fluorescente GEL RED a
una concentracion final del 0,01 % (v/v) (Biotium, Freemont, Estados Unidos) y en el pocillo
destinado al marcador de peso molecular fueron dispensados 3 ul de solucién de marcador
de peso molecular comercial 100 pb DNA Ladder (Pb-I Productos Bio-légicos, Buenos Aires,
Argentina) también con 2 ul de buffer de carga. La electroforesis se realizé a 80V durante 40
min empleando TBE 1X como tamp6n de corrida. Luego de finalizada la electroforesis el gel
fue visualizado con luz UV en un transiluminador (Labnet, Woodbridge, Estados Unidos).

3.7.8.2.3. Preparacion de los geles, electroforesis y tincion

Los productos de PCR fueron separados mediante DGGE utilizando un equipo equipo D-Code
Universal Mutation Detection (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Estados Unidos) en geles de
16 cm x 16 cm x 0,1 cm. El gradiente desnaturalizante empleado en cada gel fue urea-
formamida 40% a 60%. Las condiciones de electroforesis utilizadas fueron 60° C, 130 volt y
un tiempo de duracién de 4 horas (Simpson et al., 2000). Se sembraron en cada pocillo 10 pl
de muestra con 10 pl de buffer de carga (2x). Una mezcla de productos de PCR de las cepas
bacterianas E. coli Nissle, L. reuteri DSPV002C y Bifidobacterium animalis subsp. lactis fue
utilizada como marcador para normalizar los geles.

Finalizada la electroforesis, los geles fueron tefidos con SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad,
Estados Unidos) al 1% v/v durante 15 min y se observaron en un transiluminador de luz azul
Safe Imager Blue-Light (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos). Los geles se
fotografiaron con una cdmara digital (Olympus SZ-11).

3.7.8.2.4. Analisis de geles
Posteriormente la imagen de cada uno de los geles se analizd utilizando el programa
BioNumerics version 6.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). Las fotos de los geles

sirvieron para la construccién de dendrogramas basados en el método del grupo de pares no
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ponderado con el promedio aritmético (UPGMA). Con el objetivo de caracterizar el ecosistema
microbiano presente en la materia fecal de los cerdos, se calcularon los indices de diversidad
de Shannon, el indice de homogeneidad de Pielou y el indice de riqueza de Margalef.

3.6.8.2.5. Secuenciacion

De cada gel de poliacrilamida se cortaron bandas y fueron colocadas en 50 pL de agua
bidestilada estéril durante 48 h a 4 °C para permitir la difusion del ADN. Posteriormente la
porcion de gel que contenia la banda fue descartada y el ADN disuelto fue reamplificado con
los primers HDA-1 y HDA-2 en las mismas condiciones que en la seccion 3.7.15.2. La reaccion
de PCR de cada banda se verificé a través de una electroforesis en gel de agarosa al 2% (v/v)
para corroborar la correcta amplificacion del ADN. Los productos de PCR amplificados, se
purificaron con el kit PURO ADN-Clean Up (PB-L Productos Bio-Logicos, Bs As, Argentina).
Finalmente, los productos de PCR purificados de cada banda, se enviaron a la empresa
MACROGEN (Seul, Corea del Sur) para su secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron
comparadas con las secuencias de 16S ADNr que se encuentran en el GenBank mediante el
software BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) del NCBlpara identificar los diversos

géneros microbianos presentes en las muestras de la materia fecal.

3.6.9. Hemograma y bioquimica sanguinea

3.6.9.1. Eritrograma y leucograma

Se realiz6 hemograma completo de los lechones para evaluar los parametros sanguineos en
los grupos. Semanalmente se obtuvieron muestras de sangre (5 ml) para el estudio de
hemograma completo (eritrograma y leucograma) de los animales a partir del dia del destete
(0d)yalos 7, 14, 21, 28, 35 y 42 d. La sangre se obtuvo con agujas hipodérmicas 40x8 a
partir de vena cava de 4 lechones de GP y 4 lechones de GC seleccionados al azar.
Inmediatamente de obtenidas las muestras, se les incorporé acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) como anticoagulante (GT — Lab, Rosario, Argentina) y se mantuvieron refrigeradas
hasta su procesamiento dentro de las 6 h de extraidas.

Las muestras fueron analizadas en un contador hematolégico automatizado Mindray con
software para muestras porcinas (Mindray BC-3000Plus, Nanshan, China). Se evalué
recuento de glébulos rojos (GR) (Cel/pL), recuento de globulos blancos (GB) (Cel/uL),
recuento de polimorfonucleares (PMN) (cel/uL), recuento de mononucleares (MN) (Cel/uL),
hematocrito (%), hemoglobina (g/dL), volumen corpuscular medio (VCM) (fL), hemoglobina
corpuscular media (HCM) (pg) y concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM)

(g/dL). Una parte de la sangre fue utilizada para obtener la formula leucocitaria relativa (FLR)
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mediante la realizacién de un frotis tefido con Giemsa y posterior observacion en microscopio
para el recuento diferencial. La FLR y el recuento de GB se utilizaron para obtener la formula
leucocitaria absoluta (FLA) de las diferentes lineas celulares. Ademas, se realizé el andlisis
de las células mononucleares en conjunto (monocitos + linfocitos) y de polimorfonucleares
(neutrofilos + eosindfilos + basofilos). La determinacion de neutrdfilos y linfocitos, permitié
obtener el indice de neutrofilos/linfocitos (N/L).

3.6.9.2. Perfil de bioquimica sanguinea.

La sangre se obtuvo por puncion de vena cava con agujas hipodérmicas 40x8.
Inmediatamente de obtenidas las muestras, se las dividié en 2 tubos, con y sin anticoagulante.
Las muestras con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante (GT — Lab),
se mantuvieron refrigeradas hasta su procesamiento dentro de las 6 h de extraidas. Las
muestras sin EDTA, se dejaron a temperatura ambiente para la formacion del coagulo. En el
laboratorio, las muestras fueron centrifugadas a 3500 g x 15 minutos para separar el coagulo
del suero (muestra sin EDTA) y el plasma de las células (muestras con EDTA). El suero y el
plasma fueron congelados a -20 °C hasta su procesamiento. Las determinaciones realizadas
fueron: calcio, mediante el método colorimétrico con Arsenazo Il (Calcio Plus, GT Laboratorio
S.R.L., Santa Fe Argentina); fésforo inorganico, con método directo U.V. (Fésforo Inorganico
UV, GT Laboratorio S.R.L., Santa Fe Argentina); fosfatasa alcalina, mediante método cinético
a 405 nm segun DGKC/SSCC (Fosfatasa alcalina Liquid Plus, GT Laboratorio S.R.L., Santa
Fe Argentina); triglicéridos, con método GPO/PAP (Trigliceridos Liquid Plus, GT Laboratorio
S.R.L., Santa Fe Argentina) y colesterol con el método CHOD/PAP (Colesterol Liquid Plus,
GT Laboratorio S.R.L., Santa Fe Argentina).

3.6.10. Parametros de crecimiento y medidas corporales.

Se registraron parametros de crecimiento y medidas corporales el dia 0 y semanalmente hasta
el dia 42 del ensayo. Se registrd el peso corporal (PC) (kg) de cada animal, altura a la cruz
(AC) (cm), perimetro toracico (PT) (cm), largo total (LT) (cm), ancho de caderas (ACd) (cm) y
ancho de hombros (AH) (cm).

3.6.11. Consumo de alimento, eficiencia de conversion y ganancia de peso.

Se registré semanalmente el consumo de alimento por jaula (2 animales) expresado en kg y

se calculd la eficiencia de conversion alimenticia por jaula, expresado en unidad de peso de
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animal producido por cantidad de alimento consumido. Ademéds, se obtuvo la ganancia de
peso semanal (GPS) por jaula, a través de la diferencia entre los pesos semanales.

3.6.12. Score fecal y estado de salud.

Con el fin de evaluar la frecuencia e intensidad de la diarrea, la consistencia fecal (CF) se
registro diariamente. Para la caracterizacion de las heces se utiliz6 una escala que
consideraba: heces formadas aquellas de textura firme, con forma original y de apariencia
opaca (score 1); heces pastosas, de textura mas suelta, no mantienen su forma original, se
aplastan y de apariencia brillante (score 2); heces cremosas, de textura suelta, como papilla,
no conservan su forma, con un mayor contenido de agua (score 3) y heces acuosas, no tiene
forma, totalmente suelta de muy poco contenido sélido y apariencia liquida (score 4). El score
fecal 4, fue considerado como diarrea. (Estanguet et al., 2016).

3.6.13. Confirmacion de aislamientos de L. reuteri DSPV002C mediante electroforesis
en gel de campos pulsados (PFGE).

Para comprobar si L. reuteri DSPV002C wildtype, L. reuteriresistente a rifampicina, y L. reuteri
recuperada de macrocapsulas G:A7,5% presentaban diferencias de los aislamientos de L.
reuteri resistentes a rifampicina de los d 7, 14, 21, 28, 35 y 42 del ensayo in vivo, se utilizé
electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE, del inglés “Pulsed-field gel electrophoresis”™).
Esta técnica molecular permite diferenciar cepas de la misma especie, por medio de la
digestion y separacion de moléculas de ADN total con tamanos desde 20 kpb hasta 10 Mpb.
Como control de la técnica y como patron molecular para realizar las comparaciones entre las

cepas de campo se utilizé una cepa de Salmonella braenderup H9812.

3.6.13.1 Preparacion del ADN genémico

Se realiz6 un cultivo overnight de cada aislamiento obtenido en diferentes momentos del
ensayo. Seguidamente fueron repicados a caldo MRS (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) y
fueron incubados a 37 °C durante 18 h en aerobiosis. Luego de la incubacién, fueron
centrifugados durante 5 min a 13.000 g. El sobrenadante fue descartado y el sedimento
resuspendido en 1,8 ml de NaCl 0,85 % (Biopack, Buenos Aires, Argentina). La densidad
optica (DO) se midié a 600 nm, ajustando la concentracién de las suspensiones celulares a
DO 2,010,2. Un volumen de 150 ul de las suspensiones celulares ajustadas fue transferido a
microtubos de 1,5 ml. Luego, 150 ul de agarosa de bajo punto de fusién al 2% (Pulsed Field
Certified Agarose, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Estados Unidos) fueron adicionados a los
150 pl de la suspension celular. Inmediatamente, la mezcla fue dispensada en moldes

desechables conformando bloques de agarosa (plugs). Se prepararon dos plugs por muestra,

49



Zimmermann JA, (2020)

y se dejaron solidificar en la heladera (4 °C) durante 5 min. Posteriormente los plugs fueron
transferidos con espétula a tubos falcon con tampdn NET con lisozima (10 mg/ml) (Sigma-
Aldrich, San Luis, Estados Unidos) e incubados en barno termostatizado a 37 °C durante 24 h.
Cada plug de agarosa se transfirié a un tubo falcon con tampén de lisis Tris 50 mM, acido
etildiaminotetraacético (EDTA) 50 mM pH 8 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Estados
Unidos), lauril sarcosina sédica 1 % (Sigma-Aldrich, San Luis, Estados Unidos) y proteinasa
K 0,5 mg/ml (Promega, Madison, USA) y se incubé a 37 °C durante 24 h. Luego, los tubos
fueron retirados del bano termostatizado y el tampén de lisis descartado. Para los lavados, se
anadié 10 ml de tampon Tris-EDTA (TE) estéril (Tris 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8.0), dejandose
en bano termostatizado a 55 °C durante 40 min y repitiéndose el lavado 4 veces (Doulgeraki
etal., 2010). Finalmente, los plugs de agarosa se trasladaron a microtubos con 2 ml de tampén
TE 1X estéril, y se mantuvieron a 4 °C hasta su utilizacién posterior.

Para la preparacion de los plugs de Salmonella braenderup H9812 se utilizé el protocolo
descripto en la Red PulseNet (https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/pfge.html). Colonias
aisladas fueron crecidas en agar tripticasa de soya durante 24 horas, se preparé una
suspension de las células en buffer (EDTA 100 mM, Tris 100 mM, pH 8.0), La DO se midié a
600 nm, ajustando la concentracidbn de las suspensiones celulares a DO 2,0+0,2.
Posteriormente, 150 pl de esta suspension bacteriana fueron mezclados con 150 ul de
agarosa agarosa de bajo punto de fusién 1% y se agregaron 10 pl de proteinasa k (20mg/ml).
Luego, doscientos microlitros de la mezcla fueron distribuidos con una pipeta en moldes
desechables (Bio-Rad laboratorios). La lisis celular in situ fue realizada colocando los bloques
de agarosa solidificados en tubos que contenian 5 ml de buffer de lisis (Tris50 mM :EDTA 50
mM, pH 8, Sarcosyl 1%) y 25 ul de proteinasa k (20 mg/ml) e incubados en un bafo de agua
a 54 °C por 2 h. Seguidamente los bloques fueron lavados para eliminar los restos celulares,
dos veces con agua esteril ultrapura a 50 °C y ocho veces con TE (Tris10 mM-EDTA 1mM,
pH 8) a 50 °C, durante 15 minutos en bafo de agua. Finalmente, los plugs de agarosa se
trasladaron a microtubos con 2 ml de tampén TE 1X estéril, y se mantuvieron a 4 °C hasta su

utilizacién posterior.

3.6.13.2. Digestion del ADN genémico

Para la digestion enzimatica del ADN, se realizé una dilucion del tampén 10X con agua
ultrapura y la enzima de restriccion Smal (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos.
Cada plug de agarosa fue digerido con 40 unidades de enzima durante un tiempo de
incubacién de 5 h a 25 °C (Langa et al., 2013).

La digestion de los plugs de Salmonella braenderup H9812 se realiz6 utilizando una dilucion
del tampdn 10X con agua ultrapura y la enzima de restriccién XBAI (Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, Estados Unidos. Cada plug de agarosa fue digerido con 40 unidades de enzima
durante un tiempo de incubacién de 2 h a 37 °C.

3.6.13.3. Electroforesis en campos pulsados

Los fragmentos de ADN digeridos dentro del plug de agarosa fueron separados mediante
electroforesis en un gel de agarosa para PFGE al 1% en tamp6on TBE 0,5X. Una vez
solidificado el gel, se incorpor6 medio plug de agarosa en un pocillo y se adicioné una capa
de agarosa al 1% como sellador. La electroforesis se llevd a cabo en un equipo para
electroforesis en campo pulsado CHEF-DR Il (Bio-Rad®) con buffer TBE 0,5X. Las
condiciones electroforéticas fueron 6 V/cm (cambio de orientacién inicial 1 s, cambio de
orientacion final 10 s) durante 20 h a 14 °C (Langa et al., 2013). Después de la electroforesis,
los geles fueron tenidos 30 min en bromuro de etidio (10 mg/ml). La imagen fue capturada con

un sistema de fotodocumentacion.

3.6.13.4. Analisis de los patrones de PFGE

Los perfiles electroforéticos obtenidos mediante PFGE se analizaron con el software PyElph
1.4 para obtener el dendrograma. El método de alineacion utilizado fue el ligamiento promedio
no ponderado (UPGMA), basado en un coeficiente de similitud “Dice” y una tolerancia en la
posicion de bandas de 1%. El dendrograma fue analizado de acuerdo al criterio de tipificacion
de cepas bacterianas (Tenover et al., 1995), para determinar si existian diferencias entre las
cepas en estudio.

3.6.14. Histomorfometria del intestino delgado
Este estudio se realiz6 para evaluar el efecto del tratamiento probiotico sobre las vellosidades
intestinales y la profundidad de criptas en los lechones del GC y GP.

Trozos de aproximadamente 2 cm de largo fueron abiertos para exponer las vellosidades y
fijarlas en formol tamponado al 10%, procesadas siguiendo protocolos histologicos de rutina
para efectuar la inclusién en parafina (Woods y Ellis, 1994). Se realizaron cortes de 5 um de
espesor, los que fueron tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina (H-E) (Garcia del Moral,
1993). De cada muestra se realizaron 3 cortes no contiguos. Cada corte fue analizado
mediante un microscopio binocular con iluminacién LED (Zeiss, modelo Axio Lab A1) y
fotografiado (Zeiss, modelo Axiocam ERc 5s). A partir de las fotografias fue realizado un
andlisis de imagenes y la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas fueron
medidas solo cuando la vellosidad estuvo bien orientada y se podia apreciar su respectiva
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cripta. De cada corte se midieron las 10 vellosidades mas largas desde la punta hasta la
apertura de la cripta; y sus respectivas criptas, desde su apertura hasta su base. Dichas
mediciones se realizaron con el programa Zen 2.6 (Blue Edition, ZEISS Microscopy).

3.6.15. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa INFOSTAT version 2011 (InfoStat Group,
FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

Los resultados del analisis microbioldégico fueron analizados estadisticamente mediante
ANOVA para medidas repetidas y ANOVA de una via. Con el fin de establecer diferencias
dentro de un mismo grupo a lo largo del ensayo se utilizé el tiempo como factor aplicando
ANOVA de una via.

Los indices de diversidad de Shannon, homogeneidad de Pielou y el indice de riqueza de
Margalef fueron analizados estadisticamente mediante ANOVA de medidas repetidas. Para
las comparaciones entre grupos en un momento especifico del ensayo se utilizé ANOVA de
una via. Para establecer diferencias dentro de un mismo grupo a lo largo del ensayo se
utilizé el tiempo como factor aplicando ANOVA de una via con test de Duncan.

Los datos hematolégicos fueron analizados estadisticamente mediante ANOVA de medidas
repetidas. Para las comparaciones entre grupos en un momento especifico del ensayo se
utiliz6 ANOVA de una via. Con el fin de establecer diferencias dentro de un mismo grupo a lo
largo del ensayo se utilizo el tiempo como factor aplicando ANOVA de una via con test de

Duncan.

Las variables de bioquimica sanguinea fueron analizadas mediante ANOVA de medidas
repetidas. Para las comparaciones entre grupos en un momento especifico del ensayo se
utiliz6 ANOVA de una via. Con el fin de establecer diferencias dentro de un mismo grupo a lo
largo del ensayo se utilizo el tiempo como factor aplicando ANOVA de una via con test de

Duncan.

Los parametros de crecimiento, medidas corporales, consumo de alimento, eficiencia de
conversion y ganancia de peso, fueron analizados mediante analisis ANOVA medidas
repetidas. El score fecal se analiz6 mediante un ANOVA de medidas repetidas con variable
de respuesta binaria y funcién de enlace logistica.

Los datos de histomorfometria fueron evaluados mediante prueba t de Student.

El nivel de significacion estadistico fijado para todos los andlisis fue de p<0.05.
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4. Resultados
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4.1. Produccion de macrocapsulas probiéticas

4.1.1. Evaluacion de las caracteristicas fisicas de los materiales de pared individuales

Las soluciones A1, G1 y Ga1l presentaron consistencia liquida en t=0 (tabla 9). Los componentes
de las soluciones 1% p/v no se separaron en fases en t=0 vy las tres presentaron adherencia al
soporte. A t= 4h, las tres soluciones mantuvieron una consistencia liquida, los componentes no
se separaron de fases y mantuvieron la adherencia al soporte. Los resultados obtenidos para la
A5, G5 y Gab fueron similares a los obtenidos en las soluciones de 1% p/v, con consistencia
liquida, sin separacion de fases y con adherencia al soporte en t=0y t= 4h.

Las soluciones A10, A15 y A20 tuvieron una consistencia semisélida y sin separacién de fases
en ambos tiempos de evaluacién (=0 y t= 4h). Se observé adherencia al soporte en t=0 y t= 4h
para A10. Para las concentraciones de A15 y A20, no hubo adherencia en t=0 y t= 4h (tabla 9).

La goma arabiga en las soluciones Ga10, Ga15 y Ga20 present6 una consistencia liquida en t=0.
En t=4h, las soluciones Ga15 y Ga20, fueron sélidas, mientras que la solucion Ga10 presentd
consistencia semiliquida. En t=0, ninguna de las tres soluciones (Ga10, Ga15 y Ga20) de goma
arabiga se separé en fases y las tres se adhirieron al soporte. En t=4h, no hubo separacion de
fases en ninguna de las 3 soluciones. En ese mismo tiempo, la solucién Gai10 presenté

adherencia al soporte, mientras que las soluciones Ga15 y Ga20 no se adhirieron al soporte.

Las soluciones G10, G15 y G20 presentaron consistencia semisélida en ambos tiempos de
evaluacion (t=0 y t=4h). No hubo separacién de fases en ninguna de las tres soluciones y
presentaron adherencia al soporte en t=0 y t=4h (tabla 9).

Para la conformacion de las macrocapsulas, las caracteristicas fisicas mas adecuadas de los
materiales son, por un lado, que no se presente separacion de fases entre los componentes, sino
que formen una matriz homogénea. En segundo lugar, que no se presente adherencia al soporte,
para una facil manipulacién al retirar las matrices de los moldes. En tercer lugar, que sean
semiliquidas, semisdlidas o sélidas para posibilitar la formacién de las macrocapsulas. Todos los
materiales de pared evaluados, presentaron las caracteristicas adecuadas en concentraciones
superiores al 5% p/v. Por estos resultados se continuaron los estudios sobre las caracteristicas
fisicas de las soluciones con los mismos materiales de pared pero combinados entre ellos en

diferentes proporciones y con concentraciones finales iguales o superiores al 5% p/v.
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Tabla 9. Caracteristicas fisicas de los materiales individuales en diferentes concentraciones para

la conformacién de la matriz de macrocapsulas.

. . Separacion de | Adhesion al
Consistencia fases soporte
Materiales t=0 t= 4h t=0 | t=4h t=0 | t= 4h
de pared o «

S TP P e R
5_ E é’ g_)) 5_ E g :5_)) Nzl zlw|Zz2|n|=
AR AR

Al X X X X X X

A5 X X X X X

A10 X X X X X

A15 X X X X X X

A20 X X X X X X

Gal X X X X X X

Ga5 X X X X X X

Galo X X X X X X

Gal5s X X | X X X X

Ga20 X X | X X X X

G1 X X X X X X

G5 X X X X X X

G10 X X X X X X

G15 X X X X X X

G20 X X X X X X

Tiempo 0 (t=0) y tiempo 4 horas (t= 4h). Si: presenta adherencia al soporte o0 separacidn de fases,
segun corresponda. No: no presenta adherencia al soporte o0 separacion de fases, segun

corresponda.

4.1.2. Evaluacion de los materiales de pared combinados

Las mezclas de gelatina y goma arabiga G:Gab, G:Ga10 y G:Ga15 presentaron una consistencia
liquida en t=0. En cambio, G:Ga20 present6 consistencia semiliquida en el mismo tiempo de
evaluacion. En t=4h la consistencia de G:Ga20 fue soélida y semisolida para las demas
concentraciones. Se observo separacion de fases de los materiales en las cuatro soluciones que
contenian gelatina y goma arébiga y ninguna presenté adherencia al soporte en t=0 ni en t=4h
(Tabla 10).
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Las mezclas de gelatina y almidén G:A10, G:A15 y G:A20 presentaron una consistencia
semiliquida en t=0, mientras que G:A5 fue liquida en el mismo tiempo de evaluacion. A t=4h, la
consistencia fue semiliquida para G:A5, semisdlida para G:A10 y G:A15 y sélida para G:A20.
Para la mezcla de gelatina y almidén, no hubo separacion de fases en G:A5, G:A10, G:A15 y
G:A20 en t=0y t=4h. A su vez, ninguna de estas cuatro mezclas present6 adherencia al soporte
(Tabla 10).

La combinacién de almidén y goma arabiga present6 una consistencia liquida en A:Ga5, A:Ga10,
A:Ga15 y A:Ga20 en t=0. En t=4h la clasificacion continué liquida para A:Ga5 y fue semiliquida
para las demas concentraciones. Todas las concentraciones de las mezclas de almidén y goma
arabiga tuvieron separacion en fases y no presentaron adherencia al soporte en t=0 y t=4h (tabla
10).

Para las mezclas de los tres materiales, gelatina, almidén y goma ardbiga en proporciones
iguales, la consistencia en t=0 fue liquida para G:A:Gal10 y G:A:Gal15 y semiliquida para
G:A:Ga20. Las tres concentraciones presentaron separacion en fases en t=0 y en t=4h. No hubo
adherencia al soporte en las tres concentraciones en ninguno de los dos tiempos de evaluacion
(tabla 10).

56



Zimmermann JA, (2020)

Tabla 10. Caracteristicas fisicas de las soluciones de los materiales combinados en diferentes
concentraciones para la conformacion de la matriz de macrocapsulas probidticas.

. . Separacion | Adhesion al
SO e de fases soporte
Materiales t=0 t=4h t=0 | t=4h t=0 t= 4h
de pared . g § .| s § § §
3212122122 2|a|2|a|2|la|2|a|2
555|255 58|°
n|9n n|ln
5 % p/v concentracién final
G:Ga5 X X X X X
G:A5 X X X X X X
A:Ga5 X X X X X
10% p/v concentracién final
G:Galo X X X X X X
G:Al10 X X X X X X
A:Gal0 X X X X X X
G:A:Galo X XX X X X
15% p/v concentracién final
G:Gal5 X X X X X X
G:Al15 X X X X X X
A:Gals X X X X X X
G:A:Gals X X | X X X X
20% p/v concentracién final
G:Ga20 X XX X X X
G:A20 X X X X X X
A:Ga20 X X X X X X
G:A:Ga20 X XX X X X
Metodologia utilizada por Fakhouri et al. (2015)
G:A9 X X X X X X
G:A7,5 X X X X X X
G:A6 X X X X X X

Tiempo 0 (t=0) y tiempo 4 horas (t= 4h). Si: presenta adherencia al soporte o0 separacidn de fases,
segun corresponda. No: no presenta adherencia al soporte o separacion de fases, segun

corresponda.

Las mezclas obtenidas segun Fakhouri et al. (2015), G:A9 y G:A7,5 presentaron una consistencia
semiliquida en t=0, mientras que G:A6 fue liquida. A t=4h), las mezclas G:A9 y G:A7,5 fueron

semisolidas y G:A6 fue semiliquida (tabla 11). Ninguna de las tres combinaciones presentaron
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separacion de fases en t=0 y tampoco tuvieron adhesion al soporte. En t=4h no hubo separacion
en fases ni adherencia al soporte. Las mezclas G:A9 y G:A7,5 presentaron un comportamiento

similar en las tres variables evaluadas.

Las mezclas que incluian goma ardbiga en su composicion, presentaron separacién en fases
luego de 4h evitando la formacion de una matriz homogenea. Por este motivo, se decidid
descartar a la misma como material para la encapsulacion. Las mezclas de G:A no se separaron

en fases y no presentaron adherencia al soporte en ninguna de las concentraciones preparadas.

Teniendo en cuenta estos resultados, y en base a las caracteristicas que buscamos en los
materiales, se decidi6 seguir evaluando a la gelatina y el almidén para la conformacién de las
macrocapsulas. Se seleccionaron las matrices G:A6, G:A7,5 y G:A20, incluyendo de esta manera
una mezcla semiliquida, una semi-solida y una sélida, las cuéles no presentaban adherencia al
soporte ni separacion de fases, para evaluar su comportamiento en diferentes métodos de
secado.

4.1.3. Evaluacion de diferentes métodos de secado de las matrices

El tiempo de secado de las matrices en temperatura ambiente fue de 72 h. Las matrices
presentaron adherencia al soporte y se observé separacion de fases de los materiales,
presentaron encogimiento de la matriz y no hubo cambio de color (tabla 11). La adherencia al

soporte provocaba el rompimiento de las matrices al intentar sacarlas del mismo.

El tiempo de secado en estufa fue de 23-24 h. Las matrices secadas en estas condiciones
presentaron adhesién al soporte, separacion de fases, encogimiento y cambio de color. Luego
del tiempo de secado, las matrices se encontraban dentro de los soportes resquebrajadas y la
adhesién dificultaba la extraccion de los mismos.

El secado por liofilizacién fue de 36 h totales (incluido el tiempo de congelacién). Las matrices
G:A6y G:A7,5 no presentaron adherencia al soporte, no tuvieron encogimiento ni cambio de color
y tampoco presentaron separacion de fases. Si bien luego del proceso de secado mantenian su
integridad, al sacarlas del soporte se resquebrajaban facilmente. La matriz G:A20 tampoco
presentdé encogimiento ni cambio de color, no presenté adherencia al soporte y no tuvo

separacion de fases. Al sacarla del soporte, no se resquebrajaba (tabla 12).

El método de secado mas eficiente en pérdida de agua fue el secado mediante liofilizacién. La

matriz G:A20 tuvo una mayor pérdida de peso en el secado por liofilizaciéon que en el secado por
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estufa y temperatura ambiente (Tabla 12). Para la matriz G:A7,5 la pérdida de peso también fue

mayor en el liofilizado, seguido por el secado en estufa y temperatura ambiente. Finalmente, la

matriz G:A6 presento resultados similares a las otras matrices (tabla 12)

Tabla 11. Evaluacion de las caracteristicas fisicas de mezclas de gelatina y almidén secadas con

diferentes métodos para la conformacion de la matriz de macrocapsulas probiéticas.

Cambio de estructura| Cambio de color Sepe}racmn de | Adherencia
. ases soporte

Matrices

encogi%?iento encog'ilrrr]ﬂento C%r;%%ﬂtr)lo Sgecggpot;lo Si No Si No

Secado en ambiente
G:A20 X X X X
G:A7,5 X X X X
G:A6 X X X X
Secado en estufa
G:A20 X X X X
G:A7,5 X X X X
G:A6 X X X X
Secado por liofilizacién

G:A20 X X X X
G:A7,5 X X X X
G:A6 X X X X

Matrices: 10% p/v gelatina y 10% p/v de almidén (G:A20); 5% p/v gelatina y 2,5% p/v almidén

(G:A7,5)

y 4% p/v almidén y 2% p/v gelatina (G:A6).

Si: presenta adherencia al soporte o

separacion de fases, segun corresponda. No: no presenta adherencia al soporte o separacion de

fases, segun corresponda.
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Tabla 12. Porcentaje de pérdida de agua (%m/m) durante el secado de matrices de gelatina y

almidén.

Matriz Método de secado Tiempo de secado % m/m
G:A20 74,95
G:A7,5 Temperatura ambiente 72h 85,68
G:A6 88,84
G:A20 78,56
G:A7,5 Estufa 23-24 h 90,77
G:A6 92,33
G:A20 82,03
G:A7,5 Liofilizacion 36 h 91,07
G:A6 92,20

Matrices: 10% p/v gelatina y 10% p/v de almidén (G:A20); 5% p/v gelatina y 2,5% p/v almidén
(G:A7,5) y 4% pl/v almidon y 2% p/v gelatina (G:A6).

Todas las matrices evaluadas presentaron caracteristicas adecuadas cuando las mismas fueron
secadas mediante liofilizacion. Para continuar con los estudios de entrampamiento de las
bacterias, se utilizaron las matrices G:A7,5 y G:A20.

4.2. Entrampamiento de L. reuteri DSPV002C

4.2.1. Evaluacion de diferentes métodos de secado de L. reuteri DSPV002C en diferentes
matrices

No se encontraron diferencias en la viabilidad bacteriana entre las matrices G:A7,5 1:1 y G:A20
1:1 previo al secado (P=0,170). La mezcla del in6culo con la matriz G:A20 1:1 presentd una
viabilidad pre-secado de 10,52+0,16 Log (UFC/g). Luego del proceso de secado, se observé
disminucion de la viabilidad en las tres condiciones de secado (P<0,001). Las mezclas secadas
en estufa y ambiente fueron las de mayor pérdida de viabilidad, con 6,97+0,11 Log (UFC/qg) y
7,88+0,96 Log (UFC/g) respectivamente. El secado mediante liofilizacion, con 9,11+0,26 Log

(UFC/qg), fue el de menor pérdida de viabilidad en comparacion al pre-secado (Figura 6).

La mezcla G:A7,5 1:1 tuvo una viabilidad pre-secado de 10,78+0,17 Log (UFC/g). La viabilidad
disminuy6 en las 3 condiciones de secado (P>0,001). La liofilizaciéon con 9,23+0,24 Log (UFC/g)
fue el método que menor pérdida de viabilidad presentd, disminuyendo en 1,55 Log (P=0,036).
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El secado a temperatura ambiente mantuvo una viabilidad de 8,10+0,8 Log UFC/g, presentando
una pérdida de 2,68 Log (UFC/qg) y el secado en estufa, con una viabilidad de 7,86+0,18 Log
(UFC/g), perdié 2,92 Log (UFC/g), ambas pérdidas mayores que en liofilizacion (Figura 7).

Tanto en G:A20 1:1 como G:A7,5 1:1, la menor perdida de viabilidad se observé en el secado

mediante liofilizacion. (Figuras 6y 7).

Figura 6. Viabilidad de in6culo probidtico en la matriz G:A20 antes y después de diferentes

condiciones de secado.

G:A201:1

11 A
— 10 B
20 C
2 . I
[e]0]
S s
©
S 7 9,11
o 7,88
© 6
s

B Pre-secado M Estufa Ambiente Liofilizado

G:A20 1:1: Matrices de Gelatina 10% p/v + Almidén 10% p/v, proporcion 1:1 indculo:matriz. Pre-
secado: G:A20 1:1 humedas; Estufa: G:A20 1:1 secadas a 37+2 °C durante 24h; Ambiente: G:A20
1:1 secadas a 2542 °C durante 72h; Liofilizacion: G:A20 1:1 secadas durante 36h. Los recuentos
se muestran como la media * el desvio estandar. Diferentes letras indican diferencia estadistica
(P<0,05)
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Figura 7. Viabilidad de in6culo probiotico en la matriz G:A7,5 antes y después de diferentes

condiciones de secado.

G:A7,51:1

11 A
__ 10 B
20
g o S I
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°
3 7 9,23
3 8,10
O
= 6

B Pre-secado M Estufa Ambiente Liofilizado

G:A7,5 1:1: Matrices de gelatina 5% p/v + almidén 2,5% p/v, proporcién 1:1 in6culo:matriz. Pre-
secado: G:A7,5 1:1 humedas; Estufa: G:A7,5 1:1 secadas a 37+2 °C durante 24h; Ambiente:
G:A7,5 1:1 secadas a 25%2 °C durante 72h; Liofilizacion: G:A7,5 1:1 secadas durante 36h. Los
recuentos se muestran como la media * el desvio estandar. Diferentes letras indican diferencia
estadistica (P<0,05)

4.2.2. Evaluacion de la viabilidad de macrocapsulas liofilizadas con diferentes
proporciones del inéculo:matriz y crioprotectores

La viabilidad no estuvo influenciada por las matrices estudiadas: G:A20 y G:A7,5 (P=0,142). Con
respecto a los medios crioprotectores, la viabilidad luego del proceso de secado, fue mayor al

utilizar el PS que utilizando maltodextrina (P=0,008).

El peso promedio de las macrocépsulas pre-secado fue de 0,35+0,05 g por macrocépsula. Luego
del proceso de liofilizacién, el peso fue de 0,09+0,01 g por macrocapsula. Para el in6culo
entrampado en G:A20, se encontr6 una mayor recuperacioén de bacterias por macrocapsula en
G:A20 9:1 (P<0,001) (Figura 8). En las macrocapsulas que incluyeron maltodextrina como CP,
los recuentos fueron 2,9 Log UFC/cépsula (UFC/cap) superiores en las macrocépsulas G:A20M
9:1 (10,29+0,02 Log UFC/cap) en comparacién con las macrocapsulas G:A20M 1:1 (7,8+£0,54 Log
UFC/cap). Los recuentos de las macrocapsulas para las demas proporciones se encontraron
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entre 7,9310,23 Log UFC/cép para la macrocapsula G:A20M 2:1, 8,11£0,25 Log UFC/cap para
la macrocapsula G:A 20M 3:1 y 8,23+0,07 Log UFC/cap para la macrocéapsula G:A20M 5:1
(Figura 8).

Cuando se incluyé el PS como CP, las macrocapsulas G:A20PS 1:1 tuvieron una concentracion
de 8,30+0,52 Log UFC/cap, con un recuento de 2.0 Log UFC/cap por debajo de la mezcla
G:A20PS 9:1 (10,29+0,09 Log UFC/cap). Los recuentos en las macrocapsulas de las demas
proporciones fueron 8,46+0,54 Log UFC/cap para G:A20PS 2:1, 8,68+0,97 Log UFC/cap para
G:A20PS 3:1y 8,77+0,08 Log UFC/cap para G:A20PS 5:1.

Las macrocapsulas con matriz G:A7,5 mostraron resultados similares a las caspulas G:A20, con
mayor viabilidad post-secado en G:A7,5 9:1 (P<0,001) (Figura 9). Al utilizar el CP maltodextrina,
la viabilidad fue 2,02 Log UFC/cap mayor en las macrocapsulas G:A7,5M 9:1 (10,29+0,11 Log
(UFC/cap)) en comparacién con G:A7,5M 1:1 (8,27+0,57 Log UFC/cap). Los recuentos de las
macrocapsulas para las demas proporciones se encontraron entre 8,16+0,32 Log UFC/cap para
la macrocapsula G:A7,5M 2:1, 8,64+0,29 Log UFC/cap para la macrocapsula G:A7,5M 3:1 y
8,87+0,39 Log UFC/cép para la macrocapsula G:A7,5M 5:1.

En las macrocapsulas G:A7,5 con PS como CP, se encontraron diferencias de 1,82 Log entre las
G:A7,5PS 1:1 (8,46+0.58 Log (UFC/cap)) y G:A7,5PS 9:1 (10,2940,01 Log (UFC/cép)). Las
macrocapsulas G:A7,5PS 2:1 tuvieron un recuento de 8,67+0,56 Log (UFC/céap), para G:A7,5PS
3:1 el recuento fue de 9,01+0,45 Log (UFC/cap) y para G:A7,5PS 5:1 fue de 9,08+0,02 Log
(UFC/cap).
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Figura 8. Viabilidad de L. reuteri DSPV002C en macrocapsulas liofilizadas con diferentes

proporciones de indculo:matriz G:A20.
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a
8,23+0,07
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8,77+0,08

G:A20PS 5:1

b
10,29+0,02

G:A20M 9:1
Maltodextrina

b
10,3+0,09

G:A20PS 9:1
Permeado

G:A20: macrocapsulas con 10% p/v gelatina y 10% p/v de almidén con diferentes proporciones

de inoculo. 1:1: 1 parte de inoculo y 1 parte de matriz; 2:1: 2 partes de inéculo y 1 parte de matriz;

3:1: 3 partes de inéculo y 1 de matriz; 5:1: 5 parte de indculo y 1 de matriz; 9:1: 9 partes de matriz

y 1 de in6culo. A. Maltodextrina como crioprotector (G:A20M). B. Permeado de suero como

crioprotector (G:A20PS). Los recuentos se muestran como la media + el desvio estandar. Letras

distintas significan diferencias dentro de cada grupo (p<0,05).
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Figura 9. Viabilidad de L. reuteri DSPV002C en macrocéapsulas liofilizadas con diferentes

proporciones de indculo:matriz G:A7,5.
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Permeado

Proporcidén inéculo:matriz

G:A7,5: macrocapsulas con 5% p/v gelatina y 2,5% p/v de almidén con diferentes proporciones
de inoculo. 1:1: 1 parte de inoculo y 1 parte de matriz; 2:1: 2 partes de indculo y 1 parte de matriz;
3:1: 3 partes de inéculo y 1 de matriz; 5:1: 5 parte de indculo y 1 de matriz; 9:1: 9 partes de matriz
y 1 de in6culo. A. Maltodextrina como crioprotector (G:A7,5M). B. Permeado de suero como
crioprotector (G:A7,5PS). Los recuentos se muestran como la media + el desvio estandar. Letras

distintas significan diferencias dentro de cada grupo (p<0,05).

En conclusién, las macrocapsulas con mayores recuentos luego del proceso de liofilizado fueron
las que tuvieron una proporcion 9:1 tanto con la matriz G:A7,5 como G:A20. Con respecto a los
crioprotectores, si bien el PS fue mejor que la maltodextrina en la proteccién del indculo probidtico
en el proceso de liofilizado, no hubo diferencias entre CP cuando se comparo la viabilidad de las

mezclas con proporciones indculo:matriz 9:1. Por lo tanto, para los ensayos siguientes de
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viabilidad de L. reuteri DSPV002C en el tiempo, se encapsul6 el inéculo en macrocapsulas G:A
7,5 9:1 y G:A 20 9:1, tanto con PS (G:A7,5PS 9:1 y G:A20PS 9:1), como con maltodextrina
(G:A7,5M 9:1 y G:A20M 9:1).

4.3 Determinacion de la viabilidad bacteriana dentro de las macrocapsulas a
través del tiempo

4.3.1. Viabilidad bacteriana dentro de las macrocapsulas a través del tiempo

Se encontraron diferencias en la viabilidad de las macrocapsulas en los factores: CP, envasado
y temperatura de almacenamiento. La utilizacion de PS como CP, tuvo un efecto positivo sobre
la viabilidad de la cepa en comparacion a la maltodextrina (P<0,01).

La viabilidad de las macrocépsulas envasadas al vacio fue mejor a lo largo del tiempo en
comparacion a las macrocapsulas envasadas sin vacio (P<0,01). La temperatura de
almacenamiento también influyd sobre la viabilidad, las macrocapsulas mantenidas en
congelacion fueron las de mayor viabilidad, seguidas por las refrigeradas y las mantenidas a
temperatura ambiente (P<0,01).

Ademas, si bien las macrocapsulas con las matrices G:A20 y G:A7,5 tuvieron un comportamiento
similar (P=0,733), la interaccidbn de matriz con la temperatura de almacenamiento mostré
diferencias en las interacciones (P>0,001). En esta interaccion, las macrocédpsulas con matriz
G:A20 mantenidas a temperatura ambiente presentaron mayor viabilidad que las macrocapsulas
con matriz G:A7,5, en cambio, en refrigeracion no hubo diferencias y en congelacion, las
macrocapsulas con matriz G:A7,5 presentaron mejor viabilidad que las macrocapsulas con matriz
G:A20 (Figura 10).
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Figura 10. Interaccion entre el tipo de matriz (G:A7,5 9:1 y G:A20 9:1) y diferentes temperaturas
de almacenamiento de macrocapsulas (ambiente, refrigeraciéon y congelacién) sobre la viabilidad
de L. reuteri DSPV002C

10

Viabilidad (Log UFC/capsula)
o

Ambiente Refrigerado Congelado
Temperatura de almacenamiento

— A0 501 G:A7,59:1

G:A20 9:1: macrocépsulas compuestas por: gelatina 10% p/v + almidén 10% p/v. G:A7,5 9:1;
macrocapsulas compuestas por gelatina 5% p/v + almidén 2,5% p/v (G:A7,5). ). Los recuentos se
muestran como la media * el error estandar.

A los 35 d de almacenamiento a temperatura ambiente, G:A20PS 9:1 en vacio y G:A20M 9:1 sin
vacio mantuvieron la viabilidad por encima de 8 Log UFC/cép (Figura 11 A). Lo mismo ocurri
con las macrocapsulas G:A7,5PS 9:1 en vacio y G:A7,5M 9:1 sin vacio (Figura 11 B). Alos 70 d
de almacenamiento, todas las macrocapsulas almacenadas en temperatura ambiente,
presentaron una viabilidad igual o inferior a 7,5 Log UFC/cap. A los 105 d las macrocapsulas
G:A20PS 9:1 envasada al vacio presentaron una viabilidad de 7,2 Log UFC/cap siendo la de
mayor viabilidad hasta los 210 d con 4,21 Log UFC/cap. EL resto de las macrocapsulas
presentaron una viabilidad inferior a los 4 Log UFC/cap a los 210 d (Figura 11 Ay B).
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Figura 11. Viabilidad en el tiempo de L. reuteriDSPV002C en macrocapsulas G:A20 9:1 y G:A7,5

9:1 conservadas a temperatura ambiente, en refrigeracion y en congelamiento con diferentes

crioprotectores y diferentes condiciones de atmésfera.
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G:A20: macrocapsula conformada por gelatina 10% + almidén 10% mas la adicién de maltodextrina
(G:A20M) o permeado de suero (G:A20PS) al 10% como crioprotectores, envasadas con vacio (cap
vacio) y sin vacio (cap no vacio). G:A7,5: macrocapsula conformada por gelatina 5% + almidén 2,5%
mas la adicién de maltodextrina (G:A7,5M) o permeado de suero (G:A7,5PS) al 10% como
crioprotectores, envasadas con vacio (cap vacio) y sin vacio (cap no vacio). La linea gris punteada
marca la DMR. A-B: conservadas a temperatura ambiente. C-D: conservadas en refrigeracion. E-F:

conservadas en congelacion. Los recuentos se muestran como la media * el desvio estandar.

Las macrocapsulas almacenadas en refrigeracion presentaron una viabilidad superior a los 8 Log
UFC/cap alos 70 d a excepcion de G:A20M 9:1 sin vacio, que present6 7,23 Log UFC/cép (Figura
11 C). Hasta los 140 d de almacenamiento, G:A20PS 9:1 en vacio y sin vacio, mantuvieron la
viabilidad por encima de los 8 Log UFC/cap. Lo mismo ocurrié con G:A7,5PS 9:1 con y sin vacio
hasta los 175 d (Figura 11 D). Finalmente G:A7,5PS 9:1 con vacio mantuvo la viabilidad por
encima de los 8 Log hasta los 210 d, siendo la de mayor viabilidad en almacenamiento en

refrigeracion.

Todas las macrocapsulas almacenadas en congelacién mantuvieron una viabilidad por encima
de los 9,3 Log UFC/cap hasta los 70 d (Figura 11 E y F). Las macrocapsulas G:A7,5PS 9:1 con
vacio, fueron las de mayor viabilidad hasta los 210 d, con 9,3 Log UFC/cap. Las macrocapsulas
G:A20PS 9:1 con y sin vacio mantuvieron una viabilidad por encima de los 8 Log UFC/cép hasta
los 210 d. Lo mismo ocurrié con G:A7,5PS 9:1 sin vacio y con G:A7,5M con vacio. El resto de las
macrocapsulas presentaron una viabilidad entre 6,84 y 7,31 Log UFC/cép a los 210 d.

De todas las condiciones de almacenamiento, las macrocapsulas mantenidas en congelacion,
con PS como CP y envasadas al vacio fueron las que mostraron mejor viabilidad hasta los 210 d
de almacenamiento. Si bien, no hubo diferencias entre las matrices evaluadas, la interaccién
temperatura de almacenamiento*matriz, mostr6 que a temperatura de congelacion, las
macrocapsulas con G:A7,5 mantuvieron mejor la viabilidad. Por lo tanto, las macrocapsulas
G:A7,5PS 9:1 fueron las seleccionadas para continuar los estudios.

4.3.2. Obtencion de imagenes de macrocapsulas mediante microscopia electronica de
barrido

Cortes de las macrocapsulas G:A7,5PS 9:1 se presentan en la Figura 9. Se puede observar la
estructura interna de las macrocapsulas en la que se aprecia el interior con espacios vacios de

diferente tamano (Figura 12 A). La estructura interna es compacta y se puede ver la estrecha
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interaccién de la matriz con el inéculo (Figura 12 D). En las imagenes se puede observar a los
microorganismos tanto en el interior como en el exterior de las trabéculas (Figura 12 E). En la
superficie externa de la macrocapsula se pueden ver los microorganismos, esto es caracteristico
de la encapsulacion de tipo matriz, donde los mismos estan no solamente en el ndcleo, sino
también en la superficie de la macrocapsula (Figura 12 F). Se puede observar también la
formacién de aberturas en algunas partes de la superficie externa de las macrocapsulas (Figura
12 B).

Cortes de macrocépsulas con matriz G:A20PS9:1 se presentan en la figura 13. Al igual que en la
macrocapsula G:A7,5PS 9:1, se puede ver la formacion de un trabeculado interno con espacios
vacios de diferente tamano (Figura 13 B). En la misma figura se puede observar los
microorganismos mezclados con la matriz. Un corte de la macrocapsula en la que se observa la
superficie externa e interna se presenta en la figura 13 A. En la superficie externa de la
macrocapsula, se puede ver la interaccion de la matriz con los microorganismos (Figura 13 C).
En la figura 13 D. se pueden ver los microorganismos con mayor aumento en la superficie de la

macrocapsula.

Figura 12. Imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido de diferentes cortes de
macrocapsulas de G:A 7,5PS 9:1 transportadoras de L. reuteri DSPV002
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A. Interior de la macrocapsula (600X). B 'y C. Cortes con superficie externa e interior de la
macrocapsula (600X). D. Corte interior de la macrocépsula (3000X). E. Corte interior de la
macrocapsula (8000X). F. Exterior de la macrocapsula (14000X).
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Figura 13. Imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido de diferentes cortes de
macrocapsulas G:A20PS 9:1 transportadoras de L. reuteri DSPV002

A. Cortes con superficie externa e interior de la macrocapsula (500X). B. Corte interior de la
macrocapsula (7500X). C. Exterior de la macrocépsula (8000X). D. Exterior de la macrocapsula
(15000X).

4.4. Evaluacion de la viabilidad bacteriana dentro de las macrocapsulas en
condiciones gastrointestinales simuladas
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4.4.1. Determinacion de la viabilidad mediante recuento en placa

La pérdida de viabilidad de L. reuteri DSPV002C fue menor en las macrocapsulas que en forma
de cultivo libre a lo largo de todo el ensayo (P>0,001: Figura 14). En el tiempo 0, los recuentos
fueron de 10,68+0,05 Log UFC/ml para las macrocapsulas y 9,18+0,08 Log UFC/ml para el cultivo
libre. Luego de 1,5 h de incubacion en JG, las macrocapsulas tuvieron una pérdida de 0,14+0,01
Log UFC/mly el cultivo libre 0,35+0,12 Log UFC/ml con porcentaje de supervivencia del 71,3% y
45,3% respectivamente. A las 3 h de incubacion, la pérdida de viabilidad fue menor para las
macrocapsulas (p=0,019), con 0,29+0,05 Log UFC/ml y una supervivencia del 50,53% frente a
0,66+0,04 Log UFC/ml para el cultivo libre, con una supervivencia del 22,39% (Figura 14). A las
4,5 h y luego de una incubacion de 1,5 h en Jl, la pérdida de viabilidad acumulada fue de
0,41+0,06 UFC/ml en las macrocépsulas y 1,30£0,15 UFC/ml para el cultivo libre (P>0,001). Esto
se corresponde con una supervivencia del 39,17% para las macrocépsulas y del 5% para el
cultivo libre. Finalmente, luego de 6 h de incubacién, la pérdida de viabilidad total de las
macrocapsulas fue de 0,58+0,09 Log UFC/ml frente a 1,56+0,16 Log UFC/mI del cultivo libre. El
porcentaje de supervivencia de los microorganismos encapsulados fue del 26,53% y del cultivo
libre fue del 2,85% (Figura 14).

Figura 14. Pérdida de viabilidad de L. reuteri DSPV002C encapsulada en G:A7,5 PS 9:1 y sin
encapsular (cultivo libre), en condiciones gastrointestinales simuladas durante 6 h, evaluada

mediante recuento en placa.
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La macrocapsula G:A 7,5PS 9:1 liofilizada estaba conformada por gelatina 5% p/v + almidén
2,5% p/v, mas la adicion de permeado de suero al 10% como crioprotector. * significa diferencias
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entre grupos para un mismo tiempo. Los recuentos se muestran como la media * el desvio
estandar.

4.4.2. Determinacion de la viabilidad mediante citometria de flujo
Para poder determinar el porcentaje de eventos positivos para Syto9 y loduro de propidio (IP), se
realizé una curva de calibracion (Figura 15).

A través del analisis de viabilidad mediante citometria de flujo, se pudieron identificar 2
poblaciones celulares, tanto en microorganismos encapsulados como en forma de cultivo libre.
Las células vivas toman el fluorocromo Syto9 y se observan en el cuadrante superior del grafico
dot plot BL1 vs. BL3, y las células muertas o con dafos en membrana celular toman el fluorocromo

IP, y se observan en el cuadrante derecho del mismo grafico (Figura 15).

Figura 15. Curva de calibracién para determinar el porcentaje de eventos positivos para Syto9 e
IP mediante citometria de flujo utilizando diferentes combinaciones de poblaciones vivas y
muertas de L. reuteri DSPV002C.
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Gréficos Dot Plot representativos que muestran las diferentes proporciones de células vivas en
BL1 (verdes, tefiidas con Syto9) y muertas en BL3 (rojas, tenidas con IP). A. Grafico Dot Plot de
altura (FSC-H) vs. area (FSC-A) para la seleccion de “singletes” o células unicas. B. Gréfico de

Complejidad citoplasmatica (SSC) vs. Tamano (FSC) que muestra la region donde se encuentra
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la poblacion celular a evaluar. Graficos Dot Plot representativos de BL1 (bacterias vivas tefidas

con Syto9) vs. BL3 (bacterias muertas tefidas con IP) correspondientes a la curva de calibracion:

C- Grafico Dot Plot mostrando el valor experimental encontrado para un 100% tedrico de células

vivas. D. 75% de células vivas. E. 50% de células vivas. F. 25% de células vivas. G. 0% de células

vivas.

Figura 16. Viabilidad de L. reuteri DSPV002C en macrocapsulas y en cultivo libre frente a

condiciones gastrointestinales simuladas.
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El porcentaje de microorganismos vivos en las condiciones gastrointestinales simuladas fue
similar en el cultivo libre y en las macrocapsulas (P>0,05) (Figura 17). Alas 3 h las macrocapsulas
perdieron 18+17,22 % de viabilidad mientras que el cultivo libre perdi6é un 8+5,74% comparando
ambos frente al tiempo 0. Por otra parte, luego de 6 h de incubacién, las macrocapsulas mostraron
una pérdida de viabilidad del 50+18,52 % y el cultivo libre disminuy6 su viabilidad un 61+2,56%.

Figura 17. Pérdida de viabilidad (%) de L. reuteriDSPV002C encapsulada en G:A7,5PS 9:1 y sin
encapsular (cultivo libre), en condiciones gastrointestinales simuladas durante 6 h, evaluada

mediante citometria de flujo.
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Porcentaje de bacterias vivas del in6culo probiético encapsulado vy liofilizado (macrocapsulas) y
sin encapsular (Cultivo libre) en el tiempo. Macrocapsulas G:A7,5PS 9:1: liofilizadas conformadas
por gelatina 10% + almiddn 5% mas la adicion de permeado de suero de queso al 10% como
crioprotectores. Los resultados se expresan como la media + el desvio estandar. Letras distintas
significan diferencias en el recuento a través del tiempo dentro de cada grupo (p<0,05).

4.5. Determinacion de la viabilidad bacteriana en las macrocapsulas adicionadas
al alimento peletizado

Se encontraron diferencias en la viabilidad de las macrocapsulas en las condiciones de atmdsfera
y en el alimento utilizado. La viabilidad de las macrocapsulas envasadas al vacio fue mejor a lo

largo del tiempo en comparacion a las macrocapsulas envasadas sin vacio (P<0,001). Las
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macrocapsulas almacenadas con el alimento 1, presentaron una mayor viabilidad en el tiempo

que las almacenas con el alimento 2 (P=0,002)

En el dia 0, las macrocapsulas tuvieron una viabilidad de 10,30£0,06 Log UFC/cap. Luego de 60
dias de almacenamiento en temperatura ambiente, las macrocapsulas almacenadas con el
alimento 1y envasadas en vacio, presentaron una viabilidad de 7,15+0,60 Log UFC/cap, con una
pérdida de 3,14 Log (Figura 18). Las macrocapsulas almacenadas con el alimento 1 y no
envasadas en vacio, perdieron 4,83 Log en los 60 dias, con 5,47+0,64 Log UFC/cap.

Para las macrocépsulas almacenadas con el alimento 2, la viabilidad de las macrocépsulas
almacenadas en vacio fue de 6,98+0,05 Log UFC/cap a los 60 dias (pérdida de 3,32 Log). Las
macrocapsulas con el mismo alimento, y almacenadas sin vacio perdieron 5,62 Log con
4,68+0,18 Log UFC/cap al finalizar el ensayo.

Figura 18. Viabilidad en el tiempo de L. reuteri DSPV002C en macrocapsulas G:A7,5PS 9:1
adicionadas en alimentos peletizados para lechones de recria en fase 1 conservadas a
temperatura ambiente en diferentes atmédsferas.
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G:A 7,5PS 9:1: macrocapsula compuesta por gelatina 5% + almidén 2,5% con permeado de suero
al 10% como crioprotector, en Alimento 1 (Alim 1) y Alimento 2 (Alim 2), envasado al vacio (vacio)
y sin vacio (sin vacio). La linea negra punteada marca la DMR. Los recuentos se muestran como

la media * el desvio estandar
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Con un consumo minimo de 500 gr de alimento/animal/d durante la recria, son necesarias incluir
50 cap/bolsa para mantener la DMR de 108 UFC entre los 0 y 15 d de almacenamiento. Si el
alimento es envasado con vacio, este numero de macrocapsulas se mantiene hasta los 30 d
(Tabla 13). Si el alimento es envasado sin vacio, es necesario incluir 150 macrocapsulas en el
alimento 1 y 100 macrocépsulas en el alimento 2 para que se mantenga la DMR hasta a los 30 d
de almacenamiento. Para que los animales reciban una DMR por racién de alimento hasta los 60
d, teniendo en cuenta un consumo minimo de 500g/animal/d, es necesario incluir 200 cdp/bolsa
para el alimento 1 y 550 c4p/bolsa para el alimento 2 si estos son envasados al vacio. Si los
alimentos no son envasados en vacio, es necesario incluir 9900 cap/bolsa y 98700 cap/bolsa en

los alimentos 1y 2 respectivamente.

Tabla 13. Numero de macrocépsulas a incluir cada 0,5 kg o por bolsa de 25 kg de alimento para
asegurar el consumo de al menos la DMR (108 UFC/d) por animal, teniendo en cuenta la pérdida
de viabilidad en el tiempo.

Alimento 1 Alimento 2
Numero de Numero de Numero de Numero de
Dias de macrocapsulas por macrocapsulas por macrocapsulas por macrocapsulas por
. bolsa de alimento animal/d bolsa de alimento animal/d
almacenamiento N N N
N
Envasado ° Envasado ° Envasado ° Envasado °
.| envasado .| envasado , | envasado .| envasado
en vacio , en vacio , en vacio , en vacio ,
en vacio en vacio al vacio al vacio
0 50 50 1 1 50 50 1 1
15 50 50 1 1 50 50 1 1
30 50 150 1 3 50 100 1 2
45 50 900 1 18 100 11150 2 223
60 200 9900 4 198 550 98700 11 1974

Numero de macrocapsulas por bolsa de alimento considerando una bolsa de 25 kg. NUumero de

macrocapsulas por animal considerando un consumo minimo de 500 g/d.

4.6. Verificacion de la eficiencia del método de conservacién mediante un ensayo
in vivo en cerdos

Se realiz6 un estudio in vivo con lechones destetados para verificar el método de conservacion y

la administracion del inéculo encapsulado. Las actividades incluidas en el ensayo fueron: andlisis
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microbiol6gico a partir de materia fecal, hemograma completo, bioquimica sanguinea, medicion
de parametros de rendimiento productivo y sanitario e histomorfologia de intestino delgado de los
lechones.

4.6.1. Analisis microbiolégicos en muestras de materia fecal

En la tabla 14 se pueden ver los recuentos de las diferentes poblaciones microbianas evaluadas
a partir de la materia fecal de los lechones. Se observ6 ausencia de la cepa L. reuteri DSPV002C
al inicio del ensayo (semana 0) en ambos grupos de estudios. La recuperacién de L. reuteri DSPV
002C en lechones del GP se observod desde la segunda hasta la dltima semana de ensayo, con
recuentos 23,72 Log UFC/g de materia fecal. En el grupo control no se recuperd la cepa

administrada en ninguna de las semanas del ensayo.

Tabla 14. Recuentos de poblaciones microbianas en la materia fecal de los lechones.

Microorganismos Recuento (Log UFC/g)

od 7d 14d 21d 28d 35d 42d P
BAL

GC 7,65+0,5° 8,23+0,6° 7,86+0,5% 8,11+0,4® 8,55+0,4* 8,58+0,8° 7,62+1,8° 0,95
GP 7,56%0,8° 8,31+0,6° 8,19+0,4° 7,68+0,8* 8,44+0,5° 8,31+0,5° 8,20+0,6°
L. reuteri DSPV 002C

GC <LD
GP <LD 4,25+1,1° 3,72+0,7® 4,10+0,5° 5,96+1,1* 5,58+1,1° 5,39+0,6°
Campylobacter spp.

GC 6,53+0,5* 5,15+1,3% 4,41+0,7* 3,10+0,2® 3,52+0,4* 4,10+0,9° 3,44+1,1* 0,58
GP 7,18+0,6* 4,65+0,8° 4,62+0,8* 3,62+0,8° 3,16+0,9* 3,39+1,2¢® 2,99+1,1°

Escherichia coli

GC 7,48+0,8% 6,37+1,17 4,96+1,2% 3,02+1,0° 5,18+1,0*° 4,32+1,0° 3,82+1,2"* 0,17
GP 8,4+0,5% 7,03+0,97 5,09+1,4° 3,04+1,5% 4,16+1,0° 4,20+1,4® 5,54+0,8%
Levaduras

GC 4,34+0,4° 5,42+0,4° 3,83+0,5% 2,55+0,9% 2,98+0,5% 2,54+0,7% 2,43+0,4* 0,42
GP 3,85+1,0° 4,62+0,8% 3,00+1,3% 2,92+0,9° 3,01+0,9° 2,50+0,8% 3,08+0,6%

GC: grupo control. GP: grupo probiético. Los datos se expresan en Log UFC/g de materia fecal y
corresponden a la media * el desvio estandar. LD: limite de deteccién >100 UFC/g. Las letras A

y B mayusculas corresponden a diferencias significativas (P<0,05) entre grupos para ese
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momento. Las letras a y b minusculas corresponden a diferencias significativas (P<0,05) dentro
de cada grupo.

Los recuentos de BAL (Tabla 15) no se vieron afectados por la administracién de la cepa L. reuteri
DSPV 002C (P>0,05) a lo largo del ensayo. No se encontraron diferencias entre los grupos para
cada semana particular. Finalmente, el andlisis dentro de un mismo grupo experimental, tampoco
arrojo diferencias entre las semanas (P>0,05). Se encontré la presencia de la cepa L. reuteri
DSPV002C, a partir de su momento de deteccion, el d 7 del ensayo, solamente en el GP (tabla
15).

Los valores de E. coli fueron similares entre los lechones del GC y del GP (p= 0,174) (tabla 15).
En el d 0, el GP presenté mayores recuentos que el GC (P=0,041). Lo mismo ocurri6 el d 42, con
mayores recuentos en el GP (P=0,014). El analisis dentro de un mismo grupo experimental, no
mostré diferencias entre las semanas para ninguno de los grupos (P>0,05).

No se encontraron diferencias en el recuento de levaduras entre GC y GP (P=0,42). En el analisis
por semana, los recuentos fueron mayores en GP que en GC en el d 42 del ensayo (P=0,044).
El GC mostr6 una tendencia (P=0,051) a tener mayores recuentos que el GP en el d 7 del ensayo.
Dentro del GP, los recuentos de esta poblacién microbiana no mostraron diferencias entre

semanas. El GC tampoco tuvo variaciones en los recuentos entre las distintas semanas.

Los recuentos de Campylobacter spp. no presentaron diferencias entre GC y GP (P=0,585).
Tampoco se encontraron diferencias dentro de cada grupo entre las diferentes semanas de

muestreo.

Los recuentos de las poblaciones de BAL, E. coli, Campylobacter spp. y levaduras permitieron
determinar la relacion entre estas poblaciones microbianas. En la tabla 15 se presentan las
relaciones entre las BAL y las demas poblaciones de microorganismos.
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Tabla 15. Relacion entre las poblaciones de microorganismos fecales en lechones durante la

recria.
Tiempo (d)
0 7 14 21 28 35 42 p

BAL/E. coli

GC 1,03+0,1® 1,34+0,32 1,64+0,32 2,93+0,92 1,72+0,42 2,1+0,6% 2,22+1,1° 0,711

GP 0,91+0,12 1,19+0,1? 1,69+0,3% 3,03+1,2?¢ 2,11+0,4? 2,21+0,82 1,5+0,2°
BAL/levaduras

GC 1,79+0,3® 1,52+0,1® 2,1+0,4*® 3,48+1,0® 2,95+0,52 3,57+0,92 3,25+1,02 0,747

GP 2,05+0,42 1,87+0,42 3,01+0,8% 2,86+1,0% 2,99+0,72 3,54+0,7° 2,76+0,6°
BAL/Campylobacter spp.

GC 1,18+0,1® 1,68+0,3® 1,82+0,32 2,63+0,2** 2,46%0,3% 2,21+0,6% 2,58+1,42 0,220

GP 1,07¢0,1® 1,83+0,3% 1,82+0,32 2,18+0,4%® 2,89+0,92 2,73+1,0° 3,14+13°

GC: grupo control; GP: grupo probidtico. BAL: bacterias &cido lacticas. Los valores estan
expresados como el promedio * el desvio estandar. Letras mayusculas significan que hay
diferencias entre los grupos para un mismo momento. Letras minUsculas iguales significa que no

hay diferencia dentro del mismo grupo (P< 0,05).

El resultado obtenido a partir del analisis de la relacion BAL/E. coli no mostrd diferencias
(p=0,711) entre el GC y el GP. La relacion BAL/E. coli se encontré entre 1,03+0,1 y 2,93+0,9 para
el GC; para el GP fue entre 0,91+£0,1 y 3,03+1,2. El analisis dentro de cada grupo, no mostré

diferencias entre las semanas.

En la relacion BAL/levaduras no se encontraron diferencias entre los grupos (0,747). El d 14, se
encontrd una relacion mayor en el GP (P=0.04). La relacion en el GC se encontré entre 1,79+0,3
y 3,57+0,9; para el GP fue entre 1,87+0,4 y 3,54+0,7. El analisis dentro de cada grupo, no mostré

diferencias entre las semanas.

Para la relacién BAL/Campylobacter spp. tampoco se encontraron diferencias entre los grupos
(P=0,220). La relacién se encontr6 entre 1,18+0,1 y 2,63+0,2 para el GC; en el GP, la relacién
fue entre 1,07+0,1 y 3,14+1,3. El andlisis mostré diferencias en el d 21, con una relacién mayor
para el GC (P=0,049).

4.6.2. Analisis de la dinamica poblacional de la microbiota predominante mediante DGGE
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4.6.2.1. Analisis de los geles
Los patrones de DGGE obtenidos presentaron entre 3 y 11 bandas por calle. El d 0 present6 la

mayor cantidad de bandas, seguido por el d 42y el d 21.

En el dendrograma del d 0 no se observaron agrupamientos que formen clusters principales. Se
presentaron 94 bandas discernibles. Se encontraron entre 4 y 11 bandas por calle. En la figura

19 se presenta el dendrograma con los perfiles del d 0.

Figura 19. Dendrograma de los perfiles DGGE de la comunidad bacteriana de la materia fecal de

los lechones al d 0.
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Verde C: lechones grupo control, C1 a C6. Naranja T: lechones grupo probiotico, T1 a T6. Dia 0
(d0).

En el d21, se formaron 2 clusters principales con una similitud de 44%. El primero de estos incluyé
2 perfiles de GP y 1 perfil de GC. El otro se dividio en 2 clusters con un 52% de similitud. Uno de
estos clusters incluyé 4 perfiles de GC y 2 perfiles de GP, mientras que el otro cluster incluyé 1
perfil de cada grupo. Se observé un total de 57 bandas, con calles de entre 3 y 9 bandas. En la

figura 20 se presenta el dendrograma con los perfiles del d 21.
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Figura 20. Dendrograma de los perfiles DGGE de la comunidad bacteriana de la materia fecal de

los lechones al d 21.
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Verde C: lechones grupo control, C1 a C6. Naranja T: lechones grupo probiético, T1 a T6. Dia 21
(d21).

El d 42 se observo una similitud del 49% de los perfiles bacterianos. Se formaron 2 clusters, uno
con el 57% de similitud y otro con 72%. El cluster del 57% estaba conformado por perfiles de 3
lechones del GP. A la vez, el cluster de 72% de similitud, se dividié en 2 clusters, uno con 76%
de similitud, conformado por perfiles del GC y GP, y otro con 78% de similitud, conformado
solamente por GC. Se presentaron un total de 60 bandas, con calles de 3 a 7 bandas cada una.

En la figura 21 se presenta el dendrograma con los perfiles del d 42.
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Figura 21. Dendrograma de los perfiles DGGE de la comunidad bacteriana de la materia fecal de

los lechones al d 42.
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(d42).

El dendrograma en el que se analiza solamente el grupo control, a lo largo de todo el experimento,
mostré una similitud del 47% entre todos los perfiles. Se observé la formacion de 2 clusters
principales, uno con 53% de similitud y otro con 66%. El primero estaba formado por 4 perfiles
del d 21y 1 del d 42. El segundo incluyé perfiles de los 3 d. La figura 22 muestra el dendrograma

de los perfiles de todos los controles.
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Figura 22. Dendrograma de los perfiles DGGE de la comunidad bacteriana de la materia fecal de
los lechones del grupo control, dias 0, 21 y 42 del ensayo.
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A

El dendrograma de todos los perfiles de lechones tratados, mostré una similitud del 37%. Se
formaron 2 clusters principales, uno con el 58% de similitud que incluia a los perfiles del d 0 y otro
con el 51% que a la vez se dividio en 2, con 53% y 54% de similitud respectivamente y con perfiles
del d 21 y del d42 en ambos. La figura 23 muestra el dendrograma de los perfiles de todos los
pertenecientes al GP.
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Figura 23. Dendrograma de los perfiles DGGE de la comunidad bacteriana de la materia fecal de
los lechones del grupo probiético, dias 0, 21 y 42 del ensayo.
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a T6 dia 21 (d21). Lila T: lechones grupo probiético, T1 a T6 dia 42 (d42).

En la figura 24 se presenta el dendrograma con los perfiles de GC y GP de los d 0, 21 y 42. Hay
una similitud de perfiles de 40% entre todas las muestras. Se observa la separacion de 2 perfiles
del grupo probiotico (T1y T5) del d42, mientras que todas las demas muestras pertenecen a un
mismo cluster principal. Dentro de éste, se puede observar la formacion de 3 clusters, uno que
incluye todos los perfiles del dO y 1 perfil del d 42 correspondiente a GC (similitud de 55%). Los
dos clusters restantes presentan un 60% de similitud y 70%, ambos incluyen perfiles de los d 21
y 42 de ambos grupos.
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Figura 24. Dendrograma de los perfiles DGGE de la comunidad bacteriana de la materia fecal de

los lechones del grupo probiético y grupo control, dias 0, 21 y 42 del ensayo.
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Verde: lechones d 0 (d0), C1 a C6: grupo control; T1 a T6: grupo probidtico. Naranja: lechones d
21 (d21), C1 a C6: grupo control; T1 a T6: grupo probiodtico Azul: lechones d 42 (d42), C1 a C6:
grupo control; T1 a T6: grupo probidtico.

En la tabla 16 se presentan los resultados del analisis de los indices de diversidad, riqueza y
homogeneidad. No se presentaron diferencias en ninguno de los indices entre los GC y GP. El
indice de diversidad del GP, fue mayor el d 0 en comparacion al d 21 y 42 (P=0,010). De la
misma manera, el GP también present6 el valor mas alto el d 0 (P=0,029) en el indice de riqueza.
En cambio en el GC no hubo variaciones en el tiempo en los indices de diversidad, ni en el indice
de riqueza. El indice de homogeneidad no presento variaciones en el tiempo para ninguno de los

grupos.

Tabla 16. indices de diversidad, riqueza y homogeneidad del ecosistema microbiano de la materia
fecal de los lechones.

indices Tiempo (d) P
Grupo 0 21 42
Diversidad de GC 1,88+0,38°  1,60+0,37°  1,65%0,15° 0217
Shannon GP 1,89+0,20°  1,44+0,23°  1,36+0,31° '
Homogeneidad  GC  0,906+0,02° 0,961+0,05* 0,943%0,04° o160
de Pielou GP 0,941+0,03°  0,954+0,02° 0,972+0,03° '
Riqueza de GC 1,91#0,52°  1,38+0,48°  1,48+0,28° 0115
Margalef GP 1,640,30°  1,13+0,23°  1,27+0,26° '

GC: grupo control, GP: grupo probiético. Los valores se expresan como la media + el desvio
estandar a los 0, 21 y 42 dias (d). Diferentes letras en superindice indican diferencias

significativas dentro del mismo grupo (p<0,05).

4.6.2.2. Secuenciacion
En la figura 25 se presentan los perfiles obtenidos por DGGE, con las bandas seleccionadas para

secuenciar.
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Figura 25. Perfiles de bandas de DGGE obtenidas de muestras de materia fecal de lechones a
los 0, 21 y 42 d del ensayo con bandas seleccionadas para secuenciar.
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grupo control; T1 a T6: grupo probiético. Bandas seleccionadas para secuenciar: 1 a 44, los
numeros se ubican a la izquierda de la banda escindida.

En el dia 0, el porcentaje de similitud de las secuencias con las secuencias de la base de datos
fue entre el 97,14% y el 82,86%. El phylum Firmicutes fue el de mayor aparicion con 8 bandas,
seguido por Synergistetes con 3, Bacterioidetes con 2 bandas y 1 representante de
Proteobacterias. Dos bandas del GC (2 'y 7) y dos bandas del GP (8 y 12) encontradas a la misma
altura del gel de DGGE, pertenecieron al phylum Firmicutes y podrian ser del orden Clostridiales.
Las bandas 5 y 8 fueron compatibles con microorganismos de la familia Ruminococcaceae. Dos
bandas del GC (bandas 1 y 4) se asociaron al phylum Synergistetes (una de éstas al género
Cloacibacillus, la otra podria ser del género Aminivibrio) mientras que una banda (14) del GP
podria ser del mismo phylum pero perteneciente a otro género. Ademas, las bandas 4 y 14 se

encontraron a la misma altura, pudiendo ser el mismo microorganismo (Tabla 17).
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Tabla 17. Porcentaje de identidad de secuencias parciales de 16S ARNr de lechones del d 0 del

ensayo, comparadas secuencias presentes en la base de datos del NCBI.

. . Identidad| Numero
Banda | Grupo Phylum Especie relacionada (%) NCBI
1 GC Synergistetes Cloacibacillus porcorum 94,96% MN537495.1
GC Uncultured bacterium clone 434 94,96% KY285724 .1
GC Synergistetes Synergistes sp. CNM 1720-08 94,96% KU159767.1
2 GC Uncultured bacterium 95,65% KP107970.1
GC Firmicutes Uncultured Garciella sp. clone 6924 95,65% KP107893.1
3 GC Uncultured bacterium 92,96% JX486684.1
GC Firmicutes Uncultured Clostridium sp. 91,78% EU809916.1
4 GC Uncultured bacterium 91,92% JQ117874.1
GC Synergistetes Aminivibrio pyruvatiphilus strain 91,84% MG519324.1
5 GC Uncultured bacterium 91,18% JQ130399.1
GC Firmicutes Uncultured Ruminococcaceae bacterium  87,80% KP101892.1
6 GC Uncultured bacterium 82,86% JQ185232.1
7 GC Firmicutes Uncultured Clostridiales bacterium 91,49% KX672592.1
8 GP Firmicutes Uncultured Firmicutes bacterium 93,67% KM650279.1
GP Firmicutes Uncultured Ruminococcaceae bacterium  92,41%  LT841849.1
9 GP Bacterioidetes Uncultured Bacteroidetes bacterium 97.14% KP716742.1
GP Uncultured bacterium 96.61% KP108813.1
GP  Bacterioidetes Uncultured ng:tglrgiygrli]aCter laceae 96.57%  KP104582.1
10 GP Bacterioidetes Uncultured Barnesiella sp. 97.11% KP104979.1
11 GP Firmicutes Blautia sp. 96.69% MG729425.1
GP Firmicutes Uncultured Lachnospiraceae 96.08% KP101979.1
12 GP Uncultured bacterium 85.91% MF293272.1
GP Firmicutes Uncultured Clostridiaceae 85.71% AB089028.1
13 GP Uncultured bacterium 89.47% GU601886.1
GP Firmicutes Uncultured Clostridium sp 85.71% MG803277.1
14 GP Uncultured bacterium 91.84%  JF546900.1
GP Synergistetes Uncultured Pyramidobacter sp. 90.82% LT625531.1
GP Synergistetes Uncultured Synergistaceae 90.82% LT545834.1
15 GP Uncultured bacterium 90.36% LN519016.1
GP Proteobacteria Uncultured Thiobacillus sp. 89.16% MF042831.1

GP: grupo probiéticos, GC: grupo control. NCBI: National Center for Biotechnology Information

Para las bandas del d 21, los porcentajes de similitud de las secuencias encontradas fueron entre
97,50% y 883,77%. Los phylum de mayor aparicion en las bandas fueron Actinobacteria y
Firmicutes con 7 representantes cada uno. Solamente una banda pertenecié a Bacterioidetes.
Dos perfiles del GC presentaron una banda (bandas 16 y 22) compatible con el género Olsenella.

Una banda del GC (banda 18) fue compatible con el género Bifidobacterium. Dos bandas a la
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misma altura pertenecientes al GC, fueron compatibles con los géneros Microbacterium vy

Leucobacter. Las bandas 27 y 29 del GP, fueron compatibles con el género Clostridium. En el GP

se encontré una banda relacionada al orden Lactobacillales (banda 24), pudiendo ser del género

Enterococcus o Lactobacillus. En comparacion al d 0, en el d 21 se recuperaron bandas

pertenecientes al phylum Actinobacteria tanto en el GC como el el GP, estando este phylum

ausente en el d 0. Ademas, no hubo ningun representate del phylum Synergistetes (Tabla 18).

Tabla 18. Porcentaje de identidad de secuencias parciales de 16S ARNr de lechones del d 21

del ensayo, comparadas secuencias presentes en la base de datos del NCBI.

. . Identidad | Numero
Banda | Grupo Phylum Especie relacionada (%) NCBI
16 GC Uncultured bacterium 97.50% KY285679.1
GC Actinobacteria Uncultured Olsenella sp. 97.50% KY668857.1
17 GC Uncultured bacterium 93.55% GU638298.1
GC Actinobacteria Leucobacter sp. 91.84% KT223115.1
18 GC Actinobacteria Bifidobacterium sp 93.71% MNO049601.1
19 GC Uncultured bacterium 90.00% EU492876.1
GC Actinobacteria Microbacterium sp 87.50% KT630604.1
20 GC Bacterioidetes Uncultured Barnesiella sp. 89.14% KP106386.1
GC Bacterioidetes Uncultured Porphyromonadaceae 89.14% KP104927.1
21 GC Uncultured bacterium 86.62% EF097756.1
GC Firmicutes Uncultured Lachnospiraceae 86.16% KP109441 .1
22 GC Uncultured bacterium 97.42% JQ184111.1
GC Actinobacteria Olsenella umbonata 96.88% MN537488.1
23 GP Uncultured bacterium 91.47% KC337790.1
GP Firmicutes Uncultured Pseudoramibacter sp. 88.67% KP107389.1
24 GP Firmicutes Lactobacillus parafarraginis 84.93% KP775924 .1
GP Firmicutes Enterococcus hirae 83.77% MK346852.1
GP Firmicutes Uncultured Lactobacillus sp 83.77% LT006873.1
25 GP Uncultured bacterium 97.42% JQ184111.1
GP Actinobacteria Olsenella umbonata strain 96.34% MN537488.1
26 GP Uncultured bacterium 96.93% KY285679.1
GP Actinobacteria Uncultured Olsenella sp. 96.93% KY668857.1
27 GP Uncultured bacterium 92.59% JX224470.1
GP Firmicutes Uncultured Clostridium sp. 91.36% LC001061.1
28 GP Uncultured bacterium 92.93% JF561217.1
GP Firmicutes Clostridium paraputrificum 92.86% MN081661.1
29 GP Firmicutes Uncultured Clostridium sp 91.34% KF507046.1
30 GC Firmicutes Uncultured Ruminococcaceae 91.14% KY663398.1
GC Firmicutes Uncultured Anaerotruncus sp 91.14% LT625255.1

GP: grupo probiéticos, GC: grupo control. NCBI: National Center for Biotechnology Information
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El d 42 del ensayo, se encontrd un porcentaje de similitud de las bandas entre 86,73% y 100%.
Se encontraron 5 bandas compatibles con el phylum Firmicutes, 2 bandas con Proteobacteria, 2
bandas con Synergistetes, 1 con Bacterioidetes y 1 banda con Actinobacteria. Las bandas 34 y
35 perteneciente a Firmicutes del GC fueron compatibles con el orden Clostridiales. La banda 34
coincidién con Clostridium sp. y la banda 35 era perteneciente a la familia Lachnospiraceae. Del
phylum Proteobacteria, la banda 36 del GP fue compatible con Nitrosospira sp. EIl Unico
representante del phylum Actinobacteria (banda 44) fue compatible con Arthrobacter sp. La
banda 38 del GP también del phylum Firmicutes fue compatible con Anaerotruncus sp., también
presente en el GP del d 21 (banda 30). Se encontraron 4 bandas no compatibles con ningun
phylum (bandas 31, 33, 39 y 43). El d 42 presentd mayor diversidad de phylum que losd 0y 21,
al igual que el d 21 present6 el phylum Actinobacteria pero con 1 solo representante, siendo

Firmicutes el de mayor cantidad de bandas al igual que el d 0 (Tabla 19).
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Tabla 19. Porcentaje de identidad de secuencias parciales de 16S ARNr de lechones del d 42

del ensayo, comparadas secuencias presentes en la base de datos del NCBI.

. . Identidad | Numero
Banda | Grupo Phylum Especie relacionada (%) NCBI
31 GC Uncultured prokaryote 94.03% KT979631.1
32 GC Uncultured bacterium 92.65% HQ492901.1
GC Firmicutes Uncultured Firmicutes 90.79% KJ730135.1
33 GC Uncultured bacterium 100.00% AY990827.1
34 GC Firmicutes Uncultured Clostridium sp. 91.84% DQ168164.1
GC Uncultured prokaryote 91.84% LC241325.1
35 GC Uncultured bacterium 94.29% MK647737.1
GC Firmicutes Uncultured Lachnospiraceae bacterium 90.53% EF700560.1
36 GP Uncultured bacterium 96.92% JQ161420.1
GP Proteobacteria Uncultured Nitrosospira sp 96.88% JQ904482.1
GP Proteobacteria Uncuitured ammoma—qx:d/zmg beta 96.88% JQ725952.1
proteobacterium
37 GP Synergistetes Uncultured Aminanaerobia bacterium 91.30% CU925912.1
38 GP Uncultured bacterium 91.46% MF272964.1
GP Synergistetes Uncultured Aminanaerobia bacterium 88.04% CU920731.1
GP Firmicutes Uncultured Anaerotruncus sp 86.73% MH569903.1
39 GP Uncultured bacterium 96.77% JF658104.1
40 GP Uncultured bacterium 93.75% JF615813.1
GP Firmicutes Uncultured Firmicutes 92.78% HM105408.1
41 GP Uncultured bacterium 97.73% KP109301.1
GP Bacterioidetes Uncultured Porphyromonadaceae 97.16% KP105248.1
GP Bacterioidetes Uncultured Bacteroidales 97.16% KM244915.1
42 GP Uncultured bacterium 93.85% FN567106.1
GP Proteobacteria Uncultured delta proteobacterium 92.98% KC009888.1
43 GP Uncultured bacterium 94.34% MF315152.1
44 GP Uncultured organism 90.91% GQ391923.1
GP Actinobacteria Arthrobacter sp. 90.67% FN397645.1

GP: grupo probiéticos, GC: grupo control. NCBI: National Center for Biotechnology Information

4.6.3. Hemograma

4.6.3.1 Eritrograma

Las variables hematoldgicas correspondientes a la serie eritrocitaria: Hematocrito (Hto),
Hemoglobina (Hb), Volumen corpuscular medio (VCM), Hemoglobina corpuscular media (HCM)
y Concentraciéon de hemoglobina corpuscular media (CHCM) no mostraron diferencias (p>0,05)

entre los grupos a lo largo de todo el ensayo. Sin embargo, se encontraron diferencias entre GC
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y GP en algunos dias. Ademas, se encontraron variaciones a lo largo del tiempo en algunas

variables dentro de un mismo grupo.

El hematocrito presento diferencias entre grupos los d 0 (P=0,048) y el d 35 (P=0,043) siendo en
ambos dias, mayor en el GC que en el GP. A su vez, el GC tuvo el valor mas bajo de hematocrito
el d 7 (P=0,016) en un analisis a lo largo del tiempo. El GP tuvo los valores de hematocrito mas
bajos (P>0,001) los d 0, 7 y 14 en comparacion al resto de las semanas del grupo (Figura 26).

Figura 26. Determinacion de hematocrito en lechones a lo largo del experimento
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GP: grupo probiético; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media + el desvio
estandar. **Significa que hay diferencias entre GC y GP para el mismo tiempo. Letras distintas
significan diferencias en el porcentaje a través del tiempo dentro de cada grupo (p<0,05). Las

lineas negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos (Schalm’s Veterinary
Hematology 2010).

Los recuentos de glébulos rojos fueron mayores en el GC (P=0,046) que en el GP (Figura 27). El
d 35 el GC tuvo un recuento de GR mayor que el GP (P=0,024).
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Figura 27. Determinacion de globulos rojos en lechones a lo largo del experimento
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GP: grupo probiotico; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media * el desvio
estandar. **Significa que hay diferencias entre GC y GP para el mismo tiempo. Letras distintas
significan diferencias en el recuento a través del tiempo dentro de cada grupo (p<0,05). Las lineas
negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos (Schalm’s Veterinary
Hematology 2010).

Para el caso de la hemoglobina, se encontraron diferencias en el d 0 (P=0,045) siendo mayor en
el GC. El d 35, hubo una tendencia (P=0,056) a ser mayor en el GC. En el analisis dentro del
grupo GC, el d 7 la Hb fue menor que los d 21, 28, 35y 42 (p=0,013). Para el GP la Hb fue menor
losd 0, 7y 14 en comparacion a los d 21, 28, 35y 42 (P>0,001) (Figura 28).

Figura 28. Determinacion de hemoglobina en lechones a lo largo del experimento.
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GP: grupo probiotico; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media * el desvio

esténdar. *Significa una tendencia entre GC y GP para el mismo tiempo. **Significa que hay
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diferencias entre GC y GP para el mismo tiempo. Letras distintas significan diferencias en el
recuento a través del tiempo dentro de cada grupo (p<0,05). Las lineas negras de puntos indican
el rango de valores normales en porcinos (Schalm’s Veterinary Hematology 2010).

El VCM no presenté diferencias entre los grupos (P= 0,438). En el GC, los d 0, 7,y 14, el VCM
fue menor que los d 28, 35y 42. El d 21, el VCM fue menor que los d 35y 42. Para el GP, en los
d 7y 14, el VCM fue menor que los d 21, 28, 35 y 42 (Figura 29). El d 42 del GP, el VCM fue
mayor que los d 0, 7, 14 y 21 del estudio.

Figura 29. Determinacién de volumen corpuscular medio en lechones a lo largo del experimento.
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GP: grupo probiotico; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media * el desvio
estandar. Letras distintas significan diferencias en el recuento a través del tiempo dentro de cada
grupo (p<0,05). Las lineas negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos

(Schalm’s Veterinary Hematology 2010).

La HCM no mostré diferencias entre GC y GP (P= 0,358). Dentro del GC la HCM fue menor los
d0, 7y 14 (P<0,001) en comparacion a los d 21, 28, 35 y 42. Para el GP la HCM fue también
menor en los dias 0, 7y 14 (P<0,001) en comparacién a los dias 21, 28 y 35. Finalmente el d 42
fen el GP, la HCM fue mayor que los d 0, 7, 14 y 21 (Figura 30).
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Figura 30. Determinacion de hemoglobina corpuscular media en lechones a lo largo del
experimento
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GP: grupo probiotico; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media * el desvio
estandar. Letras distintas significan diferencias en el recuento a través del tiempo dentro de cada
grupo (p<0,05). Las lineas negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos
(Schalm’s Veterinary Hematology 2010).

No hubo diferencias en la CHCM entre los grupos (P=0,199). En el analisis semanal, fue mayor
enel GCeneld?21 (P=0,013). Dentro del GC, los d 0, 7, 14 y 35 tuvieron una CHCM menor que
losd 21y 28. Enlos d 21y 42 fue menor que el d 28 (Figura 31).

Figura 31. Determinacion de la concentracion de hemoglobina corpuscular media en lechones a

lo largo del experimento.
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GP: grupo probiético; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media + el desvio
estandar. **Significa que hay diferencias entre GC y GP para el mismo tiempo. Letras distintas

significan diferencias en el recuento a través del tiempo dentro de cada grupo (p<0,05). Las lineas
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negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos (Schalm’s Veterinary
Hematology 2010).

4.6.3.2. Leucograma

La poblacién de GB fue mayor en el GC el d 0 (P=0,017). Se encontré una tendencia a mayor
recuento el d 28 también para el GC (P=0,057). Dentro del GP, los recuentos de GB fueron mas
bajos los d 0y 28 (P<0,001). Los recuentos mas altos del GP se dieron los d 14, 35y 42 (P<0,001)
(Figura 32).

Figura 32. Determinacion de globulos blancos en lechones a lo largo del experimento.
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GP: grupo probiético; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media + el desvio
estandar. *Significa una tendencia entre GC y GP para el mismo tiempo. **Significa que hay
diferencias entre GC y GP para el mismo tiempo. Letras distintas significan diferencias en el
recuento a través del tiempo dentro de cada grupo (p<0,05). Las lineas negras de puntos indican

el rango de valores normales en porcinos (Schalm’s Veterinary Hematology 2010).

No se encontraron diferencias entre el GC y el GP para los recuentos de Neutrofilos (P=0,648) y
Eosindfilos (0,799) (Figuras 33 y 34). La poblacion de Baséfilos se encontrd solamente en los d
7, 14 y 21 del estudio y no hubo diferencias entre el GC y el GP (P=0,780) (Figura 35).
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Figura 33. Determinacion de neutréfilos en lechones a lo largo del experimento
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GP: grupo probiotico; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media * el desvio
estandar. Letras distintas significan diferencias en el recuento a través del tiempo dentro de cada

grupo (p<0,05). Las lineas negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos
(Schalm’s Veterinary Hematology 2010).

En el GP, los recuentos de eosindfilos fueron menores enlos d 0y 7 en comparacion a los demas
dias (P=0,022). El d 21 tuvo los recuentos mas altos de todos los d del ensayo (P=0,022) (Figura
34). Dentro del GC, no se encontraron diferencias entre las semanas.

Figura 34. Determinacion de eosindfilos en lechones a lo largo del experimento
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grupo probiético; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media * el desvio

estandar. Letras distintas significan diferencias en el recuento a través del tiempo dentro de cada
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grupo (p<0,05). Las lineas negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos
(Schalm’s Veterinary Hematology 2010).

Figura 35. Determinacion de baséfilos en lechones a lo largo del experimento
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GP: grupo probiético; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media + el desvio
estandar. Letras distintas significan diferencias en el recuento a través del tiempo dentro de cada
grupo (p<0,05). Las lineas negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos
(Schalm’s Veterinary Hematology 2010).

No se encontraron diferencias entre los GC y GP para el recuento de monocitos (P=0,150). Dentro
del GC, el d 7 fue el recuento mas bajo, mientras que los d 0 y 35 fueron los recuentos mas altos
(Figura 36).
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Figura 36. Determinacion de monocitos en lechones a lo largo del experimento
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GP: grupo probiético; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media + el desvio
estandar. Letras distintas significan diferencias en el recuento a través del tiempo dentro de cada
grupo (p<0,05). Las lineas negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos
(Schalm’s Veterinary Hematology 2010).

En el recuento de linfocitos, se encontraron diferencias entre los grupos, siendo mayores los
recuentos en el GC (P=0,007). En el andlisis semanal, los d 0 y 7 presentaron mayores recuentos
el GC (P=0,013 y P=0,016 respectivamente). El d 35 hubo una tendencia a ser mayor el recuento
también en el GC (P=0,057) (Figura 37).

Figura 37. Determinacion de linfocitos en lechones a lo largo del experimento
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GP: grupo probiotico; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media * el desvio

estédndar. *Significa una tendencia entre GC y GP para el mismo tiempo. **Significa que hay
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diferencias entre GC y GP para el mismo tiempo. Letras distintas significan diferencias en el
recuento a través del tiempo dentro de cada grupo (p<0,05). Las lineas negras de puntos indican
el rango de valores normales en porcinos (Schalm’s Veterinary Hematology 2010).

En las Figuras 38 y 39 se muestran los resultados de las células mononucleares y de las
polimorfonucleares respectivamente. Se encontraron diferencias en el recuento de células
mononucleares entre los GC y GP (P=0,004) siendo mayor el recuento de éstos en el GC (Figura
38). Para el caso de la poblacion de polimorfonucleares, no se encontraron diferencias ente los
GC y GP (P=0,679).

Figura 38. Determinacion de Mononucleares (monocitos y linfocitos) en lechones a lo largo del
experimento
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GP: grupo probiotico; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media * el desvio
estandar. **Significa que hay diferencias entre GC y GP para el mismo tiempo. Letras distintas
significan diferencias en el recuento a través del tiempo dentro de cada grupo (p<0,05). Las lineas
negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos (Schalm’s Veterinary
Hematology 2010).
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Figura 39. Determinacién de Polimorfonucleares (neutréfilos, eosinéfilos y basoéfilos) en lechones

a lo largo del experimento.
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GP: grupo probiético; GC: grupo control. Los resultados se expresan como la media + el desvio
estandar. Letras distintas significan diferencias en el recuento a través del tiempo dentro de cada
grupo (p<0,05). Las lineas negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos
(Schalm’s Veterinary Hematology 2010).

El indice N/L se presenta en la Figura 40. Esta relacién no mostré diferencias entre GC y GP

(P=0,184). No se encontraron diferencias en el analisis dentro de cada grupo.

Figura 40. Relacion entre la poblacion de neutréfilos y linfocitos de sangre periférica en cerdos
del GC y GP a lo largo del experimento.

1.5
2 A
£
2 05 2 |
a a
0 a a
0 7 14 21 28 35 42
Tiempo (d) GC =d=—GP

indice neutréfilos linfocitos (INL). GP: grupo probidtico; GC: grupo control. Los resultados se
expresan como la media + el desvio estandar. Letras distintas significan diferencias en el recuento

a través del tiempo dentro de cada grupo (p<0,05).
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4.6.4. Perfil de bioquimica sanguinea en lechones

No se encontraron diferencias entre los GC y GP en los valores de calcio, fosforo, fosfatasa
alcalina (FA), triglicéridos y colesterol (p>0,05). En el analisis entre grupos en las diferentes
semanas, solamente la FA presenté diferencias (p=0,024), siendo més altos los valores para el
GC. No se encontraron diferencias dentro de un mismo grupo en los diferentes tiempos (p>0,05)
en ninguna de los metabolitos. En la Figura 41 se presentan los resultados por metabolito.

Figura 41. Niveles de calcio, fésforo, fosfatasa alcalina, triglicéridos y colesterol en lechones del
GCyGPalos0,7,21y42d.
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A: Calcio en mg/dL; B: Fésforo en mg/dL; C: Fosfatasa alcalina en U/L; D: Triglicéridos en mg/dL;
E: Colesterol en mg/dL. Tiempo en dias (d). GC: grupo control; GP: grupo probiéticos. Letras
mindsculas distintas significan diferencias a través del tiempo dentro de cada grupo. **Significa
que hay diferencias entre GC y GP para el mismo tiempo. Letras distintas significan diferencias a
través del tiempo dentro de cada grupo (p<0,05). Los resultados se expresan como la media + el
desvio estandar. Las lineas negras de puntos indican el rango de valores normales en porcinos
(Perri et al., 2017; Egeli et al., 1998).
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4.6.5. Parametros de crecimiento y medidas corporales

Para evaluar diferencias entre los GC y GP se registraron medidas corporales y parametros de

crecimiento. Los resultados de los parametros y las medidas corporales se encuentran en la tabla

20.

Tabla 20. Pardmetros de crecimiento y medidas corporales de lechones a lo largo del ensayo.

Grupos Tiempo (d)
0 7 14 21 28 35 42

Peso (kg) p
GC 8,85+1,33 11,60+1,26 15,60+1,94 20,50%+2,38 25,50+2,39 30,85+2,71 36,75%3,50 0,198
GP 7,95+1,09 10,75%£1,77 14,65+2,85 18,95%+3,16 24,75%+3,58 29,551+4,52 35,3514,92

Altura a la cruz (cm)
GC 28,30+0,98 28,35+1,08 31,40+1,78 35,85+2,04 37,65t+2,61 40,60+1,94 41,90+1,35 0,543
GP  27,60+2,04 29,00+2,27 31,80+2,49 34,00+2,32 37,15+2,63 40,55+2,72 41,85+2,94

Ancho de caderas (cm)
GC 12,65+1,18 13,85+1,73 17,05+1,44 17,60+1,22 18,40+1,81 20,75%+1,44 22,1+1,13 0,666
GP 13,00+1,35 14,45+1,36 16,35+1,43 17,35+1,99 18,50+1,73 19,65+1,33 22,1+1,90

Ancho de hombros (cm)
GC 13,65+1,08 14,95+0,98 16,20+1,34 18,10+1,20 19,25+0,89 21,60+1,54 22,95+1,21 0,233
GP 13,45+0,86 14,05+1,01 16,00+1,35 17,95+1,07 19,25+1,62 20,80%+1,16 22,60+1,51

Largo dorsal (cm)
GC 44,95+2,45 50,80+2,20 62,05+2,50 64,90+4,01 69,10+4,04 75,10+2,92 81,00+2,36 0,855
GP 46,80+3,36 50,40+2,80 60,60+5,76 66,00+4,78 71,10+3,90 73,00+5,46 78,80+4,66

Perimetro toracico
GC 47,20+2,96 50,30+3,02 54,45+2,92 59,05+2,14 65,65+3,24 69,65+2,93 73,50+2,87 0,073
GP 45,20+3,53 48,95+2,90 53,60+3,27 56,80+3,53 63,55+4,69 67,95+4,41 71,45+4,60

GC: grupo control; GP: grupo probidticos. Los resultados se expresan como la media * el desvio

estandar.

El andlisis estadistico de los parametros productivos no mostrd diferencias entre los grupos
(P>0,05).

El peso promedio de los animales al finalizar el ensayo fue de 36,75 + 3,50 kg para el GC y de

35,35 + 4,92 kg para el GP, no se encontraron diferencias significativas (P=0,198) entre los

grupos. En el analisis semanal, se encontré una tendencia (P=0,056) en la semana 1 del ensayo
(Figura 42).
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Figura 42. Peso corporal de los lechones durante el ensayo.
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GP: grupo probiotico; GC: grupo control. Peso corporal (PC) expresado en kg. Tiempo: dias (d).
Los resultados se expresan como la media + el desvio estandar.

La altura a la cruz de los animales tampoco presenté diferencias (P=0,543), siendo de 41,9 £ 1,35
cm para el GCy 41,85 £ 2,94 cm para el GP al d 42 del ensayo (Figura 43 A).

El ancho de cadera (Figura 43 B) present6 un promedio de 22,1 + 1,13 cm para GCy 22,1 £1,9
cm para GP al finalizar el ensayo. El ancho de hombros (Figura 43 C) fue de 22,0 + 1,25 cm para
GCy 22,6 + 1,51 cm para GP, sin diferencia entre los grupos (P=0,233).

Los parametros largo dorsal (Figura 43 D) y perimetro toracico (Figura 43 E) no mostraron
diferencias entre los grupos (P=0,073 y P=0,885 respectivamente). El perimetro toracico al
finalizar el ensayo fue de 73,50 = 2,87 cm para el GC y de 71,45 4,60 cm para el GP. El largo
dorsal de los lechones al finalizar el ensayo, fue de 81,00 + 2,36 cm para el GC y de 78,80 + 4,66

cm para el GP.
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Figura 43. Parametros de crecimiento en lechones durante el ensayo.

45 25
1
- — 20
E 5 o
L 35 — ]
Q S i
< O - At
< 15 7
-
'
T I
25 10
0 7 14 21 28 35 42 0 7 14 21 28 35 42
Tiempo (d) Tiempo (d)
== GC GP el GC GP
A B
25 90
80 /
AZO — pe
L i z
T 0 60 I
< g5 -
50 /]
-
10 40
0 7 14 21 28 35 42 0 7 14 21 28 35 42
Tiempo (d) Tiempo (d)
== GC GP el GC GP
C D
80
70
£
L 60
=
o
50
40
0 7 14 21 28 35 42
Tiempo (d)
el GC GP E

110



Zimmermann JA, (2020)

GP: grupo probiético; GC: grupo control. A. Altura a la cruz (AC) en cm. B. Ancho de caderas
(ACd) en cm. C. Ancho de hombros (AH) en cm. D. Largo dorsal (LD) en cm. F. Perimetro toracico
(PT) en cm. Tiempo: dias (d). Los resultados se expresan como la media * el desvio estandar.

4.6.6. Consumo de alimento, eficiencia de conversiéon y ganancia de peso de los lechones
Los parametros consumo de alimento, ganancia de peso y eficiencia alimentaria fueron

analizados por jaula, estando conformada cada una por 2 animales (tabla 21).

Tabla 21. Consumo de alimento, eficiencia de conversion y ganancia semanal de peso en

lechones durante el ensayo.

Grupos Tiempo (semanas)
1 2 3 4 5 6
Consumo de alimento (kg) x jaula p
GC 6,94+0,47 10,31+1,02 16,17+3,34 19,08+1,71 15,23+0,44 19,59+1,35 0,250
GP 6,08+1,18 9,32+1,27 14,65+3,75 18,58+2,47 15,95+2,9 17,92+2,19
Eficiencia de conversidon (ganancia kg/ consumo kg) x jaula
GC 0,79+0,07 0,7810,10 0,61+0,07 0,53+0,14 0,70+0,09 0,60+0,11 0,207
GP 0,90+0,29 0,85+0,19 0,61+0,11 0,63+0,07 0,60+0,06 0,65+0,04
Ganancia de peso (kg) x jaula
GC 5,50+0,50 8,00+1,17 9,80+1,30 10,00+2,35 10,70+1,30 11,80+2,14 0,649

GP 5,60+2,41  7,80+%1,20 8,60+1,02 11,60+1,52  9,60+1,98 11,60+1,85
GC: grupo control; GP: grupo probiéticos. Los resultados se expresan como la media * el desvio

estandar.

No se encontraron diferencias significativas entre grupos para el consumo de alimento (P=0,250).
La ganancia de peso x jaula, tampoco presenté diferencias entre grupos (P=0,649). La eficiencia
alimentaria x jaula no presenté diferencias entre GC y GP (P=0,207). Los graficos se presentan
en la figura 44.
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Figura 44. Consumo de alimento, eficiencia de conversion y ganancia semanal de peso de

lechones durante el ensayo.
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GP: grupo probiodtico; GC: grupo control. A. Consumo de alimento por jaula (2 animales)
expresado en kg. B. Eficiencia de conversidn alimenticia por jaula (kg de peso ganado/ kg de
alimento consumido). C. Ganancia semanal de peso (GSP) expresada en kg. Tiempo: semanas

(d). Los resultados se expresan como la media + el desvio estandar.

4.6.7. Score fecal y estado de salud de los lechones

Ningun animal presenté signos de enfermedad durante los 42 d del ensayo. Se presentaron en
todo el ensayo un total de 11 casos de consistencia fecal >2 para en el GC, 3 casos de
consistencia 4 y 8 casos con consistencia 3. En el GP se presentaron 13 casos con consistencia
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3 y 2 casos con consistencia 4. No se encontraron diferencias entre los grupos (P=0,368). Los
resultados del monitoreo de la materia fecal se presentan en la figura 45.

Figura 45. Score de materia fecal en lechones durante el ensayo expresados en porcentaje.
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Porcentaje de lechones agrupados por score fecal. GP: grupo probiotico; GC: grupo control. 1:
materia fecal formada, 2: materia fecal pastosa, 3: materia fecal cremosa, 4: materia fecal liquida-

acuosa.

4.6.8. Monitoreo de la cepa L. reuteri DSPV002C mediante electroforesis en gel de
campos pulsados
Se observo una similitud del 100 % entre las cepas en estudio. Las mismas presentaron el mismo

numero de bandas y el mismo tamano (Figura 46).
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Figura 46. Perfiles electroforéticos obtenidos mediante PFGE

Calles del gel: (M) Patrones moleculares; (1) L. reuteri DSPV002C wildtype; (2 y 3) L. reuteri
resistente a rifampicina; (4) L. reuteri recuperada desde macrocapsulas G:A7,5%; (5 a 10)
Aislamientos de L. reuteri resistente a rifampicina obtenidos desde cerdos los dias 7, 14, 21, 28,
35y 42 del ensayo in vivo.
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4.6.9 Histomorfometria de intestino delgado
En la Figura 47 se muestran a modo de ejemplo, cortes histol6gicos de intestino de los cerdos

con las mediciones.

Figura 47. Cortes histolégicos de intestino delgado de cerdos suplementados y no
suplementados con la cepa probidtica.

Cortes histolégicos tenidos con hematoxilina-eosina (H-E) con medicion de longitud de
vellosidades y profundidad de criptas. A. ileon de un cerdo de grupo control (GC). B. duodeno de
un cerdo del grupo probiético (GP).
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En el duodeno, no se encontraron diferencias en la longitud de las vellosidades entre los GC y
GP (P=0,145). La altura promedio de las vellosidades intestinales de duodeno, fue de 0,3+0,09
mm para el GP y 0,2+0,06 mm para el GP. La profundidad de las criptas, presentd una tendencia
a ser mayor en el GC con 0,3+0,06 mm frente al GP con 0,2+0,02 mm (P=0,066). La relacion
altura de vellosidad/profundidad de cripta (V/C), fue mayor en el GP (P=0,029).

La altura de las vellosidades del yeyuno fue de 0,2+0,03 mm para el GP y 0,2+0,01 mm para el
GC. En el ileon, la altura fue de 0,2+0,02 mm y 0,2+0,04 mm para GC y GP respectivamente. No
se encontraron diferencias entre los GC y GP en la altura de las vellosidades en yeyuno (P=1,0)
e ileon (P=1,0). La profundidad de las criptas y la relaciéon V/C en yeyuno e ileon no presentaron
diferencias entre los GC y GP (Tabla 22).

Tabla 22. Altura de vellosidades intestinales, profundidad de criptas y relacién V/C en diferentes
porciones del intestino delgado de lechones.

GC GP P
Duodeno
Altura (mm) 0,240,06 0,3+0,09 0,145
Profundidad (mm) 0,3+0,06 0,2+0,02 0,066
Vv/C 0,7+0,1* 1,6+0,48 0,029
Yeyuno
Altura (mm) 0,2+0,03 0,2+0,01 1,000
Profundidad (mm) 0,2+0,05 0,2+0,03 0,427
Vv/C 1,5+0,2 1,3+0,1 0,182
ileon
Altura (mm) 0,2+0,02 0,2+0,04 1,000
Profundidad (mm) 0,2+0,01 0,2+0,04 0,364
Vv/C 1,4+0,2 1,4+0,2 0,932

Altura de vellosidades intestinales (Altura) en mm; Profundidad de criptas (Profundidad) en mm;
Relacion altura de vellosidades/Profundidad de criptas (V/C).
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5. Discusion
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5.1 Producciéon de macromacrocapsulas probiéticas

La viabilidad de los microorganismos probiéticos es de suma importancia ya que, para ejercer su
efecto benéfico sobre la salud del hospedador, deben mantenerse viables hasta llegar a su sitio
de accién, ademas de soportar su procesamiento y almacenamiento hasta el momento de su
administracion. Diferentes estudios han indicado que la supervivencia de los microorganismos en
productos que contienen probidticos libres es bastante baja (De Vos et al., 2010; Champagne y
Fustier, 2007; Kailasapathy, 2002, 2009). Las condiciones de almacenamiento son criticas para
la supervivencia de los microorganismos, estos deben ser protegidos del calor, la luz, el oxigeno
y la humedad (Wang et al., 2004). Por lo tanto, proporcionar a los microorganismos una barrera
fisica para resistir a las condiciones ambientales adversas es un enfoque que actualmente recibe
considerable interés (Kailasapathy, 2009).

La encapsulacién de los microorganismos probiéticos cumple una funcién protectora de los
mismos mas que una funcién de liberacion controlada (Champagne and Kailasapathy, 2008;
Zuidam y Shimoni, 2009) y la viabilidad de los microorganismos encapsulados va a depender en
parte de las caracteristicas fisicoquimicas de las capsulas (Burgain et al., 2011).

Este estudio nos permitié seleccionar los materiales con mejores aptitudes para la conformacién
de la matriz integrante de las macrocépsulas transportadoras de microorganismos probiéticos.
Los materiales que seleccionamos, fueron los que presentaron una mezcla homogénea y una
facil separacion del soporte. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por otros autores
(Fakhouri et al., 2015; Lépez de Lacey et al., 2012) que utilizaron estos materiales como peliculas
comestibles de recubrimiento. Al ir aumentando la concentracién de los componentes se
obtuvieron matrices con mayor consistencia final en las mezclas. Las matrices de gelatina y
almidon pregelificado mostraron una mejor integracién de los materiales, al no separarse en
fases.

La gelatina es un material 6ptimo para la encapsulaciéon de microorganismos, ya que el mismo es
de bajo costo y de primera eleccion para su utilizacion a nivel industrial debido a su excelente
solubilidad en agua, su capacidad emulsionante y espesante ademas de una alta actividad de
reticulacién por la presencia de grupos amino primarios (Shu et al, 2006). El otro material
seleccionado para la conformacion de la matriz fue el almidén pregelificado. El almidén es un
material ampliamente utilizado para la encapsulacion de probidticos (Xing et al., 2014; Dafe et al.
2017; Ashwar et al., 2018; Li et al., 2016), sin embargo, la utilizacién de almidon pregelificado no
esta muy difundida. Este ultimo, también es un material econémico para su utilizacién a nivel
industrial y presenta la ventaja sobre almidones nativos, de tener una mayor capacidad de
liberacion controlada, debido a la rapida formacion de un gel en superficie (Yoon et al., 2007;
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Diaz-Gomez et al., 2016). Si bien la utilizacion de goma arabiga en la encapsulacion de
probioticos es de uso comun (Su et al., 2007; Arepally y Goswami, 2019; Eratte et al., 2015; Hsiao
etal., 2004), su combinacion con gelatina y almidén pregelificado, no mantuvo una homogeneidad
en la mezcla, separandose en fases y no contribuy6 a la estabilidad de la mezcla para la potencial
matriz. Sumado a esto, la goma arabiga no es un material econémico y el costo de los materiales
es un factor competitivo importante para la produccién a nivel industrial. Los estudios que
consideran sistemas alternativos, como los biopolimeros (gelatina y almidén en este caso) para
la proteccion de alimentos, han aumentado significativamente en los ultimos afnos. Estos
materiales son completamente biodegradables, a menudo comestibles y tienen pocos efectos
ambientales (Fadini et al.,, 2013; Martelli y Laurindo, 2012). Debido a estos factores y en
comparacion a la gelatina y el almidén pregelificado, se desestimoé el uso de la goma arabiga para
la conformacién de la matriz.

Para mejorar la estabilidad a largo plazo de los microorganismos, es importante su preservacion
en forma seca, en la que se reduce el contenido de agua (Vesterlund et al., 2012). Son necesarias
entonces, estrategias bien disefiadas para proteger a los microorganismos durante los procesos
de fabricacion y para mantener su viabilidad durante el proceso de secado (Broeckx et al., 2016).
La matriz utilizada para la encapsulacién de los microorganismos debe no solo proteger a los
microorganismos, sino también mantener su integridad durante el proceso de secado, ya que los
principales mecanismos por los cuales se inactivan los microorganismos durante y luego de los
procesos de secado, son el estrés osmdtico, térmico, oxidativo y de desecacién (Santivarangkna
et al., 2008; Lian et al., 2003).

Para la evaluacion del secado de las matrices, se compard la liofilizacién con el secado en estufa
y secado a temperatura ambiente. La liofilizacién es utilizada para la deshidratacion de materiales
termosensibles y compuestos bioactivos por las bajas temperaturas que utiliza la técnica
(Anandharamakrishnan et al., 2010; Ezhilarasi et al., 2013). La liofilizacién fue el método mas
eficiente, con mayor pérdida de agua y en menor tiempo en las 3 matrices evaluadas. Este secado
no presentd adherencia al soporte, tampoco separacion de fases y mantuvo la estructura y el
color de las matrices, la cuales son las caracteristicas deseadas de la matriz que conforme las
macrocapsulas transportadoras de microorganismos probibticos. Los métodos de secado
mediante estufa y a temperatura ambiente fueron mas lentos y alteraron la estructura y el color
de las matrices. Ademas, mediante estos métodos, las matrices presentaron adherencia al
soporte y ruptura al separarlas del mismo. Estas son caracteristicas indeseadas al momento de
incorporar los microorganismos a la matriz, ya que esto dificultaria la manipulacién y el

procesamiento de las macrocapsulas.
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La implementacion de liofilizacion como método de conservacion de probidticos se fundamenta
en que la baja actividad de agua conserva la viabilidad bacteriana, ademas de mejorar la
estabilidad de la formulacion en la que estan preservadas las bacterias (Kos et al., 2008). Con
este trabajo pudimos evaluar la supervivencia de los microorganismos en las dos matrices de
gelatina + almiddn y en las tres condiciones de secado. La pérdida de viabilidad fue mucho menor
con el secado por liofilizacién, siendo un método mucho més eficiente para la conservacion de
los microorganismos. Sin embargo, se ha demostrado que la utilizacion de liofilizado como
método de conservacion por si solo, es perjudicial para la supervivencia de las bacterias y, por lo
tanto, es necesario implementar alguna medida para proteger a los microorganismos (Zarate y
Nader-Macias, 2006).

La incorporacién de crioprotectores es una respuesta a este problema, y el tipo de crioprotector
utilizado, determina el grado de viabilidad durante el proceso de secado, asi como durante su
almacenamiento (Govender et al., 2014). Los derivados de productos lacteos (Heidebach et al.,
2009; Ming et al., 2009; Vincenzetti et. al, 2011) y proteinas del suero de queso (Weinbreck et al.,
2010; Ying et al., 2010) estan ampliamente difundidos como crioprotectores. La maltodextrina
también ha sido utilizada por su efecto crioprotector (Samedi y Charles, 2019; Kahar et al., 2016).
Los crioprotectores segun Liu et al. (2017) pueden ser divididos en dos categorias, los de bajo
peso molecular y de alto peso molecular. EI PS, estd constituido principalmente por lactosa,
considerado un crioprotector de bajo peso molecular. Durante el secado por liofilizacién, el agua
es removida, resultando en un incremento de las interacciones de van der Waals entre las
cadenas hidrocarbonadas. En este proceso, el aumento del estrés compresivo, causa que los
fosfolipidos de las membranas celulares entren en un estado de transicion de fase (de liquido a
gel) durante la cual se producen rupturas de membrana celular. El reemplazo del agua por azicar,
puede reducir la transicion de fase en las membranas celulares durante el secado. Los azucares
crioprotectores, pueden interactuar con los fosfolipidos de membrana a través de enlaces de
hidrégeno entre el azucar y los grupos fosfato en la superficie de la bicapa lipidica (Liu et al.,
2017) evitando danos celulares. La maltodextrina, al ser un polimero de glucosa, es considerada
un protector de alto peso molecular en la clasificacion de Liu et al., (2017). EI mecanismo de
accion de los protectores de alto peso molecular es mediante adsorcion a las membranas
celulares con la formacion de una capa viscosa, que puede inhibir la velocidad de crecimiento del
hielo al aumentar la viscosidad de la solucion, evitando asi el shock osmético causado por la
concentracion de sales (Carvalho et al., 2004).

Por otro lado, los agentes crioprotectores pueden ser agregados durante el crecimiento de los

microorganismos o antes de congelarlos o secarlos (Morgan et al., 2006). En nuestro trabajo, el
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PS, ademas de ser adicionado antes del secado, ya era parte del medio de cultivo, en
contraposicién con la maltodextrina, que fue agregada antes del secado y no formaba parte del
medio de cultivo para el desarrollo de la biomasa. Este contacto con el PS durante el crecimiento
de la cepa podria tener alguna influencia en el mejor desempeno del PS como crioprotector, frente
a la maltodextrina. El PS ejerci6é una proteccion mayor que la maltodextrina en la vialidad de L.
reuteri DSPV002C a largo plazo, en todas las temperaturas de almacenamiento, permitiendo
mantener la DMR por mayor tiempo. Ademas, la eleccibn de PS o maltodextrina como
crioprotectores puede ser de interés, en el caso de la produccion industrial de las caspulas, por
su bajo costo. A su vez, la utilizacién del PS como crioprotector podria ser de interés para la
industria lactea, ya que tendria un destino que le aportaria valor agregado a uno de sus
subproductos.

Para poder incorporar los microorganismos encapsulados en la dieta de los cerdos junto con el
alimento, es necesario que las macrocapsulas tengan un tamano similar al mismo. La utilizacion
de moldes de 10mm de diametro permiti6 generar macrocapsulas de un tamafno similar al
alimento peletizado para cerdos. De esta manera se obtuvo un producto apto para ser
incorporado y mezclado con la dieta de los animales sin interferir en la alimentacion habitual de
éstos, siendo una ventaja para su implementacién en granjas.

La evaluacion de diferentes proporciones de microorganismos y matrices, nos permitio
seleccionar una macrocapsula con altas concentraciones de microorganismos. Las
macrocapsulas con una proporcion 9:1 de in6culo:matriz, mostraron la recuperacion mas alta de
UFC/céap en comparacion a las demas proporciones evaluadas. Es necesario partir de una alta
concentracion de microorganismos por macrocapsula para poder asegurar una carga bacteriana
viable adecuada hasta su administracion a los animales, siendo necesaria una DMR de 108
UFC/d. La macrocapsula con proporcion in6culo:matriz de 9:1 nos permitié obtener un producto
con una cantidad de microorganismos, superior a la DMR.

Entre los factores mas importantes que afectan la viabilidad de los probi6ticos durante el
almacenamiento, se encuentra la presencia de oxigeno y el potencial redox (Lee y Salminen,
2009). El nivel de oxigeno debe ser minimo para evitar pérdida de viabilidad de los
microorganismos durante el almacenamiento. Una de las técnicas disponibles para reducir el
contenido de oxigeno es el envasado en vacio, método utilizado por otros autores para la
conservacion de probidticos (Wang et al., 2016; Rodriguez-Barona et al., 2016; Valerio et al.,
2015; Chaikham, 2015). Otro factor importante es la temperatura de almacenamiento de los
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microorganismos, siendo la viabilidad de las bacterias probioticas inversamente proporcional a la
temperatura de almacenamiento (Gardiner et al., 2000).

En este trabajo se observé una disminucion de la viabilidad en todas las macrocapsulas a lo largo
de los 210 dias de duracién del ensayo. No hubo diferencias entre las matrices utilizadas (G:A7,5
9:1 y G:A20 9:1) sobre la viabilidad de los microorganismos, sin embargo, el comportamiento de
estas matrices fue diferente en relacion a la temperatura de almacenamiento. Con respecto a la
temperatura de almacenamiento, se encontré mayor pérdida de viabilidad en las condiciones de
refrigeracion y temperatura ambiente que en congelacién. Pedroso et al. (2012) atribuye la
pérdida de viabilidad a temperatura ambiente y de refrigeracion, a que los microrganismos se
encuentran metabdlicamente activos, con produccion de acidos metabdlicos, bacteriocinas, y
ausencia de sustratos. En nuestro estudio, las macrocapsulas en temperatura ambiente,
perdieron viabilidad llegando a recuentos inferiores a la DMR entre los 35 y 70 dias de
almacenamiento, siendo este método el menos eficiente para la conservacion de las
macrocapsulas. La mayoria de las macrocapsulas conservadas en refrigeracién mantuvieron la
viabilidad de L. reuteri DSPV002 por encima de la DMR entre los 70 y 105 d, pero algunas
macrocépsulas mantuvieron los recuentos mayores a 108 Log UFC/cép hasta los 140 d (G:A20PS
9:1y G:A7,5PS 9:1 envasadas con y sin vacio) y G:A7,5PS 9:1 envasada en vacio, hasta los 210
d. El método de conservacion que mantuvo mayor viabilidad por més tiempo fue la congelacion,
con macrocépsulas con recuentos por encima de 108 UFC/cép entre 170 a 210 d, con excepcion
de G:A20M 9:1 envasadas con y sin vacio y G:A7,5M 9:1 sin vacio, las cuales mantuvieron
valores superiores a la DMR hasta los 170 d. El almacenamiento de probiéticos a baja
temperatura ha demostrado ser efectivo durante mucho tiempo (Albadran, et al, 2015;
Heidebach, et al., 2010), y para el mantenimiento de probidticos liofilizados, son recomendadas
temperaturas de -18 °C (Bruno y Shah, 2003).

Las macrocapsulas almacenadas en vacio, presentaron mejor viabilidad en comparacion a las
macrocapsulas sin vacio. El envasado en atmdsfera modificada ofrece la posibilidad de extender
la vida util de los productos, al retrasar la tasa de respiracion y la degradacion enzimatica de
sustratos complejos (Kader 1986). Las capsulas almacenadas sin proteccion del oxigeno, pueden
haber sido afectadas porque la presencia de éste afecta a los microorganismos de diferentes
maneras, puede ser toxico directo, por produccion de perdxidos toxicos en su presencia y

produccion de radicales libres por oxidacion de otros componentes (Korbekandi et al., 2011).

La obtencion de imagenes de diferentes cortes, nos permiti6 observar la estructura interna y

externa de las macrocépsulas, asi como la interaccién de la matriz con los microorganismos. En
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ambos tipos de macrocapsulas, se observé una clara predominancia de los microorganismos
sobre las matrices. Esto es debido a la proporcion utilizada para su formulacién (9:1) con una alta
carga de microorganismos en relacién a la matriz. En la encapsulacion de tipo matriz, en la que
el agente activo (en nuestro caso los microorganismos) se encuentran dispersos en el material
transportador, el agente activo estd presente también en la superficie de la cépsula, en
comparacion a otros métodos de encapsulacién, como el de tipo reservorio y el de matriz con
recubrimiento externo, donde no estan en contacto directo con el exterior (Burgain, et al., 2011).
La presencia de los microorganismos en la superficie externa de las capsulas, es un factor que
podria colaborar en la disminucién de la viabilidad de la capsula, sin embargo, los recuentos se
mantienen por encima de la DMR en las condiciones de almacenamiento que hemos utilizado y

descripto previamente.

El estudio de los materiales y combinacién de estos en diferentes proporciones, nos permitid
seleccionar las matrices de gelatina y almidon como la mas apta para la conformacion de las
macrocapsulas. Luego, mediante la evaluacién de los métodos de secado y diferentes
proporciones de inéculo:matriz, pudimos determinar que G:A 9:1 fue la macrocapsula con mayor
viabilidad de microorganismos luego del secado mediante liofilizacién. Finalmente, G:A7,5PS 9:1
envasadas al vacio y en temperaturas de congelacion, fueron las macrocapsulas con mayor

viabilidad luego de 210 d de almacenamiento, con 9,3 Log UFC/cap.

5.2. Evaluacion de la viabilidad bacteriana dentro de las macrocapsulas en condiciones
gastrointestinales simuladas

Para poder llegar al intestino en cantidades adecuadas y ejercer su efecto en el huésped, es
necesario que los microorganismos probiéticos sobrevivan al ambiente acido del estébmago (Li et
al. 2011). La utilizacién de diferentes técnicas de encapsulacion, protegen a los microorganismos
del bajo pH, las sales biliares y otros compuestos que pueden encontrarse durante el transito
(Muthukumarasamy et al., 2006). Para resistir a las condiciones gastrointestinales, se utilizan
polisacaridos y proteinas que actuan como agentes de proteccion y proporcionan una barrera
fisica a las bacterias frente al &cido y a la bilis (Liu et al., 2017).

Ademés de la naturaleza de los materiales utilizados para la encapsulacion, también es
importante el disefio de la forma y tamano de las capsulas. Un mayor tamano de las capsulas
podria ser una ventaja a la hora de proteger a las bacterias del medio circundante, en
comparacion con las microcapsulas. Las macrocapsulas tienen una menor relacion

superficie/tamafio que las microcapsulas, por lo que la cantidad relativa de bacterias en la
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superficie es menor, y por lo tanto, la cantidad de microorganismos en la superfie, expuestos en
forma directa a las condiciones adversas del tracto gastrointestinal es menor (Astesana, 2018). A
su vez, es importante recalcar, que mas alla de la proteccion ejercida por la macrocapsula, L.
reuteri DSPV002C, es una cepa tolerante a los acidos (Bertozzi, 2012), la cual es una de las
caracteristicas por la cual fue seleccionada como candidata para la conformacién de un in6culo
probidtico destinado a cerdos. Esta resistencia natural a las condiciones gastrointestinales fue
evidenciada por la baja disminucion de la viabilidad, adn en cultivo libre.

En este estudio se utilizaron macrocapsulas G:A7,5PS 9:1, con una alta concentracién de
microorganismos, y seleccionadas por la supervivencia de las mismas en el ensayo de viabilidad
en el tiempo. En las determinaciones mediante recuento en placa, la viabilidad en JE y JI de L.
reuteri fue mayor en las macrocapsulas que en forma de cultivo libre, observandose el efecto
protector del encapsulamiento en el ambiente del estémago y el intestino. Otros estudios que han
utilizado gelatina y almidén para encapsular bacterias probiéticas también informaron efectos
positivos de proteccidn durante la digestion gastrointestinal (Alfaro-Galarza et al., 2020; Desmond
et al., 2002; Lian et al., 2003).

Ademas de la evaluacion de la viabilidad en condiciones gastrointestinales simuladas a través del
recuento en placa, se evalué la misma por citometria de flujo. Mediante esta técnica, encontramos
resultados no concordantes con los hallados en la técnica tradicional debido a que el efecto
protector de la macrocapsula no pudo ser evidenciado. El hecho de que la técnica estandar y la
citometria de flujo mostraran resultados similares en todos los tiempos estudiados hace suponer
que aquellas bacterias en estado viable no cultivable puedan explicar esa discordancia. El
fundamento del Kit LIVE/DEAD, es la utilizacion de 2 fluorocromos, Syto9 y IP, los cuales se unen
a los &cidos nucleicos. Estos difieren en su capacidad para atravesar la membrana plasmatica de
los microrganismos. Syto9 atraviesa las membranas dafiadas y las intactas, por lo tanto, tifie
células vivas y muertas. Las membranas son impermeables al IP, el cual es excluido en las células
vivas, solo atravesando en las bacterias con membranas danadas. El IP posee una mayor
afinidad por los &cidos nucleicos y reduce la fluorescencia verde de SYTO9 en las células
muertas. Por lo tanto, mediante esta metodologia las bacterias vivas con membranas intactas
presentan fluorescencia verde, mientras que las bacterias muertas con membranas danadas
presentan fluorescencia roja (Berney et al, 2007; Ruger et al., 2014). Debido a que la
determinacién de la viabilidad mediante citometria de flujo se basa en la integridad de la
membrana, esta técnica puede dar una respuesta diferente al recuento en placa. Cuando se habla

de viabilidad, el término hace referencia a la capacidad para multiplicarse y ser cultivable,
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condicién indispensable para determinar viable a las células mediante recuento en placa. Sin
embargo, en citometria de flujo, la definicién de viabilidad esta relacionada con la capacidad de
una célula para realizar diversos aspectos de la funcionalidad metabdlica, fisioldgica y genética,
manteniendo el grado de integridad estructural y morfoldgica (Kramer y Thielman, 2016), pero
incluyendo también a aquellas que han perdido la capacidad de multiplicarse, estado al cual se
lo describe como viable no cultivable (VBNC) (Zhao et al., 2017).

Solo un nimero limitado de estudios han comparado la viabilidad bacteriana mediante recuento
en placa y citometria de flujo. Wilkinson, 2018 indica que en la produccion de probiéticos y
procesos posteriores hay muchos factores que influyen sobre la viabilidad y las caracteristicas de
supervivencia que pueden afectar la relacidén entre el andlisis mediante citometria y los recuentos
en placa. Entre los principales factores la bibliografia cita el manejo de variables de proceso
durante la fermentaciéon, como el pH y el grado de incorporacién de oxigeno, asi como también
la exposicion a los procesamientos posteriores como los tratamientos térmicos. En este sentido,
algunos autores han encontrado una alta correlacion entre los recuentos en placa y los resultados
obtenidos mediante citometria de flujo porque utlizaban cultivos frescos (Li et al., 2016; Bunthof
et al., 2001) y otros han encontrado una baja correlacidon, ya que estudiaban microorganismos
que habian pasado por algun tipo de procesamiento (Rulikowska et al., 2013; Doolan et al., 2014;
Yanachkina et al., 2016). En nuestro trabajo utilizamos macrocapsulas probiéticas sometidas a
procesos de congelacion y liofilizacion, ademas de la conservacién previa al ensayo, los cuales
actuaron como estresores de la cepa benéfica y dar lugar a resultados no concordantes entre la

pérdida de viabilidad entre ambos métodos.

5.3. Determinacion de la viabilidad bacteriana en las macrocapsulas junto con el alimento
peletizado

Para poder definir el nUmero de macrocapsulas a incorporar en la alimentacion de los animales,
hay que tener en cuenta la viabilidad de las mismas segun la metodologia de conservacion. Otro
factor a tener en cuenta es el tipo de crianza de los animales (individual o en grupo) para poder
asegurar que cada animal reciba la DMR. En este estudio, las macrocapsulas almacenadas con
el alimento, mantuvieron una viabilidad superior a la DMR entre 15 a 30 dias, dependiendo de la
atmaésfera en la que ha sido almacenada. El envasado al vacio permiti6 mantener la DMR por
macrocapsula durante mas tiempo. Para poder asegurar una DMR por macrocapsula, si éstas

son almacenadas en temperatura ambiente, deben ser consumidas dentro de ese periodo,
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durante el cual mantienen 108 UFC/cép y pueden ejercer su efecto probidtico. Una alternativa,
puede ser la incorporacién de un mayor nimero de macrocapsulas junto al alimento, para darle
mas vida de anaquel al producto. De esta manera, si bien las macrocdpsulas van perdiendo
viabilidad, al aumentar su nimero, se aseguraria un consumo de la DMR por mas tiempo. En
este caso, ademas, se encuentra la ventaja de que, al haber mas macrocépsulas, es mas
probable que la distribucién de las mismas en el alimento sea mas homogénea y, por lo tanto,
sea mas equitativa su distribucion entre los animales, permitiendo el consumo de cantidades de
microorganismos mas cercanos a la DMR. Si bien esta puede ser una opcién de administracion
del probibtico en la granja, también es una limitante, ya que a medida que se va aumentando la
vida de anaquel del producto, mayor es la cantidad de macrocapsulas que se deben incorporar.
En el caso de los alimentos envasados sin vacio, las cantidades de macrocapsulas a incorporar

aumentan considerablemente mas que en los alimentos envasados con vacio.

Ademas de que las condiciones de vacio, aumentan significativamente la viabilidad de las
macrocapsulas, también pudimos determinar, que el alimento (marca comercial), también influy6
significativamente sobre la viabilidad de L. reuteri DSPV002C. La conservacion exitosa de
microorganismos probidticos es clave en el desarrollo de productos comerciales que deben
conservar dichos microorganismos viables. Hay muchos factores que pueden afectar la viabilidad
de los microorganismos al ser incorporados en alimentos, entre los mas importantes podemos
citar el pH del alimento, la presencia de compuestos quimicos (peréxido de hidrégeno, oxigeno
disuelto, metabolitos), la actividad de agua, la capacidad buffer del alimento y los ingredientes de
éste (Vanderhoof, 2000; Donkor et al., 2006; Pereira et al., 2011; Fonteles et al., 2011; Costa, et
al., 2013). Las pequefas diferencias en la composicion de los alimentos estudiados fueron
factores que determinaron un ambiente que favorecié o perjudicé la viabilidad celular. Por lo tanto,
para poder determinar su inclusiéon en un alimento comercial, se debe evaluar su efecto sobre la
viabilidad de L. reuteri DSPV002C y asi poder definir la cantidad de macrocapsulas a incorporar
y la vida de anaquel del producto.

Otra posible opcion para mantener la viabilidad de las macrocapsulas es almacenarlas separadas
del alimento, en las condiciones que asegure la mayor vida util. En tal caso, es recomendable la
conservacion de las macrocapsulas envasadas al vacio, en refrigeracion (vida atil: 210 d con 8,36
UFC/cap) o mejor aun, en congelacién (vida atil: 210 d con 9,3 UFC/cap) y que las mismas sean

incorporadas al alimento en el momento de administracion a los animales.
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5.4. Evaluacion de los efectos probiéticos del indculo encapsulado en cerdos

5.4.1. Andlisis microbiolégicos en muestras de materia fecal

El establecimiento de la microbiota en los lechones comienza en el nacimiento, cuando el recién
nacido es expuesto a una amplia variedad de microorganismos, proporcionados por la madre
durante el parto y ademas del entorno circundante (Katouli et al., 1997). La adquisiciéon de la
microbiota desde el nacimiento hasta el destete, est4 dada por el contacto con la materia fecal
de la madre, su piel y mucosas (Thompson et al., 2008). La composicién de la microbiota juega
un papel muy importante en el mantenimiento de la salud de los animales, interviene en la
digestidn de los alimentos para descomponer los productos, estimula el sistema inmune y compite
con patégenos (Roselli et al., 2017). Hay una sucesion de microrganismos en el tiempo, que
pasan de aerobios en los recién nacidos a anaerobios estrictos en los adultos. Esta sucesion
culmina en una comunidad climax mas equilibrada en los adultos (Kim et al., 2011). Los cerdos
dependen de productos finales de fermentacién bacteriana en el colon para el 5-20% de su
energia total (Gaskins et al., 2002). La microbiota de los lechones estd compuesta principalmente
por BAL, bifidobacterias, estreptococos, clostridios y E. coli (Metzler y Mosenthin, 2008). El
equilibrio entre microbios beneficiosos y daninos refleja el estado de salud del animal (Dowarah
etal., 2017). Segun Liao et al. (2017), los principales mecanismos de los probi6ticos para modular
la microbiota en cerdos son dos. Uno de ellos es mediante exclusién competitiva, la cual consiste
en proteger el intestino de la instalaciéon de microorganismos nocivos, compitiendo por lugares de
adhesién y por sustratos. El otro mecanismo es por inhibicién antimicrobiana directa, por
produccion de sustancias bactericidas o bacteriostaticas contra microrganismo nocivos. En este
estudio, evaluamos el efecto de L. reuteri encapsulado sobre la microbiota intestinal de los
lechones durante la recria. Las poblaciones evaluadas a través de la materia fecal de los lechones
fueron E. coli, levaduras, Campylobacter spp y BAL, ademas de la recuperacién de la cepa
probidtica administrada. Con respecto al indculo probidtico resistente a rifampicina, el mismo se
pudo recuperar a partir de la segunda semana solamente en el GP. Los recuentos entre 3,72 Log
UFC/gy 5,93 Log UFC/g de L. reuteridurante las 6 semanas de duracion del ensayo, demostraron
qgue se pudo mantener una estabilidad de la cepa con una suplementacion diaria igual o superior
a 9,3 Log/cap.

La suplementacion con L. reuteri DSPV002C, no modifico la poblacién BAL en los lechones. Las
BAL son residentes del tracto gastrointestinal (GIT) de la mayoria de los animales y son efectivas

para mantener el equilibrio favorable de la microbiota y asi beneficiar la salud del huésped (Guo
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et al., 2010). En nuestro estudio, la falta de diferencia entre el GP y el GC, podria deberse a que
con la suplementacion probidtica con L. reuteri a los animales, se estarian desplazando a otras
BAL del TGl de los cerdos. Esto provocaria que los cambios en la poblacién de BAL totales no
sean detectables mediante recuento en placa. De esta manera los recuentos totales de BAL se

mantienen inalterados en el GP.

Para el caso de E. coli, los recuentos de esta poblacion fueron mayores en 2 momentos del
ensayo, eld 0y el d 42, en ambos casos para el GP. Sin embargo, la diferencia en los recuentos
de estos d, no fueron atribuibles al tratamiento probidtico. Otros autores han informado reduccién
en el recuento de E. coli tras la administracion de diferentes géneros de Lactobacillus spp. En
lechones, se cita la inhibicion de la adhesion al epitelio del intestino delgado de E. coli por
Enterococcus faecium (Bhandari et al., 2010) y Pediococcus acidilactici (Daudelin et al., 2011).
Lv et al. (2015) en un estudio de administracién de probidticos enriquecidos con selenio,
encontraron mayores recuentos en Lactobacillus y reduccion de E coli. Otro estudio informé que
la utilizacién de Lactobacillus rhamnosus fue eficaz como terapia preventiva para la diarrea post-
destete inducida por E. coli, posiblemente a través de la modulacion de la microflora intestinal
(Zhang et al., 2010). Dong et al. (2013) informaron una disminucién de E. coli en lechones
alimentados con probidticos, con una mejor relacién BAL/E. coli, sugerido como un indicador de
la salud intestinal. En nuestro estudio, la suplementacién con L. reuteri no modifico
significativamente los recuentos de la poblacion de E coli. La poblacién de Campylobacter spp.
no fue modificada por el consumo de L. reuteri DSPV002C. Bratz et al. (2015) indicaron que la
colonizacién por Campylobacter en lechones ocurre tempranamente en la vida de los animales,
siendo este un factor importante a considerar para definir el momento de comenzar a suplementar
a los animales con los microorganismos. En su estudio no encontré diferencias en el tratamiento
con probiéticos frente a la inhibicién de Campylobacter. Algunos estudios in vitro han evaluado la
actividad inhibitoria de probiéticos contra Campylobacter pero sin identificar la causa de la
inhibicion (Ushanov, 2018). Meremae et al. (2010) atribuyen la inhibicién al bajo pH causado por
la produccién de acidos organicos por los probi6ticos. En la bibliografia, muchos estudios
confirman la inhibicién o la reduccion del crecimiento de Campylobacter por probidticos en aves
tanto en ensayos in vitro como in vivo (Messaoudi et al., 2011; Cean et al., 2015; Arsi, et al., 2015;
Nishiyama et al., 2014; Chaveerach et al., 2004). Las levaduras son habitantes normales del
aparato digestivo y son utilizadas como probiéticos debido a que producen efectos benéficos
sobre la salud (Vohra et al., 2016). Estos microorganismos podrian tener efectos benéficos en el

tratamiento de diarrea post destete (Trckova et al., 2014) y podrian mejorar la conversién
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alimenticia, la inmunidad sistémica y el desarrollo del intestino de lechones (Jiang et al., 2015;
van der Peet-Schwering et al., 2007). En nuestro estudio, la poblacion de levaduras, tampoco fue
modificada por la suplementacién probidtica. Una de las posibles razones de la falta de
diferencias entre los GP y GC en las poblaciones de E. coli, Levaduras y Campylobacter spp.,
podria ser, las buenas condiciones de crianza y la dieta balanceada de los animales. Esta
situacién, colabora a que los animales se mantengan sanos y favorece el mantenimiento de un
balance de la microbiota intestinal. Para poder detectar un efecto sobre estas poblaciones de
microorganismos, serian necesarias situaciones de crianza que desestabilicen la microbiota del
TGI.

En un estudio realizado por Mach et al. (2015) sobre el establecimiento temprano del microbioma
intestinal en los cerdos, estos autores encontraron que los phylum Firmicutes y Bacteriodetes
representaban mas del 90% de las secuencias analizadas. Los otros phylum encontraron fueron
Proteobacteria con 5,14%, Spirochaetes con 1,49% y Fusobacteria con 0,76%. Otro estudio
realizado en lechones, encontré Bacteroidetes (56,8% del total), Firmicutes (36,6%) y
Proteobacteria (4,8%) como los principales phylum de la microbiota (Poroyko et al., 2010).
Brousseau et al. (2015) en su estudio con dos cepas probidticas, encontrd los mismos phylum
dominantes a los 28 y 37 d de vida en los lechones. En nuestro estudio, al igual que estos autores,
encontramos los phylum Firmicutes y Bacterioidetes en los 3 d de muestreo. Kim et al. (2011)
afirmaron que esto es esperable, debido a la estricta condicidon anaerdbica del colon y al hecho
de que los miembros de estos phylum estan fuertemente compuestos por anaerobios. Ademas,
encontramos en los 3 d de muestreo el phylum Firmicutes y en los d 21 y 42 el phylum
Actinobacteria. Loof et al. (2014) informaron que estos 2 phylum junto con otros (Fibrobacteres,
Tenericutes y Planctomycetes) se corresponden con menos del 1% de los phylum recuperados
del TGl de los cerdos. Estos mismos autores citan a Firmicutes y Proteobacteria como los phylum
mas representativos. Por su parte Aydin et al. (2015) informaron como los phylum mas
representativos a Firmicutes y Actinobacteria. La diversidad en los resultados de estos autores,
nos indican que la recuperacion de los diferentes phylum es bastante variable. En nuestro estudio,
encontramos en los 3 d evaluados, varios microrganismos no cultivables, Kim et al. (2011)
encontrd resultados similares, con un aumento de la proporcién de bacterias no clasificadas a

medida que los cerdos se hacian més grandes.

El phylum Synergistetes fue aislado los d 0 y 42, mientras que el d 21 no se encontré ningun
representante de este phylum. Dentro de las bandas de este phylum, encontramos en el GC una

banda compatible con Cloacibacillus porcorum, un microorganismo que degrada la mucina
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presente en la superficie de los enterocitos y que utiliza sus componentes como Unica fuente de
carbono (Looft et al., 2013). La presencia de estos microorganismos podria alterar la barrera de
proteccion del intestino y ser puerta de entrada para la colonizacion por patégenos.

Dentro del phylum Firmicutes encontramos varias bandas con representantes de la clase
Clostridia en ambos grupos de estudio. Dentro de esta clase, en los 3 d encontramos bandas
compatibles con la familia Lachnospiraceae, y una de estas, posiblemente Blautia sp. En
humanos, Lachnospiraceae constituye una importante familia de la microbiota intestinal que
degrada polisacaridos complejos a acidos grasos de cadena corta (acetato, butirato y propionato)
que el huésped puede utilizar para obtener energia (Biddle et al.,, 2013). Dentro de la familia
Lachnospiraceae, Blautia sp., puede proporcionar energia a partir de polisacaridos que otros
microorganismos intestinales no pueden degradar (Flint et al., 2008). La presencia de estos
microorganismos podria ser una ventaja para la utilizacion de fuentes de energia no
aprovechables por otros microorganismos. También se encontraron en los dos grupos, bandas
de los 3 d con miembros pertenecientes a la familia Ruminococcaceae no cultivables y 2
perteneciente al género Anaerotruncus (1 en GC y 1 en GP). Varios miembros de la familia
Ruminococcaceae, presentan un alto potencial para fermentar polisacaridos y proteina dietaria
(Israeli-Ruimy et al., 2017; Haq et al., 2017).

Se aislaron también en los 3 d, bandas compatibles con el phylum Bacterioidetes y del orden
Bacteroidales. Estos contribuyen a la degradacion de los carbohidratos y evitan la colonizacion
del intestino por bacterias patbégenas mediante competencia (Kulagina et al., 2012). Dos de las
bandas presentaron similitud con Barnesiella sp., estas bacterias han demostrado en humanos
que pueden eliminar y proteger el intestino contra el dominio de bacterias patégenas resistentes
a los ATB (Ubeda et al., 2013). Microorganismos del phylum Bacterioidetes poseen las enzimas
necesarias para la conversion de polisacaridos a oligosacaridos mientras que el phylum
Firmicutes esta relacionado a los procesos metabdlicos de absorcién y fermentacién de
monosacaridos (Deustch et al. 2015). Por lo tanto, una comunidad bacteriana que incluya estos
phylum podria tener un mejor aprovechamiento de los carbohidratos por los animales. En nuestro
estudio, en el d 21, encontramos la presencia de los 2 phylum solamente en el GC, y luego en el
d 42, solamente en el GP.

El phylum Actinobacteria fue recuperado el d 21 y 42 del ensayo. Se encontraron 4 bandas (2 en
cada grupo) compatibles con Olsenella sp. y de éstas, 2 compatibles con Olsenella umbonata.

Estas bacterias son acido lacticas, fermentadoras de carbohidratos y han sido aisladas de rumen
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de oveja y de yeyuno de cerdos (Kraatz et al., 2011). Una banda correspondiente al GC fue
compatible con Bifidobacterium sp., este género es uno de los componentes principales de la
microbiota intestinal de los cerdos luego de Lactobacillus spp. (Mikkelsen et al., 2003) y esta
asociado al consumo de leche, que estimula su crecimiento (Binda et al., 2018). Otra banda del
GC fue compatible con Leucobacter sp., microorganismo ya aislado en cerdos (Mann et al., 2014;
Jimenez et al., 2014).

Los microorganismos recuperados de la secuenciacién de las bandas, fueron variados y sin una
diferenciacién en los GC y GP, sin embargo, en el d 42, el GC present6 solamente representantes
del phylum Firmicutes, mientras que el GP, tuvo representantes de 5 phylum diferentes, con una
mayor diversidad.

En los dendrogramas, se observd una separacién del d 0 respecto de los d 21 y 42 teniendo en
cuenta ambos grupos. Esta modificacion de la microbiota, podria estar dada por el cambio de
alimentacién de los animales, de una dieta lactea a una dieta sélida (Konstantinov et al., 2006).,
siendo mas marcada en el GP que en el GC. Sin embargo, al evaluar solamente el CG, no se
encontré un agrupamiento por clusters que separe los perfiles del d 0 del resto de los perfiles. En
cambio, al evaluar la modulacion de la microbiota a través del tiempo en el GP, se observd un
claro agrupamiento de todos los perfiles del d0, separado el resto de los perfiles de los d 21y 42.
En este mismo sentido, también se encontré una disminucién de los indices de riqueza y
diversidad en el d 0 del GP con respecto a los d21 y 42 del mismo grupo. En cambio, los indices
del GC se mantuvieron sin cambios a lo largo del tiempo.

En este estudio, encontramos que la principal diferencia en la modulacién de la microbiota, estaria
ocasionada por el cambio en la alimentacion. Pero a su vez, la suplementacion con L. reuteri
DSPV002C podria tener una influencia en la modulacién de la microbiota a lo largo del tiempo, lo
cual fue evidenciado en el comportamiento diferencial entre el GP y el GC en los indices y
dendrogramas, asi como también por la mayor cantidad de phylum encontrados en el d 41 en el
GP respecto del GC.

5.4.2. Eritrograma y leucograma

Los parametros hematolégicos son buenos indicadores del estado fisiol6gico de los animales
(Khan y Zafar, 2005). Ademas, estos son utiles para el pronéstico de enfermedades, asi como
también para el monitoreo terapéutico y de la dieta que reciben los animales (Togun y Oseni,
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2005). Los estudios de los parametros sanguineos, son de interés fisiologico para comprender la
relacién entre las caracteristicas de la sangre y el ambiente (Isaac et al., 2013). En este estudio,
evaluamos el eritrograma y el leucograma de los lechones, durante los 42 dias del ensayo. En el
eritrograma, el Unico parametro diferente entre los grupos fue el recuento de GR, siendo este
mayor en el GC. Otros autores han encontrado resultados similares, Zhang et al. (2014) no
encontraron diferencias en los recuentos de GR en lechones bajo tratamiento probiético con
Enterococcus faecium. Chen et al. (2005) tampoco encontraron diferencias en cerdos bajo
tratamiento con 3 especies probiéticas. Por otro lado, Upadhaya et al. (2017) encontraron un
aumento del recuento de GR en lechones tras la administracion de Bacillus subtilis en un desafio
frente a Salmonella. Probablemente la diferencia encontrada en nuestro estudio sea debido a que
los animales del GC, comenzaron el ensayo con un mayor recuento en este grupo. Se observaron
también variaciones en el Hto y en la Hb en momentos puntuales, los d 0 y 35, no pudiendo
relacionarse estas con un efecto de la administracion del probiético de L reuteri DSPV002C.

Togun et al. (2007) indicaron que cuando los valores sanguineos disminuyen dentro del rango
normal de la especie, la dieta no tuvo efectos adversos sobre los parametros durante el periodo
experimental, mientras que, si caen por debajo del rango, indican anemia. En nuestro estudio, el
Hto, Hb y VCM se encontraron fuera de rango las primeras semanas del ensayo, pero luego se
presentaron dentro de los rangos normales para la especie. La HCM y la CHCM, estuvieron por
debajo del rango normal de la especie durante todo el ensayo. Estos valores bajos podrian estar
indicando anemia por deficiencia de hierro (Starzynski et al., 2013), pero como los demas valores
se encontraron dentro de los rangos fisiol6gicos, esa posibilidad fue descartada.

En el leucograma de los lechones, la poblacidén de linfocitos y el total de células mononucleares
(MN), fueron mayores en el GC que en el GP. Burdick Sanchez et al. (2018) encontraron
resultados similares en los parametros hematolégicos en cerdos. Estos autores sugieren que la
reduccion de la serie blanca en el GP podria deberse a que la administracion de probioticos
estimula la migracién de GB hacia el aparato digestivo. Las bacterias probidticas tienen la
capacidad de interactuar con las células epiteliales del intestino, con las células dendriticas, los
monocitos/macrofagos y los linfocitos (Bermudez Brito et al., 2012). Las células dendriticas
pueden ser activadas por los microorganismos probiéticos, estimular la diferenciacién de Tny Treg
e iniciar una respuesta inhibitoria sobre la respuesta inflamatoria. Esta podria ser una explicacion
de un menor recuento de linfocitos en el GP. Sin embargo, no se puede descartar que las
diferencias en el recuento sean a que los grupos presentaron diferencias desde el d 0. Prieto et

al. (2014) también encontraron resultados similares, con menores recuentos de linfocitos y
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ademas de monocitos en lechones tras la administracién de Bacillus sp. Estos autores asocian
niveles altos de estas lineas celulares como respuestas a infeccion, siendo estos niveles bajos
asociados a animales sanos. El recuento de MN, incluye a los linfocitos y monocitos, de este
modo, las diferencias encontradas a favor del GC en este parametro, son debido a un mayor
recuento de linfocitos. Los parametros M, N, E y el conjunto de estos (PMN), no fueron
modificados por la suplementacién con L. reuteriDSPV002C. Otros autores tampoco encontraron
diferencias en estos parametros en lechones bajo tratamiento probiético (Mair et al., 2010; Yany
Kim, 2013; Tactacan et al., 2016; Min et al., 2019b; Miranda et al., 2019). Chen et al. (2005) no
encontraron diferencias en el tratamiento con diferentes cepas de Lactobacillus en cerdos en
terminacion sobre el recuento de GB, GR y Linfocitos. El autor sugiere que el tiempo de
tratamiento (6 semanas) es muy corto para inducir algin cambio. Con respecto a los valores del
leucograma hallados en el ensayo, los mismos se encontraron dentro de los rangos citados por
otros autores (Cooper et al, 2014; Semiadi et al. 2009) Si bien los resultados encontrados en este
estudio son similares a los encontrados por otros autores, se deberian seguir evaluando en otras
condiciones de crianza. En general, los parametros sanguineos que pueden indicar efectos
inmunitarios, no cambian en animales criados en buenas condiciones de alimentacién y ambiente
(Min et al., 2019a).

5.4.3. Perfil de bioquimica sanguinea

La determinacion de la bioquimica sérica en los animales, refleja la respuesta fisiol6gica a su
entorno interno y externo (Esonu et al., 2001). Los valores de calcio, fésforo, FA, colesterol y
triglicéridos obtenidos se encontraron dentro de los rangos informados por otros autores (Perri et
al., 2017; Egeli et al., 1998). Las concentraciones séricas circulantes de colesterol y triglicéridos
son el resultado de la absorcion y produccion por los tejidos lipogénicos y por ende de la dieta
(Mufioz et al., 2012). Los niveles altos de colesterol, estdn generalmente relacionados con la
dieta, el manejo de los lipidos por el organismo y especialmente con la actividad hepatica (Rauw
et al., 2007). Los probioticos tienen la capacidad de desconjugar enzimaticamente acidos biliares,
aumentando su tasa de excrecion y el uso de colesterol para sintetizar nueva bilis, reduciendo el
nivel del mismo en suero (Lye et al., 2009). La eliminacién de colesterol por L. reuteri esta
estrechamente relacionada con la actividad de enzimas hidrolasa de sales biliares (BSH) de las
células, que hidrolizan el enlace amida de las sales biliares liberando los &cidos (Taranto et al.,
1999). Kumar et al. (2012) encontraron una reduccion del colesterol en los cerdos tratados con
probidticos y también reduccidn de trigliceridos. Nowak et al. (2019) informaron una de reduccion
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de los triglicéridos en suero con la administracion de probiéticos, pero a la vez informaron un
aumento del colesterol sérico. En nuestro estudio, no encontramos diferencias entre los grupos
con respecto a las concentraciones sanguineas de colesterol. Resultados similares fueron
publicados por Dlamini et al (2017) que tampoco encontré diferencias en el colesterol con el
tratamiento probiotico. Con respecto a los triglicéridos, tampoco encontramos diferencias entre
GC y GP. Resultados similares fueron encontrados por otros autores (Wang et al. 2014; Liu et al
2015). Ooi y Liong (2010), en su review citan una seria de factores por los cuales pueden no
encontrarse diferencias en los perfiles lipidicos frente al tratamiento probiotico, entre ellos se citan
la dosis administrada, duracion del periodo de tratamiento y el tipo de cepa utilizada. En nuestro
estudio, la falta de diferencias entre los grupos, podria deberse a los animales recibieron durante
el ensayo una dieta balanceada, la cual no potenciaria el efecto probi6tico de reduccién de lipidos

sanguineos.

En este estudio también medimos las concentraciones sanguineas de calcio, fésforo y fosfatasa
alcalina. Algunas bacterias probiéticas producen la enzima fitasa, que puede liberar minerales
como fosforo y calcio secuestrados por el fitato, resultando en una mejor disponibilidad de estos
minerales (Priyodip et al., 2017; Parvaneh et al., 2014). Por su parte, Eizaguirre et al. (2002)
sugieren que la absorcion de minerales como el calcio, hierro y magnesio se debe a la reduccion
del pH en el intestino por los probiédticos, lo cual favoreceria la absorcion. Patifio et al. (2019)
informaron un aumento de los niveles de calcio y fésforo en una dieta con Bacillus subtilis.
Londofio y Parra (2015) también encontraron resultados similares utlizando Enterococcus
faecium en la dieta de los animales. Hosseini et al. (2013) encontraron también mayores
concentraciones de calcio y fosforo en aves tratadas con probioticos frente a los controles. En
nuestro estudio, no encontramos un efecto con la suplementacién probiética sobre los valores
sanguineos de calcio, fésforo. Solamente la fosfatasa alcalina presentd niveles superiores al GP
en el d 42 del ensayo, pero dentro de los valores fisiologicos para la especie. La FA puede
alcanzar mayor actividad en animales jévenes, detectandose valores altos en sangre, debido a
que una de las isoenzimas se localiza en los osteoblastos y esta relacionada con la calcificacion
y formacion de estructuras éseas (Kaneko, 1971). En nuestro estudio es probable que no se haya
encontrado un efecto del tratamiento con L. reuteri DSPV002C sobre estos metabolitos debido a
que con la dieta de balanceados comerciales, los animales en crecimiento reciben niveles
recomendados de calcio y fésforo segun los requerimientos para la edad. De esta manera, la

disponibilidad de estos minerales es la adecuada y no se potenciaria el efecto probidtico.
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5.4.4. Parametros de crecimiento, eficiencia alimentaria y estado sanitario

El crecimiento normal es la expresion del potencial genético promovido por factores internos y/o
externos (Bauer et al., 1998). El rendimiento en el crecimiento de los cerdos es muy importante
desde el punto de vista econdmico y es uno de los indicadores claves que afectan la rentabilidad
en la produccion de carne porcina (Patil et al., 2015) y la salud intestinal de los animales, se

correlaciona con el rendimiento en el crecimiento (Valeriano et al., 2017).

En la revision bibliografica, es escaso el material disponible sobre la utilizacion de medidas
corporales para evaluar el efecto probiético en cerdos. Zaragoza (2009) cita entre los parametros
para evaluar el crecimiento de los cerdos, los que utilizamos en este trabajo. Varios autores, citan
las variables e indices zoométricos para la caracterizacién morfolégica de cerdos de diferentes
regiones (Estupiian et al., 2009; Olmos-Hernandez et al., 2009; Revidatti et al., 2005). En nuestro
ensayo, no se encontraron diferencias en el peso de los animales entre el GC y el GP, asi como
tampoco en las medidas corporales de altura a la cruz, ancho de cadera, ancho de hombros,
largo dorsal y perimetro toracico. En otras especies, se ha informado el efecto del tratamiento
probiético sobre algunos de estos parametros. Marin et al. (2012) encontraron que los terneros
tuvieron mejor ganancia de peso y mayor altura a la cruz en el grupo que consumié probidticos.
Knudsen (2000) también informa mejoras en parametros de crecimiento en terneros con la
suplementacion probiética. En otro estudio, Garcia et al. (2017) encontrd diferencias en la
ganancia de peso de terneras suplementadas con probibticos, pero sin diferencias en la altura
entre los grupos.

La mejora en el balance de los microorganismos intestinales por la implementacion de probiéticos,
se ve reflejado en el incremento de la ganancia de peso y en la disminucion de la conversion
alimenticia de los animales (Nazef et al., 2008). Muchos estudios han demostrado que el peso al
destete influye en el rendimiento durante las fases posteriores de crecimiento y hasta en la
terminacién (Le Dividich y Seve, 2000). Muchos autores han informado una mejora en la ganancia
de peso y en la eficiencia de conversién en cerdos con la implementacion de diferentes
microorganismos (Ayala et al., 2014; Liu et al., 2014; Suda et al., 2014; Wang et al., 2013; Meng
et al., 2010; Yu et al., 2008; Bocourt et al., 2004; Alexopoulos et al., 2004). Chang et al. (2001)
informaron una mejor conversion alimenticia en cerdos con la utilizacion de L. reuteri. Otro autor
encontrd una mejora en la ganancia de peso y en la conversion alimenticia durante las 2 primeras
semanas luego del destete (Giang et al., 2001). Un estudio realizado por Lazaro et al. (2005)

encontrd un mejor peso al nacimiento de la camada de lechones en cerdas que consumieron
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probiotico durante la gestacion, pero este no afecto el consumo de alimento de las cerdas ni la
ganancia de peso de los lechones. En un meta-analisis sobre la GDP y la eficiencia de conversion
en cerdos suplementados con probidtico realizada por nuestro equipo (Zimmermann et al. 2016),
encontramos que el efecto probidtico sobre la ganancia de peso es mas evidente durante el
primer periodo de la crianza, asi como también en la terminacioén. Con respecto a la eficiencia de
conversion, en el meta-analisis se encontrd un efecto positivo con la implementacion de probidtico
en todos los periodos de crecimiento de los animales. La edad en la que administramos el in6culo
a los cerdos en nuestro ensayo, se encontraba dentro de los grupos etarios en los cuales la
suplementacién probibtica mostrd efectos positivos en la GDP y en la eficiencia de conversion en
el meta-analisis. Sin embargo, en nuestro estudio, no encontramos mejoras en estos dos
parametros con la suplementacion probiética. Tampoco encontramos diferencias entre GC y GP
en el consumo de alimento, siendo similar en ambos grupos durante el ensayo. Resultados
similares fueron informados por otros autores que tampoco encontraron mejoras en indices de
conversién alimenticia y en ganancia de peso de los animales (Speiser et al., 2015; Veizaj-Delia
et al., 2010). La implementacién de una dieta balanceada ad libitumy la falta de competencia por
el alimento en las condiciones de crianza durante el ensayo, podrian ser algunas de las razones

por la cual no se encontraron diferencias entre los grupos.

El ecosistema del TGl de los lechones sufre cambios importantes durante los primeros dias luego
del destete, esto crea una posible puerta de entrada para el crecimiento de patégenos y el
desarrollo de diarrea (Hopwood y Hampson, 2003). La optimizacién del ecosistema
gastrointestinal, sobre todo durante el periodo de transicion del destete, junto con el ajuste de
factores ambientales, sociales y de nutricion es de suma importancia para prevenir la diarrea y
sus consecuencias en la salud y el rendimiento de los animales (Taras et al., 2005). La
implementacion de probidticos podria ser una medida de proteccion para mejorar la incidencia de
diarrea después del destete (Prieto et al., 2014). Muchos estudios han demostrado que la
implementacion de cepas probibticas durante el periodo de destete reduce la incidencia de
diarrea, asi como la duracion de la misma (Li et al., 2019; Dowarah et al., 2017; Rondén et al.,
2013; Papatsiros et al., 2011; Pieper et al., 2010; Bocourt et al., 2004). En nuestro estudio, no
hubo animales enfermos o con signos clinicos durante el estudio. La presencia de casos aislados
de score 3y 4, podrian estar mas relacionados a los cambios de dieta que tuvieron los animales
durante el periodo de crianza. El cambio en la dieta de los animales, puede provocar un
desequilibrio nutricional causante de irritacion y/o con un incremento de la presion osmética

luminal con la consecuente diarrea (Pluske et al., 2002). Estos resultados son un reflejo del buen
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estatus sanitario en los animales durante el estudio. Probablemente no pudo observarse ningun
efecto probidtico entre los grupos debido a las condiciones de crianza durante el ensayo, ya que
estos fueron criados en buenas condiciones sanitarias, con correcta limpieza y desinfeccion de
las jaulas. Ademas, si bien la seleccién de los animales para el ensayo fue al azar, se
seleccionaron aquellos que estaban sanos y sin signos de enfermedad. La posibilidad de que los
animales enfermen se reduce también debido a la ausencia o reduccién de factores estresantes
en las condiciones de crianza de un estudio controlado, que puedan potenciar la enfermedad en
estos. Es importante destacar, que el efecto probiético, suele medirse mas facilmente cuando los

animales sufren estrés, que cuando estan criados en buenas condiciones sanitarias.

5.4.5. Monitoreo de L. reuteri mediante PFGE

La utilizacién de PFGE para el analisis de los patrones de restriccion de ADN cromosémico ha
sido utilizado ampliamente en Lactobacillus spp. como la técnica mas apropiada para el
genotipado de aislamientos bacterianos (Jacobsen et al, 1999) asi como también para la
tipificacion de bacterias patdgenas (Gosiewski et al., 2015). Tareb et al. (2015) utilizaron la técnica
de PFGE con dos endonucleasas (Notl y Apal) para evaluar dos morfotipos diferentes de
Lactobacillus farciminis encontrando que ambas tienen el mismo patrén de bandas. Letellier et al.
(2000) utilizaron la enzima Spel para comparar el perfil de 2 cepas de Salmonella aisladas de
diferentes animales demostrando con esta técnica que las cepas tenian el mismo perfil. Hur et al.
(2011) compararon 42 muestras de dos periodos de aislamiento de Salmonella recuperadas
desde lechones con diarrea de diferentes lugares mediante PFGE encontrando similitudes en los
perfiles, estando las cepas relacionadas entre ellas. En este estudio, no se encontraron
diferencias entre las bandas de las diferentes muestras, presentandose solo 1 pulsotipo. Las
bandas presentaron una similitud del 100%, confirmando que la recuperacion de los aislamientos
en las diferentes semanas, asi como la cepa resistente, la de macrocapsula y la cepa wildtype
del estudio era la misma cepa. Blajman et al. (2015) encontraron resultados similares utilizando
la enzima Smal para comparar la cepa Lactobacillus salivarius resistente a rifampicina recuperada
desde el TGl de pollos con la cepa administrada, asi como también con la forma no resistente,
demostrando que era la misma cepa en todos los casos. Esta enzima de restriccion ha sido
utilizada también para otras cepas de L. reuteri. Langa et al. (2013) utiliz6 las enzimas Apa | y
Sma | para caracterizar mediante PFGE de 7 cepas de L. reuteri. La obtencién de perfiles

similares en cada uno de los aislamientos recuperados desde diferentes matrices, nos permite
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establecer que el método de monitoreo de clones resistentes mediante LAMVAB con rifampicina
fue adecuado a nuestro propésito.

5.4.6. Histomorfometria del intestino

La principal funcion del TGl es permitir la digestion y absorcion de sustancias a la circulacion,
pero también cumple la funcién de eliminar compuestos patégenos (Gaskins, 1997). Antes del
destete, las vellosidades intestinales son largas, bien desarrolladas y muy eficientes en la
absorcién de nutrientes (Galeano et al., 2016). Los lechones, luego del destete a menudo exhiben
atrofia de vellosidades (reduccidén de su altura) e hiperplasia de criptas (disminucion de la
profundidad) (Pluske et al., 1996; Loh et al., 2002). Segun Rodriguez et al. (2007) esa atrofia se
debe al cambio repentino de dieta y a la baja ingesta de alimentos. Mc Cracken y Kelly (1984)
explicaron la atrofia por una inanicion temporal debida al destete, lo cual reduce el contenido de
proteinas de la mucosa con una reduccion de las enzimas digestivas. La suplementacion con
probioticos, aumenta la ingesta diaria de alimento y esto tiene un efecto positivo sobre el
desarrollo del epitelio intestinal (Dowarah et al., 2017). Mair et al. (2010) encontraron que la
suplementacién probiética a cerdos mostrdé una mayor altura de vellosidades y profundidad de
criptas, mientras que la relacion altura/profundidad fue menor en comparacion al grupo control.
Suo et al. (2012) encontraron resultados similares con la suplementacion probiética. Budifo et al.
(2005) informaron una mejor densidad de microvellosidades en lechones tratados con probiéticos
luego de 14 d de destete en comparacion a otros tratamientos. En nuestro estudio, no
encontramos diferencias en la altura de las vellosidades y en la profundidad de las criptas entre
los grupos. No obstante, el aumento en la relacion V/C encontrado en los cerdos del GP podria
ser explicado por el efecto de la cepa inoculada y sus metabolitos acidos que favorecen el
desarrollo de las vellosidades intestinales. Es probable que un efecto probiético mas marcado no
haya sido observado en nuestro ensayo, debido a que el sacrificio de los lechones fue realizado
luego de 42 d. Los lechones fueron destetados a los 28+1 d de vida, llegando a la necropsia con
70x1 d. Si el efecto del tratamiento probio6tico es observable en la morfologia intestinal sobre el
momento critico del destete y los primeros dias luego de este, es probable que luego de 42 d de
tratamiento, la mucosa ya se haya recuperado y si bien pudo haber un efecto del tratamiento
probiético, ya no es apreciable.
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6. Conclusiones
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e La gelatina y el almidén pregelificado fueron los materiales con las caracteristicas fisicas
mas adecuadas para la conformacion de matrices homogéneas, firmes y facilmente
manipulables.

e La liofilizacion fue el método que permiti6 obtener las matrices con las caracteristicas
deseadas relacionadas a la estructura, el color, la homogeneidad y la baja adhesidad
después del secado de sus componentes (gelatina y almidén), los cuales pueden ser
utilizados en macrocapsulas transportadoras de microorganismos probidticos.

e Las macrocapsulas con proporcién de in6culo:matriz 9:1, tanto en gelatina 5% p/v +
almidén 2,5% p/v (G:A7,5) como en gelatina 10% p/v + almidén 10% p/v (G:A20) fueron
las que mantuvieron la mayor cantidad de microorganismos probidticos viables luego del
secado mediante liofilizacion. La utilizacién del permeado de suero (PS) como
crioprotector al 10% p/v, permiti6 una mayor viabilidad de los microorganismos
encapsulados en comparacion con el empleo de maltodextrina (M).

e Latemperatura de almacenamiento que mantuvo mas alta la viabilidad fue la congelacion.
Durante el almacenamiento en estas condiciones, las macrocapsulas G:A7,5PS 9:1
conservadas bajo vacio, fueron las que mantuvieron los mayores recuentos de bacterias
viables (9,3 Log UFC/cap) hasta los 210 d de almacenamiento. En condiciones de
refrigeracidon, estas mismas macrocapsulas, envasadas al vacio, fueron las Unicas que
mantuvieron la viabilidad del in6culo probiético por encima de la DMR durante 210 d. A
temperatura ambiente, el tiempo de almacenamiento para mantener la viabilidad por
encima de la DMR fue de 35 d tanto para las macrocapsulas conservadas bajo vacio
(G:A7,5PS 9:1; G:A20PS 9:1) como para las conservadas sin vacio (G:A20PS 9:1;
G:A7,5M 9:1).

e La macrocapsula G:A7,5PS 9:1 fue capaz de proteger al in6culo L. reuteri DSPV002C,
mostrando pérdidas de viabilidad de 0,58+0,09 Log UFC/ml comparado con 1,56+0,16
Log UFC/ml obtenido en el cultivo libre luego de 6 h de incubacién en dichas condiciones.
La viabilidad de L. reuteri DSPV002C mediante citometria de flujo no tuvieron
concordancia con los resultados obtenidos mediante recuento en placa en condiciones
gastrointestinales simuladas.

e La viabilidad de L. reuteri DSPV002C encapsuladas en G:A7,5PS 9:1 adicionadas al
alimento peletizado para cerdos, almacenada a temperatura ambiente fue influenciada por
el alimento (marca comercial) en el cual fue incorporada la cepa y mejoré bajo

condiciones de vacio.

140



Zimmermann JA, (2020)

La cepa probiética administrada a lechones durante 42 d, no modificé las poblaciones de
BAL, E. coli, Campylobacter spp. y levaduras en materia fecal. No obstante, el cambio de
dieta en los animales inmediatamente posterior al destete tuvo un efecto modulador sobre
la microbiota intestinal y la suplementaciéon con L. reuteri DSPV002C podria tener una
influencia en esta modulacion.

La cepa probidtica fue recuperada tanto desde las macrocapsulas como desde la materia
fecal de los cerdos por lo que el método de monitoreo de clones resistentes mediante
LAMVABYrif fue adecuado a nuestro propésito.

La suplementacién con L. reuteri DSPV002C no modificé los parametros sanguineos y de
crecimiento en los animales. El aumento en la relacién V/C en el duodeno encontrado en
los cerdos del GP podria ser explicado por el efecto de la cepa inoculada y sus metabolitos
acidos que favorecen el desarrollo de las vellosidades intestinales. Es probable que un
efecto probidtico mas marcado no haya sido observado en nuestro ensayo, debido a que
el sacrificio de los lechones fue realizado luego de 42 d.

Seria interesante realizar otros ensayos en donde se evalue el efecto in vivo en cerdos
bajo condiciones de estrés o experimentalmente infectados por patégenos para poder
evaluar el potencial del probiético bajo esas circunstancias.
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