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IV. RESUMEN
El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un inéculo de bacterias acido

lacticas (BAL) indigenas con capacidad probidtica capaz de mejorar el estado sanitario
y la performance de terneros jovenes criados artificialmente.

Primero se evalué la metodologia de conservaciéon mediante la encapsulacién. El
objetivo puntual de esta parte del estudio fue desarrollar una metodologia de producciéon
de cdpsulas grandes, del tamafio del balanceado suministrado a los terneros, con el fin
de poder adicionar el probidtico en el alimento seco. Para este estudio se utilizaron dos
cepas probiodticas (L.casei DSPV 318T, L. plantarum DSPV 354T). De estos estudios se
obtuvo un protocolo de producciéon de macrocdpsulas de un volumen de 1 ml
compuestas de alginato de calcio y un crioprotector que pueden conservar la viabilidad
bacteriana por encima del nivel minimo sugerido a temperatura de refrigeracién y
congelacion por un minimo de 84 dias.

Se realizaron 3 estudios in vivo en terneros para evaluar las propiedades
probidticas del indculo probidtico encapsulado. En el primer estudio se estudi6 el efecto
de la suplementacion del indculo probiético sobre la performance de los terneros. La
utilizacién del indculo encapsulado, en las condiciones que se realizé el ensayo, no tuvo
influencia sobre la performance de crecimiento y salud de los animales, sin embargo
modificé la microbiota intestinal aumentando las especies bacterianas benéficas. En el
segundo ensayo se realiz6 un modelo de infecciéon para aprender sobre el
comportamiento de Campylobacter jejuni NNCTC 11168 en los terneros. El tercer
ensayo se evalué al mismo in6culo probidtico frente a un desafié frente a este patdgeno.
Aunque el probiético no fue capaz de contrarrestar la infeccion por C. jejuni si fue
capaz de disminuir su excrecion en la materia fecal de los terneros en los primeros dias

de la infeccion.
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ABSTRACT

The objective of this work is the development of an inoculum of lactic acid bacteria
(LAB) with probiotic capacity to improve the health status and performance of young
calves artificially breded.

In the first place, the conservation methodology was evaluated by encapsulation. The
specific objective of this part of the study was the development of a methodology for
the production of macrocapsules, with a similar size of the food started supplied to the
calves, in order to be able to add the probiotic in the dry food. For this study two
probiotic strains were used (L. casei DSPV 318T, L. plantarum DSPV 354T). From
these studies we obtained a protocol for the production of macrocapsules with a volume
of 1 ml composed of calcium alginate and a cryoprotectant that can preserve bacterial
viability above the minimum suggested level at refrigeration temperature and freezing
for a minimum of 84 days.

Subsequently, 3 in vivo studies were performed on calves to evaluate the probiotic
properties of the encapsulated probiotic inoculum. In the first study, the effect of
probiotic inoculum supplementation on calf performance was studied. The use of the
encapsulated inoculum, under the conditions that the test was carried out, had no
influence on the performance of growth and health of the animals, however it modified
the intestinal microbiota increasing the beneficial bacterial species. In the second trial,
an infection model was developed to learn about the behavior of Campylobacter jejuni
NNCTC 11168 in calves. The third trial was evaluated with the same probiotic
inoculum in a challenge against this pathogen. Although the probiotic was not able to
counteract the infection by C. jejuni, it was able to decrease its excretion in the fecal

matter of the calves in the first days of infection.

Palabras clave: bacterias acido lacticas - probiéticos — Campylobacter jejuni
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1.1.Seguridad de la Cadena Agroalimentaria

La alimentacién del ser humano ha sido un eje central durante su evolucién, ya
sea para cubrir sus requerimientos biolégicos o para su progreso y desarrollo
econémico.

Desde su origen hasta el periodo neolitico los hombres fueron cazadores y
recolectores ndmadas. Cada individuo se encargaba de su alimentacion, a la cual
destinaban gran parte de su tiempo y en la cual ejercia las funciones de obtencion de
materias primas hasta su consumo (De Heinzelin y col. 1999).

A partir del periodo neolitico, el hombre se volvié sedentario y vivié uno de los
primeros grandes cambios sociales en su historia. La ganaderia y la agricultura surgen
en este periodo y con ellos aparece la distribucion del trabajo, llevando a la
especializaciéon de los trabajadores en diversas tareas que no sélo involucraban la
alimentacion. Como consecuencia de esto el humano comienza a dedicarle tiempo a
otras actividades que no estédn relacionadas con la alimentacion. Surge en este periodo el
arte culinario con diversificacion de la forma de preparar los alimentos y con ella surgen
nuevas enfermedades relacionadas a la alimentacion.

En las ultimas décadas el aumento progresivo de la poblacién mundial debido a
las mejoras en las condiciones de vida produjo un aumento en las necesidades
alimenticias de la poblacion. Para satisfacer a los consumidores la produccién de
alimentos ha evolucionado convirtiéndose en un sistema complejo que se caracteriza
por un proceso de sucesivos pasos como la obtencion de la materia prima, la
transformacidn, distribucion, comercializacién y la llegada del alimento al consumidor.
Este encadenamiento productivo se denomina cadena agroalimentaria y cada etapa de
esta, funciona en forma integrada con las demds para alcanzar un objetivo en comin que
es la eficiencia y seguridad de los alimentos. A pesar que la utilizacién de tecnologia en
la cadena agroalimentaria ha aumentado la produccién de alimentos nuevos factores
atentan contra la inocuidad de los alimentos (Frizzo y col., 2013).

El actual sistema de produccion de alimentos se ha desarrollado en respuesta a la
demanda de la poblaciéon. La urbanizaciéon y la modificacion del estilo de vida de la
poblacidn, han llevado a cambios en los hédbitos de consumo aumentando el nimero de
personas que compran y comen alimentos preparados en lugares publicos. La
globalizacién ha potenciado la demanda de una mayor variedad de alimentos haciendo

la cadena alimentaria mundial cada vez mds larga y compleja (OMS 2002). El
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incremento de la cantidad de alimentos exigidos por los mercados ha sido una de las
causas mds importantes para mejorar la tecnologia aplicada en la productividad de la
cadena alimentaria, y que ha logrado mejorar la cantidad y calidad de los productos.

A pesar de los avances en la materia de produccién de alimentos, los organismos
oficiales de control siguen decomisando importantes volimenes de alimentos por
pérdidas de calidad, riesgo sanitario o por estar involucrados en brotes de enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETAs), lo cual no se condice con los avances logrados
(Gustavsson y col., 2012; ONU, 2012). Las fallas que se dan en diferentes eslabones de
la cadena alimentaria son variadas, caracterizdndose por la responsabilidad que tienen
en las mismas el recurso humano poco calificado y los elevados costos que provocan
(Frizzo y col., 2013).

El suministro de alimentos inocuos fortalece las economias nacionales, el
comercio, el turismo, contribuye a la seguridad alimentaria y nutricional, sirviendo de
fundamento para el desarrollo sostenible. La estrecha relaciéon entre la saludy el
desarrollo econdémico debe tenerse asimismo en cuenta en el contexto de unos sistemas
de inocuidad de los alimentos mds globalizados (OMS 2012). Por este motivo los
organismos estatales de control trabajan para mejorar la calidad de los productos
alimentarios mejorando la seguridad de los mismos. La seguridad alimentaria se puede
definir como "el conjunto de acciones o actividades que se realizan en el flujo de
produccién de alimentos, desde la produccién de materias primas hasta el consumo del
producto elaborado, tendientes a garantizar que el mismo cumpla con las propiedades de
ser inocuo, nutritivo, integro y legitimo".

El gran problema que enfrentan las cadenas agroalimentarias son las
enfermedades transmitidas por los alimentos. Estas enfermedades son generalmente de
cardcter infeccioso o téxico y son causadas por bacterias, virus, pardsitos o sustancias
quimicas que penetran en el organismo a través del agua o los alimentos contaminados.
Teniendo en cuenta que cada eslabon de la cadena es interdependiente y muchos
peligros se diseminan desde la misma produccién primaria a lo largo de toda la cadena
de produccién resulta compleja la eliminaciéon de los diferentes peligros (patégenos)
antes del consumo y este encadenamiento favorece la contaminacién cruzada en los
sitios de la gondola y el hogar.

La contaminacion de los canales de bovinos por Campylobacter termotolerantes,
representa el ejemplo mds comin de contaminaciéon a lo largo de la cadena

agroalimentaria, siendo este patdgeno el peligro microbiolégico que mds se encuentra
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implicado en brotes de ETAs tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo
(Moore y col., 2005). Este microorganismo se elimina relativamente facil a través de
una correcta cocciéon en el hogar. Sin embargo la eliminacién o disminucién de
Campylobacter termotolerantes en los sistemas productivos primarios presenta una gran
dificultad, lo que hace imposible impedir la contaminacién de las canales en el
frigorifico (Zbrun y col., 2013). Estos inconvenientes llevan, por un lado, a tomar
medidas durante la comercializacién y manipulacién final previa a la coccién para
disminuir la contaminaciéon cruzada y por otro lado a la buisqueda de medidas de
intervencion que reduzcan significativamente la carga del patdgeno en puntos anteriores
de la cadena de produccion.

En el caso de los peligros quimicos, la utilizacién de antibiéticos suele ser el mas
comun. Los antibidticos son utilizados como una estrategia en la prevencion de
problemas sanitarios durante la produccién primaria y aunque han posibilitado el
incremento significativo de la produccién de alimentos en su etapa primaria, los
problemas que han generado han sido importantes y existe una fuerte presiéon de los
consumidores y organismos de control para prohibir su uso (Rosmini y col., 2004). La
Unién Europea ha dado pasos importantes en este sentido (UE, 2003). Es por ello que se
vienen estudiando desde hace unos afios diferentes estrategias alternativas a los
antibidticos enfocadas a mejorar la inocuidad desde la produccién primaria de
alimentos, las cuales tienen por finalidad reducir la diseminacién de patégenos
alimentarios a través de su cadena de producciéon. Hay una asociacién directa entre el
manejo ante mortem y la carga microbiana de las materias primas alimentarias de origen
animal y existen estrategias pre-faena que permiten reducir la contaminacién de estas
materias primas, lo cual estd intimamente relacionadas con las condiciones de seguridad

alimentaria del alimento que se obtendra a partir de ellas (Frizzo y col., 2013).

1.2. Historia y aspectos generales del género Campylobacter
El primer aislamiento de Campylobacter fue realizado en 1909, en muestras
provenientes de abortos ovinos por McFadyean y Stockman. En 1931 se describe la
especie mds estudiada y predominante en gasteroenteritis humana, Campylobacter
Jejuni, a partir de muestras de origen vacuno en animales afectados por diarrea (Jones y
col., 1931). En 1938 se realiz6 el primer aislamiento de una infeccion en humanos por

Campylobacter, proviene del estudio de un brote, asociado al consumo de leche en
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Estados Unidos. Posteriormente, el desarrollo y la utilizacién de medios de cultivo
selectivos han llevado al reconocimiento de Campylobacter como una de las principales
causas de enfermedades diarreicas en paises desarrollados (Blaser y col., 1978).

Las bacterias pertenecientes al género Campylobacter son bacilos delgados Gram
negativos con un tamafio que oscila entre 0,5 - 0,8 um de longitud y 0,2 - 0,5 pm de
ancho. Su morfologia puede variar entre vibridnica (bacilos curvados), espirilar, en
forma de “S” durante el crecimiento en fase logaritmica y cocoide o esféricos a medida
que los cultivos envejecen (Rosler 2014). Son bacterias mdviles, con uno o més flagelos
en uno o ambos extremos de la célula. Los flagelos son responsables de su movimiento
caracteristico en forma de sacacorchos o zig-zag (Rossler, 2014).

Las especies de Campylobacter crecen en ambientes microaerofilicos, necesitan
3-5% de O,, 2-10% de CO; y 85% N, (Rossler, 2014). Todas las especies pueden
desarrollar a 37°C, pero existen especies termotolerantes cuya temperatura dptima de
crecimiento es 42°C. Entre las especies termotolerantes de Campylobacter se
encuentran aquellas que son patogénicas para el hombre (EFSA, 2010).

El género Campylobacter comprende 17 especies y 6 subespecies, de las cuales
las detectadas con mds frecuencia en enfermedades humanas son C. jejuni (subspecie
Jjejuni) y C. coli. En pacientes con enfermedades diarreicas también se han aislado otras
especies, como C. lari y C. upsaliensis, pero son menos frecuentes (Kaakoush y col.,

2015).

1.3. Epidemiologia

1.3.1. Antecedentes
Segin la Organizacién mundial de la salud (OMS)

Campylobacter termotolerantes es una de las cuatro principales causas mundiales de
enfermedad diarreica y estd considerada como la causa bacteriana més frecuente de
gastroenteritis en el mundo. Campylobacter es considerada como el primer agente
etiologico de diarrea en el ser humano en los paises desarrollados y el segundo o
tercero en los paises en vias de desarrollo (FAO/ WHO, 2009). Es muy probable que
esto sea debido a deficiencias en el diagndstico etioldgico de las diarreas en estos
ultimos paises.

En la ultima década se ha reportado un aumento en la incidencia global de
campilobacteriosis (Kaakoush y col., 2015). La Red de Vigilancia Activa de las

Enfermedades Transmitidas por los Alimentos de EE.UU. informé que entre el afio

Péagina | 5



Astesana, D M (2017)

1996 y 2012 hubo una incidencia anual de 14,3 cada 100.000 habitantes para la
infeccién por Campylobacter termotolerantes (Gilliss y col., 2013). En el afio 2012
se produjo un aumento del 14% en la incidencia de campilobacteriosis en
comparacion con el periodo 2006-2008 en los EE.UU. (Kaakoush y col., 2015).
Ademads, este microorganismo fue la principal causa de gastroenteritis asociada a
viajes entre 2004 y 2009 en ese pais, representando el 41,7% de los casos de diarrea
(3.445 de 8.270 casos notificados) (Kendall y col., 2012). Por otro lado, se estimaron
que los costos anuales de la campilobacteriosis serian de 1.700 millones de ddlares
en los Estados Unidos (Hoffmann y col., 2012).

En México, C. jejuni fue la causa mds comin de gastroenteritis aguda en
lactantes y preescolares en 2006 y 2007 (aislada en 15,7% de los 5.459 casos)
(Larrosa-Haro y col., 2010). La campilobacteriosis es también muy comun en los
nifios de Guatemala, con tasas de incidencia de 185,5 a 1288,8 cada 100.000 nifios
(Benoit y col., 2013).

Por otro lado, en la Unién Europea se informé que en los dltimos afios la
campylobacteriosis humana se ha convertido en la zoonosis mds frecuentemente
reportada (EFSA, 2013). La incidencia de infecciones por Campylobacter
termotolerantes fue de 29,9 cada 100.000 habitantes en 2009 (con las menores
incidencias en Finlandia y Suecia y las mds altas en Bulgaria) (Havelaar y col.,
2013). Hacia 2011 los casos de campylobacteriosis ascendieron a 220.200 con una
tasa de incidencia de 50,3 casos cada 100.000 personas (EFSA, 2013). Tras més de
una década de una tendencia ascendente y un coste estimado de 2,4 billones de euros
al afio, actualmente las notificaciones por campylobacteriosis humana se han
estabilizado en Europa (EFSA, 2015).

La campilobacteriosis es la infeccion transmitida por los alimentos mas
notificada en Australia, con 16.968 casos notificados (112,3 casos cada 100.000
casos notificados de infeccion alimentaria) en 2010 (OzFoodNet Working group
2009 OzFoodNet Working group 2012). En 2010, la prevalencia de infecciones por
Campylobacter termotolerantes aumenté un 6% en comparacién con los datos de
2008 y 2009 (OzFoodNet Working group, 2009; OzFoodNet Working group, 2012).

Los datos mds recientes de Oriente Medio muestran que las especies de
Campylobacter termotolerantes son una causa importante y creciente de
gastroenteritis en esta region. Por ejemplo, la incidencia anual de campilobacteriosis

en Israel aumentd de 31,04 casos cada 100.000 habitantes en 1999 a 90,99 casos
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cada 100.000 habitantes en 2010, siendo los nifios menores de 2 afios en donde se da
la mayor incidencia (356,12 casos cada 100.000 habitantes) (Dayan y col., 2010;
Kaakosush y col., 2015).

Los datos de un ndmero limitado de pafses en Africa han indicado que la
infeccion por Campylobacter termotolerantes es mds prevalente en la poblacion
pediatrica. Un estudio de 10 afos (1997-2007) encontr6é que C. jejuni y C. coli se
detectaron en el 21% (415/1.941 nifos) de nifios hospitalizados con diarrea,
representando el primero el 85% de todos los casos de campilobacteriosis (Mason y
col., 2010).

En la India, un estudio realizado en un periodo comprendido entre enero de
2008 y diciembre de 2010, arroj6 que el 7% (222/3.186 pacientes) de los pacientes
hospitalizados con gastroenteritis eran positivos para las especies de Campylobacter
termotolerantes, representando C. jejuni un 70% de los aislamientos. La
campilobacteriosis también ha sido la causa mas comun de diarrea en nifios menores
de 5 afios en esa region (Mukherjee y col., 2013).

En Argentina, segin los datos del Sistema Nacional de Vigilancia del
Ministerio de Salud de la Nacioén, las diarreas agudas ocurren en una tasa de 1.575
casos cada 100.000 personas y Campylobacter termotolerantes es el cuarto agente
etiologico en orden de importancia segin casos reportados (Boletin de Vigilancia,
Ministerio de Salud Argentina, 2016). Sin embargo, la prevalencia de la enfermedad
es posible que esté subestimada debido a que el diagndstico etioldgico de las diarreas
en nuestro pais es muy bajo y no todos los laboratorios de andlisis tienen la
capacidad para aislar a Campylobacter termotolerantes (Zbrun y col., 2013).

Las diferencias en la incidencia y el ndmero de casos reportados de diferentes
paises o regiones dentro del mismo pais pueden variar sustancialmente (Kaakoush y
col., 2015). Es probable que estas variaciones surjan, en parte, de las diferencias en
la sensibilidad de las metodologias de deteccion, sesgo de vigilancia, pricticas y
disponibilidad de reservorios naturales para las especies de Campylobacter
termotolerantes en estas regiones. Ademads, los casos notificados de infecciones por
C. jejuni y C. coli probablemente representan s6lo la punta del iceberg debido a la
subnotificacion (Wagenaar y col., 2013).

Otro factor que se ha hipotetizado para influir en la prevalencia de infecciones por
Campylobacter es la inmunidad a nivel de poblacién (Havelaar y col., 2009). Ello

refiere a la respuesta inmune del huésped contra una infeccién dentro de una poblacién
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que puede proporcionar proteccion contra la transmision de una infeccion y/o
enfermedad para individuos no protegidos. A nivel de poblacién, esto puede tener
impactos en la epidemiologia y en la evaluaciéon del riesgo de campilobacteriosis
(Havelaar y col., 2009).

La infeccion por Campylobacter jejuni es una de las enfermedades infecciosas
mds extendidas del siglo pasado y lo que va del actual. Los datos expuestos
anteriormente indican que la incidencia y prevalencia de campilobacteriosis ha
aumentado en los paises desarrollados y en desarrollo en los tultimos 10 afios. El
dramatico aumento en América del Norte, Europa y Australia es alarmante, y los datos
de partes de Africa, Asia y Medio Oriente indican que la campilobacteriosis es

endémica en estas dareas (Havelaar y col., 2009).

1.3.2. Reservorio

Las especies de Campylobacter termotolerantes son habitantes normales del tracto
intestinal de los animales domésticos o salvajes, incluyendo los animales utilizados para
la produccién de alimentos (bovinos, porcinos, aves de corral y ovinos) siendo los
animales una fuente potencial de contaminacién del ambiente, el agua y los alimentos
(Humphrey col., 2007).

Los animales adquieren Campylobacter a través del agua, el alimento, del medio
ambiente contaminado por parte de los operarios, aves salvajes, roedores y moscas entre
otros (ICMSF, 1998). Una vez que el animal se contagia, los animales eliminan
Campylobacter a través de la materia fecal, contaminando el agua, el alimento y la cama
(ICMSF, 1998).

Hasta ahora, las campilobacteriosis humanas se han atribuido en gran medida a las
aves de corral (Chatre y col., 2010), y en varios estudios se ha demostrado una
asociacion significativa entre las infecciones por Campylobacter termotolerantes y el
manejo o consumo de carne de aves de corral mal cocida (Corry y Atabay 2001). Sin
embargo, el nimero de casos de infeccion por Campylobacter relacionado al ganado
bovino por exposicion directa a heces, consumo de carnes mal cocidas o ingestion de
leche cruda es cada vez mas frecuente (Chatre y col., 2010).

Se estima que alrededor del 70,9% de los casos humanos se atribuyeron al
consumo de carne de pollos, el 19,3% al consumo de carne de bovinos y el 8,6% al

contacto con perros (Kittl y col., 2013). Varios investigadores han reportado que la
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prevalencia de Campylobacter termotolerantes en los rodeos de ganado bovino puede
llegar a ser del 89% (Stanley y Jones 2003; Bywater y col., 2004; Englen y col., 2007).
Chatre y col. (2010) realizaron un ensayo de prevalencia de Campylobacter
termotolerantes en diferentes categorias de bovinos y encontraron que la prevalencia en
terneros fue del 39,1%, en bovinos jovenes fue del 6% y en vacas sacrificadas fue del
4,6%. Resultados similares fueron descriptos por Stanley y Jones (2003), que
encontraron que la prevalencia de Campylobacter termotolerantes fue hasta 100 veces
mas alta en terneros que en ganado adulto.

El inicio de la cadena agroalimentaria de la carne bovina comienza con la cria de
terneros en sistemas extensivos donde el contacto entre animales no es tan estrecho. Una
vez realizado el destete un nimero alto de estos animales son llevados a sistemas de
engordes a corral donde el espacio se encuentra limitado y conviven un gran nimero de
animales en un espacio reducido. Ademads, el origen de los animales suele resultar de
diferentes areas geograficas. El reagrupamiento con animales provenientes de otras
areas y que eliminen Campylobacter termotolerantes en sus heces lleva a que los
terneros se infectan primero horizontalmente y luego se reinfectan constantemente
mediante el contacto con un ambinte contaminado por sus propias heces o de fuentes
externas como el alimento o el agua. Por ello, la prevalencia de Campylobacter
termotolerantes suele ser mas elevada en los sistemas intensivos de crianza de bovinos.
En un estudio realizado en animales en feedlot se indic6 que mas del 80 % del ganado

contenia Campylobacter termotolerantes (Inglis y col., 2003).

1.3.3. Transmisién al humano

La causa mds comin por la cual el humano contrac Campylobacter
termotolerantes (figura 1) esta dada por el consumo de carne crudas o insuficientemente
cocidas, o indirectamente por contaminacidn cruzada de alimentos preparados o listos
para el consumo por medio de utensilios de cocina o superficies contaminadas con
Campylobacter termotolerantes (Chai y col., 2008).

El humano tambien se puede infectar a través del consumo de aguas contaminadas
o la ingestion de leche cruda (Peterson, 2003). Por otro lado, el contacto directo con
personas, animales de consumo o mascotas infectadas con Campylobacter

termotolerantes pueden ser causa de transmision del agente (Chatre y col., 2010).
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Figura 1 Reservorios y vias de transmision asociadas con las especies de

Campylobacter termotolerantes

1.3.4. Enfermedad en el humano

La dosis infecciosa necesaria de Campylobacter termotolerantes para los seres
humanos es baja y se estima que se necesitan entre 800-1000 UFC para causar
enfermedad (Nachamkin y Blases 1998).

La enfermedad que este microorganismo causa es una enteritis inflamatoria que
afecta inicialmente el intestino delgado y posteriormente el colon y el recto (Black y
col., 1988). Existen dos mecanismos por los cuales Campylobacter termotolerantes
puede inducir la enfermedad. El primero es mediante la adhesién del microorganismo al
intestino y la produccion de toxinas que alteran la capacidad de reabsorcién del fluido
intestinal provocando la diarrea (Wassenaar, 1997). El segundo, es mediante la invasion
y replicacion dentro de la mucosa intestinal acompafiada por una respuesta inflamatoria
que resulta en una diarrea sanguinolenta o diarrea inflamatoria. Esta dltima sugiere que
la infeccion puede provocar un fuerte dafio intestinal (Wassenaar, 1997).

Los sintomas son diarrea, fiebre, dolor abdominal y dolor de cabeza (Altekruse y
col., 1999). El periodo de incubacion puede ser variable de 1 a 11 d (Havelaar y col.,
2000). La enteritis tiene una duracion de una semana aproximadamente y generalmente
se autolimita (Havelaar y col., 2000). La bacteria se elimina con las heces durante 2 o0 3

semanas después de cesar los sintomas (Kapperud y col., 1992). Sin embargo, han sido

Pédgina | 10



Astesana, D M (2017)

descriptas pero de manera infrecuente (Borch y col.,, 2002) un numero de
complicaciones postdiarréicas (infecciones y secuelas extraintestinales). Estas pueden
ser: infeccion en las vias urinarias, meningitis, endocarditis, peritonitis, aborto, artritis

reactiva y Sindrome de Guillain-Barré (Altekruse y col., 1999).

1.3.5. Enfermedad en los animales

La campilobacteriosis gastrointestinal, causada por especies de Campylobacter
termotolerantes, pueden afectar a mascotas (perros y gatos), animales de consumo
(bovinos, ovinos, porcinos y pollos parrilleros) y animales silvestres. Las
manifestaciones clinicas de la enfermedad son mds graves en los animales jovenes que
en los adultos (Merck 2002).

En las mascotas como en los perros, los sintomas mds comunes son la diarrea
cargada de mucosidad, liquida, con o sin sangre que dura de 3 a 7 d, disminucién del
apetito y ocasionalmente vomitos. En algunos animales puede observarse la presencia
de diarrea intermitente durante un periodo mayor a las dos semanas o incluso meses.
Las lesiones mas comunes que se pueden observar suelen ser congestion y edema de
colon con reduccién de la altura del epitelio y engrosamiento de la mucosa por
hiperplasia de las glandulas epiteliales (Merck 2002).

En los animales de consumo como los terneros, C. jejuni. causa una diarrea
mucoide, con presencia ocacional de sangre y fiebre. La enfermedad puede ser leve y
resultar inapreciable, sin fiebre y puede manifestarse sélo con apatia leve y heces
blandas con ocacionales hebras de moco. A la necropsia se puede observar una enteritis

catarral difusa o hemorrédgica grave en el yeyuno e ileon (Radostis y col., 1999).

1.4. Utilizacion de Antibioticos para prevenir la transmision de patéogenos

Los antibidticos han sido una importante herramienta, desde su aparicién, tanto
para la prevenciéon como el tratamiento de diferentes enfermedades infecciosas en
animales y el hombre. La incorporacion de antibidticos, en los alimentos balanceados de
terneros, para disminuir la apariciéon de patégenos y como factores de crecimiento es
una practica muy difundida en las explotaciones agropecuarias (Noori y col., 2016). Se
ha comprobado que la utilizacién de antibiéticos favorece la performance productiva de
los terneros mejorando la conversién alimenticia, la ganancia de peso y reduciendo las

diarreas (Signorini y col., 2012; Bayatkouhsar y col., 2013).
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Sin embargo, esta practica presenta algunos inconvenientes. Por un lado, muchos
de los antibidticos utilizados en los sistemas de produccién animal pertenecen a la
misma familia de los antibiéticos que son utilizados en medicina humana. Por otro lado,
la utilizacion indiscriminada de antibidticos lleva a la apariciéon de cepas resistentes a
dichos farmacos. Esta situacion dificulta la antibidtico terapia, tanto en animales como
en humanos, para aquellos patégenos que son zoondticos, ocasionando grandes pérdidas
econdmicas en los sistemas productivos (Abe y col., 1995) y graves problemas de salud
en los consumidores (Bayatkouhsara y col., 2013). Debido a estos problemas, los
organismos oficiales de control de algunos paises han restringido la utilizacién de
antibidticos en la produccién primaria. Desde 2006, la Unién Europea instauré la total
prohibicion del uso de antibidticos promotores de crecimiento en la alimentacién animal
(EFSA, 2007). En nuestro pafs, el Servicio Nacional de Sanidad y calidad
Agroalimentaria, prohibird a partir de enero de 2019 el uso y comercializacion de
alimentos comerciales que posean medicamentos para la alimentacién de animales de
consumo (SENASA, 2015).

A nivel mundial, el aumento en la proporciéon de cepas de Campylobacter
termotolerantes resistentes a los agentes antimicrobianos se ha dado de manera
acelerada (Enberg y col., 2001; Moore y col., 2006; Alfredson y Korolik, 2007;
Luangtongkum y col., 2009) lo que pone en evidencia la necesidad de un sistema de
control en el uso de antibidticos en medicina veterinaria y un sistema de vigilancia para
estos microorganismos.

El 27 de febrero de 2017 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé la
primera lista de «patdgenos prioritarios» resistentes a los antibidticos, en la cual se
incluyeron las 12 familias de bacterias mds peligrosas para la salud humana. Esta lista
se divide en tres categorias segun la peligrosidad para la salud humana y la resistencia a
los antibidticos: Prioridad Critica (aquellas bacterias que poseen recistencia a un
elevado nimero de antibidticos como los carbapenémicos y las cefalosporinas de tercera
generacion), Alta y Media (aquellas bacterias con farmacorresistencia creciente y

porque provocan enfermedades comunes) (Tabla 1).
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Tabla 1 Lista de la OMS de patdgenos prioritarios para la investigacion y desarrollo de

nuevas herramientas de control.

Prioridad Critica 1. Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos
2. Pseudomonas aeruginosa, resistente a los
carbapenémicos.

3. Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos,
productoras de betalactamasas de espectro extendido

(ESBL).

Prioridad Alta 4. Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina.

b

Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con
sensibilidad intermedia y resistencia a la vancomicina.
Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina.
Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas.

Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas.

Y ® =2

Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina,

resistente a las fluoroquinolonas

Prioridad Media 10. Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina
11. Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina

12. Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

La prohibicién de antibidticos en los alimentos de los animales de consumo
podria tener repercusiones sobre la salud publica, ya que la supresion de estas sustancias
con actividad antimicrobiana puede provocar un aumento en la incidencia de
determinadas enfermedades en los animales y su consiguiente transmision a los
consumidores. Sin embargo, estos inconvenientes podrian paliarse si se encuentran
alternativas eficaces al uso de los antibidticos, es decir, suplementos alimenticios que
ejerzan un efecto positivo sobre la produccién animal y que no signifiquen un riesgo

para la salud humana, animal o para el ambiente.
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1.5. Estrategias encaminadas a disminuir la incidencia de patégenos

alimentarios en produccion primaria

1.5.1. Definicién de Probiético
Los probidticos se definen como “microorganismos vivos que, al ser
administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio al hospedador” (Hill y
col., 2014). Para que ejerzan su efecto beneficioso se sugiere que los probidticos deben
estar presentes a un nivel minimo (NMS) de 10°0 10’ UFC/g en el alimento a consumir

(Tian y col., 2015) o una ingesta diaria de 10 UFC (Lopez-Rubio y col., 2006).

1.5.2. Mecanismos de accion de los probiéticos
Los probidticos tienen diferentes mecanismos de accién dentro de los cuales los
mads importantes son: la competencia por la adhesion a receptores del epitelio intestinal
y por los nutrientes, la producciéon de sustancias antimicrobianas, la estimulacion de la
inmunidad innata y especifica, la mejora de la funcién de la barrera intestinal y la

produccién de nutrientes importantes para la funcién intestinal.

A. Competencia por la adhesion a receptores del epitelio intestinal y por
nutrientes

Para poder ejercer su efecto perjudicial los microorganismos patégenos necesitan
unirse a la mucosa intestinal. La capacidad de unién de las bacterias en la superficie de
la mucosa depende de la presencia de proteinas de unién al moco en la pared celular
(Jensen y col., 2014). Ademéds, el lipopolisacarido bacteriano (LPS) y la sustancia
polimérica extracelular (EPS) también fueron reportados como una sustancia vital en el
proceso de unién (Santander y col., 2014).

Los microorganismos probidticos tienen la capacidad de competir por estos sitios
de unién, y actian como una barrera defensiva evitando que el epitelio quede disponible
para los microorganismos patdégenos y reduciendo de esta manera el efecto nocivo de

los patogenos (Yirga, 2015).
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Figura 2. Mecanismos de accién de los probidticos. Adaptado de Probidticos y salud
humana, revista MediCiego (Fernandez, 2013)

B. Produccion de sustancias antimicrobianas

Los microorganismos probidticos producen diversas sustancias que poseen
actividad antimicrobiana, las cuales inhiben el crecimiento de microorganismos
indeseables. Estas sustancias pueden ser bacteriocinas, dcidos orgdnicos, diacetilo y
perdxido de hidrégeno (H,0y).

Las bacteriocinas son proteinas (> 10 kDa) o péptidos pequeiios (<10 kDa) con
actividad antibacterianos que son producidos por los microorganismos y pueden tener
efecto bactericida o bacteriostatico y difieren mucho de los antibidticos (metabolitos
secundarios) en cuanto a su modo de accién y estructura quimica (Dobson y col., 2012).
El modo de accién de las bacteriocinas varia desde la formacién de poros en la
membrana celular hasta la actividad de nucleasas contra blancos de ADN y ARN. Las
colicinas formadoras de poro son proteinas grandes producidas por bacterias Gram-
negativas cuyo tamafio varfa desde 449 hasta 629 aminodcidos. Las colicinas con
actividad nucleasa tienen una tamafio mds variable desde 178 hasta 777 aminodcidos
(Muiioz, 2003).

En un principio se crefa que las bacteriocinas presentaban accién sobre bacterias
filogenéticamente cercanas a la cepa productora (Klaenhammer, 1988). Sin embargo, en
la actualidad se ha encontrado evidencia experimental de que presentan accion frente a

cepas distanciadas filogenéticamente de las cepas productoras (Pasteris y col., 2014).
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Estudios realizados por Line y col. (2008) reportaron que el empleo de una bacteria
lactica productora de una bacteriocina redujo la presencia de Campylobacter spp. a
niveles no detectables cuando se administré en la dieta de pollos parrilleros en una sola
dosis.

El mal uso de las bacteriocinas puede generar cepas resistentes a las mismas.
Dyke y col. (1998) llevaron a cabo estudios con BAL y demostraron la generacién de
cepas resistentes a la actividad de bacteriocinas después de haber expuesto a una cepa
sensible a 25 ciclos de crecimiento sucesivo en presencia de la bacteriocina. La
resistencia a las bacteriocinas puede estar relacionada con cambios en la membrana y en
la pared celular, como alteraciones en el potencial eléctrico, fluidez, composicién
lipidica de la membrana y carga o grosor de la pared celular (Mantovani y Russel,
2001), o incluso una combinacién de todos estos factores mencionados. Estos cambios
pueden ocurrir después de la exposicion celular a concentraciones bajas de bacteriocinas
o como parte de una respuesta adaptativa a algin otro estrés (Van Schaik y col., 1999).
El tratamiento con una combinacion de bacteriocinas podrian reducir la incidencia de
resistencia (Bouttefroy y Milliere, 2000; Vignolo y col., 2000).

La producciéon de H,O, por las bacterias dacido lacticas puede prevenir el
crecimiento de patégenos transmitidos por los alimentos y también puede ser
beneficioso en la conservacién de los alimentos (Dahiya y Speck, 1968). Se ha
demostrado que las bacterias 4dcido lacticas que producen H,O; inhiben el crecimiento
de microorganismos psicrotréficos y patdégenos a temperaturas de refrigeracion. La
mayoria de las especies de Lactobacillus son capaces de formar peréxido de hidrégeno
al oxidar el lactato. El efecto bactericida del H,O, se atribuye a su potente accién
oxidante de los lipidos de membrana y la destruccion de la estructura basica de las
proteinas (Reis y c0l.2012).

El diacetilo es un compuesto producido por bacterias lacticas fermentadoras del
citrato (Hugenholtz 1993). Posee un efecto antimicrobiano a elevadas concentraciones,
mientras que a bajas puede ser metabolizado por algunos microorganismos. El diacetilo
inhibe el desarrollo de microorganismos Gram negativos al interaccionar con el
metabolismo de la arginina e impedir la utilizacién de este aminodcido (Jay, 1982).

Los microorganismos probidticos, a través de la produccion de de 4cidos
orgénicos (principalmente dcido lactico, acético y propidnico), pueden disminuir el pH

de su entorno. Este pH no es tolerado por ciertos microorganismos patégenos por lo
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cual se reduce significativamente su velocidad de multiplicaciéon y mueren al no

encontrar un ambiente adecuado (Fuller, 1989).

C. Estimulacion de la inmunidad innata y especifica
Los microorganismos probidticos tienen la capacidad de alertar el sistema
inmunolégico y estimular la produccién de inmunoglobulinas especificas de tipo A
(Rinne y col., 2005) o activar las células K (natural Killer) (Ogawa y col., 2006) y, a
través de estas, rechazar microorganismos patégenos. Ademads los probidticos actian
sobre los leucocitos intestinales aumentando su capacidad fagocitica, inducen la
proliferacién de linfocitos B y estimulan la produccién de citoquinas como la

interleuquina IL-10 (Kitazawa y col., 2001; Gill y col., 2001).

D. Mejora de la funcién de la barrera intestinal

El tracto gastrointestinal es la mayor superficie del cuerpo del ternero en continuo
contacto con el medio externo, lo cual lo hace de por si propenso a trastornos
producidos por la llegada de agentes patégenos. Sin embargo cuenta con distintos
mecanismos que tratan de prevenir la entrada de compuestos o agentes potencialmente
perjudiciales para el organismo.

Para este cometido, la monocapa epitelial y el revestimiento de moco que la
recubre, junto con las uniones estrechas que mantienen unidos a los enterocitos, forman
una barrera fisica que previene la entrada a la ldmina propia de microorganismos
potencialmente patégenos y de antigenos luminales. Por otro lado, la inmunoglobulina
(Ig) A, secretada por el intestino, ademds de bloquear la unién de microorganismos
patdgenos al epitelio, evita por tanto su posterior acceso a la ldmina propia intestinal, es
también capaz de aglutinar bacterias y virus en unos grandes complejos que son
atrapados en la barrera de moco y eliminados en las heces.

En los procesos inflamatorios del intestino, la integridad de la barrera epitelial se
encuentra alterada permitiendo el paso de antigenos desde lumen a la pared intestinal,
desencadenando la respuesta del sistema inmune. Las bacterias probidticas podrian
facilitar la reversion de esta situacién y normalizar la permeabilidad intestinal
mejorando asi la respuesta inflamatoria intestinal (Shiba y col., 2003). Ishikawa y col.
(2003) describieron que la utilizacion de Lactobacillus casei 'y Clostridium butyricum
promueven la proliferacion de las células epiteliales intestinales en experimentos

realizados en ratas mejorando de esta forma la proteccion del intestino.
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E. Produccién de nutrientes importantes para la funcién intestinal

La microbiota de los animales cumple un papel importante durante la digestion.
Algunos de ellos intervienen en la produccidn de algunas vitaminas como la riboflavina
(vitamina B2), piridoxina (vitamina B6), 4cido fdlico, cobalamina (vitamina B12), y
biotina (conocida también como vitamina H). Ademds participan en la fermentacion de
carbohidratos de la dieta que no han sido digeridos en el intestino delgado y participa en
la asimilacién de oligoelementos.

Por otro lado los probidticos como lactobacilos y bifidobacterias poseen la enzima
B-galactosidasa por lo cual tienen la capacidad de degradar la lactosa produciendo 4cido
lactico. Esto resulta beneficioso en aquellos individuos que carecen de la enzima [-
galactosidasa y por lo tanto no pueden digerir la lactosa (Sindrome de intolerancia a la
lactosa). En estos, la lactosa es fermentada por la microbiota intestinal produciendo
acidos grasos y gas que ocasionan dolor abdominal, flatulencias y diarrea. Con la

adicion de probidticos en la dieta se reduce la presencia de esta sintomatologia.

1.5.3. Beneficios de la utilizacion de probiéticos en bovinos

La intensificacion de los sistemas productivos bovinos aumenta las condiciones de
estrés en los animales, ocasionando desdrdenes en la composicién de la microbiota
intestinal, reduciendo la resistencia natural a la colonizacién de microorganismos
patdégenos y, de esta forma, aumentando las enfermedades diarreicas (Mulder y col.,
1997). La uilizacién de probidticos durante la alimentacion de terneros se basa en las
propiedades que se les atribuyen para mejorar la eficiencia de conversion alimenticia y
como promotores del crecimiento (Rosmini y col., 2004).

La posibilidad de que los terneros adquieran la microbiota autéctona natural en los
sistemas de crianza artificial estd disminuida, lo que conduce a que el intestino sea
facilmente colonizado por patégenos, siendo los mds comunes Escherichia coli y
Salmonella spp. La suplementacion temprana con probioticos en los terneros puede
modificar la microbiota intestinal, e instaurar una poblacion de microorganismos
benéficos que disminuya la presencia de patégenos y de enfermedades diarreicas en los
terneros (Soto y col., 2014).

La diarrea neonatal del ternero es causada con mayor frecuencia por E. coli

enterotoxigénica y S. dublin los cuales producen alta morbilidad y mortalidad en los
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rumiantes jovenes. La administracion oral de probidticos disminuye la incidencia y la
gravedad de las diarreas causadas por estos patégenos en los terneros. Ademads ayuda a
una recuperacion mas rdpida y con menos secuelas en los terneros (Rodriguez-Palacios
y col., 2004; Soto y col., 2016).Agarwal y col. (2002) obtuvieron una reduccioén de la
incidencia de diarrea en terneros alimentados con leche fermentada por bacterias acidas
lacticas mixtas. Von Buenau y col. (2005) informaron que la administracién de E. coli
Nissle tuvo efectos en la profilaxis y tratamiento de la diarrea neonatal en terneras. En
terneros jovenes, la incorporacion de levaduras vivas en el grano, redujo el nimero de
dias con diarrea (Galvao y col., 2005).

La administracion de sustitutos lacteos mal preparados conducen a la aparicién de
diarreas nutricionales. La administracion de probidticos es capaz de mantener una carga
microbiana estable de bacterias benéficas, disminuir la presencia de diarreas osmoticas
causada por exceso de lactosa y de esta forma mejorar el estado de salud de los terneros
(Frizzo y col., 2011).

La utilizacién de probidticos estimula el desarrollo del sistema inmunolégico y de
esta forma puede prevenir la colonizacion del tubo digestivo por parte de
microorganismos patégenos (Rosmini y col.,, 2004). Ademds, las propiedades
terapéuticas y preventivas de las preparaciones probidticas debidas a las altas
concentraciones bacterianas juegan un rol esencial en la normalizacién del metabolismo
de las proteinas, los lipidos y los minerales en el organismo (Novik y col., 2006).

Ademads de la disminucién de la incidencia de diarrea, los probidticos también
pueden reducir la mortalidad de los terneros (Timmerman y col., 2005). Por otro lado
los probidticos pueden ser una alternativa a la utilizacién de antibidticos como promotor
del crecimiento en terneros jovenes (Signorini y col., 2012) y mejorar la performance
productiva (Frizzo y col., 2011; Bayatkouhsara y col., 2013). Se ha observado que la
administraciéon de bacterias probidticas y levaduras en terneros jovenes mejora el
desarrollo ruminal y el aumento de peso (Adams y col., 2008).

La aplicacion de microorganismos probidticos aumenta las poblaciones de
bacterias ruminales cultivables y microorganismos celuloliticos (Chaucheyras-Durand y
col., 2008) y de esta manera aumentan la digestibilidad de las fibras (Guedes y col.,
2008; Marden y col., 2008).

Los probidticos pueden ser una alternativa para reducir los niveles de
microorganismos pitogenos zoondticos. El bovino es el principal reservorio de E. coli

O157:H7 (Lejeune y Wetzel, 2007), desempefiando un papel importante en la
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epidemiologia de las infecciones humanas (Griffin y Tauxe, 1991). Se ha demostrado
que una adicién diaria de E. coli productora de colicina E7 en el alimento reduce el
desprendimiento fecal del serotipo O157:H7 en bovinos (Schamberger y col., 2004).
Algunos autores han administrado L. acidophilus y mostraron una reducciéon de la
secrecion fecal de E. coli O157 (Brashears y col., 2003; Younts-Dahl y col., 2004;
Peterson y col., 2007; Tabe y col., 2008).

La utilizacién de probidticos en la producciéon primaria contribuye a mejorar el
estado de salud de los terneros, que en un futuro formardn parte de la alimentacion
humana, a lo largo de la cadena productiva siendo clave tanto desde el punto de vista
productivo como desde el punto de vista de salud publica. Ademads, la utilizacién de
probidticos responde a una tendencia mundial que promueve la alimentacién saludable

con mayor calidad nutritiva y libre de residuos de antibidticos.

1.6. Conservacion de probioticos

Para poder ejercer su efecto beneficioso sobre el hospedador es necesario que los
probidticos lleguen viables a su sitio de acciéon. La conservacion de los
microorganismos probidticos tiene como objetivo mantener la viabilidad y la estabilidad
de las caracteristicas propias de cada cepa. No todas las cepas responden de igual forma
al mismo método, incluso algunas especies son variables al mismo proceso. Es
necesario administrar los microorganismos benéficos al poco tiempo de nacidos los
animales para facilitar el establecimiento de una microbiota estable y equilibrada, que
podria mejorar el estado sanitario de los terneros.Varios factores como el proceso de
produccioén, las condiciones de almacenamiento y las bio-barreras del hospedador,
desaffan inevitablemente la supervivencia de las bacterias probidticas. Poder
proporcionarles proteccién contra estos factores es muy importante cuando se los
produce en forma industrial. La encapsulacién es una técnica muy eficaz que puede ser

utilizada con éste fin.

1.6.1. Encapsulacion

La encapsulaciéon se puede definir como un proceso por el cual se retienen los
microorganismos dentro de una matriz de gel porosa o dentro de una membrana

semipermeable que contiene un nucleo liquido (Sultana y col., 2000). Esta técnica
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brinda proteccidén a los probidticos contra bacteriéfagos y factores perjudiciales que
afectan la supervivencia durante la congelacion, la liofilizacién y el almacenamiento
(Mortazavian y col., 2007). Ademads la encapsulacion brinda ventajas adicionales, como
una mayor resistencia a las condiciones géstricas e intestinales simuladas (Lian y col.,
2003), También ejercen proteccion al contacto con el oxigeno, para aquellos
microorganismos que son anaerobios estrictos (Soto y col., 2011).

Las técnicas de encapsulacion se clasifican en dos grupos, teniendo en cuenta el
tamaio de la cdpsula de polimero producido; macroencapsulacién y microencapsulacion
(John y col., 2011). La macroencapsulacion es el atrapamiento de células en perlas
poliméricas de tamafio que varia de pocos milimetros a centimetros (Gentile y col.,
1995; John y col., 2011). Por otra parte, la microencapsulacién produce perlas en el
intervalo de tamaifio de 1 pul a 1000 ul (Byrd y col., 2005; Heidebach y col., 2012).

Cuando esta tecnologia de inmovilizacion es aplicada a los cultivos adicionados a
los alimentos para humanos, se debe sortear el inconveniente de producir un tamafio de
perla imperceptible al paladar. La manera mds comin de formar las perlas es
adicionando el cultivo mezclado con alginato de sodio en forma de gotas a una solucién
de CaCl,. En este caso el tamafio de la perla generada depende del tamaino del orificio
del elemento dispensador logrando didmetros entre 0,3 a 3 mm (Doleyres y Lacroix,
2005). Las formulaciones farmacéuticas probidticas para terneros, tales como capsulas,
pastillas y grénulos, son de mayor tamano, adecuadas para el animal a inocular. La
encapsulacion con alginato es una técnica que podria utilizarse para generar capsulas de
gran tamafio que facilite la conservacién y administraciéon de la cepa probidtica a

terneros jovenes.

1.6.2. Técnicas utilizadas para la encapsulacion de microorganismos
La mayor parte de las investigaciones sobre encapsulacion se lleva a cabo usando

las metodologias de extrusién o emulsion.

1.6.2.1. Técnica de extrusion
La técnica de extrusion es la metodologia de encapsulacion més utilizada debido a
su simplicidad, bajo costo y a sus condiciones de formulacién que garantizan una alta
viabilidad celular (Krasaekoopt y col., 2003). En esta técnica los microorganismos se
mezclan con una solucién hidrocoloide y posteriormente se agregan por goteo a una

solucion de agente gelificante. El tamafio de las capsulas es regulado por el tamafio del
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orificio de salida del elemento dispensador y la distancia que recorre la gota hasta el
agente gelificador. Algunos inconvenientes que presenta la técnica es la ineficiencia en
la producciéon de cdpsulas menores de 500 um de didmetro, el requerimiento de
soluciones de polimero de viscosidad baja a moderada y la necesidad de boquillas de
didmetro relativamente grande (Reis y col., 2006). Sin embargo es una técnica que se
adapta bien para la produccién de capsulas de un tamaio mayor a 500 um de didmetro,

por lo cual se adaptan bien para la produccién de macrocapsulas.

1.6.2.2. Técnica de emulsion

En la técnica de emulsién un volumen determinado de la fase dispersa (célula-
polimero) se agrega a un gran volumen de aceite (fase continua). Generalmente se
utilizan aceites vegetales como fase continua. Esta mezcla es homogenizada para formar
una emulsién agua en aceite con la ayuda de un tensioactivo y agitacion. La fase acuosa
es inmovilizada por la adiciéon de un agente gelificante. El tamafno de las cdpsulas
formadas dependerd de la velocidad de adicién de la fase dispersa y de la velocidad de
agitacion. Posteriormente, las capsulas se separan a través de filtracién o centrifugacion.
A través de esta técnica se pueden producir microesferas por debajo de los 300 um de
didmetro (Burgain y col., 2011).

El principal inconveniente de la técnica de emulsificacion es la toxicidad potencial
de disolventes orgédnicos para los microorganismos encapsulados. Aunque los aceites
son menos toxicos que los disolventes orgdnicos, la eliminacién del aceite de las
microesferas puede ser mds dificil en comparaciéon con los disolventes orgédnicos.
Ademids, su uso en la emulsificacion también aumenta el costo total del proceso

(Krasaekoopt y col., 2003).

1.6.3. Materiales utilizados para encapsular bacterias probidticas
Los materiales més utilizados para encapsular microorganismos probidticos son
enumerados en la tabla 2. La eleccion del material a utilizar debe reunir ciertas
caracteristicas. Los materiales ideales deben poseer baja higroscopicidad para evitar la
aglomeracion, deben poseer baja viscosidad a altas concentraciones, debe brindar
proteccion frente a condiciones adversas como el pH, oxigeno o humedad y deben

poseer capacidad de emulsificar, estabilizar y no reaccionar con los microorganismos.
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Ademas no deben poseer sabor o alguna caracteristica que influya en el consumo, deben

permitir una liberacién adecuada de los mismos en su sitio de accién y ser de bajo costo.

Tabla 2. Materiales utilizados en la encapsulacion de bacterias probidticas

Material Origen
Alginato Algas marinas
Quitosano Animales
Goma Gelano, Goma Xantano Bacterias
Proteinas de la leche, Gelatina Proteinas animales
Almidoén Resistente Plantas

1.6.3.1. Alginato

El Alginato es un polisacirido coloidal que se obtiene de las algas pardas
(Laminaria) y estd compuesto de dcidos B-D-manurdnico y a-L-gulurénico. El Alginato
de sodio es ampliamente utilizado para la encapsulaciéon debido a su facilidad de
preparacion y manipulacion, no toxicidad, biocompatibilidad y bajo costo (Krasaekoopt
y col., 2003). Ademads el alginato es biotecnolégicamente interesante debido a su
capacidad de pasar de estado liquido a gel en presencia de cationes multivalentes (ej.
calcio) independientemente de la temperatura, lo que hace del alginato una matriz de
inmovilizacién disponible para microorganismos. Sin embargo, el alginato presenta
algunas desventajas como la sensibilidad al medio 4cido (Mortazavian y col., 2008) por
lo cual podria presentar dificultades para mantener una protecciéon adecuada frente a las
condiciones del estomago. Ademds, las cdpsulas obtenidas son muy porosas, lo cual
puede resultar en un inconveniente cuando el objetivo es proteger los microorganismos
de su entorno (Gouin, 2004). Sin embargo, estos defectos pueden compensarse
mezclando el alginato con otros compuestos poliméricos, recubriendo las capsulas por
otro compuesto o aplicando una modificacién estructural del alginato usando diferentes
aditivos (Krasaekoopt y col., 2003). El almidon suele mezclarse comiunmente con el
alginato con lo que se mejora la eficacia de la encapsulacién probidtica (Sultana y col.,
2000; Sun vy Griffiths, 2000; Krasaekoopt y col., 2003). Otra alternativa es el
recubrimiento de las cépsulas con quitosano, lo cual mejora la viabilidad de los

microorganismos encapsulados (Nualkaekula y col., 2012).
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1.6.3.2. Goma de Gelano y Goma de Xantano

La goma de gelano es un polisacdrido microbiano derivado de Pseudomonas
elodea que esta constituido por una unidad repetitiva de cuatro monémeros que son
glucosa, acido glucurdnico, glucosa y ramnosa (Chen y col., 2007). La goma de gelano
es completamente soluble en agua fria o caliente y posee una excelente estabilidad al
calor y pH, manteniendo la viscosidad de la solucién en temperaturas que van desde 0°C
hasta 100°C y en un pH de 1 a 13. La goma de gelano es utilizada en muchos productos
como espesante, estabilizante y como agente para mantener suspensiones (Sanderson,
1981).

La goma de xantano es un polisacarido extracelular producido por
la bacteria Xanthomonas campestris. Este polisacarido se utiliza convencionalmente
como estabilizante, espesante, gelificante, de suspension, dispersante, asi como agente
de mantenimiento de liberaciéon en las industrias alimentaria y farmacéutica. La
utilizacién de goma de xantano proporciona una excelente proteccion de los probidticos
frente ambientes dcidos. Ademds, esta sustancia es ideal para combinar con alginato.
Albertini y col. (2010) utilizaron esta combinacién y lograron una mejor viabilidad de
los microorganimos tanto en jugo gastrico simulado como en sal biliar.

Se ha utilizado una mezcla de goma de xantano-goma de gelano para encapsular
bacterias probidticas y esta combinacidn presenta alta resistencia en condiciones dcidas

comparada el alginato de sodio (Sultana y col., 2000; Sun y Griffiths, 2000).

1.6.3.3. Quitosano

El quitosano, es una sustancia natural que se obtiene de las conchas de crustaceos
como cangrejos y camarones mediante un tratamiento quimico o microbiolégico
(Sashiwa y Aiba, 2004). Es un polisacarido lineal compuesto de unidades de
glucosamina que pueden polimerizarse por medio de una formacion de enlaces cruzados
en presencia de aniones y polianiones.

El quitosano se disuelve facilmente en pH 4cido por lo que generalmente no se lo
utiliza para encapsular (De Vos y col., 2010). Sin embargo se utiliza asociado con otro
polimero, normalmente como material de recubrimiento de las cdpsulas,
proporcionando una mejor proteccion y mejorando la viabilidad de los microorganismos

(Krasaekoopt y col. 2004). Esto lo ha convertido en un material prometedor para el
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recubrimiento debido a su naturaleza no txica, su biocompatibilidad, su abundancia en

la naturaleza, su facilidad de manejo y su biodegradabilidad (Sashiwa y Aiba, 2004).

1.6.3.4. Almidon resistente

El almidoén es un polisacarido que consiste en un gran nimero de unidades de
glucosa unidas entre si por enlaces glucosidicos. El almiddn resistente es el almidén que
no es digerido por las enzimas pancredticas (amilasas) en el intestino delgado y puede
alcanzar el colon donde serd fermentado (Sajilata y col., 2006; Anal y Singh, 2007). La
resistencia del almidén a la digestion estd influenciada por la naturaleza de la asociacion
entre los polimeros de almidén. Ademds, niveles altos de amilosa en el almidén se
asocian con tasas de digestibilidad mas lentas (Nugent y col., 2005). Esta especificidad
proporciona una buena caracteristica de administraciéon entérica que es una mejor
liberacion de las bacterias probidticas en el intestino grueso (Kumer y col., 2007).
Ademais, al no ser digerido por el hospedador pero si por la microbiota del coldn, el
almidén resistente posee una funcién prebidtica que favoreceria el desarrollo de la
microbiota (Mortazavian y col., 2008). Finalmente, el almidén resistente es una
superficie ideal para la adherencia de las bacterias probidticas a los granulos de almidén
(Anal y Singh, 2007) y esto puede aumentar el suministro de probidticos en un estado
viable y metabdlicamente activo al intestino (Crittenden y col., 2001). Kleessen y col.,
1997 mejoraron la viabilidad de microorganismos probidticos encapsuldndolos en una
matriz de almidon resistente Los almidones forman peliculas fuertes, resistentes y
flexibles, pero son dificiles de dispersar en agua y pueden gelificar muy rédpidamente.
Estos almidones tienen la ventaja de ser seguros, no téxicos y de facil disponibilidad,
pero tienen la desventaja de ofrecer baja proteccion contra la oxidacién durante el

almacenamiento (Pérez-Leonard y col., 2013).

1.6.3.5. Gelatina
La gelatina es una proteina derivada de la hidrdlisis parcial del coldgeno. La
gelatina es una goma proteica, que hace un gel termorresistente y se usa para la
encapsulacion probidtica, sola o en combinacion con otros compuestos. Debido a su
naturaleza anfétera, es un excelente candidato para la cooperacién con polisacdridos

anionicos tales como la goma de gelano.
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Hyndman y col. (1993) encapsularon Lactococcus lactis con gelatina mezclado
con diisocianato de tolueno y lograron capsulas fuertes y mejores valores de viabilidad
que en su forma no encdpsulada. Kumar y col. (2007) han encapsulado con éxito

Lactobacillus lactis para incorporarlo en matrices alimentarias.

1.6.3.6. Proteinas de la leche

Las proteinas de la leche son vehiculos naturales para las bacterias probidticas y
debido a sus propiedades estructurales y fisico-quimicas, pueden ser usadas como un
sistema de entrega (Livney, 2010). Por ejemplo, las proteinas tienen excelentes
propiedades de gelificacién y esta especificidad ha sido explotada recientemente para
encapsular bacterias probidticas (Heidebach y col., 2009). Los resultados de estos
estudios son prometedores y el uso de proteinas de la leche resulta interesante debido a
su biocompatibilidad (Livney, 2010). Reid y col. (2005) comprobaron que las bacterias
encapsuladas de Lactobacillus rhamnosus en una matriz de proteina de suero de leche

tuvieron mayor supervivencia comparado con las bacterias no encapsuladas.

1.6.4. Secado de Capsulas
Las cdpsulas se pueden manejar y almacenar facilmente durante mucho tiempo,
sobre todo si se almacenan en forma seca. Las técnicas mds comunes usadas para el
secado de cépsulas son el secado por spray y la liofilizacién. Si bien estas tecnologias se
vienen aplicando durante un largo periodo de tiempo para secar probidticos, el secado

de in6culos encapsulados es un concepto relativamente nuevo (Martin y col., 2015).

1.6.4.1.Secado por spray
Es una tecnologia que nos permite, por un lado, producir y secar microcdpsulas en
una sola etapa y, por otro lado, secar capsulas elaboradas por otras técnicas. El proceso
demanda tres etapas bdsicas: la formacién de suspensién o emulsién entre el material
central y el de pared, la homogenizacion y la aspersion. La emulsion o suspension se
atomiza dentro de una corriente de aire caliente. Al evaporarse el agua los sélidos
remanentes forman una cdpsula rodeando a la sustancia de interés por atraccién masica,

la exclusion instantdnea del agua mantiene la temperatura del centro por debajo de los
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100°C. La recoleccion de las microcapsulas obtenidas se realiza mediante ciclones
(Anal y Singh, 2007).

El secado por spray presenta la ventaja de ser una técnica relativamente barata
(consume de 6 a 10 veces menos energia que el proceso liofilizacion) y posee una
mayor productividadad ya que puede ser operado de forma continua, comparada con
otras tecnologias. Sin embargo esta técnica presenta la desventaja de que la elevada
temperatura utilizada durante el proceso disminuye la viabilidad celular debido a la
rdpida deshidratacion, asi como a las tensiones térmicas y de oxigeno que sufren las

bacterias (Knorr, 1998; Ross y col., 2005; Anal y Singh, 2007).

1.6.4.2. Liofilizacion

La liofilizacién es un proceso que tiene como objetivo separar el agua (u otro
solvente) de una disoluciéon mediante congelacién y posterior sublimacion del hielo a
presion reducida. Varios autores han estudiado la liofilizacion de las capsulas como
medida para prolongar la viabilidad bacteriana (Mortazavian y col., 2007; Rokka y
Rantaméki 2010; Dianawati y col., 2013). El proceso de liofilizacién consiste en tres
etapas: congelacion, secado principal y secado secundario. En esta técnica, el disolvente
se congela y se elimina mediante sublimacién (Solanki y col., 2013).

Estas etapas son puntos criticos para la viabilidad bacteriana (Coulibaly y col.,
2010). La etapa de congelacién produce la formacién de cristales de hielo que causan
dafios en la membrana celular. Ademds se pueden desnaturalizar proteinas sensibles
durante la liofilizacién, disminuyendo la viabilidad bacteriana (Jagannath y col., 2010).
La liofilizacién es relativamente mds eficaz que el secado por pulverizacién para
superar las limitaciones asociadas con la alta temperatura en el secado por pulverizacién
(Dolly y col., 2011). Sin embargo, las lesiones por frio sobre los microorganismos son
comunes Yy, por lo tanto, el uso de crioprotectores es necesario para la liofilizacién y
esto aumentard el costo para un proceso ya energéticamente costoso. Otras limitaciones
de la liofilizacién incluyen los altos costos de capital y operacién debido a las bajas
temperaturas, alto vacio y largos tiempos de residencia requeridos (Chen y Wang,
2007).

Varios crioprotectores han sido afiadidos durante el proceso de formacién de las
capsulas para proteger a los probidticos de las etapas de congelacion y secado. El

mecanismo de los crioprotectores consiste en su acumulacion dentro de las células,
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reduciendo la diferencia osmotica entre los ambientes internos y externos (Kets y col.,
1996). Dentro de los crioprotectores se encuentran la leche en polvo desnatada (Miao y
col., 2008; Heidebach y col., 2009; Ming y col., 2009), proteinas del suero de queso
(Weinbreck col., 2010; Ying col., 2010), glucosa, maltodextrina, manitol (Ndoye, y col.,
2007), glicerol (Gbassi y col., 2009; Weng y col., 2011, Martin-Dejardin y col., 2013),
trehalosa y lactosa, entre otros. Los crioprotectores también se pueden anadir a los
medios de cultivo antes de la fermentacion para ayudar en la adaptacion de los
probidticos a ese medio ambiente (Capela y col., 2006; Basholli-Salihu y col., 2014).

A partir de las problemdticas mencionadas, resulta de interés el estudio de
microorganismos benéficos autdctonos, su conservacion y su evaluacién in vivo como
alternativa de suplementacién en la dieta de terneros para mejorar la performance, la

sanidad animal y la seguridad de los alimentos que a partir de ellos se obtienen.
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2. Hipotesis y Objetivos
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2.1. Hipétesis
La utilizacién de microorganismos benéficos evita la diseminacién de patégenos
alimentarios durante la produccion primaria. La disminucién de la incidencia de las
enfermedades que causan esos patdégenos contribuird a garantizar la seguridad de los

alimentos de origen bovino.

2.2. Objetivo general
Contribuir al desarrollo social y econdmico de las explotaciones agropecuarias durante
la produccién primaria de alimentos, a través del empleo de microorganismos benéficos
que disminuyan la diseminacién de patdgenos alimentarios y permitan garantizar la
sustentabilidad de los modelos productivos y la inocuidad de las materias primas

generadas.

2.3. Objetivos especificos
1. Evaluar la viabilidad un inéculo de BAL de origen bovino conservado en
macrocdpsulas liofilizadas bajo diferentes condiciones de almacenamiento a través del
tiempo.
2. Evaluar el efecto del in6éculo de BAL de origen bovino, conservado mediante
encapsulacion, sobre la performance y la microbiota intestinal de terneros lactantes en
una crianza artificial.
3. Generar un modelo experimental de infeccién por Campylobacter jejuni en terneros
jovenes.
4. Evaluar la capacidad de un in6culo de bacterias 4cido lacticas (BAL) bovinas para
evitar o disminuir la diseminacién de Campylobacter jejuni durante la crianza intensiva
de terneros verificando su accionar en el modelo experimental de infeccion.
5. Evaluar la importancia del empleo de microorganismos benéficos sobre la
diseminacion del patégeno a lo largo de toda la cadena agroalimentaria bovina

utilizando modelos probabilisticos y destacando su impacto en Salud Publica.
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3. Materiales y Métodos
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3.1. Evaluacion de la viabilidad de cepas probidticas conservadas en capsulas

secadas mediante liofilizacion

3.1.1. Microorganismos

El Departamento de Salud Publica Veterinaria (DSPV) ha realizado aislamientos
de microorganismos indigenas a partir de muestras de materia fecal de terneros, los que
se encuentran incorporados a una coleccion de cultivos. De esta coleccion se
seleccionaron dos cepas por sus propiedades probidticas demostradas tanto in vitro
como in vivo (Frizzo y col., 2011; Soto y col., 2014). Estas cepas pertenecen al género
Lactobacillus: L. casei DSPV 318T (ntimero de acceso GenBank: FJ787305) y L.
plantarum DSPV 354T (nimero de acceso GenBank: FJ751793). Las cepas fueron
conservadas a —80 °C en medio crioprotector elaborado segtin Terzolo (1984) hasta su

utilizacion.

3.1.2. Produccion de Macrocapsulas

3.1.2.1. Condiciones de cultivo
Las cepas de Lactobacillus fueron descongeladas y activadas en placas con medio
MRS (Man Rogosa Sharpe) (Biokar, Beauvais, Francia), a 37 °C por 72 h en
anaerobiosis. Luego, se realizaron dos cultivos consecutivos de ambas cepas por
separado en caldo MRS (Biokar, Beauvais, Francia) a 37 °C durante 16 h.
Posteriormente, fueron cultivadas en co-cultivo en un medio a base de suero de queso
en polvo (70 g/l) (Corlasa, Esperanza, Argentina), a 37 °C durante 24 h, alcanzando el

inéculo una concentracién de 10° UFC/ml.

3.1.2.2. Metodologia de producciéon de macrocapsulas

El biopolimero elegido para elaborar las macrocapsulas fue el alginato de sodio
(Soto y col., 2011). Se llevaron a cabo dos tipos de metodologias de elaboracién de
macrocdpsulas para evaluar si este factor afecta la viabilidad bacteriana. La primera
técnica utilizada fue la metodologia de reincubacién (RC) llevada a cabo por Soto y col.
(2011). Para llevar a cabo la misma, una vez concluido el tiempo de incubacion del
cultivo en el medio de cultivo a base de suero de queso, una soluciéon de alginato de
sodio 40 g/l (Sigma-Aldrich, San Luis, Estados Unidos) fue agregada en proporcion 1:1
(Champagne y Gardner, 2001), siendo la concentracion final del alginato de 20 g/lI. Esta
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mezcla fue depositada en moldes de 1 ml (figura 3.A.) y almacenados a -20 °C durante 8
h para solidificar el contenido mediante congelacién. Posteriormente, los moldes fueron
sumergidos, primero, en agua hirviendo durante tres segundos, para despegar las
capsulas del molde, y luego en una solucion de 0,1 M CaCl, (Cicarelli, San Lorenzo -
Santa Fe — Argentina) durante 1 h para que el alginato polimerice (Muthukumarasamy y
col., 2006). Las cdpsulas se dejaron reposar una hora en dicha solucién para su correcta
formacion y luego fueron separadas por filtracion e incubadas en suero de queso
(Corlasa, Esperanza, Argentina) durante 12 h a 37 °C para aumentar la biomasa dentro

de las mismas (figura 3.A.) (Soto y col., 2009).
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Figura 3. Representacion esquemadtica de la produccion de macrocdpsulas.

(A)

Cépsulas reincubadas (RC). (B) Cépsulas concentradas (CC). (C) Cépsulas con

crioprotector (Gly12,5X: cdpsulas concentradas 12,5X con glicerol; Per12,5X cdpsulas

Pégina | 34



Astesana, D M (2017)

concentradas 12,5X con permeado de suero; Conl12,5X: cédpsulas de control 12,5X sin

crioprotectores).

El otro tipo de metodologia utilizada fue la concentracién de la biomasa producida
a través de centrifugacion (CC). Una vez concluido el tiempo de crecimiento del
inoculo, el mismo fue centrifugado a 4500 g durante 15 min. El sedimento obtenido fue
disuelto en suero de queso (Corlasa, Esperanza, Argentina), obteniendo una
concentracion de 5X (CC5X) y de 12,5X (CC12,5X) respecto del volumen inicial del
cultivo. A ambos cultivos se les agregd una soluciéon de alginato de sodio (Sigma-
Aldrich, San Luis, Estados Unidos) en una proporcion 1:1 (figura 3.B), obteniendo una
concentracion final de alginato de 20 g/l. Las cdpsulas fueron llevadas a -20 °C durante
8 h para solidificar el contenido. Posteriormente fueron sumergidos, primero en agua
hirviendo durante tres segundos, para despegar las cdpsulas del molde, y luego en una
solucion de 0,1 M CaCl, (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe — Argentina) durante 1 h
para que el alginato se polimerice. Las cdpsulas se dejaron reposar una hora en dicha
solucién para su correcta formacién, y luego fueron separadas por filtracion (figura

3.B).

3.1.2.3. Revestimiento y almacenamiento de capsulas

La mitad de las cdpsulas RC, la mitad de las CC5X y la mitad de las CC12,5X
fueron sumergidas en una solucién de quitosano (Sigma-Aldrich, San Luis, Estados
Unidos) para lograr un recubrimiento. La solucién de quitosano fue preparada a una
concentracion de 4 g/l en agua bidestilada acidificada con 4cido acético glacial (4,4
ml/l) (Anedra, Buenos Aires — Argentina). El pH de ésta solucién fue ajustada a 5,8 +
0,2 con NaOH (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe — Argentina), y después fue
esterilizada en un autoclave durante 15 min a 121 °C (Krasaekoopt col., 2006). Las
capsulas se mantuvieron en esta solucién durante 40 min.

A continuacién todas las cdpsulas (recubiertas y no recubiertas de RC, CC5X y
CC12,5X) fueron llevadas a freezer -80 °C durante 8 h para su posterior liofilizacién. La
liofilizacién se llevé a cabo durante 12 h con una presion de 0,06 mbar y una
temperatura de -54°C (Martin Christ ALPHA 1-4 LD plus). Los diferentes tipos de
capsulas fueron conservados bajo diferentes condiciones de temperatura. La mitad de
las cdpsulas recubiertas de los tipos RC, CC5X y CC12,5X fueron mantenidas a 4 °C,

mientras que la otra mitad fueron conservadas a temperatura ambiente (TA). Lo mismo
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se realizo para las cdpsulas no recubiertas de las técnicas RC, CC5X y CC12,5X (figura
4).

MACROCAPSULA
REINCUBACION % % CONCENTRACION

7 N\ Z N

I RECUBIERTA I | NO RECUBIERTA I I RECUBIERTA | I NO RECUBIERTA |
4
|

EVALUACION DELA VIABILIDAD BACTERIANA ANTES DE LA CONGELACION, DESPUES ED LA LIOFILIZACION Y LOS DIAS 14, 28, 42, 56,
70 84

DN

H
H

T

—
—

Figura 4. Disefio experimental para la producciéon y conservacién de cédpsulas en
diferentes condiciones de temperatura. RC: cédpsulas reincubadas; CC: Cipsulas
concentradas. CC5X: cdpsulas concentradas 5X con respecto al cultivo en volumen
inicial; CC12,5X: cdpsulas concentradas 12,5X con respecto al cultivo en volumen
inicial; TA: almacenamiento de cdpsulas a temperatura ambiente; 4 °C: almacenamiento

de las capsulas en condiciones de refrigeracion.

3.1.2.4. Determinacion de la viabilidad bacteriana y analisis
estadistico

Para determinar la viabilidad de los microorganismos, las cdpsulas no recubiertas
fueron disueltas con una solucién de citrato de sodio (10 g/1) (Cicarelli, San Lorenzo -
Santa Fe — Argentina) usando un vortex (Champagne y Gardner, 2001), mientras que las
capsulas recubiertas fueron disueltas en una solucién de citrato de sodio (Cicarelli, San
Lorenzo - Santa Fe — Argentina) usando un Stomacher 80 Biomaster (Seward,
Worthing, Reino Unido), debido a que el recubrimiento no permitia que se disolvieran
solamente con el uso del vortex. Posteriormente se realizaron diluciones decimales
seriadas, de los diferentes tipos de cdpsulas, en agua peptonada bufferada (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido). A continuacién se sembraron por vertido en placas con agar

MRS (Biokar, Beauvais, Francia) y se incubaron a 37°C durante 72 h en anaerobiosis.
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Las determinaciones de viabilidad fueron realizadas previo a la etapa de
congelacion, inmediatamente después de la liofilizacion y secuencialmente a los dias
14, 28, 42, 56, 70 y 84 (figura 4). Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.

Para medir la diferencia entre las pérdida de viabilidad bacteriana de las cdpsulas
RC, CC5X y CC12,5X previo y posterior a la liofilizacion se realizé6 un ANOVA de una
via, usando el test de Duncan.

La viabilidad bacteriana de las capsulas con diferente densidad celular, RC, CC5X
y CC12,5X, fue evaluada mediante un disefio factorial de 3 (tipos de capsulas) x 2 (con
y sin recubrimiento) x 2 (TA y refrigeracion) x 8 (dia 0, 14, 28, 42, 56, 70 y 84) y se
utiliz6 un ANOVA para medidas repetidas y test de Duncan. Los resultados se
expresaron como la media aritmética y sus DS. Los diferentes parametros cuantificados
fueron evaluados mediante el programa INFOSTAT version 2011 (InfoStat Group,
FCA, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina), considerando P <0,05 para

establecer que existian diferencias significativas entre las medias.

3.1.2.5. Produccion de capsulas con crioprotectores

Con el fin de mejorar la viabilidad bacteriana durante el almacenamiento, después
del periodo de fermentacion, el pH del cultivo se ajust6 a 6,5 + 0.2 mediante la adicién
de NaOH 6 M (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe — Argentina). Los cultivos
neutralizados se centrifugaron a 4500 g durante 10 min y los sedimentos se disolvieron
en suero de queso a una concentracion de 12,5X con respecto al volumen inicial de los
cultivos. A estos sedimentos se les afiadi6 alginato de sodio (40 g/l) y un crioprotector
(150 g/1) en relacion 1:1 para alcanzar concentraciones finales de 20 g/l de alginato y 75
g/l de crioprotector (figura 3.C). Con esta mezcla se realizaron tres tipos de cdpsulas
teniendo en cuenta el crioprotector utilizado. Por un lado las que tenian glicerol
(Anedra, Buenos Aires — Argentina) como crioprotector (Gly12,5X), por otro lado las
que tenian permeado de suero de queso (Arla Foods Ingredients S.A., Portefia, Cérdoba,
Argentina), cuyo principal componente es la lactosa, (Per12,5X) y por ultimo las
capsulas control que no tenian crioprotector (Con12,5X). Los moldes fueron llevadas a -
20 °C durante 8 h para solidificar el contenido. Posteriormente fueron sumergidos,
primero en agua hirviendo durante tres segundos, para despegar las cdpsulas del molde,
y luego en una solucién de 0,1 M CaCl, (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe — Argentina)

durante 1 h para que el alginato se polimerice. Las capsulas se dejaron reposar una hora
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en dicha solucion para su correcta formacion, y luego fueron separadas por filtracion
(figura 3.C) y llevadas a freezer -80 °C para su posterior liofilizacion. Este proceso se
llevé a cabo durante 12 h con una presién de 0,06 mbar y una temperatura de -54°C
(Martin Christ ALPHA 1-4 LD plus). Una vez finalizado el proceso de liofilizacion, la
mitad de las cdpsulas Gly12,5X, la mitad de las Per12,5X y la mitad de las Con12,5X

fueron conservadas a 4 °C y el resto fue conservado a TA (figura 5).

CAPSULA
12,5%

CONTROL ﬂ PERMEADO
/ x GLICEROL DE SUERO

/Yy o

|

EVALUACION DE LA VIABILIDAD BACTERIANA ANTES DE LA CONGELACION, DESPUES ED LA LIOFILIZACION YLOS DIAS 14, 28, 42, 56,
FOY 84,

Figura 5. Disefio experimental para la produccién y conservacién de cdpsulas en
diferentes condiciones de temperatura. TA: almacenamiento de cdpsulas a temperatura

ambiente; 4 °C: almacenamiento de las cdpsulas en condiciones de refrigeracion.

Para determinar la viabilidad de los microorganismos, las cédpsulas fueron
disueltas con una solucidén de citrato de sodio (10 g/I) (Cicarelli, San Lorenzo - Santa
Fe — Argentina) usando un vortex (Champagne y Gardner, 2001). Posteriormente se
realizaron diluciones decimales seriadas, de los diferentes tipos de capsulas, en agua
peptonada bufferada (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). A continuacién se sembraron
por vertido en placas con agar MRS (Biokar, Beauvais, Francia) y se incubaron a 37 °C
durante 72 h en anaerobiosis. Las determinaciones de viabilidad fueron realizadas
previo a la etapa de congelacién, inmediatamente después de la liofilizacién y
secuencialmente a los dias 14, 28, 42, 56, 70 y 84 (figura 4). Todas las determinaciones
se hicieron por triplicado.

Para medir la diferencia entre las pérdida de viabilidad bacteriana de las capsulas
Gly12,5X, Per12,5X y Con 12,5X previo y posterior a la liofilizacién se realizé un
ANOVA de una via, usando el test de Duncan. La viabilidad bacteriana de las capsulas

con medios crioprotectores fue evaluada mediante un disefio factorial de 3
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(crioprotectores) x 2 (TA y refrigeraciéon) x 7 (dia 0, 14, 28, 42, 56, 70 y 84). Los
resultados se expresaron como la media aritmética y sus DS. Los diferentes pardmetros
cuantificados fueron evaluados mediante el programa INFOSTAT version 2011
(InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina), considerando P

<0,05 para establecer que existian diferencias significativas entre las medias.

3.1.2.6. Conservacion de capsulas Gly12,5X a -20°C

Con el fin de evaluar el efecto protector del glicerol sobre la viabilidad de las
cepas probidticas durante el almacenamiento, en macrocdpsulas conservadas a -20 °C,
se hicieron cédpsulas Gly12,5X de la misma manera que se describié anteriormente. Una
vez recuperadas por filtracion fueron llevadas a freezer -80 °C durante 8 h para su
posterior liofilizacion. Luego, las cdpsulas fueron conservadas a -20 °C durante un
periodo de 84 d. Para determinar la viabilidad de los microorganismos, las capsulas
fueron disueltas con una solucién de citrato de sodio (10 g/1) (Cicarelli, San Lorenzo -
Santa Fe — Argentina) usando un vortex (Champagne y Gardner, 2001). Posteriormente
se realizaron diluciones decimales seriadas en agua peptonada bufferada (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido). A continuacion se sembraron por vertido en placas con agar
MRS (Biokar, Beauvais, Francia) y se incubaron a 37°C durante 72 h en anaerobiosis.
Las determinaciones de viabilidad fueron realizadas secuencialmente a los dias 0O, 14,
28,42, 56,70 y 84. Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.

La viabilidad bacteriana de las cdpsulas Glyl12,5X conservadas a -20 °C fue
evaluada mediante un ANOVA de una via. Los resultados se expresaron como la media
aritmética y sus DS. Los diferentes pardmetros cuantificados fueron evaluados mediante
el programa INFOSTAT version 2011 (InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de
Cérdoba, Argentina), considerando P <0,05 para establecer que existian diferencias

significativas entre las medias.

3.1.3. Supervivencia de microorganismos probiéticos encapsulados
frente a condiciones gastrointestinales simuladas
Con la finalidad de evaluar si las Glyl2,5X brindan proteccion a los
microorganismos frente a las condiciones gastrointestinales, se realizd una digestion

gastrointestinal simulada in vitro (de Aradjo Etchepare y col., 2016).
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3.1.3.1. Preparacion de soluciones gastrointestinales simuladas

La solucidén de jugo géstrica simulada (JGS) se preparé mediante la suspension de
pepsina (Riedel-de Haen, Seelze, Alemania) en una solucién estéril de PBS a una
concentracion final de 3 g/l y ajustando el pH a 2,0 + 0,2 con HCI (Cicarelli, San
Lorenzo - Santa Fe — Argentina) y NaOH estéril (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe —
Argentina).

La solucién de jugo intestinal simulado (JIS) se prepar6 mediante la suspension
de tripsina (Gibco®-Thermo Fisher Scientific-Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos) y sales biliares (Britania, Buenos Aires, Argentina), en solucién estéril de PBS
a una concentracion final de 1 g/l y de 1,8 g/l, respectivamente, ajustando el pH a 7,4 +
0,2 con NaOH estéril (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe — Argentina). Ambas
soluciones fueron filtradas para la esterilizacion a través de una membrana de 0,22 um

(Zeng y col., 2016).

3.1.3.2.Supervivencia de células sin encapsular (CSE) y
encapsuladas en soluciones gastricas simuladas

El ensayo se realiz6 con el método descrito por de Araudjo Etchepare y col.
(2016). Cada Gly12,5X se incub6 en 9 ml de JGS (pH =2 £ 0,2) a 37 °C durante 2 h.
Posteriormente, el pH de la solucién se ajusté a 5,0 + 0,2 (pH similar al del duodeno de
los terneros), se adicioné la JIS 'y se incub6 nuevamente a 37°C por 2 h. Por ultimo, el
pH se ajust6é a 7,5 £ 0,2 (pH similar a la porcién distal del intestino delgado de los
terneros) y se mantuvo las concentraciones de sales biliares y de tripsina. Las muestras
se incubaron a 37 °C durante 2 h para un total de 6 h de andlisis (figura 6).

Se realiz6, ademds, la digestiéon in vitro de un cultivo de CSE siguiendo la
metodologia descripta por Zeng y col. (2016). Para esto se realizé un cultivo fresco de
las dos cepas probidticas en suero de queso. Una vez finalizado el tiempo de incubacién
las cepas probidticas se recogieron por centrifugacion (4500 g durante 10 min.) y se
lavaron dos veces con buffer PBS. Posteriormente se resuspendié en 9 ml de JGS (con
una concentracién de 10° UFC/ml) y se procedi6 de la misma manera descripta
anteriormente.

La viabilidad bacteriana fue evaluada al inicio del experimento y cada una hora
hasta finalizar el ensayo, mediante recuento en placa. Se realizaron diluciones decimales
serladas en agua peptonada bufferada (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido).

Posteriormente, se sembraron por vertido en placas de agar MRS (Biokar, Beauvais,
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Francia) y se incubaron a 37°C por 72 h en anaerobiosis. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.

La diferencia de viabilidad bacteriana entre las CSE y las Gly12,5X se analiz6
utilizando un ANOVA de medidas repetidas. La diferencia entre los diferentes tiempos
fueron identificados por la prueba de Duncan. La recuperacién de indculo probidtico se
analiz6 utilizando un ANOVA de una Via. Se consider6 que existia una diferencia
significativas cuando P<0,05. Los resultados se expresaron como la media aritmética y
sus DS. Los diferentes parametros cuantificados fueron evaluados mediante el programa
INFOSTAT version 2011 (InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina).

JISpH 5
JGS pH 2 Tripsina 1 g/l
3g/l pepsina Sales Biliares 1,8 g/1

JISpH7
Tripsina 1 g/l
Sales Biliares 1,8 g/l

SN .
U@U >E > = = =

4h 5h 6h
8 L , ;

Cépsula Toma de muestras

Figura 6. Digestion in vitro de microorganismos probidticos encapsulados y células sin
encapsular en soluciones gdstricas e intestinales simuladas. JGS: jugo géstrico

simulado. JIS: Jugo intestinal simulado.

3.1.4. Produccion de macrocapsulas con alta densidad de probiéticos
Con el fin de lograr macrocdpsulas con una concentracion inicial de 11 log
UFC/céapsula (CAP11), las dos cepas de Lactobacillus descriptas anteriormente se

cultivaron durante 24 h a 37 °C en un medio a base de permeado de suero y extracto de
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levadura, desarrollado en una tesis de grado en el Laboratorio de Anélisis de Alimentos,
Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral, Consejo Nacional del Investigaciones
Cientificas y Técnicas (LAA-ICIVET-CONICET) (Tabla 3). Una vez concluido el
tiempo de crecimiento del indculo, el mismo fue neutralizado (pH 6,5 + 0,2) con
soluciéon NaOH estéril (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe — Argentina) y posteriormente
centrifugado a 4500 g por 15 min. El sedimento obtenido se resuspendid, en medio de
cultivo descripto en la tabla 3, para obtener una suspensién que contenia
aproximadamente 10'' UFC/ml. Posteriormente, se le agrego una solucién de alginato
de sodio y glicerol en proporcion 70:30 con respecto al medio de cultivo. La
concentracion final en la macrocdpsula para el alginato de sodio fue del 20 g/l y de 75
g/l para el glicerol. Esta mezcla fue depositada en moldes de 1 ml y posteriormente
almacenados a -20 °C durante 8 h para solidificar el contenido. Posteriormente, fueron
sumergidos primero en agua hirviendo durante tres segundos, para despegar las CAP11
del molde y luego en una solucién de 0,1M CaCl, (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe —
Argentina) durante 1 h para que el alginato polimerice. Las cdpsulas se dejaron reposar
una hora en dicha solucién para su correcta formacion, y luego fueron separadas por
filtracién y luego fueron recuperadas por filtraciéon y llevadas a freezer -80°C por 8 h
para su posterior liofilizacion (Martin Christ ALPHA 1-4 LD plus). La misma se llevé a
cabo durante 12 h con una presién de 0,06 mbar y una temperatura de -54°C.

Las CAPI11 fueron conservadas bajo diferentes condiciones de temperatura. Un
tercio de las CAP11 fueron mantenidas a temperatura de refrigeracion (4 °C), otro tercio
fueron conservadas a temperatura ambiente (TA) y el resto fueron conservadas a
temperatura de congelacion (-20 °C) durante 84 dias.

Para determinar la viabilidad de los microorganismos, las cédpsulas fueron
disueltas con una solucién de citrato de sodio (10 g/1) (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe
— Argentina) usando un vortex (Champagne y Gardner, 2001). Posteriormente se
realizaron diluciones decimales seriadas en agua peptonada bufferada. A continuacién
se sembraron por vertido en placas con agar MRS (Biokar, Beauvais, Francia) y se
incubaron a 37 °C durante 72 h en anaerobiosis. Las determinaciones de viabilidad
fueron realizadas previé a la etapa de congelacién, inmediatamente después de la
liofilizacién y secuencialmente a los dias 14, 28, 42, 56, 70 y 84. Todas las
determinaciones se hicieron por triplicado.

La viabilidad bacteriana de las cdpsulas conservadas a diferentes temperaturas a lo

largo de 84 d de conservacion se evalud a través de un ANOVA de medidas repetidas y
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test de Duncan. Los resultados se expresaron como la media aritmética y sus DS. Los
diferentes pardmetros cuantificados fueron evaluados mediante el programa INFOSTAT

version 2011 (InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

Tabla 3. Composicién del medio desarrollado en el Laboratorio de Andlisis de
Alimentos, Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral, Consejo Nacional del

Investigaciones Cientificas y Técnicas (LAB-ICIVET-CONICET).

Contenido Concentracion (g/l)
Permeado de Suero 60
Extracto de levadura 50
MgSOs.. 0,2
MnSO4 0.003 0,0003
tween 80 1

3.1.5. Supervivencia de microorganismos conservados en CAP11 frente

a condiciones gastrointestinales simuladas

Con la finalidad de evaluar si las CAPl1 brindan proteccion a los

microorganismos frente a las condiciones gastrointestinales, se realizd una digestion

gastrointestinal in vitro.

3.1.5.1. Preparacion de soluciones gastrointestinales simuladas

Las soluciones de JGS y JIS fueron preparadas de la misma manera que se detall6

en el apartado 3.1.3.1.

3.1.5.2. Supervivencia de células sin encapsular (CSE) y

encapsuladas en soluciones gastricas simuladas

El ensayo de supervivencia de CSE y células encapsuladas en CAPI11 se realiz6

de igual manera a lo descripto en el apartado 3.2.3.2.
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La viabilidad bacteriana fue evaluada al inicio del experimento y alas 1,2,4y6
horas de incubacion (figura 7), mediante recuento en placa. Se realizaron diluciones
decimales seriadas en agua peptonada buferrada, se sembraron por vertido en placas de
agar MRS (Biokar, Beauvais, Francia) y se incubaron a 37°C por 72 h en anaerobiosis.
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

La diferencia de viabilidad bacteriana entre las CSE y las CAPI11 se analiz6
utilizando un ANOVA de medidas repetidas. La pérdida de viabilidad bacteriana a
través del tiempo se analiz6 utilizando un ANOVA de una via. Se consideré que existia
una diferencia significativas cuando P<0,05. La diferencia entre los diferentes tiempos
fueron identificados por la prueba de Duncan. Los resultados se expresaron como la
media aritmética y sus DS. Los diferentes pardmetros cuantificados fueron evaluados
mediante el programa INFOSTAT versién 2011 (InfoStat Group, FCA, Universidad

Nacional de Cérdoba, Argentina).

JISpH 5
JGS pH 2 Tripsina 1g/1
3g/1 pepsina Sales Biliares 1,8 g/l

N l U
UQUQ U — [ = U
%

Oh 1h 2h 4h 6h

\ J
= |

CAPI11 Toma de muestra

JISpH7
Tripsina 1g/1
Sales Biliares 1,8 g/I

Figura 7. Digestion in vitro en soluciones géstricas e intestinales simuladas de las

CAP11. JGS: jugo géstrico simulado; JIS: jugo intestinal simulado.
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3.2. Evaluacion del efecto de microorganismos benéficos sobre la performance y
microbiota intestinal de terneros jovenes durante la crianza convencional de

terneros jovenes.

3.2.1. Animales y alimentacion

Cuarenta terneros de raza Holstein (Bos taurus), fueron utilizados, con una edad
promedio de 7 dias y un peso inicial promedio de 38,9 kg. La crianza artificial se llevé a
cabo en “estaca con sistema de corredera”, en el cual, el ternero se encontraba sujeto por
una cadena de un metro a un cable guia de 4 m de largo, teniendo un espacio restringido
para moverse (Figura 8). La crianza se llevé a cabo en un piso de tierra con una cubierta
de césped natural. El ensayo se realiz6 en las instalaciones del Instituto Nacional de

Tecnologia Agropecuaria (INTA) de la localidad de Rafaela, (Santa Fe- Argentina).

Figura 8. Sistema de crianza a estaca con corredera. Se observa que el ternero se

encontraba unido a través de una cadena a un cable guia.

Los terneros fueron alimentados diariamente con 4 1 de leche, divididos en dos
tomas de 2 1 c/u (7:00 am. y 4 pm.) durante el transcurso del ensayo. La leche fue
previamente pasteurizada y administrada a una temperatura aproximada de 38 °C.
Ademas se administré un alimento balanceado comercial (AB) ad libitum durante todo
el ensayo. El agua se dio luego de dos horas de consumida la leche.

El alimento comercial fue formulado con los siguientes ingredientes: maiz molido,

expeller de soja, afrechillo de trigo, sal comin entrefina, conchilla marina molida,
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cobre, zinc, manganeso, yodo, selenio, cobalto, vitamina E, vitamina A, vitamina D3,
El mismo contenia 88% MS, 19% de proteina, 3 Mcal kg/MS, 4 % de Extracto etéreo ,
4% de fibra, 0,4 - 0,8 % de calcio y 0,6 — 0,9 % de fésforo.

3.2.2. Diseiio Experimental

Los animales se dividieron en dos grupos homogéneos en su peso, grupo control
(GC) y grupo probidtico (GP) de 20 animales cada uno. Cada grupo conto con 10
terneros hembras y 10 terneros machos, y se examinaron durante 60 dias. El cuidado de
los animales se realiz6 teniendo en cuenta la Guia para el cuidado y uso de animales en

investigacion y ensefianza (FASS, 1998).

3.2.3. Inéculo bacteriano

Para este estudio se usaron dos cepas del genero Lactobacillus: L. casei DSPV
318T cuyo numero de acceso GenBank: FJ787305 y L. plantarum DSPV 354T (nimero
de acceso GenBank: FJ751793). Estas cepas fueron seleccionadas por sus propiedades
probidticas demostradas tanto in vitro como in vivo (Frizzo y col., 2011; Soto y col.,
2014). Ambas cepas se estaban conservadas en medio crioprotector elaborado segin

Terzolo 1984, en freezer — 80°C hasta su utilizacion.

3.2.4. Seleccion de cepas resistentes a rifampicina.

Las cepas inoculadas, se marcaron por resistencia a un antibidtico para poder
supervisarlas y diferenciarlas de las cepas presentes en el intestino (Demeckova y col.,
2002). La resistencia al antibiético fue hecha por sucesivos pasajes de las cepas en
medio MRS (Biokar, Beauvais, Francia), desde niveles bajos hasta una concentracién
de 200 pg/ml de rifampicina (Kurzak, 1998; Demeckova y col., 2002). La rifampicina
se prepar6 en una solucidén stock (10 mg/ml) y fue utilizada a una concentracién final de
200 pg/ml. A partir de un cultivo “overnight” de cada microorganismo se sembraron
placas que contenian agar MRS (Biokar, Beauvais, Francia) suplementado con
rifampicina (MRSrif) y fueron incubadas durante 48 h a 37 °C. Finalmente, se obtuvo
una colonia utilizando el método de aislamiento. Las cepas resistentes a rifampicina
fueron conservadas en medio crioprotector elaborado segin Terzolo (1984) en freezer —

80°C hasta su utilizacion.
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3.2.5. Preparacion y administracion del inéculo

El inéculo bacteriano fue administrado a los terneros en cdpsulas. Las cepas de
Lactobacillus se hicieron crecer en co-cultivo de suero de queso durante 24 h a 37 °C.
Una vez concluido el tiempo de incubacion, el pH del cultivo se ajust6é a 6,5 + 0.2
mediante la adicion de NaOH 6 M (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe — Argentina) y
posteriormente el cultivo fue centrifugado a 4500 g por 15 min. El pellet obtenido fue
disuelto en suero de queso pasteurizado hasta obtener la concentracion de 12, 5 veces
(Gly12,5X) respecto al volumen inicial del cultivo. Concluido este proceso, A estos
sedimentos se les afiadid alginato de sodio (40 g/l) y un crioprotector (150 g/1) en
relacion 1:1 (Champagne y Gardner, 2001) para alcanzar concentraciones finales de 20
g/l de alginato y 75 g/1 de crioprotector y ésta mezcla fue depositada en moldes de 1 ml
(Doleyres y Lacroix, 2005). Los moldes fueron llevados a freezer -20 °C durante 8 h
para solidificar el contenido. Posteriormente fueron sumergidos, primero en agua
hirviendo durante tres segundos, para despegar las cdpsulas del molde, y luego en una
solucién de 0,1 M CaCl, (Cicarelli, San Lorenzo - Santa Fe — Argentina) durante 1 h
para que el alginato se polimerice. (Bajpai y Sharma, 2004; Muthukumarasamy y col.,
2006). Las cdpsulas se dejaron reposar una hora en dicha solucién para su correcta
formacion, y luego fueron separadas por filtracién y llevadas a freezer -80 °C para su
posterior liofilizacién. Este proceso se llevo a cabo durante 12 h con una presién de 0,06
mbar y una temperatura de -54°C (Martin Christ ALPHA 1-4 LD plus). Las capsulas
fueron conservadas a temperatura de -20 °C hasta su administracién a los terneros.

Las Gly12,5X, se administraron a los terneros del G-P junto con la leche en la
toma de la tarde, en una dosis de 10'"' UFC/d (10 cap/ternero) durante los primeros 7

dias y posteriormente con 10'® UFC/d (5 cap/ternero).

3.2.6. Recuentos de la microbiota fecal

Las muestras de materia fecal, 5 g aproximadamente, se obtuvieron por masaje
rectal de doce terneros de cada grupo experimental al comenzar el estudio y a la semana
1,2,3,4,5, 6,7y 8 de ensayo. Se pesaron en condiciones estériles, se diluyeron 1/100
en solucién Ringer % y luego se homogeneizaron con un agitador magnético. Para
determinar la carga microbiana, diluciones decimales de las muestras se sembraron en

medios selectivos (tabla 5).
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Tabla 4. Poblaciones microbianas estudiadas, medios y condiciones de cultivo
utilizados.

Microorganismo  Medios Condiciones de Cita
Cultivo
Bacterias Acido MRS Anaerobiosis 48 h, 37 (Blajman y col,
Léacticas °C 2017)
Coliformes Violet red  Bilis Aerobiosis24 ha37°C (Sotoy col., 2014)
Lactose (VRBL)
Levaduras Hongos y levaduras 48 h, 37 °C (Soto y col., 2014)
(HyL) modificado*
In6culo MRS+Rifampicina Anaerobiosis 48 h, 37 (Blajman y col.,
°C 2017)

*Se adiciono 20 g/l de dextrosa y 5 g/l de pluripeptona)

3.2.7. Medicion de parametros de rendimientos y medidas corporales.

Al inicio del ensayo y semanalmente se registr6 el peso corporal (PC), el
perimetro tordcico (PT) y la altura a la cruz (AC). Por otro lado, diariamente se midi6 el
consumo de alimento balanceado (CA). La ingesta total de alimento (ITA) se calcul6 de
acuerdo con el consumo de leche y el AB. La ganancia de peso vivo (GPV) fue obtenida
por la diferencia entre los pesos en el periodo correspondiente. La eficiencia alimenticia

(EA) se calcul6 mediante la relacion ITA (kg) y GPV (kg).

EA= kg de ganancia de peso semanal

kg de materia seca ingesta semanal
La materia seca se calcul6 de la siguiente formula: DMI = (ingesta semanal de
leche (L) x 0,129) + consumo de concentrado (kg) x 0,95). Donde 0,129 es la
concentraciéon de sélidos de la leche de acuerdo con Alais (1985) y 0,95 es la

concentracion de s6lidos del AB de acuerdo con el proveedor.

3.2.8. Consistencia Fecal
Con el fin de evaluar la frecuencia e intensidad de diarrea, la consistencia fecal
(CF) se control6 diariamente utilizando el método descripto por Meyer y col., (2001).

Los criterios tenidos en cuenta por este método son los siguientes: 1 = consistencia
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normal; 2 = blandas; 3 = moderadamente liquida 4 = consistencia principalmente
liquida. Luego los dias en que sufrieron diarreas (4) se consideraron como dias totales

de enfermedad (Noori y col., 2016).

3.2.9. Anailisis de la dinamica poblacional de la microbiota predominante en
el intestino de los terneros jévenes por DGGE
La dindmica poblacional de la microbiota fecal se analiz6 mediante la técnica de
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE). Las muestras de materia
fecal fueron tomadas en bolsas, de pldstico estériles, mediante masaje rectal a 6 terneros
del GC y 6 terneros del GP, en los dias 0, 30 y 51 y se transportaron refrigeradas hasta
el laboratorio. Una fraccion de 0,2 g materia fecal de 6 terneros pertenecientes GC y GP
fue tomada y conservada en eppendorf de 1,5 ml con medio PBS a -20 °C hasta su

utilizacion.

3.2.10. Extraccion de ADN de las muestras de materia fecal

El ADN microbiano de las muestras de materia fecal de los terneros se extrajo
mediante el kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification. El protocolo utilizado
para la extraccion de ADN bacteriano fue el siguiente:
A. Preparacion de Materia Fecal
1. Tomar los 0,2 g de materia fecal resuspendidos en PBS estéril. Centrifugar a 13.000 g
durante 2 min y descartar el sobrenadante.
2. Suspender el sedimento en 480 ul de EDTA 50mM (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Estados Unidos).
3. Agregar 120 pl de lisozima (Sigma-Aldrich, San Luis, Estados Unidos).
4. Incubar a 37 °C por 30-60 min.
5. Centrifugar a 13.000 g durante 2 min y descartar el sobrenadante.
B. Lisis celular
1. Resuspender el sedimento en microtubos con 600 pul de la solucién de lisis (Nuclei
Lysis Solution). Esta contiene tampones y detergentes que ayudan a lisar las bacterias,
sin afectar el ADN.
2. Incubar a 80 °C durante 10 min. La temperatura alta también ayuda a desestabilizar la
membrana. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

3. Afadir 3 pl de la solucion de RNAsa y mezclar invirtiendo el tubo.
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4. Incubar a 37 °C (temperatura de activacion de la RNAsa) durante 15 min y dejar
enfriar a temperatura ambiente.

C. Precipitacion de proteinas

1. Afadir 200 pl de la solucion de precipitacion de proteina. Mezclar con vortex durante
20 s.

2. Incubar en hielo durante 5 min.

3. Centrifugar a 13.000 g durante 3 min.

D. Purificacion (se utiliza isopropanol y etanol, los cuales ayudan a purificar y/o
concentrar ADN, ARN y polisacaridos de soluciones acuosas).

1. Transferir el sobrenandante a un tubo nuevo que ya contiene 600 pl de isopropanol
(A-Iso) (Biopack, Buenos Aires, Argentina) y mezclar por inversion.

2. Centrifugar a 13.000 g durante 3 min y descartar el sobrenadante.

3. Aifiadir 600 pl de etanol al 70 % (Anedra, San Fernando, Argentina) y mezclar por
inversion.

4. Centrifugar a 13.000 g durante 3 min.

5. Descartar el etanol. Dejar secar los tubos durante 10 min boca abajo sobre papel
toalla.

E. Rehidratacion (poner el ADN en solucion).

1. Rehidratar el pellet de DNA en 100 pl de la solucion de rehidratacion. Esta solucion
posee soluciones tampones que protegen el ADN.

2. Incubar a 65 °C durante 30 min.

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

Una vez obtenido el ADN microbiano de la materia fecal, la concentracion del
mismo fue ajustada a 25-50 nmoles/pl utilizando el dispositivo Take3 y el software
GenS5 para Windows version 2.01 en un lector multimodal de microplacas (Sinergy HT,
Bio-Tek, Winooski, Estados Unidos). Posteriormente se realiz6 la amplificacion de la
region codificante del gen 16S del ADNr (tabla 6) utilizando el kit GoTaq DNA
Polimerase (Promega, Vilnius, Lituania). Para el mismo se utilizaron los primers
especificos universales GC-HDA1 y HDA?2 (Tabla 7) que amplifican la regién V3 del
gen del ADNr 16S (200 pb) (Gong y col., 2008). La electroforesis se llevard a cabo en
un gel de poliacrilamida (8% p/v) a voltaje constante de 130 V a 60 °C durante 4 h,
segin lo descripto por Chen y col., (2011), utilizando un equipo D-Code Universal
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Mutation Detection (Bio Rad). Con los perfiles obtenidos desde cada muestra se calculd
la matriz de distancia usando el coeficiente de DICE (Matriz basada en las bandas) (Nei
y Li, 1979) y se realizé un andlisis de agrupamiento mediante el promedio aritmético no

ponderado (UPGMA) (Mohammadi y Prasanna, 2003).

Tabla S. Mezcla utilizada en la reaccién de PCR para la amplificacion del 16S ADNTr.

Reactivo Concentracion Concentracion pl/reacciéon
Stock final

Mix 5X 1,3X 13 ul

Cebador GC-HDA1 10 uM 0,8 uM 4 ul

Cebador HDA2 10 uM 0,8 utM 4 ul

GoTaq DNA 5 U/l 0,05U 0,5 ul

Polimerase

ADN molde 4 ul

H,0 bidestilada estéril 24,5 ul

Total (ul) 50 ul

Por otro lado las bandas mads representativas observadas en el gel se escindieron y
se transfirieron a eppendorf con 50 ul de agua bidestilada estéril y se incubaron a 4°C
durante 48 h para facilitar difusién del ADN. Luego, se tom6 1 pul del sobrenadante para
re-amplificar EL ADN de las bandas (Del Panno, 2005) y los productos se secuenciaron

para identificar la especie microbiana.

Tabla 6. Primers empleados para la amplificaciéon de ADN de la comunidad de

bacterias presentes en la materia fecal de los terneros.

Cebador Sentido Secuencia

CG-HDA1 Forward 5’-CGC CCG GGG CGC GCCCCG GGC GGG
GCG GGG GCA CGG GGG GAC TCCTAC
GGG AGG CAG T-3’

HDA2 Reverse 5’-GTA TTA CCG CGG CTG CTGGCA C-3’
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La composicion de la Mix utilizada en la amplificacion de la fraccion 16S del

ADNT fue la que se detalla en la tabla 8.

Tabla 7. Solucién Stock de Mix para PCR.

Reactivo Concentracion final en la solucién stock
5X GoTaq Reaction Buffer* 3,85X

(MgC12 7,5 mM)

dNTPs Mix 0,8 pM**

(dATP+dCTP+dGTP+dTTP)

* Promega Catalog#9PIM300.

**Concentracion final de cada uno de los desoxiribonucledtidos.

Se empleé un termociclador MiniCyclerTM (MJ Research, Waltham, Estados
Unidos). Se utilizaron las mismas condiciones para todas las muestras en estudio y las

condiciones de amplificacién fueron las que se muestran en la tabla 9.

Tabla 8. Condiciones utilizadas para amplificar el ADNr 16S utilizando los primers

GC-HDA1 y HDA2.

Numero de Ciclos Fase Tiempo y temperatura

1 Desnaturalizacion 94 °C durante 5 min
inicial

35 Desnaturalizacién 94 °C durante 30 s
Hibridacion 60 °C durante 1 min
Polimerizacién 72 °C durante 30 s

1 Polimerizacioén final 72 °C durante 7 min

A fin de descartar la presencia de contaminaciones indeseadas durante el
desarrollo del proceso de amplificacion, se empleé un control negativo el cual se
constituyd con los reactivos a excepcion del ADN. Esta mezcla de reaccion se sometio
junto a las demds muestras, al proceso de amplificacién arriba mencionado.

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR para
verificar la amplificacion del ADNr. El gel fue preparado a una concentracion del 2 %

de agarosa en tampon TBE 1X. Antes de colocar el gel en el soporte acrilico para su
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armado, se le agrego el colorante fluorescente GEL RED (Biotium, Freemont, Estados
Unidos) a una concentracion final del 0,01 % (v/v). Una vez armado el gel se colocé 5
pl de la muestra en los pocillos destinados al producto de PCR. La electroforesis se
realiz6 a 80V durante 40 min empleando TBE 1X como tampén de corrida. Una vez
finalizada la electroforesis se visualiz6 el gel con luz UV en un transiluminador (Labnet,

Woodbridge, Estados Unidos).

3.2.12. Preparacion de los geles, electroforesis y tincion

Los productos de PCR fueron separados mediante DGGE utilizando un equipo D-
Code Universal Mutation Detection (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Estados Unidos)
en geles de 16 cm x 16 cm x 0,1 cm. Las muestras se sembraron en geles de
poliacrilamida 8 % p/v en tamp6n TAE. La separacién éptima se alcanzé empleando
gradientes desnaturalizantes urea-formamida 40 % a 55 % (100 % corresponde a 7 M de
urea y 40 % v/v de formamida). Los geles con gradiente desnaturalizante fueron
preparados empleando un sistema formador de gradiente constituido por jeringas y
mangueras. Dos soluciones con distinta concentracion de urea-formamida fueron
elaboradas, e inmediatamente antes de su utilizacién, se agregd a cada solucién 16 pl de
TEMED (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Estados Unidos) y 162 ul de persulfato de
amonio (Bio-Rad Laboratories, Miami, Estados Unidos) preparado al 10 %. Las
soluciones de alta y baja densidad se cargaron en las jeringas y se vaciaron en la cavidad
de los cristales. El peine formador de calles se colocé en el espacio existente entre los
cristales y el gel se dejo polimerizar durante 60 min. Una vez formado el gel, los vidrios
conteniendo el mismo se montaron sobre el soporte correspondiente y se colocaron en la
cuba con tampén TAE a 60 °C. Luego se sembraron en cada fosa 10 pul de muestra con
10 pl de buffer de carga loading (2x). En cada extremo de los geles se sembré un patrén
constituido por los productos de PCR de las siguientes cepas: L. plantarum DSPV 354T,
L. salivarius DSPV 001, L. casei DSPV 318T, C. jejuni C173 y S. enteritidis 421E. La
electroforesis se llevé a cabo a voltaje constante de 130 V durante 4 h a 60 °C. Los geles
fueron tefiiddos con SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) y se visualizaron
en un transiluminador Safe Imager Blue-Light (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Estados Unidos).
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3.2.13. Identificacion y seccion de bandas desde un gel de DGGE

Con una cdmara digital (Nikon Coolpix S6300, Tokio, Japén) se capturaron
imagenes de los geles de poliacrilamida. Las bandas obtenidas se compararon con la
banda correspondiente a la cepa de referencia. El patron de productos de PCR
mencionado anteriormente fue utilizado para normalizar los geles. La similitud entre
perfiles fue calculada mediante el método UPGMA empleando el programa
BioNumerics version 6.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). Los resultados
fueron presentados en forma de dendrograma. Ademads se llevé a cabo un andlisis de
secuenciacion. Para esto, las bandas fueron extraidas con la ayuda de un bisturi, eluidas
en tampén TE y almacenadas durante 48 h a 4 °C para permitir la difusién del ADN.
Luego fueron reamplificadas con los primers originales utilizando el protocolo descripto
anteriormente. Los productos de PCR fueron, nuevamente, analizados mediante
electroforesis en un gel de agarosa 2 % para corroborar la correcta amplificacion del

ADN.

3.2.14. Purificacion y secuenciacion de los productos de PCR

Con la finalidad de eliminar los cebadores, posibles dimeros y otros reactivos de
la PCR (Polimerasa, dNTPs, etc.), que podrian inhibir o dificultar la posterior reaccién
de secuenciacion, el producto de PCR fue purificado. Para realizar esto, se utiliz6 el kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, Estados Unidos)
siguiendo las indicaciones suministradas por el fabricante. La secuenciacién del ADN se

realizé6 en MACROGEN (Corea del Sur).

3.2.15. Analisis de los componentes mayoritarios de la microbiota

Para identificar los microorganismos mayoritarios de la microbiota intestinal de
los terneros, de ambos grupos experimentales, las secuencias obtenidas anteriormente,
fueron comparadas con las secuencias de 16S ADNr que se encuentran en el GenBank
mediante el software BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) del NCBI (Altschul y
col., 1990).

3.2.16. Analisis estadistico
Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas para determinar si existian
diferencias significativas entre las variables del G-C y G-P estudiadas (recuentos

microbianos, PC, PT, AC, AE y GPV) Los resultados se expresardn como la media
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aritmética y sus desvios estindares. La frecuencia de diarrea se analiz6 mediante un
modelo generalizado empleando una distribucién logistica ordinal como funcién de
enlace. Las pruebas estadisticas se realizaron con el programa INFOSTAT version 2011

(InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

3.3. Generacion del modelo experimental de infeccion por Campylobacter jejuni en

terneros jovenes

3.3.1. Microorganismos

Para este estudio se usaron dos cepas del genero Lactobacillus: L. casei DSPV
318T cuyo nimero de acceso GenBank: FJ787305 y L. plantarum DSPV 354T (ntimero
de acceso GenBank: FJ751793). Estas cepas fueron seleccionadas por sus propiedades
probidticas demostradas tanto in vitro como in vivo (Frizzo y col., 2011; Soto y col.,
2014). Los microorganismos patogenos utilizados, fueron una cepa de Campylobacter
jejuni NCTC 11168 y otra cepa de C. jejuni ATCC 33560. Todas las cepas se
encontraban conservadas en medio crioprotector elaborado segin Terzolo (1984), en

freezer — 80°C hasta su utilizacién.

3.3.2. Inhibicion de Campylobacter jejuni in vitro

Para seleccionar el microorganismo patégeno a utilizar, se evalud si las bacterias
probidticas L. casei DSPV 318T y L. plantarum DSPV 354T producen inhibicién
sobre Campylobacter jejuni.

Las dos cepas de Lactobacillus, se descongelaron y acctivaron en placas de MRS
(Biokar, Beauvais, Francia) durante 48 h a 37 °C. Posteriormente, se tomé una colonia y
se repicé en 10 ml de MRS (Biokar, Beauvais, Francia). Ambas cepas se cultivaron por
separado durante 16 h a 37 °C. Una vez concluido el tiempo de incubacién, se procedié
a centrifugar los cultivos a 4500 g por 15 min, para obtener los extracto libre de células
si neutralizar (ELCsn). A continuacién se modificé el pH a 6,5 + 0,2 agregando
hidréxido de sodio esteril 3 M, para obtener el extracto libre de células neutralizado
(ELCn). Los ELCn y ELCsn se esterilizaron por filtracion y se conservaron en freezer -
20°C hasta su utilizacion.

Por otro lado se incubaron en agar MCCDA dos cepas C. jejuni (C. jejuni ATCC
33560 y C. jejuni NCTC 11168) durante 48 h en un ambiente micro-aerofilico

(H2:C0O,:0, = 85:10:5). Posteriormente, se tom6 cultivo de C. jejuni con un ansa de
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ojal y se lo diluy6 en solucion de ringer. La turbidez de la diluciéon se comparé con la
escala Mc Farland 0,5 lo que equivaldria a 7 log de cultivo microbiano. A continuacién
se sembraron por hisopado placas de Miiller Hilton agar con el agregado de sangre 6 %
v/v. En estas placas, realizaron perforaciones en el agar de 5 mm y se afiadieron 35 ul
de ELCsn y ELCn de cada cepa de BAL. Como control positivo de formacién de halo,
se utiliz6 Acido lictico diluido a % y se sembré en un pocillo en el centro de la placa.
Posteriormente, las placas se incubaron durante 48 h a 37 °C en condiciones de
microaerofilia. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se observéd la zona de

inhibicion alrededor de cada pocillo.

3.3.3. Animales e Instalaciones

Se utilizaron 6 terneros (Bos taurus) con una edad promedio de 7 d. La crianza de
los animales se realiz6 en corrales sobre piso de cemento (7,23m2/animales)
pertenecientes a la FCV-UNL. Los corrales fueron limpiados con agua y escobillén una
vez al dia. Todos los animales fueron alimentados con alimento concentrado sin
medicamentos suministrado ad libitum a lo largo del experimento y con sustituto lacteo
(4 I/d) y agua, racionados directamente en el comedero 2 veces/d. El sustituto lacteo fue
reconstituido al 11% de materia seca (MS) y entregado a los terneros, a las 6:00 y a las
18:00 h, a una temperatura de aproximadamente 38 °C. Los terneros permanecieron en
experimentacion durante un periodo de 35 d. El cuidado de los animales se realizd
teniendo en cuenta la Guia para el cuidado y uso de animales en investigacioén y

enseilanza (FASS, 1998).

3.3.4. Diseiio del experimento

Los animales se dividieron en 3 grupos experimentales de 2 animales cada uno
grupo control (G-C), grupo Campylobacter 6 (G-C6) grupo Campylobacter 10 (G-C10).
El patégeno se administré oralmente en una dosis total de 0, 10° UFC/animal y 10"
UFC/animal respectivamente 5 d después del inicio del ensayo. Se efectué un andlisis
macroscopico de las heces asignando valores desde 1 (normal) a 4 (acuosa) de acuerdo a
las caracteristicas de la materia fecal. Se considerd “animal con diarrea”, aquel que tenia
valor 4. La severidad de la diarrea fue registrada segun el tipo utilizando los siguientes
indicadores: mucosa, con sangre, yema de huevo y fibrinosa. Diariamente fue
determinado el estado de salud de los individuos: temperatura rectal y frecuencia de

diarreas realizando un andlisis macroscopico de las heces. En base a estos dos
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parametros se determino el estado de enfermedad del animal (temperatura rectal > 40,5
°C y escore fecal 4). Los datos de temperatura corporal y frecuencia de diarreas se
registraron diariamente. Las muestras de materia fecal fueron tomadas al inicio del
ensayo y dia por medio luego del suministro del patégeno para efectuar un monitoreo

del mismo.

3.3.5. Preparacion del inéculo y administracion

La cepa de Campylobacter jejuni NCTC 11168 fue multiplicada en caldo Bolton
durante 24 h a 42 °C en microaerofilia (H»:CO,:0, = 85:10:5). Luego de una
centrifugacion del cultivo a 3000 g durante 10 min a 20 °C el sedimento se suspendi6 en
100 ml de leche. La administracion se realizé en una dosis tnica disuelta en 100 ml de

leche.

3.3.6. Composicion de los alimentos

Todos los alimentos utilizados durante el ensayo no tuvieron suplemento de
antibidticos. El alimento comercial fue formulado con los siguientes ingredientes: maiz
molido, expeller de soja, afrechillo de trigo, nicleo vitaminico mineral 50% orgénico y
50% inorganico, macrominierales (Calcio, Sal, Fosfato, Oxido de Magnesio) y
monensina. El mismo contenia 95% MS, 21% de proteina, 3 Mcal kg/MS, 16 % de
extracto etéreo, 8% minerales totales, 1 - 1,2 % de calcio

El sustituto lacteo estaba formulado con leche en polvo entera, leche en polvo
descremada, suero en polvo parcialmente desmineralizado, concentrado de proteinas de
suero de queso en polvo al 35%, cloruro de sodio, fosfato bicélcico, nicleo vitaminico
(vitaminas A, D3 y E) mineral (hierro, zinc, manganeso, cobre, selenio, iodo y cobalto),
antioxidante (Etoxiquina), saborizante (fécula de maiz, aceite esencial de naranja,
silicato de calcio, sacarina, gama n butirolactona, aldheido benzoico, dextrosa,
ciclamato de sodio, benzodihidripirona), coloreante (Carmin de cochinilla) y monensina
100 ppm. El mismo contenia 0,7% de calcio, 0,3 % de cloro, 22 mg/Kg de cobre, 0,1 %
de cobalto, 3 mcal/Kg de E. metab/Tern (mcal/Kg), 5 % de fibra cruda, 0,5 % de fosforo
total, 3,5 % de grasa, 62 mg/Kg de hierro, 0,8 % de lisina, 84 mg/Kg de manganeso,
19% de proteina, 0,4 mg/Kg de selenio, 0,2 % de sodio, 21688 UI/Kg de vitamina A,
4337 Ul/Kg de vitamina D3, 55 UI/Kg de vitamina E, 0,3 mg/Kg de yodo y 82 mg/Kg

de zinc.
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3.3.7. Deteccion de Campylobacter jejuni en materia fecal

La muestras de materia fecal (5 g aproximadamente), de los terneros de cada
grupo, fue obtenida en condiciones asépticas mediante masaje rectal. Las muestras
fueron pesadas, diluidas 1/100 en solucién Ringer % y homogeneizadas en un agitador
magnético. A partir de las diluciones seriadas de cada muestra se sembraron en placas
de mCCDA agar para Campylobacter. Las placas fueron incubadas durante 48 h a 42 °C
en microaerofilia (H,:CO,:0, = 85:10:5). El recuento de Campylobacter termotolerante
fue expresado en log UFC/g. El hallazgo de colonias tipicas junto a su visualizacion en

microscopio fue considerado como resultado positivo a Campylobacter.

3.3.8. Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas para determinar si existian
diferencias significativas entre las variables del G-C, G-C6 y G-C10 estudiadas
(recuentos microbianos y temperatura) Los resultados se expresardn como la media
aritmética y sus desvios estdndares. La frecuencia de diarrea se analiz6 mediante un
modelo generalizado empleando una distribucion logistica ordinal como funcién de
enlace. Las pruebas estadisticas se realizaron con el programa INFOSTAT versi6n 2011

(InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina),

3.4. Evaluacion del efecto de microorganismos benéficos sobre terneros jovenes

infectados con Campylobacter jejuni.

3.4.1. Animales

Se utilizaron 9 terneros (Bos taurus) con una edad promedio de 4 d. La crianza de
los animales se realiz0 en corrales con piso de cemento (4,84m2/animales)
pertenecientes a la FCV-UNL. Todos los animales fueron alimentados con alimento
concentrado sin medicamentos suministrado ad libitum a lo largo del experimento y con
sustituto lacteo (4 1/d) y agua, racionados directamente en el comedero 2 veces/d. El
sustituto l4cteo fue reconstituido al 11% de MS y entregado a los terneros, a las 6:00 y a
las 18:00 h, a una temperatura de aproximadamente 38 ° C. Ademas al grupo probidtico
se le administré una cdpsula que contenia los microorganismos junto con el sustituto
lacteo en la toma de la mafiana. Los terneros permanecieron en experimentacion durante
un periodo de 42 d. El cuidado de los animales se realiz6 teniendo en cuenta la Guia

para el cuidado y uso de animales en investigacion y ensefianza (FASS, 1998).
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3.4.2. Composicion del alimento
Todos los alimentos utilizados durante el ensayo no tuvieron suplemento de
antibidticos. La composicion de los alimentos administrados a los terneros es la misma

que se describi6 en el apartado 3.3.6.

3.4.3. Diseiio del experimento

Los animales se dividieron en 3 grupos experimentales, y cada grupo conto con
tres animales —grupo control (G-C), grupo Campylobacter (G-CP), grupo probidtico (G-
PC). El patégeno se administré oralmente en una dosis total de 10'° UFC/animal, 7 d
después del inicio del ensayo en los tres terneros de los grupos G-C10 y GP. Los
terneros permanecieron en el ensayo por 42 dias. Los datos de temperatura corporal y
frecuencia de diarreas se registraron diariamente. Se determiné el consumo de leche y
balanceado diariamente y el peso de los animales se tomd semanalmente. Las muestras
de materia fecal se tomaron al inicio del ensayo y dia por medio luego del suministro

del patégeno para efectuar un monitoreo del mismo.

3.4.4. Preparacion y administracion de microorganismos probioticos.
Para este estudio se utilizaron las dos cepas de Lactobacillus resistenes a rifampicina
que describieron en el apartado 3.2. El indéculo probidtico fue preparado como se
describi6 en el apartado 3.1.4. Las cdpsulas fueron conservadas en freezer -20 °C hasta

su utilizacion.

3.4.5. Preparacion y administracion del Patéogeno
La cepa de C. jejuni NCTC 11168 fue preparada y administrada de igual manera a

lo descripto en el partado 3.3.

3.4.6. Analisis microbiolégico en materia fecal

Las muestras fecales de todos los terneros de cada grupo (aproximadamente 5 g)
fueron obtenidas por masaje rectal al inicio del tratamiento y a la semana 1, 2, 3,4,y 5
del ensayo para determinar la presencia de Escherichia coli, levaduras, bacterias lacticas
y monitorear el indculo probidtico. Por otro lado se obtuvieron muestras de materia

fecal al inicio del ensayo y dia por medio para monitorear la presencia del patégeno. Las
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muestras de materia fecal fueron pesadas, diluidas 1/100 en solucion Ringer % vy
homogeneizadas con ayuda de un vortex. A partir de las diluciones seriadas de cada
muestra se sembraron placas con diferentes medios para el recuento de las poblaciones
mencionadas anteriormente (Tabla 14).

Tabla 9. Poblaciones microbianas estudiadas, medios y condiciones de cultivo

utilizados

Microorganismo Medios Condiciones de Cultivo

Bacterias Acido MRS Anaerobiosis 48h, 37 °C (Blayjman y col.,

Lacticas 2017)

E. coli TBX Aerobiosis 24h a 37 °C (Agazzi y col,

2014)

Levaduras Hongos y 48h,37°C (Soto 'y col,
Levaduras 2014)
modificado*

C. jejuni NCTC mCCDA Microaerofilia (H2:C0O2:02 (Lucas y col,

11168. =85:10:5),24 ha42°C 2013)

Inéculo MRS+Rifamp Anaerobiosis 48h, 37 °C (Blajman y col.,
icina 2017)

*Con el agregado de 2% de dextrosa 'y 0,5% de pluripeptona.

3.4.7. Registro de signos clinicos

Se determiné diariamente el estado de salud de los animales: temperatura corporal
y frecuencia de diarreas realizando un andlisis macroscopico de las heces. La
temperatura se determiné como normal hasta 40,5 °C. La evaluacién de la consistencia
fecal se realiz6 en base a los siguientes pardmetros propuestos por Meyer y col. (2001):

y se tomo la misma puntuacién de score a las descriptas en el apartado 3.2.8.

3.4.8. Hemograma
Las muestras de sangre (10 ml) fueron tomadas al inicio del ensayo y una vez por
semana hasta finalizar la experiencia. La sangre se tomo6 de la vena yugular utilizando

jeringas con agujas hipodérmicas y se colocé en tubos con EDTA como anticoagulante.
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Las muestras fueron procesadas en un contador hematoldgico automatizado mindray
equipado con software para muestras bovinas (Mindray BC-3000Plus, Nanshan, China).
A partir de estas muestras se evalu6 el recuento de globulos blancos, el hemograma, la

hemoglobina y el hematocrito.

3.4.9. Anailisis de la dinamica poblacional de la microbiota predominante en
el intestino de los terneros jovenes por DGGE
La dindmica poblacional de la microbiota fecal se analiz6 mediante la técnica de
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE). Las muestras de materia
fecal fueron tomadas en bolsas, de plastico estériles, mediante masaje rectal a todos los
terneros del G-C, G-CP y G-PC en los dias 0, 21 y 46 y se transportaron refrigeradas
hasta el laboratorio. Una fraccién de 0,2 g materia fecal de los terneros pertenecientes
G-C, G-CP y G-PC, fue tomada y conservada en eppendorf de 1,5 ml con medio PBS a
-20 °C hasta su utilizacién. Posteriormente, se procedio como se describié en el

apartado 3.2.

3.4.10. Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas para determinar si existian
diferencias significativas entre las variables del G-C, G-C10 y G-P estudiadas
(recuentos microbianos, peso vivo, consumo de alimentos y hemograma) Los resultados
se expresarén como la media aritmética y sus desvios estdndares. La frecuencia de
diarrea se analiz6 mediante un modelo generalizado empleando una distribucién
logistica ordinal como funcién de enlace. Las pruebas estadisticas se realizaron con el
programa INFOSTAT version 2011 (InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de
Cérdoba, Argentina).

3.5. Evaluacion de la diseminacion del patégeno utilizando modelos probabilisticos.

3.5.1. Animales e instalaciones
Para elaborar el modelo matemético para evaluar el impacto de las enfermedades
gastrointestinales que afectan a los terneros se realizd un ensayo donde se utilizaron 4

terneros (Bos taurus) con una edad promedio de 4 d. La crianza de los animales se
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realiz6 en corrales con piso de cemento (3.61 m?/animal) pertenecientes a la FCV-UNL.
Todos los animales fueron alimentados con alimento concentrado sin medicamentos
suministrado ad libitum a lo largo del experimento y con sustituto lacteo (4 1/d) y agua,
racionados directamente en el comedero 2 veces/d. El sustituto lacteo fue reconstituido
al 11% de MS y entregado a los terneros, a las 6:00 y a las 18:00 h, a una temperatura
de aproximadamente 38 °C. Los terneros permanecieron en experimentacion durante un
periodo de 42 d. El cuidado de los animales se realiz6 teniendo en cuenta la Guia para el

cuidado y uso de animales en investigacion y ensefanza (FASS, 1998).

3.5.2. Microorganismos
Para este estudio se utilizé un una cepa patégena de C. jejuni NCTC 11168. La
misma se encontraban conservadas en medio crioprotector elaborado segin Terzolo

(1984), en freezer — 80°C hasta su utilizacion.

3.5.3. Preparacion y administracion del Patégeno

La cepa de C. jejuni NCTC 11168 fue multiplicado en caldo Muller Hilton
durante 24 h a 42 °C en microaerofilia (H2:C0O2:02 = 85:10:5). Luego de una
centrifugacion del cultivo a 3000g durante 10 min a 20 °C el sedimento se suspendié en
leche descremada. El recuento en placa se efectu6 en mCCDA agar para
Campylobacter. Se utiliz6 una dosis 10'° UFC/ternero y la misma se realizé en una

dosis dnica disuelta en 100 ml de leche.

3.5.4. Diseiio del experimento

Los animales se alojaron en un corral con piso de cemento. El patégeno se
administr6 oralmente, a un solo animal del grupo, en una dosis total de 10'° UFC, 7 dias
después del inicio del ensayo. Los terneros permanecieron en el ensayo por 42 dias.
Diariamente se registraron datos de temperatura corporal. Las muestras de materia fecal
se tomaron al inicio del ensayo, el dia de inoculacién del patégeno y posteriormente dia

por medio hasta finalizar el ensayo para efectuar el monitoreo de Campylobacter.
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3.5.5. Analisis microbiolégico en materia fecal

Las muestras fecales de todos los terneros del grupo (aproximadamente 5 g)
fueron obtenidas por masaje rectal al inicio del tratamiento, al momento de la
inoculacién con el patégeno y dia por medio hasta finalizar el ensayo para determinar la
presencia de C. jejuni NCTC 11168. Las muestras de materia fecal fueron pesadas,
diluidas 1/100 en solucién Ringer Y4 y homogeneizadas con ayuda de un vortex. A partir
de las diluciones seriadas de cada muestra se sembraron placas de medio mCCDA y se

incubaron a 42°C por 48h.

3.5.6. Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de modelo lineal generalizado con el fin de evaluar la
proporcién de animales que se infectan en relacion al tiempo y la presencia de C. jejuni
en los animales. Con el fin de evaluar la disminucién de Campylobacter en los animales
se realizé una regresion lineal. Las pruebas estadisticas se realizaron con el programa
INFOSTAT versién 2011 (InfoStat Group, FCA, Universidad Nacional de Cdérdoba,
Argentina).
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4. Resultados
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4.1. Evaluacion de la viabilidad de cepas probiéticas conservadas en capsulas

secadas mediante liofilizacion

Las diferentes capsulas desarrolladas en este trabajo se muestran en la Figura 9.

Figura 9. Diferentes tipos de cdpsulas. A) Cdpsulas reincubadas recubiertas con
quitosano (RC R); Cdpsulas reincubadas sin recubrimiento con quitosano (RC NR). B)
Cépsulas concentradas recubiertas con quitosano (CC R); Cédpsula concentrada sin
recubrimiento con quitosano (CC NR). C) Cépsulas con crioprotectores (Gly12,5X:
capsulas concentradas 12,5X con glicerol; Per12,5X: cdpsulas concentradas 12,5X con

permeado de suero; Con12,5X: cdpsulas de control 12,5X sin crioprotectores).

4.1.1. Efecto del tipo de capsulas sobre la viabilidad celular

Durante los 84 d que durd el ensayo todos los factores analizados (tipo de cépsula,
temperatura de conservacion y el recubrimiento) mostraron diferentes efectos sobre la
viabilidad bacteriana.

Los recuentos bacterianos resultaron diferentes en las distintas técnicas evaluadas
para la produccién de macrocdpsulas antes de aplicar el proceso de liofilizacion
(P<0,05). Después de aplicado el proceso de liofilizaciéon las cdpsulas CC12,5X
presentaron recuentos bacterianos superiores al encontrado en las cdpsulas RC y CC5X
(P<0,05). Las diferencias entre los recuentos bacterianos de cada una de las técnicas
estudiadas, antes y después del proceso de liofilizacion, solo resultaron significativas
(P<0,05) en las cdpsulas CC5X, mostrando éstas las mayores pérdidas de viabilidad. En
las cdpsulas RC y CC12,5X las diferencias de viabilidad no resultaron significativas

(P>0,05) (Tabla 19).
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Tabla 10 Recuentos microbianos previo y posterior al proceso de liofilizacién y durante
el almacenamiento a diferentes temperaturas (temperatura ambiente y refrigeracion)

durante 84 d en diferentes tipos de capsulas.

Recuento microbiano (log UFC/cap.)

RCR RC NR CC5XR CC5X NR 12,5X R 12,5X NR
Pre liofilizacién 9,08 +037Aa 9,04 % 0,56Aa gﬁgBj nggBi })(”]’(;%;—' lo?églcai
Post liofilizacion 8,78 £0,37Aa 8,67 £0,56Aa (f)gf?Ai 8,70 £0,13Ab 9,71 £0,15Ca 9,43 £0,27Ca
Temperatura ambiente
14d 7,78 £ 0,25 6,92 £ 0,55 5,97+0,14 4,64 +£0,34 < 1,70 £ 0,00 3,34 £0,32
28d 4,13 £0,36 4,57 £0,25 5,58 £0,08 3,05+£0,94 <1,70+£0,00 <1,70+0,00
42d 4,62 +£0,24 4,48 + 1,00 5,53 £0,47 1,73 £ 0,81 <1,70+£0,00 <1,70+0,00
56d 1,47 £ 0,40 < 1,70 £ 0,00 5,26 £0,10 <1,70£0,00 <1,70+£0,00 <1,70+0,00
70d <1,70 £0,00 1,67 £ 0,06 4,79 £ 0,52 <1,70£0,00 <1,70+0,00 <1,70+0,00
84d <1,70 £ 0,00 1,77 £0,12 <1,70£0,00 <1,70+£0,00 <1,70£0,00 <1,70%0,00
Refrigeracién
14d 7,78 £ 0,25 6,92 £ 0,55 7.13£0,26 7,88 £0,13 8,17 +£0,20 7,97 £ 0,08
28d 6,05 £ 0,02 6,97 £0,33 8,06 £ 0,24 7,34 £ 0,08 7,70 £ 0,08 7,37 £0,08
42d 6,20 £ 0,49 7,17 £0,62 7,26 £0,10 8,51 £0,04 7,65 £ 0,08 6,39 £ 0,25
56d 2,00 £ 0,00 3,6 £0,00 8,19£0,10 8,01 £0,22 6,95 £ 0,06 6,65 +0,17
70d 3,06 £0,59 4,92 +£0,46 6,04 £3,76 6,44 +£0,01 6,53 £0,29 6,58 £0,15
84d 2,64 £0,68 3,54 £0,09 5,96 £0,21 7,66 = 0,10 6,18 £ 0,40 5,82+ 0,11

RC: cépsulas hechas por la técnica de reincubacion; CC5X: cdpsulas hechas por la técnica de concentracion 5X; CC12,5X:
capsulas hechas por la técnicas de concentracién 12,5X. C: cdpsulas recubiertas con quitosano: UNC: cdpsulas no recubiertas
con quitosano; log UFC/cap.: logaritmo unidades formadoras de colonias por cépsulas.

En cuanto a la viabilidad a lo largo del tiempo, el tipo de técnica utilizada en la
produccién de macrocdpsulas influy6 sobre la viabilidad bacteriana (P<0,05) durante su
almacenamiento.

La temperatura de almacenamiento mostré tener efecto sobre la viabilidad
bacteriana a lo largo del tiempo. En las cdpsulas mantenidas a temperatura ambiente, la
viabilidad bacteriana disminuy6 por debajo del NMS antes del dia 14 de estudio
(P<0,05). Por su parte, las capsulas conservadas a 4 °C si bien mostraron una
disminucién de los recuentos en los primeros 14 dias, mantuvieron mayor viabilidad a
lo largo del tiempo, destacidndose las cdpsulas concentradas (CC5X y CC12,5X), en las
cuales los recuentos estuvieron por encima del NMS hasta el final del estudio. La
viabilidad bacteriana en las capsulas RC conservadas a 4°C se mantuvo por encima del

NMS hasta el dia 42 del ensayo (tabla 19).
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El recubrimiento no influy6é en la viabilidad bacteriana en las RC y en las
CC12,5X (P>0,05) en ambas temperaturas de almacenamiento. Sin embargo en las
CC5X conservadas a TA, aquellas cdpsulas que tenian recubrimiento de quitosano,
tuvieron mayor viabilidad bacteriana (P<0,05), no ocurriendo esto en las cédpsulas

conservadas a 4°C (P>0,05).

4.1.2. Efecto de los crioprotectores a 4°C y TA

Para evaluar el efecto de los crioprotectores sobre la viabilidad bacteriana se
eligieron las cépsulas CC12,5X. Esta eleccion se baso en los resultados obtenidos en la
seccion 4.1.1 donde se observo que este tipo de cdpsula presenté el mayor recuento
inicial.

La aplicaciéon de crioprotectores redujo la pérdida de viabilidad durante la
liofilizacién (P<0,05). En las capsulas Glyl12,5X la pérdida de biomasa bacteriana
(figura 6) no result6 significativa (P>0,05), mientras que en las Per12,5X y Con12,5X la
pérdida de viabilidad como consecuencia del proceso de liofilizacion resultd
significativa (P<0,05). La pérdida de viabilidad fue de 0,06 log UFC/cap. para
Glyl12,5X, de 0,3 log UFC/cap. para las Per12,5X y 1,25 log UFC/cap. para las
Conl2,5X.
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Figura 10. Efecto de las sustancias crioprotectoras durante el proceso de liofilizacion.
Las letras en minusculas representan la diferencia de recuento microbiana entre las
capsulas dentro de cada etapa del proceso. Las letras mayusculas representan diferencia

de recuento en las cdpsulas entre las distintas etapas del proceso.
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La utilizacion de un crioprotector mostré tener efecto positivo en el
mantenimiento de la viabilidad bacteriana a lo largo del tiempo. La temperatura de
conservacion influyé en la viabilidad bacteriana segin la sustancia crioprotectora
elegida (P<0,05). Cuando las muestras se mantuvieron a 4°C en los tres tipos de
capsulas se observé una disminucién de la viabilidad en los primeros 14 d, momento a
partir del cual se mantuvo la viabilidad por encima del NMS (figura 10 A). No obstante,
las cdpsulas control mostraron una mayor pérdida de viabilidad a lo largo del tiempo
(P<0,05). Por su parte, las Gly12,5X tuvieron recuentos mayores que las Per12,5X hasta
el dia 70 del ensayo (P<0,05), momento a partir del cual dichas diferencias dejaron de
ser significativas (P>0,05). Con ambos crioprotectores se lograron recuentos superiores
a10® UFC/cap al dia 84 del ensayo.

Todas las capsulas conservadas a TA mostraron una pérdida de viabilidad al dia
14 del ensayo (P<0,05), momento en el que no se encontraron diferencias entre las
capsulas (P>0,05). A partir de ese momento, las cdpsulas Perl12,5X y las Con25X
mantuvieron la viabilidad por encima del NMS durante todo el ensayo, mientras que las
Gly12,5X mostraron una pérdida significativa (P<0,05) en la viabilidad bacteriana,
alcanzando valores inferiores al NMS (figura 10 B). Al finalizar el ensayo las capsulas
mantenidas a TA alcanzaron los siguientes valores: Perl12,5X = 7,40 log ufc/cap;

Conl2,5X =6,65 log ufc/cap y Gly12,5X = 1,70 log ufc/cap.
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Figura 11. Viabilidad bacteriana de cdpsulas hechas con diferentes medios
crioprotectores almacenados a 4°C (figura A) y almacenadas a TA (figura B.). La linea

punteada representa el NMS.
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4.1.3. Efecto protector del glicerol a -20°C
Se seleccionaron las cdpsulas Gly12,5X para esta prueba debido a que fueron las
capsulas que presentaron mayor viabilidad bacteriana después del proceso de
liofilizacion. Las Gly12,5X mantuvieron una viabilidad por encima de los 9 log de UFC

durante los 84 d que duro el ensayo bajo estas condiciones de almacenamiento (figura

12)

—
o —
'l J
HH

Recuento microbiano
(Log10 UFC/cap)

LN N 9 o0 O
1

— Gly12,5X
Tiempo (d)

Figura 12. Viabilidad bacteriana de cdpsulas Gly12,5X almacenadas a -20°C. La linea
punteada representa el NMS.

4.1.4. Supervivencia de células sin encapsular y encapsuladas en soluciones

gastricas simuladas

La pérdida de viabilidad de las cepas de Lactobacillus, tanto en su forma libre como
encapsuladas, durante el ensayo de supervivencia a condiciones gastrointestinales

simuladas se observa en la figura 13.
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Figura 13. Perdida de viabilidad de L. casei y L. plantarum encapsulados (Gly12,5X) y

sin encapsular (CSE) en condiciones gastricas simuladas durante 6 h. La imagen

muestra el desvid estandar (x). CGS: condiciones gastricas simuladas.

La viabilidad de las cepas probidticas fue mayor en las Gly12,5X que en su forma no
encapsulada a lo largo del ensayo (P<0,05).

En el tiempo cero los recuentos bacterianos fueron de 10,12 log UFC/ml y 9,10 log
UFC/ml para las Gly12,5X y las CSE respectivamente. La viabilidad de las CSE se
redujo significativamente a partir de la primera hora de ensayo (P<0,05) siendo la tasa
de supervivencia del 50,92 % (4,63 log UFC/ml) habiendo una pérdida de 4,47 lo
UFC/ml. En cambio en las Gly12,5X se redujo significativamente la viabilidad a partir
de la segunda hora de ensayo (P<0,05) siendo la tasa de supervivencia 97,98% (9,91 log
UFC/cap) habiendo una pérdida de viabilidad de 1,45 log UFC/Cap. Posteriormente,
luego de una hora de digestion en JIS pudo observarse una recuperacion de la viabilidad
en las Glyl12,5X pero no asi en las CSE. Al finalizar las 6 h de ensayo la tasa de
supervivencia fue de 94,6 % (9,68 log UFC/cap) para las Gly12,5X, habiendo una
pérdida de 0,55 log UFC/cap en relacién al tiempo 0. En cambio para las CSE la tasa de
supervivencia fue de 50,6% (4,61 log UFC/cap) habiendo una pérdida de viabilidad de

4,50 log UFC/ml en relacién con el tiempo O.

4.1.5. Viabilidad microbiana en capsulas concentradas 11 log (CAP11)

La aplicacion del proceso de liofilizacion resulté en una pérdida significativa de
viabilidad bacteriana (P< 0,05). La concentracién de probidticos de las CAP11 antes del
proceso de liofilizacién fue de 11,25 log UFC/cap y de 11,03 log UFC/cap luego del
mismo, habiendo una pérdida de 0,22 log UFC/cap.
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Por otro lado, la temperatura de almacenamiento afectd la viabilidad bacteriana a
lo largo del tiempo. Las CAP11, conservadas en las diferentes temperaturas, tuvieron
pérdida de viabilidad a lo largo de los 84 dias de ensayo (P<0,05). La viabilidad
bacteriana de las CAP11 mantenidas a TA fue la que mds se redujo, disminuyendo por
debajo del NMS antes del dia 56 de estudio (P<0,05). Por su parte, las CAPI1
conservadas a 4°C y -20°C mantuvieron su viabilidad por encima del NMS durante los
84 dias de ensayo. Las CAP11 conservadas a temperatura de congelacion fueron las que
mejor mantuvieron la viabilidad comparado con las de TA y 4°C (p<0,05). Las CAP11
preservadas a -20°C presentaron una viabilidad de 9,84 log UFC/cap al finalizar el
ensayo, mientras que las CAP11 a 4°C tuvieron una viabilidad de 8,29 log UFC/cap y
de 2,98 log UFC/cap para las de TA (Figura 13).

12 Viabilidad Lactobacillus

-~

10

0 14 28 42 56 70 84
Tiempo (d)
=4=_20 °C 4°C =pe=TA

Recuento Microbiano Log,, UFC/CAP

Figura 14. Recuento microbiano de cdpsulas almacenadas a -20 °C, 4 ° Cy TA durante
84 dias. La linea punteada representa el NMS. Datos representados como media +

desviacion estandar.

4.1.6. Supervivencia de células sin encapsular y encapsuladas en soluciones
gastricas simuladas

La pérdida de viabilidad de las cepas de Lactobacillus, tanto en su forma libre

como encapsuladas, durante el ensayo de supervivencia a condiciones gastrointestinales

simuladas se observa en la figura 15. La viabilidad de las cepas probidticas fue mayor

en las CAP11 que en su forma libre a lo largo del ensayo (P<0,05).
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Figura 15. Pérdida de viabilidad de L. casei y L. plantarum encapsulados (Gly12,5X) y
sin encapsulados (CSE) en condiciones géstricas simuladas durante 6 h. La imagen

muestra la media y el desvid estandar ().

En el tiempo cero los recuentos bacterianos fueron de 11,17 log UFC/ml y 9,52
log UFC/ml para las CAP11 y las CSE respectivamente. La viabilidad de las CSE se
redujo significativamente a partir de la primera hora de ensayo (p< 0,05) siendo la tasa
de supervivencia de 61% (5,76 log UFC/CAP), habiendo una pérdida de viabilidad de
3,75 log UFC/ml. En cambio en las CAP11 se redujo significativamente la viabilidad a
partir de la segunda hora de ensayo (p<0,05) siendo la tasa de supervivencia del 97%
(10,80 log UFC/CAP), habiendo una pérdida de viabilidad de 0.37 log UFC/cap.
Posteriormente, luego de 2 h de digestion en JIS a pHS, se observé una pérdida de 0,81
log UFC/cap para las CAP11 y de 4,15 log UFC/ml para las CSE siendo la tasa de
supervivencia de 93% y 49% respectivamente. La tasa de supervivencia al final del
ensayo fue 46% para las CSE y del 90 % para las CAP11 siendo la pérdida de viabilidad
de 4.35 log UFC/ml y de 1,07 log UFC/cap respectivamente en relacion al tiempo 0 (P<
0,05). El recuento final fue de 10,1 log UFC/cap para las CAP11y de 5,18 log UFC/ml
para las CSE.

En la tabla 11 se resume la capacidad para mantener la viabilidad bacteriana de

cada tipo de cdpsula.

Tabla 11. Recuento microbiano después de liofilizado (0 d) y después de 84 dias (84 d)
frente diferentes condiciones de almacenamiento (temperatura ambiente, refrigeracion

(4°C) y congelacion (-20°C)) en los diferentes tipos de cdpsulas y el tiempo en el que la
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viabilidad celular se mantiene por encima del nivel minimo sugerido (NMS) en la

capsula.
Recuento Microbiano (log UFC/cap)
Temperatura Refrigeracion Congelacion
Capsulas ambiente 4°0) (-20°C)
Dia 0
Dia NMS Dia NMS D0 Dia NMS
84 (@* 84 (d) 84 (d)
RCR 8,78 < 1,70 14 2,64 42 ND ND ND
CC5X R 8,80 < 1,70 14 5,96 84 ND ND ND
CC12,5X R 9,71 <1,70 0 6,18 84 ND ND ND
RC NR 8,67 1,77 14 3,54 42 ND ND ND
CC5X NR 8,70 <1,70 0 7,66 84 ND ND ND
CCI12.5X RC 943 < 1,70 0 5,82 70 ND ND ND
Crioprotectores”
Conl2,5X 9,85 6,65 84 7,26 84 ND ND ND
Gly12,5X 995 <1,70 14 8,42 84 9,60 932 84
Per12,5X 9,85 7,43 84 8,24 84 ND ND ND

Capsulas 11 log
CAPI11 11,03 2,98 56 8,29 84 11,03 9,84 84

RC: capsulas hechas con la técnica de reincubaciéon; CC5X: capsulas hechas con la
técnica de concentracion 5X; CCI12,5X: cdpsulas hechas con la técnica de
concentraciéon 12,5X. R: cdpsulas recubiertas con quitosano; NR: cdpsulas no
recubiertas con quitosano; log UFC/cap.: logaritmo formadores de colonia por
capsula; ND: no determinado.

“Tiempo en el que la viabilidad celular se mantiene por encima del nivel minimo
sugerido (NMS) en la capsula.

Cépsulas CC12,5X con modificaciones: neutralizaciéon del cultivo antes de la
separacion del medio de crecimiento y adicién de crioprotectores: Conl2,5X: sin

medio crioprotector; Gly12,5X: con glicerol; Per12,5X con permeado de suero.
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4.2.Evaluacion del efecto de microorganismos benéficos sobre la performance y
microbiota intestinal de terneros jovenes durante la crianza convencional

de terneros jovenes

4.2.1. Recuentos microbiolégicos

Los recuentos del in6culo de Lactobacillus encapsulados, las BAL, coliformes y
levaduras pueden observarse en la Figura 16.

Los recuentos microbianos realizados en el dia O del ensayo demostraron la
ausencia de crecimiento en MRSrif de las muestras de materia fecal. Esto fue tomado
como control negativo demostrando que el in6culo administrado, resistente a la
rifampicina, no era indigena en los animales utilizados en el estudio.

Los recuentos de BAL (Figura 16. A) no se vieron afectados por la administracién
de las cepas de Lactobacillus (P>0.05). Se pudo observar que las BAL disminuyeron
levemente a lo largo del ensayo.

La poblacion de levaduras (Figura 16.B) no se vio influenciada por el tratamiento
probidtico (P>0.05). Se pudo observar una disminuciéon de la poblacién de levaduras
desde el inicio hasta la finalizacién del ensayo.

El tratamiento probidtico no redujo el recuento fecal de coliformes (P>0.05) entre
el G-P y G-C (Figura 16.C). Se pudo observar una disminucién hasta la semana 5, a

partir de la cual los valores se mantuvieron constantes en ambos grupos.
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Figura 16. Recuento microbiano de las poblaciones de BAL e indculo bacteriano (A),

Levaduras (B) y Coliformes (C) en el grupo probiético (G-P) y grupo control (G-C).

Los recuentos del indculo probidtico recuperado de la materia fecal de los terneros

fueron variables a lo largo de las 7 semanas de ensayo. La tasa de recuperacién del

inéculo probidtico en la primera semana de tratamiento fue de 3,91 % siendo el

recuento de in6culo probidtico en la materia fecal de 6,68 log UFC/g en la primera

semana de ensayo. En la segunda semana se obtuvo la mayor tasa de recuperacion del

in6culo probidtico, siendo de 4,50 % (6.57 log UFC/g). En la semana 5 se obtuvo la

menor tasa de recuperacion, 0,42 % (5,08 log UFC/g), habiendo una disminucién de

1,50 log UFC/g con respecto a lo recuperado en la primer semana. En la dltima semana

la tasa de recuperacion fue de 1,61 % siendo el recuento final de 5,59 log UFC/g

habiendo una diferencia de 1,1 log UFC/g con respecto a la semana 1 (Tabla 21).
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Tabla 12. Tasa de recuperacion de in6culo probidtico administrado en macrocdpsulas

Semana Consumo diario de Recuento del probidtico  Tasa de recuperacion
probidtico promedio en materia fecal (Log de microorganismo
(Log UFC/dia) UFC/g) probidtico (%).
1 11,01 6,68 £ 0,74a 391 +£3,13
2 10,70 6,57 £0,55a 4,5 £4,27
3 10,70 5,85 +£0,88b 1,01+ 0,83
4 10,70 5,85 £0,74b 3,52 +£2,75
5 10,70 5,07+£0,51c¢ 0,42 +0,41
6 10,70 5,41 £0,97bc 3,58 £1,92
7 10,70 5,71 £ 0,66bc 1,61+ 1,34
Las letras en minuscula indican si hubo diferencias significativas entre las diferentes
semanas

4.2.2. Performance y estatus sanitario
La administracién de microorganismos probidticos no modificé el score de
materia fecal (P> 0,05) entre los G-C y G-P. En la Figura 17 puede observarse que la
puntuacioén del score fue mayor en la primera semana de ensayo disminuyendo hasta la
semana 5, a partir de cudndo no se observaron variaciones de score de materia fecal.
Los terneros sufrieron diarreas en las primeras tres semanas de ensayo siendo las dos

primeras semanas las que presentaron mayor cantidad de dias de diarrea por ternero.
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Figura 17. Score de materia fecal de los terneros del grupo tratado con probidticos (G-
P) y de los terneros del grupo no tratad con probidticos (G-C) durante las 8 semanas de

ensayo.
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El aumento de peso de los terneros se fue incrementando paulatinamente a lo
largo del ensayo. Esto estuvo directamente relacionado con el aumento sostenido del
consumo de alimentos a medida que los animales iban creciendo. La administracién de
probidticos no tuvo influencia en el crecimiento ya que no se pudo observar diferencias
entre el peso (P>0,05), el perimetro tordcico (P<0,05) y la altura (P<0,05) de los
terneros de ambos grupos (figura 18). Los terneros del G-C ingresaron al experimento
con un peso promedio de 38,34 Kg y los del G-P con un peso de 39,53 Kg. Al finalizar
el ensayo el peso de los terneros del G-C y G-P fue de 69,98 kg y 69,84 kg

respectivamente (Figura 18.A).
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Figura 18. Peso (A), Perimetro tracio (B) y Altura (C) de los terneros tratado con

probidticos (G-P) y no tratados con probiéticos (G-C) durante las 8 semanas de ensayo.

No se observaron diferencias en la eficiencia alimentaria entre los terneros de
ambos grupos (P>0,05). Los valores de eficiencia alimentaria muestran que los animales
del G-C fueron capaces de aumentar en 400 g su peso corporal por cada kilogramo de

MS de alimento durante la primera semana de vida mientras que los del G-P
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aumentaron 280 g por cada kg de materia seca (Figura 19.A). La mayor eficiencia de
alimentacion se observo en lla semana 5 donde los terneros del G-C aumentaron 680 g
su peso corporal por cada kg de MS consumido, mientras que los terneros del G-P

aumentaron 670 g.

Ganancia de peso B
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3
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Figura 19. (A) Ganancia de peso y (B) Eficiencia de consumo de los terneros del G-C y

G-P durante 8 semanas de ensayo.

La administracién del probidtico no tuvo efectos sobre la ganancia semanal de
peso (P>0,05). Se pudo observar que los animales del G-C aumentaron 1,58 kg su peso
corporal en la primera semana y los animales del G-P 0,99 kg en la primera semana de
vida. La ganancia de peso corporal fue aumentando progresivamente hasta finalizar el
ensayo. En la dltima semana del experimento los animales del G-C aumentaron 5,91 Kg

su peso corporal por semana mientras que el G-P aumento 5,87 kg.

4.2.3. Analisis DGGE
La DGGE de los productos de PCR obtenidos con cebadores universales a partir
de muestras fecales de terneros en tres edades diferentes (dia 0, dia 30 y dia 51) dio
lugar a perfiles diversos. Las muestras fecales mostraron un gran ndmero de bandas que
se distribuyeron a lo largo de todo el gradiente. El nimero de bandas discernibles por

muestra aument6 del dia O al dia 51 (Figura 20, 21 y 22).

Se encontré una similitud del 45% de los perfiles bacterianos DGGE de los
terneros en el dia 0 de ensayo. No se pudo observar un agrupamiento que incluya a
todos los animales del G-P o G-C lo que podria indicar una gran inestabilidad

microbiana (Figura 20).
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Figura 20. Dendrograma de los perfiles DGGE de la comunidad bacteriana de la
materia fecal de los terneros tratado con probidticos (P) y no tratados con probidticos

(C) en el dia 0 de ensayo.

En el dia 30 de ensayo se encontré una similitud del 53 % de los perfiles
bacterianos de la microbiota fecal. Puede observarse que los terneros del G-P se
encuentran agrupados con una similitud del 74 % en sus perfiles microbianos mientras
que el grupo control no presenta un claro agrupamiento. Esto podria indicar que los
animales pertenecientes al G-P presentan una mayor estabilidad microbiana pudiendo

estar influenciada por el tratamiento (Figura 21).
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Figura 21. Dendrograma de los perfiles DGGE de la comunidad bacteriana de la
materia fecal de los terneros tratado con probidticos (P) y no tratados con probidticos

(C) en el dia 30 de ensayo (D30).

En el dia 51 se observa dos grandes grupos en los perfiles bacterianos del DGGE.

Un grupo conformado por los terneros del G-C y el otro por los terneros del G-P con
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una similitud del 65 % entre ambos grupos. Por otro lado, los terneros del GC tuvieron
una similitud del 83% entre ellos mientras que los del G-P tuvieron una similitud del 77
%. (Figura 22). Esto indicaria una diferencia entre los perfiles bacterianos de la
microbiota intestinal entre ambos grupos probablemente inducidos por la administracién

del in6éculo probidtico.
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Figura 22. Dendrograma de los perfiles DGGE de la comunidad bacteriana de la
materia fecal de los terneros tratado con probiéticos (P) y no tratados con probidticos

(C)enel dia 51 de ensayo (D51).
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Figura 23. DGGE de ADN extraido de la materia fecal de los terneros tratado con
probidticos (G-P) y no tratados con probidticos (G-C) en los dias 0, 30 y 51. (A) dia O
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G-C, (B) dia 0 G-P, (C) dia 30 G-C, (D) dia 30 G-P dia, (E) dia 51 G-C y (F) dia 51 G-
P. (P) patrén con bacterias de referencia (L. plantarum DSPV 354T, L. salivarius DSPV
001, L. casei DSPV 318T, C. jejuni C173y S. enteritidis 421E).

Los productos de ADN fueron secuenciados para luego asignarles especies o

géneros utilizando el programa BLAST en la base de datos GenBank. Un total de 24

bandas se analizaron a partir de las muestras de materia fecal de los terneros, y las

secuencias tenian 85-100% de similitud con el ARN 16s de la base de datos de

secuencia de Gamban (Tabla 13). Todas las muestras de los terneros de la misma edad,

de cada grupo, presentaron bandas en igual posicion (Figura 20). La intensidad de las

mismas fue variable, determinando esto que la abundancia de los microorganismos era

diferente.

Tabla 13. Porcentaje (%) de identidad de secuencias parciales de 16S ADNr con
secuencias presentes en la base de datos del NCBI

Grupo Banda Género o especie relacionado Identidad  NCBI Ndmero de acceso
(%)
G-CDO Bacteria no cultivable, 95 KP801868.1/GU959157.1/
Firmicutes no cultivable, KP109424.1
Acetivibrio sp. No cultivable
G-CDO Bacteria no cultivable, 100 JQ190756.1/ KP107330.1/
Lachnospiraceae Ruminococcus JX136939.1
sp
G-CDO Bacteria no cultivable, 99 KC802906.1/ LC191811.1
Coprococcus sp.
G-CDO Lactonifactor longoviformis 95 LT223592.1
G-PDO Bacteria no cultivable, 98 KU505789.1/KP109285.1
butyricicoccus no cultivabale
G-PDO Bacteria no cultivable, 97/93 KU505281.1FJ440038.1
Suterellas sp. No cultivable
G-PDO No cultivable Eubacterium, 91 KP109191.1/ KP109006.1
Oscillibacter no cultivable
G-PDO Bacteria no cultivable, 100 KP103132.1/KP102868.1

lachnospiraceae bacterium no
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GCD30

G-CD30

G-CD30

G-CD30

G-PD30

G-PD30

G-PD30

GPD30

G-CD51

G-CD51

G-CD51

G-CD51
G-PD51

G-PD51

cultivable
Bacteria no cultivable, 99 KJ422712.1/EF071188.1/
Firmicutes bacterium no JQO083415.1
cultivable, Clostridiales no
cultivable
Bacteria no cultivable, No 99 KT961150.1/KP107194.1
cultivable Rominococcus

Bacteria no cultivable, 89 JQ207322.1/LT574677.1
Fusobacterium Necrogenes

Bacteria no cultivable, 98 KU506412.1/GU955529.1/
Bacteroidetes No cultivable, HQ201835.1
Bacteroidales No cultivable.

Bacteria no cultivable, 87 JF798191.1/
Lactobacillus no cultivable, AB&22956.1/KU555480,1
Lactobacillus helvaticus no

cultivable

Uncultured Oscillibacter sp. 96 KP107962.1/ GU608402.1

Bacteria no cultivable,

Bacteria no cultivable, 99 KF231639.1/ KT963776.1

Lachnospiraceae no cultivable

Bacteria no cultivable, 93 EF604635.1/ KP102626.1
Clostridium sp. No cultivable
Flexibacteraceae bacterium 90 EU057829.1

Bacteria no cultivable, 85 KMO079051.1/

Vallitalea sp. no cultivable, KF758641.1/ KJ722502.1

Clostridium sp.
Bacteria no cultivable, 86 HQ916626.1/ KP109294.1
Ruminococcaceae no cultivable

Uncultured Ruminococcaceae 91 LT625338.1

Lactobacillus No cultivable, L 90 KP102068.1/ CP016400.1

Jjahnsonii

Lactobacillus reuteri no 91 KR264990.1

cultivable
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G-PD51 v Bacteria no cultivable, 99 KF095693.1/DQ856921.1
Eschericha sp.
G-PD51 w Bacteria no cultivable/ 90 KT599224.1/KP109295.1/
Clostridium no cultivable/ KP109209.1

Rominococcus no cultivable

Las comunidades bacterianas de las muestras de materia fecal de los terneros
presentron diferencias significativas. La comparacion de fragmentos de ADN, del dia 0
del ensayo, con secuencias de GenBank evidencié la presencia de cepas pertenecientes
al género, Acetivibrio sp., Ruminococcus, Coprococcus y Lactonifactor en el GC. Todos
estos géneros pertenecen al orden Clostridiales. En cuanto al GP se observd cepas
pertenecientes a los géneros Butyricicoccus, Oscillospiraceae y Lachnospiraceae,
pertenecientes al orden clostridiales y el género Sutterellaceae perteneciente al orden
Burkholderiales (Tabla 22). Al dia 30, la microbiota intestinal del GC conto con los
géneros Rominococcus 'y un microorganismo no cultivable del orden Clostridiales,
Fusobacterium perteneciente al género Fusobacteriales y un microorganismo no
cultivable perteneciente al orden Bacteroidales. En el GP se encontraron el género
Lactobacillus perteneciente al orden Lactobacillales, y los generos Lachnospiraceae,
Clostridium y Oscillibacter pertenecientes al orden Clostridiales (Tabla 22). En el dia
51 de ensayo el perfil microbiano de los terneros del GP fue de Lactobacillus,
Escherichia y Clostridium mientras que en el GC predomino el orden clostridiales con
los géneros Clostridium, Rominococcus y el orden Flavobacteriales (Tabla 22).
Comparativamente, se observé una mayor poblacién de Lactobacillus en las muestras
de materia fecal de los terneros en el dia 51 de ensayo del GP comparado los otros
muestreos del GP y el GC.

Fue posible encontrar bandas en la misma posicién que las cepas de referencia de
Lactobacillus en muestras de terneros de todas las edades. Sin embargo la secuenciacién

de dichas bandas no coincidieron con L. casei y L. plantarum (Tabla 22).
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4.3.Generacion del modelo experimental de infeccion por Campylobacter jejuni

en terneros jovenes.

4.3.1. Inhibiciéon de Campylobacter jejuni in vitro
El ELCsn de las cepas L. casei DSPV 318T y L. plantarum DSPV 354T produjo
inhibicién sobre C. jejuni NCTC 11168, mientras que el ELCn no produjo inhibicién
sobre esta cepa (figura 23). En cuanto a la cepa de C jejuni ATCC 33560, los ELCsn y
ELCn de las cepas L. casei DSPV 318T y L. plantarum DSPV 354T no fueron

capaces de inhibir su crecimiento.

Figura 24. Areas de inhibicién producida por los ELCsn y ELCn de L. casei DSPV
318T y L. plantarum DSPV 354T sobre C. jejuni NCTC 11168.

4.3.2. Recuento microbiano

Al dia O del ensayo fue posible determinar que los terneros estaban libres de
Campylobacter termotolerantes. El dia 2 post infeccidn, correspondiente al dia 7 del
experimento, se recuperd C. jejuni NCTC 11168 en la materia fecal de los terneros del
G-C6 y G-C10. En este dia se recuperd el mayor valor del patégeno, disminuyendo
hasta el dia 6 post infeccion en ambos grupos. A partir del dia 8 pos infecciéon la
recuperacion del patdgeno fue inconstante entre los terneros de los diferentes grupos. En
el G-C6 en ambos terneros no se recuperd el patdgeno en diferentes momentos del
muestreo. Sin embargo en el G-C10 sélo en uno de los ternero y en dos momentos del
ensayo no se recuperd C. jejuni NCTC 11168. No se observé diferencias entre ambos

grupos a lo largo del experimento (p >0,05) (Tabla 14).
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Tabla 14. Deteccion de Campylobacter jejuni en materia fecal de terneros infectados
con C. jejuni NCTC 1168 con una dosis tnica de 10 Log UFC (G-C10), terneros
infectados con C. jejuni NCTC 1168 con una dosis tnica de 6 Log UFC (G-C6) y

terneros no infectados (G-C).

Dia TI-GC T2-GC T3G-C6 T4G-C6 T5GC-10 To6G-Cl10
0 ND ND ND ND ND ND
5% ND ND ND ND ND ND
7 ND ND 5,49 5,49 6,83 7,12
9 ND ND 4,93 5,48 6,66 6,48
11 ND ND 3,89 3,48 4,99 4,48
13 ND ND <3k Bk 5,35 <3k
15 ND ND <3H <ZHk 4,92 <3k
17 ND ND 3w <3H 5,18 5,35
19 ND ND <3k* <3k* 5,43 4,18
21 ND ND 4,50 <3k* 4,97 5,27
23 ND ND 4,88 4,58 4,93 5,16
25 ND ND <3H* 4,59 4,93 5,29
27 ND ND <3H* 4,99 5,20 5,36
29 ND ND <3H* 4,66 5,21 4,94
31 ND ND <3k* 4,94 4,59 5,17
33 ND ND <3k* 5,27 5,43 4,80

*Dia que se realiz6 la infeccion con C. jejuni NCTC 11168.
*¥%<3 Valor minimo que se puede recuperar por medio de ésta técnica.

ND no se detecto.
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4.3.3. Sintomatologia Clinica
La temperatura corporal durante el transcurso del experimento, mostré valores
normales durante los primeros 9 dias del experimento en el G-C6 y G-C10 (5 dias
previos a la infeccién y 4 dias pos infeccién) y durante todo el ensayo para el G-C. En el
dia 5 pos infeccion (dia 9 de ensayo) se observé un aumento de la temperatura en el G-
C6 (temperatura promedio 41 °C) y G-C10 (temperatura promedio 40,85 °C) que podria
evidenciar la infeccién. Posterior a este pico de temperatura se registraron valores

normales hasta finalizar el ensayo (Figura 25).
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Figura 25. Promedio diario de la temperatura rectal de los terneros infectados con C.
Jjejuni NCTC 1168 con una dosis tnica de 10 Log UFC (G-C10), terneros infectados
con C. jejuni NCTC 1168 con una dosis unica de 6 Log UFC (G-C6) y terneros no
infectados (G-C). La flecha indica el dia en el cual se realizé la inoculacién con el
patégeno. Las lineas punteadas indican los limites inferior y superior de los valores

normales de temperatura.
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La administracion de C. jejuni a los terneros no provoco diarreas en ninguno de
los animales que formaron parte del experimento y por lo tanto no se encontraron

diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos durante el ensayo (Figura 26).

Score de materia fecal

1 2 3 4

tiempo (semanas)

BG-C "G-C6 mG-Cl10
Figura 26. Score de materia fecal de los terneros infectados con C. jejuni NCTC 1168

con una dosis tnica de 10 Log UFC (G-C10), terneros infectados con C. jejuni NCTC
1168 con una dosis tnica de 6 Log UFC (G-C6) y terneros no infectados (G-C).

4.4.Evaluacion del efecto de microorganismos benéficos sobre terneros jovenes

infectados con Campylobacter jejuni

4.4.1. Peso de los terneros
El peso de los terneros se fue incrementando paulatinamente a lo largo del ensayo.
Esto estuvo directamente relacionado con el aumento sostenido del consumo de
alimentos a medida que los animales iban creciendo. El CTA pas6 de 8,80 kg a 30,87 kg
en el G-PC, de 8,80 kg a 31,55 kgen el G-CP y de 8,80 kg a 29,67 kg entre la primera

y la sesta semana del ensayo.

La administracién de probidticos no tuvo influencia en el peso de los terneros
durante el ensayo (Figura 27). No se hallaron diferencias entre los 3 grupos durante el
transcurso del ensayo (p<0.05). Los terneros del G-CP, G-PC y G-C ingresaron al
experimento con un peso promedio de 39,8 kg, 38,8 Kg y 40,5 kg respectivamente. Al
finalizar el ensayo los terneros del G-CP, G-PC y G-C tuvieron un peso promedio 53,5

kg, 55,5 kg y 60 kg respectivamente.
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Figura 27. Peso de los terneros del grupo suplementado con BAL e infectado con
Campylobacter (G-P), grupo infectado con Campylobacter y no suplementado con
probidticos (G-C10) y los terneros del grupo no suplementado con probidtico y no

infectado con Campylobacter (G-C).

La ganancia de peso no se vio influenciada por la administracion de probidticos o
por la presencia del patdgeno. Posterior a la inoculacion del patégeno se observé una
leve pérdida de peso en el G-CP (0.83 kg). En las ultimas dos semanas de estudio se

observé una menor ganancia de peso en el G-PC y el G-CP en relacién al G-C (Figura

28).
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Figura 28. Ganancia de peso de los terneros del grupo suplementado con BAL e
infectado con Campylobacter (G-PC), grupo infectado con Campylobacter jejuni y no
suplementado con probiéticos (G-CP) y los terneros del grupo no suplementado con

probidtico y no infectado con Campylobacter jejuni (G-C).
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Figura 29. Eficiencia de alimentacion de los terneros del grupo suplementado con BAL
e infectado con Campylobacter (G-PC), grupo infectado con Campylobacter jejuni y no
suplementado con probidticos (G-CP) y los terneros del grupo no suplementado con

probidtico y no infectado con Campylobacter jejuni (G-C).
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Los valores de eficiencia alimentaria muestran que los animales del G-C fueron
capaces de aumentar en 56 g su peso corporal por cada kilogramo de MS de alimento
durante la primera semana de vida, los animales del G-PC aumentaron 110 g por cada
kg de materia seca y los terneros del G-CP aumentaron 180 g (Figura 29). En la
segunda semana se pudo obserbar que los terneros el G-CP tuvieron una perdida de 56 g
por cada kh de MS consumido, mientras que el G-C y G-PC tuvieron un aumneto de

147 y 123 g respectivamente.

4.4.2. Efecto del tratamiento sobre la temperatura de los animales antes y
durante la infeccion con el patégeno
En la figura 30 se muestran los valores promedios de la temperatura rectal de los
diferentes grupos estudiados. Previo a la inoculacién con el patégeno y hasta el dia 5
pos infeccién (correspondiente al dia 12 de estudio) se observaron valores normales de

temperatura para todos los animales de todos los grupos estudiados.
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Figura 30. Promedio de temperatura de los terneros del grupo suplementado con BAL e
infectado con Campylobacter (G-PC), grupo infectado con Campylobacter jejuni y no
suplementado con probiéticos (G-CP) y los terneros del grupo no suplementado con
probidtico y no infectado con Campylobacter jejuni (G-C). La flecha indica el dia en el
cual se realiz6 la inoculacién con el patdégeno. Las lineas punteadas indican los limites

inferior y superior de los valores normales de temperatura.
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En el dia 6 pos infecciéon se observé un aumento de temperatura en el G-CP
llegando a 40,7 °C. Todos los terneros del grupo presentaron valores iguales o
superiores a 40,5 °C (limite superior de referencia de temperatura normal) (figura 31 A).
En el mismo dia se observa un aumento gradual de temperatura en el G-PC llegando a
su méaximo en el dia 7 pos infeccion. Sin embargo el promedio de temperatura no
superd los 40,5 °C, siendo un solo animal el que supero este valor (figura 31 B). En el
grupo control la temperatura se mantuvo dentro de los valores considerados de

referencia durante todo el experimento (figura 31 C).
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Figura 31. Temperatura de los terneros del grupo suplementado con BAL e infectado
con Campylobacter (G-PC) (A), grupo infectado con Campylobacter jejuni y no
suplementado con probidticos (G-CP) (B) y los terneros del grupo no suplementado con
probidtico y no infectado con Campylobacter jejuni (G-C) (C). Las lineas punteadas

indican los limites inferior y superior de los valores normales de temperatura.

4.4.3. Efecto del tratamiento sobre el score de materia fecal
Durante la semana previa a la infeccién todos los animales presentaron score de

materia fecal normal. Posterior a la inoculacioén los terneros del G-C y G-CP
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manifestaron un aumento en la consistencia fecal hasta la semana 4 y 5 respectivamente
comparado el G-PC. Se encontré que las consistencias fecales de los terneros del grupo
control y el infectado con Campylobacter fue superior a la de los terneros que se le
administrd las cepas probidticas (figura 32), sin embargo no se observaron diferencias

significativas entre los grupos (P> 0,05).

g
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Figura 32. Score de materia fecal de los terneros del grupo suplementado con BAL e
infectado con Campylobacter (G-PC), grupo infectado con Campylobacter jejuni y no
suplementado con probidticos (G-CP) y los terneros del grupo no suplementado con

probidtico y no infectado con Campylobacter jejuni (G-C).

4.4.4. Efecto del tratamiento sobre las poblaciones microbianas fecales de
E. coli, levaduras y Lactobacillus en terneros jovenes antes de la

infeccion con Campylobacter jejuni NCTC 11168

Los recuentos en la materia fecal de las diferentes poblaciones microbianas

estudiadas pueden observarse en la tabla 15.
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Tabla 15. Microbiota en materia fecal de terneros suplementados con un indculo de

bacterias 4cido lacticas a una dosis diaria de 10''UFC/ternero e infectados con C.jejuni

NCTC 11168 (G-PC), de terneros no suplementados pero infectados con C. jejuni

NCTC 11168 (G-CP) y de terneros no suplementados y no infectados con C. jejuni

NCTC 11168 (G-C)

Dia E.coli  levaduras BAL Inoculo
Grupo Control (G-C)
0 7,84+0,15 7,07+£0,06 9,36+0,56 ND
7 7,600,500 6,02+0,40 8,96+0,31 ND
14 6,51£1,32  5,77+0,74 8,77+0,90 ND
21 8,08+0,03  7,03+0,45 8,48+0,92 ND
28 7,86+0,52  7,13+£0,71 7,04+0,61 ND
35 6,35£0,50  5,65+0,79 7,39+1,78 ND
42 6,50£0,03  5,09+2,48 6,76+1,63 ND
Grupo probidtico (G-PC)
0 7,59+0,94  6,65+0,93 9,58+0,79 ND
7 7,71x1,30  7,28+0,97 8,48+0,53 6,91+0,16
14 7,53+0,81  6,14+2,07 7,96+0,88 6,79+0,51
21 6,91+0,15  5,63+0,33 7,65+0,71 4,81+0,54
28 6,04+£0,39  3,74+0,28 6,68+0,18 6,50+0,50
35 5,33+0,73  4,69+1,40 7,01£0,22 6,39+0,63
42 5,83+0,08  3,60%0,62 7,57+0,40 6,48+0,01
Grupo Campylobacter (G-CP)
0 7,40+0,93 6,46+0,23 9,59+0,44 ND
7 8,13+x0,18  5,76+0,69 8,79+0,52 ND
14 7,5840,12  6,60%£0,90 8,17+0,31 ND
21 7,57£1,29  6,64+0,92 7,88+0,88 ND
28 6,911,446  6,09£1,56 7,81+0,76 ND
35 6,43+0,20  5,39+0,83 7,2440,31 ND
42 5954143  4,97+1,32 6,92+0,40 ND

Los recuentos de bacterias 4dcido l4cticas no se vieron afectadas por la
administracién del microorganismo patégeno o por el indculo probidtico durante el
transcurso del ensayo (P>0,05). Las BAL mostraron los recuentos mds altos en las
primeras semanas de vida para ir disminuyendo hasta finalizar el ensayo.

La administracién de C. jejuni y de los Lactobacillus no afecto la poblacién de E.
coli en los diferentes grupos durante el ensayo (P>0,05). Sin embargo en el dia 35 de
estudio pudo observarse una tendencia del G-CP a tener una mayor poblacion de E. coli.

La poblacién de levaduras se vio afectada por la administraciéon de los

probidticos, observdndose una menor poblacién de las mismas en el dia 28 de ensayo en
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el G-PC en relacion a los otros grupos (P<0,05). Sin embargo en el resto de los dias

muestreados no se observd que los probidticos modificaran la poblacion de levaduras

(P>0,05).

4.4.5. Deteccion de Campylobacter jejuni NCTC 11168 en materia fecal

Los terneros resultaron ser libres de Campylobacter antes del ensayo. El dia 2 pos
infeccién (correspondiente con el dia 9 de experimento) se detectdé Campylobacter
Jejuni en materia fecal de los terneros, de los G-PC y G-CP. La presencia del patégeno
fue significativamente menor en el G-PC en comparacién al G-CP en el dia 2, 4 y 6 pos
infeccion (p< 0,05). Posterior al dia 6 pos infeccion (correspondiente al dia 15 de
experimento) y hasta finalizar el ensayo no se encontraron diferencias entre ambos
grupos (P>0,05). Se recuperé Campylobacter jejuni en todos los terneros del G-CP
durante todo el experimento, sin embargo la recuperacion en el G-PC fue inconstante

(Tabla 16).
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Tabla 16. Deteccion de Campylobacter jejuni en materia fecal de terneros
suplementados con un indculo de bacterias 4dcido lacticas a una dosis diaria de
10'"UFC/ternero e infectados con C.jejuni NCTC 11168 (G-PC), de terneros no
suplementados pero infectados con C. jejuni NCTC 11168 (G-CP) y de terneros no
suplementados y no infectados con C. jejuni NCTC 11168 (G-C).

Dia Control Probidtico Campylobacter
0 ND ND ND

7 ND ND* ND*

9 ND 5,96+0,49" 7,11+0,22°
11 ND 5,96+0,49* 7,17+0,31°
13 ND 4,96+0,49* 6,50+0,43°
15 ND 5,30+1,04* 6,17+0,70"
17 ND 3,79+3,28" 5,97+0,85"
19 ND 3,08+2,67 6,53+1,15"
21 ND 3,4142,99° 6,54+1,11°
23 ND 5,31+0,79* 5,78+0,42*
25 ND 5,69+0,62° 6,23+0,46°
27 ND 3,64+0,47* 5,55+0,47
29 ND 5,35+0,82" 5,61+0,83"
31 ND 5,86+0,12* 6,17+0,17*
33 ND 5,37+0,41° 5,89+0,11°
35 ND 3,42+1,55" 3,75+1,70*
37 ND 3,39+1,20° 4,71+1,76*
39 ND 3,75+0,96* 4,35+1,02°
41 ND 4,01+1,36 4,88+0,86°

ND no detectado.

“¥® Diferencia significativas entre ambos grupos en un mismos dia.
*Dia de inoculacién con el microorganismo patdgeno.

4.4.6. Parametros sanguineos en terneros jovenes infectados con

Campylobacter jejuni NCTC 11168.

4.4.6.1. Serie eritrocitica

El hematocrito, el nimero de los eritrocitos y la concentracién de hemoglobina de
los terneros estuvieron dentro de los valores normales (Figura 32 A, B y C). Los
animales mostraron valores de hematocrito entre 21,1 % y 39,3 %, el nimero de
eritrocitos entre 7,4 millones por microlitro y 11,2 millones por microlitro y la
concentracion de hemoglobina entre 6,8 g/dl y 11,6 g/dl. No se encontraron diferencias
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significativas (P>0,05) entre grupos para ninguna de las variables estudiadas. La

infeccién con el patégeno no modificé ninguno de los parametros sanguineos de la serie

eritrocitica.
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Figura 33. Pardmetros sanguineos (serie eritrocitica) en terneros infectados con
Campylobacter jejuni NCTC 11168 (G-CP), suplementados con un in6culo de bacterias
dcido lacticas a una dosis diaria de 10" UFC e infectados con Campylobacter jejuni
NCTC 11168 (G-PC) y no suplementados (G-C). Los valores fueron expresados como
la media £ DS. Las lineas de punto encierran un rango de datos que representan los
valores de referencia reportados previamente. La flecha indica el dia de la infeccion con

el patégeno. A) Hematocrito. B) Eritrocitos. C) Hemoglobina.

4.4.6.2. Serie leucocitica
El numero total de leucocitos de los terneros estuvo dentro de los valores
normales (Figura 34 A) mostrando niveles entre 4000 cel/ul y 12000 cel/pl.
Los linfocitos permanecieron dentro de los niveles normales hasta la quinta
semana de muestreo. En la dltima semana de ensayo se observaron valores por encimas
del limite superior normal en todos los animales. (Figura 34 B). Los monocitos se

encontraron dentro de los valores normales posteriores a la infeccién, excepto en la
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ultima semana donde todos los animales tuvieron valores por encima del limite superior
normal (Figura 34 C). La serie de granulocitos mostraron valores normales durante todo
el ensayo con excepcion de la dltima semana donde todos los grupos tuvieron valores
por encima del limite normal superior (Figura 34 D).

Aunque la infecciéon con el patégeno modificé algunos de los pardmetros
sanguineos de la serie leucocitica no se encontraron diferencias significativas (P>0,05)

entre grupos para ninguna de las variables estudiadas.
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Figura 34. Parametros sanguineos (serie leucocitica) en terneros infectados con
Campylobacter jejuni NCTC 11168 (G-CP), suplementados con un in6culo de bacterias
dcido lacticas a una dosis diaria de 10" UFC e infectados con Campylobacter jejuni
NCTC 11168 (G-PC) y no suplementados (G-C). Los valores fueron expresados como
la media £ DS. Las lineas de punto encierran un rango de datos que representan los
valores de referencia reportados previamente. La flecha indica el dia de la infeccién con

el patégeno. A) Leucocitos totales. B) Linfocitos. C) Monocitos. D) Granulocitos.
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4.4.7. Anadlisis de la dinamica poblacional de la microbiota intestinal
predominante en terneros jovenes.
Los perfiles DGGE de la comunidad bacteriana del intestino de los terneros
arrojaron patrones compuestos por 8 a 17 bandas dependiendo de la muestra analizada.
Muchas bandas dominantes desaparecieron después de unos dias y fueron sustituidas

por otras (Figura 35).
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Figura 35. Dendrograma de los perfiles DGGE de la comunidad bacteriana de la
materia fecal de los terneros tratado con probidticos e infectados con Campylobacter
(GPC) terneros infectados con Campylobacter (GCP) y grupo control (GC) en los dias 0
(D0) 30 (D30) y 51 (D42).

No se pudo observar un agrupamiento de los animales, en diferentes momentos
teniendo en cuenta al grupo que pertenecian. Sin embargo se puede observar que la

similitud de los perfiles se agrupé en relacion a la edad de los animales. Se encontr6 una
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similitud del 65 % en los perfiles de la microbiota intestinal de los terneros en el dia O
de experimento. A los 21 d, las muestras tuvieron coeficientes de similitud de la
microbiota del 70 %. En tanto, las muestras intestinales presentaron un coeficiente de

similitud del 80% en el dia 42 de ensayo.

Figura 36. DGGE de ADN extraido de la materia fecal de los terneros suplementado
con BAL e infectado con Campylobacter jejuni (GPC), grupo infectado con

Campylobacter jejuni y no suplementado con probidticos (GCP) y los terneros del
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grupo no suplementado con probidtico y no infectado con Campylobacter (GC). (A) dia
0 G-C, G-PC y G-CP, (B) dia 21 G-C, G-PC y G-CP, (C) dia 42 G-C, G-PC y G-CP.
(P) patrén con bacterias de referencia (L. plantarum DSPV 354T, L. salivarius DSPV
001, L. casei DSPV 318T, C. jejuni C173y S. enteritidis 421E).

Los productos de ADN se secuenciaron y se le asignaron a especies 0 géneros
utilizando el programa BLAST en la base de datos GenBank. Un total de 20 bandas
fueron escindidas y enviadas a secuenciar, las cuales presentaron entre un 88% y un
100% de identidad con las secuencias de ADNr 16S disponibles en el GenBank para su
identificacion (Tabla 17). Se encontraron bandas en igual posicion en todas las muestras
de terneros de la misma edad (Figura 36). La intensidad de las mismas fue variable,
determinando esto que la abundancia de los microorganismos era diferente.

La comparacién de fragmentos de ADN, del dia O del ensayo, con secuencias de
GenBank evidencié la presencia de cepas pertenecientes al género, Caulobacter 'y
Ruminococcus, perteneciente al orden Caulobacteriales y Clostridiales respectivamente
en el GC (Tabla 17). En el G-PC se observaron cepas pertenecientes a al género
Clostridium pertenecientes al orden clostridiales y cepas pertenecientes al phylum
Firmicutes. En cuanto al G-CP se observaron cepas pertecientes al género
Ruminococcaceae perteneciente al orden Clostridiales (Tabla 17).

Al dia 21 se evidencié la precencia de cepas pertenecientes al género Megamonas
perteneciente al orden Selenomonadales 'y cepas pertenecientes al orden
Lachnospiraceae en el G-C. En el G-PC se encontraron cepas del género Lactobacillus
y Ruminococcus pertenecientes a los 6rdenes Lactobacillales y Clostridiales. Mientras
que en el G-CP se encontraron cepas pertenecientes al género Lactobacillus
Corynebacterium de los 6rdenes Lactobacillale y Actinomycetales (Tabla 17).

En el dia 42 de ensayo el perfil microbiano de los terneros del G-C fue de cepas
pertenecientes al género Clostridium del orden Clostridiales y cepas del orden
Lachnospiraceae. En el G-PC se encontraron cepas del género G-PC Lactobacillus
pertenecientes al género Lactobacillales y cepas pertenecientes al orden
Lachnospiraceae. Mientras que al G-CP se encontraron cepas del orden Clostridium
Prevotella pertenecientes a los géneros Clostridiales y Bacteroidales respectivamente.
Comparativamente, se observd una mayor poblacion de Lactobacillus en las muestras
de materia fecal de los terneros pertenecientes al G-PC en relacion a los otros grupos

(Tabla 17).
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Tabla 17. Porcentaje (%) de identidad de secuencias parciales de 16S ADNr con

secuencias presentes en la base de datos del NCBIL.

Grupo  Banda  Género o especie relacionado Identidad ~ NCBI Numero de
(%) acceso
G-CDO a No cultivable Caulobacter sp/ 99 MG717903,1/
Bacteria no cultivable MF653954,1
G-CDO b Ruminococcus sp. 98 LT598551.1
G-PCDO c Clostridium no cultivable 88 AY607172.1
G-PCDO d Firmicutes no cultivable 93 KC597196.1
G-CPDO e Ruminococcaceae no 91 KM?244876.1
cultivable
G-CPDO f Bacteria no cultivable 99 MF800754.1
G-CD21 g Bacteria no cultivable / 98 KX967769.1/
Megamonas sp. LT628480,1
G-CD21 h Bacteria no cultivable, 100 KP102727,1/
Lachnospiraceae no cultivable KP103013.1
G-PCD21 i Lactobacillus sp. 99 AF158988.1
G-PCD21 ] Ruminococcus sp 99 KP103693.1
G-CPD21 k Lactobacillus helveticus 93 KT361209.1
G-CPD21 1 Corynebacterium sp. 91 MF304135,1/
LT897837.1
G-CD42 m Bacteria no cultibable/ 88 MF229092,1/
Clostridium no cultivable KP101737,1
G-CD42 n Lachnospiraceae bacterium no 95 KY669804.1
cultivable
G-PCD42 n Bacteria no cultibable/ 84 AF371519,1/
Lachnospiraceae bacterium EU728772,1
G-PCD42 0 Lactobacillus acidophilus 99 MG827269.1
G-CPD42 p Bacteria no cultibable/ 90 JQ886079.1/
Clostridium no cultivable AY806071,1
G-CPD42 q Bacteria no cultivable/ 91 Fl677535.1/
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Prevotella sp. no cultivable KP104742,1

Fue posible encontrar bandas en la misma posicion las cepas de referencia de
Lactobacillus y de Campylobacter en muestras de terneros de todas las edades. Sin
embargo la secuenciacion de dichas bandas no coincidieron con L. casei, L. plantarum o

C. jejuni (Tabla 18).

4.5. Evaluacion de la diseminacion del patégeno utilizando modelos
probabilisticos.

4.5.1. Deteccion de Campylobacter en materia fecal y proporcion de animales

infectados.

Los terneros estaban libres de Campylobacter termotolerantes antes de
comenzado el estudio. En este ensayo se pudo observar que la carga de Campylobacter
Jejuni en el tracto gastrointestinal de los animales varié en funcion del dia del ensayo
(p<0,05). El patégeno comenzé a recuperarse el dia 2 pos infeccion (correspondiente
con el dia 9 de experimento), siendo la proporciéon de animales infectados por
Campylobacer jejuni en este dia del 50% (Figura 37). En el ternero que se inocul6 la
recuperacion de Campylobacter jejuni fue de 6,47 log UFC/g y de 5,10 log UFC/g para
el otro animal (Figura 37 A y B). En el dia 4 pos infeccién la prevalencia fue del 100 %
de los animales del grupo (Figura 37). Esto indica que el patégeno presenta una alta tasa
de diseminacion, ya que el 100% de los animales se infectan en un periodo de tiempo
corto. A partir dia 4 pos infeccion el promedio de recuperacién del patégeno fue de 5
log UFC/g hasta el dia 14 pos infeccién a partir del cual el promedio de recuperacién
disminuy6 (Figura 37). En el dia 8 pos infeccién la recuperacion del patégeno se vuelve
intermitente, disminuyendo la proporcién de animales infectados por Campylobacter
Jjejuni hasta finalizar el ensayo. La carga de Campylobacter jejuni disminuy6 0,021 log
UFC/g por cada dia del experimento, por lo cual en el transcurso del tiempo los
animales podrian eliminar el microorganismo de su tracto gastrointestinal y quedar

libres del patégeno.
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Recuento vs. Proporcion
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Figura 37. Recuento microbiano vs. proporcion de animales infectados con

Campylobacter durante 42 d de ensayo.

4.5.2. Temperatura Corporal y recuento microbiano.

En cuanto a la temperatura corporal se pudo observar que solamente el ternero que
se inéculo con 10 log UFC present6 una temperatura por encima de 40,5 °C (nivel
superior fisiolégico) (Figura 39.A). El resto de los animales que contrajo de
Campylobacter del ambiente contaminado presentaron temperaturas por debajo del
nivel superior fisiolégico (Figura 39 B, C, D). Ademds se puede observar que el
aumento de temperatura se corresponde con el inicio de la disminucién de la carga de

Campylobacter jejuni.

Péagina | 105



Astesana, D M (2017)

1
1

1
1

T

=2

T
[
Recuento microbiano Log;,

(UFC/g)

T

—

[}

=]

4 -
405

=
=1
L

39,5 4

13
=]
L

38,5

o
(=]
L

Temperatura (°C)

Tiempo (d)

s Recuneto microbiano ——Temperatura

&

-4

oo

T 1T 1 LI N S B S B B B B S

Tiempo (d)
mmm Recuento microbiano  —M=Temperatura

LI —

LI —

9101112131415161718 19202122232425 26272829303132333435363738394041

T T T T T T 1
O = o W s i O )

Recuento microbiano log

405
635 -
538,5 1
£375 "
g

2365 -
9

=355 -

1011121314 1516 17 18 1920 21 2223242526 2728 29 30 31 32 3
Tiempo (d)
s Recuento microbiano

L —

=4 Temperatura

3 34 35363738 39

1

4041

T

T

T

345

01234567891

LIS N S B S B R S S B B B E B S R B B S

Tiempo (d)

mm Recuento microbiano  =M=Temperatura

LIS B S

1

011121314151617181920212223 2425262728 293031 323334 353637 38394041

Pagina | 106

91011121314151617181920212223 242526 2728 29 30 31 3233 34 35 36 37 38 3940 41

Recuento microbiano log,,
(UFC/g)

10

(UFC/g)

I R R T S = |
(UFC/g)

Recuento microbiano log,,



Astesana, D M (2017)

Figura 38. Recuento microbiano de Campylobacter jejuni y temperatura corporal de los
terneros durante 42 dias de ensayo. T1, ternero al cual se inoculo 10'° UEC (A). T2(B),
T3(C), T4(D) terneros que compartian el grupo. Las lineas punteadas representan los

limites fisiolégicos de temperatura.
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5. Discusion
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5.1. Evaluacion de la viabilidad de cepas probioticas conservadas en

capsulas secadas por liofilizacion.

5.1.1. Viabilidad bacteriana durante el almacenamiento.

La producciéon de cdpsulas de alginato con elevada densidad de bacterias
probidticas es posible de lograr incubando las cdpsulas en un medio de cultivo
(Champagne y col., 2000). Sin embargo, la proliferacién microbiana dentro de las RC
no fue lo suficientemente alta como para alcanzar la carga bacteriana obtenida por la
técnica de concentracion por centrifugacion. Cheow y col. (2013) sugieren que las
capsulas con mayor densidad celular perdieron menos viabilidad durante el proceso de
liofilizacién cuando no se usan crioprotectores. En este estudio, las cdpsulas hechas a
través de la técnica de concentracion con la menor cantidad inicial de bacterias (CC,5X)
disminuyeron la densidad celular después del proceso de liofilizacién. Por el contrario,
la viabilidad de las cdpsulas hechas con la misma técnica pero con una mayor densidad
bacteriana (CC12.5X), no se vio afectada por el proceso de liofilizacién. En el mismo
sentido, las cdpsulas que tuvieron los recuentos iniciales mds altos (CC) fueron las que
mantuvieron la mayor viabilidad hasta el final de su periodo de almacenamiento a 4 °C,
por encima del NMS. Las cédpsulas que tenian los recuentos iniciales més bajos (RC),
terminaron el periodo de almacenamiento con recuentos menores que el NMS. En el
almacenamiento a TA, los microorganismos muestran una mayor actividad metabdlica,
produccién de metabolitos 4cidos y bacteriocinas e incluso una pérdida de sustratos
(Holhem y col., 2016). Las temperaturas de almacenamiento mds bajas reducen las
reacciones quimicas perjudiciales, como la oxidacién de acidos grasos (Heidebach y
col., 2010), de modo que la mejor viabilidad de los probidticos se logra a temperaturas
de refrigeracién o de congelacion (Kanmani y col., 2011; Shoji y col., 2013) logrando
una vida util més larga de las capsulas (Holkem y col., 2016).

Por otro lado, el efecto de la temperatura fue influenciado por otros factores como
el recubrimiento de la cédpsula, el neutralizado del cultivo antes del proceso de
conservacion y la presencia de crioprotectores. Las cdpsulas revestidas tienen una
especie de "piel" periférica que aumenta el espesor de los materiales de cobertura, lo
que mejoraria la viabilidad de las células encapsuladas, posiblemente debido a una
mejor proteccion de las bacterias contra los factores ambientales dafiinos (Krasaekoopt
y col.,, 2006). En este estudio, se observé un efecto del recubrimiento en el
almacenamiento de cdpsulas a temperatura ambiente. En estas condiciones, la viabilidad

Pédgina | 109



Astesana, D M (2017)

bacteriana en las cédpsulas recubiertas fue mayor que en las no recubiertas, pero en
ambos casos los recuentos fueron mas bajos que el NMS desde el dia 14. Algunos
autores han informado que solo las cdpsulas de alginato recubiertas con quitosano
fueron capaces de mantener la viabilidad durante el almacenamiento (Trabelsi y col.,
2013; Abbaszadeh y col., 2014). Sin embargo, en este estudio, en condiciones de
refrigeraciéon, el recubrimiento no mejoré la viabilidad durante el periodo de
almacenamiento. Holkem y col. (2016) han informado que las cdpsulas de alginato sin
recubrir secadas por liofilizacién, han sido capaces de mantener altos recuentos
microbioldgicos durante el periodo de almacenamiento.

La neutralizacion del medio de cultivo al final del periodo de crecimiento tuvo
efecto sobre la viabilidad bacteriana. La viabilidad bacteriana puede mejorarse mediante
el control del pH, ya que las células pueden perder su viabilidad y actividad cuando no
pueden mantener un pH intracelular 6ptimo en un ambiente de bajo pH durante un largo
periodo. Por el contrario, para algunas cepas es beneficioso la falta de control del pH, ya
que el estrés por pH genera la sobreproduccién de proteinas que hacen que las bacterias
sean mads resistentes a los procesos posteriores (Huang y col., 2017). En este estudio, se
observaron dos efectos. Las CC12,5X sin neutralizaciéon no disminuy6 la viabilidad
durante la liofilizacién, mientras que el CC12.5X neutralizado sufrié una pérdida de
viabilidad de 1,25 Log (UFC/cédpsula) que indica que la neutralizacién no tuvo un efecto
positivo durante el proceso. Sin embargo, el efecto fue positivo durante el
almacenamiento, a temperatura ambiente, terminando el estudio con un valor superior al
NMS.

Los crioprotectores protegen contra el dafio causado por el proceso de
congelacion, pero también generaron un efecto (positivo o negativo) sobre la
supervivencia de las cepas durante el almacenamiento. Los azicares y sus derivados se
han utilizado como crioprotectores eficaces para las bacterias del 4cido l4ctico, ya que
tienen grupos hidroxilo que proporcionan proteccion contra los radicales libres y por su
capacidad de unién al agua que evita la formacién de hielo intracelular (Kanmani y col.,
2011). Numerosos estudios han demostrado que la adicién de un agente protector, como
el glicerol y la lactosa, mejora la viabilidad de las bacterias probidticas almacenadas a 4
°C 0 -20 °C (Timmerman y col., 2005; Miao y col., 2008; Savini y col., 2010; Kanmani
y col., 2011; Dianawati y col., 2012; Dimitrellou y col., 2016). Este efecto protector se
observé en nuestro estudio en cdpsulas conservadas en refrigeracion y temperaturas de

congelacidn, pero en el caso de cdpsulas con glicerol almacenadas a TA, el efecto fue en
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detrimento de la viabilidad bacteriana. El glicerol es una sustancia muy higroscépica,
por lo tanto, si el producto liofilizado no se almacena en condiciones de baja humedad,
el glicerol puede absorber el agua del ambiente, aumentar la actividad del agua para los
microorganismos y reducir su viabilidad. Dianawati y col. (2013) encontraron que el
uso de glicerol tenia una tendencia a aumentar la actividad del agua en el producto
liofilizado y Kanmani y col. (2011) informaron que el glicerol tiene un menor efecto
protector durante el almacenamiento a TA. Cuanto mayor sea la actividad del agua y la
temperatura de almacenamiento, mayor serd la tasa de inactivacién de microorganismos
(Dianawati y col., 2011; Aschenbrenner y col., 2012; Broeckx y col., 2016). Por el
contrario, para las cdpsulas almacenadas a TA se observaron los mejores resultados para
Per12.5X. El uso de disacaridos solo o en combinacién con otros crioprotectores ha
mostrado mejoras en la viabilidad de los productos liofilizados almacenados en TA
(Broeckx y col., 2016). Las Gly12,5X mantuvieron la viabilidad durante el periodo de
almacenamiento cuando se almacené a -20 °C. El crioprotector que se agrega a una
suspension celular altamente concentrada durante la liofilizacién experimenta una
transicion del estado liquido al estado vitreo. La temperatura de transicion vitrea es la
temperatura a la que el material experimenta una transicion del sélido al estado liquido
(Aschenbrenner y col., 2012). En general, los productos liofilizados deben almacenarse
por debajo de esta temperatura de transicion donde pueden mantener este estado
(Broeckx y col., 2016). La actividad del agua y la temperatura de transicidn vitrea son
factores criticos que desencadenan reacciones fisicoquimicas adversas y causan la
inactivacion bacteriana. El glicerol y la lactosa son sustancias no ionizables de bajo peso
molecular que causan solidificacién amorfa y vitrea en lugar de cristalizacion, lo que
mejoraria la viabilidad microbiana durante la liofilizacién y el almacenamiento a

temperaturas de refrigeracion y congelaciéon (Hubdlek y col., 2003).

5.1.2. Viabilidad bacteriana durante la digestiéon gastrointestinal
simulada.

Con el fin de ejercer sus efectos beneficiosos en el huésped, las bacterias
probidticas deben estar vivas en el momento del consumo, y también ser capaces de
alcanzar el intestino grueso en cantidades suficientemente altas para facilitar la
colonizacién y proliferacion (Li y col., 2011). Se estima que se deberian consumir al

menos 10° UFC/dia de células probidticas vivas para observar beneficios en la salud del
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consumidor (Lopez-Rubio y col.,, 2006). Las cédpsulas utilizadas en este trabajo
(Gly12,5X) fueron seleccionadas por su alto contenido inicial de microorganismos
probidticos y su capacidad de mantener una alta viabilidad bacteriana durante el periodo
de almacenamiento. Con el fin de determinar la capacidad de tales capsulas para
proteger al inéculo de las barreras gastrointestinales se evalud en este estudio la tasa de
supervivencia de dicho in6culo encapsulado en condiciones gastrointestinales in vitro.

En este trabajo puede observarse que las cepas de Lactobacillus encapsuladas
tuvieron mejor viabilidad al finalizar las dos horas de exposicién gastrica comparada
con las cepas sin encapsular, con una pérdida de viabilidad de 1,45 y de 4,62
respectivamente. Esto resultados coinciden con los obtenidos por Chandramouli y col.
(2004) que informaron que la encapsulaciéon en matriz de alginato mejoré la viabilidad
de L. acidophilus frente a condiciones géstricas a pH 2 en comparacion a su forma libre.
Mandal y col. (2014) informaron resultados similares para cepas de L. casei. Picot y
Lacroix (2004), también observaron una mayor supervivencia de bifidobacterias
inmovilizadas en alginato a pH 4cido (Picot y Lacroix, 2004).

De Aratjo Etchepare y col. (2016) estudiaron el comportamiento de dos tipos de
capsulas frente a condiciones gastrointestinales e informaron recuentos microbianos de
4,23 y 4,13 log UFC/g a las 2 h de estar en contacto con JGS y posteriormente, luego
del aumento de pH, tuvieron recuentos de 5,41 log UFC/g y de 5,10 log UFC/g luego de
2 h de exposicion a JIS. En este trabajo, los valores bajos observados en las Gly12,5X a
las dos horas de estar en contacto con el JGS a pH 2, pueden deberse a que el pH bajo
aumento la liberacion de bacterias de las cdpsulas (De Aratjo Etchepare y col., 2016).
Las cépsulas de alginato son porosas y sensibles a pH 4cidos, lo que puede afectar la
viabilidad y la liberacién de los microorganismos de las cdpsulas (Lee y col., 2004). El
pH bajo puede producir un dafo parcial en las células, pero si el tiempo de contacto en
este ambiente no es muy prolongado y luego el pH se acerca més a la neutralidad, estas
células con dafio parcial pueden recuperarse (Picot y Lacroix 2004). Probablemente en
nuestro trabajo, el pH 4cido pudo causar un dafio parcial en bacterias de la periferia de
las Gly12,5X, disminuyendo los recuentos luego de dos horas de exposicién a pH 2. Sin
embargo, luego de un tiempo en exposicion a JIS con pH 35, los microorganismos se
recuperaron del dafio resultando en recuentos mayores.

Chandramouli, y col. (2004) encontraron que la viabilidad de Lactobacillus
encapsulado en condiciones gastricas simuladas, aument6 con el aumento de tamafio de

la cipsula de alginato. Lee y Heo. (2000) encontraron resultados similares, donde la
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pérdida de viabilidad bacteriana en condiciones gastrointestinales fue mayor en capsulas
de menor tamafo. Por otro lado algunos estudios reportaron que las proteinas de la
leche proporcionan buena proteccién para las cepas probidticas durante su transito en el
ambiente 4dcido del estbmago debido a su capacidad de amortiguacion (Picot y Lacroix,
2004; Reid y col., 2005; Livney, 2010). Debido al tamaiio de las cdpsulas estudiadas en
este trabajo y al alto contenido de proteinas de suero de queso, es probable que las
mismas ejercieran un efecto protector adicional sobre las cepas probidticas, con lo que
se disminuiria la pérdida de viabilidad.

En cuanto a la exposicion a JIS en nuestro trabajo puede observarse que las cepas
de Lactobacillus encapsuladas tuvieron mejor viabilidad al finalizar las 4 h de
exposicion a JIS comparada con las cepas sin encapsular. La perdida de viabilidad para
las Gly12,5X fue de 0,55 Log UFC/cap. Y de 4,50 Log UFC/ml para las CL. La
supervivencia del probidtico a la accién del jugo intestinal simulado depende de la
concentracion de la bilis, tiempo de exposiciéon y especies y cepas bacterianas
(Dianawati y col., 2016). Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por De
Araujo Etchepare y col. (2016),donde no tuvieron disminucion de recuentos bacterianos
durante el contacto con JIS. Esto coincide con nuestro trabajo y podria resultar en que
las cepas estudiadas en nuestro estudio no sean afectadas por la presencia de sales
biliares, por lo cual no se veria afectada su viabilidad. Las cepas utilizadas en este
trabajo fueron seleccionadas por su supervivencia frente a las condiciones
gastrointestinales simuladas realizada en trabajos anteriores (Frizzo y col., 2006; Soto y
col., 2005).

Es de destacar que el gran tamafio de las capsulas desarrolladas en esta tesis tiene
una ventaja con respecto de las microcdpsulas, que es la mayor resistencia a las
condiciones géstricas. Esto esta relacionado con la barrera fisica y el incremento de la

distancia de las bacterias con el medio (Lee y Heo, 2000; Muthukumarasamy y col.,

2006).

5.1.3. Evaluacion de la viabilidad bacteriana durante el
almacenamiento y condiciones gastrointestinales simuladas
en capsulas con 11 logUFC.

Las cdpsulas optenidas a través de la técnica de concentracién por centrifugacion
con una proporcion 1:1 en cuanto a la matriz y al cultivo microbiano, tienen una elevada

densidad de probidticos (10 log UFC/cdpsula). Sin embargo, luego de la administracion
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de estas cdpsulas a los terneros, la recuperacion de los microorganismos probidticos en
la materia fecal de los animales, no se encontraba en los nivels esperados como en el
estudio llevado a cabo por Soto y col. (2014). Por tal motivo se desarrollaron capsulas
con alta densidad probidtica (11 log/UFC/capsula) variando la proporcién de la matriz y
el medio de cultivo.

En cuanto a la viabilidad a lo largo del tiempo se pudo observar que las CAP11
presentaron un comportamiento similar al descripto para las Gly12,5X. La temperatura
de conservacion influy6 en la viabilidad bacteriana. Las cépsulas conservadas a4 °Cy a
—20 °C fueron las que mejor mantuvieron la viabilidad durante el transcurso del ensayo.
Los recuentos microbianos se mantuvieron por encima del NMS durante todo el
experimento en estas temperaturas de conservacion. Las cdpsulas conservadas a -20 °C
conservaron la viabilidad por encima de los 10 log UFC/capsula hasta finalizar el
ensayo. Las cépsulas conservadas a 4 °C mantuvieron la viabilidad por encima de 10 log
UFCl/céapsula hasta el dia 56 del ensayo. Esto probablemente es debido a que las
temperaturas bajas de reducen las reacciones quimicas perjudiciales, como la oxidacién
de 4cidos grasos (Heidebach y col., 2010), de modo que la mejor viabilidad de los
probidticos se obtiene a temperaturas de refrigeracion o de congelacién (Kanmani y
col., 2011; Shoji y col., 2013) logrando una vida util mas larga de las capsulas (Holkem
y col., 2016). Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con otros trabajos
donde la adicién de protectores mejoran la conservacién microbiana a 4 °C o -20 °C
(Miao y col., 2008; Dianawati y col., 2012; Dimitrellou y col., 2016).

Las cdpsulas conservadas a temperatura ambiente solo mantuvieron la viabilidad
por encima del NMS hasta el dia 42 de experimento. Esta reduccién en la viabilidad
puede deberse probablemente a que el glicerol es una sustancia higroscépica, por lo
tanto, si el producto liofilizado no se almacena en condiciones de baja humedad, el
glicerol puede absorber el agua del ambiente, aumentar la actividad del agua para los
microorganismos y reducir su viabilidad. Dianawati y col. (2013) encontraron que el
uso de glicerol tenfa una tendencia a aumentar la actividad del agua en el producto
liofilizado y Kanmani y col. (2011) informaron que el glicerol tiene un menor efecto
protector durante el almacenamiento a TA. Por otro lado, la conservacién a temperatura
ambiente puede hacer que los microorganismos se encuentren metabolicamente activos
y emplear algunas sustancias que estén dentro de las capsulas como fuente de azucares.
Ademads podria ocurrir que se produjera una acumulacién de metabolitos producidos por

los microorganismos dentro de las cdpsulas resultando téxicos para los mismos
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(Jiménez y Pranteda, 2011). La tasa de inactivacion de microorganismos es mayor
cuanto mayor sea la actividad del agua y la temperatura de almacenamiento (Broeckx y
col., 2016).

En cuanto a la digestion gastrointestinal simulada los resultados obtenidos fueron
similares a los obtenidos para las Gly12,5X en los otros tipos de cépsulas. Las cepas de
Lactobacillus encapsulados tuvieron una mayor tasa de supervivencia que los
microorganismos no encapsulados con una pérdida de viabilidad de 1,07 log UFC/cap y
de 4,35 log respectivamente. Esto concuerda con lo visto para las Gly12,5X y otros
trabajos que informaron que las capsulas de matriz de alginato brindan proteccion frente
a la condiciones gastrointestinales (Chandramouli y col.,2004; Picot y Lacroid, 2004;
Mandal y col., 2014).

Las cepas probiodticas tuvieron mejor viabilidad al finalizar las dos horas de
exposicion géstrica comparada con las cepas sin encapsular, con una pérdida de
viabilidad de 1,45 y de 4,62 respectivamente. Esto resultados coinciden con los
obtenidos por Chandramouli y col. (2004) que informaron que la encapsulacién en
matriz de alginato mejor6 la viabilidad L. acidophilus frente a condiciones géstricas a
pH 2 en comparacién a su forma libre. Mandal y col. (2014) informaron resultados
similares para cepas de L. casei. También se observé una mayor supervivencia de
bifidobacterias inmovilizadas en alginato a pH dcido (Picot y Lacroix, 2004).

La concentracion de sales biliares, el tiempo de exposicion de los
microorganismos al JIS y las especies y cepas bacterianas influyen en la supervivencia
del probidtico a la accién del jugo intestinal (Dianawati y col., 2016). De Araijo
Etchepare y col. (2016) obtuvieron resultados similares a nuestro trabajo donde no
tuvieron disminucion de recuentos bacterianos durante el contacto con JIS. Esto
coincide con nuestro trabajo y podria resultar en que las cepas estudiadas en esta tesis
no sean afectadas por la presencia de sales biliares, por lo cual no se veria afectada su
viabilidad. Las cepas utilizadas en este trabajo fueron seleccionadas por su
supervivencia frente a las condiciones gastrointestinales simuladas realizada en trabajos
anteriores (Frizzo y col., 2006; Soto y col., 2005).

De los diferentes tipos de cdpsulas analizadas en esta tesis pudo determinarse que
las capsulas hechas con la técnica de concentracion por centrifugacion fue la tnica que
permitié alcanzar densidades celulares > 9 log (UFC / cédpsula). Otra ventaja de la
metodologia de concentracion es que es mds rapida que la metodologia de reincubaciéon

ya que no requiere tiempo de incubacién. Otra determinacidén importante es que la etapa
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de neutralizacion del medio de crecimiento antes de la centrifugacion genera una mayor
viabilidad bacteriana durante todo el tiempo. Este es un paso que genera altos beneficios
y es de bajo costo y no requiere mucho tiempo. Por otro lado, existe una interaccion
entre otros factores evaluados en este estudio: temperatura de almacenamiento,
recubrimiento de quitosano y tipo de crioprotector. La temperatura de almacenamiento
es un factor critico en el mantenimiento de la viabilidad. Solo a temperaturas de
refrigeracion y de congelacién ha sido posible mantener durante algin tiempo la
viabilidad por encima de 9 log (UFC/cépsula). En tales condiciones, la presencia de
glicerol como crioprotector ha mejorado la viabilidad bacteriana, pero el recubrimiento
con quitosano no generd beneficios. La propuesta para los ensayos posteriores fue la de
utilizar cépsulas no recubiertas porque el proceso de recubrimiento no influy6 en la
viabilidad bacteriana.

Es de destacar que lograr capsulas con una alta densidad bacteriana (mayor a 9 log
UFCl/cépsula) permitiria una dosificaciéon de 1 cdpsula/animal/d. Tener la dosis diaria en
una sola cdpsula reduciria la complejidad de administrar el in6culo probidtico a los
animales en el campo. Otro beneficio adicional es que las cdpsulas de alta densidad de
microorganismos permitirian una mayor supervivencia de las cepas frente a condiciones
gastrointestinales simuladas y esto ayudaria a alcanzar el colon en cantidades suficientes

para facilitar la colonizacion del tracto digestivo.

5.2. Evaluacion del efecto de microorganismos benéficos sobre la
performance y microbiota intestinal de terneros jévenes durante la

crianza convencional de terneros jovenes.

Los sistemas de produccién intensivos utilizados en las explotaciones lecheras
disminuyen el tiempo de lactancia en terneros provocando numerosas modificaciones en
el tracto gastrointestinal pudiendo, en algunos casos, ser responsables de los episodios
de diarrea (Eckert y col., 2015)

La generacion de cepas resistentes a rifampicina fue utilizadacon éxito en otros
trabajos con animales de abasto (Frizzo y col., 2011; Blajman y col., 2015) siendo
importante para el monitoreo de las cepas probidticas en este estudio. En nuestro

experimento, no se observé crecimiento de la microbiota lactica intestinal en MRSrif.
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Esta inhibicién del crecimiento de la microbiota lactica autoctona por parte de la
rifampicina permitié rastrear el indculo utilizado..

El in6culo administrado en cdpsulas liofilizadas soporté las condiciones adversas
del abomaso y de la porcién proximal del intestino colonizando las porciones
posteriores del mismo lo cual es una propiedad importante para los microorganismos
con potencial probidtico (Rogelj y col., 2002). Por lo tanto, las cdpsulas desarrolladas en
este trabajo resultan vehiculos adecuados para que los microorganismos probidticos
lleguen viables a su sitio de accion.

La microbiota lactica de los terneros al iniciar el ensayo era similar en ambos
grupos y se encontraba en valores normales para la edad de los terneros. Los recuentos
de la microbiota lactica fueron disminuyendo a lo largo del ensayo como normalmente
sucede en los terneros en crecimiento.

La poblacién de coliformes al inico del estudio presentaba valores similares en
ambos grupos, encontrandoce dentro de valores normales para la edad de los animales.
Estos valores ueron disminuyendo a lo largo del ensayo como sucede normalmente en
los animales en crecimiento.

Los terneros nacen con el tracto gastrointestinal estéril y los microorganismos se
introducen durante el parto, a partir de la microbiota fecal, vaginal e intestinal. Durante
la primera semana de vida la comunidad microbiana experimenta cambios dindmicos
con aumento de la poblacion de bacterias benéficas como los Lactobacillus y
Bifidobacterium (Agazzi y col., 2014) y de bacterias productoras de diarrea como los
coliformes. La aparicién de diarrea en los terneros se ha relacionado con una
disminucién de la flora beneficiosa y un aumento de la poblacién de coliformes en las
heces (Torrezan y col., 2016). Los microorganismos probidticos podrian suprimir el
crecimiento de coliformes, reduciendo la incidencia de enfermedades diarreicas. Para
disminuir las enfermedades diarreicas durante la crianza artificial de los terneros resulta
importante optimizar la microbiota entérica aumentando el nimero de microorganismos
potencialmente beneficiosos (Uyeno y col., 2013).

La forma de administrar los probidticos a los terneros puede tener influencia en la
recuperacion de los mismos en materia fecal. Los microorganismos probidticos pueden
ser administrados a los terneros como células activas, por ejemplo a través de leches
fermentadas, o en una forma inactiva, por ejemplo secadas por pulverizacién o

generalmente liofilizado (Fasoli y col., 2003). Una ventaja que presenta la alimentacioén
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de probidticos en forma inactiva (liofilizado) frente a la administracion en forma activa
(leche fermentada) es el menor volumen de administracién (Geigerova y col., 2016).

En este estudio pudo observarse que la recuperacién del inéculo probidtico fue
mayor en las primeras dos semanas del estudio y posteriormente se recuperé en menor
nimero hasta finalizar el ensayo. El mayor porcentaje de recuperacion se alcanzo6 a los
14 dias de ensayo. En un estudio realizado por Soto y col. (2014) donde administraron
el mismo indculo de cepas activas de Lactobacillus, en leche fermentada durante tres
semanas, obtuvieron una tasa de recuperacion de 5,11 % durante la primera semana.
Este resultado es similar al obtenido en este trabajo en la primera semana, donde el
porcentaje de recuperacion fue del 3,13%. Sin embargo, en la segunda y tercera semana
en el trabajo llevado a cabo por Soto y col. (2014) los porcentajes de recuperacion
fueron superiores, siendo de 23,29 % y de 41,86 % respectivamente, a los obtenidos en
la primera semana. Estos resultados estdn en contraste con los obtenidos en esta tesis ya
que los porcentajes de recuperacion del inéculo probidtico fue de 4,27 y 0,87 % en la
segunada y tercer semana respectivamente. Estas diferencias posiblemente se deban a
que en nuestro ensayo las bacterias probidticas fueron administradas de forma inactiva
(liofilizadas) mientras que en el otro ensayo los microorganismos se encontraban
activos.

Geigerova y col. (2016) evaluaron la forma de administracién de bifidobacterias
en terneros. Por un lado administraron bifidobacterias activas, en leche fermentada, y
por otro, cepas inactivas secadas mediante liofilizacion. Ellos encontraron que cuando
las bacterias se administraban en forma activa se obtenian recuentos mds altos en la
materia fecal a partir del dia 14 de tratamiento. Por otro lado, la administracién de
bacterias en forma inactiva alcanzaba valores similares a partir del dia 21 de ensayo.
Probablemente esta diferencia se deba a que las bacterias liofilizadas necesitan tiempo
para volverse activas en el intestino. Ademds, la viabilidad de las bacterias secas
también depende del método utilizado para su rehidratacién (Champagne y col., 2010).

Ademais de la forma de administracién de los probidticos, hay otros parametros,
tales como la intensificaciéon del sistema de crianza, la composicion de la dieta y las
practicas de alimentacién, que también pueden influir en el equilibrio microbiano y la
supervivencia de las bacterias probidticas administradas en el tracto gastrointestinal
(Simpson y col., 2002; Chaucheyras-Durand y Durand, 2010). Todo esto afecta la
capacidad para sobrevivir de los probidticos después de la administracion. BuneSova y

col. (2015) evaluaron la utilizacién de probidticos con diferentes tipos de alimentacidén
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(dieta a base de leche y dieta mixta) y diferentes sistemas de crianza (intensivo y
extensivo). Ellos encontraron que los terneros alimentados unicamente con leche
tuvieron recuentos de Lactobacillus vy bifidobacterias mds altos que terneros
alimentados con una dieta mixta, sobre todo aquellos terneros que se alimentan a través
de la succidén de los pezones de sus madres consumiendo mayor cantidad de leche que
los terneros en estaca, favoreciendo esto el aumento de los recuentos de bacterias
benéficas (Vlkova y col., (2008). En cuanto al tipo de sistema Vlkova y col. (2008)
encontraron que en los terneros criados de manera intensiva la recuperacion de
probidtico fue significativamente inferior al grupo criado de forma extensiva. Los
resultados de recuperacion en nuestro estudio fueron similares a los recuperados en las
primeras semanas del ensayo de Bunesova y col. (2015) lo cual puede ser atribuido al
mayor estrés que sufren los animales en los sistemas de cria intensivos. El estrés puede
inducir alteraciones significativas en la microbiota gastrointestinal, incluyendo una
disminucién en las bacterias beneficiosas y un aumento de microorganismos
potencialmente patdgenos (Hawrelak y Myers, 2004), alteracién de la motilidad y
secreciones del tracto gastrointestinal (inhibicién de la liberacion del acido géstrico,
aumento de la produccién de bicarbonato intestinal). Estos cambios pueden resultar en
un entorno intestinal menos propicio para la supervivencia, la adherencia y
multiplicacion de las cepas de Lactobacillus.

Uno de los objetivos de la crianza artificial de terneros es el rdpido pasaje de una
dieta liquida (lactea) a una dieta s6lida (alimento balanceado y forrajes). Cuanto antes se
introduzca el alimento sélido para los terneros mds rapido serd la transicion de pre-
rumiante a rumiante. La ingestiéon de alimentos sélidos de manera precoz (grano y/o
forraje) asegura un normal desarrollo de los pre estomagos y de las papilas absortivas.
En este ensayo, el consumo de leche fue administrado de forma similar y constante en
todos los terneros para estimular el rapido consumo de concentrado. Sin embargo no
pudo observarse un incremento precoz del consumo o un aumento del mismo entre
ambos grupos. Una importante ingestion de concentrado fue vista a lo largo del ensayo
que permitiria eliminar el sustituto lacteo de la dieta, parcial o totalmente, al finalizar la
cuarta semana. Sin embargo, la contribucién nutricional del concentrado al ternero
durante los primeros 14 d de vida es baja, siendo la dieta liquida la principal fuente
nutricional del animal para el mantenimiento y el crecimiento. El concentrado pasa a
tener una contribucién més expresiva cuando el animal presenta consumo de al menos

450g al dia. Algunos autores afirman que monitorear el consumo de concentrado
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durante la crianza artificial es un manejo importante para determinar la edad del
desleche y recomiendan que el consumo de al menos 1 kg/dia antes del mismo, para
asegurar un crecimiento continuo y sin perjuicios sobre el animal (Stamey y col., 2012;
Torrezan y col., 2016). Ademas una temprana eliminacion del suministro de dieta
liquida (leche) llevara a una disminucién de los costos de produccién, siempre que los
terneros tengan acceso a la alimentacién de concentrado en cantidad y calidad
suficientes para evitar pérdidas de rendimiento. Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que alimentar con mds leche durante la fase de pre-destete promueve un
mayor desarrollo de la glandula mamaria y, en consecuencia, un mayor potencial de
produccioén de leche de las futuras vacas (Moallem y col., 2010; Rincker y col., 2011).

Las mediciones corporales (peso, altura de la cruz y perimetro tordcico) son
facilmente evaluadas y de extrema importancia para el sistema de cria artificial de
terneros, ademads, son buenos indicadores de fallas de manejo, sea alimentario, sanitario
o de mano de obra. Las medidas corporales permiten a los establecimientos tamberos el
seguimiento del crecimiento de los animales para el éxito del programa de crianza y, de
necesario realizar ajustes en el manejo. En este experimento, los valores obtenidos de
las medidas corporales no tuvieron diferencias entre ambos grupos. Los terneros
mostraron aumentos de peso sostenido y continuo a partir de la primera semana de
estudio y no hubo disminucién del mismo a lo largo del ensayo. Esto se debe a que los
animales ya habian superado los factores estresantes de la crianza artificial como el
transporte, la separacion de sus madres y el acostumbramiento a su nuevo hogar. Este
desarrollo del peso a lo largo del experimento suele ser habitual para esta etapa de
crecimiento y desarrollo de los animales.

Algunos autores que utilizaron preparados probidticos, durante la crianza artificial
de terneros, tampoco observaron diferencias en el peso vivo de los animales entre los
animales del grupo tratado y el grupo control (Mokhber-Dezfouli y col., 2007, Torrezan
y col., 2016). En cuanto a la altura de la cruz y perimetro tordcico, algunos autores que
utilizaron diferentes preparados probidticos obtuvieron valores similares a los obtenidos
en este trabajo y tampoco observaron diferencias significativas entre el grupo tratado y
el grupo control (Jenny y col., 1991; Frizzo y col., 2010; Riddell y col., 2010).

La utilizaciéon de técnicas moleculares permite el estudio de las bacterias no
cultivables sin las presiones selectivas inherentes a los métodos basados en cultivos
tradicionales. El desarrollo de la microbiota predominante del intestino de los terneros

que fueron suplementados con L. casei DSPV 318T y L plantarum DSPV 354T fue
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examinado usando DGGE. En este ensayo, terneros de la misma edad, criados en las
mismas condiciones, presentaron diferentes patrones de bandas, lo que sugiere que
factores especificos del hospedador son importantes en el establecimiento de la
comunidad bacteriana del TGI.

Un total de 24 bandas fueron analizadas. Los perfiles de DGGE obtenidos de
ampliaciones de la regiéon V3 del ADNr 16S mostraron el desarrollo de la comunidad
bacteriana e hicieron hincapié en una gran diversidad bacteriana en las heces de los
terneros en el tiempo 0. En nuestro pais, en la produccion de bovinos de leche, es muy
comun que los terneros recién nacidos pasen los primeros dias de vida junto a sus
madres y otros terneros en corrales de preparto que suele ser utilizado continuamente
para las pariciones. Este ambiente alberga una alta carga de microorganismos, por lo
cual los animales pueden adquirir una mayor flora microbiana lo que podria explicar el
gran ndmero de bandas en el gel de tiempo 0.

Lukas, y col. (2007) determinaron la presencia de una alta inestabilidad de la
comunidad bacteriana intestinal en los primeros dias de vida. Muchas bandas
dominantes desaparecieron después de unos pocos dias y fueron sustituidas por otras
bandas. Algo similar se puede observar en nuestro trabajo donde bandas dominantes en
los geles del tiempo 0 no se encuentran en el siguiente gel. Es sabido que la microbiota
intestinal de los animales se vuelve mas compleja a medida que estos crecen (Danzeisen
y col., 2011). En este ensayo, el nimero de bandas aumenté del dia uno al dia 51 lo cual
puede atribuirse a una microbiota estable en el TGI de los terneros (Gong y col., 2002).

Sélo unas pocas secuencias pudieron ser identificadas a nivel de especie. La
mayoria pudo ser clasificada a nivel de género, familia u orden. Las bacterias
identificadas fueron predominantemente, por un lado, especies de bacterias benéficas
capaces de degradar la celulosa como los Rominococcus 'y, por otro lado,
potencialmente patdgenas de Clostridium. Ademds, algunos fragmentos alinearon con
especies de los géneros Escherichia, de particular interés debido a la aparicién de cepas
patdgenas de E. coli con la capacidad de colonizar simultineamente el TGI de seres
humanos y animales de consumo (Mora y col.,, 2010). Ademds, se evidencié la
presencia de una alta proporcion de bacterias no cultivables. Es interesante observar que
nuestros resultados estdn de acuerdo con estudios previos. Blajman y col. (2017)
reportaron que la mayoria de los clones de las secuencias estaban estrechamente

relacionados con bacterias no cultivables.
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La diversidad microbiana intestinal se asocia con cambios en la dieta (Maslowski
y Mackay, 2011); sin embargo, la densidad bacteriana total parece no estar influenciada.
Se ha demostrado que los tratamientos con antibidticos reducen la poblacién bacteriana
total y luego elevan las especies bacterianas resistentes a los antibidticos (Ubeda y col.,
2010); también disminuyen algunas bacterias beneficiosas que pertenecen a las familias
Ruminococcaceae y Lachnospiraceae, que producen butirato para el metabolismo
energético del huésped (Dethlefsen y Relman, 2011). Por lo tanto, el mantenimiento de
la densidad bacteriana estable a lo largo del TGI podria ser crucial para que el huésped
mantenga la fermentacion microbiana y la proteccién contra cualquier invasion
patégena.

En nuestro estudio se ha administrado la misma dieta a ambos grupos y no se ha
administrado antibidticos por lo que la diferencia en los perfiles entre el G-C y G-P
puede deberse a la administracién de los microorganismos probidticos. La principal
diferencia observada en este estudio es un aumento de Lactobacillus potencialmente
benéficos en el tracto gastrointestinal de los terneros de 51 dias de vida. Estos resultados
pueden atribuirse a la modulacién de la microbiota por la suplementacion del
probidtico. Cuando la poblacion de bacterias benéficas como Lactobacillus es
comparativamente mas baja que las de bacterias potencialmente patégenas como
Clostridium o E. coli, es necesario intervenir para mejorar la salud intestinal. Los
hallazgos obtenidos en esta tesis sugieren que la administracién de probidticos de
manera temprana puede tener un impacto directo en el desarrollo de la microbiota
intestinal en los terneros jovenes.

Otra alternativa, como la administracion de prebidticos junto a los probidticos
encapsulados, puede resultar interesante, para aumentar los recuentos de estas bacterias
benéficas, y ser probadas en futuros trabajos. Heinrichs y col. (2003) probaron, con el
fin de aumentar el recuento de bacterias beneficiosas en el tracto gastrointestinal de los
terneros el uso de prebidticos. La adicion de prebidticos podria modificar la microbiota
intestinal, aumentando el recuento de bacterias beneficiosas en el tracto gastrointestinal
(Heinrichs y col., 2003). Liu y col. (2008) encontraron que la administracion de
prebidtico aumenta el nimero de Lactobacillus y reduce el nimero de E. coli en las

heces.
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5.3. Generacion del modelo experimental de infeccion por Campylobacter

jejuni en terneros jovenes.

5.3.1. Inhibicién in vitro

En este trabajo se evalu6 si las cepas L. casei DSPV 318T vy L. plantarum DSPV
354T inhibian el crecimiento de C. jejuni NCTC 11168. Se evalu6 si la produccién de
acidos organicos por parte de estas cepas de Lactobacillus inhibia el crecimiento de este
patégeno. Es reconocido que uno de los posibles mecanismos por el cual las BAL
restringen el crecimiento de microorganismos patégenos es su capacidad de producir
metabolitos inhibidores como los &cidos organicos (Kobierecka y col., 2017).
Chaveerach y col. (2004) determinaron en estudios in vitro que la produccién de acidos
orgénicos por BAL poseen efecto bactericida contra C. jejuni. El 4cido lactico inhibe el
crecimiento de varios microorganismos incluidas las bacterias patdégenas (Neal-
McKinney y col.,, 2012). En nuestro estudio pudo observarse que las cepas de
Lactobacillus produjeron inhibicién de la cepa de Campylobacter jejuni NCTC 11168
in vitro, siendo la causa de la inhibicién la presencia de dcido orgdnicos. Kobierecka y
col. (2017) reportaron resultados similares in vitro adjudicando esta inhibicion a la
produccioén de écido lactico.

Debido a la propiedad de los acidos orgdnicos para inhibir el crecimiento de
microorganismos patégenos algunos estudios han incorporado 4cido lactico en el agua
potable de los animales y han reducido con éxito la contaminacién por Salmonella y
Campylobacter, pero tuvieron efectos secundarios como la reduccién del consumo de
agua y alimento (Byrd y col., 2001). También es bien sabido que los 4dcidos orgédnicos
son amortiguados por la alimentacién y son menos eficientes en el intestino (Tareb y
col., 2013).

Tareb y col., (2013) realizaron un estudio con dos cepas de Lactobacillus y
determinaron que la coagregacién con las cepas de Campylobacter puede ser un
mecanismo mads eficaz en el control de este patégeno. El fendmeno de coagregacion
reduce las distancias célula-célula entre los probidticos y los patégenos, aumentando la
eficacia de los metabolitos antimicrobianos producidos por los probidticos viables
(4cidos orgénicos, bacteriocinas, entre otros) (Tarebb y col., 2013).

Ademads de la produccién de dcidos orgdnicos, la actividad antimicrobiana de las
bacterias probidticas contra los patégenos se puede llevar a cabo por la produccién de

otras sustancias como perdxido de hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas (Ouwehand y
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Vesterlund, 2004). Schillinger y Lucke (1989) informaron que las bacteriocinas
producidas por los probidticos tienen actividad de inhibicidn especifica contra bacterias
gram-negativas, incluidas Campylobacter sp., que son mds sensibles a los acidos
organicos. (Ghareeb y col., 2012).

Otro mecanismo por el cual las BAL pueden contrarrestar la infeccion por
Campylobacter es la autoagregacion, que es una propiedad que permite la formacién de
biofilms en el tracto intestinal que contribuye, como barrera fisico-quimica, a la
preservacion de la pared del intestino, junto con la estimulacion del sistema inmune
(Jankovic y col., 2003; Castagliuolo y col., 2005; Voltan y col., 2007; Turpin y col.,
2010) y a la proteccién contra la colonizacion de bacterias patégenas (Collado y col .,
2007; Collado y col., 2008; Tareb y col., 2013). Ademads, las bacterias con un alto
potencial de autoagregacion colonizardn mdas ficilmente los tractos intestinal (Tareb y
col., 2013)

En nuestro estudio in vitro la produccion de &4cidos orgénicos ha sido el
mecanismo por el cual las cepas de Lactobacillus producen la inhibiciéon de

Campylobacter NCTC 11168.

5.3.2. Modelo de infeccion de Campylobacter.

El desarrollo de modelos de infeccion de patdégenos en animales resulta
interesante para conocer el comportamiento de la infeccién en los mismos y de esta
forma desarrollar futuros experimentos.

La ausencia de signos clinicos en los primeros 5 dias de ensayo puso en evidencia
el buen estado de salud de los terneros antes de la infeccion experimental. Luego de la
inoculacién con el patégeno, todos los animales, de ambos grupos infectados, mostraron
al menos un signo de enfermedad. A pesar de los signos manifiestos de enfermedad los
animales permanecieron alertas y con un buen estado mental durante todo el ensayo.

Los resultados obtenidos en el experimento indican que los terneros criados
artificialmente fueron susceptibles a la infeccién por C. jejuni NCTC 11168. Esta cepa
fue capaz de producir fiebre en todos los animales de ambos grupos infectados por el
patégeno. Sin embargo no fue capaz de producir cambio en la consistencia de la materia
fecal. El periodo de incubacién para la infeccién por C. jejuni NCTC 11168 estuvo en 5
dias y se observé un aumento de temperatura por encima de 40,5 °C en todos los

animales de los grupos infectados con el patégeno, con una duracién de 1 dia. La
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ausencia de diarrea y el corto periodo de fiebre puede deberse a la baja virulencia de
esta cepa de Campylobacter.

C. jejuni se aislo de las heces de los animales inoculados en los dos grupos
infectados, pero no se recuperd constantemente en todos los animales en todos los dias
donde se realiz6 el muestreo. Al-Mashat y Taylor (1980) reportaron que la recuperacion
de Campylobacter no fue constante atribuyendo esto a la utilizacion de medios no
selectivos en el aislamiento de este microorganismo o al transcurso de un largo tiempo
entre la toma de la muestra y su procesamiento. Morishita y col. (1997) realizaron un
ensayo donde infectaron pollos con C. jejuni y observo una eliminacion intermitente de
este patogeno. Este desprendimiento ciclico puede estar relacionado con la afinidad de
C. jejuni por asociarse con el moco dentro del tracto intestinal, asocidndose la
recuperacion de este microorganismo con la motilidad y la eliminacién del moco en el
tracto intestinal (Beery y col., 1988). La utilizacion de medios selectivos y el
procesamiento inmediato (pocos minutos) de las muestras en este estudio podrian

indicar una eliminacién intermitente del patégeno por parte de los animales.

5.4. Evaluacion del efecto de microorganismos benéficos sobre terneros
jovenes infectados con Campylobacter jejuni.

Dado el aumento continuo de la incidencia de campilobacteriosis humana
adquirida por el consumo de carne contaminada y el aumento de la resistencia de C.
Jejuni a los antibidticos (Kassem y col., 2016), nuevos métodos de control para reducir
la colonizacién y/o la contaminacién son deseables (Ganan y col., 2012). Las bacterias
del 4cido l4ctico pueden reducir el riesgo de infeccidn por patdgenos transmitidos por
los alimentos en el intestino (Saint-Cyr y col., 2017).

La campilobacteriosis humana se encuentra asociada principalmente con las aves
de corral (Klein-Jobstl y col., 2016), sin embargo diferentes estudios enfatizaron el
papel del ganado bovino en la transmision de Campylobacter al humano. Después de las
aves de corral, los bovinos se asociaron frecuentemente con infecciones humanas
(Wilson y col., 2009; Haan y col., 2010; Mughini Gras y col., 2012; Begum y col.,
2015). Se estima que alrededor del 70,9% de los casos humanos se atribuyeron a pollos,
el 19,3% a bovinos y el 8,6% a perros (Kittl y col., 2013). La manipulacién o el
consumo de carne poco cocida o contaminada se considera como la fuente mds

importante de infeccion de Campylobacter spp. (Acke y col., 2011). La contaminacion
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de la superficie de las canales durante el proceso de sacrificio representa un importante
problema de salud publica debido al riesgo de transmision de patégenos a los humanos.
Un nivel mds bajo de C. jejuni a nivel de los sistemas primarios de produccién puede
mejorar la calidad de la carne bovina, reduciendo el impacto en la salud del consumidor.
El uso de probidticos y prebidticos, combinado con estrategias de bioseguridad en los
establecimientos de cria y engorde de bovinos junto a medidas higiénicas en la matanza,
puede representar una herramienta importante para controlar la carga de C. jejuni
(Gaggia y col., 2011; Saint-Cyr y col., 2017).

En este trabajo, se utilizaron dos cepas probidticas de Lactobacillus teniendo en
cuenta los resultados in vitro que mostraron que estas cepas inhibian el crecimiento de
C. jejuni NCTC 11168. La cantidad de Campylobacter utilizada en este ensayo fue
adecuada debido a que el objetivo era evaluar el efecto probidtico del indculo
administrado, por lo que todos los animales debian infectarse con el patégeno. Por lo
tanto se utilizé la dosis en la cual C. jejuni NCTC 11168 fue eliminado en la materia
fecal de los terneros en mayor cantidad en el modelo de infeccién desarrollado en esta
tesis.

La ausencia de signos clinicos durante los primeros 7 dias del experimento puso
en evidencia el buen estado de salud de los terneros antes de la infeccion experimental.
Luego de la administracién del patégeno, todos los animales del G-C10 mostraron al
menos 1 signo de enfermedad mientras que los terneros del G-P solamente un animal
mostrd sintomas. El periodo de incubacién para la infeccion por C. jejuni NCTC 11168
estuvo en 6 dias en el G-CP dias y se observé un aumento de temperatura por encima de
40,5 °C en todos los animales del grupo con una duracién de 1 dia. A pesar de los signos
manifiestos de enfermedad los animales permanecieron alertas y con un buen estado
mental durante todo el ensayo.

La administracion del indculo de probidtico no ha sido eficiente para contrarrestar
la infeccidn por la cepa de C. jejuni NCTC 11168 para la concentracion administrada.
Aunque el tratamiento probidtico no pudo evitar la colonizacién por el patégeno, fue
evidente que el in6culo modifico la respuesta de los animales ante el accionar del
patégeno debido a la menor recuperacion del patégeno en los primeros dias del ensayo y
a la menor temperatura corporal observada en los terneros del grupo probiético.

Los estudios que investigan los probidticos han mostrado grandes discrepancias
en términos de reduccién de la carga de Campylobacter intestinal. Por un lado algunos

investigadores han informado que las bacterias probidticas no siempre disminuyen
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significativamente la colonizacion del patégeno (Wine y col., 2009; Hermans y col.,
2010; Robyn y col. 2013; Epps y col., 2015; Thomrongsuwannakij y col., 2016). Stern y
col. (2008) realizaron un ensayo donde administraron microorganismos antagonistas de
Campylobacter capaces de producir bacteriocinas y no obtuvieron una reduccion
significativa de éste patogeno. Estos autores han manifestado que C. jejuni habita en las
criptas de Lieberkiihn, en las profundidades de las vellosidades intestinales. En este
nicho la flora competidora con C. jejuni es limitada y se debe en parte a los nutrientes
unicos que se explotan alli y a la atmdsfera microaerobia, a la que Campylobacter spp.
estdn adaptados. Esto podria explicar la falta de diferencia significativa entre los grupos
en las dltimas semanas de nuestro ensayo. Los microorganismos probidticos podrian
haber quedado excluidos de ese nicho por lo que tuvieron una influencia limitada en la
colonizacién de C. jejuni. Por otro lado, en las udltimas 2 décadas, han aumentado los
estudios que evidencian un posible papel de los probidticos en la prevencion del
desprendimiento de C. jejuni a nivel de la produccién primaria (Ghareeb y col., 2012;
Gharib Naseri y col., 2012; Robyn y col., 2013; Nishiyama y col., 2014; Cean y col.,
2015). Sin embargo, sigue siendo poca la informacién disponible sobre el efecto
antimicrobiano de microorganismos probidticos y su eficacia en la colonizacién de C.
Jejuni en los animales de abasto siendo la mayoria de los trabajos in vivo en pollos
parrilleros.

Los microorganismos probidticos que mds se han estudiado para reducir la
prevalencia de Campylobacter en animales de abasto han sido los Lactobacillus,
Bacillus y Enterococcus (Johnson y col., 2017). Se han sugerido varios mecanismos
para la inhibicién de patégenos; por ejemplo, algunos productos metabdlicos de
lactobacilos, como el dcido lactico y/o las bacteriocinas, pueden inhibir el crecimiento
de bacterias patogenas (Servin y col., 2004), mientras que otros productos pueden
mejorar la respuesta inmune sistemdtica, activando la actividad de los macréfagos
(Campana y col., 2012).

Algunos investigadores redujeron la carga de Campylobacter utilizando
probidticos cuyo mecanismo de accidon fue la produccion de metabolitos
antibacterianos, principalmente productos dcidos, y probablemente a través de
sustancias proteicas especificas no identificadas (Chaveerach y col., 2004; Santini y
col., 2010; Marianelli y col., 2010;). Debido a que las cepas estudiadas en este trabajo
inhibieron in vitro, por produccién de 4cidos orgénicos, la cepa de C. jejuni NCTC

11168, probablemente este mecanismo sea el responsable de la disminucién de los
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recuentos de este patdégeno en los terneros en los primeros dias pos-inoculacion. Sin
embargo, algunos investigadores han manifestado que la actividad antimicrobiana de las
cepas de acido lactico es multifactorial existiendo la posibilidad de que los mecanismos
que subyacen a la actividad de Lactobacillus contra Campylobacter implican tanto
cepas productoras de dcido lactico como de otras sustancias que actian sinérgicamente,
o a través de la coagregacién o autoagregacion. Por este motivo no se descarta en
nuestro trabajo que otro mecanismo producido por estas cepas de Lactobacillus puedan
intervenir en la inhibicién del microorganismo patdgeno.

Algunos estudios han informado previamente una coagregacion entre C. jejuni y
algunas especies de Lactobacillus (Tareb y col., 2013). Los experimentos in vitro
demostraron que la presencia de probidticos puede conducir a la coagregacién con C.
Jejuni y la inhibicién de la adhesion del este dltimo a las células epiteliales humanas. La
capacidad de las bacterias probidticas para provocar la agregacion (o coagregacion) de
C. jejuni e inhibir su unién a las células hospedadoras puede funcionar de forma
sinérgica con otros factores antibacterianos. Lehri y col., (2017) demostraron que una
acidificacion del ambiente causada por Lactobacillus fermentum representd un fuerte
factor antibacteriano y que la coagulacién puede ayudar adicionalmente en la acciéon
antagonista de los Lactobacillus al reducir la distancia entre las células probidticas y el
patégeno (Tareb y col., 2013).

Varios estudios han utilizado bacteriocinas para controlar la colonizacién de
Campylobacter en aves de corral (Stern y col., 2006, Santini y col., 2010, Ghareeb y
col., 2012, Gharib Naseri y col., 2012, Robyn y col., 2013, Nishiyama y col., 2014), En
el tracto digestivo del pollo, las bacteriocinas son producidas por las BAL tales como
Lactococcus, Lactobacillus y Pediococcus. Estos son péptidos sintetizados
ribosémicamente con un rango variable de actividad antimicrobiana. Pueden ser activos
contra un amplio o estrecho espectro de bacterias, por lo que pueden ser seleccionados
para matar a un patégeno particular sin alterar la microflora del animal. La mayoria de
las bacteriocinas forman poros en la membrana externa de bacterias susceptibles,
permitiendo la entrada de iones inorgénicos, o crean trastornos en la estructura y sintesis
de las paredes celulares, lo que lleva en ambos casos a la muerte bacteriana (Svetoch y
Stern 2010). Actualmente, se han purificado pocas bacteriocinas con actividad anti-
Campylobacter. La mayoria de las cepas productoras se han aislado de pollos
parrilleros. Stern y col., 2006 purificaron dos bacteriocinas y las administraron en un

ensayo in vivo con pollos parrilleros y lograron una reduccion significativa de los

Péagina | 128



Astesana, D M (2017)

recuentos de C. jejuni comparados el grupo control (de 4 a 5 loglO0 UFC/g de
diferencia). Sin embargo cuando administraron las cepas productoras de bacteriocinas a
los animales no observaron diferencias entre el grupo tratado y el grupo control.
Svetoch y col., (2008) también administraron una bacteriocina purificada a pollos
parrilleros en el agua de bebida y lograron una disminucion significativa de los
recuentos de C. jejuni entre el grupo tratado y el grupo control. Los estudios descritos
anteriormente sugieren que las bacteriocinas anti-Campylobacter purificadas son una
forma generalmente mads eficiente de disminuir la carga intestinal de los pollos que las
cepas probidticas. Esto podria deberse al hecho de que las bacteriocinas producidas por
las cepas probidticas administradas estdn presentes en menor concentracion en
comparacion con las bacteriocinas administradas directamente (Meunier y col., 2016).

Helmy y col. (2017) demostraron que el tratamiento de pollos con probidticos
result6 en un 70 % menos de pollos que liberan C. jejuni en comparacion con los pollos
de control a los 40 dias de edad. En general, el nimero de aves que liberaron C. jejuni
fue significativamente mayor en el grupo de control a lo largo de la vida de produccién
de los pollos de engorde. Helmy y col. (2017) pudieron observar que después de la
inoculacién oral, C. jejuni no se verti6 en las heces hasta el segundo dia después de la
exposicion, siendo esto similar a lo ocurrido a nuestro experimento.

Los resultados de la flora lactica, de E. coli y levaduras de los terneros al iniciar el
ensayo eran similares entre ambos grupos y se encontraban en valores normales para la
edad de los terneros. Anadén y col. (2006) proponen que la poblacién de Lactobacillus
en intestino estd entre 10’ y 108 UFC/g. Estos valores se pudieron observar en los
diferentes grupos de nuestro estudio. En todos los terneros de nuestro ensayo pudo
observarse que la poblacion de Lactobacillus, E. coli y levaduras disminuy6 de forma
constante a lo largo del ensayo. La administracion del patégeno y de las cepas
probidticas no evidencié una modificacion de las poblaciones de Lactobacillus y E. coli
en los diferentes grupos. Es decir, que los terneros en un sistema de crianza artificial,
alimentados con sustituto lacteos, fueron disminuyendo la poblacién de Lactobacillus a
medida que crecieron. Ozawa y col. (1983) observaron que la poblacién de
Lactobacillus disminuye con la utilizacién de una dieta que contiene antibidticos y que
la administracion periddica de BAL conlleva a la estabilizacion de esta poblacion en los
terneros.

Sin embargo, se observé en este estudio que la poblacién de levaduras se modificd

debido a la administracién del probidtico. Ozawa y col. (1983) observaron que la
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administracion de BAL produjo una disminucién de la poblacion de levaduras, de igual
manera a lo que ocurrié en nuestro estudio. La suplementacién con levaduras vivas ha
demostrado ser util para mejorar la resistencia a enfermedades y la eficacia productiva
(Cole y col., 1992). Esta poblacion podria tener un efecto sobre las otras poblaciones,
debido a componentes de pared de la levadura o a un efecto directo de la levadura viva
evitando el establecimiento de bacterias patdégenas y los efectos de los metabolitos
toxicos producidos por ellas (Frizzo y col, 2007).

Por otro lado, aunque la infeccién por C. jejuni rara vez causa enfermedad clinica
en aves de corral, Lam y col., (1992) reportaron una reducciéon de peso en aves
infectados C. jejuni, por lo que la reduccién de este patdgeno, tendrd efectos
beneficiosos para las aves de corral a nivel de produccién (Morishita y col., 1997). Ha
sido demostrado por otros autores (Abe y col., 1995, Timmerman y col., 2005) que la
administracion de probidticos protege contra la enfermedad causada por bacterias
patégenas. En este caso, la administracién de dos cepas de Lactobacillus fue capaz de
evitar la aparicion de fiebre en los terneros y de disminuir los recuentos de C. jejuni
NCTC 11168 en los primeros dias del experimento. Estos resultados obtenidos, hacen
suponer la posibilidad de que la administracién del indculo probidtico sea efectiva como
herramienta profilactica en el control de los patégenos. Esto fue observado en varios
estudios que vieron disminuida la cantidad de Campylobacter en el intestino de
animales luego de la administraciéon de microorganismos probidticos (Ghareeb y col.,
2012; Gharib Naseri y col., 2012; Robyn y col., 2013; Nishiyama y col., 2014; Cean y
col., 2015).

El peso corporal es un pardmetro facilmente evaluable y de extrema importancia
para el sistema de cria artificial de terneros, ademads, es un buen indicador de fallas de
manejo, ya sea alimentario, sanitario o del personal. El peso corporal permite a los
establecimientos tamberos el seguimiento del crecimiento de los animales para el éxito
del programa de crianza y de ser necesario realizar ajustes en el manejo. En este
experimento estas medidas no tuvieron diferencias entre ambos grupos. Los terneros
mostraron aumentos de peso sostenido y continuo a partir de la primera semana de
experimento y no hubo disminucién del mismo a lo largo del ensayo. Esto se debe a que
los animales ya habian superado los factores estresantes de la crianza artificial como el
transporte, la separaciéon de sus madres y el acostumbramiento a su nuevo hogar. Este
desarrollo del peso a lo largo del experimento suele ser habitual para esta etapa de

crecimiento y desarrollo de los animales.
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Inglis y col, (2003) informaron que los animales de consumo se infectan por el
ambiente contaminado y que la transmisién horizontal fue la via de transmisién mds
probable para los animales. En estos casos, se podria estimar que la infeccién por C.
Jjejuni podria ocurrir tan pronto como el primer dia que entre en contacto con el
ambiente contaminado (pudiendo ser el primer dia de vida). Por lo tanto, es importante
intentar establecer una flora con microorganismos benéficos, que evite o disminuya la
colonizacién de C. jejuni, tan pronto como sea posible.

Si bien la reduccion de C. jejuni por parte de las cepas probidticas utilizadas en
este ensayo solo tuvo efecto en los primeros dias post infeccidn, estos microorganismos
pueden usarse para reducir la carga de C, jejuni. Nuevos estudios deberian llevarse a
cabo para mejorar el accionar de los mismos y podrian combinarse con otras cepas
probidticas que posean diferentes mecanismos de accidn sobre este patégeno. De esta
forma se tendria una carga reducida de Campylobacter 1o que conducird a una menor
contaminaciéon de la canal y un mejor producto de calidad microbiolégica para el
consumidor.

Los valores de glébulos rojos, hemoglobina y hematocrito permanecieron dentro
de los valores normales en los 3 grupos a lo largo de toda la experiencia y no se
observaron diferencias entre los diferentes grupos.

No se observaron diferencias entre los tres grupos experimentales en las
respuestas inmunoldgicas a lo largo de la experiencia a pesar de la infeccidén. Los
valores de la serie leucocitica estuvieron dentro de los niveles normales, a excepcion de
la dltima semana donde los leucocitos totales, monocitos y neutréfilos estuvieron por
encima de los valores de referencia. En cuanto a los linfocitos solamente el G-PC se
encontrd por encima de los valores normales.

En general, se sabe poco sobre la composicion y la dindmica de la comunidad
microbiana intestinal de los terneros. Los estudios sobre la composicion de la
microbiota intestinal se han llevado a cabo tradicionalmente utilizando métodos de
cultivo microbiolédgicos cldsicos (Coloe y col., 1984). Sin embargo, los estudios de
diversidad basados en el cultivo estin sesgados por el hecho de que no todas las
bacterias son cultivables in vitro, y muchas se ha descubierto después de la
introduccion de métodos moleculares independientes del cultivo en ecologia microbiana
(Tannock y col., 2000). En la ultima década, la electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE, Muyzer y col., 1993) se ha utilizado con éxito para investigar

la diversidad de comunidades bacterianas complejas. Este método ha sido ampliamente
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utilizado para monitorear los cambios temporales y espaciales en la estructura de la
comunidad en respuesta a los cambios en los pardmetros ambientales (Casamayor y
col., 2002).

Un total de 20 bandas fueron analizadas. Los perfiles de DGGE obtenidos de
amplicones de la region V3 del ADNr 16S mostraron una gran diversidad bacteriana en
el tiempo 0. Esto puede deberse a que los animales en los primeros dias de edad se
encuentran en contacto con sus madres por lo cual pueden adquirir una gran diversidad
de microorganismos influyendo en la microbiota intestinal.

En nuestro ensayo puede observarse que bandas dominantes pertenecientes al gel
del tiempo O no se encuentran en el siguiente gel. En este periodo de vida
encontraremos una mayor inestabilidad de la comunidad bacteriana (Lukas y col.,
2007). La microbiota intestinal de los animales se vuelve mds compleja a medida que
estos crecen (Danzeisen y col., 2011). En este ensayo, el nimero de bandas aument6 del
dia cero al dia 42 lo cual puede atribuirse a una microbiota estable en el TGI de los
terneros (Gong y col., 2002).

Sélo unas pocas secuencias pudieron ser identificadas a nivel de especie. La
mayoria pudo ser clasificada a nivel de género u orden. Las bacterias identificadas
fueron predominantemente, por un lado, especies de bacterias benéficas capaces de
degradar la celulosa como los Rominococcus y, por otro lado, potencialmente patégenas
de Clostridium. Ademads, se evidencid la presencia de una alta proporcion de bacterias
no cultivables. Es interesante observar que nuestros resultados estin de acuerdo con
estudios previos. Blajman y col. (2017) reportaron que la mayoria de los clones de las
secuencias estaban estrechamente relacionados con bacterias no cultivables.

La comunidad microbiana gastrointestinal de los animales de abasto juega un
papel importante en el crecimiento y la salud de los mismos y que la composicién
bacteriana del intestino puede verse afectada por diversos factores como la dieta, el
estrés, la presencia de patégenos, los probidticos y los antibiticos (Coates y col., 1963;
Netherwood y col., 1999; Craven, 2000; Apajalahti y col., 2001; Knarreborg y col.,
2002). En nuestro estudio la administracion del patégeno y de los microorganismos
probidticos no fue capaz de producir una modificacién en la microbiota intestinal. Sin
embargo pudo observarse recuperacion lactobacillus en el G-PC en el dia 21 y 42
mientras que en el G-CP solo se recuper6 en el dia 21 pero no se pudo recuperar en el

GC. Por otro lado, no se han encontrado diferencias en los perfiles bacterianos de los
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diferentes grupos. Esto podria indicar que el probidtico y el patégeno no han

influenciado sobre la microbiota intestinal de los animales.

5.5. Evaluacion de la diseminacion del patégeno utilizando modelos
probabilisticos.

El ganado bovino es una fuente potencial de Campylobacter spp. a través de
leche cruda, carne y su ambiente (Skirrow 1991; Fitzgerald y col., 2001; Minihan y col.,
2004). El vinculo entre el ganado bovino como fuente de Campylobacter spp. y la
transmision al humano se ha relacionado por el aislamiento de serotipos comunes de
Campylobacter idénticos de pacientes bovinos y humanos sanos (Nielsen y col., 2000,
Minihan y col., 2004).

Se realizaron recuentos microbianos para asegurar que los animales eran libres de
Campylobacter. La ausencia de recuentos positivos al patégeno y de signos clinicos
durante los primeros 7 dias del experimento puso en evidencia el buen estado de salud
de los terneros antes de la infeccion experimental. Los animales que ingresaron al
experimento resultaron ser libres de Campylobacter. Esto se corresponde con los
animales provenientes de sistemas extensivos (sistemas de produccién a pastoreo)
donde la prevalencia de C. jejuni suele ser baja (< 5%) o en algunos rodeos no esta
presente (Besser y col., 2005).

Posterior a la inoculacién se puede observar una rdpida diseminacién entre los
animales de nuestro experimento, llegando al 100% de animales infectados cuatro dias
posterior a la infeccion. Teniendo en cuenta que el corral permaneci6 cerrado antes del
inicio del ensayo y fue desinfectado previo al inicio del mismo se descarta la presencia
de Campylobacter en el ambiente antes de la inoculacién. En algunos estudios que
recolectaron muestras ambientales de feedlot cerrados por largos periodos de tiempo
(mayor un afo) no detectaron la presencia de Campylobacter en el ambiente. Esto es
debido a que este microorganismo no sobrevive en ambientes aireados, limpios y secos
(Blaser y col., 1980; Luechtfeld y col., 1981; Doyle y Roman, 1982). Por lo tanto, la
contaminacion residual del ambiente por parte de Campylobacter en el feedlot resultaria
insignificante y no influenciaria en la transmisién de este patogeno.

Stanley y col. (1998) realizaron un estudio donde muestrearon terneros de un
rodeo lechero criados intensivamente desde el dia de nacimiento hasta los 7 meses de

edad. Ellos observaron que los terneros recién nacidos adquieren rapidamente el
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organismo del entorno de la granja a través de la transmision horizontal. Todos los
terneros estaban libres de Campylobacter en el momento del nacimiento, pero la
mayoria comenz6 a eliminar este patdgeno por materia fecal en 4 dias. Obtuvieron los
recuentos mds altos aproximadamente al mes de vida de los animales (8 log) y
posteriormente comenzd a disminuir la recuperacién de los microorganismos hasta
finalizar el muestro. Resultados similares se observaron en nuestro estudio donde los
animales se infectaron en 4 dias de entrar en contacto con el patogeno y se obtuvieron
recuentos altos en los primeros muestreos para luego comenzar a disminuir.

Los terneros tienen contacto fisico con sus camas todo el tiempo y es poco
probable que pueda evitar la ingestion de material de origen fecal ya sea a través de sus
propias pieles contaminadas o de los canales de agua o alimentos. Es probable que los
animales alojados de esta manera vuelvan a infectarse constantemente de su propia
camada y de otras fuentes (Stanley y col., 2003).

Estudios longitudinales llevados a cabo en feedlot mostraron una baja prevalencia
de Campylobacter al momento del encierro de los bovinos. Besser y col. (2005)
informaron una prevalencia de Campylobacter menor al 5% al momento del ingreso al
feedlot. Con el paso de los meses se observa un aumento de la prevalencia de
Campylobacter llegando a ser aproximadente del 80 %. En otro estudio longitudinal en
Irlanda, Minihan y col. (2004) muestrearon el ganado feedlot mensualmente desde el
ingreso de los animales al feedlot hasta su salida y documentaron prevalencias
mensuales promedio de 12, 52, 74 y 76%. Estas observaciones sugieren que los feedlot
pueden proporcionar condiciones que favorezcan la diseminacién y el desprendimiento
de Campylobacter en el ganado. Estos resultados ilustran que Campylobacter spp. la
colonizacion intestinal y el desprendimiento de materia fecal son comunes en el ganado
de engorde. Este ganado también representa una fuente potencial de infeccion para el
hombre.

La incidencia de Campylobacter es menor para los animales criados
extensivamente (sistemas de pastoreo) que aquellos criados intensivamente (feedlot).
Los posibles contribuyentes a la alta incidencia de Campylobacter en el ganado criado
en feedlot son: la alta densidad de animales por superficie, el contacto constante con las
heces de otros animales, la alta frecuencia de acceso a la alimentacion y el agua
comunitaria. Horrocks y col. (2009) encontraron que las tasas de prevalencia
aumentaron en el ganado alimentado del 1,6% cerca o al ingresar al feedlot y del 63%

cerca del final del periodo de acabado (Besser y col., 2005). Estos resultados sugieren

Péagina | 134



Astesana, D M (2017)

que el confinamiento puede promover un mayor transporte y transmision horizontal de
Campylobacter

La superficie destinada a los corrales de crianza artificial de terneros varia segin
el momento de la misma. En el peridédo de adaptacion a este sistema de crianza los
metros cuadrados recomendados por animal son de 5 m”. Posterior al
acostumbramiento, la superficie recomendada es de 15 a 20 m” por animal hasta los 50
dias de vida. Sin embargo, si se desea disminuir la transmision de patdégenos en los
sistemas de crianza colectivos, la superficie recomendada por animal es de 80 a 100 m’
por animal (Osacar 2008). En nuestro experimento la superficies que cada animal cont6
fue de 3,61 m” por animal. Ademds en nuestro experimento los animales contaron con
piso de hormigén y estuvieron bajo techo, mientras que en los sistemas de crianza
suelen estar a la intemperie y con piso de tierra con cubertura variable de pasto. Estas
condiciones en nuestro experimento pueden favorecer la supervivencia del
microorganismo patdégeno. Ademds, la poca superficie por animal en nuestro
experimento aumentd el contacto entre los terneros lo que facilitdé la transmisién de
Campylobacter, explicando la alta velocidad de transmisién y la proporcion del 100 %
de animales infectados.

La mayor carga de Campylobacter se recuperd del ternero al cual se le inocul6 el
patégeno. Los demds terneros no tuvieron niveles tan altos de Campylobacter. Esto
podria explicar la ausencia de temperatura en estos animales. La recuperacion ciclica
del patégeno se puede relacionar con la afinidad que posee Campylobacter por asociarse
con el moco dentro del tracto intestinal, por lo que su recuperacién se asocia con la
motilidad y eliminacién del moco intestinal (Beery y col., 1988).

Numerosas investigaciones de la prevalencia de C. jejuni en poblaciones de
ganado bovino en feedlot informan prevalencias que varian segtin la edad del animal, el
tipo de ganado (ganado de carne o ganado lechero) y la estacion del afo (Garcia y col.,
1985; Stanley y col., 1998, Nielsen y col., 2000; Grundmann y col., 2001; Besser y col.,
2005). Se ha observado una variacidn estacional en la prevalencia de la diseminacion de
Campylobacter fecal bovino (Stanley y col., 1998) con picos en la eliminacién que
tienden a ocurrir en las temporadas de primavera y otofio. Dado que el presente estudio
se llevd a cabo en invierno es posible que la época del afio haya llevado a una
disminucion de la proporcion de animales infectados en el experimento. Por otro lado
los investigadores se han planteado si el aumento de la prevalencia observada representa

nuevas infecciones o son el producto del recrudecimiento de infecciones previamente
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indetectables. En algunos feedlot se ha determinado la eliminacién de diferentes
especies de Campylobacter spp. en muestreos consecutivos en ganado que eliminaba
este patdégeno. Esto se debid a la adquisicién de nuevas infecciones por Campylobacter,
a infecciones mixtas por Campylobacter o por el cambio de las cepas dominantes dentro
del ambiente del corral o dentro del tracto intestinal de los animales. Esto explicaria la
alta prevalencia de Campylobacter durante el tiempo que los bovinos permanecen en los
corrales de engorde (Besser y col., 2005).

Debido a las condiciones ambientales en las cuales se llevé nuestro ensayo (alta
carga animal por metro cuadrado y el corral de cemento) es probable que la
diseminacién del patégeno entre los animales se vea aumentada. Nuevos ensayo
realizados en condiciones a campo donde la carga animal se ajuste a lo recomendado y
el suelo del corral sea el utilizado en las explotaciones ganaderas para una crianza

optima resulta interesante para ver el comportamiento del patégeno.
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6. CONCLUSIONES.
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. El inéculo probidtico integrado por L. casei DSPV318T y L. plantarum
DSPV354T para terneros lactantes requiere una administraciéon de al menos 9 log
(UFC)/dia/ternero para ejercer el efecto probidtico. Las cédpsulas elaboradas por el
método de concentracién por centrifugacion, con neutralizacién del medio y compuestas
con alginato de sodio, suero de leche y glicerol, alcanzaron la densidad celular
requerida. Para el almacenamiento a lo largo del tiempo, las condiciones de
refrigeracién mantienen una viabilidad superior a 9 log (UFC/capsula) durante 70 d y en
condiciones de congelacién durante al menos 84 d.

. Las capsulas de alta densidad probiodticas (11 log UFC/capsula) elaboradas por el
método de concentracidn por centrifugacion, con neutralizacién del medio y compuestas
con alginato de sodio, permeado de suero y glicerol, mantuvieron la viabilidad celular
en condiciones de congelacion durante al menos 84 dias. Para el almacenamiento a lo
largo del tiempo, las condiciones de refrigeracién mantienen una viabilidad superior a 9
log UFC/cdpsula durante 70 dias y en condiciones de congelacién mantienen una
viabilidad superior a 10 log UFC/cdpsula durante al menos 84 d.

. Las cépsulas desarrolladas en este trabajo fueron capaces de mantener la
viabilidad de las BAL frente a las condiciones gastrointestinales simuladas.

. Las BAL de origen bovino L. casei DSPV 318T, L. plantarum DSPV 354T
encapsuladas y secadas mediante liofilizacion fueron capaces de superar las barreras
bioldgicas, alojarse y permanecer en el TGI de los terneros.

. La generacion de mutantes resistentes a rifampicina facilité el aislamiento y la
enumeracion del indculo probidtico administrado a los terneros y permitié diferenciarla
facilmente de la microbiota indigena intestinal.

. La utilizacion de las cepas L. casei DSPV 318T y L. plantarum DSPV 354T
encapsuladas y secas por liofilizacién, en las condiciones que se realizé el ensayo, no
tuvo influencia sobre la performance de crecimiento y salud de los animales,
probablemente debido a la excelentes condiciones en la cual se realizé la crianza
artificial.

. La administracién de las cepas probidticas no produjo efectos adversos sobre el
estado de salud general de los animales. La supervivencia normal de los individuos,
junto a la ausencia de sintomas clinicos en ambos grupos sugieren que las cepas

utilizadas no son patogénicas.
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. La administracién de cepas probidticas modific6 la microbiota intestinal
aumentando la presencia de especies benéficas.

. El modelo de infeccién desarrollado en esta tesis demostrd ser eficaz para
infectar a terneros con ambas dosis de Campylobacter jejuni NCTC 11168. Este
patégeno desarrollé signos clinicos en los animales (aumento de temperatura por
encima de los valores normales para los terneros)

. Aunque el in6culo probiético (L. casei DSPV 318T, L. plantarum DSPV 354T)
no fue capaz de contrarrestar la infeccion por C. jejuni NCTC 11168, evit6 el desarrollo
de signos clinicos y disminuy¢ la excrecién en materia fecal en los primeros dias de la
infeccion.

. Campylobacter jejuni tuvo una ripida diseminacién entre los animales criados
en sistemas colectivos donde el contacto entre animales es estrecho. Los sistemas
intensivos de crianza de animales de abasto tienden a facilitar la diseminacién de

microorganismos patégenos.
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