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INTRODUCCION

En la produccion pecuaria con fines comerciales se suele utilizar aditivos que aumentan la
disponibilidad y absorcion de los nutrientes, a la vez que modulan la flora intestinal de los
animales y promueven su crecimiento. El agregado de estos aditivos permite aumentar el
crecimiento y productividad de los animales, obtener un producto mas homogéneo y de mejor
calidad, y disminuir los costos de los productos de origen animal.

Entre los aditivos mas usados se encuentran los antibiéticos. Sin embargo, se ha relacionado
su uso con el aumento de bacterias resistentes a los mismos. Por esto, existe la tendencia a
la utilizacién de otros aditivos, como los probiéticos.

Las bacterias del género Lactobacillus se encuentran dentro de las mas estudiadas como
aditivo microbiano en el alimento de los rumiantes. Se ha demostrado que las bacterias de
este género otorgan proteccion contra infecciones entéricas y mantienen el bienestar del
animal (Gaggia et al., 2010).

En este trabajo se aislan lactobacilos de diferentes muestras y se estudian para su potencial
uso como probiéticos.

OBJETIVOS

o Aislar bacterias 4cido lacticas a partir de diversas muestras de intestinos de animales
y sustratos vegetales.

e Realizar la identificacion por espectroscopia de masas (MALDI-TOF).

e Caracterizar la actividad antagonista frente a patégenos.

Titulo del proyecto: DESARROLLO DE UN PROBIOTICO DE APLICACION ORAL PARA ANIMALES,
FORMULADO A PARTIR DE LA FERMENTACION CONTROLADA DE SUSTRATOS VEGETALES CON
MICROORGANISMOS NATIVOS
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METODOLOGIA

El aislamiento de lactobacilos se llevé a cabo a partir de muestras de sustratos vegetales sin
fermentar, fermentado y sedimentado (Nutreza S.A.) e intestinos de Myleus pacu (Pacul) y
Gallus gallus domesticus (Gallina).

Para el procesamiento de las muestras de sustratos vegetales se llevd a cabo la técnica de
recuento en placa en superficie en medio MRS-agar con cisteina. Las placas sembradas se
incubaron a 37 °C en anaerobiosis. Para el procesamiento de las muestras de intestinos de
Pacu y de Gallina, se realizdé un lavado a cada intestino con solucién fisiol6gica aplicando
presion por medio de una jeringa estéril. El lavado se colect6 en un recipiente estéril. A partir
de este se realizo el recuento en placa en superficie como se describié anteriormente. A
continuacién del lavado, cada intestino se cortd y se le realizé un hisopado. Con el hisopo
obtenido de cada muestra se realiz6 una siembra en placa en cinco estrias. Por altimo, se
realizd raspaje con bisturi a cada intestino. Cada bisturi empleado se lavé con solucion
fisiol6gica, y a partir de cada lavado se realiz6 el recuento en placa en superficie como se
describié anteriormente.

Se seleccionaron las colonias tipicas realizado la evaluacibn macro y microscépica de las
mismas. Para la evaluacién microscoépica, se realizo tincion diferencial de Gram. Ademas, se
realiz6 la prueba de la catalasa.

Los aislamientos seleccionados se conservaron, y, luego, los cultivos frescos de los
microorganismos fueron derivados al Laboratorio de Espectrometria de Masas de la Facultad
de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral para ser
identificados mediante la técnica de MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
- Time-Of-Flight).

Con los aislamientos identificados, se evalud la actividad antagonista mediante el ensayo de
spot test. El mismo permitié identificar aquellos aislamientos con la capacidad de inhibir el
crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922 y de Salmonella Typhirmurium. (Siroli et al.
2017).

RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 68 aislamientos. Luego de la caracterizacién macro y microscopica,
se seleccionaron 27 bacterias acido lacticas.

Los aislamientos seleccionados se conservaron en caldo MRS con glicerol al 25%, y se
almacenaron a -80°C.

Los resultados obtenidos a partir de la identificacion realizada mediante MALDI-TOF se
resumen en la Figura 1. Se pudo observar que el mayor porcentaje de los aislamientos
correspondieron a Lacticaseibacillus paracasei, y 7 de los aislamientos no pudieron ser
identificados por la metodologia empleada.
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Figura 1: Distribucién de lactobacilos segun la especie a la que pertenecen.

Las especies identificadas de las muestras de sustratos vegetales (sin fermentar, fermentado
y sedimentado) y de Gallus gallus domesticus (Gallina), se indican en las Figuras 2 y 3,
respectivamente. A partir de las muestras de intestinos de Myleus pacu (Pacu) no se logré
aislar bacterias acido lacticas.
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Figura 2: Especies de lactobacilos identificadas y no identificadas aisladas de muestras de sustratos
vegetales sin fermentar, fermentado y sedimentado.
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Figura 3: Especies de lactobacilos identificadas y no identificadas aisladas desde intestinos de gallinas.
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Los 5 aislamientos evaluados en las pruebas de antagonismo mostraron capacidad inhibitoria
en el crecimiento de E. coli y de S. Typhirmurium. Las especies que mostraron capacidad
antagonista fueron Lactobacillus rhamnosus (ambos aislamientos obtenidos), Lactobacillus
buchneri (2/3 aislamientos obtenidos) y uno de los aislamientos no identificados hasta el
momento.

CONCLUSIONES

En este trabajo se identificaron 20 lactobacilos hasta el rango taxonémico de especie. Siete
aislamientos no se identificaron por la técnica empleada, por lo cual se realizard su
identificacion empleando amplificacién y secuenciaciéon de ADNr 16S.

Los 5 aislamientos evaluados hasta el momento mostraron actividad antagonica frente a E.
coliy S. Typhirmurium.
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