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Resumen

3.-RESUMEN

La diarrea neonatal de los terneros (DNT) es una importante enfermedad que afecta a terneros recién
nacidos bajo sistemas de crianza artificial, provocando severas pérdidas econémicas y productivas. Una
de las estrategias que se propone como alternativa al uso de antibidticos para prevenir y tratar esta
enfermedad es la utilizacion de probidticos.

Los probidticos han sido definidos como microorganismos vivos que al ser administrados en cantidades
adecuadas pueden ejercer beneficios sobre la salud del htesped.

Los microorganismos que mas se han caracterizado como potenciales probiéticos tanto en animales
como en humanos son las bacterias del género Lactobacillus.

En el presente trabajo se realizd una caracterizacion in vitro de 52 cepas de Lactobacillus spp. aisladas
de muestras de heces de terneros sanos criados al pie de la madre, con el objetivo de seleccionar las
mejores candidatas para ser utilizadas como probidticos en terneros bajo sistemas intensivos y semi-
intensivos, a modo de prevenir la diarrea neonatal de los terneros (DNT) en Uruguay.

Las pruebas in vitro consistieron en: evaluar la capacidad de resistencia de las cepas a pH acido y sales
biliares, capacidad formadora de biofilms y actividad antimicrobiana frente a patdgenos potenciales
causantes de DNT.

De las 52 cepas de lactobacilos evaluadas, se registraron 45 resistentes a pH=2 durante 2hs,
representando el 87% del total. Solo 7 cepas (13%) resultaron ser sensibles.

Del ensayo de resistencia a 0,30% de sales biliares durante 4hs, 43 fueron resistentes, representando
el 83 % del total. Solo 9 cepas (17%) resultaron ser sensibles.

En cuanto al ensayo de actividad antimicrobiana frente a E.coli y S.typhimurium (patégenos causantes
de DNT) todas las cepas de Lactobacillus spp. exhibieron actividad antimicrobiana.

En cuanto al ensayo de formacién de biofilms, de las 52 cepas estudiadas 19 fueron no formadoras de
biofilms (37%), mientras que 33 cepas, resultaron ser formadoras de biofilms (63%). Dentro de este
grupo se registraron 9 formadoras fuertes (17%), 14 formadoras moderadas (27%) y 10 formadoras
débiles (19%).

Segun nuestros resultados, las cepas 6.12 (L.amylovorus), 7.1 (L.johnsonii), 9.2 (L.reuteri) y 2.1 (L.
johnsonii) podrian ser buenas candidatas ya que demostraron tener las mejores propiedades para ser
utilizadas como probidticos.

Palabras clave
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+-INTRODUCCION

El sector lechero en nuestro pais, se encuentra actualmente desafiado debido a la gran demanda de
productos lacteos y a la disminucidn del area destinada a la ganaderia. Para poder satisfacer esta
demanda, se han desarrollado sistemas de crianza intensivos y semi-intensivos con el fin de obtener
altos rendimientos productivos. En estos sistemas, por lo general, los terneros se separan
tempranamente de sus madres (Sanchez et al., 2015), agrupados en altas concentraciones de animales
y alimentados muchas veces con sustitutos lacteos (Signorini et al., 2012). Todo esto genera estrés en
los animales, lo que asociado a una inadecuada transferencia de inmunidad a través del calostro en las
primeras horas de vida, facilita la colonizacidn intestinal de patégenos promoviendo la diarrea
neonatal de los terneros (DNT) (Foster, 1997).

4.1.- Diarrea neonatal de los terneros

La DNT es una enfermedad multifactorial compleja que suele presentarse desde las 12 horas posparto
hasta los primeros 35 dias de vida, y se caracteriza por excrecién de heces acuosas y profusas,
deshidratacion progresiva, acidosis, y en casos severos, muerte en pocos dias (Odedn, 2001).

Es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en sistemas semi-intensivos e intensivos.
En Argentina por ejemplo, donde este tipo de sistemas tiene una importancia significativa, se estima
que su incidencia puede llegar a ser superior al 60% y la mortalidad hasta un 20% (Margueritte et al.,
2005). En nuestro pais, anualmente existen brotes de esta enfermedad, pero no se tienen datos
precisos en cuanto a su incidencia y mortalidad.

La DNT acarrea severas pérdidas econdmicas debido a los altos costos en tratamientos veterinarios,
demanda de tiempo y mano de obra, asi como también pérdidas productivas por mortalidad del
ternero, o retraso en su crecimiento (Bilbao et al., 2012; Signorini et al., 2012).

4.2.- Agentes etioldgicos de la DNT

Si bien la causa de la diarrea neonatal pude ser de origen infeccioso o no infeccioso, son las primeras
las que originan mayores problemas de mortalidad (Odedn, 2001). Los agentes etioldgicos
involucrados son varios (virus, parasitos y bacterias) y pueden atacar de forma individual o en forma
combinada. Entre los agentes bacterianos mas comunes asociados a la diarrea neonatal a nivel
mundial, se encuentra Escherichia coli enterotoxigénica (F5 [K99] y F41) (Nguyen et al., 2000), aunque
también se han encontrado recientemente Salmonella spp (Odedn, 2001) y E.coli verotoxigénica
(O157:H7) (Dean-Nystrom et al., 1997).
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Los agentes virales mds comunes asociados a esta enfermedad son Rotavirus y Coronavirus, y entre los
pardsitos se encuentra Cryptosporidium parvum en primer lugar (Foster y Smith, 2009).

Es importante aclarar, que es posible encontrar estos agentes en muestras de heces de animales
clinicamente sanos, por lo que la manifestacion de la enfermedad dependera no solo del agente
etioldgico, sino también de otros factores como el estado del ternero, la transferencia de inmunidad
pasiva y de condiciones ambientales (Lorenz et al., 2011).

En Uruguay, tras un estudio realizado en conjunto por Santa Elena-Virbac, Facultad de Ciencias y el
Instituto Clemente Estable sobre muestras fecales de terneros menores de 35 dias con diarrea,
provenientes de diferentes establecimientos lecheros de nuestro pais, se identificaron a E.coli,
Rotavirus y Coronavirus, como los principales agentes etioldgicos, demostrandose ademas casos con
infecciones mixtas (Acuna et al., 2013).

Tanto los virus como el pardsito C. parvum, causan destruccién y atrofia de las vellosidades
intestinales, lo que provoca mala absorcién de azlcares contribuyendo a desencadenar la diarrea
(Odedn, 2001; Young-il y Kyoung-jin, 2014). Sin embargo, las diarreas provocadas por estos agentes
suelen ser autolimitadas y de baja mortalidad, particularmente las provocadas por Rotavirus y C.
parvum, pero el prondstico puede agravarse cuando hay coinfeccidn con otros agentes principalmente
bacterianos (Foster, 1997).

Las cepas de E.coli enterotoxigénicas (ETEC), pueden actuar como enteropatégenos primarios.
Colonizan las células epiteliales del intestino delgado por medio de fimbrias, y alli producen
enterotoxinas proteicas estables al calor (Sta o Stb) y/o labiles al calor (Lt1 o Lt2) que se adhieren a la
superficie del enterocito activando el sistema guanilato ciclasa y /o adenilciclasa respectivamente, con
posterior aumento en los niveles de GMPcy/o AMPc intracelular. Como consecuencia, estos segundos
mensajeros activan proteinquinasas especificas desencadenando la hipersecrecion de agua 'y
electrolitos, dando lugar a diarreas acuosas, profusas y sin pujo, con posterior debilitamiento,
postracion y muerte del animal, generalmente en un plazo de 24hs (Foster, 1997; Young-il y Kyoung-
jin, 2014). Los terneros mas afectados suelen tener entre 1 a 4 dias de edad (Young-il y Kyoung-jin,
2014). El gen que codifica para la enterotoxina Sta, es la que mayormente se ha detectado en cepas de
ETEC aisladas de terneros diarreicos, aunque existen algunos reportes en los que también se informa la
presencia de LT y Stb (Picco et al., 2015).

Las cepas de E.coli verotoxigénicas (0157:H7), producen toxinas citotéxicas para las células, las
verotoxinas (VT), que actian en el colon preferentemente, causando diarreas, lesiones del tipo
adhesion y borramiento (A/E) de las microvellosidades en el epitelio intestinal, y en algunos casos
puede generar enterocolitis fibrinohemorragica en terneros menores de 3 semanas de edad.
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Sin embargo estas cepas no son patdgenas en terneros mayores, pudiendo ser encontradas en
muestras de heces de animales saludables (Dean-Nystrom et al., 1997).

En el caso de Salmonella spp., las cepas aisladas con mayor frecuencia en terneros menores de 3
semanas de edad con diarrea aguda y septicemia, pertenecen a las especies: S.typhymurium vy S. dublin
(Foster, 2009). Estos patégenos se adhieren inicialmente a la superficie del enterocito en la regién del
ileon terminal y colon, y luego penetran en el epitelio donde se multiplican, con el riesgo de
diseminarse por sangre e infectar otros érganos. El mecanismo por el cual Salmonella induce diarrea
no ha sido descrito detalladamente, aunque se ha reportado en algunas investigaciones que el proceso
inflamatorio generado por la migracién masiva de neutréfilos estd implicado en el proceso, ya que
provoca desprendimiento de la membrana basal de las células epiteliales favoreciendo la secrecién de
fluidos en el lumen intestinal (Santos et al., 2003). Los terneros afectados suelen presentar diarreas
acuosas y mucoides con presencia de fibrina y sangre (Young-il y Kyoung-jin,2014).

4.3.- Prevencion y tratamiento de la DNT

En muchos casos la muerte de los terneros se da por la deshidratacién y desbalance de electrolitos, y
no como resultado de la multiplicacion de los agentes infecciosos. Es por eso que la fluidoterapia se
considera esencial a la hora de tratar terneros con diarrea. Sumado a la fluidoterapia, se recomienda la
administraciéon oral de protectores y adsorbentes gastrointestinales (Bilbao, 2013).

Los antibidticos, han sido de gran utilidad para prevenir y tratar diarreas bacterianas. Sin embargo, el
uso indiscriminado de los mismos incluso como “promotores del crecimiento”, ha dado lugar a una
creciente aparicion y diseminacion de resistencia bacteriana (Perelmuter et al., 2008). Estas
resistencias podrian extenderse y llegar a la poblacién humana a través de la cadena alimentaria
poniendo en riesgo la salud, dado que la mayoria de los antibidticos que se utilizan para tratary
prevenir infecciones bacterianas en animales pertenecen a los mismos grupos quimicos que los
utilizados en la clinica (Torres y Zarazaga, 2002).

Por otra parte, al no respetarse los tiempos de retiro de los antibidticos, podrian permanecen residuos
guimicos en los productos de origen animal provocando efectos adversos en el consumidor como por
ejemplo: diarreas, nduseas, fiebre y reacciones alérgicas (Falcon et al., 2009).

Ademas de estas consecuencias, la microbiota intestinal del animal puede ser alterada, al eliminar no
solo bacterias patdgenas sino también las beneficiosas aumentando la susceptibilidad a infecciones
(Rofle, 2000., Lorenz et al., 2011; Garcia et al., 2012). Debido a todas estas desventajas, la Unién
Europea ha prohibido la utilizacion de antibidticos como promotores del crecimiento desde enero del
2006 (Directiva 1831/2003/CEE en Calsamiglia et al., 2005). Su administracion se recomienda solo en
caso de que los terneros manifiesten diarrea aguda, con una marcada depresidn anorexia y fiebre, o en
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casos de que desarrollen una enfermedad sistémica, bajo el control de un profesional veterinario
(Lorenz et al., 2011). En consecuencia, los productores han tenido que buscar otras estrategias para
poder mejorar la salud animal y el desempefio productivo, orientando los esfuerzos en la prevencién
de la DNT.

Varios autores aseguran que una microbiota intestinal bien equilibrada, es crucial para la salud del
huésped ya que es la principal linea de defensa contra la invasion de patégenos (Mohnl, 2011; Eckburg
et al., 2005). Ademas es necesaria para complementar las necesidades nutricionales y mejorar la
digestion de los alimentos, mejorando la produccién animal (Mohnl, 2011). Sin embargo, diversos
factores a los que estan sometidos los terneros en los sistemas de crianza artificial, generan estrés en
los animales provocando desbalances en su microbiota, favoreciendo la instalacién de patdgenos que
colonizan y se extienden de forma descontrolada (Mohnl, 2011). Por lo tanto, una de las estrategias
que se propone es la administracién de probidticos, capaces de lograr el equilibrio adecuado de la
microbiota intestinal, de modo de neutralizar e inhibir el desarrollo de patégenos potenciales
causantes de enfermedades (Garcia et al., 2012).

4.4 .- Probioticos

Se denomina probidticos a microorganismos vivos (bacterias, hongos o levaduras) que al ser
administrados en cantidades adecuadas, ejercen una accion benéfica sobre la salud del huésped
(FAO/WHO, 2001).

4.5, - Criterios para la evaluacién de probidticos de administracion oral:

Se han establecido una serie de requisitos que deben cumplir los microorganismos para ser
considerados como probidticos, con el fin de garantizar su eficacia y beneficio en el hospedero
(Castro y De Rovetto, 2006). Entre estos requisitos se destacan:

1- Formar parte de la microbiota intestinal del huésped.

La busqueda de probidticos en general estd orientada a microorganismos que formen parte de la
microbiota intestinal de la especie animal a la que se suministrd, con el fin de garantizar su efectividad,
inocuidad, permanencia y adaptabilidad (Lee y Salminen, 2009). Un estudio reveld la importancia de
este criterio, ya que cepas de Lactobacillus rhamnosus aisladas de intestino humano fueron
administradas en perros y su colonizacidn resulté ser menor que en humanos, aunque no se
observaron efectos adversos (Weese et al., 2002).
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2- Ser resistentes al medio acido del estémago y a las sales biliares en elduodeno.

Si las candidatas a probidticos van a ser administradas por via oral, es imprescindible que sobrevivan
las condiciones del tracto gastrointestinal, por lo que deberdn ser resistentes al medio acido del
estdmago vy a las sales biliares en el duodeno de modo de llegar vivas al intestino y poder ejercer alli su
efecto beneficioso (Morelli, 2000).

3- Producir sustanciasantimicrobianas.

Se busca también que los probidticos sean capaces de producir sustancias antimicrobianas como
acidos organicos, bacteriocinas, perdxido de hidréogeno u otras sustancias difusibles de modo de inhibir
el crecimiento de patdgenos (Dunne et al.,2001).

4- Poseer capacidad de adhesion a las células epiteliales y al mucus intestinal.

Las células caliciformes que se intercalan entre las células epiteliales del intestino secretan mucus, que
oficia como barrera en el epitelio, por lo tanto, es de suma importancia que los futuros probiéticos
sean capaces de adherirse al mucus intestinal y a las células epiteliales subyacentes (Ouwehand et al.,
1999). Solo las cepas que puedan lograrlo podran llevar a cabo una colonizacidn efectiva y tendran
mayor probabilidad de formar biofilms (Merk et al., 2005).

5- Tener la capacidad de formar biofilms

Los biofilms se definen como comunidades de microorganismos que crecen embebidos en una matriz
de exopolisacaridos que ellos mismos secretan adheridos a una superficie inerte o a un tejido vivo
(Gémez et al., 2013; Kleessen y Blaut, 2005). Suele asociarse a los biofilms con procesoso patolégicos.
Sin embargo, su formacion por parte de microorganismos probiéticos, puede contribuir para
neutralizar la colonizacion de agentes patdgenos causantes de enfermedades (Lasa et al., 2005),
aumentar la capacidad de resistencia de las cepas probidticas a condiciones hostiles del tracto
gastrointestinal, tales como el acido y la bilis, y prevenir su inmediata eliminacion por movimientos
peristalticos (Dertli et al., 2015). De esta manera al permanecer por mas tiempo en el intestino estaran
prolongando su efecto benéfico.

6- Modular el sistema inmune del huésped.

Se busca también que los candidatos a probidticos tengan la capacidad de modular el sistema
inmunoldégico con el propdsito de mejorar el funcionamiento del mismo (Isolauri et al., 2001).

Es importante que se evalle la capacidad probidtica de cada cepa en particular, ya que las
caracteristicas probidticas no se pueden inferir a partir de su identificacion (Dunne et al., 2001;
Maldonado et al., 2015).
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4.6.- Uso de Probidticos en Terneros

Varias investigaciones reportan resultados beneficiosos asociados a la administracién de probidticos en
terneros entre los que se destacan: disminucion de la incidencia y severidad de la DNT y mejora de la
salud en general (Signorini et al., 2012; Timmerman et al., 2005), aumento en la tasa de crecimiento,
mayor eficiencia en el aprovechamiento del alimento y ganancia en peso (Lesmiester et al., 2004;
Cruywagen et al., 1995; Timmerman et al., 2005), aumento en la produccion (Berg, 1998) y mejor
efecto profilactico sobre la DNT en comparacién con antibiéticos (Kim et al., 2011).

4.7.- Mecanismo de accién de los probidticos:

Aungue varias investigaciones in vivo han comprobado los efectos beneficiosos de las cepas
probidticas, no estdn claramente comprendidos los mecanismos de accidén que sustentan estos
beneficios. Se han propuesto varias hipdtesis al respecto, basadas fundamentalmente en datos in vitro
entre las que se incluyen (Collins, 1999; Isolauri et al., 2001; Bernet-Camard et al., 1997):

1) Son capaces de impedir la adhesion de las bacterias patégenas a la mucosa intestinal por
bloqueo del sitio de unidn o mediante obstruccién estérica.

2) Compiten con los patdgenos por los nutrientes en el intestino.

3) Producen sustancias antimicrobianas como acido lactico, perdxido de hidrégeno, diacetilo y
bacteriocinas, capaces de reducir el nimero de patdgenos, afectando su metabolismo
bacteriano o la produccidn detoxinas.

4) Disminuyen el pH intestinal debido fundamentalmente a la produccidn de acidos organicos,
favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas.

5 Modulan el sistema inmunoldgico de la mucosa intestinal a través del control del balance de
citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, manteniendo un estado de “inflamacion
controlada” generando respuestas moderadas, constantes y sin causar dano al hospedero, en
contraposicidn a las respuestas generadas por microorganismos patdgenos las cuales se
caracterizan por ser exageradas y perjudiciales.

4.8.- Microorganismos utilizados como probidticos

La mayoria de los microorganismos utilizados como probiéticos tanto en animales como en humanos,
pertenecen a un gran grupo de bacterias denominadas bacterias del acido lactico (BAL), representado
por varios géneros con caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y metabdlicas en comun (Axelsson,
2004). Las BAL han sido utilizadas en la industria alimentaria de forma segura durante siglos para
elaborar productos fermentados, asi como también mejorar las propiedades organolépticas de los
alimentos (Olivera, 2011).
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En general las BAL son cocos o bacilos Gram positivos, no esporuladas, usualmente no moviles,
microaerofilicas hacia la anaerobiosis, oxidasa y catalasa negativas. Una de las formas en las que se
puede clasificar a las BAL, es en base a los productos generados durante la fermentaciéon de los
carbohidratos (Axselsson, 2004; Abdelaziz y Mubarak, 2010). El grupo llamado homofermentativo,
produce acido lactico como principal producto en el proceso. Dentro de este grupo se incluyen los
géneros: Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, y la mayoria de las especies de Lactobacillus. Por
otro lado, el grupo llamado heterofermentativo, no sélo genera acido lactico en el proceso, sino
también otros productos, como acetato, etanol y CO,. Dentro de este grupo se destacan los géneros:
Leuconostoc, y algunos Lactobacillus (Olivera, 2011). Las bifidobacterias y las levaduras del género
Sccharomyces, son también comunmente empleados como probidticos, pero éstos no se incluyen
dentro del grupo de las BAL (Axelsson, 2004; Perelmuter et al., 2008).

En particular los lactobacilos son considerados excelentes candidatos para ser utilizadas como
probidticos, ya que son de caracter no patogénicos, inocuos, estables y viables, resistentes a cambios
de pH, producen acido lactico y otras sustancias antimicrobianas como perdxido de hidrégeno y
bacteriocinas (Zamudio y Zavaleta, 2003), y son componentes importantes de la microbiota intestinal
de los seres humanos y de la mayoria de los animales (Endo et al., 2010; Soto et al., 2009; Vlkova et al.,
2006). Se caracterizan por ser bacterias Gram positivas, cuya morfologia varia desde largos y delgados
bastones a cocobacilos. Se presentan comunmente formando cadenas y en general son no méviles y
no esporulados. Las colonias tipicas de los lactobacilos en medios sélidos, por lo general son pequenas,
blanco-grisaceas, lisas o rugosas, con aspecto circular, convexas y de margen entero. Son oxidasa y
catalasa negativas. Su crecimiento dptimo se alcanza bajo condiciones microaerofilicas oanaerdbicas, y
a temperaturas de entre 30-40°C. Son microorganismos exigentes nutricionalmente. La mayoria de los
especies son homofermentativas, aunque también existen especies heterofermentativas (Axelsson,
2004; Prasirtsaka et al., 2013). Son ampliamente reconocidos por sus efectos beneficiosos entre los
gue se destacan, mantener el adecuado equilibrio de la microbiota intestinal, inhibicion de la
colonizacidn de bacterias patdgenas y mejora del sistema inmune del huésped (Ripamonti et al.,2011).
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Hipétesis y Objetivos

s-HIPOTESIS:

Cepas de Lactobacillus spp. aisladas de heces de terneros sanos al pie de la madre, pueden ser
candidatas para su utilizacién como probidticos en sistemas semi-intensivos e intensivos en Uruguay.

6.- OBJETIVOS:

6.1. - Objetivo general:

El objetivo general de este trabajo fue evaluar, mediante técnicas in vitro, el potencial probiético de
diferentes cepas de Lactobacillus spp. aisladas de heces de terneros sanos al pie de la madre, para ser
administradas a terneros en sistemas semi-intensivos e intensivos, con el fin de prevenir la diarrea
neonatal en Uruguay.

6.2.- Objetivos especificos:

1) Evaluar la resistencia a pH 4cido y a sales biliares de las diferentes cepas de Lactobacillusspp.

2) Evaluar la capacidad de las cepas de Lactobacillus spp. de inhibir el crecimiento de patégenos
potencialmente implicados en |laDNT.

3) Evaluar la capacidad de formacién de biofilms de las cepas de Lactobacillus spp.
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Materiales y Métodos

7- MATERIALES Y METODOS

7.1- Cepas bacterianas, medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1.Cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo.

Cepas Género/especie
TP 1.1 Lactobacillus johnsonii
TP 1.3A Lactobacillus reuteri
TP 1.3B Lactobacillus reuteri
TP 1.6 Lactobacillus gasseri
TP 2.1 Lactobacillus johnsonii
TP 3.1A Lactobacillus crispatus
TP 3.1B Lactobacillus crispatus
TP 4.1 Lactobacillus johnsonii
TP 4.2 Lactobacillus reuteri
TP 4.5 Lactobacillus amylovorus
TP 4.6 Lactobacillus gasseri
TP 4.7 Lactobacillus gasseri
TP 4.8 Lactobacillus amylovorus
TP 5.1B Lactobacillus reuteri
TP 5.2AA Lactobacillus reuteri
TP 5.2AB Lactobacillus reuteri
TP 5.2BA Lactobacillus reuteri
TP 5.3 Lactobacillus gasseri
TP 5.6 Lactobacillus amylovorus
TP 6.1 Lactobacillus gasseri
TP 6.4A Lactobacillus reuteri
TP 6.6 A Lactobacillus reuteri
TP 6.7 Lactobacillus gasseri
TP 6.8 Lactobacillus johnsonii
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Materiales y Métodos

Continuacion

. Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo.

Cepas Género/especie
TP 6.9 Lactobacillus johnsonii
TP 6.10 Lactobacillus gasseri
TP 6.11B Lactobacillus amylovorus
TP 6.12 Lactobacilus amylovorus
TP 6.13 Lactobacillus johnsonii
TP 7.1 Lactobacillus johnsonii
TP 7.6 Lacobacillus amylovorus
TP 8.2 Lactobacillus gasseri
TP 8.6B Lactobacillus amylovorus
TP 8.7 Lactobacillus amylovorus
TP 9.2 Lactobacillus reuteri
TP 9.7 Lactobacillus gasseri
TP 10.1 Lactobacillus reuteri
TP 10.2 Lactobacillus reuteri
TP 10.4 Lactobacillus reuteri
TP 10.5 Lactobacillus reuteri
TP 10.6 Lactobacillus reuteri
TP 10.7 Lactobacillus reuteri
TP 10.8 Lactobacillus gasseri
TP 10.9 Lactobacillus mucosae
TP 10.10 Lactobacillus reuteri
TP 10.11 Lactobacillus reuteri
TP 10.13 Lactobacillus reuteri
3.PO1.1 Lactobacillus reuteri
3.PO1.10 Lactobacillus reuteri
3.PO1.11 Lactobacillus reuteri
1.223.9 Lactobacillus reuteri
2001.13 Lactobacillus reuteri
LbP2 Lactobacillus murinus (Perelmuter et al., 2008)
52.3 Escherichia coli (Umpiérrez et al., 2016)
61.1 Escherichia coli (Umpiérrez et al., 2016)
Salmonella typhimurium (Coleccion del Depto. de
S.t Microbiologia, IIBCE).
LGG Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC'53103)

'American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA)
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Materiales y Métodos

Las cepas de Lactobacillus spp. (excepto LGG y LbP2), fueron aisladas en instancias anteriores en el
Departamento de Microbiologia del Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable (IIBCE) a
partir de heces de terneros sanos al pie de la madre de entre 1 y 6 meses de edad pertenecientes a 3
establecimientos ganaderos distintos de nuestro pais, utilizando el medio de cultivo Mann Rogosa
Sharpe agar (MRS). Los aislamientos que reunieron las caracteristicas del género Lactobacillus en
base a sus caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas: bacilos Gram (+), y pruebas de catalasa 'y
oxidasa (-), fueron luego identificadas molecularmente mediante PCR amplificando un fragmento del
gen que codifica para el ARNr 16S y posterior secuenciaciéon y comparacion del producto amplificado
con las bases de datos Genebank y Ribosomal Data Base Project (RDP).

La cepa LbP2, corresponde a un aislamiento realizado a partir de materia fecal de perro (Perelmuter et
al., 2008), mientras que la LGG es un aislado de intestino humano (ATCC 53103).

Las cepas de E. coli 52.3 y 61.1, fueron aisladas a partir de heces de terneros menores de 35 dias en
tambos lecheros de Colonia y Paysandu respectivamente, que presentaban un cuadro diarreico.
Fueron analizadas molecularmente por nuestro grupo de laboratorio, encontrandose factores de
virulencia asociados a la DNT (Umpiérrez et al., 2016).

S. typhimurium, es una cepa que pertenece a una coleccidn del Departamento de Microbiologia del
IIBCE.

Los lactobacilos se cultivaron rutinariamente en medio Mann-Rogosa-Sharpe (MRS)

(En g/l de: peptona de caseina 10,0; extracto de carne 10,0; extracto de levadura 4,0; D (+)-glucosa
20,0; dipotasio hidrogenofosfato 2,0; Tween 80, 1,0; Diamonio hidrogenocitrato 2,0; sodio acetato 5,0;
magnesio sulfato 0,2; manganeso sulfato 0,04; pH=5,7 + 0,2 a 25°C) en forma de caldo o suplementado
con agar (1,5% m/v) cuando se requirié el uso de medio sdlido. La incubacion se realizé a 37°C durante
24-48hs, en condiciones de microaerofilia o en anaerobiosis.

Para la conservacién de los lactobacilos a largo plazo, se utilizé caldo MRS con un 20% de glicerol, a
-80°C.

Las cepas de E.coliy S.typhimurium, se cultivaron en medio Brain Heart Infusion (BHI)

(En g/l: infusion de cerebro 12,5; infusién de corazdn de res 5,0; proteosa peptona 10,0; glucosa 2,0;
cloruro de sodio 5,0; fosfato disddico 2,5; pH=7,4 + 0,2 a 25°C) en forma de caldo o suplementado con
agar (1,5% m/v) cuando se necesitaba el medio sélido. La incubacion se realizé a 37°C durante 24-
48hs, en condiciones de aerobiosis.

Para el ensayo de biofilms, las cepas fueron cultivadas en caldo TSB modificado (mTSB) que consistio
en: 15g/1 TSB (Tryptic Soy Broth) + 20g/I| proteosa peptona.

TSB (en g/I: digerido pancreatico de caseina 17,0; digerido enzimatico de soja 3,0; cloruro de sodio 5,0;
hidrogeno fosfato dipotasico 2,5; glucosa 2,5; pH=7,3+0,2 a 25 ° C).

Proteosa Peptona: digerido enzimatico de proteina alta en proteosas. La incubacion se realizé a 37°C
durante 48hs, en condiciones estaticas y de microaerofilia.
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Materiales y Métodos

7.2- Resistencia a pH acido

Para evaluar la capacidad de las diferentes cepas de Lactobacillus spp. para sobrevivir en medios
acidos, se utilizé el procedimiento descrito por Maragkoudakis et al., 2006 con algunas modificaciones.
Brevemente, cultivos overnigth (18hs) de lactobacilos en caldo MRS se centrifugaron a 10.000 x g
durante 10 minutos. El pellet obtenido, se lavd 2 veces con PBS (Phosphate-Buffered Saline) y se
resuspendid en el mismo buffer para preparar suspensiones bacterianas de aproximadamente 6 x 10°
ufc/ml. Posteriormente, 100ul de esa suspension fueron inoculados en una placa de plastico de 96
pocillos, conteniendo 900ul de caldo MRS sin ajustar (pH=5,7) como control, y caldo MRS ajustado a
pH=2,0 con HCI 5M, similar a las condiciones del pH géstrico. Finalmente la placa fue incubada a 37°C
en microaerofilia durante 2hs.

Se realizé conteo de colonias bacterianas a tiempo 0 y luego de 2hs de incubacién a pH=2 y a pH=5,7

por el método de recuento en placas de agar MRS. El ensayo se realizé por triplicado. Se utilizé como
control la cepa LGG (Lactobacillus rhamnosus Gorbach-Goldin).

La resistencia al medio acido se estimd, al comparar el nimero de colonias bacterianas en agar MRS
luego de 2hs de incubacion en caldo MRS a pH=2, con respecto al nimero colonias bacterianas en agar
MRS al inicio del ensayo.

Cuando la diferencia entre el recuento obtenido a t=0hs y t=2hs fue menor a 2 érdenes de magnitud,
las cepas se consideraron resistentes (R). Por el contrario, cuando la diferencia resulté mayor se las
considerd sensibles (S).

7.3- Resistencia a sales biliares

La resistencia de las cepas de Lacobacillus spp. a sales biliares, fue evaluada segin Maragkoudakis et
al., 2006, con modificaciones.
Al igual que en el caso anterior, cultivos overnight (18hs) de lactobacilos en caldo MRS se centrifugaron

a 10.000 x g durante 10 minutos. El pellet obtenido, se lavd 2 veces con PBS (Phosphate-Buffered
Saline) y se resuspendid en el mismo buffer para preparar suspensiones bacterianas de
aproximadamente 6 x 108ufc/ml. Posteriormente, 100ul de esa suspension fueron inoculados en una
placa de 96 pocillos conteniendo 900ul de caldo MRS ajustado a pH=7,0 con NaOH 5M sin sales biliares
como control, y caldo MRS ajustado a pH=7,0 suplementado con 0,3% de sales biliares (Sigma Aldrich,
Missouri, EE.UU.). Finalmente la placa fue incubada a 37°C en microaerofilia durante 4hs.

Se realizd conteo de colonias bacterianas a t=0hs y luego de 4hs de incubacién a pH=7 con el agregado
de sales biliares, al igual que el control, por el método de recuento en placas de agar MRS. El ensayo se
realizo por triplicado. Se utilizé como control la cepa LGG (Lactobacillus rhamnosus Gorbach-Goldin).
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La resistencia a sales biliares se estimd, al comparar el nimero colonias bacterianas en agar MRS luego
de la incubacion con 0,3% de sales biliares durante 4hs, con respecto al nimero de colonias bacterias
en agar MRS al inicio del ensayo (t=0hs).

Al igual que en el ensayo anterior, cuando la diferencia entre el recuento obtenido a t=0hs y t=4hs fue
menor a 2 érdenes de magnitud, las cepas se consideraron resistentes (R). Por el contrario, cuando la
diferencia fue mayor se las consideré sensibles (S).

7.4- Actividad antimicrobiana

Con el fin de evaluar la capacidad de las diferentes cepas de lactobacilos para inhibir el crecimiento de
E.coli y S.typhimurium (patégenos bacterianos aislados de terneros con DNT), se utilizé la técnica “spot
on the lawn” (gota sobre la superficie), segin el procedimiento descrito por Jacobsen et al., 1999, con
modificaciones.

Brevemente, cultivos overnight (18hs) de lactobacilos en caldo MRS se centrifugaron durante 10
minutos a 10.000 x g. El sedimento bacteriano obtenido, se lavd 2 veces con PBS y se resuspendid en
caldo MRS para preparar suspensiones bacterianas de aproximadamente 6 x10 ’ ufc/ml.
Posteriormente se sembrd una gota de 2ul de la suspension sobre placas de petri conteniendo 15 ml
de agar MRS, las que fueron luego incubadas durante 24hs a 37°C en condiciones de microaerofilia.

Trascurrido ese tiempo, y una vez que se observo crecimiento microbiano, se cubrid la placa crecida
con 8ml de agar BHI soft (0,8%) inoculado con 100ul de un cultivo overnight del patégeno indicador en
caldo BHI. Una vez solidificada esta segunda capa, se procedié a incubar las placas nuevamente a 37°C
durante 48hs en microaerofilia, para permitir el crecimiento de las cepas patégenas. Luego de la
incubacidén se midieron los halos de inhibicidn. La actividad antimicrobiana se verificd, por la presencia
de zonas sin crecimiento alrededor de las colonias de lactobacilos. El ensayo se realizé por triplicado.
La cepa (LbP2) Lactobacillus murinus fue utilizada como control positivo (Perelmuter et al., 2008).
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7.5- Formacion de biofilms

La capacidad formadora de biofilms de las cepas de Lactobacillus spp., fue evaluada segun el
procedimiento descrito por Lebeer et al., 2007 con algunas modificaciones.

Primeramente se centrifugaron cultivos overnight (18hs) de Lactobacillus spp. en caldo MRS durante
10 minutos a 10.000 x g. El sedimento bacteriano obtenido, se lavd 2 veces con PBS y se resuspendid
en caldo mTSB (15g/I TSB + 20g/| Proteosa Peptona) para preparar suspensiones bacterianas de
aproximadamente 6x10’ufc/ml. Posteriormente, se tomaron 200 ul de esa suspension, y se
transfirieron a una microplaca de poliestireno de 96 pocillos, la cual fue incubada en estufa a 37°C
durante 48hs en condiciones estaticas y de microaerofilia.

Para cuantificar la produccion de biofilms, primeramente se retiré el medio junto con las bacterias no
adheridas y se realizaron dos lavados con PBS. Las bacterias adheridas a la placa, fueron tefiidas con
200 pl de cristal violeta (filtrado) durante 30 min. Transcurrido ese tiempo, se retird el colorante y se
lavd el exceso 2 veces con PBS, hasta no observarse color en el liquido de enjuage y se dejé secar la
placa al aire durante 30 min. Finalmente, el cristal violeta asociado al biofilm se disolvié con 200pul de
etanol 95% y se midié inmediatamente la densidad dptica (DO) de cada pocillo a 570nm en el
espectrofotémetro de placas Varioskan Flash Plate Reader disponible en el IIBCE. Cada cepa fue
evaluada en 2 experimentos independientes por triplicado.

Como control negativo, se utilizd medio mTSB estéril y como control positivo fue utilizada la cepa 4.8
(Lactobacillus amylovorus) ya que la misma demostré tener la capacidad de formar fuertes biofilms
cuando se puso a prueba en todos los ensayos.

Las cepas fueron clasificadas en las siguientes categorias basadas en la DO, siguiendo el criterio de
Stepanovic et al., 2000 :

Punto de corte (DOc)= media del control negativo mas tres desvios estandar.

DOc=0, 13 + 3 (0,039) = 0, 2

DO < DOc ) DO<0,2 No formador de biofilms
DOc<0OD <2 x0Dc 0,2<D0<0,5 Formador débil de biofilms

——
2x0Dc<0D<4xDOc 0,5<D0<1 Formador moderado de biofilms

4 xDOc< 0D 1<DO Formador fuerte de biofilms
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8-RESULTADOS

8.1- Resistencia a pH acido

En la Tabla 2. Se muestran los recuentos bacterianos correspondientes a las diferentes cepas de
Lactobacillus spp. expresados como logio ufc/ml (media y desvio estandar de triplicados) a tiempo Ohs
y luego de 2hs de incubacién en caldo MRS a pH=2,0 y la diferencia entre dichos recuentos.

A modo de control, se registran los recuentos bacterianos luego de 2hs de incubacion en caldo MRS a

pH=5,7.

Tomando en cuenta el criterio establecido anteriormente, de las 52 cepas de lactobacilos evaluadas,
45 resultaron ser resistentes (R) a pH=2 durante 2hs, representando el 87 % del total. Solo 7 cepas
(13%) resultaron ser sensibles (S), al igual que la cepa LGG utilizada como control. Dentro del grupo de
las cepas resistentes (R), se destaca la cepa 6.13 (Lactobacillus johnsonii) cuyo recuento luego de 2hs
se redujo solo 0,08 érdenes de magnitud con respecto al recuento inicial.

En el medio MRS sin modificar (pH=5,7), todas las cepas bacterianas mantuvieron su crecimiento en el

rango de 10°-10” ufc/ml luego de 2hs de incubacion.

Tabla 2.Resistencia a pH acido de las diferentes cepas de Lactobacillus spp.

CEPAS Recuentos t=0hs Recuentos t=2hs (Recuentos t=0hs- Recuentos t=2hs
n=53 logio (ufc/ml) logio (ufc/ml) MRS Recuentos t=2hs) logio(ufc/ml) MRS
MRS pH=2,0 pH=2,0 MRS pH=2,0 pH=5,7 (control)
1.1 (R) 6.18 + 0,07 5.71+0,03 0.47 £0.10 6.30
1.3A (R) 6.99+ 0,01 5.53+0,05 1.46 £ 0,06 7.18
1.3B(S) 6.49 £ 0,01 3.81+0,02 2.68+0,03 6.48
1.6 (R) 6.14 + 0,15 5.79 £ 0,05 0.3510.20 6.48
2.1(R) 6.79£0,01 5.32+0,04 1.47 £ 0.05 6.78
3.1A (S) 6.77 £ 0,03 <1.00+0,00 >5.77 £ 0.03 6.70
3.1B (S) 6.35+ 0,05 <1.00+0,00 >5.35+0.05 6.48
4.1 (R) 6.47 + 0,07 5.78 £ 0.07 0.69 £0.14 6.65
4.2 (R) 7.87 £0.01 7.00 £ 0.00 0.87 £ 0.01 7.92
4.5 (S) 6.28 + 0.09 3.77 £0.07 2.51+0.16 6.60
4.6 (S) 7.14 £0.06 4.25+0.02 2.89+0.08 7.26
4.7 (R) 6.83 +0.02 6.64 + 0.02 0.19 £ 0.04 7.04
4.8 (S) 6.33+0.06 4.00 = 0.04 2.33+0.10 6.58
5.1B (R) 7.31+0.03 5.98 £ 0.02 1.33+0.05 7.48
5.2AA (R) 7.53+£0.03 6.76 £ 0.01 0.77 £ 0.04 7.52
5.2AB (R) 7.39+0.04 6.03 £ 0.02 1.36 £+ 0.06 7.40
5.2BA (R) 7.90£0.01 6.00 + 0.00 1.90+0.01 7.90

R= Resistente; S= Sensible

En negrita se destacan las cepasResistentes
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Continuacion. Tabla2.

Resistencia a pH acido de las diferentes cepas de Lactobacillus spp.

CEPAS Recuentos t=0hs Recuentos t=2hs (Recuentos t=0hs- Recuentos t=2hs
logio (ufc/ml) logio (ufc/ml) MRS Recuentos t=2hs) logio(ufc/ml) MRS
MRS pH=2,0 pH=2,0 MRS pH=2,0 pH=5,7 (control)
5.3 (R) 6.38 £ 0.07 6.07 £ 0.02 0.31+0.09 6.48
5.6 (R) 6.41+0.11 4.66 + 0.06 1.7510.17 6.70
6.1(S) 6.37+£0.10 3.7510.05 2.62 +0.15 6.58
6.4A (R) 7.72 £0.02 7.00 £ 0.00 0.72 £ 0.02 7.79
6.6A (R) 7.72+£0.02 7.00+0.00 0.72 £ 0.02 7.83
6.7 (R) 6.91+£0.04 5.39+0.13 1.521+0.17 6.97
6.8 (R) 6.06 = 0.06 5.44+0.14 0.62 £ 0.20 6.60
6.9 (R) 6.36 £ 0.10 4.76 +0.05 1.60£0.15 6.70
6.10 (R) 6.38+0.11 4,74 £ 0.09 1.64 £0.20 6.72
6.11B (R) 6.22 £ 0.05 5.76+0.14 0.46 £ 0.19 6.26
6.12 (R) 6.46 £ 0.02 5.93+0.02 0.53+0.04 6.48
6.13 (R) 6.82 + 0.02 6.74 £ 0.04 0.08 + 0.06 6.88
7.1 (R) 6.26 = 0.07 5.25+0.01 1.01+0.08 6.70
7.6 (R) 6.03 £ 0.02 5.40 £ 0.04 0.63 £ 0.06 6.00
8.2 (R) 6.14+£0.13 6.03 £ 0.02 0.11+0.15 6.18
8.6B (R) 6.01 £ 0.02 4.78 + 0.07 1.23+£0.09 6.20
8.7 (R) 6.48 £ 0.04 5.73 £0.05 0.75+0.09 6.48
9.2 (R) 7.48 £0.03 6.99 £ 0.01 0.49 £ 0.04 7.48
9.7 (R) 7.21+0.06 6.63 +0.03 0.58 + 0.09 7.18
10.1 (R) 7.39+0.04 7.03+0.02 0.36 £ 0.06 7.45
10.2 (R) 7.24+0.04 6.50+0.01 0.74 £ 0.05 7.18
10.4 (R) 7.05+0.02 6.23 £0.03 0.82 + 0.05 7.00
10.5 (R) 7.13+0.08 6.42 +0.02 0.71+0.10 7.18
10.6 (R) 7.29+0.03 6.42 £ 0.07 0.87 £0.10 7.40
10.7 (R) 7.50+0.04 6.60+0.11 0.90 + 0.15 7.45
10.8 (R) 7.59+0.03 6.71+0.03 0.88 + 0.06 7.54
10.9 (R) 7.56+0.01 7.00+0.00 0.56 + 0.01 7.57
10.10 (R) 7.26 £0.05 6.48 = 0.06 0.78 +0.11 7.30
10.11 (R) 7.12+0.05 6.46 +0.02 0.66 + 0.07 7.26
10.13 (R) 7.37 £0.06 6.36 £ 0.06 1.0110.12 7.40
3P01.1 (R) 7.54+0.01 6.79£0.01 0.75 +0.02 7.53
3P01.10 (R) 7.51+0.03 6.96 £ 0.01 0.55 +0.04 7.53
3P01.11 (R) 7.08 + 0.07 6.09 + 0.09 0.99+0.16 7.23
1223.9 (R) 7.49+£0.06 6.98 £ 0.02 0.51+0.08 7.60
2001.13 (R) 7.13+0.11 6.09 £ 0.09 1.04+0.20 7.30
LGG (S) 6.72 £0.02 <1.00 £ 0.00 >5.72 £0.02 6.72

R= Resistente; S=Sensible

En negrita se destacan las cepas Resistentes
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8.2- Resistencia a sales biliares

En la Tabla 3. Se muestran los recuentos bacterianos correspondientes a las diferentes cepas de
Lactobacillus spp. expresados como logio ufc/ml (media y desvio estandar de triplicados) a tiempo Ohs
y luego de 4hs de incubacién en caldo MRS a pH=7,0 suplementado con 0,3% de sales biliares, asi
como la diferencia de dichos recuentos.

A modo de control, se registran los recuentos bacterianos luego de 4hs de incubacién en caldo MRS a

pH=7,0 sin la suplementacidn con sales biliares.

Segun el criterio establecido, de las 52 cepas de lactobacilos evaluados, 43 resultaron ser resistentes

(R) en MRS a pH=7 suplementado con 0,3% de sales biliares durante 4hs, al igual que la cepa control

(LGG), representando el 83 % del total. Solo 9 cepas (17%) resultaron ser sensibles (S).

Dentro del grupo de las cepas resistentes (R) se destaca la cepa 6.8 (L. johnsonii) cuyo recuento luego
de 4hs se redujo solo 0,12 érdenes de magnitud con respecto al recuento inicial.

En el medio MRS a pH=7 sin sales biliares (control) todas las cepas bacterianas mantuvieron su

crecimiento en el rango de 10°-10” ufc/ml luego de 4hs de incubacién.

Tabla 3. Resistencia a sales biliares de las diferentes cepas de Lactobacillus spp.

Recuentos t=0hs Recuentos t=2hs (Recuentos t=0hs — | Recuentos t=4hs
Cepas logio (ufc/ml) MRS | logio (ufc/ml) MRS | Recuentos t=4hs) logio(ufc/ml)MRS

n=53 pH=7,0 + 0,30% de | pH=7,0 + 0,30% de MRS pH=7,0+0,30% | pH=7,0 sin sales

sales biliares sales biliares de sales biliares biliares (control)
1.1 (S) 7.12 £0.05 4,72 £0.07 2.40+0.12 7.41
1.3A (R) 6.99£0.01 5.49 £ 0.05 1.50 £ 0.06 7.56
1.3B (R) 6.51£0.03 4.61+0.03 1.90 £ 0.06 6.57
1.6 (S) 6.14 £0.13 4.05+0.06 2.09+£0.19 6.48
2.1(R) 7.11£0.09 6.66 £ 0.03 0.45+0.12 7.43
3.1A (S) 7.06 £ 0.08 <2.00 £0.00 >5.06 £ 0.08 7.26
3.1B (S) 6.13+£0.12 <2.00 £ 0.00 >4.13 £0.12 6.63
4.1 (R) 6.74 £ 0.06 5.80+0.05 0.94+0.11 7.20
4.2 (R) 7.80£0.02 5.84+£0.03 1.96 + 0.05 7.88
4.5 (S) 6.74 £ 0.04 <2.00 £ 0.00 >4.74 £ 0.04 6.85
4.6 (R) 7.16 £ 0.05 5.80+0.02 1.36 £ 0.07 7.23
4.7 (R) 7.11+0.09 6.10+£0.09 1.01 £ 0.18 7.48
4.8 (S) 6.95 £ 0.02 <2.00 £ 0.00 >4.95 + 0.02 6.97
5.1B (R) 7.46 £0.03 6.97 £0.04 0.49 +0.07 7.75
5.2AA (R) 7.28 £ 0.06 6.91 £0.02 0.37 £0.08 7.48

R= Resistente; S= Sensible

En negrita se destacan las cepas Resistentes
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Continuacion Tabla 3. Resistencia a sales biliares de las diferentes cepas de Lactobacillus spp.

Cepas Recuentos t=0hs Recuentos t=4hs (Recuentos t=0hs- | Recuentos t=4hs
logio (ufc/ml) MRS | logio (ufc/ml) MRS Recuentos t=4hs) | logio(ufc/mI)MRS
pH=7,0+0,30% de | pH=7,0 +0,30% de MRS pH=7,0+ pH=7,0 sin sales

sales biliares sales biliares 0,30% de sales biliares
biliares
5.2AB (R) 7.09+£0.08 6.57 £ 0.06 0.52+0.14 7.38
5.2BA (R) 7.78 £ 0.03 6.35+0.05 1.43 +0.08 7.74
5.3 (R) 6.79 £ 0.07 6.00 £ 0.10 0.79+0.17 6.88
5.6 (S) 6.87 +0.02 <2.00 £ 0.00 >4.87 +0.02 6.93
6.1 (R) 6.82 £ 0.02 5.71+0.03 1.11+0.05 6.86
6.4A (R) 7.73+£0.02 7.55+0.07 0.18 £ 0.09 7.93
6.6A (R) 7.83+£0.02 7.31+0.06 0.52 +0.08 7.90
6.7 (R) 7.86+£0.02 7.08 £ 0.07 0.78 £ 0.09 7.93
6.8 (R) 7.13+0.05 7.01+£0.03 0.12 £ 0.08 7.46
6.9 (R) 7.66 +0.03 7.10+0.08 0.56 +0.11 7.76
6.10 (R) 7.23+£0.05 6.83 £ 0.02 0.40 £ 0.07 7.34
6.11B (S) 6.41+0.11 4.04 +0.07 2.37+0.18 6.70
6.12 (R) 7.09 +0.05 6.29 £ 0.06 0.80+0.11 7.48
6.13 (R) 6.90 £ 0.01 5.86 + 0.04 1.04 £ 0.05 7.49
7.1 (R) 7.17 £0.09 6.71 £ 0.06 0.46 £ 0.15 7.52
7.6 (R) 6.26 £ 0.13 5.79£0.02 0.47 £ 0.15 6.65
8.2 (R) 6.34 £ 0.04 5.85 1 0.06 0.49+0.10 6.45
8.6B (R) 6.10 £ 0.09 4.59 +0.10 1.51+0.19 6.40
8.7 (R) 6.70 £ 0.02 6.22 +0.19 0.48 £0.21 7.70
9.2 (R) 7.62+0.02 6.39 £ 0.09 1.23+0.11 7.65
9.7 (R) 6.38 £ 0.07 5.08 £ 0.07 1.30+0.14 6.63
10.1 (R) 7.62+0.02 6.25 = 0.07 1.37 £0.09 7.72
10.2 (R) 7.66+0.02 6.69 + 0.05 0.97 £ 0.07 7.70
10.4 (R) 7.35+0.05 6.35+0.05 1.00+0.10 7.43
10.5 (R) 7.63+0.03 6.38 £ 0.07 1.25+0.10 7.65
10.6 (R) 7.38+£0.07 6.62 +0.03 0.76 £0.10 7.40
10.7 (R) 7.63+0.02 6.70 £ 0.04 0.93 £ 0.06 7.66
10.8 (R) 6.95 + 0.04 6.37+0.13 0.58 +0.17 7.15
10.9 (S) 7.86+0.02 5.16 £ 0.08 2.70%0.10 7.98
10.10 (R) 7.78 £0.01 6.61 +0.03 1.17 £ 0.04 7.74
10.11 (R) 7.88+0.01 6.40 + 0.05 1.48 £ 0.06 7.90
10.13 (R) 7.69+0.02 6.94 £ 0.02 0.75+£0.04 7.67
3P0O1.1 (R) 7.41+£0.04 5.64 + 0.04 1.77 £ 0.08 7.41
3P01.10 (R) 7.46+£0.04 6.97 £ 0.01 0.49 £ 0.05 7.49
3P01.11 (R) 7.37+£0.03 5.83+0.02 1.54 £ 0.05 7.48
1223.9 (R) 7.83+£0.03 6.81+0.03 1.02 £ 0.06 7.85
2001.13 (R) 7.64 +£0.04 6.72 £ 0.06 0.9210.10 7.65
LGG (R) 7.63+0.03 6.10+0.09 1.53+0.12 7.63

R= Resistente; S= Sensible

En negrita se destacan las cepas resistentes 22
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8.3- Actividad antimicrobiana

Todas las cepas de Lactobacillus spp. exihibieron actividad antimicrobiana contra las cepas de E.coliy
S.typhimurium, dando lugar a halos de inhibicién de diversos tamafios (Tabla.4).

Las cepas de L. reuteri 1.3B, 4.2, 5.1B, 5.2AA, 6.4A, 3P0O1.1, 3P01.10, 3P01.11 y 2001.13
(seleccionadas en negrita) fueron las que presentaron los mayores halos de inhibicion frente a los 3
patédgenos empleados.

En términos generales fue posible observar que nuestras cepas ejercieron un mayor efecto inhibitorio
sobre el patégeno S. typhimurium (en promedio 19 £ 6 mm) que sobre las cepas de E.coli 52.3y 61.1
(en promedio 15 + 4 mm).

Tabla 4: Actividad antimicrobiano in vitro de las cepas de Lactobacillus spp. frente a microorganismos
patégenos. Se presentan los diametros (en mm) del halo de inhibiciéon (media y desvio estandar de
triplicados).

Cepas E.coli52.3 E.colibl.1 S.typhimurium
1.1 17 +£2 17+1 27 £ 4
1.3A 13+1 15+3 18+1
1.3B 23+2 301 16+3
1.6 15+1 12+3 21+4
2.1 14+2 19+1 26+3
3.1A 16+0 18+2 24+5
3.1B 130 14+6 22+3
4.1 11+1 11+1 9+1
4.2 25+1 19+1 25+4
4.5 12+2 15+4 25+4
4.6 100 101 10+£1
4.7 11+1 13+1 11+1
4.8 13+1 12+2 24+3
5.1B 28+0 17 +2 22+8
5.2AA 21+3 17+3 18+2
5.2AB 19+2 14+1 28+5
5.2BA 16+2 17+1 16+1
5.3 14+2 13+2 14+0
5.6 11+1 18+2 11+1
6.1 15+2 16+2 11+0
6.4A 23+1 22+2 23+2
6.6A 165 155 234
6.7 15+2 71 11+1
6.8 9+1 15+1 160

En negrita se destacan las cepas que presentaron los mayores halos de inhibicion.
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Continuacion Tabla 4: Actividad antimicrobiana in vitro de las cepas de Lactobacillus spp.
frente a microorganismos patégenos. Se presentan los diametros (en mm) del halo de
inhibicién (media y desvio estdndar de triplicados)

Cepas E.coli52.3 E.coli6l.1 S.typhimurium
6.9 12+1 14+1 161
6.10 15+1 152 11+2
6.11B 161 14+1 18+2
6.12 15+1 15+1 25+6
6.13 11+1 15+1 21+1
7.1 14+2 15+1 20+2
7.6 14+1 12+2 21+2
8.2 11+1 162 17+1
8.6B 13+2 16+2 16+0
8.7 17+1 14+1 2416
9.2 13+£2 18+1 17+1
9.7 12+3 13+2 15+1
10.1 120 11+1 16+3
10.2 13+1 11+£2 18+1
10.4 12+1 12+2 14+2
10.5 161 15+1 2912
10.6 15+1 12+1 20+ 0
10.7 101 11+£2 16+2
10.8 12+2 101 11+2
10.9 11+1 101 15+1
10.10 16+0 160 2613
10.11 100 12+0 11+4
10.13 100 13+2 15+1
3P01.1 20+3 231 264
3P01.10 23+2 236 22+3
3P0O1.11 1912 14+1 32+3
1223.9 15+3 15+2 28+4
2001.13 18+3 31+3 25+9
LbP2 231 28+3 291

En negrita se destacan las cepas que presentaron los mayores halos de inhibicion.
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8.4- Cuantificacion de la formacion de biofilms:

En este ensayo, los resultados fueron muy variables entre las diferentes cepas de lactobacilos (Fig. 5).

De las 52 cepas estudiadas 19 fueron no formadoras de biofilms (37%), mientras que 33 cepas
resultaron ser formadoras de biofilms (63%). Dentro de este grupo se registraron 9 formadoras fuertes
de Biofilms (17%), 14 formadoras moderadas (27%) y 10 formadoras débiles (19%).

Dentro del grupo de formadoras fuertes de Biofilms se destaca la cepa 4.6 (Lactobacillus gasseri)

con el mayor valor de Absorbancia a 570nm (2,00 UA).

Abs (570nm)
2,50 -
— formador fuerte de biofilm
=) formador moderado de biofilm
2,00 7 = formador débil de biofilm
=) No formador de biofilm
1,50
1,00
0,50 -|
0,00
S AR LSSy IS SAn SRR 09E Y0 S8 RsrSS35555238535953¢%
F a8 @ emedddgFdfFgsn _f\fn_n_n_u:iu:'vr.\_n_n_Lnl;"fE‘g‘r_\_n_n_m'n_n_n_ggggggggdddo-—'céﬂé
"&&""&&""""""&EQQ"""&&"""»—2.—.—"""&"""n—n—.—.—.—.—.—.—EEE&EEEg
== = th ch ™
0,50 CEPAS

Figura 5. Cuantificacion de la formacién de biofilms de las cepas de lactobacilos.
(Se presenta la Abs promedio de 2 experimentos independientes por triplicado de las diferentes cepas
de lactobacilos vy sus respectivas desviaciones estandar).
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o.-DISCUSION

En los ultimos afos el uso de probidticos se ha convertido en una alternativa prometedora para
disminuir la utilizacién de antibidticos para mejorar la salud animal y el desempefio productivo. La
mayoria de las cepas que han sido caracterizadas como posibles candidatas para uso probidtico tanto
en animales como en humanos, pertenecen al género Lactobacillus (Ripamonti et al., 2011; Perelmuter
et al., 2008; Bujnakova et al., 2014; Maldonado et al., 2012; Jacobsen et al., 1999). Por lo tanto, en el
presente trabajo se procurd realizar una evaluacion parcial in vitro de un conjunto de cepas de
lactobacilos aisladas de materia fecal de terneros sanos al pie de la madre, con el objetivo de
seleccionar las mejores candidatas para uso probidtico de manera de prevenir la diarrea neonatal de
los terneros en Uruguay.

9.1- Resistencia a pH acido

El primer obstdculo que deben superar los candidatos a probidticos antes de llegar al intestino es la
acidez producida por el estémago. Se ha reportado que el pH del cuajar del ternero se encuentra
entre 2 a 2,8 durante el ayuno (Quintero, 2007) y el tiempo que demora un alimento en el cuajar
durante la digestién gastrica es de aproximadamente 1h y 30 minutos sobre todo cuando el alimento
ingerido es liquido (Maldonado y Nader-Macias, 2015). Por lo tanto, en el presente trabajo, se evalud
la capacidad de las diferentes cepas de Lactobacillus spp. de sobrevivir a un pH 2, durante 2hs. Exponer
a las bacterias a este pH es considerado un criterio de seleccidn drastico para las células, ya que varios
estudios revelan que muchas especies de lactobacilos son totalmente resistentes a pH de 4,6 pero a
valores de pH mas bajos sobre todo cuando son expuestos a pH=2, disminuyen considerablemente su
viabilidad (De Angelis et al., 2006; Ronddn et al., 2008; Hood y Zottola, 1988; Prasad et al., 1998). No
obstante, constituye un criterio de seleccién importante ya que el pH del cuajar del ternero puede
llegar a ese valor.

Sin embargo, de las 52 cepas evaluadas en este estudio, 45 fueron resistentes (R) y solo 7 fueron
sensibles (S) a la exposicién a pH=2 durante 2hs. Cabe destacar que dentro del grupo de las cepas
resistentes, 32 registraron una disminucion en los recuentos menor a 1 orden de magnitud con
respecto al recuento inicial (Tabla.2), con lo cual las convierte en candidatas potenciales para su
utilizacidn como probidticos. Los resultados de este estudio son comparables con los obtenidos por
cepas de lactobacilos aisladas a partir de heces de cerdo en las que se registraron valores altos de
supervivencia bacteriana luego de la exposicion a pH=2,0 durante 90 minutos (10 logio ufc/ml t=0hs -
9,8 logio ufc/ml, t=2hs); (De Angelis et al., 2006).También coinciden con los obtenidos en
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un estudio en el que fueron analizadas cepas de lactobacilos en condiciones similares a las nuestras
aisladas de alimentos fermentados y de intestino humano (Ren et al., 2014).

En nuestro trabajo la cepa LGG utilizada como control, no se logré recuperar luego de la incubacion a
pH=2 durante 2hs, lo cual fue observado también por otros autores (Li et al., 2016; Singh et al., 2012).
Se ha reportado que esta cepa suele crecer en intervalos de pH=3 a 7,0 durante 4hs, pero no es capaz
de crecer a pH menores a 3 (Li et al., 2016).

Uno de los principales mecanismos por los cuales los lactobacilos logran resistir a medios acidos, es por
la utilizacidn de bombas de extraccion de protones F1FO-ATPasas cuya funcién es remover protones
del medio intracelular de manera de establecer la homeostasis del pH interno. La cantidad de protones
transportados por los diferentes lactobacilos depende de la cantidad de F1FO-ATPasas, cuanto mayor
sea el nimero de estas enzimas y mas bajo su pH éptimo, mds resistente sera el microorganismo
(Corcoran et al., 2005; Cotter y Hill, 2003).

En nuestro estudio fue posible observar diferentes tolerancias a acidos entre especies y aln entre
cepas de la misma especie (Tabla 2), lo que confirma que los mecanismos involucrados en la
capacidad de supervivencia en medios acidos son variables y dependientes de cada cepa.

La matriz de los alimentos consumidos junto con los probidticos pueden tener un efecto protector en
la viabilidad de la cepas durante su exposicién al medio acido del estémago (Valerio et al., 2006). En
una investigacion se demostrd, que cuando se adicionaba leche desnatada reconstituida al medio con
pH acido, la resistencia de las bacterias aumentaba considerablemente, mientras que cuando no se
adicionaba leche, la supervivencia bacteriana era relativamente baja. Los autores consideraron que
este efecto era el resultado del aumento del pH a causa del agregado de leche o al efecto protector de
su matriz (De Angelis et al., 2006). En nuestro estudio los resultados fueron muy alentadores aun sin
tener en cuenta este punto en el ensayo in vitro, pero de suma importancia para determinar cuan
capaces son de resistir aun en condiciones extremas.
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9.2- Resistencia a sales biliares

Otro obstaculo que deben superar los candidatos a probidticos en el tracto intestinal es la secrecion
de sales biliares en el duodeno. Estos compuestos, se caracterizan por ser moléculas anfipdticas cuya
funcién es emulsificar y solubilizar los lipidos de la dieta para que puedan ser absorbidos a través de la
mucosa intestinal, pero también actian como potentes agentes antimicrobianos sobre la poblacion
bacteriana, fundamentalmente sobre bacterias Gram positivas. Disgregan las membranas lipidicas,
desnaturalizan proteinas, acidifican el medio intracelular y pueden causar estrés oxidativo en el ADN a
través de la generacion de radicales libres de oxigeno (Begley et al., 2005).

Hay poca informacion disponible sobre la tolerancia de las bacterias Gram negativas a las sales biliares,
pero se cree que son mas resistentes que las bacterias Gram positivas porque cuentan con una
membrana externa rica en lipopolisacdridos que actian como barrera frente a estos agentes (Begley et
al., 2005).

Las concentraciones fisioldgicas relevantes de sales biliares a tomar en cuenta en el intestino, van de
0,10 a 0,30 % m/v (Bujnakova et al., 2014). Varios autores consideran que 0,30 % es la concentracion
adecuada para la seleccién de bacterias probidticas para terneros (Bujnakova et al.,2014; Sdnchez et
al., 2015; Ripamonti et al., 2011). Por lo tanto en nuestro trabajo se sometieron a las cepas de
lactobacilos a esta concentracién de sales biliares durante 4hs. Luego de la incubacidn, 43 cepas
fueron resistentes en comparacion con la cepa control (LGG) y solo 9 fueron sensibles de un total de 52
(Tabla 3). Dentro del grupo de las cepas resistentes se registraron altos indices de supervivencia,
obteniéndose en 24 de ellas valores de resistencia menor a 1 orden de magnitud con respecto al
recuento inicial, por lo cual estas cepas podrian ser candidatas potenciales para su utilizacién como
probidticos. Cabe destacar que las cepas utilizadas en este trabajo fueron aisladas a partir de heces de
terneros sanos por lo que se supone que ya han sido adaptadas a las condiciones del tracto
gastrointestinal por lo que no es sorprendente que resistan y que se hayan obtenido altos indices de
resistencia a pH acido y a salesbiliares.

Nuestros resultados son comparables con los de un estudio realizado en iguales condiciones que las
nuestras sobre cepas aisladas de intestino de terneros y pollos (Bujnakova et.al., 2014).

Se pudieron observar distintos valores de tolerancia a sales biliares entre diferentes especies de
lactobacilos y aun entre cepas de la misma especie, lo cual fue observado también por otros autores
(Lankaputhra, 1995; Maldonado y Nader-Macias, 2015). Esto sugiere que los mecanismos de
resistencia a sales biliares son también variables entre especies y cepas. Estos mecanismos no ha sido
completamente dilucidados pero se cree que cumplen un rol importante en su resistencia, las bombas
de extraccion de sales biliares, enzimas hidrolasas de sales biliares, cambios en la arquitectura
/composicion de la membrana celular y la pared celular (Ruiz et al., 2013).

La supervivencia de los lactobacilos puede verse favorecida in vivo al ser consumidos junto con un
alimento, ya que las bacterias quedarian menos expuestas a las sales biliares (Sanchez et al., 2015). Por
otro lado, se sabe que estos compuestos forman micelas con lipidos de la dieta por lo que su actividad
antibacteriana podria ser menor que en las soluciones de sales biliares puras (Marteu et al., 1997). En
nuestro estudio no fueron tomados en cuenta estos datos ya que el propdsito fue evaluar la capacidad
de supervivencia de los lactobacilos en condiciones extremas de manera de seleccionar las mejores
cepas para uso probidtico.
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9.3- Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana in vitro es una caracteristica deseable en los probidticos, ya que permite
inferir la capacidad de inhibir el crecimiento de patégenos in vivo.

Los patdgenos seleccionados para realizar esta prueba fueron: E.coli debido a que es el principal
agente implicado en la DNT en Uruguay y S.typhimurium, que aunque no tiene los indices mas altos de
prevalencia en nuestro pais, una vez instalada la infeccion puede generar grandes pérdidas de
mortalidad en los terneros debido a su caracter invasivo (Acuiia et al., 2013).

Los resultados fueron alentadores ya que todas las cepas de lactobacilos evaluadas demostraron tener
actividad antimicrobiana frente a los patdgenos estudiados. Estos resultados son comparables con los
obtenidos en una investigacion en la que se evalué la actividad antimicrobiana de cepas de
Lactobacillus spp. aisladas de materia fecal de terneros sobre diferentes patdgenos, entre ellos E.coliy
Salmonella spp. (Sanchez et al., 2015).

En nuestro estudio no se evalud la naturaleza de las sustancias antagdnicas que producen las cepas de
lactobacilos, sin embargo en varias investigaciones se reporta que en esta actividad estan involucrados
compuestos tales como: acidos organicos, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas (Perlemuter et al.,
2008; Ronddn et al., 2008; De Angelis et al., 2006; Sdnchez et al., 2015).

En términos generales las cepas de L. reuteri fueron las que presentaron los mayores halos de
inhibicidn. Esto podria deberse a que estas cepas ademas de producir dcidos orgdnicos, bacteriocinas
y/o perodxido de hidrégeno como la mayoria de las especies de lactobacilos, son capaces de producir
otro agente antimicrobiano, la reuterina, el cual se genera durante el metabolismo del glicerol. Este
compuesto pudo haber actuado en sinergia con los demas agentes antimicrobianos potenciando de
esta manera el efecto inhibitorio. La actividad antimicrobiana de la reuterina es extraordinariamente
amplia, afectando patdgenos potenciales como los utilizados en este estudio asi como también
Clostridium, Listeria, Shigella, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus, levaduras, mohos y protozoos
(Axelsson et al., 1989; Vasquez et al., 2009). Su amplio espectro de inhibicion es debido a que su
blanco es la enzima ribonucleotido reductasa que participa en la sintesis de ADN (Vasquez et al., 2009).
Los acidos organicos son otro de los principales compuestos segin datos in vitro producidos en la
actividad antimicrobiana por los lactobacilos (Perlemuter et al., 2008; Ronddn et al., 2008; De Angelis
et al., 2006; Sanchez et al., 2015). Estos compuestos ademas de actuar como potentes
antimicrobianos disminuyen el pH intestinal creando un ambiente desfavorable para varios tipos de
bacterias incluyendo Salmonella spp, Escherichia coliy Campylobacter sp (Ronddn et al., 2008). La
forma no disociada de los dcidos organicos debido a su naturaleza lipofilica, puede atravesar las
membranas celulares y disociarse en el interior celular. El anién modifica el material genético y el
catién acidifica el citoplasma. Cuando la concentracion de protones excede la capacidad tampdn del
citoplasma, se transportan hacia el exterior mediante bombas de protones por lo que las reservas
energéticas de la célula disminuyen hasta agotarse, cuando esto ocurre, las bombas de protones dejan
de funcionar por lo que el pH disminuye en el interior celular provocando desnaturalizacién de
proteinas y desestabilizacién de otros componentes estructurales, comprometiendo de este modo su
viabilidad (Vasquez et al., 2009; Suskovic et al.,2010).

Otro de los componentes antimicrobianos secretados por los lactobacilos son las bacteriocinas, estas
moléculas de naturaleza proteica son capaces de generar poros en las membranas de bacterias
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sensibles originando la perdida de iones K+, ATP y en algunos casos aminoacidos y moléculas
pequeiias, como consecuencia, disminuye el potencial de membrana, las reservas energéticas y la
sintesis de ADN, ARN y proteinas, causando la muerte celular (Vasquez et al., 2009). Su blanco de
accion es principalmente sobre bacterias Gram (+), incluyendo: Lysteria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, entre otros (Balciunas et al., 2013). Aunque también se han
registrado bacteriocinas que afectan bacterias Gram negativas tales como: Pseudomonas, E.coliy
Salmonella (Ragazzo et al., 2009; Owusu et al., 2013).

Cuando el oxigeno estd presente, los lactobacilos pueden producir metabolitos del oxigeno como el
perdxido de hidrégeno (H20z). Estos compuestos pueden oxidar los grupos sulfhidricos, causando la
desnaturalizacién de enzimas y oxidar los lipidos de las membranas, aumentando su permeabilidad.
Por otra parte el H,0, puede ser un precursor para la produccién de radicales libres que pueden atacar
diversos componentes celulares, tales como: lipidos, proteinas y DNA de bacterias Gram (+), Gram (-) y
levaduras (Vasquez et al., 2009). Sin embargo, el efecto del H,0 podria ser menor sobre las bacterias
patégenas utilizadas en este estudio ya que tanto la S.typhimurium como E.coli, son microorganismos
catalasa positivos, capaces de descomponer el H,02 en agua y oxigeno.

9.4- Cuantificacion de la produccién de biofilms

La capacidad de adherencia de las cepas a superficies inanimadas, puede proveer indicios para
predecir su capacidad de adherirse in vivo (Perelmuter et al., 2008). Las bacterias que logran adherirse
podran formar microcolonias las cuales posteriormente daran lugar a un biofilm (Watnick y Kolter,
2000). Se han registrado en algunas investigaciones una correlaciéon positiva entre la adherencia a las
superficies bidticas y la formacién de biofilms en superficies abidticas (Martin et al., 2008; Pompilio et
al., 2010,2008), por lo tanto puede ser posible que las cepas evaluadas en nuestro estudio que
presenten alta capacidad formadora de biofilms sobre las placas de poliestireno, tengan también la
capacidad de adherirse a la mucosa intestinal.

El método utilizado en este estudio no solo nos permitié demostrar la existencia o ausencia de
biofilms, sino también poder cuantificarlo mediante la medida de su densidad dptica (DO) para poder
clasificar a las cepas, en formadoras fuertes, moderadas, débiles y no formadoras, de manera de poder
seleccionar las mejores para ser utilizadas como probidticos.

Los resultados obtenidos fueron muy variables aun entre miembros de una misma especie, lo cual
concuerda con lo reportado por otros autores (Jones y Versalovic, 2009; Leeber et al., 2007).

Nueve cepas de las 52 evaluadas resultaron ser formadoras fuertes de biofilms lo cual las convierte en
candidatas potenciales ya que podrian permanecer por mas tiempo en el intestino y prolongar de esta
manera su efecto beneficioso en el huésped.

En nuestro caso no se estudié la influencia de componentes relacionados con el ambiente intestinal
sobre la produccién de biofilms. Sin embargo, se ha reportado en ensayos in vitro que el pH, la
osmolaridad, las sales biliares y las mucinas pueden modular la produccién de biofilms (Leeber et al.,
2007).
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9.5- Cepas candidatas para ser utilizadas como probidticos:

Segln nuestros resultados 24 de las 52 cepas evaluadas cumplieron con todos los criterios establecidos

en éste trabajo para ser consideradas como probidticos (Tabla 5), ya que resistieron las condiciones

establecidas en el tractogastrointestinal (TGI), formaron biofilms y demostraron tener actividad

antimicrobiana frente a los patégenos de E.coli y S.typhimurium.

Tabla 5. Cepas candidatas a probidticos en el presente trabajo.

Actividad Actividad Actividad
Cepas Resistencia PH=2 Resiste:'r:ncia antimicro.biana antimicro.biana antimicr-obia-na biofilms
0,30% S.biliares Vs E. coli 52.3 Vs E. coli61.1 Vs S.typhimurium

1.3A (L. reuteri) 1.46 +0.06 1.50 +0.06 13+1 15+3 18+1 Moderado
2.1 (L. johnsonii) 1.47 £ 0.05 0.45+0.12 14+2 19+1 2613 Fuerte
4.1 (L. johnsonii) 0.69+0.14 0.94+0.11 11+1 11+1 9+1 Moderado
4.7 (L. gasseri) 0.19 +£0.04 1.01+0.18 11+1 13+1 11+1 Moderado
5.3 (L. gasseri) 0.31+0.09 0.790.17 1442 13+2 1410 Moderado
6.7 (L. gasseri) 1.52+0.17 0.78 +0.09 15+2 71 11+1 Débil

6.8 (L. johnsonii) 0.62+0.20 0.12+0.08 9+1 15+1 1610 Moderado
6.10 (L. gasseri) 1.64£0.20 0.40 + 0.07 1541 1542 1142 Fuerte
6.12(L. amylovorus) 0.53 +0.04 0.80+0.11 151 15+1 2516 Fuerte
6.13 (L. johnsonii) 0.08 £0.06 1.04 +0.05 11+1 15+1 21+1 Fuerte

7.1 (L. johnsonii) 1.01+0.08 0.46 £ 0.15 1442 1541 2012 Fuerte
8.2 (L .gasseri) 0.11+0.15 0.49+0.10 11+1 16%2 17+1 Moderado
8.6B(L. amylovorus) 1.23+0.09 1.51+0.19 13+2 16+2 16+0 Débil

8.7 (L. amylovorus) 0.75+0.09 0.48+£0.21 17+1 14+1 2416 Moderado
9.2 (L. reuteri) 0.49 +0.04 1.23+0.11 13+2 18+1 17+1 Fuerte

9.7 (L. gasseri) 0.58 £0.09 1.30+0.14 1243 13+2 15%1 Moderado
10.1 (L. reuteri) 0.36 £0.06 1.37+0.09 12+0 11+1 16+3 Moderado
10.2 (L. reuteri) 0.74 £0.05 0.97 £0.07 13+1 11+2 18+1 Débil
10.11 (L. reuteri) 0.66 + 0.07 1.48 +0.06 10+0 1240 11+4 Débil
10.13 (L. reuteri) 1.01+0.12 0.75+0.04 100 13+2 15%1 Débil
3P01.11(L. reuteri) 0.99+0.16 1.54 £ 0.05 19+2 14+1 3243 Débil
1223.9 (L. reuteri) 0.51+0.08 1.02 £ 0.06 15%3 15%2 2814 Débil
2001.13 (L. reuteri) 1.04+0.20 0.92+£0.10 18+3 3143 2519 Débil

31




Conclusidn y perspectivas

10- Conclusion y perspectivas

Dentro del grupo de las 24 cepas (Tabla 5) las mejores candidatas para ser utilizadas como probidticos
en terneros bajo sistemas intensivos y semi-intensivos en Uruguay podrian ser las cepas: 6.12 (L.
amylovorus), 2.1 (L. johnsonii), 7.1 (L. johnsonii), y 9.2 (L. reuteri) teniendo en cuenta su capacidad de
resistencia a las condiciones del TGlI, alta capacidad formadora de biofilms y significativa actividad
antimicrobiana frente a los 3 patdgenos estudiados.

Sin embargo, seria conveniente continuar con las pruebas in vitro para evaluar el potencial probidtico
de las cepas. En particular, es importante que se determine la capacidad de adherencia bacteriana
sobre células epiteliales y mucus intestinal, ya que se consideran requisitos fundamentales para estimar
la colonizacion de las cepas en el intestino y la relacidn con su actividad probidtica.
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