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RESUMEN

El usa de microorganismos nativos con capa­
cidad probi6tica es una herramienta alterna­
tiva para el tratamiento y prevenci6n de di­
versas patologias animales, como La diarrea
neonatal de terneros (DNT). Los probi6ticos
son seleccionados siguiendo una serie de
criterios que permiten determinar in vitro e
in vivo el potencial probi6tico a partir de una
colecci6n de cepas. El objetivQ de este estu­
dio fue evaluar La coLonizacion y persistencia
en eL tracto gastrointestinaL de terneros de 4
cepas de Lactobacillus spp. nativas seLeccio­
nadas. La evaluacion de La persistencia im­
pLice un ensayo in vivo de administracien oraL
y cuantificaci6n en heces por qPCR de Las
bacterias administradas. El estudio se reaLize
con 15 terneros (1 mes de vida), divididos en
5 grupos de 3 animales. de los cuaLes 4 gru­
pos fueron de animales tratados con 4 cepas
distintas y 1 grupo fue el grupo control. Se
determine que todas Las cepas tuvieron una
buena capacidad colonizadora. y particular­
mente una logro persistir en los 3 animales
tratados hasta 5 dias luego de finalizado el
periodo de administracien. Este resultado in­
dica que las cepas fueron capaces de llegar
de forma viable al intestino. siendo este un
requisito necesario para que puedan ejercer
un efecto beneficioso en el hospedero.

SUMMARY

The use of native microorganisms with pro­
biotic capacity is an alternative tool for the
treatment and prevention of various ani M

mal diseases, such as neonatal caLf diarrhea
(NCD>. The selection of probiotic strains is
based on different in vitro and in vivo assays,
which predict their potential within a collec M

tion of strains. The objective of this study was
to assess the colonization and persistence

of four native Lactobacillus spp. strains in
the gastrointestinal tract of calves. The as­
sessment of enteric persistence involved
an in vivo assay with oral administration of
probiotics and quantification in feces of the
administered bacteria with qPCR. The study
was conducted using 15 caLves (1 month old)
which were divided into five groups of three
animals, four of which were treated with
four different strains and the other one was
the control group. It was determined that alL
strains showed a good colonizing ability. and
particularly one of them managed to persist
in the three treated animals until five days af­
ter the end of the administration period. This
result indicates that the strains were able to
reach the intestine viable, indicating that they
could be promising candidates for the design
of probiotics for the control of NCO.

INTRODUCCI6N

La demanda mundial de Lacteos se encuen­
tra en continuo crecimiento y para satisfa­
cerLa es necesario aumentar Las poblaciones
de bovinos en producci6n (FAO 2006), Esto
ha hecho que en los ultimos anos se hayan
incrementado los sistemas intensivos con el
fin de mejorar Los rendimientos en una me­
nor area dedicada a La ganaderia y en base
a estrategias productivas sustentables (Alva­
rez et al. 2008. Basset-Mens et at. 2009). Es­
tos sistemas separan tempranamente a los
terneros de sus madres y estos son criados
artificialmente desde aproximadamente las
primeras 24 horas de nacidos (Ventura et a1.
2013). Estos factores generan estres en los
animales y dificultan La adquisicien de una
microbiota nativa saludable. Lo cuaL facilita
la colonizaci6n de pategenos promoviendo
enfermedades como la diarrea neonatal de
terneros <oNT, Signorini et al. 2012). Los pro­
bi6ticos han surgido como una aLternativa
promisoria aL uso de antibi6ticos en estos sis-
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temas, y en generaL. Los resultados obtenidos
sug;eren que los probi6ticos pueden tener un
efecto benefice importante sabre La nutriden
y 1a salud animal (Chaucheyras-Durand et aL
2010), Se denomina probi6tico a un monocul­
tivo 0 un cultivo mixto "vivo~de microorganis­
mas que tienen efectos beneficiosos sobre
animales 0 humanos al ser consumido (FAOI
WHO, 2002),Una serie de criterios son utiliza­
dcs para evaluar las cepas y pader determi­
nar su potencial probi6tico previa a ensayos
in vivo dirigidos a evaluar el efecto de 1a ad­
ministraci6n sobre el huesped. Un importan­
te requisita para predecir un efecto benefice
en la salud y bienestar del hospedero, es que
los probi6ticos puedan coLonizar y sobrevivir
en eL intestino (Ouwehand et at 2002).

OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue eva­
luar La capacidad de coLonizaci6n y persis­
tencia en el tracto gastrointestinal de terne­
ros de cepas nativas de Lactobacillus spp.
seleccionadas.

MATERIALES V METODOS

Cepas bacterianas

Las cepas utilizadas fueron aisLadas a partir
de heces de terneros sanos criados al pie de
La madre, utilizando agar MRS Y Rogosa, se­
lectivos para bacterias acido Lacticas (BAl)
y LactobaciLos, respectivamente. Las cepas
identificadas como Lactobacillus spp. fue­
ron caracterizadas in vitro en sus propieda­
des potenciaLmente probi6ticas y las 4 cepas
mas promiserias fueron seleccionadas para
evaluar colonizaci6n y persistencia in vivo.
Dentro de las caracteristicas potencialmen­
te probi6ticas se encuentra: resistencia a pH
bajo y sales biliares, formad6n de biofilm,
efecto antimicrobiano frente a E. coli. adhe­
si6n a mucus y a La linea celuLas Caco-2. Dos
de estas cepas pertenecen a las especie L.
jhonsonii (cepas 1.1 y 1.6), otra pertenece a La
especie L. amy/ovorus (cepa 8.7) y La ultima a
L. reuteri (cepa 1.38).

Animates y alojamiento

EL experimento se reaLiz6 en el tambo de
INIA-La Estanzuela (Ruta 50. km 11, Colonia),
en un area apartada para la crianza en esta-

ca. En total se utiLizaron 15 terneros machos
holando que se criaron desde su nacimiento
hasta eL fin del ensayo. En primera instancia
los terneros redbieron dos dosis de calostro
artificiaL (The Saskatoon Colostrum Company
Ltd, Canada) en las primeras 12h de naci­
miento, y en los siguientes dias se comprob6
que La transferencia pasiva de anticuerpos
habia sido suficiente mediante refractome­
tria de una muestra de sangre. Los animales
fueron alimentados con leche en mamadera
dos veces al dia (4 litros/dia) hasta los cinco
dias de vida y Luego se colocaron en estaca
con baldes donde se mantuvo la cantidad de
leche y se siguieron los mismos horarios de
alimentaci6n, pero se agreg6 agua y raci6n
dos veces al dia.

Oiseno experimental

Los animales fueron divididos al azar en cin­
co grupos de tres, constituyendo cuatro tra­
tamientos con cuatro cepas distintas y un
grupo control. Para minimizar la incidencia
de diarreas durante el periodo experimental.
se decidi6 esperar al mes de vida para co­
menzar con la administrad6n de los probi6­
ticos. Las cepas liofilizadas en ellaboratorio
(lXl09 UFC) en una matriz de leche descre­
mada. eran reconstituidas en agua destilada
esteril y fueron administradas en forma oral
una vez por dia durante cinco dias consecu­
tivos. Se tomaron muestras de materia fecal
de la ampolla rectal en forma diaria desde el
primer dia de administraci6n (dia 0) hasta un
dia despues de La ultima dosis (dia 5), y luego
a los dias 7 y 10. Las muestras fueron conge­
Ladas inmediatamente a -20'C hasta su pro­
cesamiento.

Cuantificaci6n de los probi6ticos por qPCR

Para poder inferir la capacidad de Las cepas
de colonizar y permanecer en el tracto gas­
trointestinaL se utiliz6 La tecnica de qPCR
para cuantificar en las heces Las especies de
bacterias administradas. Los primers utiliza­
dos para La detecci6n de L. johnsonii fueron
Los descritos per Furet y col. (2004), y para la
detecd6n de L. reuleri y L. amylovorus los pri­
mers fueron diseiiados en este trabajo. Para
eL analisis cuantitativo, Los Ct (delo umbral
de ampLificaci6n) de cada muestra fueron
comparados can los Ct de curvas standard
reaLizadas con diLudones del ADN gen6mico
de Las cepas utilizadas. De esta forma Los re­
sultados se pueden expresar en numero de
bacterias/mg materia fecal.



RESULTADOS

En los animales del grupo control se pudo
observar que las especies evaluadas se man­
tuvieron relativamente constantes durante el
ensayo. En cuanto at tratamiento con La cepa
1.1 se observe que. con respecto al dia 0, dcs
de los tres animales mostraron un aumento
significativQ en el numero de L. johnson;; en
sus heces, pero luego de finalizado los 5 dias
de administraci6n solo en uno de estos ani­
males se mantuVQ el aumento. La cepa 1.6
tambien pertenecia a La especie L johnso­
nil y su administraci6n Lambien provoco un
aumento en el numero de bacterias de esta
especie en dcs animates luego de La prirne­
ra administraci6n. y en este caso ambos ani­
males mantuvieron esa condidon luego de
La ultima dosis. La administraci6n de la cepa
1.38, perteneciente a La especie L. reuleri, in­
dujo un aumento significativo en el numero
de bacterias de esa especie en los tres ani­
maLes y en todos este aumento se mantuvo
en el tiempo. Por otro Lado, el tratamiento
can la cepa 8.], perteneciente a La especie L.
amylovorus, tambiEm indujo un aumento en el
numero de bacterias de esta especie en Los
tres animales pero solo un animaL mantuvo
esa condici6n Luego de finalizado eL periodo
de administraci6n.

DISCUSI6N Y CONCLUSIONES

Una de Las caracteristicas mas importantes
de Las bacterias probi6ticas es su capacidad
de pasar a traves del tracto gastrointestinal
superior y coLonizar el intestino medio (Bu­
nesova 2012). En este estudi6 se determin6
que las cuatro cepas estudiadas presenta­
ron, en mayor 0 menor medida, una buena
capacidad colonizadora. La persistencia es
otra caracteristica frecuentemente buscada
ya que se considera deseable que los efec­
tos de La administraci6n de Las cepas se man­
tengan en el tiempo. La cepa 1.38 fue ta cepa
que present6 mas capacidad de persistencia,
10 cualLa hace promisoria para futuros ensa­
yos. Este estudio le da continuidad al trabajo
previa de evaluaci6n in vitro de las cepas y
es un paso mas para la caracterizaci6n del
potencial probi6tico dirigido al manejo de la
ONT.

Como conclusi6n se puede determinar que
las cuatro cepas tuvieron capacidad de co­
lonizar el tracto gastrointestinal de terneros

aunque en forma variable, Lo cual sugiere una
buena correspondencia entre La caracteriza­
ci6n in vitro y los criterios de selecci6n de las
cepas. Por otro Lado una de Las cepas mos­
tr6 una muy buena capacidad de persisten­
cia, mostrandola como muy promisoria para
futuros ensayos in vivo dirigidos a evaluar su
potencial como herramienta terapeutica para
el control de La ONT.

Este trabajo fue financiado por un proyec­
to FPTA-INIA (325). La Lic. Sofia Fernandez
cuenta con una Beca de Doctorado otorgada
por la ANI!.
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