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1. RESUMEN

En las etapas de amamantamiento y destete, los lechones son susceptibles a
infecciones causadas por bacterias enteropatdgenas, debido al desbalance de la
microbiota intestinal y de los cambios en su alimentacion. En paralelo, el plantel
porcino tiene un impacto en el medio ambiente debido a las préacticas
nutricionales, las cuales involucran la administracion de antibiéticos como
profilaxis o como acelerador del crecimiento de los lechones. A pesar que los
planteles cuentan con reglamentos estrictos de manejo sanitario y bioseguridad, el
uso de antibidticos y su eliminacion a través de las excretas de los animales
contamina recursos naturales, selecciona microorganismos resistentes y puede
interferir en la inocuidad alimentaria. Hoy en dia, se buscan alternativas que

remplacen a los antibioticos, como el uso de probidticos.

El objetivo de esta tesis fue caracterizar al menos una cepa potencialmente
probidtica, aislada desde leche de cerda, con accion sobre patdgenos que
producen diarreas en los lechones y que ademas fuera capaz de acumular
selenio, para que ademas, esta tuviera una caracteristica antioxidante. Debido a la
abundante microbiota de esta matriz y considerando que no todos los
microorganismos presentes poseen caracteristicas probioticas, diez muestras de
leche porcina fueron cultivadas en caldo MRS ajustado a pH 3 para pre
seleccionar cepas resistentes a acido. Luego, como segunda etapa
seleccionadora y para cumplir con el objetivo de la tesis, se prob6 el efecto sobre
Escherichia coli enterohemorragica, E. coli enterotoxigénica y una cepa de
Salmonella sp., patdgenos causantes de diarreas en lechones, mediante la técnica
de difusion en agar. Luego de este screening fueron seleccionadas 4 cepas, las
gue siguieron la caracterizacion para las pruebas funcionales de resistencia a
distintas concentraciones de NaCl y de bilis bovina (Oxgall), determinacion de
hidrofobicidad de superficie (en xilol), ademas las pruebas de inocuidad (perfil de
resistencia a antibiéticos, deteccion de hemolisinas y gelatinasas). Las cepas
fueron identificadas mediante APl y PCR utilizando los primers Lac y LbG para el
género Lactobacillus, finalizando con la secuenciacion de la region que codifica
para el ARNr 16S. A este nivel de seleccion, se evaluo el efecto antagonista sobre
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E. coli ATCC 25922, Salmonella enterica ATCC 13076, E. coli enterotoxigénica, E.
coli enterohemorragica y una cepa de Salmonella sp. aislada desde intestino de
cerdo utilizando el método de antagonismo retrasado. Hasta este punto, las cuatro
cepas presentaron caracteristicas de potenciales cepas probioticas. Se realizaron
ensayos de exclusion y desplazamiento en linea celular Caco — 2. Estos ensayos
marcaron diferencias entre las 4 cepas que habian sido caracterizadas. Se verifico
Si estas cepas eran capaces de acumular selenio. En paralelo, se realizaron
ensayos para microscopia electronica de barrido, un ensayo in vivo, deteccion de
aminas biégenas y un breve andlisis de la accién del sobrenadante sobre

patdégenos para una de las cepas seleccionadas.

Como resultados se obtuvo que, las 4 cepas seleccionadas como potencialmente
probidticas correspondieron al género Lactobacillus. Mediante el método de
antagonismo retrasado, las 4 cepas seleccionadas estadisticamente mostraron
efecto inhibitorio sobre todos los patégenos utilizados en esta tesis. Las 4 cepas
resistieron condiciones salinas de al menos 3% pv y concentraciones de sales
biliares bovina (hasta 5% p/v). Ademas, presentaron buen perfil de inocuidad,
debido a la ausencia de hemolisinas y gelatinasas. Las cepas presentaron, como
esperado, resistencia solo a vancomicina y fueron sensibles, a ampicilina,
amoxicilina, eritromicina. La cepa 5E, resultdé ser la Unica cepa altamente
hidrofébica en xilol. En los ensayos en la linea celular Caco-2, las cepas
presentaron un mecanismo de exclusibn sobre las cepas patégenas,
destacandose finalmente dos cepas: la 5E y la 7A’, identificadas mediante
secuenciacion como L. curvatus y L. brevis respectivamente. Una de las cepas, la
5E, mostr6 ademas efecto de desplazamiento sobre las cepas patdgenas, sin
embargo, no fue capaz de desarrollarse en medio suplementado con selenito. Las
cepas 7A’ y 9Y fueron capaces para acumular selenio desde los cultivos en medio
suplementado con 1y a 10mg/l de selenito, siendo la 7A’ la que mas acumulé. Las
fotografias de microscopia electronica mostraron menor dafio citolégico en
presencia de la cepa 5E. En los ensayos in vivo se observé significativamente
respuesta contra la infeccién por S. Tiphymurium cuando se inocul6 la cepa 5E en
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decaimiento en el recuento de S. Typhimurium en higado y bazo. Por ultimo, al
analizar el sobrenadante de la cepa 5E se observo efecto sobre patdgenos y

ademas, no produce aminas bidgenas.

Como conclusidn, la matriz leche porcina es una fuente de cepas potencialmente
probidticas y de ella se obtuvo mas de una cepa con caracteristicas
potencialmente probibtica y con capacidades inhibitorias sobre los patégenos
estudiados. Las principales diferencias surgieron frente a los ensayos de
exclusion y desplazamiento en la linea celular Caco-2 y en la capacidad de

acumulacion de selenio.

Se logré obtener 2 cepas con efecto sobre patégenos que causan diarreas en
lechones; una posee un mecanismo de exclusion y acumula selenio y la otra cepa

presenta mecanismo de exclusibn y desplazamiento y no acumula selenio.



