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Resumen

La salud y nutricion de los bovinos son una de las principales preocupaciones del sector
ganadero. Constantemente se estan buscando nuevas alternativas frente al uso de
antibidticos y la generacion de planes alimenticios, que contribuyan a la salud animal.
Hay un interés creciente en virtud de la seleccidn y caracterizacion de microorganismos
con potencial probidtico. Se ha documentado que las cepas probidticas potenciales
deben originarse preferiblemente de la especie objetivo para garantizar especificidad de
ubicacion y colonizacion. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue caracterizar
bacterias intestinales nativas de bovinos de raza Holstein con potencial probiético en
sistemas productivos lecheros en Simijaca - Cundinamarca. En funcion de lo anterior se
realizd la toma de muestras y se procedid con el aislamiento, identificacion vy
evaluaciones bioldgicas de los microorganismos con potencial probiético. Las cepas con
propiedades probioticas se estudiaron en virtud de su actividad hemolitica, actividad
antimicrobiana, tolerancia a condiciones acidas, tolerancia a sales biliares y sensibilidad
a los antimicrobianos. En este estudio se aislaron y caracterizaron bacterias acido-
lacticas (LAB) a partir de materia fecal de bovinos Holstein en el tropico alto. De las 20
cepas obtenidas, seis fueron seleccionadas por sus caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas, y una de ellas fue identificada como Lacticaseibacillus mediante
secuenciacion 16S rRNA. Las cepas mostraron tolerancia a condiciones
gastrointestinales simuladas, destacandose AC009 y AC010 por su resistencia a pH
acido (3.0) y sales biliares (1%). Ninguna fue hemolitica y presentaron actividad
antimicrobiana frente a Escherichia coliK99 y Salmonella spp., confirmando su seguridad
y capacidad de exclusion competitiva. En cuanto al perfil de sensibilidad a antibidticos,
las cepas resultaron sensibles a todos los antimicrobianos probados, lo que las convierte
en las candidatas mas seguras para su uso probidtico. En conclusion, las cepas aisladas
poseen propiedades probiodticas, siendo AC009 y AC010 las mas prometedoras para el
desarrollo de biopreparados destinados a mejorar la salud intestinal y el rendimiento

productivo de bovinos.

Palabras clave: Aislamiento, potencial probiético, cepas nativas, microbiota intestinal.



Abstract

Cattle health and nutrition are major concerns in the livestock sector. New alternatives to
the use of antibiotics and the development of feeding plans that contribute to animal
health are constantly being sought. There is growing interest in the selection and
characterization of microorganisms with probiotic potential. It has been documented that
potential probiotic strains should preferably originate from the target species to ensure
location and colonization specificity. Therefore, the objective of this study was to
characterize native intestinal bacteria with probiotic potential in Holstein cattle in dairy
production systems in Simijaca, Cundinamarca. Based on the above, samples were
collected and microorganisms with probiotic potential were isolated, identified, and
biologically evaluated. Strains with probiotic properties were studied based on their
hemolytic activity, antimicrobial activity, acid tolerance, bile salt tolerance, and
antimicrobial sensitivity. In this study, lactic acid bacteria (LAB) were isolated and
characterized from the feces of Holstein cattle in the highland tropics. Of the 20 strains
obtained, six were selected for their morphological and biochemical characteristics, and
one was identified as Lacticaseibacillus by 16S rRNA sequencing. The strains showed
tolerance to simulated gastrointestinal conditions, with AC009 and AC010 standing out
for their resistance to acidic pH (3.0) and bile salts (1%). None were hemolytic, and they
exhibited antimicrobial activity against Escherichia coli K99 and Salmonella spp.,
confirming their safety and competitive exclusion capacity. Regarding the antibiotic
susceptibility profile, the strains were sensitive to all the antimicrobials tested, making
them the safest candidates for probiotic use. In conclusion, the isolated strains possess
probiotic properties, with AC009 and ACO010 being the most promising for the
development of biopreparations aimed at improving intestinal health and productive

performance in cattle.

Keywords: Isolation, probiotic potential, native strains, intestinal microbiota.
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1. Introduccion

La ganaderia es una de las principales cadenas productivas en el sector agropecuario
colombiano; para el afio 2023 representd el 1,46% del Producto Interno Bruto (PIB),
basado en sistemas de produccion especializado y doble propédsito, que representan

entre el 7,9% y el 43,3% de la orientacion del hato ganadero respectivamente (1).

Las razas de produccion lechera que predominan en el pais provienen de razas europeas
Bos Taurus puras o cruzadas, entre las que se encuentran Holstein, Jersey, Pardo Suizo,

Ayrshire y Normando.

La poblacion bovina en Colombia, segun datos de La Federacion Nacional de Ganaderos
(Fedegan) y el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), asciende a 29.6 millones de
cabezas en 2023, distribuidas en mas de 620,000 predios (2). Para el 2023, la produccién
de leche fue de 7.1 millones de litros, concentrandose en el tropico alto y cerca a centros

urbanos, asi mismo, y el consumo de leche fue de 147 litros/habitante (3).

El éxito en los sistemas de produccidén lechera se sustenta en gran medida en la
promocién integral de la salud del hato, en concordancia con el enfoque “One Health” o
‘Una Salud”, el cual plantea la necesidad de implementar practicas productivas
sostenibles, fortalecer la bioeconomia y contribuir de manera directa al cumplimiento de

los Objetivos de Desarrollo Sostenible.

Actualmente este enfoque reconoce el vinculo estrecho entre la salud humana, la salud
animal y el medio ambiente, a través de un enfoque multidisciplinario y multisectorial.
Este concepto establece que es inherentemente beneficioso estimular la salud de los
animales en pro del bienestar de los seres humanos, es decir, no se puede lograr la salud

humana sin proteger también la salud de las poblaciones animales (4).



La salud animal representa una preocupacién fundamental en el sector ganadero,
especialmente durante las etapas criticas del desarrollo de las hembras de reemplazo,

ya que ellas conforman la proxima generacion de vacas productoras (5).

Fases como los primeros dias de vida, el destete y el parto constituyen etapas criticas
para el bovino. Su impacto es tan significativo que el estado de salud de la ternera
predestetada puede influir notablemente en el desempeno a lo largo de toda la vida
productiva del animal, afectando aspectos como el crecimiento, la eficiencia reproductiva

y la produccién de leche (5).

Generalmente, los estudios de investigacion relacionado con la etapa del destete en
bovinos ha girado en torno al rumen, buscando agilizar y maximizar la ingesta de alimento
sélido, incentivar el desarrollo de las papilas ruminales, aumentar la superficie de
adsorcion de productos de la fermentacién ruminal y satisfacer las demandas de
crecimiento, Sin embargo, este enfoque centrado exclusivamente en el entorno ruminal
deja de lado el impacto que los cambios en la composicion de los nutrientes y la
microbiota pueden tener en el intestino posterior, una zona igualmente crucial para la

salud y el desarrollo del animal. (6).

Adicionalmente, es importante mencionar que una microbiota autdctona establecida
ejerce una interaccion entre el sistema digestivo e inmunologico y esta adaptada para
crecer en simbiosis con el hospedador. También promueve el desarrollo del epitelio
gastrointestinal, lo que contribuye a prevenir el desarrollo de infecciones y mejorar la

funcién de barrera, mejorando el bienestar del animal (6-8).

El rapido cambio de dieta, el medio ambiente, el transporte, el manejo reproductivo y
sanitario, el estrés caldrico, entre otros factores, desequilibran la salud intestinal, lo que

permite la colonizacion de patdgenos oportunistas que comprometen la salud del animal

(9).



En animales sanos el intestino esta colonizado por una microbiota tipica, sin embargo,
cuando ésta presenta desequilibrios, puede permitir la colonizacion de patdégenos y la
aparicion de diarreas que generan morbilidad, mortalidad y pérdidas econémicas en las

granjas (8,10).

Comprender los mecanismos de adquisicién y cambios en la microbiota en las distintas
etapas del bovino y los principios que regulan la colonizacion microbiana es esencial
para crear estrategias que permitan mejorar la salud ruminal e intestinal (11). En este
sentido, es necesaria una mayor investigacion de los cambios microbioldgicos,
estructurales y funcionales del intestino en bovinos, sobre todo en animales de pastoreo
(6,11,12).

En Colombia, las enfermedades entéricas son comunes en terneros y representan
enormes pérdidas econdmicas en la industria ganadera de leche y de carne debido a la

alta morbilidad, mortalidad y costos de tratamiento (13).

La diarrea en terneros durante el periodo neonatal (primeros 28 dias de vida), representa
mas del 50% de la mortalidad neonatal y antes del destete causa el 56% de morbilidad
y el 32% de mortalidad en terneros lecheros (14,15). Esta puede ser ocasionada por

diversos factores infecciosos y no infecciosos.

Para promover la salud y productividad animal, desde el campo de la medicina
veterinaria, se ha generado un creciente interés hacia el estudio de microorganismos
nativos intestinales, con el propdsito de seleccionar bacterias beneficiosas como

herramientas prometedoras en el desarrollo de probidticos (4,8).

Uno de los principales enfoques de la investigacion nutricional en terneros ha sido el
rumen; sin embargo, el intestino, no menos importante, la investigacion es limitada (6).
Por lo anterior, este trabajo analiza la microbiota intestinal bovina como una alternativa

al uso de antibioticos y alternativa nutricional, que contribuya a la salud animal (4).



1.1. Planteamiento del problema

A nivel global, la investigacion en medicina veterinaria ha incrementado su enfoque en la
caracterizacion de la microbiota intestinal de los bovinos, en pro de la seleccidn de
microorganismos con potencial probiético que generen un impacto beneficioso sobre la

salud y la productividad animal (16,17).

En la produccién ganadera, los rumiantes enfrentan periodos especificos de estrés para
la microbiota intestinal. Diversos estudios indican que el uso de probidticos en bovinos
en esos periodos, promueven la salud por medio de la exclusion competitiva de
microorganismos patdégenos, mejoran la funcion de barrera, reducen de la acidosis
ruminal, produccion de compuestos como bacteriocinas y defensinas, mejoran la

fermentacién ruminal y proveen efectos inmunomoduladores (11,16,18,19).

Aun asi, la comunidad microbiana intestinal de los bovinos sigue siendo poco estudiada,
mientras que el rumen ha sido el punto focal de la investigacion sobre fisiologia
nutricional de vacas y terneros (6,7,17). En Colombia, la falta de investigacion a nivel de
bacterias probioticas derivadas de intestino de bovinos Holstein y el aprovechamiento de
este potencial, es una limitante para para el desarrollo de productos bioldgicos, que
ofrezcan una alternativa biotecnoldgica de tratamiento de terneros con patologias

digestivas como la diarrea o el desarrollo de productos en nutricién animal.

La diarrea causa el 56% de morbilidad y 32% de mortalidad en teneros antes del destete
(5). Es de naturaleza multifactorial, siendo las principales bacterias Salmonella
typhimurium, Salmonella dublin, Escherichia coliy Clostridium perfringens; virus como el
rotavirus, coronavirus y virus de la diarrea viral bovina (DVB); y protozoos como

Cryptosporidium parvum (20).

Investigaciones resaltan que la especificidad de la especie hospedadora del probiotico
es un criterio para evidenciar adhesion y propiedades beneficiosas del producto, es decir,



cuando el probiético se obtiene de la misma especie animal, los efectos beneficiosos

suelen ser mayores (9,21-23).

En Colombia, la disponibilidad de probidticos para bovinos con cepas nativas es muy
limitada y su enfoque tiende a ser desarrollo ruminal, predominando en el mercado
nacional productos importados, desarrollados a partir de microorganismos de otras

fuentes de origen.

Por otro lado, la oferta limitada de otras opciones terapéuticas para el tratamiento de las
diarreas en terneros y el uso generalizado de antibi6ticos, ha estado relacionado con el
desarrollo de resistencia de los antimicrobianos en las poblaciones bacterianas, situacion
que despierta interés para la busqueda de alternativas sanitarias y nutricionales
(10,16,19,21).

Bajo este contexto, es una necesidad aislar y caracterizar bacterias intestinales bovinas
e investigar su potencial probiotico para establecer el punto de partida del desarrollo de
productos biotecnoldgicos como opcidn de tratamiento de patologias digestivas y soporte

nutricional.

Pregunta de investigaciéon

De acuerdo con el anterior contexto, el presente trabajo de investigacion tiene como foco
la siguiente pregunta de investigacién: ;Cual es el potencial probidtico in vitro de las
bacterias intestinales aisladas a partir de bovinos de raza Holstein en Simijaca,

Cundinamarca?



1.2. Justificacion

Prevenir la diarrea en terneros y tratarla adecuadamente es crucial durante la cria, ya
que las enfermedades en esta etapa pueden retrasar el crecimiento, afectar la
productividad y provocar la muerte; constituyendo graves pérdidas econdémicas para los
ganaderos. Los antibiéticos comunmente utilizados para la diarrea en terneros pueden
promover la resistencia bacteriana y aumentar los residuos en carne, por tal motivo es
un desafio encontrar nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de diarreas en

terneros lactantes y en predestete (24).

Segun la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OMSA), “la resistencia a los agentes
antimicrobianos (RAM) se ha convertido en uno de los principales problemas sanitarios
de nuestro tiempo”, siendo una amenaza creciente para el bienestar de los seres
humanos y animales. En el 2019 se reportaron 5 millones de muertes humanas
vinculadas con la resistencia a los antimicrobianos, incluyendo 1.3 millones de muertes
causadas directamente por bacterias resistentes (25). Por ende, con esta investigacion
se busca analizar el desarrollo de alternativas al uso de antibidticos que contribuyan a la
salud intestinal a través de la caracterizacion de los microorganismos nativos con

potencial probidtico.

Por otra parte, la oferta de productos bioldgicos para terneros en el mercado colombiano
es limitada y se basa en solo en un producto desarrollado en el pais con cepas nativas
ruminales (Rumitec®) y productos importados (Biobac®, Organew®, Booster® RN
Terneros), estos ultimos de los cuales es incierto el origen de los microorganismos

presentes en la composicion.

Otra de las aplicaciones del uso de probidticos en ganaderia esta dirigida como
inoculantes de ensilajes. Los in6culos microbianos para ensilaje han sido utilizados para
mejorar la fermentacién y prevenir el deterioro del alimento a través de la produccién de

acidos organicos como acido lactico y acido acético (26).



Una de las aplicaciones de los probidticos esta dirigida al tratamiento de diarreas en
terneros. Los terneros recién nacidos y los terneros en proceso de transicion al destete
son muy susceptibles a enfermedades digestivas, principalmente por diarrea, dada la
predisposicidn a la colonizacion por bacterias oportunistas y potencialmente patdégenas
presentes en el ambiente, que comprometen la funcién de barrera ruminal e intestinal
(6,7).

Por lo tanto, el aislamiento y caracterizacion eficiente de microorganismos con
propiedades probidticas es primordial para desarrollar la base de un producto bioldgico.
Por medio del aislamiento y seleccion de microorganismos como Lactobacillus,
Bifidobacterium, Pediococcus y Streptococcus y otras especies bacterianas de interés
que presenten tolerancia a las condiciones especificas del tracto gastrointestinal,
actividad inhibitoria comprobada contra microorganismos patégenos y seguridad para
poder ser administrados en un animal, se obtiene el principio activo para un probiético
con potenciales efectos sobre la reduccion de la incidencia de enfermedades infecciosas

de origen gastrointestinal y mejoramiento del sistema inmunolégico del animal.

Dado lo anterior, con este estudio se espera poder contribuir con la identificaciéon y
caracterizacién de potenciales cepas probidticas aisladas de bovinos adultos con el fin
de poder en un futuro formular un producto probiético que contenga microorganismos
especificos de la especie a la cual se le debe administrar para poder asi evaluar el

verdadero impacto del producto.



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar in vitro bacterias intestinales con potencial probiotico aisladas de bovinos de raza

Holstein de Simijaca, Cundinamarca, Colombia.

2.2. Objetivos especificos

e Seleccionar bacterias cultivables a partir de materia fecal de bovinos de raza
Holstein.

¢ |dentificar bioquimica y molecularmente los aislamientos bacterianos obtenidos a
partir de la materia fecal de la poblacion seleccionada.

e Determinar el potencial probiético de las bacterias que presentan los perfiles

bioquimico y molecular previamente establecidos.



3. Marco conceptual y generalidades

3.1. Probiéticos y caracteristicas generales

Existen diversas categorias emergentes de enfoques probidticos en la industria animal
que abarcan productos que se han utilizado para mejorar el rendimiento y mejora de la
salud animal, en pro de garantizar la seguridad alimentaria, como se describe en la tabla
1(27,28).

Los probidticos hacen parte de estas categorias emergentes y se definen como
“microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas, son beneficiosos
para la salud del hospedero” (16,22,27,28). Se utilizan cada vez mas como una
alternativa segura a los antibiéticos que antes se utilizaban en la alimentacion animal sin

restricciones (23,28).

Ademas, a las cepas bacterianas o fungicas, los probidticos pueden referirse a
preparaciones de enzimas, extractos de cultivos o una combinacion (29). Este tipo de
productos son cada vez mas una alternativa segura al uso de antibiéticos y promotores

de crecimiento (23,30).

Especialmente las bacterias acido-lacticas (LAB) se utilizan como probidticos debido a
que se conocen como miembros beneficiosos de la microbiota gastrointestinal. Estos
microorganismos son un grupo de bacterias Gram positivas, no motiles, anaerobios
facultativos y no formadores de esporas capaces de producir una amplia gama de acidos
organicos como acido aceético, acido lactico, acido citrico, acido succinico y acido
propidnico como productos finales de la fermentacion de carbohidratos en funcién de su

metabolismo homo y heterofermentativo (31,32).



Tabla 1. Categorias microbianas de alimentacion directa.

absorbidas por el hospedador, pero pueden
promover el metabolismo y la proliferacion de
bacterias beneficiosas en el organismo.

Sustrato fermentable no utilizado por el
animal hospedero. Son carbohidratos no
digeribles que no se metabolizan en el
intestino delgado, sino que se fermentan en el

intestino grueso.

Categoria Descripcion Tipo de producto

Eubidticos Aditivos alimentarios que desempefian un | Acidos organicos, aceites esenciales,
papel esencial en el apoyo al rendimiento y el | probioticos, probidticos, postbiéticos,
bienestar animal al favorecer la salud | fitobidticos.
intestinal

Probiéticos Microorganismos vivos que, administrados en | Cultivos vivos de bacterias, levaduras
cantidades adecuadas, son beneficiosos para | o hongos.
la salud del hospedero.

Prebioticos Sustancias organicas no digeridas ni | Oligosacaridos (fructooligosacaridos,

galactooligosacaridos,

xilooligosacaridos), inulina, lactitol,

lactulosa y la fibra de cereales

Postbioticos

Productos de levaduras o hongos o productos

de su fermentacion.

Productos finales de fermentacion de
levaduras u hongos, productos de
cultivos tratados

pared celular,

térmicamente (no vivos).

Simbidticos

Aditivos

sinérgicamente a través de multiples modos

alimentarios que  funcionan

de accion.

Probiético combinado con un

prebiético, o un producto de

levaduras que contiene prebidticos.

Tomado de El Jeni (27), Salahlou (33) y Shuyao (34)

Algunos de los microorganismos bacterianos mas utilizados en las preparaciones

probidticas

incluyen

los géneros Lactobacillus,

Streptococcus, Enterococcus,

Lactococcus, Bacillus y Bifidobacterium; sin embargo, entre los no bacterianos se

destacan Saccharomyces, Candida pintolopesii y Aspergillus oryzae (22,30,35,36).

En la Union Europea, los agentes probidticos mas utilizados en suplementos alimenticios

son cepas bacterianas del género Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
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Pediococcusy Streptococcus; asi como levaduras del género Saccharomyces cerevisiae

y Kluyveromyces (33).

Los suplementos biologicos veterinarios mas utilizados incluyen Lactobacillus,
Saccharomyces, Bacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Propionibacterium,

Prevotellabryanti, y especies de Megasphaeraelsdenii (31,37).

En rumiantes se ha prestado mucha atencion a Lactobacillus spp, Saccharomyces
cerevisiae y Bifidobacterium, ya que su implementacién en la dieta mejora la
fermentacién ruminal, la funcidén inmune y la mejora de la eficiencia de la produccion en

el ganado de leche y de carne (38).

En terneros, varias cepas de Lactobacillus son utilizadas como promotores de
crecimiento en lugar de antibiéticos, contrarrestando los efectos negativos del uso

generalizado de antibiodticos y reduciendo la resistencia antimicrobiana (31).

Los preparados probidticos se presentan como monocepa o multicepa. Investigaciones
han demostrado que la combinacién de cepas ejerce un equilibrio mas favorable en el
metabolismo intestinal que el uso de una sola cepa (25). Idealmente deben sobrevivir al
ambiente interno del tracto gastrointestinal, colonizar intestino y convertirse en parte de

la microbiota normal del hospedador (39).

Se ha informado acerca del uso de policultivos de especies de Lactobacillus (L.
acidophilus, L. plantarum y L. casei) y Enterococcus faecium para el tratamiento de
diarreas en terneros. En prerumiantes jévenes, los probidticos bacterianos como las
bacterias acido-lacticas se utilizan para mejorar la salud animal. Los probioticos se

dirigen al intestino, porque el rumen no esta desarrollado (40).

Estos microorganismos deben tener la capacidad de sobrevivir y conservarse en el tracto
digestivo durante su paso, no deben ser patégenos, ni toxicos, y no deben causar efectos

secundarios. Las candidatas potenciales deberian poder modificar parametros
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fisioloégicos o estimular el sistema inmunoldgico, atenuar patégenos o tratar y prevenir

infecciones, inflamacién y enfermedad (22).

3.1.1. Seleccién de microorganismos con propiedades probiéticas y métodos de
caracterizaciéon

Recientemente ha crecido el interés en la investigacion y seleccién de microorganismos
con propiedades probidticas en diversas especies animales, con el fin de obtener el
principio activo potencial para la fabricacion de productos biolégicos que impacten la
salud y productividad animal. Para cumplir este objetivo, las cepas aisladas deben ser

caracterizadas y evaluadas (16).

Existen diversos métodos de evaluacion del potencial probidtico de cepas bacterianas
(8,23,41). El indice de hidrofobicidad, autoagregacion, co-agregacion y formacion de
biopeliculas evalua las propiedades de superficie, con base en el principio de que la
adhesion a la superficie epitelial es el primer paso requerido para la colonizacién de
microorganismos probiéticos. Las BAL se adhieren al epitelio intestinal mediante la
produccion de proteinas y permite formar una barrera que previene la colonizacion por

bacterias patégenas (9,16,23).

La evaluacién de la produccion de varios compuestos metabdlicos de BAL, incluyendo
acidos organicos, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas, que ejercen efectos
antimicrobianos contra una gamma de patdégenos, es un método crucial en la seleccién
de microorganismos probioticos. La seleccion de BAL con capacidad inhibitoria es
esencial, ya que estos compuestos se produciran in situ en el intestino para combatir
patogenos (9,16). Se ha evaluado la actividad inhibitoria de microorganismos como

Salmonella typhimurium'y E. coli (23,41).
La tolerancia a condiciones gastrointestinales es otra caracteristica fundamental para

evaluar en las cepas con potencial probiético. Las cepas deben ser capaces de sobrevivir

a condiciones acidas (pH 3) y adaptarse al estrés acido. La exposicion a concentraciones
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crecientes de sales biliares es otra propiedad necesaria para sobrevivir en el intestino y

que permita una colonizacion efectiva (16,23,40,41).

La resistencia al fenol también se evaliua debido a que los aminoacidos de origen
dietético o enddgenos se desnaturalizan, lo que conlleva a la formacion de fenoles por la
accion de la microbiota intestinal, por lo tanto, los probidticos deben sobrevivir a la accion

de compuestos toxicos producido por la fermentacion de las proteinas (9).

El analisis de la actividad enzimatica extracelular permite establecer si las bacterias con
potencial probidtico secretan enzimas como amilasa, proteasa, lipasa y fitasa, que
desempeinan un papel importante en la mejora de la digestibilidad y la absorcion de

nutrientes (9).

En funcion de la evaluaciéon de seguridad, la prueba de actividad hemolitica analiza este
factor de virulencia conocido entre los microorganismos patdégenos. La actividad no
hemolitica se considera un requisito para la seleccién de probidticos (9). La actividad
hemolitica es una amenaza para el hospedador, lo que podria causar anemia,

bacteremia y edema (23,40).

El ensayo de degradacion de mucina, también es una prueba referente a la inocuidad
para el consumo animal, ya que el deterioro de la barrera de mucina en el tracto
gastrointestinal podria aumentar la susceptibilidad de la mucosa a agentes toxicos y la

intrusion de patégenos (9).

La susceptibilidad a antibidticos es otro criterio importante para comprender la seguridad
de los probidticos, también para guiar la terapia antimicrobiana. Las preocupaciones se
seguridad incluyen que genes de resistencia a los antibidticos puedan transferirse
(23,40,42).

También se han realizado evaluaciones de seguridad de probidticos in vivo por toxicidad

oral, en donde se correlacionan parametros como peso corporal, indices organicos y
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estado de salud (40). Otros métodos de caracterizacion incluyen compatibilidad y
produccion de exopolisacaridos, tolerancia a altas concentraciones de hidréxido de sodio
(NaCl) y actividad enzimatica extracelular (amilasa, proteasa y p-galactosidasa),
(9,16,23,42).

3.1.2. Especificidad de los probiéticos

La especificidad del probidtico es muy conveniente y es el criterio de seleccibn mas
importante en la aplicacion probidtica. Los microorganismos probioticos deben obtenerse
de la misma especie que su hospedero previsto, es decir que deben originarse
preferiblemente del animal objetivo, para obtener respuestas especificas, por tal razon

deben ser autéctonos del ecosistema en el que se administran (9,23).

La respuesta a los probiodticos varia con las cepas, la dieta, el hospedero, la forma
farmacéutica, la via de administracion y la dosis. Debido a que la microbiota nativa se
adapta facilmente al intestino y prolifera eficientemente hasta formar una poblacién
estable, un probidtico autéctono seria mas viable y resaltaria las propiedades especificas

de la cepa huésped (28,43).

Las cepas que residen naturalmente en el tracto digestivo de los terneros pueden brindar
una mejor proteccion contra infecciones gastrointestinales (41). Se cree que estas cepas
tienen mas posibilidades de sobrevivir y colonizar el tracto gastrointestinal, permitiendo
que la microbiota beneficiosa prolifere, garantizando especificidad de ubicacion,

colonizacion e inmunoestimulacion (16,23,41,44).

3.1.3. Propiedades y beneficios de la administracion de probiéticos

Los probidticos brindan beneficios mediante diversos mecanismos de accion, como
competir por la adhesién al epitelio y nutrientes, secrecidn de sustancias inhibidoras
como acidos organicos, peréxido de hidrégeno y biopeliculas que impiden la propagacién
de patdégenos y promueven la regeneracion del epitelio intestinal, disminucion del pH y

modulacion del sistema inmunitario (30,34).
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Tienen la capacidad de modular las comunidades microbianas enddgenas para ejercer
sus efectos directamente. También tienen la capacidad de colonizar el tracto
gastrointestinal de los terneros compitiendo potencialmente por nutrientes, produciendo
compuestos inhibidores que reducen el pH o modificando el ambiente intestinal para

asegurar una ventaja competitiva (28,34).

Pueden influir en la colonizacion de patdégenos al obstruir su unién a los receptores
mediante la unién a los receptores en el tracto gastrointestinal. Lactobacillus plantarum
WCFS1 secreta una adhesina especifica de manosa, que inhibe competitivamente la
unién de E. coli productora de enterotoxina (ETEC) al receptor, al reconocer los sitios de

adhesioén especificos de manosa en la superficie epitelial intestinal (34).

Lactobacillus rhamnosus exhibe un notable potencial de adhesion a las lineas celulares
epiteliales colénicas y participa en interacciones beneficiosas con las células
hospedadoras, inhibiendo eficazmente la internalizaciéon de E. coli enterohemorragica
(ECEH) (34).

Lactobacillus y Bifidobacterium modulan la respuesta inmunitaria al aumentar la
produccion de citoquinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 y reducir el factor de necrosis tumoral
(TNF-a), aumentar la produccion de anticuerpos (especialmente IgE e IgG), estimulando

la inmunidad innata y preparando la respuesta inmunitaria adaptativa (37).

La suplementacién con probiéticos incluye diversos beneficios como mejorar la eficiencia
alimenticia, aumentar la digestibilidad, estimular el microbioma intestinal, reducir el uso
de antibioticos, brindar resistencia a diversos patdgenos, mejorar la barrera intestinal y

mantener bajos niveles de incidencia de diarreas (18,22,30).

La administracién de probidticos tiene un efecto beneficioso sobre el rendimiento del
crecimiento de los terneros y sobre la eficiencia alimenticia, ejerciendo su mecanismo de

accioén de tal manera que estos microorganismos compiten por los nutrientes y producen
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compuestos antibacterianos en la luz intestinal, permitiendo que ocupen nichos
especificos en la mucosa intestinal y activando el sistema inmunoldgico innato del
animal. Cabe resaltar que los efectos del probiético dependen en gran medida del tipo

de cepa implicada y el tipo de alimento consumido por el ternero (35).

Los probidticos basados en microorganismos bacterianos se han utilizado ampliamente
en terneros antes del destete con el objetivo de reducir la diarrea, mejorar la salud
intestinal y mejorar el crecimiento. La suplementacion con bacterias probiodticas puede
mejorar la resistencia a los patégenos entéricos, especialmente en el ternero que posee

un sistema inmunoldgico poco desarrollado (45).

Se ha evaluado el desarrollo de cultivos probidticos a partir de Lactobacillus de heces de
terneros para su administracion en terneros para tratar y prevenir trastornos
gastrointestinales (23). La administracion de probidticos tiene un impacto significativo en

la aparicién de diarrea en terneros, reduciéndola significativamente (39).

La suplementacién con probidticos para mantener la homedstasis de la microbiota
intestinal, es una de las principales herramientas para tratar afecciones clinicas como la
diarrea, debido a la creciente preocupacion del aumento de la resistencia a los

antimicrobianos (37).

El consumo de Lactobacillus spp puede mejorar la funcion inmunoldgica y equilibrar la
estructura del microbioma intestinal, aumentando el rendimiento productivo de los

terneros (43).

Los probidticos se han utilizado para el tratamiento y la prevencién de enfermedades en
el ganado como acidosis ruminal subaguda, mastitis, prevencion de la metritis,
enfermedad de Johne y diarrea en terneros. También se han utilizado en el ganado para

mejorar los signos por estrés calorico y el rendimiento reproductivo (28).
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El uso de bacterias acido-lacticas en alimentacion directa como probidticos en rumiantes
reduce la abundancia de E. coli patdgena, reduce la frecuencia de diarrea, mejora la
ingesta de materia seca y la proteccion inmunoldgica durante la infeccion por medio de

la secrecion de bacteriocinas (31).

Un estudio realizado en terneros Holstein demostré que la alimentacion con probidticos
redujo la tasa promedio de diarrea en un 42,90% y aumento la ganancia de peso diaria
en 43,40%, elevo los indices antioxidantes de catalasa, superdxido dismutasa y glutation
peroxidasa, aumento los indices inmunoldgicos de IgA, 1gG e IgM. También aumento la
abundancia de Lactococcus lactis y Bacillus massionigeriensis y disminuyo la

abundancia de cepas patdgenas como E. coliy Mycobacterium brisnae (46).

3.1.4. Bacterias acido-lacticas y su papel probiético

Las bacterias acido — lacticas (LAB) son un grupo heterogéneo de microorganismos
filogenéticamente relacionados que utilizan carbohidratos como unica fuente de carbono
(monosacaridos y disacaridos) y producen acido lactico como principal producto de la
fermentacién. Son bacterias Gram positivas, no esporuladas, catalasa negativas,
aciddfilas y aerotolerantes. Generalmente son cocos o bacilos y presentan tolerancia a
pH bajos (47,48).

Segun su clasificacion taxonomica pertenecen al filo Firmicutes, clase Bacilli, orden
Lactobacillales. Comprenden mas de 60 géneros y los que se encuentran con mayor
frecuencia incluyen Lactobacillus, Paralactobacillus, Lacticaseibacillus, Ligilactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus y Weissella
(48,49). A excepcion de los géneros Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus y
Carnobacterium la mayoria de las LAB no son patégenas y cuentan con clasificacion
GRAS (generalmente reconocidas como seguras) por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) (47,49).

Las LAB metabolizan los carbohidratos en diferentes compuestos como acido acético,

acetaldehido, etanol, diacetilo y principalmente acido lactico, mediante un proceso
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conocido como fermentacion, que se define como el metabolismo de los azucares en

que la energia se obtiene de la oxidacién parcial de un compuesto organico (50).

Estas bacterias fermentan azucares cuando crecen en condiciones anaerébicas, pero
pueden cambiar su metabolismo fermentativo a metabolismo respiratorio anaerdbico

cuando se les proporciona hemo o grupos hemo y menaquinona (47).

El metabolismo de los carbohidratos se puede realizar por 2 mecanismos: homolactica y
heterlolactica. La homofermentacion puede generar 2 ATP por molécula de glucosa,
mientras que la heterofermentacién genera un solo ATP por molécula de glucosa.
Lactococcus, Lactobacillus y Pediococcus realizan fermentacién homolactica, mientras

que Leuconostoc, Weissella 'y Oenococcus realizan fermentacion heterolactica (48).

En la fermentacion homolactica las hexosas son fermentadas por especies homolacticas
para producir principalmente acido lactico. Una molécula de hexosa producira dos
moléculas de lactato. Las hexosas se metabolizan a través de la via Embden-Meyerhoff-
Parnas (EMP) a piruvato. Estas especies tienen fructosa difosfato aldolasa (FDP)
necesaria para hidrolizar una hexosa de 6C para producir dos moléculas de compuestos
de 3C. También carecen de una enzima clave, la fosfocetolasa, presente en las especies

que son fermentadoras heterolacticas (51)

Las bacterias lacticas heterofermentativas metabolizan las hexosas para producir una
mezcla de acido lactico, CO2 y acetato o etanol. Carecen de la enzima fructosa difosfato
aldolasa (FDP) de la via EMP, pero poseen enzimas glucosa fosfato deshidrogenasa y
xilulosa fosfocetolasa, lo que le permite hidrolizar hexosas a través de la via

fosfogluconato-fosfocetolasa para generar energia (51).

Desde la antiguedad, las LAB se han utilizado empiricamente en la conservacion y
produccion de alimentos fermentados de origen vegetal y animal. Desde 1930 y 1940 las
LAB se han utilizado como iniciadores lacticos en la industria de loa alimentos

fermentados. Posteriormente, debido al aumento del conocimiento en inmunologia, estos
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microorganismos empezaron a utilizarse como probidticos y para la produccion de

diversos metabolitos (47).

Se han caracterizado varias cepas bacterianas pertenecientes a las LAB, las cuales
presentan un perfil probidtico y cuando se administran en cantidades adecuadas aportan
beneficios para la salud del hospedero. El factor mas importante de un probidtico es su
impacto potencial en la salud y seguridad. Dentro de las caracteristicas mas deseables
incluyen su capacidad para sobrevivir en el tracto gastrointestinal, su capacidad para
combatir microorganismos patégenos mediante actividad antimicrobiana y sus

propiedades antioxidantes (50).

3.1.5. Papel de los Probiodticos en la regulaciéon metabdlica

Los efectos beneficiosos de los probioticos se atribuyen en gran medida a los
subproductos metabdlicos. En el intestino, los probidticos fermentan activamente
carbohidratos, lo que conduce a la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC),

como el acido lactico, propionico y acético (34).

Dichos metabolitos contribuyen al mantenimiento de la salud intestinal y modulan
diversos procesos fisioldgicos. Los AGCC proporcionan energia a las células epiteliales
intestinales para promover el crecimiento celular y regulan el pH y el nivel de oxigeno

para crear un ambiente propicio para el crecimiento de bacterias benéficas (34,46).

El acido acético coordina la interaccion entre las células epiteliales e inmunitarias; el
acido propidnico participa en la gluconeogénesis, proporcionando energia al animal y el
acido butirico mediante el proceso de [3-oxidacion cubre el 70% de las necesidades

energéticas (34).

Las Bifidobacterias y los Lactobacilos favorecen la fermentacion de la lactosa y otros
azucares. Tras la ingestion, los probidticos facilitan la descomposicion de la lactosa y se
producen acidos organicos como el acido lactico. Esta mejora la motilidad intestinal y

suprime la proliferacion de bacterias patégenas (34).
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Por otro lado, los probiéticos facilitan la digestion de proteinas en terneros mediante la
secrecion de enzimas digestivas como proteasas. La microbiota intestinal participa en el

metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada (34).

Algunos probidticos pueden sintetizar sus propias proteinas bacterianas utilizando
intermediarios como el amoniaco producido por el metabolismo proteico, reduciendo asi

la acumulacién de sustancias nocivas en el intestino (34).

Los probidticos, en el proceso del metabolismo proteico, pueden producir sustancias
biolégicamente activas, como péptidos, que regulan la funcién inmunitaria, promueven el
crecimiento y el desarrollo, y ayudan a mejorar la resistencia y el rendimiento del

crecimiento de los terneros al reducir la diarrea (34).

Se ha demostrado que los probidticos regulan el metabolismo de los acidos biliares en
el tracto gastrointestinal (TGl), lo que promueve la reabsorcion y el reciclaje de acidos
biliares y mejora la digestién de las grasas. Ciertas especies de Lactobacillus también
pueden influir en la circulacién enterohepatica de los acidos biliares al devolver mas
acidos biliares al intestino, lo que mejora la emulsificacion, la digestion y la absorcion de
las grasas, mantiene la funcién intestinal normal y reduce la diarrea causada por la mala

digestion de las grasas (34).

Uno de los principales mecanismos de actividad antimicrobiana de los probidticos viene
dada por la produccion de compuestos antimicrobianos, sin embargo, existen otros
mecanismos como como la union a las células epiteliales, modulacion del sistema
inmunoldgico, la competencia por nutrientes y produccién de biopeliculas al cambiar la

poblacién bacteriana del tracto gastrointestinal (28,31).

Las bacterias acido-lacticas producen dos compuestos: bacteriocinas de alta masa
moléculas y sustancias no bacteriocinas de baja masa molecular. Entre estas sustancias

se encuentran acido lactico y acético, responsables del impacto positivo en el ecosistema
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gastrointestinal a través de la colonizacion de la microbiota y la disminucion de los

microorganismos patogenos (31,46).

Lactobacillus y Bifidobacterium ademas de producir compuestos antimicrobianos,
modulan la respuesta inmune al aumentar las interleucinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, reducir
el factor de necrosis tumoral (TNF-a), aumentar la produccion de anticuerpos como
Inmunoglobulinas IgE e IgG, estimulan la inmunidad innata y preparan la respuesta

inmune adaptativa (37).

3.2. Microbiota intestinal en rumiantes

El microbioma incluye el conjunto de microorganismos, sus secuencias genomicas, y los
factores ambientales en un habitat determinado. Abarca un conjunto de informacidén mas
amplio que la microbiota, ya que esta definiciébn incluye el conjunto de datos
metaboldmicos, metagenémicos y metatranscriptémicos. El término se refiere tanto a

bacterias, como hongos, arqueas y otros microorganismos (52).

Por otro lado, la microbiota se refiere especificamente a los microorganismos de un
entorno definido. Incluye bacterias, hongos, arqueas, virus y otros microorganismos (52).
La constitucién de la microbiota intestinal varia segun el hospedador, predominando en
terneros neonatos Bacteroidetes, terneros de 21 dias y animales adultos Bacteroidetes
y Prevotella. Se han observado miembros metandgenos y celuloliticos a los 3-4 dias
edad y en animales maduros. El consorcio microbiano es muy complejo, por lo tanto, la

mayoria de las bacterias no estan cultivadas (53).

La composicién de la microbiota intestinal varia dependiendo de factores ambientales y
del hospedero. La colonizacidon espontanea se da en sistemas basados en pastoreo o
extensivos, sin embargo, una cria intensiva y la poca exposicién de las crias a sus

madres reduce drasticamente la adquisicion natural de la microbiota autoctona (54).
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En el primer escenario, los diferentes segmentos del intestino son colonizados por
microbiota tipica que se adapta y se desarrolla en simbiosis con el hospedero, pero en
el segundo caso, el entorno intestinal se ve afectado al facilitar el asentamiento de

microorganismos patégenos (54).

En la mayoria de los mamiferos, un microbioma intestinal estable aumenta eficazmente
la digestiéon y la absorcion de nutrientes, acelera la construccion de funciones
inmunitarias en el epitelio intestinal, promueve el desarrollo del sistema inmunitario e
inhibe el crecimiento de microorganismos patdgenos; ayudando asi a reducir la

incidencia de enfermedades (34).

El analisis de la diversidad bacteriana intestinal en rumiantes sigue siendo poco
estudiado. Sin embargo, se ha relacionado con la edad, el desarrollo del tracto digestivo,

practicas de manejo y transicion de las dietas forrajeras a dietas con granos (8,17).

El tracto gastrointestinal de los terneros recién nacidos es colonizado por un grupo
diverso de microbiota, siendo esta crucial para el desarrollo del intestino y el sistema
inmunoldgico (9). La microbiota intestinal juega un papel importante en muchos procesos
fisiolégicos como la digestion de los nutrientes y como barrera contra patégenos vy

sustancias téxicas (4,8).

Antes del destete, la microbiota intestinal estd compuesta principalmente por bacterias
en particular como Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Peptostretococcus,
Corynebacteriumy Clostridium. A medida que el ternero crece y consume alimento soélido

se observan cambios significativos en la microbiota intestinal (37).

3.3. Diarrea en terneros

La diarrea es considerada una prioridad para la industria lechera debido a su alta
incidencia, sus efectos a corto y largo plazo en la salud y rendimiento de los terneros, asi

como mayor riesgo de mortalidad (55). Los terneros recién nacidos son particularmente
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vulnerables a diversas enfermedades infecciosas, siendo la diarrea neonatal una de las

mas comunes y perjudiciales.

La diarrea es una afeccion multifactorial compleja que se produce por la interaccion de
varios factores de riesgo subyacentes y patégenos infecciosos.Los terneros no pueden
adquirir inmunoglobulinas del sistema circulatorio materno debido a las caracteristicas
unicas de la placenta de tipo cotiledonaria y sindesmocorial. La inestabilidad de la
microbiota intestinal y la funcidn intestinal incompleta de los terneros recién nacidos con

factores importantes que contribuyen a la alta incidencia de diarrea precoz (34).

Algunos factores como la edad, la predisposicion genética, condiciones ambientales
subpotimas, practicas de manejo inadecuadas, deficiencias nutricionales, estados de
inmunosupresion 'y comorbilidades, pueden determinar la susceptibilidad a la

presentacion de diarrea neonatal (34).

Bacterias como Salmonella enterica, Escherichia coli, Clostridium perfringens; virus
como rotavirus bovino (BRV), coronavirus bovino (BCoV), virus de la diarrea viral bovina
(BVDV), norovirus bovino (BNoV) y torovirus bovino (BToV); y parasitos como
Cryptosporidium parvum 'y Eimeria spp son algunos patégenos entéricos comunes que

causan diarrea en terneros (37,56,57).

La infeccidn bacteriana progresa rapidamente, desde la reduccion de la absorcién de los
nutrientes, diarrea, pérdida de peso y debilidad hasta causar deshidratacion extrema y
mortalidad en menos de 24 horas. La primera infeccion, el deterioro de la funcién de
barrea del epitelio intestinal y el desequilibrio de la microbiota exponen a los terneros a
una sobreinfeccién por multiples patdgenos oportunistas, lo que conlleva a un aumento
de la tasa de mortalidad (37).

Factores no infecciosos como un manejo inadecuado de la alimentacion, puede causar
diarrea en terneros, una dieta desequilibrada o nutricionalmente inadecuada durante la

gestacion, combinada con actividad fisica insuficiente puede alterar el metabolismo de
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los nutrientes maternos y perjudicar el desarrollo fetal normal. Como resultado los
terneros pueden presentar retraso en el crecimiento, debilitamiento de las condiciones
fisioloégicas, menor resistencia inmunitaria y mayor susceptibilidad a presentar diarrea
(34).

Asi mismo, vacas malnutridas producen calostro de baja calidad, bajo volumen y con
contenido reducido de inmunoglobulinas, lo que afecta significativamente la salud
neonatal. Silos terneros recién nacidos no consumen calostro durante las primeras horas
de vida, aumenta el riesgo de trastornos digestivos, lo que los hace muy susceptibles a
la diarrea (34).

Los antibidticos han sido ampliamente utilizados para el tratamiento de diarreas y
promover la salud, sin embargo, su uso excesivo ha provocado el desarrollo de bacterias
resistentes y la presencia de residuos en subproductos alimenticios. En terneros la
diarrea recurrente antes del destete y el uso inadecuado de antibidticos durante las
primeras etapas de vida puede resultar en un desarrollo insuficiente de la funcion ruminal
y la microbiota intestinal, lo que afecta la digestidon y absorcion de nutrientes durante el

crecimiento (34).

Debido a la aparicion de cepas patdgenas resistentes a los antibioticos, la Unidon Europea
y China, prohibieron el uso de promotores de crecimiento antimicrobianos en la
alimentacion animal. Actualmente el aumento de la resistencia antimicrobiana es una de
las principales preocupaciones de la OMS, por lo cual el desarrollo de nuevos y diversos

agentes antidiarreicos como los probioéticos resulta crucial en la industria ganadera (37).

La intervencion oportuna en los terneros mediante la suplementacion con probidticos y
otras estrategias de apoyo es esencial para mejorar su crecimiento y funciones
metabdlicas. Los probiéticos han ganado reconocimiento como alternativas
prometedoras a los antibiéticos. Pueden mejorar la salud del tracto gastrointestinal al
mejorar la integridad de barrera, los procesos metabdlicos y optimizando la composicion

de la microbiota intestinal (34).
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4. Metodologia (Materiales y Métodos)

4.1. Tipo de estudio

La presente investigacion es de tipo Cuantitativo, observacional, descriptivo.
Detalla e interpreta los fendmenos observados y ayuda a plantear hipotesis que seran
probadas a través de estudios observacionales. Se basa en tres etapas, las cuales se

describen en la figura 1.
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Figura 1. Metodologia para la caracterizacion in vitro de bacterias intestinales con potencial probidtico
aisladas de bovinos de raza Holstein de Simijaca, Cundinamarca, Colombia. Fuente: Figura propia.
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4.2. Seleccién de animales para muestreo

Para el muestreo se seleccionaron 3 bovinos hembra (novillas) clinicamente sanas de
raza Holstein, con una condicion corporal 3-4/5, con una dieta especifica a base de 20%
suplemento (alimento concentrado peletizado, alimento en harina enmelazado, semilla
de algodon, silo de maralfalfa y sales mineralizadas) y 80% forraje (Kikuyo y carreton
rojo gigante), ubicadas en una finca del municipio de Simijaca, Cundinamarca, Colombia
(2.559 m.s.n.m) 5°29'05"N 73°49'01"W, bajo un sistema de pastoreo rotacional.

El control de salud animal se realizé de acuerdo con el plan sanitario preventivo ganadero
desarrollado por el personal veterinario de la finca. Antes del muestreo, los animales no

recibieron tratamiento antibiético.

4.3. Criterios de inclusion y exclusién

Criterios de inclusion: Bovinos hembra, raza Holstein, clinicamente sanas, edad 1 a 3
afnos, CC 3-4/5, sin tratamiento antibiotico hace 3 meses, heces de aspecto pastoso y
olor sui generis, consumo de agua y alimento ad libitum, alimentacion con dieta de forraje

80% y 20% suplemento.

Criterios de exclusion: Bovinos machos, bovinos hembra de otras razas, hembras con
aparicion de una condicion de enfermedad previo al muestreo de los animales. Hembras

alimentadas con otro forraje diferente.

4.4. Muestreo

El muestreo se realizd por palpacion rectal. Se colectaron asépticamente en tubos
conicos plasticos de 50 mL con tapa estériles muestras de materia fecal de cada animal
y fueron transportados en refrigeracién (4°C) al laboratorio REMA de la Universidad
Colegio Mayor de Cundinamarca para su respectivo cultivo y aislamiento. El muestreo
se realizé por duplicado de los tres bovinos hembra, para un total de 6 muestras de

materia fecal para procesar en el laboratorio.
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4.5. Aislamiento e identificacion bacteriana

Se pesaron 3 g de materia fecal y se homogenizaron asépticamente en 15 mL de solucion
salina fosfatada (PBS) estéril. Después se realizaron diluciones en serie hasta 4 veces
por cada muestra. De cada suspension se tomo6 una alicuota de 100 yL para ser
sembrada en agar Man Rogosa, Sharpe (MRS) (PanReac AppliChem, Espafia), un agar
selectivo para el aislamiento de bacterias acido-lacticas. A continuacion, las muestras
sembradas se incubaron en condiciones de microaerofilia (Anaerogen, Oxoid) por 48
horas a 37°C (16,41,58) (figura 2).

Realizar diluciones en serie hasta

4 Homogenizar 5 . Sembrar 100 pL
con PBS estéril 4 veces por cada muestra: de la dilucién en
500pl 500 pL 500 pL agar MRS por
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Figura 2. Procedimiento de aislamiento de bacterias a partir de materia fecal bovina de bovinos Holstein.
Fuente: Figura propia.

Posteriormente, se seleccionaron colonias con morfologia macroscopica caracteristica y
se purificaron después de varias generaciones, sembrando en agar MRS e incubando

bajo las mismas condiciones mencionadas.
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4.5.1 Identificacion bioquimica de los aislamientos bacterianos

Los aislados se caracterizaron preliminarmente con tincién de Gram, catalasa y oxidasa
(Oxidase strips Oxoid, Espafia). Solo se consideraron los microorganismos que fueron
Gram positivos y negativos a catalasa y oxidasa. Los cultivos aislados se mantuvieron
en stocks congelados en un medio de congelacién que contenia 20% de glicerol a -76°C.
Los aislados se subcultivaron en agar y caldo MRS a 37°C durante 24-48 horas antes de

su uso en estudios posteriores (16).

4.5.2 identificacion molecular de los aislamientos bacterianos

La identificacion de cepas implicé un método de extraccion desarrollado por CorpoGen,
basado en rompimiento por calor y precipitacién por “salting out’, el aislamiento y
purificacion del DNA, amplificacion del gen ribosomal 16S mediante la técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction), purificacién de los fragmentos y secuenciacion mediante
método Sanger utilizando los iniciadores 337F, 518F, 800R, y 1100R del gen ribosomal
16S; limpieza y ensamblaje de las secuencias para obtener la secuencia problema,
andlisis taxondmico de la secuencia problema mediante la herramienta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), del NCBI (National Center for Biotechnology Information),
comparando contra la base de datos RNA de referencia “refseq_rna”; analisis taxondmico
de la secuencia problema mediante la herramienta [eBIBI IV SSU-rDNA (16S)
(Automated ProKaryotes Phylogeny) de la Universidad de Lyon. Esta herramienta
emplea la base de datos BIBI DB mk45 (actualizada a diciembre 2022) y también utiliza
las herramientas Kalign v3.3, FastTree v2.1.11, ClAlign 1.0.9, Fastroot v1.5 y ToyTree
vl para generar las relaciones filogenéticas de la muestra. Asi mismo implicé un
alineamiento multiple, usando el algoritmo MUSCLE (MUltiple Sequence Comparision by
Log-Expectation), de la secuencia problema con las treinta secuencias de mayor similitud
reportadas por BLAST, generacion de un arbol filogenético usando el modelo de
distancia genética de Tamura-Nei (TN93), con el método de “Neighbor-Joining” y el
método de “Bootstrap” con mil réplicas y clasificacion taxonémica de la secuencia
consenso. Este proceso fue realizado en colaboracion con el laboratorio CorporGen,
Bogota, Colombia (23).
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4.6. Caracterizacion de microorganismos con potencial probiético

A partir de la revision documental y de antecedentes se estudiaron diversas
metodologias de caracterizacion de BAL, sin embargo, las seleccionadas corresponden

a procesos convencionales en evaluacion de propiedades probidticas.

4.6.1. Propiedades de tolerancia al acido

Por medio de esta prueba se evaluo la tolerancia de los microorganismos aislados a
diferentes valores de pH. La tolerancia de las bacterias aisladas se determiné mediante
inoculacién en caldo MRS previamente ajustado a pH de 3.0, 4.0y 5.0 con HCI 0.1 N
(16).

Se prepararon suspensiones de bacterias en caldo LB + Tween 80% al 0.05% incubadas
por 48 horas a 37°C y se ajustaron a 0.04 de DOsoo nm (densidad optica) en un
espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS) (59-61).

Luego se inocularon 150 uL las suspensiones bacterianas en las microplacas de
poliestireno por triplicado y se evalué el crecimiento de los aislados en diferentes
condiciones de pH mediante lector de placas (Thermo Labsystems Bioscreen) por 48

horas de incubacion a 37°C, comparado con los aislados sin tratamiento (control).

Se calculé la velocidad especifica de crecimiento (u) definida como la velocidad de
aumento de la concentracion celular por unidad de tiempo expresada en h'’

In (X5) — In (X;)
IJ_ =
tp—t

y el tiempo de duplicacion (ty), como el tiempo necesario para que las poblaciones de
células se dupliquen:

_In(2)

!

ta
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4.6.2. Propiedades de tolerancia a la bilis

Por medio de esta prueba se evalué la capacidad de supervivencia de los
microorganismos a diferentes concentraciones de sales biliares. Se determiné mediante
inoculacion en caldo MRS previamente ajustado con sales biliares a concentraciones del
1%, 0.5% y 0.25% (16).

Se prepararon suspensiones de bacterias en caldo LB + Tween 80% al 0.05% incubadas
por 48 horas a 37°C y se ajustaron a 0.04 de DOsoo nm (densidad optica) en un
espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS) (59-61).

Posteriormente, se inocularon 150 pL las suspensiones bacterianas en las microplacas
de poliestireno por triplicado y se evalud el crecimiento de los aislados en diferentes
condiciones de sales biliares mediante un analizador automatico de curvas de
crecimiento (Thermo Labsystems Bioscreen) por 48 horas de incubacion a 37°C,

comparado con los aislados sin tratamiento (control).

Se calculé la velocidad especifica de crecimiento (u) definida como la velocidad de
aumento de la concentracion celular por unidad de tiempo expresada en h’

In (X;) —In (X;)
n=
=t

y el tiempo de duplicacion (ty), como el tiempo necesario para que las poblaciones de
células se dupliquen:

_In(2)

!

ta

4.6.3. Prueba de actividad hemolitica

La evaluacion de la actividad hemolitica de las cepas aisladas refiere una evaluacién
primaria de la seguridad, para determinar la naturaleza no patégena de los aislamientos
seleccionados (9,23,58). La actividad no hemolitica se considera necesaria para

seleccionar probioticos (9).
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La hemdlisis es un rasgo caracteristico de cepas patdgenas virulentas, por lo tanto, los
cultivos aislados se cultivaron en agar sangre (LABG&M Microgen) y se incubaron a 37°C

durante 3 dias en condiciones anaerodbicas.

Posteriormente se analiz6 la formacién de halos de hemodlisis, un halo verde alrededor
de las colonias se consideré actividad a-hemolitica, una zona transparente alrededor de
las colonias se considero actividad B-hemolitica (hemdlisis completa) y las colonias que
no presentaron cambios se consideraron que exhiben actividad y-hemolitica (ninguna

hemodlisis).

4.6.4. Ensayo actividad antimicrobiana

La capacidad antimicrobiana de los aislados se evalué mediante el método de difusion
en agar (40,62). Se utilizaron 3 bacterias potencialmente patégenas en terneros, E. coli
K99, S. typhimurium y S. dublin. Se efectudé una siembra masiva o en césped de las

bacterias sobre agar LB con hisopos de algodén estériles (58).

Posteriormente se perforaron agujeros en el agar con un punzén metalico (7 mm). Se
inocularon 100 pL de la solucion bacteriana de cepas aisladas en los agujeros y se
inyect6 caldo MRS como control negativo. Se incubaron las muestras a 37°C durante 24
horas. El diametro de zona de inhibicidon determiné la capacidad inhibitoria de las cepas

patogenas.

4.6.5. Prueba de sensibilidad a antibioticos

Se evalug la sensibilidad a antibiéticos mediante el método de difusion en disco (9,23,41).
Se eligieron un total de 11 antibi6ticos para la prueba: (i) inhibidores de la sintesis de la
pared celular: Penicilina (P) 10 UIC, Amoxicilina-clavulanico (AMC) 20/10 ug, Ampicilina
(AM) 10 ug, Cefoxitina (FOX) 30 pg, Imipenem (IMP) 10 ug, Cefazolina (KZ) 30 pg,
Ceftriaxona (CRO) 30 ug; (ii) alteracion del metabolismo o la estructura de los acidos

nucleicos: Ciprofloxacina (CIP) 5 ug, Levofloxacino (LEV) 5 pg; (iii) inhibicion de la
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sintesis proteica: Eritromicina (E) 15 ug, Tetraciclina (TE) 30 pg (63). Los discos de

antibiético se obtuvieron de Oxoid y Liofilchem.

Los aislamientos fueron sembrados en placas de agar Muller Hilton (HiMedia, India), en
condiciones asépticas se colocaron los sensidiscos de cada uno de los antibidticos y se

incubaron por 24 horas a 37°C y posteriormente se realizaron las mediciones.

La ausencia de una zona de inhibicion del crecimiento alrededor de los discos
antimicrobianos se ha descrito como resistencia bacteriana. Los resultados se
expresaron como Resistente (R <15 mm), intermedio (I 15-20 mm) y sensible (S 220
mm) (40).

4.7. Analisis estadistico

Todos los ensayos in vitro se realizaron por triplicado. Los resultados se expresan como
la media *+ desviacion estandar de los datos. Las diferencias significativas entre las
medias se determinaron mediante la prueba de Tukey tras el analisis de varianza
(ANOVA) con el programa estadistico GraphPad Prism, versién 8.0.1. Un valor p <0,05
se considero estadisticamente significativo.

4.8. Consideraciones éticas

La Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, lugar donde se desarrollara proyecto,
cuenta con Permiso de estudio para recoleccion de especimenes de la biodiversidad con
fines de investigacion cientifica, establecido mediante la Resolucion N° 00321 del 29 de
marzo de 2017 por la Autoridad Nacional de Licencias Ambientales (ANLA).

Este trabajo no representa ningun riesgo sobre la bioseguridad, salud publica, sanidad
animal o vegetal y una vez finalizado el proyecto los especimenes aislados seran
depositados en una coleccion nacional registrada ante el Instituto Humboldt de

conformidad con la resolucién anterior.
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Este trabajo esta exento de aprobacién de un Comité de ética oficial, porque no implica

la experimentacion directa con animales.

33



5. Resultados y discusién

5.6. Aislamiento e identificacion de bacteriana

Con el fin de seleccionar bacterias acido-lacticas beneficiosas para ser utilizadas como
probidticos, se analizaron muestras de materia fecal de 3 bovinos hembras de raza

Holstein, en una finca de trépico alto ubicada en Simijaca, Cundinamarca, Colombia.

En la presente investigacion se obtuvieron 20 cepas de colonias pequefias de 2 a 5 mm,
de color crema, opacas y brillantes, con margenes bien definidos, convexas, lisas, con
un olor caracteristico a leche agria. Microscépicamente se observaron bacilos Gram
positivos, no esporulados, no flagelados, con extremos redondeados, que se

presentaban solos, en pares y en cadenas cortas (Ver figura 3 y tabla 2) (64).

Figura 3. Morfologia macroscépica (a) y microscopica (b) tipica de bacterias acido-lacticas aisladas de
materia fecal bovina. Fuente: Figura propia.

Se estandarizé el proceso de congelacion y cultivos los aislados se conservaron en stock
a -76°C. Se verifico el proceso y la viabilidad de las cepas congeladas hasta 10 meses

después de su congelacion.

Todas las cepas obtenidas se consideraron como presuntas bacterias acido-lacticas con
base en una caracterizacion primaria: los resultados de la tincion de Gram, la prueba de
catalasa y oxidasa negativas. Sin embargo, mediante pruebas de identificacion se

seleccionaron 6 microorganismos para realizar la evaluacion del potencial probiético.
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La prueba catalasa se ha utilizado para identificar microorganismos que producen la
enzima catalasa. Las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el perdxido de
hidrégeno en agua y oxigeno que se libera en forma de burbujas (65). Hubo
microorganismos que fueron positivos a esta prueba, por lo tanto, fueron descartados y

solo las bacterias que fueron negativas se consideraron en este estudio (Ver figura 4).

Para determinar si un microorganismo produce la enzima citocromo oxidasa se realiza la
prueba oxidasa. En presencia de oxigeno atmosférico la enzima intracelular citocromo
oxidasa oxida el reactivo fenilendiamina y forma un compuesto color purpura (indofenol)
(Ver figura 4). La prueba de oxidasa identifica la presencia de la enzima citocromo ¢

oxidasa, que es crucial para la respiracion celular en algunas bacterias (66).

Por lo general, el sistema citocromo oxidasa sélo se encuentra en las bacterias aerobias.
Asimismo, la presencia de oxidasa va ligada a la produccion de catalasa, ya que ésta
degrada el peroxido de hidrogeno que se produce como consecuencia de la reduccion

del oxigeno y cuya acumulacion es toxica (66).

Figura 4. Prueba de catalasa positiva (a) y (b) negativa. Prueba de oxidasa (c) positiva y (d) negativa.
Fuente: Figura propia.

El aislamiento de bacterias acido-lacticas de cualquier fuente debe tener en cuenta sus
complejos requerimientos nutricionales y la preferencia por condiciones
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microaerdfilas/anaerdbicas (64). En este estudio se utiliz6 un medio comercial de agar
MRS sin modificaciones para el cultivo y aislamiento de bacterias acido-lacticas (Ver
tabla 3). Este medio de cultivo fue desarrollado por de Man, Rogosa y Sharpe en 1960
con la intencion de producir un medio definido como sustituto del agar de jugo de tomate

para el cultivo de lactobacilos (67).

El medio MRS proporciona un buen recuento de colonias y un tamafio y morfologia de
colonia caracteristicos para lactobacilos y otras bacterias lacticas. Otros
microorganismos deben descartarse mediante la apariencia especifica de las colonias y

mediante pruebas de confirmacion como tincion de Gram y prueba de catalasa (67).

Tabla 2. Caracterizacion preliminar de las bacterias acido-lacticas aisladas de materia fecal bovina.

. Morfologia Morfologia L L
Cédigo o . g Descripcion Bioquimica
macroscopica microscopica
- i
x \ Colonia blanca,
aspecto brillante, Catalasa (-)
ACO001
redonda. Oxidasa (-)
BGP cortos
Colonia blanca,
equenfia, Catalasa (-
ACO005 bed 0
brillante. Oxidasa (-)
BGP cortos
Colonia blanca,
brillante
Catalasa (-)
ACO006 BGP cortos. )
Oxidasa (-)
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Colonia blanca,

aspecto brillante, Catalasa (-)
ACO007

redonda. Oxidasa (-)

BGP cortos.

Colonia blanca,

brillante. Catalasa (-)
ACO009

BGP cortos. Oxidasa (-)

Colonia blanca,

brillante. Catalasa (-)
ACO010

BGP cortos. Oxidasa (-)

Tabla 3. Componentes del agar MRS y su categoria funcional (62).

Componente Cantidad Funcién
) o ) Agente inhibitorio del crecimiento de bacterias
di-Amonio Hidrégeno Citrato 20g/L )
Gram negativas
Extracto de Carne 8.0g/L Fuente de nitrégeno
Extracto de Levadura 4.0g/L Fuente de nitrégeno
D(+)-Glucosa 20.0 g/L Fuente de carbono y energia
Magnesio Sulfato 0.2g/L Cofactores enzimaticos
Manganeso(ll) Sulfato 0,05 g/L Cofactores enzimaticos
Fuente de carbono, nitrégeno, vitaminas y
Peptona Bacteriologica 10.0 g/L )
minerales
di-Potasio Hidrogeno Fosfato 2.0g/L Sistema buffer
Sodio Acetato 5.0 g/L Cofactores para el crecimiento bacteriano
Tween 80 1.0g/L Fuente de acidos grasos
Agar 10.0 g/L Agente solidificante
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Algunos estudios reportan el uso de agar MRS sin modificaciones para el aislamiento de

bacterias acido-lacticas a partir de materia fecal bovina, suelo de corrales y raciones de

alimento, en condiciones de incubacién a 37°C durante 48 horas (16,23,41,58,68). Otras

investigaciones utilizan agar MRS enriquecido con clorhidrato de cisteina (0.5 g/L) para

hacerlo selectivo para lactobacilos acido-tolerantes (9).

También se ha reportado el uso de otros medios de cultivo como agar M17, el agar

Columbia Modificado para el aislamiento de Bifidobacteria y el uso de agar LBS para el

aislamiento de Lactobacilos (8,41) (Ver tabla 4).

Tabla 4. Uso de otros medios de cultivo en el aislamiento de Lactobacilos de bovinos

Medio de cultivo | Fuente Microorganismos aislados Referencia
Enterococcus, Lactobacillus,
Heces de ganado }
Leuconostoc, Pediococcus y
MRS Suelo de corrales . (16)
Raciones de alimento Weissella.
(500)
MRS + clorhidrato .
de cisteina (0.5 Muestras fecales de Lactobacillus )
recto (55)
g/L)
MRS . , . .
Heces recogidas de Lactobacillus, Bifidobacterium
M17 d 107 (41)
TPY ganado (107)
TPY + Mupirocina
(1 QO_ g/lL)y a_10|do Muestras fecales Bifidobacterium (42)
acético glacial (1 (57)
mL/L)
MRS Muestras fecales de Lactobacillus 23)
recto (41)
MRS Lactobacillus, Leuconostoc,
LBS Muestras fecales Pediococcus (69)
(686)
Lactobacillus,
MRS Muestras fecales Enterococcus (70)
(55)
MRS y MRS Muestras fecales de Lactobacillus (71)
acidificado recto (80)
Lactobacillus,
MRS Muestras intestinales Enterococcus (72)
(42)
Muestras rectales y Lactobacillus
MRS cavidad bucal (96) (8)

Se ha destacado recientemente la importancia del uso de probiéticos derivados de

microorganismos autoctonos debido a su potencial de colonizacion, ya que son

38



especificos del hospedador. Por lo tanto, la identificacion y caracterizacion de microbiota

entérica de bovinos es un prerrequisito para seleccionar candidatos probidticos (16).

Es necesario centrar los estudios en la composicion de la microbiota intestinal en bovinos
de raza Holstein. En este trabajo encontramos diferentes especies de bacterias acido-
lacticas. De los seis aislados, uno fue identificado por secuenciaciéon del gen 16s rRNA.
Este microorganismo pertenece a la especie Lacticaseibacillus (Ver figura 5) (Resultados
RefSeq NCBI, identidad 99% y cobertura 99%). Los otros aislados fueron enviados al
Laboratorio Solutions in Inmunology and Microbiology (SIM) para la extraccion de ADN y
amplificacion del gen 16S ARNr, posteriormente, se enviaran al Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Autonoma de México (UNAM) para la secuenciacién. Por sus
caracteristicas se sugiere que son cepas probioticas y por lo tanto dichos

microorganismos se utilizaron en las pruebas de potencial probiotico.

La constitucion bacteriana cambia con el tipo de alimento consumido por el hospedador.
Los piensos ricos en fibra son ricos en celulosa, mientras que los piensos ricos en
cereales contienen alto contenido de material almidonado. Esto influye en el tipo de

bacterias necesarias para digerir el material consumido en los bovinos (53).
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Figura 5. Arbol de distancias filogenéticas (leBIBI).

En Colombia, se ha reportado el aislamiento y caracterizacion de Enterococcus faecium
a partir de materia fecal de terneros Brahman en trépico bajo como cepa probiética viable
para la formulacién de un biopreparado para mejorar los parametros productivos y

disminuir trastornos gastrointestinales en terneros (73).

Se ha reportado el aislamiento de L. acidophilus, L rhamnosus, L gasseri, L. delbrueckii

y L. casei en bovinos, su diversidad se puede atribuir a factores ambientales y dietéticos
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De materia fecal y cavidad oral de terneros se ha aislado Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus mucosae, Lactobacillus murinus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus

amylovorus, Enterococcus faeciumy se ha explorado su capacidad probiética (8).

Un estudio en terneros machos Bos Taurus en condiciones de pastizales en México
identificd un total de 17 filos, 24 clases, 33 6rdenes, 50 familias, 281 géneros y 297
especies de microorganismos bacterianos, a partir de materia fecal. Dentro de los
géneros mas abundantes encontraron Firmicutes y Verrucomicrobia y géneros

Ruminococcaceae y Eubacterum (17).

De manera similar, de muestras fecales de terneros recién nacidos se ha aislado y
confirmado a través de la secuenciacion de ARNr 16S cepas de Ligilactobacillus
salivarus. Estas cepas han presentado caracteristicas que respaldan su potencial
probidtico (23).

De materia fecal de novillos Bradford y Brangus, suelo de corrales y raciones de alimento
se han obtenido 500 aislados representados por los géneros Lactobacillus, Enterococcs,
Leuconostoc, Pediococcus y Weissella. Predominando genéticamente Lactobacillus
mucoseae (34%), Enterococcus hirae (26%) y E. faecium-durans (20%) en materia fecal
y suelos de corrales. En raciones de alimento predominé E. faecium-durans (46%),

Pediococcus pentosaceus, P. acidilactici (27%), Lactobacillus acidophilus (11%) (16).

Mediante secuenciacion parcial del gen ARNr 16S se ha identificado Enterococcus
avium, Enterococcus durans, Enterococcus faecium, Enterococcus faecium-durans,
Enterococcus hirae, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc pseudomesenteroides,
Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus, Weissella hellenica, Weissella
paramesenteroides, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
amylovorus, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum,

Lactobacillus mucosae y Lactobacillus plantarum de materia fecal bovina (16).
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Cepas bacterianas aisladas de heces de terneros sanos han sido identificadas mediante
secuenciacion del gen ARNr 16S y pertenecian a las especies B. longum, Streptococcus

bovis, Lactobacillus animalis, Lactobacillus paracaseiy Streptococcus macedonicus (41).

5.7. Evaluacion de las propiedades probiéticas

5.7.1. Propiedades de tolerancia al acido

Una caracteristica importante que permite la funcion beneficiosa de las cepas probidticas
a nivel intestinal es su supervivencia en el ambiente acido del estbmago y su tolerancia
a sales biliares (16,41). Las condiciones acidas fueron toleradas de forma diferente por
cada uno de los aislados. Todos pudieron tolerar la exposicién acida a pH de 5.0 y 4.0

(figura 6).
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Figura 6. Comportamiento de las cepas aisladas expuestas a pH diferentes por 48 horas.

Las cepas AC009 y ACO0010 mostraron una mejor capacidad para sobrevivir en

condiciones de pH de 3.0 como peor caso establecido en este estudio, toleraron
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altamente el acido y podrian sobrevivir en el jugo gastrico; también mostraron un mejor
comportamiento respecto a las demas cepas con un pico maximo de DOsoonm de 0.456
(pH 4.0), 0.441 (pH 5.0) y 0.413 (pH 4.0), 0.489 (pH 5.0) respectivamente (P < 0.05).

Estas cepas poseen una mayor resistencia al estrés acido, permitiéndoles mantener un
crecimiento mas prolongado y alcanzar una DO final superior, a pesar de reflejar una
tasa de multiplicacion menor, con velocidad especifica de crecimiento de 0.523 y 0.593
u (h™") y un tiempo de duplicacion 1.1 y 1.3 respectivamente, comparado con las cepas
ACO005 y AC006 (Ver tabla 4).

Las cepas AC001, AC009 y AC010 mostraron un perfil de crecimiento mas estable en
las 3 concentraciones de pH evaluadas, con velocidad especifica de crecimiento ()
superiores y tiempos de duplicacion consistentes, o que denota una mayor adaptacion

a condiciones de pH moderadamente acidas.

Tabla 5. Velocidad especifica de crecimiento (u) y tiempo de duplicaciéon (td) de las cepas aisladas
sometidas a pH de 3.0, 4.0y 5.0.

pH Control 3.0 4.0 5.0
Cepa M (h) ta p (h) ta p (h) ta p (h) ta
ACO001 0.325 2.1 0.309 2.2 0.404 1.7 0.326 2.1
ACO005 0.293 2.3 0.936 0.7 0.211 3.3 0.292 2.3
ACO006 0.302 2.2 1.717 0.4 0.222 3.1 0.284 24
ACO007 0.265 2.6 0.147 4.7 0.243 2.8 0.286 24
ACO009 0.522 1.3 0.523 1.3 0.436 1.5 0.455 1.5
AC010 0.807 0.8 0.593 1.1 0.669 1.0 0.696 0.9

Aunque las cepas AC005 y AC006 mostraron una mayor velocidad especifica de
crecimiento () mayor y un tiempo de duplicacion (ty) reducido a un pH de 3.0, sus valores
de DO final fueron menores en comparacion con otras cepas que presentaron menores
tasas de crecimiento. Esto se explica considerando que la velocidad especifica de

crecimiento y el tiempo de duplicacion reflejan la rapidez con que las células se dividen
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durante la fase exponencial, pero no refleja la biomasa maxima que la poblacién pueda

alcanzar bajo ciertas condiciones especificas.

En ambientes acidos (pH 3.0) AC005 y AC006 se multiplican rapidamente durante las
primeras etapas del crecimiento debido a mecanismos adaptativos que favorecen la
proliferacion inicial. Sin embargo, la acidez prolongada podria restringir la viabilidad

celular y el crecimiento sostenido, resultando en una menor biomasa acumulada.

El pH ruminal es de 5.8 a 6.2 y el del abomaso puede llegar a ser tan bajo como 3.0 y
las cepas probidticas deben sobrevivir a esas condiciones (16). La capacidad de los
probidticos para tolerar un pH bajo es la base para la seleccion de cepas con potencial
probidtico. Se demostrd que al ser residentes de la microbiota nativa en bovinos, los

aislados pudieron soportar condiciones de estrés acido a nivel intestinal (9,16).

Se ha reportado que L. animalis SB310 muestra resistencia a la exposicién a pH de 3.0
y Bifidobacterium longum muestra una resistencia muy pobre a condiciones de digestion

gastrica e intestinal artificial (41).

Las bacterias acido-lacticas se clasifican como homofermentativas vy
heterofermentativas; ambos tipos estan adaptados a entornos de pH bajo, aunque la
resistencia al acido varia entre especies y cepas. Estos microorganismos suelen
enfrentarse a un pH bajo estable o a un estrés acido repentino y transitorio a través de
diversos mecanismos que incluyen vias metabdlicas centrales, la bomba de protones,
los cambios en la composicion de la membrana celular y la densidad celular, la
reparacion de dafos en el ADN y las proteinas, asi como los procesos de neutralizacion
(75).

Se ha demostrado que Lactobacillus casei exhibe mayores niveles intracelulares de
aspartato y arginina en el ambiente acido, durante el estrés acido, el aspartato mejora el
flujo de metabolitos hacia la biosintesis de arginina. Esto indica que la arginina y el
aspartato estan relacionados con la regulacién de la resistencia al acido de las cepas
(75).
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Por otro lado, la fermentacion malolactica realizada por Lactobacillus y Leuconostoc es
una descarboxilacion de L-malato para producir acido lactico, liberando en el proceso
COg2, que neutraliza los protones y disminuye su concentracion, mejorando la capacidad

de supervivencia a un entorno de bajo pH (75).

5.7.2. Propiedades de tolerancia a la bilis

Los probidticos deben sobrevivir a las complejas condiciones del tracto gastrointestinal y
para ello deben ser capaces de soportar las concentraciones de sales biliares en el
estdmago e intestino (9). Las sales biliares funcionan como un detergente biolégico que
emulsiona y solubiliza los lipidos, por lo que le confiere una propiedad antimicrobiana a

través de la disolucion de las membranas bacterianas (76).

Es deseable que las cepas probidticas tengan la capacidad de hidrolizar las sales
biliares, ya que la desconjugacion de estas sales libera aminoacidos que puede utilizar
como fuente de carbono, nitrégeno y energia, ya que la glicina se puede metabolizar a

amoniaco y COz2 y la taurina a amoniaco, COz2 y sulfato (76).

Los resultados demuestran, que exposicion de los aislados a una concentracién
creciente de sales biliares no afectd considerablemente su crecimiento (Ver figura 7). La
cepa AC009 y ACO010 tuvieron un comportamiento similar al grupo control > 0.300
DOeoonm cuando fueron expuestas a sales biliares al 1% durante 48 horas. De hecho,
ambas cepas alcanzaron la fase exponencial mucho mas rapido (en 8 horas de cultivo)

respecto el grupo control (entre 8 y 16 horas).

Al ser cepas nativas aisladas de intestino, las bacterias tuvieron que estar
constantemente expuestas a sales biliares, por lo que al parecer concentraciones del 1%
no afectaron su crecimiento. La tolerancia a las sales biliares es una propiedad
fundamental que determina la capacidad de las cepas probidticas para establecerse en

el intestino (9).
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Figura 7. Comportamiento de las cepas aisladas expuestas a diferentes concentraciones de sales biliares
por 48 horas.

En general todas las cepas mantienen o incluso aumentan ligeramente su velocidad
especifica de crecimiento (u) en presencia de sales biliares al 1%, especialmente AC005
y AC007 que muestran incrementos notables (de 0.293 a 0.513 h'y de 0.265 a 0.645 h-
. respectivamente). Asi mismo el tiempo de duplicacién (t;) se reduce en

concentraciones altas de sales biliares al 1%, indicando que los microorganismos se

dividen mas rapido bajo esta condicion (Ver tabla 5).

Tabla 6. Velocidad especifica de crecimiento (u) y tiempo de duplicacion (id) de las cepas aisladas
evaluadas en sales biliares al 1%, 0.5% y 0.25%.

Bilis Control 1% 0.5% 0.25%
Cepa p (h) ta p (h) ta u (h) ta p (h) ta
AC001 |0.325 2.1 0.362 1.9 0.407 1.7 0384 [1.8
AC005 |0.293 2.3 0.513 1.3 0.379 1.8 0312 |22
AC006 |0.302 2.2 0.392 1.7 0.353 1.9 0311 |22
AC007 |0.265 2.6 0.645 1.0 0.321 2.1 0266 |2.6
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AC009 0.522 1.3 0.548 1.2 0.536 1.2 0.514 1.3
AC010 0.807 0.8 0.760 0.9 0.758 0.91 0.731 0.9

A concentraciones mas bajas de sales biliares (0.5% y 0.25%), las cepas muestran
valores de p y ty cercanos o ligeramente menores que el control, lo que sugiere que estas

concentraciones no afectan negativamente el crecimiento o incluso podrian favorecerlo.

Se ha reportado que la suplementacién con factores de crecimiento especificos como
bilis de buey favorecera el crecimiento de lactobacilos (64). Esto es consistente con los
resultados de este estudio, las cepas aisladas mostraron un crecimiento mas rapido en

presencia de sales biliares comparado con el control.

En un estudio dos aislados crecieron significativamente mas rapido con una
concentracion de bilis al 1%, en comparacion con otros, lo que indica su mayor tolerancia
a sales biliares. Otros aislados han mostrado resistencia a la bilis en una concentracién
del 0.3% (62).

También, otras investigaciones evaluaron concentraciones de sales biliares de 0.1%,
0.25% y 0.5% (16), 0,3% (9,23,41), 0.3%, 0.4% y 0.5% (58) y demostraron que las cepas

aisladas fueron resistentes.

En estudios previos se ha demostrado la tolerancia a concentraciones de sales biliares
de L. animalis SB310 y L. paracasei subsp. Paracasei SB137, Lactococcus lactis, L.
salivarius ya que la exposicion no causo una disminucion significativa de su viabilidad
(8,23,41). Y se ha reportado que L. fermentum ha sido intolerante a concentraciones de
sales biliares de 0.5% (9).

5.7.3. Prueba de actividad hemolitica

Por medio de esta prueba se determind la naturaleza no patdégena de los 6 aislados
seleccionados, lo que confirma su seguridad para ser utilizados en una preparacion
probidtica (Ver figura 8). La actividad no hemolitica se considera un prerrequisito para la

seleccién de probidticos (9).
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Estudios previos reportan que las cepas Pediococcus acidilacticiy Lactobacillus equi han
sido y-hemoliticas y por lo tanto son seguras (58). También que las cepas L. salivarius,
L. agilis, L. reuteri, L. mucosae y L. acidophilus muestran propiedades no hemoliticas
(9,23).
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Figura 8. Colonias aisladas sembradas en agar sangre. Los aislados mostraron una naturaleza no
hemolitica. Fuente: Figura propia.

5.7.4. Ensayo actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana contra bacterias patégenas es importante en el proceso de
seleccién de probioticos potenciales (9,40). Las bacterias acido-lacticas son capaces de
producir compuestos con efectos antimicrobianos como acidos organicos, péptidos
antimicrobianos, bacteriocinas y perdxido de hidrégeno contra diversos patdégenos
(9,16,62).

La produccibn de compuestos antimicrobianos es una de las caracteristicas
fundamentales para que los probidticos compitan con los patégenos y los excluyan, para
finalmente sobrevivir en el tracto intestinal y expresar efectos probidticos en el hospedero
(62).

Los acidos organicos como el acido lactico induce un microambiente local que no es
favorable para el crecimiento de patégenos como Salmonella, Escherichia coli y Listeria
monocytogenes. El acido lactico se sintetiza principalmente mediante la via glucolitica
en condiciones anaerdbicas, y este compuesto puede elaborarse a partir de azucares

como pentosas y hexosas (32).
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Los principales patdégenos capaces de causar diarrea en terneros son las bacterias S.
enterica y E. coli. Por lo tanto, la actividad antimicrobiana de los aislados seleccionados

se evalud contra dichos microorganismos.

Los ensayos de inhibicion del crecimiento por difusion en agar demostraron que todos
los aislados tuvieron actividad antimicrobiana. Con respecto al control, la formacion de

halos de inhibicién fue superior en 15 mm (Ver tabla 6).

Tabla 7. Actividad inhibitoria de los aislados.

Caédigo E. coli S. dublin S. typhimurium
ACO001 16 £ 0.58 18 £ 0.58 17 £ 0.58
ACO005 15+ 0.00 13+ 0.58 16 + 0.58
AC006 20+ 0.58 15+1.73 20+ 0.58
ACO007 21 +0.58 22 £ 0.58 20+ 0.58
ACO009 17 £ 0.58 20 £ 0.00 18 £ 0.58
AC010 19 £ 0.58 21+0,58 19 £ 0.58

Los valores son la media + DE de tres determinaciones independientes (n=3) de cada muestra.

En este estudio todos los aislados mostraron actividad antimicrobiana debido a la
formacion de halos de inhibicién frente a la exposicion a microorganismos patégenos E.

coli K99, S. typhimuriumy S. dublin (Ver figura 9).

Estos resultados son consistentes con otras investigaciones, en donde se ha demostrado
la actividad antimicrobiana de aislados de Lactobacillus frente a bacterias patdégenas
como E. coliy Salmonella (62). Asi mismo se ha demostrado la actividad inhibitoria contra
E. coli, Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium de L. paracaseiy L. animalis
(41).

Otros estudios han demostrado que la acumulacion de peréxido de hidrégeno por
bacterias acido-lacticas como Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus fermentum vy
Lactobacillus mucosae en las suspensiones celulares es eficaz para reducir las células

viables de patégenos (16).
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Figura 9. Actividad inhibitoria de los aislados bacterianos obtenidos frente a microorganismos patdégenos.
Fuente: Figura propia.

En el futuro se podrian realizar estudios en modelos animales para determinar el
potencial probidtico in vivo de las cepas seleccionadas. Asi mismo se puede evaluar el
desempeno de la produccion de acidos organicos de LAB en la inhibiciéon de

microorganismos patdgenos sobre piensos fermentados.

5.7.5. Prueba de sensibilidad a antibioticos

La susceptibilidad de los aislados a los antibiéticos es otro criterio a evaluar para
comprender la seguridad de los probidticos y al mismo tiempo guiar la terapia
antimicrobiana (9). La trasferencia de genes de resistencia a los antibidticos es una
preocupacion se seguridad del uso del probidtico, por lo tanto, se debe valorar (40).

Los resultados de la prueba de sensibilidad a los antibiéticos se describen en la tabla 7.
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Tabla 8. Perfil de sensibilidad a antibidticos (zona de inhibicién en mm) de los aislamientos seleccionados.

Antibidtico (cantidad en disco) AC001 ACO05 ACO06 AC007 ACO08 ACO09 Aco10

Ampicilina (AMC 20/10 ug) S(25) S(24) S(24) S(23) S(22) S(40)  S(40)
Ceftriaxona (CRO 30 pg) R(7) R(0) R() R(O  R(8  1(200 1(19)
Cefazolina (KZ 30 pg) R(13) 1(17)  1(20)  1(18)  R(14) S(21) 1(15)
Ciprofloxacina (CIP 5 pg) S(30) S(36) S(34) S(38) S(36) S(27) S(32)
Cefoxitin (FOX 30 pg) 1 (18) | (15) 1 (16) 1 (15) 1 (18) S(40)  S(20)
Eritromicina (E 15 pg) S(25) S(24) S(24) S(23) S(22) S(40)  S(40)
Imipenem (IMP 10ug) S(40) S(43) S(45) S(42) S(50)  S(40) S (40)
Levofloxacina (LEV 5 ug) S(30) S(35 S(36) S(38) S(38) S(30) S(39)
Penicilina (P 10 Ul) 1(18)  1(19)  1(16)  1(15)  1(17)  S(30)  S(34)
Tetraciclina (TE 30 g) R(13) R(12) R(11) R(12) I(15)  S(40)  S(20)
Ampicilina (AM 10 pg) S(25) S(26) S(23) S(22) S(23) S(38)  S(30)

R (215 mm); | (15-20 mm); S (=20 mm)

Estos resultados indican que, que las cepas AC009 y AC010 no mostraron resistencia a
los 11 antibidticos evaluados de los grupos B-lactamicos y quinolonas, tetraciclinas.
Todos los aislados fueron sensibles a Ampicilina, Ciprofloxacina, Eritromicina, Imipenem,
Levofloxacina y Ampicilina. Las cepas AC001, AC005, AC006, AC007 y ACO008 fueron

resistentes a Ceftriaxona (Ver tabla 6).

Los resultados de este estudio son consistentes con otras investigaciones en referencia
a la resistencia a las tetraciclinas, lo que sugiere una creciente presidén antibidtica
causada por el amplio uso de este medicamento en medicina veterinaria, que contribuye

a la resistencia en las bacterias intestinales de bovinos (9,77).

Por otro lado, se ha reportado la resistencia de bifidobacterias aisladas de tracto
gastrointestinal de terneros a amikacina, apramicina, sulfato de colistina, flumequina,

acido nalidixico y sulfametoxazol, gentamicina, neomicina y estreptomicina (42). No es
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deseable usar cepas bacterianas resistentes a los antibiéticos como probidticos para

evitar la transferencia de elementos de resistencia genética a la microbiota intestinal (62).
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6. Conclusiones

Las bacterias acido-lacticas autdctonas aisladas del tracto intestinal de bovinos Holstein
demostraron resistencia a condiciones gastrointestinales, capacidad antimicrobiana y
seguridad biolégica, considerandose como candidatos probidticos con beneficios frente

a la salud intestinal y la prevencion de diarreas.

El aislamiento de seis cepas de bacterias acido-lacticas (LAB) nativas del tracto intestinal
bovino, particularmente las cepas AC009 y AC010, representa un avance relevante para
el desarrollo de probidticos especificos de hospedador. Las cepas autdctonas poseen
una mayor capacidad de adaptacién al ambiente intestinal de los bovinos, lo que favorece
Su supervivencia, colonizacién y persistencia en el intestino, elementos clave para

mantener un equilibrio microbiano saludable y prevenir desérdenes gastrointestinales.

Los aislados inhibieron el crecimiento de E. coli K99, S. typhimurium y S. dublin,
principales agentes etiologicos de la diarrea neonatal en terneros. Los halos de inhibicion
de hasta 21 mm evidencian la produccién de metabolitos antimicrobianos (acido lactico,
bacteriocinas, peréxido de hidrégeno) capaces de controlar bacterias patdégenas
intestinales. En la practica, esto sugiere que la administracion de estas cepas puede
disminuir la incidencia, duracién y severidad de los cuadros diarreicos, reduciendo la

necesidad de tratamientos antibioticos.

Por sus propiedades fisiolégicas y funcionales, las cepas seleccionadas pueden
contribuir a estabilizar la microbiota intestinal y favorecer bacterias benéficas, reducir la
colonizacion por patégenos entéricos causantes de diarreas infecciosas, mejorar la
digestibilidad y aprovechamiento de nutrientes, especialmente en periodos de estrés
digestivo o destete y disminuir el uso profilactico de antibiéticos, promoviendo una

produccion mas sostenible y segura.

Los resultados demuestran que el aislamiento de LAB nativas de bovinos Holstein en
tropico alto es factible y que estas cepas poseen caracteristicas deseables como

tolerancia al acido y bilis, seguridad y capacidad antimicrobiana. En particular, las cepas
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AC009 y ACO010 reunen los atributos mas sobresalientes, posicionandolas como
candidatas prometedoras para el desarrollo de biopreparados probidticos orientados a

mejorar la salud intestinal y la productividad en bovinos.
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7. Recomendaciones

Se requieren estudios futuros a mayor escala en donde se amplie el numero de muestras
y numero de animales para aumentar la representatividad de los resultados. También se
podria considerar una secuenciacion de genoma completo de las cepas seleccionadas

para confirmar identidad y descartar genes de resistencia.

Adicionalmente, dado que la caracterizacion fue principalmente in vitro, el siguiente paso
con las cepas que mostraron potencial probidtico deberia ser la evaluacion en modelos
animales midiendo parametros de salud intestinal, respuesta inmune y productividad

(efecto sobre diarreas y ganancia de peso).

Por otra parte, se podria considerar el uso de estos aislados como principio activo en la
formulacion de un producto biotecnolégico para bovinos Holstein de trépico alto,
realizando un analisis de viabilidad de las cepas en diferentes formas de administracion
(piensos, suplementos liquidos y liofilizados) y su capacidad de mantenerse vivas en

diversas condiciones de almacenamiento.

El uso de probidticos nativos puede convertirse en un sello de calidad diferenciada en
ganaderias sostenibles que proporcionen un valor agregado sobre los animales o
subproductos como carne y leche. Los resultados abren la puerta a reducir el uso de
antibidticos como promotores de crecimiento y utilizar probidticos en bovinos,
alineandose esta practica con politicas de inocuidad y produccién sostenible a nivel

mundial.
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8. Apropiacion Social del Conocimiento y/o publicaciones

Los resultados de este estudio contribuyen al fortalecimiento del conocimiento cientifico
aplicado en el ambito de la salud y nutricion animal, particularmente en sistemas
productivos lecheros de tropico alto. Aporta conocimiento valioso para el sector
ganadero, en especial para los productores lecheros de la region de Simijaca -
Cundinamarca, Colombia, al demostrar el potencial probidtico de bacterias nativas como

alternativas seguras y sostenibles frente al uso de antibidticos.

La caracterizacion de bacterias acido-lacticas nativas con potencial probidtico constituye
una alternativa innovadora frente al uso de antibidticos, lo cual reviste especial
importancia para la sostenibilidad de la produccion bovina y la inocuidad de los alimentos
derivados. Abre oportunidades para desarrollar bioproductos locales que fortalezcan la
competitividad del sector y por lo tanto haya alternativas para mejorar la salud intestinal

y el rendimiento productivo de los bovinos de raza Holstein.

La transferencia de este conocimiento hacia asociaciones ganaderas permitira generar
practicas de manejo mas seguras, responsables y alineadas con las politicas nacionales
e internacionales de reduccidn en el uso de antimicrobianos lideradas por la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (WOAH).

Asimismo, los hallazgos obtenidos constituyen una base cientifica sdélida para la
implementacion de practicas de manejo mas responsables con la salud animal, la
seguridad alimentaria y el bienestar del consumidor, contribuyendo de manera directa a

la innovacion y al mejoramiento de la productividad del sector agropecuario en Colombia.
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Anexos

A. Analisis estadistico

Se presentan los resultados del analisis estadistico para cada ensayo, junto con los datos

primarios y la DE. P < 0.05 significa que el resultado del estudio es estadisticamente

significativo, lo que indica que la probabilidad de que el resultado observado sea solo

una coincidencia aleatoria es muy baja. Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula (que

postula que no hay diferencia o efecto) en favor de la hipétesis alternativa.

Sales biliares 1%

Horas

ACO001

ACO005

ACO006

AC007

AC009

AC010

2

0.006 + 0.003

0.001 + 0.001

0.011 £ 0.005

0.001 £ 0.002

0.013 + 0.000

0.015 = 0.001

0.017 £ 0.002

0.001 + 0.001

0.011 £ 0.003

0.001 = 0.002

0.063 + 0.002

0.103 + 0.000

0.032 + 0.002

0.009 + 0.002

0.013 £ 0.003

0.001 + 0.001

0.242 + 0.001

0.313 £ 0.009

0.063 + 0.003

0.014 + 0.001

0.032 + 0.003

0.014 = 0.002

0.320 + 0.001

0.348 + 0.003

0.156 + 0.006

0.041 £ 0.004

0.082 + 0.002

0.054 + 0.000

0.328 + 0.001

0.354 + 0.003

0.220 + 0.005

0.122 + 0.003

0.205 + 0.002

0.132 + 0.001

0.333 + 0.001

0.356 + 0.003

0.230 + 0.004

0.223 +0.002

0.258 + 0.002

0.205 = 0.000

0.337 £ 0.001

0.356 + 0.002

0.243 + 0.003

0.240 + 0.002

0.277 £ 0.004

0.223 +0.002

0.336 + 0.001

0.355 + 0.001

0.258 + 0.002

0.252 + 0.002

0.291 + 0.001

0.217 £ 0.003

0.336 + 0.001

0.354 + 0.001

0.260 + 0.003

0.257 £ 0.009

0.287 +0.003

0.23 + 0.002

0.338 £ 0.001

0.352 + 0.001

0.261 + 0.002

0.252 + 0.002

0.286 + 0.004

0.252 £ 0.003

0.335 + 0.001

0.351 £ 0.001

0.251 + 0.003

0.250 + 0.003

0.284 + 0.005

0.248 + 0.001

0.333 £ 0.001

0.347 £ 0.001

0.251 + 0.003

0.248 + 0.003

0.284 + 0.003

0.245 + 0.002

0.327 + 0.001

0.344 £ 0.003

0.252 + 0.003

0.249 + 0.003

0.282 + 0.003

0.242 + 0.002

0.326 + 0.001

0.34 £ 0.003

0.247 + 0.003

0.245 + 0.003

0.279 + 0.003

0.241 £ 0.000

0.324 + 0.001

0.337 £ 0.002

0.251 + 0.003

0.245 + 0.001

0.283 + 0.005

0.233 + 0.000

0.323 + 0.001

0.334 +0.002

0.248 + 0.003

0.241 + 0.001

0.274 + 0.003

0.23 £ 0.001

0.320 + 0.006

0.333 + 0.001

0.240 + 0.003

0.240 + 0.001

0.275 + 0.001

0.193 + 0.001

0.321 + 0.001

0.331 £ 0.002

0.245 + 0.003

0.237 + 0.001

0.269 + 0.003

0.189 + 0.002

0.316 + 0.000

0.329 + 0.002

0.242 + 0.002

0.236 + 0.002

0.268 + 0.001

0.186 + 0.001

0.316 + 0.001

0.327 +£0.008

0.236 + 0.003

0.231 £ 0.002

0.260 = 0.002

0.182 + 0.001

0.314 + 0.001

0.326 + 0.002

0.229 + 0.003

0.226 + 0.002

0.254 + 0.002

0.176 £ 0.000

0.309 + 0.001

0.324 +0.002
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46

0.231 + 0.002

0.224 + 0.002

0.250 + 0.002

0.172 + 0.001

0.309 + 0.001

0.322 + 0.009

48

0.223 + 0.002

0.219 v 0.002

0.247 + 0.001

0.167 £ 0.000

0.303 + 0.001

0.321 £ 0.001

ANOVA summary

F

11.11

P value

<0.0001

P value summary

*kkk

Significant diff. among means (P < 0.05)?|Yes

R square

0.2871

ANOVA table

S8 DF

MS

F (DFn, DFd)

P value

Treatment (between columns)

0.4362 |5

0.08724

F (5, 138) = 1

1.1

P<0.0001

Residual (within columns)

1.083 |[138

0.007850

Total

1.520 (143

Sales biliares 0.5%:

Horas

ACO001

ACO005

AC006

ACO007

AC009

AC010

2

0.001 + 0.003

0.003 + 0.001

0.006 + 0.005

0.011 £ 0.004

0.010 + 0.003

0.010 + 0.006

4

0.008 + 0.003

0.005 + 0.001

0.009 + 0.005

0.014 + 0.004

0.062 + 0.002

0.089 + 0.003

6

0.021 £ 0.004

0.010 + 0.001

0.014 + 0.003

0.019 + 0.005

0.201 £ 0.003

0.207 + 0.001

8

0.037 + 0.006

0.020 + 0.001

0.030 + 0.003

0.031 + 0.006

0.240 = 0.007

0.241 + 0.003

10

0.064 + 0.005

0.043 + 0.002

0.070 + 0.004

0.062 + 0.005

0.249 = 0.007

0.243 + 0.003

12

0.151 £ 0.009

0.121 + 0.006

0.163 + 0.005

0.139 £ 0.007

0.250 = 0.001

0.246 + 0.003

14

0.193 £ 0.011

0.193 + 0.006

0.208 + 0.006

0.223 + 0.007

0.251 £ 0.009

0.248 + 0.003

16

0.197 £ 0.003

0.216 + 0.005

0.218 + 0.005

0.225 + 0.007

0.251 £ 0.009

0.250 + 0.007

18

0.204 + 0.003

0.223 + 0.005

0.228 + 0.006

0.227 + 0.006

0.258 + 0.009

0.252 + 0.003

20

0.212 £ 0.003

0.232 + 0.006

0.230 + 0.008

0.222 + 0.004

0.253 £ 0.005

0.251 + 0.003

22

0.210 £ 0.003

0.234 + 0.005

0.228 + 0.001

0.225 + 0.003

0.255 + 0.001

0.252 + 0.003

24

0.207 = 0.006

0.233 + 0.005

0.228 + 0.009

0.219 £ 0.003

0.254 + 0.006

0.250 + 0.004

26

0.205 + 0.006

0.228 + 0.008

0.224 + 0.001

0.217 + 0.006

0.254 + 0.006

0.249 + 0.004

28

0.202 + 0.006

0.230 + 0.005

0.226 + 0.004

0.215 + 0.006

0.253 + 0.009

0.252 + 0.004

30

0.199 + 0.006

0.225 + 0.006

0.220 + 0.005

0.211 + 0.006

0.253 + 0.009

0.245 + 0.004
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32

0.197 £ 0.003

0.221 + 0.008

0.217 + 0.007

0.209 + 0.003

0.252 + 0.008

0.241 + 0.003

34

0.194 £ 0.003

0.220 + 0.007

0.217 + 0.006

0.206 + 0.008

0.250 + 0.009

0.236 + 0.003

36

0.192 £ 0.003

0.216 + 0.008

0.211 + 0.006

0.206 + 0.003

0.246 + 0.008

0.233 + 0.003

38

0.190 + 0.008

0.213 +0.009

0.209 + 0.005

0.204 + 0.009

0.240 = 0.009

0.231 +0.003

40

0.188 = 0.003

0.210 + 0.009

0.207 + 0.006

0.199 + 0.006

0.238 = 0.008

0.225 + 0.003

42

0.184 + 0.009

0.207 + 0.009

0.203 + 0.007

0.194 + 0.006

0.231 = 0.006

0.223 + 0.003

44

0.179 £ 0.009

0.205 + 0.006

0.198 + 0.006

0.186 = 0.006

0.229 + 0.007

0.222 + 0.005

46

0.171 £ 0.006

0.197 + 0.009

0.191 + 0.007

0.177 £ 0.005

0.224 + 0.007

0.217 + 0.006

48

0.161 £ 0.003

0.188 + 0.006

0.182 + 0.005

0.167 = 0.006

0.217 £ 0.007

0.211 + 0.006

ANOVA summary

F

4.179

P value

0.0014

P value summary

* %k

Significant diff. among means (P < 0.05)?

Yes

R square

0.1315

ANOVA table

SS

DF

MS

F (DFn, DFd)

P value

Treatment (between columns)

0.1080 |5

0.02161

F (5, 138) = 4.179

P=0.0014

Residual (within columns)

0.7135

138

0.005170

Total

0.8215

143

Sales biliares 0.25%:

Horas

ACO001

ACO005

AC006

ACO007

ACO009

AC010

2

0.010 + 0.004

0.009 + 0.002

0.009 + 0.001

0.010 £ 0.003

0.010 + 0.001

0.010 + 0.001

4

0.018 + 0.005

0.012 + 0.002

0.013 + 0.001

0.024 + 0.002

0.064 + 0.00 3

0.093 + 0.001

6

0.039 + 0.002

0.017 £ 0.002

0.020 + 0.001

0.032 + 0.002

0.179 + 0.008

0.186 + 0.001

8

0.116 + 0.007

0.030 + 0.002

0.040 + 0.003

0.050 + 0.002

0.219 + 0.009

0.216 =+ 0.003

10

0.184 + 0.009

0.064 + 0.003

0.094 + 0.006

0.096 + 0.005

0.234 + 0.009

0.223 £ 0.003

12

0.192 + 0.009

0.153 £ 0.005

0.186 + 0.001

0.191 + 0.008

0.242 + 0.009

0.227 +0.003

14

0.199 + 0.009

0.219 £ 0.002

0.218 £ 0.004

0.247 + 0.008

0.246 + 0.009

0.229 + 0.003

16

0.201 + 0.009

0.231 £ 0.002

0.226 + 0.005

0.244 + 0.008

0.245 + 0.009

0.230 + 0.003

18

0.198 + 0.008

0.239 + 0.001

0.235 + 0.005

0.247 + 0.008

0.243 + 0.009

0.228 + 0.001
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20 |0.197 £ 0.008(0.246 + 0.002|0.238 + 0.005 [0.242 + 0.007|0.242 + 0.009 |0.225 + 0.007
22 |0.190 + 0.008/0.251 + 0.002/0.238 + 0.005 |0.241 + 0.008(0.239 + 0.009 |0.221 + 0.007
24 |0.109 + 0.008/0.250 + 0.001|0.235 + 0.005 |0.236 + 0.009(0.234 + 0.008 |0.214 + 0.007
26 |0.191 £ 0.006(0.250 + 0.001]0.234 + 0.005 |0.235 + 0.009(0.229 + 0.008 |0.207 + 0.001
28 |0.183 +0.008 [0.247 + 0.001]0.232 + 0.005 |0.231 + 0.009(0.222 + 0.006 {0.200 + 0.001
30 |0.188 + 0.008(0.244 + 0.001]0.230 + 0.005 |0.229 + 0.009(0.215 + 0.006 |0.195 + 0.001
32 |0.184 £ 0.007|0.244 + 0.001]0.229 + 0.005 |0.227 + 0.008(0.209 + 0.007 {0.190 + 0.001
34  |0.178 £ 0.007|0.240 £ 0.002/0.225 + 0.005 |0.224 + 0.006(0.204 + 0.007 |0.186 + 0.002
36  |0.179 +0.006 |0.237 + 0.001|0.222 + 0.005 |0.225 + 0.004(0.200 + 0.003 |0.184 + 0.002
38 |0.174 £ 0.007|0.235 £ 0.001|0.220 + 0.005 |0.223 + 0.005(0.197 + 0.005 |0.181 + 0.003
40  10.169 £ 0.007|0.232 + 0.002/0.217 £ 0.005 |0.218 + 0.005|0.193 + 0.005 |0.180 £ 0.003
42  10.168 £ 0.007|0.229 £ 0.005(0.210 + 0.005 [0.211 £ 0.005(0.192 + 0.004 |0.178 + 0.003
44 10.163 £ 0.005/0.220 + 0.001/0.202 £ 0.005 |0.203 + 0.004|0.191 + 0.006 |0.178 £ 0.003
46  10.152 £ 0.002/0.211 + 0.001/0.190 £ 0.004 |0.190 £ 0.004|0.189 + 0.006 |0.176 £ 0.003
48  |0.142 £ 0.002/0.197 £ 0.001|0.173 £ 0.003 |0.172 £+ 0.004(0.189 £ 0.006 |0.176 + 0.001
ANOVA summary

F 0.9953

P value 0.4231

P value summary ns

Significant diff. among means (P < 0.05)? |No

R square 0.03481

ANOVA table SS DF |MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns)|0.02381 |5 0.004761 |F (5, 138) = 0.9953 |P=0.4231
Residual (within columns) 0.6602 138 |0.004784

Total 0.6840 143

pH 5.0:

Horas/ACO001 AC005 ACO006 AC007 AC009 ACO010

2 0.010 + 0.003/0.012 + 0.002/0.017 + 0.002|0.013 + 0.003|0.019 + 0.000(0.019 £ 0.000
4 0.018 + 0.003/0.019 £ 0.002/0.027 + 0.002(0.020 + 0.003|0.166 + 0.005|0.216 + 0.005
6 0.039 + 0.002/0.028 + 0.002/0.041 + 0.001(0.031 + 0.003|0.296 + 0.004|0.307 + 0.005
8 0.116 + 0.009(0.027 + 0.002/0.092 + 0.000(0.065 + 0.003|0.326 + 0.004|0.339 + 0.005
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10  |0.184 £ 0.009|0.131 + 0.002|0.190 + 0.005(0.134 + 0.003|0.360 + 0.004(0.367 + 0.006
12 |0.192 £ 0.009|0.227 + 0.000|0.238 + 0.009(0.196 + 0.006|0.376 + 0.000(0.392 + 0.005
14 |0.199 + 0.009|0.235 + 0.009|0.244 + 0.008(0.201 + 0.007|0.391 + 0.009(0.411 + 0.006
16 |0.201 £ 0.008|0.249 + 0.009|0.254 + 0.008|0.191 + 0.007|0.404 + 0.012|0.428 + 0.009
18  |0.198 £ 0.008|0.252 + 0.009|0.250 + 0.006|0.195 + 0.007|0.411 + 0.012|0.445 + 0.009
20 |0.197 £ 0.008/0.253 + 0.009|0.250 + 0.006(0.193 + 0.009|0.418 + 0.012|0.460 + 0.009
22 |0.190 + 0.009(0.245 + 0.009|0.243 + 0.006(0.189 + 0.009|0.430 + 0.012|0.472 + 0.009
24 |0.190 + 0.008/0.250 + 0.011|0.247 + 0.007|0.185 + 0.012|0.434 + 0.012|0.483 + 0.009
26 |0.191 £ 0.006/0.247 + 0.012/0.245 + 0.008(0.184 + 0.012|0.440 £ 0.012|0.489 + 0.009
28  |0.183 £ 0.006(0.246 + 0.012/0.244 + 0.008(0.173 + 0.012|0.441 £+ 0.012|0.486 + 0.009
30 |0.188 + 0.006/0.241 £ 0.011/0.239 + 0.008|0.172 + 0.012|0.430 + 0.012|0.483 + 0.009
32 |0.184 £ 0.006(0.242 + 0.011/0.240 + 0.008(0.170 + 0.012|0.420 £ 0.012|0.479 + 0.009
34  |0.178 £ 0.006|0.238 + 0.011|0.236 + 0.008|0.165 + 0.012|0.407 + 0.012|0.475 + 0.009
36 |0.179 £ 0.002/0.235 + 0.012/0.234 + 0.008(0.171 £ 0.012|0.389 + 0.012|0.469 + 0.009
38 |0.174 £ 0.006|0.232 £ 0.012/0.231 + 0.009(|0.169 + 0.012|0.380 + 0.012|0.466 + 0.009
40  |0.169 £ 0.005|0.229 + 0.012|0.227 + 0.009|0.164 + 0.012|0.362 + 0.014|0.458 + 0.008
42  |0.168 £ 0.005|0.224 + 0.012|0.222 + 0.009|0.156 + 0.009|0.348 + 0.013|0.455 + 0.009
44 10.163 £ 0.006|0.220 + 0.012|0.218 + 0.009|0.151 + 0.008|0.340 + 0.009|0.448 + 0.009
46  |0.152 £ 0.006|0.211 + 0.012|0.208 + 0.009|0.147 + 0.008|0.325 + 0.009|0.444 + 0.008
48  |0.142 £ 0.006|0.211 + 0.012|0.206 + 0.009|0.138 + 0.008|0.317 + 0.009/0.438 + 0.007
ANOVA summary

F 45.84

P value <0.0001

P value summary e

Significant diff. among means (P < 0.05)? |Yes

R square 0.6242

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) |1.502 5 0.3003 F (5, 138) = 45.84 |P<0.0001
Residual (within columns) 0.9040 [138 0.006551

Total 2.406 143

pH 4.0:
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Horas|AC001 AC005 AC006 AC007 AC009 AC010

2 0.003 £ 0.003(0.014 + 0.001(0.021 + 0.005|0.013 + 0.003|0.019 + 0.004|0.019 + 0.006
4 0.009 + 0.003/0.018 + 0.000(0.028 + 0.005|0.022 + 0.002(0.117 + 0.005|0.154 + 0.007
6 0.030 + 0.002|0.025 + 0.001|0.039 + 0.003|0.030 + 0.002|0.241 + 0.005|0.276 + 0.005
8 0.067 + 0.002|0.035 + 0.003|0.065 + 0.002|0.057 + 0.004|0.274 + 0.006|0.285 £ 0.005
10  |0.117 £ 0.002/0.062 + 0.008|0.117 + 0.009|0.107 + 0.012(0.288 + 0.007|0.296 + 0.008
12 |0.156 £ 0.007/0.110 + 0.013|0.181 £ 0.010|0.166 + 0.012(0.313 + 0.007|0.313 £+ 0.008
14 |0.169 £ 0.010/0.158 + 0.013|0.207 + 0.010|0.205 + 0.012(0.339 + 0.010|0.333 £ 0.010
16 |0.175+ 0.010/0.187 + 0.008|0.224 + 0.009|0.195 + 0.012(0.361 + 0.010|0.348 £ 0.010
18  |0.180 £ 0.010|0.197 £ 0.006|0.231 + 0.009(0.202 + 0.012|0.379 + 0.010(0.362 + 0.010
20 |0.186 + 0.010/0.208 + 0.005|0.233 + 0.008|0.199 + 0.012|0.395 + 0.010(0.375 + 0.012
22 |0.184 £ 0.010[0.217 £ 0.004|0.234 + 0.008|0.196 + 0.012|0.407 + 0.010|0.386 + 0.012
24 |0.186 + 0.010(0.222 + 0.002|0.235 + 0.008|0.193 + 0.012|0.419 + 0.010|0.397 £ 0.012
26  |0.183 +£0.010/0.223 + 0.001|0.235 + 0.007|0.193 + 0.012|0.429 + 0.009|0.403 + 0.012
28 |0.180 + 0.010(0.220 * 0.002|0.231 + 0.007|0.185 + 0.012|0.434 + 0.009|0.407 £ 0.012
30 |0.179 £ 0.009/0.220 + 0.002|0.230 + 0.008|0.182 + 0.012|0.436 + 0.009(0.410 + 0.012
32 |0.172 £ 0.009(0.221 + 0.004|0.229 + 0.007|0.180 + 0.012|0.451 + 0.009|0.413 £ 0.012
34  |0.167 £ 0.009(0.217 + 0.004|0.224 + 0.007|0.178 + 0.009|0.456 + 0.008|0.413 £ 0.012
36 |0.169 + 0.008(0.214 + 0.004|0.220 + 0.007|0.180 + 0.009|0.453 + 0.009|0.407 £ 0.012
38 |0.164 +0.008/0.213 + 0.004|0.217 + 0.006|0.175 + 0.009|0.454 + 0.009|0.406 + 0.012
40  |0.160 £ 0.008/0.213 + 0.003|0.215 + 0.005|0.171 + 0.009(0.447 + 0.009|0.398 £ 0.012
42 |0.159 + 0.008|0.206 + 0.003|0.208 + 0.006|0.164 + 0.009(0.445 + 0.009|0.394 + 0.012
44 |0.156 + 0.008|0.202 + 0.002|0.204 + 0.005(0.160 + 0.009|0.441 + 0.010(0.387 + 0.010
46  |0.153 £ 0.008|0.198 + 0.002|0.200 + 0.005(0.153 + 0.009|0.436 + 0.009(0.380 + 0.012
48  |0.149 + 0.008|0.196 + 0.001|0.196 + 0.003|0.149 + 0.009|0.433 + 0.009(0.376 + 0.010
ANOVA summary

F 39.05

P value <0.0001

P value summary ek

Significant diff. among means (P < 0.05)?|Yes

R square 0.5859

AANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) |1.266 5 0.2533 F (5, 138) =39.05 |P<0.0001
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Residual (within columns) 0.8951 138 0.006486

Total 2.162 143

pH 3:

Horas|AC001 AC005 AC006 AC007 AC009 AC010

2 0.003 + 0.009(0.004 + 0.011|0.001 + 0.005/0.006 + 0.002/0.010 + 0.002/0.010 + 0.001
4 0.008 + 0.000(0.026 + 0.004/0.031 £ 0.002|0.010 + 0.001|0.054 + 0.002|0.063 + 0.002
6 0.013 £ 0.003(0.029 + 0.004|0.035 + 0.002/0.012 + 0.001|0.081 + 0.002/0.107 + 0.004
8 0.020 + 0.002(0.029 + 0.005|0.037 + 0.003|0.015 + 0.001|0.109 + 0.002/0.147 + 0.005
10  |0.021 £ 0.003|0.031 £ 0.005/0.040 + 0.004(0.014 + 0.001/0.133 + 0.007|0.179 + 0.006
12 |0.023 + 0.003|0.030 + 0.006/0.040 + 0.002/0.016 + 0.001/0.155 + 0.007|0.193 + 0.006
14 10.023 + 0.004{0.029 + 0.005/0.039 + 0.003/0.017 + 0.001/0.169 + 0.007|0.201 + 0.006
16 |0.024 + 0.004{0.030 + 0.006/0.041 + 0.002|0.016 + 0.002/0.175 + 0.007|0.208 + 0.006
18  |0.025 + 0.005|0.030 + 0.005/0.040 + 0.002/0.018 + 0.001/0.180 + 0.007|0.211 + 0.006
20 |0.026 + 0.003|0.031 + 0.005|0.041 + 0.002|0.019 + 0.002|0.183 + 0.007|0.215 + 0.006
22 |0.024 + 0.002/0.029 + 0.005|0.040 + 0.004/0.017 + 0.002|0.188 + 0.007|0.222 + 0.006
24 |0.025 + 0.004(0.030 + 0.005|0.041 + 0.002|0.016 + 0.002|0.193 + 0.004/0.231 + 0.006
26  |0.025 + 0.004(0.030 + 0.005|0.041 + 0.002|0.018 + 0.002|0.197 + 0.003/0.239 + 0.007
28  |0.024 + 0.004(0.029 + 0.005|0.040 + 0.002(0.019 + 0.003|0.201 + 0.004/0.247 + 0.007
30 |0.024 + 0.004(0.030 + 0.006|0.041 + 0.002|0.019 + 0.003|0.205 + 0.004/0.253 + 0.008
32 |0.023 + 0.004(0.030 + 0.006|0.041 + 0.002|0.018 + 0.003|0.208 + 0.004/0.261 + 0.009
34 |0.023 + 0.003|0.030 + 0.006]0.041 + 0.002|0.020 + 0.004{0.210 + 0.004/0.265 + 0.009
36  |0.023 + 0.003|0.032 + 0.005|0.042 + 0.002(0.018 + 0.003|0.214 + 0.003/0.271 + 0.009
38  |0.024 + 0.005|0.030 + 0.005|0.040 + 0.001|0.017 + 0.004{0.217 + 0.003/0.274 + 0.009
40  |0.022 + 0.002|0.030 + 0.006|0.041 + 0.002/0.019 + 0.004{0.217 + 0.004/0.276 + 0.009
42 |0.023 + 0.002/0.031 £ 0.005|0.041 + 0.002/0.018 + 0.004{0.218 + 0.004/0.278 + 0.009
44 |0.023 + 0.002/0.030 + 0.005|0.040 + 0.002/0.019 + 0.004{0.218 + 0.003/0.280 + 0.009
46  |0.022 + 0.002/0.031 £ 0.005|0.041 + 0.002/0.019 + 0.004{0.219 + 0.003/0.282 + 0.009
48  |0.022 + 0.002|0.030 + 0.005|0.041 + 0.002/0.019 + 0.004{0.218 + 0.003/0.283 + 0.009
ANOVA summary

F 131.9

P value <0.0001

P value summary i
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Significant diff. among means (P < 0.05)? [Yes

R square 0.8270

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) [0.9414 |5 0.1883 F (5, 138) = 131.9|P<0.0001
Residual (within columns) 0.1969 |138 |0.001427

Total 1.138 143
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