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RESUM

En els animals sans la composicié de la microbiota intestinal es mante estable. Quan
aquesta estabilitat es trenca els patogens poden colonitzar el tracte gastrointestinal.
Campylobacter, Escherichia coli i Salmonella son els més freqiients en pollastres,
podent-se convertir en una font de contaminacié per als humans on provoquen malalties
serioses.

Durant anys els antibiotics s’han utilitzat en alimentacié animal, no nomeés a nivell
terapeutic siné també a nivell profilactic, donant lloc a I’aparicié de bacteris resistents i
de residus d’antibiotics en la carn dels animals. La prohibicio progressiva de I'us
d’antibiotics com a promotors de creixement ha despertat I'interes creixent per la
incorporacio de soques bacterianes o probiotics, cultius de microorganismes vius que
reforcen la funcid de barrera de la microbiota intestinal i incrementen el sistema
immune de forma no especifica.

En aquest treball es van aillar 296 soques a partir del pap i el contingut intestinal de
pollets. D’aquestes se’n van seleccionar 14 per la seva capacitat d’inhibir el creixement
de Salmonella enteritidis CTC1026 i Escherichia coli CTC1028 i adherir-se a cel.lules
epitelials del pap. Excepte la soca CTC2233, totes elles van mostrar la seva resistencia a
un ambient acid de pH 3. a la preséncia d’un 4% de sals biliars, a diversos antibiotics 1
al coccidiostatic monensina.

Totes les soques seleccionades es van identificar com a Lactobacillus salivarius subsp.
salivarius en base al seu origen i les seves caracteristiques bioquimiques i moleculars.
La determinacio del seu perfil plasmidic va mostrar que algunes de les soques
estudiades eren iguals entre si, de manera que la seleccio es va reduir a 8 soques
diferents. Totes elles van mostrar caracteristiques hidrofobiques i propietats d’agregacio
i coagregacio degudes a un factor de la superficie cel.lular de naturalesa glicoproteica.
Les 5 soques que van ser capaces de coagregar amb un major nombre de clons van ser
seleccionades. Només dues d’aquestes, L.salivarius CTC2183 i L.salivarius CTC2197,
van poder fer-ho també amb S.enteritidis CTC1026 i per aix0 es van triar per a ser
utilitzades en els assajos in vivo.

Quan ambdos clons es van provar en pollets es va veure que L.salivarius CcTC2197"!
era capag de desplagar a I’altra soca en la colonitzacio del tub digestiu, de manera que

es va escollir com a soca probiotica.



En els posteriors assajos in vivo es va observar que, 21 dies després d’una tnica
administracio de L.salivarius CTC2197%" directament al proventricle, tots els animals
van ser capagos de superar la infeccio per Salmonella. La presencia del patogen es va
mantenir entre els pollets que no van rebre la soca probiotica, 70 1 100% en el primer i
segon assaig, respectivament.

La resisténcia a la rifampicina, juntament amb la comparacio dels perfils plasmidics, es
va utilitzar com a métode per diferenciar la soca probiotica de la resta de microbiota
intestinal dels pollets. El desenvolupament de perfils de RAPD amb els encebadors
OPKS8, OPK18 i OPZ15 es va mostrar com un meétode alternatiu per a la identificacio de
L.salivarius CTC2197%', quan es va observar una pérdua de resisténcia a I’antibiotic in
Vivo.

L.salivarius CTC2197%" va mostrar una gran sensibilitat a les elevades pressions i
temperatures utilitzades durant el procés de granulacio. Les perdues de viabilitat
observades en aquest medi a les temperatures utilitzades durant I’emmagatzematge
(temperatura ambient) i a les incubadores (30°C) van semblar ser degudes a la mateixa
temperatura i no a la preséncia de substancies acidificants en el pinso. La reinoculacio
successiva de la soca en el medi va donar lloc a una millora en la seva viabilitat, oferint
la possibilitat d’utilitzar el pinso com una via per administrar el probiotic a gran escala
en la industria avicola.

Quan es va assajar in vivo, es va observar que la inoculacio de L.salivarius CTC21 978!
a nivells de 10° ufc/g de pinso durant el primer dia de vida, era suficient per assegurar la
seva preséncia en el tracte gastrointestinal dels pollets després d’una setmana.

La gran capacitat de L.salivarius CTC2197*" per colonitzar el tracte gastrointestinal
dels pollets després d’una sola inclusio en el pinso i superar la infeccio per S.enteritidis
C-114, I’assenyalen com una soca adient per a ser utilitzada com a probiotic en la

industria avicola.
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Introduccio

1.1-LA MICROBIOTA INTESTINAL

Els animals i els humans sans tenen una microbiota natural que consisteix en
organismes eucariotes i procariotes que es troben a les superficies externes i internes del
cos: pell, tracte respiratori superior, tracte urogenital inferior, cavitat oral i tracte
gastrointestinal.

A P’intesti, el nombre de microorganismes que forma part de la microbiota sobrepassa al
nombre de cél-lules eucariotes propies de I’organisme, Luckey i Floch (1972) han
calculat que un home adult esta format per 10" cél-lules i conté 10" bacteris.

La composicio d'aquesta microbiota natural és molt variada i ve determinada per les
condicions ambientals, és especifica de cada espécie i fins i tot de cada individu. En el
cas de I’home hi son presents més de 400 especies bacterianes (Moore 1 Holdeman,
1974).

Segons la importancia numérica de la microbiota, aquesta es classifica en tres grups
(Ducluzeau i col., 1989):

-Microbiota dominant- representa més del 90% de la poblacié microbiana. Son
microorganismes Gram positius, anaerobis facultatius, principalment Bifidobacterium i
Lactobacillus.

Microbiota subdominant- representa al voltant de 1'1% de la poblacio
microbiana. Sén microorganismes anaerobis facultatius, principalment Escherichia coli
i Enterococcus.

Microbiota residual- representa menys del 0°001% de la poblacio microbiana.
Esta formada per Bacteroides, Clostridium, Proteus, Staphylococcus, Pseudomonas,
llevats i fongs.

De tota manera, cada espécie animal adulta es caracteritza per un perfil bacteria
qualitatiu i quantitatiu. Hi ha un reduit nombre de generes bacterians que es troben
formant part de la microbiota autoctona de moltes espécies animals: Bacteroides,
Fubacterium, Clostridium i Peptostreptococcus. Altres generes bacterians son
caracteristics només d’una espécie animal determinada. Aixi el genere Lactobacillus,
que es troba formant part de la microbiota dominant dels rosegadors i el porc, nomes es
troba ocasionalment a ’home, mentre que el génere Bifidobacterium forma part de la
microbiota dominant de I’home i no de la dels rosegadors (Ducluzeau, 1997).

La diversitat de soques és gran, perd la majoria dels microorganismes son anaerobis,

que superen al nombre d'aerobis en un factor de 10%-10*. Sembla ser que els bacteris



Introduccio

patogens sempre es troben presents a l'intesti esperant que les condicions ambientals
afavoreixin el seu creixement (March, 1979), actuant per tant com a oportunistes.

La densitat global de la poblacio microbiana varia molt d'un lloc a l'altre (10% ufc/ml a la
saliva, 10" ufc/g al contingut intestinal (c.i. en endavant)) (Havenaar i Huis in't Veld,
1992). En termes generals, la seva distribucio al llarg del tracte gastrointestinal seria:

-Estomac o tracte superior, poblacio escassa (0 a 10* ufc/ml de ci) on
predominen els Gram positius anaerobis facultatius com Streptococcus, Staphylococcus
i Lactobacillus.

-Jejii o intesti prim, zona de transicio amb una poblacio forga semblant a
I’estomac. Es tracta d'una poblacio (0 a 10° ufc/ml de c.i.) on predominen els Gram
positius aerobis i en menor concentracio els coliforms i els anaerobis.

-Ileum, poblacio que oscil-la entre 10* i 107 ufe/ml de c.i. Els Gram negatius
predominen sobre els Gram positius. Hi trobem principalment coliforms i anaerobis.

-Colon, presenta una gran concentracio bacteriana (10'" a 10" ufc/ml de c.i.) on
hi trobem representats tots els microorganismes presents als trams anteriors (Goldin,
1986).

D'entre tots els bacteris presents a l'intesti, els bacteris lactics son els que es troben en
major quantitat i regularitat al llarg de tot el tracte gastrointestinal. Les especies mes
representades soOn: Lactobacillus acidophilus, L.casei, L.fermentum, L.salivarius,
L.plantarum, I.cellobiosus, L.brevis, L.reuteri, Enterococcus faecium, E.faecalis,
Bifidobacterium bifidum, B.thermophilum, B.pseudolongum, Pediococcus pentosaceus.
En lintesti dels nadons alimentats amb llet materna, Bifidobacterium és l'organisme
predominant (O'Sullivan i col., 1992).

Es evident, doncs, que l'estudi dels bacteris lactics té un interés especial a I'hora

d'estudiar la microbiota intestinal.

1.1.1-Els bacteris lactics

Gracies a la seva capacitat d’adaptacio fisiologica, els bacteris lactics poden colonitzar
medis molt diferents des del punt de vista fisico-quimic i biologic. En alguns
ecosistemes son dominants mentre que en altres son minoritaris pero capagos d’exercir
els seus efectes beneficiosos. La majoria dels bacteris lactics duen a terme activitats
atils, ja sigui transformant i assegurant la conservacio de matéries primeres alimentaries
pels animals o I’home o protegint de forma eficag de les afeccions intestinals a I'home i

als animals. La seva preséncia en l’intesti s essencial per assegurar un bon
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funcionament de la digestio i dels altres organs, que és la base per una bona salut i una
bona productivitat animal (Dellaglio i col., 1994).

La transformacio, per fermentacio, de la majoria de les materies primeres animals
destinades a |’alimentacié humana es fa gracies a una microbiota lactica que, per la seva
activitat acidificant i aromatitzant, participa en ’estructura, gust i sabor dels principals
aliments fermentats (formatges, llets fermentades, embotits, vi, etc.) i que, per la seva
activitat proteolitica moderada, en millora la digestibilitat.

Aquests bacteris també intervenen en la conservacio de molts vegetals produint aromes 1
sabors caracteristics, que son tipics d’aliments fermentats tradicionals de diverses
regions del mon (cols, olives, soja, arros, faves, etc.).

En els medis naturals exerceixen una accio irreemplagable en els equilibris microbians.
La seva capacitat d’inhibir microorganismes, alguns d’ells patogens, els qualifica com

un sistema biologic eficag per augmentar la seguretat i conservacio dels aliments.

1.1.1.1-Filogeénia
Els bacteris lactics son cél-lules procariotes, relativament evolucionats dins del grup,
heterotrofs i quimio-organotrofs (de Roissart, 1986). En general es caracteritzen per ser
Gram positius, no mobils, no patogens, no esporulats i anaerobis pero aerotolerants, ja
que malgrat no tenir catalasa tenen superoxid dismutasa i peroxidasa que destrueixen
rapidament I’O; i el H20; que es formen en condicions d’aerobiosis (Desmazeaud 1 de
Roissart, 1994).
Poden créixer en un ampli espectre de temperatures, de 2 a 53°C, i son acidofils amb un
pH optim de creixement situat entre 5’51 6°2.
Tenen un metabolisme fermentador que els permet produir acid lactic com a producte
final utilitzant les hexoses com a substrat. Segons el producte final del seu metabolisme,
els bacteris lactics es poden classificar en tres grups:

-homofermentadors estrictes-produeixen majoritariament acid lactic per la via
d’Embden-Meyerhof i no fermenten ni les pentoses ni el gluconat.

-heterofermentadors facultatius-disposen de fosfocetolasa, un enzim induible de
la via de les pentoses que els permet produir tant acid lactic com acid acetic.

_heterofermentadors estrictes-utilitzen la via de les pentoses i produeixen

quantitats iguals d’acid lactic, acid acetic i COz.
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Orla-Jensen (1919) fou el primer en classificar els bacteris lactics, segons la seva
temperatura optima de creixement i els productes de fermentacio dels sucres, en tres
subgéneres: Thermobacterium, Streptobacterium i Betabacterium.
Els treballs de taxonomia molecular utilitzant les fraccions ribosomals 16S i 23S de
I’ARN ribosomic van portar a Kandler i Weiss (1986) a fer una nova classificacio, en
que els bacteris lactics es dividien en tres grups:

-el grup I esta format per lactobacils homofermentadors estrictes i engloba els
Thermobacterium i moltes altres espécies descrites recentment.

-el grup 11 esta integrat per lactobacils heterofermentadors facultatius. Inclou els
Streptobacterium i moltes especies descrites recentment.

-el grup III esta compost per lactobacils heterofermentadors estrictes. Engloba
els Betabacterium i algunes especies noves.
Els avencos realitzats en els darrers anys en les técniques moleculars, principalment en
la comparaci6 de seqiiéncies 16S de I’ARNT, han portat a profunditzar en les relacions
filogenétiques dels bacteris lactics 1 segons la composicio d’ADN expressat en
percentatge de guanina i citosina (G+C), s’han fet dues subdivisions. La majoria dels
bacteris lactics contenen menys del 50% de G+C i pertanyen al grup Clostridium:
Streptococcus, Lactococeus, Vagococcus, Enterococcus, Pediococcus, Aerococcus,
Tetragenococcus,  Leuconostoc, Lactobacillus, Carnobacterium,  Erysipelothrix,
Gemella, Globicatella, Oenococcus, Alloicoccus, Atopobium, Weisella i Lactosphaera,
un génere recentment proposat per Janssen i col. (1995). Bifidobacterium és 'inic
génere que té mes del 50% de G+C i pertany al grup Actinomycetes (Stackebrandt 1
Teuber, 1988; Aguirre i Collins, 1993 Schleifer i col., 1995).
Dins el génere Lactobacillus s’han descrit tres grups filogenéticament diferents despres
d’analitzar les seqiiéncies de les subunitats 16S del ARNr de 55 espeécies (Collins i col.,
1991: Schleifer i Ludwig, 1995). El primer grup és format per Lactobacillus
delbrueckii, L.acidophilus, L.amylovorus, L. gallinarum, L.helveticus, L.jensenii 1 altres
homofermentadors estrictes juntament amb dues espécies heterofermentadores
facultatives L.acetotolerans i L.hamsteri.
El segon grup és el mes gran i heterogeni i compréen mes de 30 especies de
Lactobacillus i 5 espécies de Pediococcus. La majoria dels seus membres son
heterofermentadors estrictes o facultatius. S'hi poden distingir quatre subgrups: el
primer és el subgrup de 1. salivarius format per homofermentadors obligats i

heterofermentadors facultatius, amb tres especies (L.agilis, L.mali 1 L.ruminis) que
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contenen acid meso-diaminopimélic en lloc de lisina en el peptidoglica; el segon és el
subgrup de L.buchneri format per heterofermentadors obligats i amb remarcables
diferéncies pel que fa a la composicio d’ADN dels seus membres; el tercer és el subgrup
de L.reuteri format per heterofermentadors obligats en que L.fermentum conté ornitina
en lloc de lisina en el peptidoglica; i el quart és el subgrup de L.plantarum que conte
una especie homofermentadora (L.farciminis), 2 especies heterofermentadores
facultatives (L.alimentarius i L.plantarum) i una especie heterofermentadora obligada
(L.collinoides).

El tercer grup és format per tots els membres del genere Leuconostoc 1 5 especies de
lactobacils heterofermentadors estrictes. Aquest tercer grup es pot dividir en tres
subgrups: un primer subgrup que comprén la majoria dels Leuconostoc (excepte
Le.paramesenteroides i Lc.oenos) i L.fructosus; un segon subgrup que inclou
Le.paramesenteroides i diversos lactobacils heterofermentadors obligats (posteriorment
reclassificat per Collins i col., (1993) com a un nou génere anomenat Weisella); 1 un
tercer subgrup que conté Lc.oenos que posteriorment fou proposat com el nou genere

Oenococcus per Dicks i col. (1995).

1.1.1.2-Técniques bioquimiques i moleculars combinades en la classificacio dels
bacteris lactics

La primera classificacio taxonomica dels bacteris lactics fou duta a terme I’any 1919 per
Orla-Jensen, en base a les seves caracteristiques fisico-quimiques. Durant un segle s'han
proposat sistemes de classificacio basats en només unes poques caracteristiques amb
poc o nul pes filogenetic. Els sistemes de classificacio eren utilitzats per poc temps 1
reemplagats quan es creia que unes caracteristiques i/o trets metabolics eren mes
significatius a I'hora de reflectir les relacions entre bacteris (Stackebrandt i Teuber,
1988). La classificacio dels lactobacils normalment es feia segons la morfologia de la
colonia i la cél-lula i determinats tests bioquimics basats en la capacitat de fermentar
sucres i produir acids com el lactic i l'acetic.

Després de la Segona Guerra Mundial, els métodes més moderns de bioquimica i
biologia molecular van mostrar que la classificacio feta fins al moment era
insatisfactoria i no reflectia les relacions filogenétiques que hi havia realment entre les
diferents soques i especies (Stackebrandt i Teuber, 1988; Pot i col., 1993; Klein i col..
1998). Per aixo en els darrers anys s'han provat diversos metodes basats en les noves

tecnologies:
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-patro d'electroforesis de les proteines cel-lulars solubles (Dicks 1 Van Vuuren,
1987)

_relacions immunologiques de la lactat deshidrogenasa (Stackebrandt i Teuber,
1988)

-enzims de la ruta glicolitica (Stackebrandt i Teuber, 1988)

-analisis del contingut plasmidic (Nes, 1984, Tannock 1 col., 1990)

-patrons amb endonucleases de restriccio (Stahl i col., 1990, Roussel i col,
1993)

_métodes utilitzant ADN amplificat per PCR (Jaho i col, 1993) particularment
métodes RAPD (Caetano-Anolles i col., 1991)

-patré d'electroforesis de les proteines cel-lulars en gels de SDS-poliacrilamida
(Pot i col., 1993)

-seqiienciacio de I'ARN ribosomic (Pot icol., 1993)

_hibridaci6 ADN-ADN amb sondes especifiques (Pot i col., 1993; Rodtong 1
Tannock, 1993)

_estructura i composicio de la paret cel-lular (Hammes i Vogel, 1995)

Finalment ’analisi de I'ADN i 'ARN ribosomic han demostrat ser per ara el millor
cami.
Segons aix0, shan desenvolupat diverses técniques per determinar les relacions
filogenétiques dels microorganismes en base als acids nucleics (Stackebrandt i Teuber,
1988):

_hibridaci6 ADN-ADN per reconéixer organismes estretament relacionats (nivell
d'espécie i subspecie)

-seqiiéncia complerta de la regio ITS (“Internal transcriber spacer”) entre els
gens 16S i 23S de I’ARN ribosomic que permet establir relacions filogenetiques
intraespecifiques (Leblond-Bourget i col., 1996).

-sequencia complerta del 58 ARNr per a I’analisi d'especies moderadament
relacionades (nivell intra i intergeneric)

-seqiienciacio del 16S ARNr per a organismes mes remotament relacionats
(nivell interfamiliar i interdivisional)

-seqiienciacio complerta o quasi complerta del 16S i 235 ARNr per relacionar

els grups més allunyats de procariotes
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Amb els resultats aixi obtinguts s'ha vist que hi ha poca correlacio entre la classificacio
tradicional i les relacions filogenétiques dels bacteris lactics. Aixi els generes
Lactobacillus, Leuconostoc i Pediococcus, que son morfologicament diferents, estan
barrejats filogenéticament. El mateix passa amb les classificacions tradicionals fetes fins
al moment dins del génere Lactobacillus (Collins i col., 1991).

Els diferents metodes s'han d'aplicar en combinacio perque només la taxonomia
polifasica (Vandamme i col, 1996) pot diferenciar especies que son fenotipicament
semblants pero genotipicament diferents, o al reves.

Molts dels cultius bacterians utilitzats en productes comercials no estan assignats a
I'espécie correcte. La taxonomia, incloent identificacio i classificacio, és essencial per
garantir la qualitat que demanen les lleis governamentals i els consumidors. No n'hi ha
prou amb coneixer el genere, cal identificar l'espécie o subspecie de manera fiable i les
técniques moleculars han de poder solventar aquests problemes (Klein i col., 1998). A
titol d’exemple, des de 1900 fins a 1980 la majoria de les soques aillades a partir del
tracte gastrointestinal van ser classificades com a L.acidophilus per la seva morfologia i
reaccions fenotipiques (Mitsuoka, 1992). Els meétodes actuals d'identificacio i
classificacio han mostrat que aquesta classificacio era incorrecte ja que es tracta d'un
grup molt heterogeni que actualment inclou fins a 6 especies diferents, de manera que
L.acidophilus ja no és l'especie dominant entre els lactobacils intestinals d'homes i
animals (Klaenhammer, 1995).

En els ultims anys la seqiienciacio complerta dels gens que codifiquen el 16S ARN
ribosomic d'espécies noves o ben conegudes de bacteris lactics, ha permes el disseny de
sondes ARNr especifiques d'especie (Hensiek i col., 1992; Hertel i col., 1993; Ehrmann
i col. 1994; Vogel i col., 1994). Aquestes sondes no només permeten identificar i
classificar correctament un microorganisme determinat, sind també detectar a través de
PCR la preseéncia d'una soca determinada en una poblacio mixta evitant aixi 'ambiguitat
i llarga durada dels metodes tradicionals. A més en els darrers anys s'esta treballant en
la identificacio a través de PCR directament sobre colonia, sense necessitat d'extraccio
d'ADN, que augmentaria la rapidesa i disminuiria el cost de la técnica (Lucchini i col.,

1998).

1.1.2-Funcions de la microbiota intestinal
Tots els microorganismes presents al tracte gastrointestinal interaccionen entre si i amb

I'organisme hoste on habiten, de manera que tots contribueixen a la tasca realitzada per
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la microbiota gastrointestinal. La importancia numeérica dels lactobacils dins d'aquesta
microbiota fa que també tinguin un paper molt important en les funcions que aquesta du
a terme.
Entre aquestes funcions trobem (Sandine, 1979; Savage, 1986; Humbert, 1988; Prasso i
col.. 1989; Delbecque, 1991; Fuller, 1992):
1- A nivell anatomic

-Augmenta el volum dels compartiments digestius i la superficie d'absorcio
cel-lular.

_Afavoreix la renovacio de les cél-lules epitelials i augmenta el tamany de les
vellositats i les criptes glandulars.

-Afavoreix el transit intestinal.

2-A nivell metabolic
_Sintesi de vitamines del grup B i vitamina K.
_Influeix en les secrecions digestives i hormonals.
_Intervé en el reciclatge d'enzims i macromolecules.
_Disminueix els nivells de les amines toxiques i de l'amoniac.
-Desconjuga els acids biliars de manera que es converteix en una forma mes

inhibidora pels bacteris que la conjugada.

3-A nivell nutricional
-Degradacio de glicids i proteines.
-Digestio dels nutrients no digerits.
-Digestio i/o absorcio dels aminoacids.

-Hidrolisi de lipids.

4-Defensa antimicrobiana

Produeix acids organics, acétic i lactic, a partir dels carbohidrats de manera que
fa disminuir el pH intestinal.

-Sintetitza acids grassos de cadena curta.

_Afavoreix el desenvolupament de ceél-lules productores de Ig A a la mucosa
intestinal.

_Fabrica substancies que son inhibidores del creixement dels patogens: peroxid

d’hidrogen, acids biliars, substancies antienterotoxigeniques, enzims, bacteriocines...
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-Produeix antibiotics (acidofilina, acidolina, lactobacilina, lactocidina...) que
tenen activitat inhibidora contra diversos patogens.

_Colonitza l'intesti formant un “biofilm”, evitant aixi la colonitzacio per part de
microorganismes patogens.
Totes aquestes funcions es poden resumir en dos punts principals: la microbiota
intestinal ajuda a mantenir l'equilibri del tracte digestiu i a inhibir l'establiment i

creixement de bacteris entérics patogens o oportunistes.

1.2-ELS BACTERIS LACTICS COM A PROBIOTICS

L’aparicio dels antibiotics en I’ambit zootécnic, a nivell terapéutic pero sobretot a nivell
profilactic, va suposar una millora important en les condicions de vida dels animals de
cria i per tant en la seva productivitat. A partir de I’any 1946 es van comengar a utilitzar
regularment com a promotors de creixement. Els antibiotics son substancies que
provoquen la mort cellular tant dels bacteris patogens com dels no patogens que hi
siguin sensibles (de manera no selectiva), tenen eéxit a I'hora de tractar la malaltia, pero
després l'efecte beneficios pot ser anul-lat per una diarrea post-antibiotica deguda al
creixement de patogens després de la destruccio de la microbiota intestinal (Fox, 1988).
El seu Gs continuat en els animals destinats al consum huma pot crear bacteris
multiresistents i agressius. Malgrat que no hi ha prou dades cientifiques que ho
demostrin, hi ha una gran preocupacio pel fet que I'as d'antibiotics com a promotors de
creixement en els animals pugui portar a un augment de la resisténcia antibiotica en
I'home i, per tant, es pugui reduir la seva eficacia per tractar infeccions humanes
(Anadon, 1999).

L’evolucio de la resisténcia als antibiotics en les comunitats microbianes s’ha vist
afavorida per la transferencia horitzontal de gens de resisténcia entre les diferents
especies 1 generes a traves de plasmids, transposons, bacteriofags litics i temperats i la
possessio d’elements d’insercio (Davies, 1994). En els ambients naturals els principals
mecanismes implicats en la transferéncia d’aquests elements son la conjugacio (Clewell
i col.. 1995) i la utilitzacio de bacteriofags (Schmieger i Schicklmaier, 1999).

Els plasmids (Teuber, 1995) i els transposons (Clewell, 1994) son els principals
vehicles de transferéncia de gens de resisténcia als antibiotics en els bacteris de I’acid

lactic. Aquests elements es poden transferir d’una cél-lula a una altra gracies a la
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proximitat cel-lular propia dels ambients altament poblats (10°-10" bacteris/cm’) en que
es troben aquests microorganismes.

Durant molts anys hi ha hagut pocs estudis sobre la resisténcia adquirida als antibiotics
entre els bacteris de I’acid lactic. No obstant el creixent interés en la utilitzacio
d’aquests microorganismes com a probiotics n’ha fet augmentar el nombre (Kullen 1
Klaenhammer, 1998). De tots aquests estudis es dedueix que la resisténcia als
antibiotics a Leuconostoc, algunes especies de Lactobacillus 1 altres, no nomes e€s
adquirida sind que també hi ha una certa resisténcia intrinseca, malgrat que és molt
dificil distingir-les. Si els bacteris de I’acid lactic viuen en un habitat que es troba
sotmes de manera regular a la preséncia d’antibiotics (com ara I’intesti dels animals), la
resisténcia adquirida als antibiotics s’acabara detectant entre aquests microorganismes.
Per altra banda cal destacar que no s’ha detectat cap diferéncia pel que fa a I’adquisicio
de resisténcies entre els bacteris patogens, els potencialment patogens i els bacteris de
I’acid lactic comensals (Teuber i col., 1999).

L’aparicio i I’augment continuat de soques bacterianes resistents als antibiotics a partir
del 1960 va portar, des del 1970, a una restriccio progressiva dels antibiotics utilitzables
en els animals de cria (Guillot, 1997). Aquesta tendéncia va culminar a finals de I'any
1998 quan la Comissio Europea va decidir prohibir, a partir del juliol del 1999, I'as de
quatre antibiotics (espiramicina, bacitracina de zinc, virginamicina i fosfat de tilosina)
utilitzats sovint com a promotors de creixement, per la possible transmissio de bacteris
resistents als humans on aquests antibiotics també son utilitzats com a terapeutics
(Reglament 2821/98, DOCE n® L351, 29/12/1998).

Aquesta decisio ha despertat un interés creixent per la incorporacio de soques
bacterianes com a probiotics en nutricio animal per tal de mantenir |’efecte beneficios
obtingut amb els antibiotics. Els probiotics no son una alternativa als antibiotics a I'hora
de curar una malaltia, pero tenen un paper molt important a I'hora de prevenir-la, reduir
el temps de recuperacio i augmentar la gana després de patir-la.

Parker (1974) va ser el primer a utilitzar el terme probiotic que ell definia com a
organismes i substancies que contribueixen al balang microbiologic intestinal.

Fuller (1989 a) redefineix el terme probiotic com a microorganismes vius que
s’inclouen en el menjar per tal de beneficiar a I'noste tot augmentant el seu balang
microbiologic intestinal.

Un probiotic és un cultiu de microorganismes vius que és administrat a I'animal amb la

primera intencio de prevenir malalties infeccioses, tot reforgant la funcio de barrera de
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la microbiota intestinal 0 amb un increment no especific del sistema immune (Sogaard i
Suhr-Jessen, 1990).

Havenaar i Huis in't Veld (1992) defineixen probiotic com un monocultiu 0 cultiu mixta
de microorganismes que, aplicat a I'home o a l'animal (ja sigui com a cel-lules
liofilitzades o com a producte fermentat), té un efecte beneficios sobre I'hoste tot
augmentant les propietats de la microbiota indigena en el tracte respiratori superior, el
tracte gastrointestinal i el tracte urogenital.

Al “LABIP-workshop probiotics” celebrat a Frankfurt el 1995 es va proposar una nova
definici6 de probiotic segons la qual es tracta de microorganismes vius que, al ser
ingerits en un cert nombre, exerceixen efectes beneficiosos a més dels propis efectes
deguts a la nutricio.

Els probiotics es poden consumir com a components propis del menjar o bé com a
preparats que no formen part de I’aliment.

Un altre camp d’estudi s’ha obert en els darrers anys, ja que s’ha vist que a traves de la
inclusié de certs ingredients en la dieta es pot promoure el creixement de determinats
microorganismes en detriment d’altres. D’aquesta manera es pot afavorir el creixement
dels bacteris lactics nadius i potenciar la seva activitat probiotica. El terme prebiotic
defineix els substrats de creixement que estimulen el desenvolupament dels bacteris
intestinals beneficiosos.

El terme simbiotic defineix les barreges de probiotics i prebiotics que afecten
beneficiosament a 1’hoste ja que proporcionen tant els cultius vius com els compostos

nutricionals que promouran selectivament el seu creixement, supervivéncia o activitat.

1.2.1-Propietats dels cultius probiotics
La majoria dels probiotics que trobem actualment en el mercat i que son utilitzats en la
cria d’animals contenen un nombre relativament petit d’espécies entre les que trobem :
_Lactobacillus spp.: L.acidophilus, L.brevis, L. bulgaricus, L.casei subspecie
casei, L.delbrueckii subsp. bulgaricus, L.fermentum, L.lactis, L.plantarum, L.salivarius.
-Bifidobacterium spp.: B.bifidum, B. breve, B.infantis, B.longum, B.thermophilus.
_Streptococcus spp.: S.diacetilacti, S.lactis, S.thermophilus.
-Bacillus spp.: B.cereus, B.licheniformis, B.subtilis, B.toyoi, B.nato
-Altres: Aspergillus oryzae, Candida pintolopesii, Clostridium butyricum,

Enterococcus faecium, Pediococcus acidilactici, Saccharomyces boulardii, S.cerevisiae.
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Aixi doncs, la gran majoria dels probiotics contenen bacteris lactics, ja sigui com a
soques individuals o com a combinaci6 de diverses soques. Aixo és degut a que formen
part de la microbiota natural de quasi tots els organismes, rarament son patogens I
presenten propietats antagonistes davant els bacteris patogens. Aixo els fa ideals per a
ser utilitzats com a probiotics tant en animals com en humans.

La hipotesi probiotica (Fox, 1988) postula que si es poden introduir suficients bacteris
lactics a l'intesti en el moment en que hi ha situacions d'estres, enfermetat, o bé abans o
després d'un tractament amb antibiotics (moments en queé el balang de la microbiota
intestinal afavoreix els patogens) els bacteris entérics poden ser, aleshores, minimitzats
0 superats.

Per tal que un probiotic sigui efectiu i pugui assolir els seus objectius, ha de complir tot
un seguit de caracteristiques:

-Ha de ser un habitant normal del tracte gastrointestinal dels individus sans i
preferiblement ha de provenir de la mateixa especie animal on se'l vol introduir (Juven i
col., 1991).

-Ha de ser capag d'arribar fins al tracte intestinal i, per tant, ha de ser resistent a:
els enzims digestius i de la boca, principalment la lisozima, aixi com el pH gastric (1°8
a 3°2) durant més d'unes poques hores; els acids biliars desconjugats i els mecanismes
immunes del tracte intestinal. A més haura de superar la mobilitat intestinal i la velocitat
amb qué el menjar passa pel tracte gastrointestinal (Wolter i Henry, 1988; Raibaud i
Raynaud, 1989).

-Un cop ingerit ha de ser capag d'activar-se rapidament, colonitzar el tracte
gastrointestinal i desenvolupar-s'hi (Juven i col., 1991; Havenaar i Huis in't Veld, 1992).

-Alguns autors consideren que ha de ser capa¢ d'adherir-se a les cel-lules
intestinals per proliferar-hi (Savage, 1983; Jones i Thomas, 1987, Fuller, 1989b),
mentre que d'altres consideren que si el bacteri té un temps de generacio curt no fa falta
que s'adhereixi a la superficie epitelial (Vanbelle i col., 1990; Fuller, 1992).

-S'ha de garantir un temps de vida acceptable (Fox, 1988).

-Ha d'exercir efectes beneficiosos en I'hoste (Fuller, 1989a).

-Ha de ser capag de produir substancies antimicrobianes (bacteriocines, peroxid
d’hidrogen, acids organics,...) a l'intesti per tal de prevenir el desenvolupament de
microorganismes patogens i reduir la produccié de substancies toxiques i nocives

(Fuller, 1973).
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-No ha de trastornar el balang normal de la microbiota intestinal tot i que ha de
ser capag de competir amb la microbiota autoctona i per tant ser resistent a les
bacteriocines, acids i altres antimicrobians produits per la microbiota resident (Fonden,
1989).

‘No ha de produir reaccions patogenes, toxiques, al-lergiques, mutageniques o
carcinogeniques degudes a la propia soca, als seus productes de fermentacio o als seus
components cel-lulars després de la mort del bacteri (Havenaar i Huis in't Veld, 1992).

-No ha de portar plasmids que codifiquin per resistencia a antibiotics perque
podrien propagar-se a altres bacteris, incloent els patogens, i ha de ser genéticament
estable (Fondén, 1989).

-Ha de mantenir la seva viabilitat i activitat durant els processos de manufactura,
emmagatzematge i distribucio i ho ha de fer a altes concentracions ( 10°-10% ufc/g)
(Hutcheson, 1987; Havenaar i Huis in't Veld, 1992).

_Ha de mantenir les propietats organoleptiques del producte on es troba,
fonamentalment quan s’inclou en productes fermentats (Fonden, 1989).

Entre els bacteris lactics podem trobar soques que compleixen la majoria d'aquestes
caracteristiques i aixo els fa ideals per a ser utilitzats com a probiotics. Per aixo en
parlar de probiotics es parla especialment dels bacteris lactics.

Normalment passen de 2 a 3 setmanes abans de que el probiotic que ha sigut administrat
s'adapti a l'organisme hoste (Ducluzeau 1 col., 1989). Com que no podem verificar que
els microorganismes s'adhereixin a les parets de l'intesti, cal assegurar que el nombre de
microorganismes que hi arriba sigui el maxim possible (Humbert, 1988). Per aixo s'han
d'administrar dosis elevades, aproximadament 10° 0 107 ufc/g de menjar (Vanbelle i
col.. 1990). Les dosis han de ser més elevades en els animals joves que encara no tenen
una microbiota gastrointestinal ben adaptada. Es considera que una concentracio de
probiotic inferior a 10°-107 ufc/g de contingut digestiu, no permet obtenir un equilibri
entre els microorganismes probiotics i els bacteris de la microbiota resident 1 observar
un efecte notable sobre I’hoste (Guillot, 1997).

En general l'efecte dels probiotics esta limitat al temps en qué son subministrats a traves
de laliment, i després d'un curt periode de temps aquest s'atura. L'inica manera
d'assegurar la seva accio €s administrar-los de manera continuada o bé a intervals
regulars (Fuller, 1989b, 1992), o disposar d’un que sigui capag de colonitzar

permanentment el tracte gastrointestinal i per tant de reproduir-s’hi.
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1.2.2-Mecanismes d’adhesio
A les aus el pap és la font principal de bacteris lactics que serveixen per mantenir el
balang de la microbiota intestinal (Smith, 1965; Fuller 1 Turvey, 1971). Es molt
important que aquests bacteris s'uneixin fortament a l'epiteli del pap per assegurar que
podran quedar-s'hi després del pas del menjar i seguir proporcionant una font constant
de bacteris (Fuller i Turvey, 1971). Un cop els microorganismes probiotics han arribat
al tracte gastrointestinal, també han de ser capagos d’adherir-se a les cel-lules epitelials
per evitar ser eliminats per les secrecions mucoses 1 els moviments peristaltics. Aixo
implica que els bacteris que presentin una major capacitat d’adhesio seran els mes
indicats per a ser utilitzats com a probiotics.
Segons diversos autors 1’adhesio bacteriana es hoste especifica (Fuller, 1975; Suegara i
col., 1975; Barrow i col., 1980). La capacitat de Lactobacillus d’adherir-se in vitro a les
cél-lules epitelials intestinals varia considerablement entre especies i entre soques d’una
mateixa espécie, de manera que hi ha una gran especificitat d’adhesio (Jin i col., 1996c).
[’adhesio dels lactobacils a les cél-lules epitelials del tracte gastrointestinal té lloc en
una interfase solid-liquid. Aquest fenomen es desenvolupa en varies fases (Van
Loosdrecht i col., 1990):
1-Transport de la cél-lula a la superficie intestinal que pot tenir lloc de tres maneres
diferents:

a-Transport difusiu-el moviment brownia del bacteri fa que aquest entri en
contacte amb les interfases de forma aleatoria.

b-Transport convectiu-degut al flux del liquid on es troben suspeses les cel-lules.
Hi ha situacions en qué la part final del cami és controlada per difusio.

c-Moviment actiu-quan el bacteri es troba a prop d’una superficie hi entra en
contacte per resposta quimiotactica a un gradient de concentracio que hi hagi a la regio

interfacial.

2-Adhesio inicial
Es tracta d’un procés fisico-quimic que pot ser:

a-Reversible-el bacteri es pot tornar a separar de la superficie pel seu propi
moviment brownia o per una forga suau. Aixo implica un intercanvi continuat entre les
cél-lules adherides i les céllules lliures, de manera que es fa dificil distingir entre

’activitat d’unes i altres.
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b-Irreversible-el bacteri ja no manté el seu moviment brownia i nomes pot ser

eliminat de la superficie per una forga elevada.

3-Adhesio
Determinades estructures especials de la superficie, com les fimbries o els polimers,

poden formar forts lligams entre la céllula i la superficie solida.

4-Colonitzacio superficial

Aquesta etapa té lloc quan les cellules ja estan fortament adherides i comencen a
créixer de manera que es desenvolupen microcolonies. Si les cél-lules s”han adherit de
manera reversible, una part de les noves cél-lules poden ser alliberades al medi mentre
les altres resten adherides (Harvey i Young, 1980).

El desenvolupament d’aquestes dues ultimes fases depen del tipus d’organisme i son

més especifiques que les dues primeres.

Els microorganismes no nomes tenen la capacitat d’adherir-se a les superficies sino que
també poden adherir-se entre si, ja sigui a bacteris que pertanyen a la mateixa linia
cel-lular (autoagregacio) o a bacteris que pertanyen a diferents linies cel-lulars
(coagregacid). Aquesta propietat sembla ser molt important a I’hora de permetre la
colonitzacio del tracte gastrointestinal per part dels lactobacils. Aixi s’ha observat que la
variant autoagregant de Bifidobacterium suis BSu 895 s’adhereix més eficientment al
teixit intestinal que la variant no autoagregant (Del Re i col., 1998).

Els lactobacils son els microorganismes predominants en el tracte gastrointestinal dels
pollastres. Vandevoorde i col. (1992) afirmen que entre aquestes soques hi predominen
els lactobacils coagregants, i que la seva capacitat d’aparellament és especifica de soca.
Aixi doncs, la prevaléncia de lactobacils coagregants en el tracte gastrointestinal de
pollastre dona suport a la idea de que les interaccions intragenériques poden tenir una
gran importancia ecologica.

El potencial de colonitzacio dels lactobacils en el pap de pollastre pot augmentar gracies
a la capacitat d’interaccionar amb altres cél-lules microbianes. D’aquesta manera, els
lactobacils que son capagos d’adherir-se a altres cél-lules tenen més oportunitats
d’establir-se en temps de residéncia curts (Vandevoorde i col., 1992). A llarg termini la

situaci6 canvia perqué ja hi intervenen altres factors.
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Aixi mateix la coagregacio entre la microbiota nativa i els patogens presents al tracte
gastrointestinal és un bon mecanisme per excloure els microorganismes nocius de
I’organisme hoste (Spencer i Chesson, 1994).

Les condicions ambientals afecten a I’afinitat de la coagregacio, segurament perque
afecten a la carrega superficial del bacteri. Quan disminueix el pH i augmenta la
concentracio d’electrolits es redueixen les forces repulsives de Coulomb i augmenta la
coagregacio (Vandevoorde i col., 1992; Kolebrander i London, 1993).

La gran varietat d’estructures superficials presents als bacteris implica un gran espectre
de mecanismes d’adheréncia (Schneitz i col., 1993). Aixo fa que sigui dificil coneixer
de quina manera un microorganisme determinat s’adhereix a una superficie.

Les adhesines de Lactobacillus son de naturalesa variada. S’han descrit amb major
freqiiencia carbohidrats 1 proteines, tant extracel. lulars com presents a les superficies
bacterianes (Coconnier i col., 1992; Chauviere i col., 1992; Reid i col., 1993) tot i que
també s ha proposat que I’acid lipoteicoic podria estar implicat en I’adhesio a cel-lules
epitelials (Chan i col., 1985; Sherman i Savage, 1986).

Brooker i Fuller (1975) van demostrar que el material responsable de I’adhesio dels
lactobacils al pap del pollastre era un polisacarid acid, ja que el van poder tenyir amb
vermell de ruteni, blau alcia i ferro coloidal. Per altra banda també van veure que
algunes espécies de Lactobacillus spp. produien fibres de lligament. De manera
semblant Hood i Zottola (1987) van observar que les soques de L.acidophilus que
s’adherien a les cél-lules intestinals del fetus huma presentaven polisacarids a I"exterior
de la paret cel-lular, que eren més abundants com mes fortament s’adheria la cel-lula.
Alguns patogens intestinals s’uneixen a determinats glicoesfingolipids de la superficie
epitelial per establir una infeccio (Bock i col., 1985; Stromberg i Karlsson, 1990). Per
aixo s’especula que determinades especies de Lactobacillus intestinals poden unir-se als
glicoesfingolipids de la superficie del tracte digestiu (Yamamoto i col., 1996).

S6n molts els autors que consideren que les proteines son les estructures responsables
d’aquesta capacitat adhesiva. Vandevoorde i col. (1992) han descrit que la lipasa no
redueix la coagregacio mentre que la pepsina, el periodat i el tractament térmic si que ho
fan. Tot i que el periodat actua principalment a nivell dels carbohidrats, s’ha vist que
alguns enllagos C-C dels aminoacids també hi son sensibles (Dyer, 1956). A més les
estructures responsables de la coagregacio es poden eliminar de la paret cel-lular per
sonicacio. Aquestes estructures bloquejarien els llocs de reconeixement de les cel-lules i

per tant impedirien que les altres cel-lules hi interaccionessin. Quan s’escalfa el

17



Introduccio

sobrenedant que conté aquestes estructures alliberades es restableix la coagregacio. La
sensibilitat al calor de I’agent bloquejant estaria d’acord amb la hipotesi de que
Iestructura que intervé en el fenomen de la coagregacio és de naturalesa proteica.
Mukai i Arihara (1994) han descrit la preséncia de lectines, proteines capaces d’unir-se
a determinats grups carbohidrats, a la superficie cel-lular de L.acidophilus, suggerint un
mecanisme d’adhesio en queé el bacteri reconeix sucres especifics a la superficie epitelial
de I’intesti. Les lectines també podrien trobar-se a les cél-lules epitelials de I’organisme
hoste o bé procedir de la seva dieta i situar-se a la superficie cel-lular. D’aquesta manera
s’unirien als carbohidrats de la superficie bacteriana o de les cel-lules epitelials, segons
qui fos el portador de les lectines, establint-se aixi una uni6 especifica (McGroarty,
1993: Mukai i Arihara, 1994).

Reniero i col. (1992) van demostrar que la preséncia del fenotip agregant a L.plantarum
4B2 (aillat de femtes de nadons, posteriorment identificat com a L.gasseri 4B2
(Lucchini i col, 1998)) estava mediada per una proteina secretada de 32 KDa
anomenada Factor Promotor de 1’ Agregacié (APF) que pot establir un pont entre dos
bacteris que continguin acids lipoteicoics o teicoics amb substitucions laterals de a-D-
glucopiranosil-(1,2)-D-glucosa.

Posteriorment Kmet i col. (1995) ha descrit dues soques de L.reuteri (aillat intestinal de
porc) en qué I’agregacio de les cel-lules esta associada a una proteina de 32 KDa,
immunologicament semblant a la proteina APF de L.gasseri 4B2.

I’adheréncia bacteriana també s’ha relacionat a la presencia de la "S-layer”. Es tracta
d’una proteina de superficie amb estructura paracristalina que cobreix tota la paret
cel-lular durant totes les etapes del creixement (Messner i Sleytr, 1992; Beveridge,
1994). S’ha detectat tant en organismes Gram positius com Gram negatius, suggerint
que la seva preséncia a la natura és més comuna del que es pensava en un principi. En
els bacteris Gram positius la "S-layer" esta associada a la capa de peptidoglica, que és el
component més rigid de la paret cellular, mentre que en els Gram negatius esta
associada a la superficie externa de la membrana externa (Beveridge i Graham, 1991).
La seva preséncia s’ha detectat en diverses especies de Lactobacillus que habiten el
tracte gastrointestinal (Lortal, 1993).

Degut a la seva naturalesa paracristalina, la "S-layer" presenta diversos porus en la seva
estructura. Les subunitats que la conformen es troben unides als components integrals
de la superficie cel-lular (lipopolisacarids, acids teicoics, peptidoglicans, etc.) per

enllagos no covalents com ara interaccions hidrofobiques, ponts d’hidrogen i
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interaccions electrostatiques (Severina, 1995). L’analisi quimica ha mostrat que la
majoria de les "S-layer" consten d’un sol polipéptid d’elevat pes molecular que conte
carbohidrats units covalentment com a components minoritaris. Aquests carbohidrats
juguen un paper important en I’adhesio cel-lular, Iestabilitat conformacional 1 la
resisténcia a la degradacio proteolitica. La massa molecular dels monomers pot variar
de 40 a 200 KDa (Boot i col., 1993).

La "S-layer" pot constituir el 10% de les proteines totals durant la fase de creixement, i
requereix un gran aport energetic per part de la cellula. Aixo implica que aquesta
estructura ha de representar un gran avantatge ecologic en I’ambient en que normalment
es desenvolupa el bacteri (Boot i col., 1993). Degut a la seva localitzacio a la superficie
cel-lular, la “S-layer” és responsable de les propietats superficials del bacteri. Aixi
contribueix al manteniment de la forma de la cél-lula, especialment en els
arqueobacteris en qué és I'inic compost rigid de la coberta cel-lular. També exerceix
una funcio6 protectora i contribueix a I’estabilitat de la temperatura del bacteri i a la seva
adaptacio a diversos factors ambientals. Protegeix a les cél-lules bacterianes dels
bacteriofags, tot i que també pot funcionar com a receptor especific. Gracies a la seva
localitzacio en la superficie cel-lular, promou I’adhesio cel'lular (Sleytr i Messner,
1988).

En lactobacils s’ha establert I’existéncia d’una relacio entre la capacitat d’adhesio a les
cél-lules epitelials, I’activitat agregant i la hidrofobicitat superficial (Wadstrom 1 col.,
1987; Kmet i Lucchini, 1997), de manera que com més hidrofoba ¢és la seva superficie
més fortament s’adhereixen.

S’ha observat que els bacteris poden adherir-se a determinades superficies amb les que
normalment no es troben en contacte. Si una determinada especie bacteriana pot
adherir-se a superficies amb les que mai ha estat en contacte és, segurament, perque les
superficies diana comparteixen determinades caracteristiques, permetent ’adhesio dels
bacteris per un mecanisme comui (Rosenberg i col., 1981). S’ha detectat que hi ha una
relacio entre la capacitat d’Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 per adherir-se a les
cél-lules epitelials, superficie que normalment no colonitza, i a hidrocarburs com
I’hexadeca. La seva adhesi¢ als hidrocarburs esta mediada per una interaccio
hidrofobica general i sembla que I’adhesio a les cél-lules epitelials pot involucrar
mecanismes semblants entre llocs hidrofobics del bacteri i les superficies epitelials

(Rosenberg i col., 1981).
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Aixi mateix s ha vist que Streptococcus pyogenes M-5 s’uneix a les cel-lules epitelials a
través d’una interaccio hidrofobica entre la fraccio lipidica de 1’acid lipoteicoic de la
superficie bacteriana i la cél-lula (Beachey i Ofek, 1976). També és capag d’adherir-se a
determinats hidrocarburs, malgrat no estar-hi normalment en contacte, propietat que
podria ser deguda als mateixos lipids units covalentment (Rosenberg i col., 1981).
L’adhesio dels bacteris als hidrocarburs proporciona, per tant, un metode senzill per
mesurar la hidrofobicitat de les superficies cel-lulars i indirectament la seva capacitat
adhesiva: no obstant hi ha algunes soques que, a pesar de les seves propietats
hidrofiliques, s’han mostrat adhesives. Aixo suggereix que hi ha multiples mecanismes
que estan involucrats en el proces d’adhesio (Del Re i col., 1998).

Sovint s’ha observat que I’adhesio augmenta durant la fase exponencial del creixement,
com a resultat de ’augment de la hidrofobicitat que té lloc durant aquesta fase (Van
Loosdrecht i col., 1987). En principi aquesta hidrofobicitat s’atribuia a la preséncia del
material capsular. No obstant, la gran quantitat de lactobacils altament hidrofobics que
s’ha aillat fa pensar que aquests poden produir altres polimers superficials que
contribueixen a aquest fenomen (Wadstrom i col., 1987). Aquesta idea ve avalada per
alguns estudis que s’han fet sobre Enterococcus faecium en qué s’ha trobat una elevada
hidrofobicitat en abséncia de material capsular (Ljungh i col., 1987).

La hidrofobicitat de la superficie bacteriana es veu afectada pel calor, acompanyat 0 no
de digestio proteolitica. Aixo, juntament amb la preséncia de proteines distribuides de
manera regular en la paret cellular dels lactobacils 1 1’observacio que aquests
s’adhereixen al teixit de I’estomac de les rates mitjangant proteines o un complexa
proteina-acid lipoteicoic, ha portat a pensar que les proteines superficials determinen la
hidrofobicitat en soques que mostren una hidrofobicitat moderada o extremadament
elevada (Wadstrom i col., 1987).

Tant si els bacteris s’adhereixen entre si com si ho fan a altres superficies, el que és cert
és que les superficies son el principal lloc d’activitat bacteriana (Van Loosdrecht i col.,
1990). Normalment a les poblacions naturals els bacteris adherits son més actius que les
cel-lules lliures (Pearl, 1985; Jeffrey i Paul, 1986), pero no perqué hi hagi una major
concentracio de nutrients sino perqueé la curta distancia de difusio fa que la transferencia
de massa sigui més rapida. En la majoria dels casos que s’han estudiat, la influéncia
d’un solid en I’activitat microbiana és un efecte indirecte perque la seva presencia

influeix en el medi més que no pas en el bacteri (Van Loosdrecht i col., 1990).
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1.2.3-Mecanismes d'actuacio

No es coneix exactament el métode d'actuacio dels probiotics. S'han suggerit diversos
mecanismes a través dels quals els probiotics podrien dur a terme la seva tasca i
probablement actuen a través de la combinacié de varis. Entre aquests mecanismes
caldria destacar:

1-Produccio de substancies anti-bacterianes

_Bacteriocines-son proteines bacteriologicament actives que tenen activitat
antagonista i no son mai letals per a la cél-lula productora (Konisky, 1982).

_Peroxid d'hidrogen-pot actuar directament oxidant altres cel-lules o bé pot
actuar indirectament activant el sistema de la lactoperoxidasa-tiocianat-peroxid
d'hidrogen (Juven i col., 1991, Fuller, 1992).

-Acids organics-l'alliberacio d'acids organics fa disminuir el pH intestinal

(Humbert, 1988). D'aquesta manera s'evita la proliferacio dels organismes patogens que
no son resistents a un pH tant acid, i a la vegada s'incrementa I'activitat enzimatica del
sistema digestiu (Fuller, 1977).
La preseéncia d'acids organics també ajuda a mantenir un potencial d'oxidacio-reduccio
més baix (Sandine i col., 1972). Els potencials negatius afavoreixen el desenvolupament
de bacteris anaerobis i, per tant, dels microorganismes propis de la microbiota
gastrointestinal que son capagos de sobreviure en un ambient acid (Fernandes i Shahani,
1989).

-Altres metabolits-capagos de neutralitzar les toxines bacterianes o inhibir-ne la
produccio (Mitchell i Kenworthy, 1976).

_Acids biliars desconjugats-els lactobacils son capagos de desconjugar els acids
biliars a traveés de les hidrolases de les sals biliars. La forma desconjugada és més
inhibidora que la conjugada perque €s capag de penetrar les céllules bacterianes i, per

tant, té un major efecte contra patogens (Kashket, 1987).

2-Competicio pels receptors d'adhesio

Alguns bacteris son presents a l'intesti perqué son capagos d'adherir-se a I'epiteli
intestinal de manera que queden immobilitzats a la paret intestinal i no son arrossegats
pel flux de la peristalsi. Si els bacteris presents al probiotic son capagos d'adherir-se
d'aquesta manera, els receptors de la superficie epitelial estaran saturats i, per tant, els
microorganismes patogens no podran colonitzar lintesti (Fox, 1988, Sarra i Trovatelli,

1990). Es el que es coneix com a exclusio competitiva (Fuller, 1992).
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També actuen competint directament amb els bacteris patogens pels nutrients

disponibles al medi.

3-Estimulaci6 de la immunitat

L'as de probiotics augmenta la resisténcia a les infeccions ja que estimula la resposta
inespecifica del sistema immune (Havenaar i Huis in't Veld, 1992; Ducluzeau, 1997).
Estimula la produccio d'immunoglobulines, macrofags i limfocits (Perdigon i col., 1986

i 1990).

4-Activitat anticarcinogénica
Sembla que els probiotics son capagos de prevenir alguns processos cancerosos a traves
de:

-la uni6, inhibici6 o inactivacio de mutagens in Vivo

_a reduccio de l'activitat dels enzims bacterians fecals com la nitroreductasa,
l'azoreductasa o la B-glucuronidasa, que poden activar la conversio dels procarcinogens
en carcinogens.

_'estimulacié o intensificacio de la resposta immune.

-la supressio de la formacio de tumors (Arihara i Luchansky, 1994; Nadathur i
col., 1994).

5-Estimulacio de la microbiota indigena

Els microorganismes utilitzats com a probiotics creen I'ambient adequat per estimular el
creixement de la microbiota indigena en detriment dels bacteris patogens. D'aquesta
manera contribueixen al creixement i l'estabilitzacié de la microbiota intestinal o
urogenital normal.

Per altra banda, aquesta estimulacio inhibeix el creixement de bacteris no desitjables,
molts dels quals produeixen ureasa que provoca la produccio d'amoniac a l'intesti.

D'aquesta manera 1'as de probiotics inhibeix la produccio d'amoniac (Hill, 1970).

6-Altres mecanismes
Els probiotics estimulen la pre-digestio de proteines aixi com la sintesi de vitamines.
També provoquen un augment en I'absorcio del calci i, per tant, eviten la descalcificacio

dels ossos en les persones grans (Havenaar i Huis in't Veld, 1992).
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S'ha observat que els probiotics redueixen els nivells de colesterol en sang. Durant la
fermentacio, els lactobacils produeixen quantitats elevades d’hidrolases de les sals
biliars. Aquestes desconjuguen els acids biliars i donen com a resultat una perdua de
solubilitat i la seva co-precipitaci6 amb el colesterol, de manera que redueixen
I’absorcid en sang del colesterol de la dieta i del colesterol endogen (Gilliland i col.,
1985: Klaver i van der Meer, 1993).

També s'ha vist que I'us de probiotics alleuja la intolerancia a la lactosa perque els
microorganismes la fermenten parcialment abans de la digestio i, a més, produeixen
lactasa a l'intesti que ajuda a digerir-la (Havenaar i Huis in't Veld, 1992; O'Sullivan i
col., 1992).

1.3-ELS BACTERIS PATOGENS

La produccio mundial de pollastres es troba en creixement constant ja que €s una carn
fonamental en la dieta habitual de, practicament, tots els paisos del mon. A Espanya
I’any 2000 es van sacrificar 544.370.000 pollastres i es van consumir al voltant de
850.000 tonelades de carn de pollastre, amb una mitjana de 16 Kg/persona/any
(Alimarket 2001). Malgrat que el consum de carn de pollastre ha disminuit en els
darrers anys, segueix essent la carn més consumida i la més barata, lleugerament per
darrera dels productes carnis transformats. Nomes a les poblacions de menys de 2.000
habitants. el seu consum es va veure superat pel de la carn de porc. En el conjunt de
I’Estat espanyol, el consum de carn de pollastre a Catalunya ¢s superior al de la mitjana
juntament amb les Balears, Arago, el Pais Valencia, Murcia, Galicia i les Illes Canaries.
El seu cost de produccié s’ha mantingut estable de manera que €s facilment assequible
per a la poblacié de baix poder adquisitiu. Aixo fa que tot el que afecta a aquest
producte sigui de gran importancia economica.

La contaminacio per enterobacteriacies (Salmonella, Escherichia  coli,
Campylobacter...) en aus té implicacions negatives en la qualitat dels aliments, la
productivitat animal i la seguretat alimentaria per a ’home. Als Estats Units, en el
periode 1977-1984, I’aviram va ser identificat com el responsable del 10% de les
toxiinfeccions alimentaries en les quals I’agent causal es va poder identificar: els indiots
van ser responsables del 56% dels brots i els pollastres del 44%. En un periode de 15

anys (1973-1987), els percentatges es van mantenir i la distribucio entre aquestes dues
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especies va ser del 64% i 34%, respectivament. En els darrers anys s’ha detectat que
Salmonella i Campylobacter son els dos patogens més freqiients en les toxiinfeccions
alimentaries dels humans, els vehicles més frequents dels quals son la carn d’aviram i
els productes alimentaris derivats. EI CDC (Center for Diseases Control and Prevention)
estima que cada any 75 milions de persones es posen malaltes 1 5.000 persones moren a
causa de toxiinfeccions alimentaries. Aproximadament uns 2 milions de casos a I’any
son deguts a Campylobacter, 1’6 milions son a causa de Salmonella i uns 20.000-
40.000 sén provocats per E.coli O157:H7.

Salmonella és un bacil Gram negatiu patogen, normalment mobil per flagels i anaerobi
facultatiu. Pot créixer i multiplicar-se en un ampli rang de temperatures (dels 5°C als
60°C) i de pH (de 4 a 9) tot i que la temperatura Optima de creixement se situa entre els
25°C i els 40°C i el pH optim entre 6’5 i 7°5. Es troba al tracte gastrointestinal huma i
d’altres animals de sang calenta i freda. Si les condicions ambientals son les adequades
pot sobreviure fora del cos de I’animal hoste. Es coneixen uns 2.300 serovars de
Salmonella, pero cada any se’n descobreixen de nous (Langlois, 1993). Els diferents
serovars reben el seu nom segons els antigens de superficie ja que no hi ha dos serovars
amb el mateix patro. La majoria d’aquests serovars no estan adaptats a cap hoste en
particular, de manera que es poden trobar en qualsevol hoste i arreu del mon, podent
arribar a provocar-los la mort. Menys de I’1% dels serovars coneguts estan adaptats a
I’hoste, de manera que poden infectar a una espécie animal pero no a una altra. Aixi
S.typhi infecta exclusivament a I’home mentre que S.pullorum i S. gallinarum nomes als
pollastres (Sarra i Badini, 1997).

[scherichia coli és un bacil Gram negatiu patogen que pot ser mobil per flagels o no
mobil i anaerobi facultatiu amb metabolisme respiratori i fermentador. La seva
temperatura optima de creixement és de 37°C. Es troba al tram final de I'intesti
d’animals de sang calenta. A més del flagel proteic la majoria de les soques presenten
fimbries o proteines fibrilars que s’extenen en gran nombre des de la superficie
bacteriana cap al medi. Algunes d’aquestes fimbries tenen una funcio especifica com a
organs adhesius.

Algunes soques d’E.coli produeixen enterotoxines. Entre les produides en destaquen
dues que han estat ben estudiades, la termolabil i la termoestable, que es poden trobar
juntes o per separat i la produccié de les quals ve determinada per plasmids (Drskov,

1984).
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En els darrers anys £.coli O157:H7 ha sorgit com un important patogen huma que
provoca una diarrea hemorragica extremadament aguda acompanyada de rampes
abdominals, i en alguns pacients provoca un sindrome uréemic hemolitic (Neill, 1989,
Anonim, 1991). La dosis d’infeccio requerida per als humans és molt baixa (Willshaw i
col, 1994). Tot i que s’ha demostrat la transmissio home a home (Griffin 1 Tauxe,
1991), la majoria d’infeccions s’han associat al consum de carn poc cuita, principalment
hamburgueses de vedella (Willshaw i col., 1994), i altres productes d’origen bovi
incloent llet no pasteuritzada. Aixi mateix s’ha associat al consum de productes carnis
fermentats com el salami (Tilden i col., 1996). Tamb¢ s’ha aillat de carns crues incloent
porc, pollastre i xai (Doyle i Schoeni, 1987) i s’ha associat a brots de toxiinfeccions
alimentaries produides per aliments molt acids com maionesa (Raghubeer i col., 1994),
suc de poma (Besser i col, 1993) i iogurt (Morgan i col, 1993).

Campylobacter ¢és un bacil Gram negatiu patogen, curvat, que pot presentar una o mes
voltes d’hélix. Es mobil a través d’un flagel polar a un extrem de la cel-lula o a través de
dos flagels a ambdos extrems. Es un microorganisme microaerofilic amb metabolisme
respiratori que necessita per viure una concentracio del 3 al 15% d’oxigen i del 3 al 5%
de CO,. Es troba als organs reproductors, tracte intestinal i cavitat oral d’homes i
animals.

Les toxiinfeccions alimentaries degudes a aquests patogens comporten tot un seguit de
perdues tant humanes com en el sector animal. Entre les péerdues humanes hi ha les que
es desprenen del tractament de la malaltia, la pérdua de productivitat, els perjudicis en el
benestar i, fonamentalment, les morts que es poden donar entre els grups de risc elevat.
Entre les pérdues en el sector animal hi ha les pérdues economiques per canvis en el
mercat i perdua d’imatge, la disminucio en la productivitat i les despeses originades en
la granja per les mesures de combat i eradicacio que cal aplicar (Noordhuizen i

Frankena, 1994).

1.3.1-Patogeénia a les aus

Els bacteris patogens com Salmonella, E.coli i Campylobacter no son membres nadius
de la microbiota dels pollastres, pero son capagos de colonitzar el seu intesti de forma
molt rapida i persistir-hi de forma no patologica (Stavric, 1992). Quan es donen les
condicions favorables que permeten el seu creixement, aquests microorganismes poden
arribar a una massa critica i produir prous toxines com per provocar una malaltia en

I’animal (Zeidler, 1996). En aquests casos la preséncia del patogen es detectada
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facilment i1 pot ser eliminat de la cadena alimentaria, evitant aixi la seva propagacio a
altres animals i als humans.

El problema es presenta quan la infeccio provoca pocs simptomes en I’animal de
manera que, tot i que el patogen es troba present al cec, la seva preseéncia no és
detectada podent persistir en la cadena alimentaria 1 extenent la infeccio a altres animals
i a I’home en ultim terme.

Son diversos els factors que atecten a la susceptibilitat dels pollastres a la colonitzacio
per part dels patogens (Bailey, 1993), un d’ells és I’edat. Els animals joves son els més
afectats per les infeccions ja que encara no disposen d’una microbiota propia ben
desenvolupada que els protegeixi. Per contra, els animals adults presenten una major
resisténcia a les infeccions intestinals de manera que, fins i tot quan aquesta es produeix,
hi ha poca o nul-la mortalitat i la fertilitat no es veu reduida de forma significativa
(Lister, 1988; Mcllroy i col., 1989). El potencial de supervivencia del bacteri patogen a
través de la barrera gastrica, la competicio amb altres microorganismes del tracte
gastrointestinal i la seva capacitat de colonitzacio de I’intesti son altres factors a tenir en
compte. La susceptibilitat dels animals també es veu afectada per la composicio de la
dieta amb qué son alimentats. Tambeé 1’estat fisiologic i de salut de I’au aixi com la seva
carrega genética son factors condicionants. La seva resisténcia també es pot veure
influida per la medicacio utilitzada aixi com per les situacions d’estreés que es donen
durant la recollida, carrega i transport dels animals (Jones, 1990).

Salmonella és el patogen més conegut com a responsable de les infeccions en pollastres.
En els darrers anys 'aillament de S.enteritidis ha augmentat espectacularment fins al
punt de considerar les infeccions causades per aquest serovar com una nova pandemia.
A més aquest serovar ha desplagat a S.typhimurium com el més freqientment aillat
(Rodrigue i col., 1990; Plummer i col, 1995). Hi ha dos sistemes fonamentals de
transmissio: la transmissio vertical en qué el patogen passa de generacio en generacio a
través de les granges de cria i les linies de posta d’ous, i la transmissio horitzontal en
qué Salmonella es transmet d’unes aus a les altres en granges de cria, granges d’engreix
i escorxadors a través dels aerosols, el contacte i els insuficients programes de
desinfeccio (Cox i col., 1993).

La seva preséncia sol manifestar-se en forma d’enteritis; algunes especies, com
S.enteritidis o S.typhimurium, tenen la propietat de ser invasives de manera que poden
infectar el tracte reproductor, el fetge i altres organs podent-se transmetre a traves de

I’ou (Miles i Butcher, 1993). En alguns casos Salmonella pot arribar també al sistema
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limfatic o fins i tot, pero més rarament, al torrent sanguini on pot multiplicar-se
provocant una infeccio generalitzada que pot tenir lloc amb o sense diarrea (Kamata,
1992).

La contaminacio del contingut de I"ou amb Salmonella pot tenir lloc a través de dues
vies principals: a partir de la contaminacio fecal arribant a I’interior de I’ou a través de
la closca o bé a partir del teixit reproductor de I'oviducte (Humphrey, 1994; Suzuki,
1994). Tenint en compte que no s’ha trobat cap relacio directe entre la contaminacio de
la closca o la carrega fecal de Salmonella i la contaminacio del contingut de I’ou
(Humphrey 1 col., 1991a), 1 s’ha pogut detectar la presencia del patogen en el teixit
reproductor d’animals que no el presentaven en el seu intesti (Bygrave i Gallagher,
1989; Timoney 1 col., 1989), sembla més probable que la infeccio del contingut de I'ou
estigui mes relacionada amb la infeccio6 del teixit reproductor (Humphrey, 1994).

Els organs reproductors de la gallina estan formats per I'ovari i Ioviducte. A I’ovari es
produeix I’ovul 1 el rovell es forma a partir de ’oocit amb materials sintetitzats pel
fetge. L’oviducte s’encarrega de conduir ’ovul cap a la cloaca i d’addicionar-hi
successivament |’albiumina, les membranes i la closca (King, 1982).

El rovell podria ser contaminat pel patogen quan I’ou surt de I'ovari i abans de ser
cobert per la closca (Suzuki, 1994). El fet que I'albumen i la part externa de la
membrana vitalina siguin els principals llocs de contaminacio (Gast 1 Beard, 1990;
Humphrey 1 col, 1991b) suggereix que alguns ous son infectats en [’oviducte
(Shivaprasad i col., 1990; Timoney i col., 1989). Durant I’emmagatzematge S.enferitidis
pot migrar de I’albumen al rovell (Braun i1 Fehlhaber, 1995).

Les gallines portadores de Sa/monella rarament posen ous infectats, pero aquests poden
ser-ho posteriorment a traves de la superficie externa. S’ha vist que el microorganisme
és capag¢ de travessar la closca si hi ha un grau adequat d’humitat 1 de diferéncia de
temperatura entre I’exterior i ’interior (Sarra i Badini, 1997). Quan el patogen eés
present a I'interior de I’ou s’hi troba en un nombre forga baix degut al complex sistema
de membranes barrera, als compostos antibacterians de I’albumen i a la gran quantitat
d’anticossos del rovell (Dadrast i col., 1990).

El maxim nivell de colonitzacio per part de Salmonella sol tenir lloc durant la segona o
tercera setmana de creixement. Després, a no ser que I’animal es vegi afectat per alguna
malaltia o situacio d’estrés, hi ha una disminucio gradual de la frequencia (Bailey,

1993),
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La complerta i permanent eradicacio de la salmonelosis aviar és dificil degut a diversos
factors. En primer lloc la falta d’especificitat cap a I’hoste, ja que la majoria de serovars
son capagos d’infectar i/o provocar malalties en diferents especies aviars. L’estat
sanitari de I’animal portador és un altre factor a tenir en compte. Sa/monella pot estar
present a I’intesti dels animals sans en baixes concentracions. Diversos factors d’estres
poden provocar-ne un increment donant com a resultat una major excrecio del patogen a
través de les femtes i, per tant, un major risc d’extensio de la infeccio. La contaminacio
del pinso és la via d’infeccio i reinfeccio més comi, degut a la preséncia de
subproductes animals contaminats per Sa/monella. La gran varietat de serovars de
Salmonella fa que sigui molt dificil preparar una vacuna que pugui protegir contra totes
les possibles infeccions d’aquest patogen. També s’ha vist que les substancies
antimicrobianes i acidificants, que s’utilitzen normalment com a additius en el pinso,
poden estimular I’excrecio fecal del patogen en les aus infectades incrementant aixi el
risc de transmissio. Finalment cal tenir en compte que, malgrat que I'as d’antibiotics
suprimeix la infecci6 alliberant a les aus de Sa/monella, la interrupcio de la medicacio
pot potenciar la seva susceptibilitat a la reinfeccié per I’alteracio provocada en el balang
global de la microbiota de I’intesti (Kamata, 1992).

Tot i que Salmonella és el patogen més conegut, Campylobacter eés el principal
responsable de les infeccions en aus. En un estudi de I’any 1996 sobre la incidencia de
Campylobacter i Salmonella en els pollastres, Mulder va observar que el 82% de les aus
eren contaminades per Campylobacter, essent C.jejuni I'especie dominant, mentre que
només el 27% eren contaminades per Salmonella.

La infeccio per part de Campylobacter provoca enteritis en els pollastres i es pot
observar una variacio estacional, amb unes taxes maximes d’infeccio durant I’estiu
(juny-setembre) i unes taxes minimes durant I’hivern i la primavera (Mulder, 1996).
C.jejuni sol ser patogen per als animals joves, pero poques vegades ho és per als adults
(Pearson i col., 1996). La seva preséncia s’ha detectat en pollastres d’entre 2 1 4
setmanes d’edat (Jacobs-Reitsma i col., 1995; Berndtson i col., 1996). Si es produeix un
brot infeccios, practicament tots els animals resulten infectats en pocs dies i aquesta

infeccio es manté durant tot el creixement (Bailey, 1993).

1.3.2-Patogénia als humans
A través dels pollastres contaminats els patogens poden arribar a ’home. L’enteritis

humana causada per Salmonella, Campylobacter o E.coli és deguda principalment al
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consum de carn de pollastre, ous o productes derivats contaminats. En aquests casos els
productes solen ser ingerits crus o poc cuits, tot i que si la poblacio del patogen es molt
elevada aquest no pot ser destruit per cap métode estandard de coccio (Miles i Butcher,
1993).

Les vies d’infeccio poden ser diferents:

-toxiinfeccions alimentaries en qué el microorganisme produeix i excreta toxines
al menjar, que ataquen al sistema digestiu (enterotoxines) o al sistema nervios
(neurotoxines). Un cop s’han secretat les toxines la preséncia del microorganisme no és
necessaria i sovint és destruit durant la coccio de I’aliment. Per contra la toxina es mante
activa i provoca la malaltia.

-infeccions alimentaries en qué el microorganisme és ingerit amb el menjar i
produeix toxines de manera activa en I'intesti de I'hoste. Aquestes toxines ataquen el
teixit digestiu o interfereixen en les funcions normals del sistema digestiu /o altres
organs interns. En aquests casos s’ha d’ingerir una massa critica de microorganismes
perqué es desencadeni la malaltia (Zeidler, 1996).

Es dificil conéixer el nombre exacte de casos que tenen lloc al mon degut a infeccions
d’aquest tipus. En molts paisos, com els Estats Units, la llei no obliga a declarar totes
les malalties i poques victimes segueixen un tractament meédic, de manera que totes les
dades que es puguin tenir son estimatories (Zeidler, 1996).

La salmonelosi és la principal d’aquestes malalties. Els simptomes apareixen de 12 a 72
hores després del consum del producte contaminat i solen ser gastroenteritis aguda,
febre, mal de cap, rampes abdominals, vomits i diarrea (Benenson, 1990).

Després de recuperar-se de casos clinics de salmonelosi, alguns pacients continuen
mantenint un reservori de Salmonella durant setmanes, mesos O anys que moltes
vegades eliminen a traves de les femtes 1 que €s un vehicle més per a la disseminacio
del bacteri. A més, els antibiotics que son actius contra la malaltia, com el cloramfenicol
o el triofenicol, no son efectius per tractar aquests reservoris (Le Minor, 1984).

. coli també és responsable d’un bon nombre de malalties relacionades amb la ingesta
de productes derivats de pollastres contaminats. De tots els serovars coneguts d’£.coli
podem diferenciar-ne tres grups principals, segons el tipus de malaltia que provoquen en
els humans (@rskov, 1984). El grup dels serovars d’£.coli enteropatogens es format per
uns pocs serovars associats a diarrees infantils, els d’E.coli enterotoxigenics ho €s per

un nombre limitat de soques que produeixen enterotoxines causant diarrees en animals 1
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homes i els d’/.coli enteroinvasius és format per serovars que poden causar malalties
semblants a la disenteria.

En els darrers anys s’ha vist que C.jejuni és el responsable d’un nombre important
d’enterocolitis humana a tot el mon (Berndtson i col., 1996). C.jejuni provoca febre,
nausees, rampes abdominals i eliminacio de sang en les femtes, infectant a gent de totes
les edats tot i que normalment es diagnostica amb més frequiéncia en nens (Butzler i
Skirrow, 1979).

1.3.3-Fonts de contaminacio

Hi ha molts punts d’entrada pels enteropatogens en tota la cadena alimentaria. Sembla
ser que la preséncia d’aquests patogens en els productes finals consumits per I’home
esta en funcio de la seva preséncia en el cec de I’animal viu. Aixi doncs, per controlar la
contaminacié en I’home primer és necessari fer-ho en les aus.

Es important controlar la presencia de patogens tant en el propi animal com en I’entorn
on viu. Les principals fonts de contaminacio en els pollastres son: els animals que
arriben a les granges procedents de I’exterior, el menjar, I’aigua, els encenalls de fusta
de les gabies, els rosegadors, els ocells i els insectes. El menjar dels pollastres és format
per material ric en proteina, mido i altres aliments en quantitats menors. El component
proteic sol provenir de restes de carn i de la indistria alimentaria i de subproductes de la
industria oleica. Aquests productes poden venir infectats per patogens malgrat els
tractaments térmics aplicats (Zecha i col., 1977). Alguns estudis afirmen que quan la
humitat dels encenalls de fusta supera el 25% es detecta un elevat nombre d’animals
infectats per Salmonella (Jones, 1990).

El procés de transport dels animals fins a la planta de processament €s un punt altament
critic. Jones i col. (1991) han observat que la contaminacié cecal augmenta més de 10
vegades després del transport. Cal tenir molta cura en el procediment utilitzat per
carregar els animals, el tipus de transport, el periode d’espera, les condicions de sacrifici
i el procés de sacrifici en si mateix (Mulder, 1996). Durant el processament dels
pollastres hi ha un elevat risc de que es produeixi una contaminacio creuada, ja que la
carn dels animals entra en contacte amb el contingut intestinal i les femtes.

A més de la carn de pollastre, els ous son un vehicle comu de transmissio de patogens
als humans. S.enteritidis pot créixer en els ous a 4°C (Kim i col., 1989) i S.typhimurium
a 10°C (Humphrey, 1990). A la Unio Europea els ous solen conservar-se entre 8°C i

16°C, de manera que amb el temps adequat el patogen s’hi pot multiplicar fins a nivells
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elevats. S’ha vist que en 24 hores es poden arribar a nivells superiors a 10” ufc per ou
(Fehlhaber i col,, 1993). Tenint en compte que els metodes estandard de coccio no
poden eliminar nivells de 10% ufc/g en el rovell (Humphrey i col., 1989), la temperatura
de conservacio dels ous és molt important. En aquest aspecte és convenient recollir-los
diversos cops al dia i refrigerar-los rapidament (Miles 1 Butcher, 1993).

La majoria dels casos de malalties degudes als aliments (77%) son conseqiiéncia de
practiques impropies i d’una manca d’higiene personal en les operacions de servei de
menjar. En altres casos aquestes son conseqiiencia d’una incorrecta manipulacio dels
productes a casa (20%) o a les plantes de processament dels productes d’alimentacio
(3%) (Zeidler, 1996).

1.4-ELS PROBIOTICS EN AUS

Per aconseguir un bon rendiment economic els pollastres es crien en un sistema de
produccio intensiu, en que estan sotmesos a un estres constant per les condicions de
transport a les granges de cria i la manca d’espai. En aquestes condicions no es pot
garantir que els animals acabats de néixer, aixi com els més joves, puguin adquirir la
microbiota intestinal normal ja que aquesta situacio trenca I’equilibri de la microbiota
intestinal i provoca una davallada en el nivell de defenses.

Des de la seva aparicio, els antibiotics s’han utilitzat com a terapéutics ja que eliminen
la preséncia dels patogens i milloren el creixement, pero el seu posterior s continuat
com a promotors de creixement ha donat lloc a la preséncia de residus a la carn i a
I’aparicio de microorganismes resistents. L'0s massiu d'uns pocs antibiotics amb
escasses rotacions i la poca informacio sobre els nivells de resisténcia han contribuit al
problema. Moltes vegades els antibiotics s’han utilitzat de manera inapropiada per
solucionar problemes que, sovint, son conseqgiiéncia d’una mala gestio de les
explotacions animals. Una bona higiene, un programa de medecina preventiva i una
optima nutricio i produccio animal permetrien limitar el risc de brots infecciosos. Cal
fer un us prudent dels agents antimicrobians terapéutics que asseguri al maxim ’efecte
curatiu i minimitzi el desenvolupament de resisténcies.

En aquest sentit la Comissio Europea ha prohibit a partir del juliol de 1999 I'iis de
determinats antibiotics com I’avoparcina (des del 1997), la bacitracina de zinc,

I’espiramicina i la virginiamicina, inclosos sovint com a promotors de creixement.
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(Reglament 2821/98, DOCE n° L351, 29/12/1998). Des d’aleshores només és permes
I’as de flavofosfolipol i avilamicina en explotacions avicoles. El sector avicola
consumeix menys medicaments que altres sectors productius degut a I’elevat nivell
sanitari d’unes explotacions on hi ha hagut una constant innovacio tecnologica de les
instal-lacions, seleccio genetica i avangos en la fabricacio de pinsos compostos (Toro,
1999). Aixi mateix s’han establert molts programes d’eradicacio de Salmonella en el
marc de la Directiva 92/117/CEE.

Els probiotics es presenten com una alternativa per mantenir I’equilibri de la microbiota
intestinal en els animals adults i facilitar-ne 1’adquisicio en els més joves, i
contribueixen a una millor productivitat augmentant el pes dels animals i la produccio
d’ous, millorant la taxa de conversio del menjar 1 disminuint la taxa de mortalitat
(Mohan i col., 1996, Jin i col., 1996a, 1998a).

L’administracio del probiotic de forma continuada a traves de ["aliment durant el
periode de creixement, €s el millor sistema per assegurar-ne una taxa elevada al tub
digestiu (Guillot, 1997). Els microorganismes que el composin hauran de recorrer el
mateix cami que I’aliment al llarg del tracte digestiu i resistir-ne les condicions adverses
fins arribar a I"intesti.

L’aliment ingerit pel pollastre és deglutit i enviat a traves de |’esofag al pap on roman
durant més de 6 hores. El pap és un eixamplament de I’esofag recobert per un epiteli
esquamos estratificat on es troben moltes glandules mucoses.

La ingesta passa del pap al proventricle o estomac glandular, de paret mes gruixuda que
I’esofag i1 recoberta d’epiteli columnar simple, que conté glandules multilobulars
encarregades de produir acid clorhidric i suc gastric proteolitic (pepsina).

Sempre en condicions de pH baix, la ingesta passa del proventricle al ventricle o
estomac muscular que és format pel sac craneodorsal, el cos i el sac caudoventral. Les
parets son extremadament gruixudes i recobertes per un epiteli columnar simple. Aqui
el menjar és fragmentat gracies a petits trossos de minerals ingerits per 1’animal
(Bolton, 1967).

Del ventricle passa a ’intesti prim on té lloc la digestio quimica i I"absorcio. L intesti
prim consta de duodé, on es buida el contingut del pancreas, jeji i ileo. L’intesti prim
continua a I’intesti gruixut format per dos cecs, dret i esquerra, que buiden al recte i per
la cloaca. Només els fluids poden entrar als cecs a través d’una valvula. A continuacio
tornen a ser expulsats cap al recte a través de contraccions retroperistaltiques. Aquest

procés colon-cec-colon permet que els microorganismes patogens ingerits amb
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I’aliment, que han sobreviscut a la digestio, puguin ser transferits al cec i mantenir-s”hi
(Sarra i Badini, 1997). L acid uric és descompost anaerobicament en el cec on hi ha una
microbiota de 10°-10'"" cél-lules/g produint amoniac, acid aceétic i CO,. El cec €s un lloc
d’absorci¢ d’aigua i nitrogen no proteic aixi com sucres senzills i acids grassos volatils
que no han estat absorbits anteriorment en el colon.

Sembla ser que el pap és la zona del tub digestiu on es troba la poblacio lactica mes
estable i nombrosa, mentre que al cec i a les femtes el nivell de colonitzacio esta en
funcio de la disponibilitat dels sucres (Sarra i Badini, 1997). L.acidophilus, L.salivarius
i L.fermentum son les espécies més comuns a l'intesti de pollastres (Morishita i col.,
1982).

La microbiota intestinal assoleix la maxima activitat en els pollets a les 3-5 setmanes de
vida (Barnes i col., 1972) i sembla que el contingut del lumen cecal i I'intesti gruixut
son els més adequats per a ser utilitzats com a cultius indefinits protectors en els

animals més joves (Sarra i Badini, 1997).

1.4.1- Mitjans d’administracio

Els microorganismes probiotics es poden administrar a les aus en forma de material
cecal fresc o bé com a cultius congelats o liofilitzats. Alguns autors suggereixen que el
primer és més efectiu perque els cultius derivats de pollastres madurs perden la
capacitat de colonitzacio durant I’emmagatzematge (Hinton i col., 1991; Stavric i col,,
1991b).

S’han utilitzat diverses técniques per a I’administracio de cultius. L’administracio oral o
directa al pap va ser una de les primeres vies d’inoculacio que es va utilitzar. En aquest
cas el microorganisme es dissol en una solucio fisiologica i s’introdueix directament al
tub digestiu de I’animal a través d’una canula (Nurmi i Rantala, 1973).

L’aigua que es subministra als animals és un altre vehicle d’administracio. Cal tenir en
compte que si I’aigua és potabilitzada amb clor o conté metalls pesants, pot afectar
negativament a la viabilitat dels microorganismes. En aquests casos s’aconsella afegir
un 0°25% de llet en pols com a protector (Sarra i Badini, 1997).

La inclusio del probiotic en el pinso seria un recurs adequat, ja que permet una
administracio facil i continuada del microorganisme. Els cultius liofilitzats de
lactobacils poden sobreviure durant 2 setmanes quan son barrejats amb el pinso (Sarra i
Badini, 1997), no obstant 1’administracio dels probiotics a través del menjar presenta

alguns problemes, ja que els animals acabats de sortir de I’ou estan exposats a una
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rapida colonitzacio per part d’alguns patogens com Salmonella, abans de poder arribar
al menjar (Cox i col., 1990). En aus el fet d’utilitzar aliment granulat afegeix problemes
tecnologics a I’hora d’incorporar-hi soques bacterianes no esporulades, susceptibles
d’ésser destruides per la temperatura del proces (Guillot, 1993; Tournut, 1989, 1993).
La distribucio del probiotic en forma d’aerosol és un altre dels metodes utilitzats, de
manera que el microorganisme és pulveritzat sobre els animals acabats de sortir de I’ou.
Els encenalls de fusta utilitzats a les gabies d’aus son un altre dels mitjans que pot ser
atil per a I’administracio de probiotics. La microbiota protectora dels animals adults
sans que es troba present a les femtes, també es troba als encenalls utilitzats per ells.
Aixo suggereix que 1’0s continuat d’encenalls que contenen la microbiota protectora
inhibeix el creixement de Salmonella i disminueix la contaminacio per part del patogen
en els encenalls (Turnbull i Snoeyenbos, 1973). Aquesta seria una manera d’assegurar
I’exposicio i colonitzacio dels animals acabats de sortir de I'ou. L’experiencia de
Corrier i col. (1992) mostra, a més, que aquesta microbiota anaerobia és capag¢ de
mantenir la seva viabilitat i capacitat protectora en els encenalls després d’un periode de
50 dies d’emmagatzematge i desus.

En els darrers anys s’han anat desenvolupant formes alternatives per a I’administracio
dels cultius probiotics com la inoculacio cloacal (Corrier i col., 1991), la inoculacio
directe en I’ou (Cox i col., 1992) i I’encapsulacio en boles d’alginat afegides al menjar
(Hollister i col., 1994).

1.4.2-Valoracié de I’aplicacié dels probiodtics en aus

Els estudis fets en aus mostren que, en general, I"is de probiotics provoca augment del
pes i de la taxa de conversio del menjar i disminucio de la mortalitat i del nombre de
bacteris patogens (Mohan i col.., 1996; Jin i col., 1996a, 1998a), aixi com augment en la
produccio, mida, massa i pes dels ous (Nahashon 1 col., 1992, 1993, 1996 a i b). Els
resultats, pero, difereixen d'unes espécies a les altres i d'uns experiments als altres.

Els probiotics poden tenir efectes beneficiosos sobre la salut dels pollastres, pero amb
els estudis que s'han dut a terme fins ara s'ha vist que té més possibilitats d'exit l'us
d'una microbiota normal procedent de pollastres adults. Inoculant el tub digestiu dels
pollets acabats de néixer amb aquest cultiu es transmet una microbiota apropiada que
inicia la primera colonitzacio del tub digestiu (Sarra i Trovatelli, 1990).

Stavric i col. (1985) i Gleeson i col. (1989) van aconseguir resultats positius amb cultius

purs derivats de femtes d'aus adultes que contenien de 28 a 50 soques diferents de 10
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géneres diferents. L’administracio del contingut cecal de gallines de 8 setmanes va
impedir la colonitzacio del tub digestiu de pollets per part de S.kedougou (Impey 1
Mead, 1989). Quan els pollets van ser tractats amb contingut cecal, acompanyat o no de
lactosa, es va detectar una reduccio en la preséncia de S.yphimurium (Ziprin 1 Deloach,
1993). Blankenship i col. (1993) van inocular 10* 0 10° ufc de S.typhimurium en pollets
que havien rebut contingut cecal, i hi va haver una reduccio significativa en el nombre
de carcasses processades infectades. Diversos autors han observat que I’administracio
d’un cultiu cecal dona com a resultat un augment de la concentracio d’acids grassos
volatils i una disminucio en la capacitat de colonitzacio per part dels patogens (Corrier i
col., 1994, 1995; Nisbet i col., 1994, 1996; Jin i col. 1998b), de manera que ’augment
d’un esta relacionat amb la disminucio de I’altre. Els acids grassos volatils de cadena
curta que es produeixen en major concentracio son I’acetat, el propionat i el butirat
(Hume i col., 1995). Sembla que I’activitat antimicrobiana és deguda principalment al
propionat ja que I’acetat és poc actiu i el butirat es troba present en concentracions molt
inferiors (Kwon i col., 1997).

En oposicio a aquests bons resultats també hi ha indicis que mostren que aquests cultius
indefinits no sempre son efectius contra la colonitzacio per part de Salmonella (Stavric i
col., 1991a). En general sembla que quan s’utilitzen cultius no definits sota condicions
controlades de laboratori s’obtenen bons resultats, mentre que en condicions de camp
els resultats son més variables (Stavric 1 D’ Aoust, 1993).

El problema d’aquests cultius indefinits és que no es poden utilitzar de manera
comercial perqué es desconeix la seva composicio exacta i, per tant, no es pot assegurar
que no continguin bacteris patogens ni tampoc que hi hagi una repetitivitat en la seva
composicio. Per aixo s’han fet esforgos per intentar desenvolupar un cultiu definit de
composicio coneguda que sigui eficag contra les infeccions dels patogens.

Ja a la década dels 80, Impey i col. (1982) van desenvolupar una barreja definida de 48
organismes que tenia una eficacia comparable a la dels cultius indefinits contra 10" ufc
de S.typhimurium i S.kedougou. Un any meés tard Watkins i Miller (1983) van alimentar
pollastres amb un cultiu de L.acidophilus. Com a resultat d'aixo va augmentar la
quantitat de L.acidophilus present a l'intesti mentre que va disminuir la preseéncia
d’E.coli. S.aureus i S.typhimurium. Tambe es va aconseguir reduir la taxa de mortalitat
causada per S.aureus (que va passar del 32'6 al 11'1%) i per S.typhimurium (que va
passar del 36'7 al 8'8%). L’us d’un cultiu definit de 50 soques va tenir efecte protector

contra 10%ufc d’un cultiu patogen. Aquest efecte va ser més gran quan les soques van
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créixer per separat i després es van barrejar i es van fer créixer juntes abans
d'administrar-les, possiblement perque s'intensificava la formacio de glicocalix
(Costerton i col., 1978). També va augmentar quan es van administrar directament al
pap. Les 50 soques no son necessaries per dur a terme la proteccio, pero si per mantenir
el balang ecologic de la microbiota intestinal. La proteccio va disminuir en disminuir el
nombre de soques que composaven la barreja (Stavric i col., 1985).

Als anys 90, I’aplicacio d’un cultiu definit format per 11 soques bacterianes, incloent 2
Lactobacillus, va augmentar significativament la resistéencia dels pollets a la
colonitzacio de Salmonella quan era administrat juntament amb lactosa (Nisbet i col.,
1993: Corrier i col., 1994). L administracié d’una barreja de diversos Lactobacillus a
pollets va donar lloc a un augment del pes corporal i a una disminucio del nombre de
coliforms respecte als animals control (Jin i col., 1996a). Quan L.acidophilus es va
administrar a gallines, hi va haver un augment de la produccio d’ous i va disminuir la
concentracio de colesterol en el rovell dels ous, tot i que per aconseguir aquests resultats
calia un inocul superior a 10° ufc/g de menjar (Abdulrahim i col., 1996).

Alguns estudis semblen indicar, no obstant, que aquests cultius no son tant efectius com
els indefinits i que son molt més inestables durant la manipulacio al laboratori i
'emmagatzematge.

Barnes i col. (1980a) van desenvolupar diversos cultius definits pero només un d'ells,
format per 23 soques diferents, oferia proteccio. No obstant aquesta era menor que la
oferta pels cultius fecals no definits. Resultats més decebedors es van observar quan els
broilers van ser suplementats amb Lactobacillus, ja que no creixien tant bé com els
animals control o els que havien estat tractats amb antibiotics (Buenrostro i Kratzer,
1983) i no s’observava cap efecte en el creixement o el consum diari dels animals
(Watkins i Kratzer, 1983, 1984).

Goren i col. (1984) van demostrar que la preséncia de microorganismes anaerobis
facultatius era necessaria per assegurar ’éxit de les barreges indefinides, ja que un
cultiu mixta de fins a 259 espécies no identificades, totes elles anaerobies obligades, no
va ser efectiu sense la seva preséncia. Tampoc va tenir éxit a I’hora de reduir el nivell
del patogen a les femtes un probiotic compost per Bacillus, Lactobacillus o
Enterococcus administrat a pollets d’un dia que van ser infectats amb S.kedougou a
nivells de 7-9 cél-lules/g de menjar (Hinton i Mead, 1991). La presencia de
S.typhimurium no es va aconseguir reduir amb I'as d'un cultiu mixta de bacteris lactics

aillat de les femtes: ni amb iogurt fermentat per L.acidophilus i Bifidobacterium sp.; m
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amb aigua suplementada amb fructo-oligosacarids o iogurt; ni amb un probiotic
comercial que contenia L.acidophilus, B.bifidum 1 una barreja d'altres soques del genere
Bifidobacterium provinents de pollastres i humans (Stavric i col., 1991b). Tampoc s’ha
trobat que I’administracio de L.acidophilus i E.faecium dels 8 als 60 dies donés cap
diferéncia significativa en el pes dels animals (Maiolino i col., 1992). Més recentment
una soca de L.casei va ser capag d’augmentar el guany de pes diari durant les 3 primeres
setmanes, pero no a partir de la quarta (Yeo i Kim, 1997). Jin i col. (1998b) van
observar que 1’administracio d’una barreja de 12 soques liofilitzades a través del menjar
no comportava diferencies en els recomptes de lactobacils ni de coliforms, tot 1 que
donava lloc a un augment del pes corporal.

Un dels productes comercials mes provats en pollastres es el Broilact® (Orion
Corporation Farmos), un cultiu preparat a partir de 30 soques diferents provinents del
cec de pollastres. El producte va reduir el nombre de pollastres infectats per S.enterifidis
PT4 aixi com la gravetat de les infeccions (Bolder i col., 1991). En un estudi dut a terme
durant 3 anys la taxa d’infeccio per Salmonella es va reduir del 21% al 6’5% de
pollastres infectats i del 49% al 11% en un altre seguiment d’un any (Hirn i col., 1992).
L’administracié de Broilact” tenia un efecte protector molt rapid en animals infectats
artificialment amb Salmonella (Salvat i col., 1992).

Primalac és un altre compost comercial format per una mescla de Lactobacillus
acidophilus, L.casei, Bifidobacterium bifidum 1 Streptococcus faecium. En ser
administrat a través del menjar a pollets infectats amb 10° ufc de S.typhimurium,
provoca un major augment de pes durant la tercera setmana i disminueix rapidament el
recompte de Salmonella (Jones, 1990).

Lactiferm conté la soca Enterococcus faecium M74. Es capag de prevenir la transmissio
de Salmonella entre els pollastres amb una baixa taxa d’infeccio. Hejlicek i col. (1995)
van observar que el producte era capag de proporcionar proteccio als animals no
infectats pel patogen.

En els darrers anys ha augmentat I’interés en I’as de prebiotics o substrats de creixement
que estimulen el desenvolupament de bacteris intestinals beneficiosos i potencien la
seva activitat probiotica. Els oligosacarids basats en fructosa, galactosa i mannosa son
resistents a la digestio per part de a-amilasa, sucrasa i maltasa (Fishbein i col., 1988) de
manera que arriben a la part baixa de I’intesti sense haver estat hidrolitzats, i alla

serveixen com a substrat pel creixement de bacteris lactics que els poden utilitzar com a
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font d’energia (Mitsuoka i col., 1987). Els acids produits provoquen una baixada del
nivell de pH. Salmonella, E.coli i altres bacteris Gram negatius no poden utilitzar els
oligosacarids i per tant el seu creixement es veu inhibit (Mulder, 1991; Oyarzabal i
Connor, 1995).

Diversos autors han aconseguit reduir la colonitzacio de Salmonella en broilers gracies a
la utilitzacié d’una dieta que contenia un suplement de lactosa o mannosa, segurament a
causa dels canvis del pH del contingut intestinal (Hinton i col., 1990; Corrier i col.,
1990).

Allen i col. (1997) van detectar que la inclusié de mannosa en el menjar feia disminuir
la colonitzacio de S.enteritidis en pollastres, de manera que el recompte del patogen es
reduia unes 10 vegades per cada 1% de mannosa.

Edens i col. (1997) van observar que manipulant la concentracio de lactosa en la dieta
de pollastres es podia proporcionar un avantatge selectiu per L.reuteri.

Per contra s’ha vist que I’addicio d’oligosacarids en el menjar o I’aigua no redueix la
colonitzacio de Salmonella en pollets (Bailey i col., 1 991), i que la seva addicio al
menjar no té efecte en la prevaléncia de Salmonella en el sacrifici (Waldroup i col.,

1993).

1.5-LEGISLACIO DELS PROBIOTICS

Els probiotics no poden ser considerats antibiotics, ni per la seva naturalesa ni per la
seva forma d’actuacio. Per tant, la legislacio que regeix la seva comercialitzacio ha de
ser propia i diferent.

Fins el 1992 els probiotics que formaven part de la composicio dels aliments dels
animals podien ser comercialitzats com a matéria primera, sempre que no presentessin
cap caracter nociu pels animals. Quan es va prohibir aquesta practica excessivament
tolerant, els probiotics es van voler comercialitzar com a aliments dietétics, pero no hi
havia cap legislacio per a productes d’aquest tipus destinats a [>alimentaci® animal.
Actualment la Unio Europea prohibeix que cap substancia activa utilitzada com a
additiu alimentari pugui ser comercialitzada com a matéria primera o com a aliment
dietetic.

La normativa actual permet la utilitzacio dels probiotics com a additius alimentaris. Des

de 1970 l'us d'additius en alimentacié animal estava regulat per una directiva europea
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(Directiva 70/524/CEE, DOCE n° 1L.270-14/12/70) que establia els principis relatius a
l'admissié i utilitzacio d'additius. Fins I'any 1993 no es va proposar la inclusio dels
enzims, microorganismes i derivats com a additius en alimentacio animal (Directiva
93/113/CE, DOCE n° L334-31/12/93). En aquestes linies directrius el terme additiu fa
referéncia a les substancies actives i als preparats que contenen substancies actives en la
forma utilitzada per incorporar a les premescles i als pinsos. Substancies actives poden
ser les substancies quimicament definides, els microorganismes o els preparats
enzimatics. Aquesta Directiva establia que, de forma temporal, tots els estats membre
havien d'admetre la utilitzacio d'aquests productes incorporats en pinso sempre que,
segons les dades disponibles, no suposessin cap perill per a la salut humana o animal.
Mentre tant els estats membres havien de trametre una llista dels enzims,
microorganismes i derivats utilitzats en el seu territori amb un expedient descriptiu de
cada producte, per tal que la Comissio pogueés estudiar-los i posteriorment publicar la
llista dels que haguessin sigut autoritzats en cada estat.

La Directiva 94/40/CE (DOCE n® L208-11/8/94) va establir les directrius que s'havien
de seguir per a la confeccio dels expedients relatius a les substancies i preparats per als
quals se sollicités una autoritzacio per utilitzar com a additius en pinsos. Aquests
expedients s'havien de depositar en un pais de la Unio Europea i havien d'incloure:

-Identificacio, caracteristiques i condicions d’utilitzacio. S’han d’identificar totes
les soques que formen part del probiotic, segons els codis internacionals de
nomenclatura, incloent els nimeros de diposit de les soques. També cal una descripcio
detallada de totes les seves caracteristiques i propietats, aixi com les condicions en que
s’han d’utilitzar i les possibles contraindicacions.

_Estudis sobre I’eficacia. S’ha de provar documentalment eficacia del probiotic
en I’espécie animal a qué va destinat, indicant com s han dut a terme els experiments en
animals. També s’han de fer estudis de les caracteristiques organoleptiques,
nutricionals, higiéniques i tecnologiques dels productes obtinguts a partir d’animals que
hagin rebut aquest probiotic.

_Estudis sobre la seguretat del seu 0s. Els estudis han d’assegurar que el
probiotic no és patogen ni per I’animal, ni per I’home que consumeix els productes
procedents d’aquest animal, ni pel que manipula qualsevol producte que contingui
aquesta substancia activa, ni pel medi ambient.

La Directiva 70/524/CEE fou modificada per la Directiva 96/51/CE, que a |'Estat
espanyol es troba transposta en el Real Decret 2599/1998 (BOE n° 301-17/12/98), i que
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és la que actualment es manté en vigor. La principal innovaci6 d'aquesta nova directiva
fou la distincio entre els additius utilitzats normalment i sense riscos especials com
auxiliars en la fabricacié de pinsos, i els additius d'alta tecnologia que tenen una
composicié molt precisa i que han de ser objecte d'una autoritzaci6 de posta en
circulacio vinculada al seu responsable. Els nous additius s'autoritzen durant periodes

renovables de 10 anys de durada.
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1.6-OBJECTIUS

|-Aillar lactobacils del tracte gastrointestinal de pollets de diversos origens i seleccionar
les soques que presentin in vifro les caracteristiques més adients per a ser utilitzades
com a probiotics.

2-Caracteritzar bioquimicament i molecular les soques probiotiques escollides.
3-Obtenir empremtes dactilars especifiques de soca mitjangant perfils de RAPD.
4-Caracteritzar bioquimicament i genética la capacitat d’adhesio.

5-Subministrar les soques probiotiques seleccionades a través del pinso per provar la

seva capacitat de colonitzar in vivo el tracte gastrointestinal dels pollets i reduir-hi la

presencia de Salmonella enteritidis.
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Material 1 métodes

2.1-MEDIS DE CULTIU

2.1.1-Medi MRS (Lactobacilli MRS Broth. Difco)

Medi de cultiu utilitzat per al creixement de bacteris lactics.

Composicio (g/l):
Peptona proteosa n°3 10°0
Extracte de carn 10°0
Extracte de llevat 570
Dextrosa 20°0
Tween 80 1°0
Citrat amonic 2’0
Acetat sodic 5°0
Sulfat de magnesi 0’1
Sulfat de manganes 0’05
Fosfat dipotassic 2’0

S’ajusta el pH a 6°5+0°2 i s’esterilitza durant 20 minuts a I"autoclau a 121°C. Quan es
vol utilitzar com a medi solid s’afegeixen 15°0 g/l de Bacto agar (Difco).
El medi MRS 1% (p/v) dextrosa es prepara amb 10°0 g/l de dextrosa i s'utilitza per a

I'estudi de I'activitat antagonista.

2.1.2-Agar Rogosa (Rogosa SL agar. Difco)
Medi de cultiu selectiu utilitzat per al creixement de lactobacils intestinals.

Composicio (g/1):

Peptona proteosa n°3 10°0
Extracte de llevat 5°0
Dextrosa 20°0
Citrat amonic 2’0
Dihidrogenfosfat de potassi 6’0
Tween 80 1’0
Acetat sodic 15°0
Sulfat de magnesi 0’575
Sulfat de manganés 0712
Sulfat ferros 0’034
Agar-agar 15°0

S’ajusta el pH a 5°4+0°2 i es fa bullir. No s’esterilitza a ’autoclau.
Per a l'aillament i recompte de soques resistents a la rifampicina s'afegeixen 100 pg/ml
de rifampicina (Sigma) a partir d'una soluci¢ mare preparada en metanol i conservada a

-20°C.
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2.1.3-Brou infusié de cervell i cor (BHI-Brain heart infusion. Difco)

Medi de cultiu utilitzat per al creixement d’una gran varietat de microorganismes. En
aquest estudi s’utilitza per al creixement de Campylobacter jejuni i s’hi afegeix un 5%
(v/v) de sang de cavall (Oxoid).

Composicio (g/1):
Extracte de cervell 200°0
Extracte de cor 250°0
Peptona proteosa n°3 10°0
Dextrosa 270
Clorur sodic 5°0
Fosfat disodic 2’5

S’ajusta el pH a 7°4+0°2 i s’esterilitza durant 20 minuts a I"autoclau a 121°C.

Per al creixement de les soques de Campylobacter jejuni resistents a I’acid nalidixic,
s’hi afegeixen 200 pg/ml d’acid nalidixic (Sigma) a partir d'una solucio mare preparada
en aigua destil-lada, esterilitzada amb filtres de 0°22 pm de diametre de porus (Sterile

Acrodisc, Gelman Sciences) i conservada a -20°C.

2.1.4-Brou amb soja triptica (TSB-Tryptic soy broth. Difco)

Medi de cultiu utilitzat per al creixement d’una gran varietat de microorganismes. En
aquest estudi s’utilitza per al creixement de Salmonella, Escherichia coli i
Campylobacier jejuni.

Composicio (g/1):

Bacto Triptona 17°0
Bacto Soitona 3°0
Clorur sodic 570
Fosfat potassic dibasic 2’3
Bacto Dextrosa 2’5

S’ajusta el pH a 7°3+0°2 i s’esterilitza durant 20 minuts a I"autoclau a 121°C. Quan es
vol utilitzar com a medi solid s’afegeixen 15’0 g/l d’agar i per al medi tou per a les
gespes de soques indicadores s’afegeixen 7°0 g/l de Bacto agar (Difco).

Per al creixement de Campylobacter jejuni s’hi afegeix un 5% (v/v) de sang de cavall
(Oxoid) i per al de les soques indicadores resistents a I’acid nalidixic s’hi afegeixen 200

pug/ml d’acid nalidixic (Sigma).
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2.1.5-Medi LB (Luria-Bertani Broth)
Medi de cultiu utilitzat per al creixement de la soca d'Escherichia coli portadora del
plasmid pUCI18.

Composicio (g/1):
NaCl 10°0
Triptona 10°0
Extracte de llevat 5°0

S'ajusta el pH a 7’24072 i s’esterilitza durant 20 minuts a I"autoclau a 121°C.
Per al creixement de la soca d'Escherichia coli pUCI8 s'hi afegeixen 100 pg/mi
d'ampicilina (Sigma) a partir d'una solucio stock preparada en aigua destil-lada,

esterilitzada per filtracio i conservada a -20°C.

2.1.6-Medi basal per a la fermentacié de carbohidrats
Medi utilitzat en la preparacio de microplaques per a les proves de fermentacio de

carbohidrats i d’hidrolisi de I’arginina.

Composicio (g/1):
Peptona proteosa n°3 10°0
Extracte de llevat 50
Tween 80 1’0
Citrat sodic 2’0
Acetat sodic 5°0
Sulfat de magnesi 0’1
Sulfat de manganés 0°05
Fosfat dipotassic 270
Roig de clorofenol 0°04
Bacto agar 1’0

S’ajusta el pH a 6’5 +072 i s’esterilitza durant 20 minuts a ’autoclau a 121°C.

2.1.7-Medi de Niven

Medi utilitzat per assajar la capacitat dels bacteris lactics d'hidrolitzar 1’arginina.

Composicio (g/1):
Bacto Triptona 570
Extracte de llevat 5’0
Fosfat dipotassic 2°0
Tween 80 1’0
Sulfat de manganes 0’05
Arginina 3
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S’ajusta el pH a 7°0+0°2 i sesterilitza durant 20 minuts a I’autoclau a 121°C.

Al medi estéril s’hi afegeix una solucié de glucosa al 0°03% (p/v) esterilitzada per
filtracio.

El reactiu de Nessler es prepara barrejant a parts iguals una solucio de
tetraiodomercuriat (II) de potassi (Merck) amb una solucio d’hidroxid potassic al 20%

(p/v).

2.1.8-Solucié salina

Solucio utilitzada per homogeneitzar les mostres (paps, cecs i continguts intestinals) i
per fer les dilucions decimals.

Composicio (g/1):

Bacto Peptona 1’0
Clorur sodic 8’5

S’ajusta el pH a 7°0+0°2 i s’esterilitza durant 20 minuts a I’autoclau a 121°C.

2.1.9-Suero fisiologic
Solucio utilitzada per a la suspensio i rentat de cultius bacterians.
Composicio (g/1):

Na Cl 8’5

S’ajusta el pH a 7°0+0°2 i §’esterilitza durant 20 minuts a I"autoclau a 121°C.
2.1.10-Solucié salina tamponada (SST)

Soluci6 utilitzada per a la suspensio i rentat de cultius bacterians aixi com per als

assaigs d’adhesio, hidrofobicitat, agregacio i coagregacio cel-lular.

Composicio (g/1):
Na Cl 8’5
KH,PO4 0’34
K,HPO4 1’21

S’ajusta el pH a 6’0+0°2 i s’esterilitza durant 20 minuts a I’autoclau a 121°C.
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2.2-AILLAMENT DE SOQUES LACTIQUES PROCEDENTS DEL TRACTE
GASTROINTESTINAL

Per I’aillament de lactobacils s’utilitzen 50 pollets de 15-42 dies procedents de tres
origens diferents. Els animals es sacrifiquen per dislocacio cervical i se’ls extreu el pap
i/o el contingut intestinal.

Les mostres s’esmicolen amb I’ajut d’unes tisores estérils, es barregen amb solucio
salina (2.1.8) a una proporcio de 1:9 i s’homogeneitzen durant 30 segons al vortex.

A continuacié es fa un banc de dilucions decimals utilitzant el mateix diluent 1 es
sembren, en profunditat, en plaques d’agar Rogosa (2.1.2) que s’incuben durant 2 dies a
37°C en condicions anaerobies.

De cada una de les mostres es seleccionen 8 colonies a I’atzar i es sembren per estria en
plaques d’agar MRS (2.1.1). Les plaques s’incuben 24 hores a 37°C en anaerobiosi.

A partir de cada estria es realitza un subcultiu en brou MRS (2.1.1), que s’incuba durant
24 hores a 37°C en anaerobiosi, per tal de congelar cada una de les soques aillades
prévia visualitzacio al microscopi optic i realitzacio de la tincio de Gram i de la prova
de la catalasa.

Per a la congelacio de les soques a -80°C, el cultiu es reparteix en aliqiiotes de 800 pl i
s’hi afegeixen 200 pl de glicerol esteril que actua com a crioprotector.

Per obtenir un cultiu de nit de les soques s’inoculen 50 pl de cultiu en 5 ml de MRS

(2.1.1)is’incuba a 37°C en anaerobiosi durant 18-20 hores.

2.3-RECOMPTE DE MICROORGANISMES

El nombre de viables d’un cultiu es determina amb la técnica de les dilucions decimals
en solucié salina (2.1.8), sembrant en superficie 100 ul d’una dilucié determinada en
plaques que contenen el medi solid apropiat segons el tipus de microorganisme.
Aquestes plaques s’incuben a la temperatura i atmosfera adequada per al creixement de

cada microorganisme durant 48 hores.
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El recompte de les plaques es fa manualment o de forma automatica amb un comptador
de colonies (Protos Colony Counter, Synoptics Ltd). El recompte manual es fa segons la
formula:

2.

(n+01Tn+0'0In+...)d

c-nombre de colonies
n-nombre de plaques per cada dilucio

d-dilucio més petita emprada en el recompte

El recompte de viables també es determina amb el sistema de sembra en espiral
(Whitley Automatic Spiral Plater, Don Whitley Scientific Limited). La mostra és
distribuida de forma automatica i en rotacio sobre la placa, que conté el medi solid
apropiat, de manera que el volum dipositat €s decreixent a mesura que ’estilet es va
desplagant des del centre de la placa cap a I’exterior. Les plaques s’incuben a la
temperatura i atmosfera adequada per a cada microorganisme durant 48 hores.

En aquest cas el recompte de les plaques es fa manualment utilitzant una plantilla de
recompte de sembra en espiral o de forma automatica amb el Protos Colony Counter

(Synoptics Ltd).

2.4-METODES PER A LA CONSERVACIO DE LACTOBACILS

2.4.1-Liofilitzacié

Es centrifuga un cultiu de nit de la soca que es vol liofilitzar durant 10 minuts a 5.000
rpm i es renta amb el mateix volum de solucio salina tamponada (2.1.10). El sediment
resultant es resuspén amb un 10% del volum total de llet descremada 10% (p/v) i
glucosa 7°5% (p/v) i es pre-congela a -40°C.

S'utilitza un liofilitzador Christ alpha 1-4 amb controlador LDC-1M durant 24 hores a
0°050 mbars i -50°C. La soca liofilitzada es guarda a 4°C.

Periodicament se’n fa un recompte en agar Rogosa (2.1 2) per estudiar la seva

supervivencia al llarg del temps.
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2.4.2-Congelacio

S'assagen dos medis de resuspensio diferents per ala congelacio de les soques.

En ambdés casos es centrifuga un cultiu de nit de la soca que es vol congelar durant 10
minuts a 5.000 rpm. El sediment resultant es resuspén en brou MRS (2.1.1), s'hi afegeix
un 20% de glicerol estéril i es congela a -40°C.

Aixi mateix el sediment es renta en suero fisiologic (2.1.9), es resuspen en llet
descremada 10% (p/v) i glucosa 7°5% (p/v) i es congela a -40°C.

Periodicament es fa el recompte de viables en agar Rogosa (2.1.2).

2.5-ESTUDI DE L’ACTIVITAT INHIBIDORA

2.5.1-Soques bacterianes utilitzades

Les soques utilitzades com a soques indicadores son:

Soca Serotip Origen Altres
caracteristiques
Escherichia coli CTC1028 01 * Soca tipus
Salmonella typhinmurium CTC1037 1,19,12:1: 1,2 Conill Nal®, Mot
Salmonella typhimurium CTC1038 1,19,12:i:1,2 Conill Nal®, Mot
Salmonella enteritidis CTC1026 9,12: gm:- Llitera de granja Nal®, Mot "
Salmonella enteritidis CTC1039 - gm: - Ous abortats Nal®, Mot
Salmonella enteritidis CTC1040 9,12:-- Gallines ponedores Nal®, Mot
Salmonella enteritidis CTC1041 9,12: gm: - Llitera de granja Nal®, Mot
Campylobacter jejuni CTC1042 Femtes humanes Nal®, Mot™
Campylobacter jejuni CTC1043 Femtes humanes Nal®, Mot’

*National Institute of Public Health and Environment (Holanda)
Totes les soques indicadores han estat subministrades per la Unitat de Sanitat Animal de
I'IRTA (Barcelona).

Les soques es conserven congelades amb glicerol 20% (v/v) a -80°C.
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2.5.2-Multiplicacio de les soques

En tots els casos es fan dos subcultius en MRS de les soques a investigar abans
d’utilitzar-les per als assaigs d’activitat inhibidora.

Per obtenir un cultiu de nit de les soques indicadores s’inoculen 50 pl de cultiu en 5 ml
de TSB (2.1.4) i s’incuba a 37°C durant 18-20 hores.

En el cas de Campylobacter jejuni s’utilitza BHI (2.1.3) amb un 5% de sang de cavall

per revifar la soca del congelador i TSB (2.1.4) per als segtents subcultius.

2.5.3-Métode de la gota en agar (Schillinger i Liicke, 1989)

Es depositen 4 pl d’un cultiu de nit de la soca lactica que es vol estudiar en plaques
d’agar MRS 1% (p/v) de dextrosa (2.1.1) i s’incuba tota la nit a 37°C en anaerobiosi.
S’inoculen 150 pl d’un cultiu de nit de la soca indicadora en 7 ml d’agar tou de TSB
(2.1.4) i s’aboca sobre les plaques on han crescut les soques lactiques. Les plaques es
tornen a incubar tota la nit a 37°C en condicions aerobiques o de microaerofilia quan
Campylobacter és la soca indicadora (Gas Generating Kit Campylobacter System,
Oxoid).

La presencia d’un halus d’inhibicio superior a 0’5 mm es considera indicativa de

I’activitat inhibidora de la soca estudiada enfront la soca indicadora.

2.5.4-Métode de la difusié en pou del sobrenedant (Schillinger i Liicke, 1989)

Es centrifuga un cultiu de nit de la soca lactica inhibidora segons el métode anterior i
se’n separa el sobrenedant.

Els sobrenedants son sotmesos als seglients tractaments:

|-Neutralitzaci6-el sobrenedant es neutralitza a pH 6’5 amb NaOH 10M.
7-Pasteuritzacio-el sobrenedant es manté 10 minuts en un bany d’aigua regulat a 80°C.
3-Addicio de catalasa-el sobrenedant es tracta amb catalasa (Sigma) a una concentracio
final de 0’5 mg/ml.

S’inoculen 150 pl d’un cultiu de nit de la soca indicadora en 7 ml d’agar tou de TSB
(2.1.4), s’"aboquen sobre una placa d’agar MRS (2.1.1) i es deixa solidificar. Amb una
pipeta esteril es perfora |’agar i s’inoculen 100 pl de cada un dels sobrenedants. Les
plaques s’incuben 24 hores a 37°C.

La preséncia d’un halus d’inhibicio es considera indicativa de ’activitat inhibidora

secretada al sobrenedant de la soca estudiada enfront la soca indicadora.
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2.6- AVALUACIO DE LA RESISTENCIA DE LES SOQUES LACTIQUES A
LES CONDICIONS INTESTINALS

2.6.1-pH acid

Es centrifuga un cultiu de nit durant 10 minuts a 5.000 rpm i es resuspén el sediment en
el mateix volum de suero fisiologic (2.1.9). Aquesta suspensio es dilueix a una
proporcio de 1:9 en aigua destil-lada a pH 3 i en aigua destil-lada a pH 677, ambdues
esterilitzades per filtracio amb filtres de 0722 pm de diametre de porus (Sterile
Acrodisc, Gelman Sciences), i s’incuba a 37°C durant 3 hores. A continuacié es fa un
banc de dilucions decimals utilitzant solucié salina (2.1.8) com a diluint i es sembren en
plaques d’agar Rogosa (2.1.2) que s’incuben durant 2 dies a 37°C en condicions
anaerobies.

La comparaci6 dels recomptes de viables en els dos ambients de pH ens permet

determinar si la soca és resistent a pH 3.

2.6.2-Sals biliars

Es sembren per estria 20 pl d’un cultiu de nit en plaques d’agar MRS (2.1.1) que
contenen bilis (Ox-bile, Oxoid) a una concentracio final de I'1 i 4% (p/v). El cultiu
també es sembra en agar MRS (2.1.1) per controlar el creixement de la soca en abséncia
de bilis. Les plaques s’incuben durant 2 dies a 37°C en anaerobiosi.

La preséncia de creixement s considera indicativa de la resisténcia de la soca a aquella

concentracio de sals biliars.

2.6.3-Antibiotics
Es sembren per estria 10 pl d’un cultiu en fase exponencial en plaques d’agar MRS

(2.1.1) que contenen els segtients antibiotics a les concentracions indicades:

Acid nalidixic 32 pg/ml
Ampicilina 4 pg/ml
Cloramfenicol 32 pg/ml
Eritromicina 8 ug/ml
Estreptomicina 1 mg/ml
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Totes les solucions d’antibiotics (Sigma) es preparen amb aigua destil-lada 1
s’esterilitzen per filtracio, excepte el cloramfenicol que es prepara en etanol.

El mateix cultiu bacteria s’inocula al 2% (v/v) en tubs de brou MRS (2.1.1) que
contenen els antibiotics esmentats a les concentracions indicades.

En ambdés casos els cultius es sembren també en MRS (2.1.1) per controlar el
creixement de la soca en abséncia dels antibiotics. Els tubs i plaques control contenen la
mateixa quantitat del dissolvent emprat per a la preparacio de cada antibiotic. S’incuben
durant 2 dies a 37°C en anaerobiosi.

La preséncia de creixement en les plaques i de turbidesa visible en els tubs es considera

indicativa de la resisténcia de la soca a aquell antibiotic.

2.6.4-Coccidiostatics

Es sembren per estria 10 pl d’un cultiu en fase exponencial en plaques d’agar MRS
(2.1.1) que conté monensina (Sigma) a les segiients concentracions: 0’5, 1, 1’5, 2, 2°5 1
3 pg/ml. La solucio de monensina es prepara en etanol.

Els mateixos cultius s’inoculen al 2% (v/v) en tubs de brou MRS (2.1.1) que contenen
monensina a les mateixes concentracions.

En ambdos casos els cultius es sembren també en MRS (2.1.1), que conté la mateixa
quantitat del dissolvent emprat per a la preparacié del coccidiostatic, per controlar el
creixement de la soca en abséncia de monensina. S’incuben durant 2 dies a 37°C en
anaerobiosi.

Els mateixos cultius s’inoculen a 1'% (v/v) en tubs que contenen pinso comercial sense
coccidiostatics ni promotors de creixement, diluit amb aigua destil-lada a una proporcio
de 1:9, on s’afegeix monensina a 3, 61 9 pg/ml de concentracio final. Aixi mateix els
cultius s’inoculen en tubs que contenen el pinso diluit sense monensina, per controlar el
seu creixement.

Els tubs s’incuben durant 2 dies a 37°C en anaerobiosi, i es fa el recompte de viables en
plaques d’agar MRS (2.1.1) incubant 2 dies a 37°C en anaerobiosi. Posteriorment la
preséncia de la soca inoculada es confirma per determinacio dels perfils plasmidics

(2.9.1.3) de les colonies aillades.
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2.7-CARACTERITZACIO BIOQUIMICA PER A LA IDENTIFICACIO DE LES
SOQUES

2.7.1-Creixement a diferents temperatures

El creixement a 15 i 45°C es determina inoculant un cultiu de nit a I’1% (v/v) en tubs de
brou MRS (2.1.1) preincubats a les temperatures esmentades. La incubacio te lloc
durant 2 dies a 15 1 45°C.

La preséncia de turbidesa en el tub es considera indicativa de la capacitat de la soca per

créixer a aquella temperatura.

2.7.2-Produccié de gas

S’inocula un cultiu de nit a I'1% (v/v) en brou MRS (2.1.1), que conté sulfat amonic en
lloc de citrat amonic. Els tubs (amb campana de Durham) s’incuben 72 hores a 37°C en
anaerobiosi.

La preséncia de gas a I’interior de la campana es considera indicativa de la capacitat de

la soca per produir gas.

2.7.3-Produccié d’acid lactic. Isomers i quantificacié

Es centrifuga un cultiu de nit a 5.000 rpm durant 10 minuts i es guarda el sobrenedant.
Per aturar les possibles reaccions enzimatiques, s pasteuritza durant 15 minuts a 80°C i
es dilueix amb aigua destil-lada per assegurar una concentracio maxima d'l g d’acid
lactic/ litre de sobrenedant.

A partir d’aqui la quantificacio i valoracié dels isomers L- i D- de I’acid lactic es fa
enzimaticament amb el kit de deteccio ultraviolat de Boehringer Manheim.

Amb aquest métode la quantitat de NADH que es forma esta directament relacionada
amb la quantitat de D- o L- lactat produit i es mesura llegint en un espectrofotometre
Shimadzu UV-240 a una longitud d’ona de 340 nm. Els valors es comparen amb patrons

de concentracio coneguda d’ acid L-lactic i D-lactic disponibles en el kit.

2.7.4-Fermentaci6 de carbohidrats i hidrolisi de I'esculina

El patr6 de fermentacio de carbohidrats es determina segons Sharpe (1962), mitjancant
un sistema miniaturitzat descrit per Jayne-Williams (1975, 1976) i adaptat per
Schillinger i Liicke (1987).
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S’estudien els segiients sucres: celobiosa, glucosa, manitol, mannosa, ribosa, salicina,
sorbitol i trehalosa, aixi com la hidrolisi de I’esculina. Tots els sucres es preparen en
solucio aquosa al 2’5% (p/v) i s’esterilitzen per filtracio.

Es centrifuga un cultiu de nit durant 8 minuts a 5.600 rpm i es renta dues vegades amb
suero fisiologic (2.1.9). A continuacié es resuspen el volum necessari en el medi basal
(2.1.6) per tal d’aconseguir que la lectura a I’espectrofotometre a una longitud d’ona de
650 nm sigui aproximadament de 0°4.

A cada pouet d’una placa microtiter esteril es depositen 25 pl de les solucions dels
sucres i 100 pl del medi inoculat amb la soca que es vol estudiar. Aixi mateix s’inclou
un control d’esterilitat per a cada sucre i pel medi. Es tapen tots els pouets amb glicerina
estéril i la placa s’incuba durant 3 dies a 37°C en anaerobiosi.

El procés de fermentacio es considera positiu quan la produccio d’acid fa virar el
colorant de violeta a groc, mentre que es considera positiu debil quan aquest vira a
taronjat.

La hidrolisi de I’esculina es considera positiva en abséncia de fluorescéncia a la llum

ultraviolada.

2.7.5-Hidrolisi de I’arginina

La hidrolisi de I’arginina es determina segons Schillinger i Liicke (1987) a través de la
deteccio de ’amoniac, que és el producte final del catabolisme de I’arginina.

L’arginina es prepara en solucio aquosa a 1’'1°2% (p/v) i s’esterilitza amb filtres de
0’22 pm.

L’assaig es realitza en les mateixes plaques de microtiter utilitzades per a la fermentacio
de carbohidrats, dipositant 25 pl de la solucié d’arginina i 100 pl del medi basal (2.1.6)
inoculat amb la soca que es vol estudiar. Es tapen els pous amb glicerina esteril i la
placa s’incuba durant 3 dies 2 37°C en anaerobiosi.

La preséncia d’amoniac es considera positiva quan al afegir el reactiu de Nessler es
detecta una coloracié marro-vermellosa i apareix un precipitat.

La hidrolisi de I’arginina també es detecta segons Niven i col. (1942), modificat per
Hitchener i col. (1982). Es centrifuga un cultiu de nit a 5.000 rpm i el sediment es renta
dues vegades amb suero fisiologic (2.1.9). S’inoculen 0°2 ml d’aquest cultiu en un tub
de 10 ml de medi de Niven (2.1.7) i es deixa incubar durant 3 dies a 37°C en

anaerobiosi.
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La presencia d’amoniac es considera positiva quan al afegir 0’1 ml del reactiu de

Nessler a 1 ml del sobrenedant del cultiu apareix un precipitat taronja.

A partir dels resultats obtinguts en les diferents proves de caracteritzacio bioquimica es

fa la identificacio de les soques segons el manual de classificacio Bergey's.

2.8-ESTUDI DE L'ADHESIO, HIDROFOBICITAT, AGREGACIO 1
COAGREGACIO CEL.LULAR

2.8.1-Determinacié de la capacitat d’adhesié (Fuller, 1973)

1-Suspensi6 de cél-lules epitelials.

Per obtenir les cél-lules epitelials s’utilitzen pollets d’una o dues setmanes que es
mantenen en deju els 2 dies abans del sacrifici. Aquest té lloc per dislocacio cervical 1 a
continuacio s’extreu el pap que s’obre asépticament i es renta 2 vegades amb 100 ml de
solucio salina tamponada (2.1.10).

Amb un portaobjectes estéril es rasca la part interior del pap per tal d’extreure’n les
cél-lules epitelials que es resuspenen en 10 ml de la mateixa solucio. S’introdueix una
gota d’aquesta suspensio en una Camara de Neubauer de 0’1 mm de profunditat i
0’0025 mm* de superficie (Brand W-Germany Blaubrand®) i es fa el recompte de
cél-lules epitelials al microscopi optic per tal d’assegurar la presencia de 8°75x10’

cel'lules/ml.

2-Preparacio de la suspensio bacteriana.
Es centrifuguen 10 ml d’un cultiu de nit de la soca lactica a 5.000 rpm durant 10 minuts.
El sediment es resuspén en 10 ml de solucio salina tamponada (2.1.10) i la concentracio

cel-lular s’ajusta a 175x10° cél-lules/ml utilitzant la mateixa solucio com a diluent.

3-Prova d’adhesio.

Es barregen 0’1 ml de la suspensio bacteriana amb 0’4 ml de la suspensi6 de cel-lules
epitelials i s’incuben en un bany d’aigua a 37°C durant 30 minuts a 20 revolucions per
minut.

A continuaci6, a través d’un microscopi de contrast de fases (Olympus BH-2), es

determina I’eficiéncia o nombre de cél-lules bacterianes adherides per cél.lula epitelial.
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S’examinen una mitjana de 10 cél-lules epitelials per assaig. Es considera que
I’eficiéncia és positiva quan s’adhereixen un minim de 10 cél-lules bacterianes per

cel-lula epitelial.

2.8.1.1-Observacié al microscopi electronic de rastreig

Aquest estudi s’ha dut a terme al Departament de Microscopia Electronica de la
Universitat de Girona.

A partir d’un cultiu de nit en brou MRS (2.1.1) les mostres es fixen en una solucio que
conté glutaraldehid 2°5% (p/v) dissolt en un tampo cacodilat 0°1 M per tal d’unir
covalentment totes les molécules proteiques. A continuacio la mostra es fixa amb
tetraoxid d’osmi (OsO4) 1% (p/v) dissolt en el mateix tampo, que uneix i estabilitza les
bicapes lipidiques aixi com les proteines.

La mostra és deshidratada a través d’una seqiiéncia de solucions d’etanol (50, 70, 90 i
100%) fins arribar a acetona i és assecada per la tecnica del punt critic. Finalment es

bombardeja amb or i es visualitza al microscopi electronic de rastreig (Zeis DSM960A).

2.8.2-Assaig d'hidrofobicitat

El percentatge d'hidrofobicitat es pot correlacionar amb el percentatge d'agregacio dels
bacteris entre si.

L'assaig es realitza per triplicat a partir d'un cultiu de nit que es centrifuga a 5.000 rpm
durant 10 minuts i es renta tres vegades en el mateix volum de soluci6 salina tamponada
(2.1.10). El sediment es resuspen en el volum necessari de la mateixa solucio per
aconseguir que la lectura de la densitat optica a I’espectrofotometre (Shimadzu UV-
240), a una longitud d’ona de 540 nm, sigui de 0°6+0°02.

Es barregen 3 ml de la soca que es vol estudiar amb 0725 ml de xile, i s'agita durant 1
minut amb el vortex a maxima potencia. A continuacio es deixa reposar durant 30
minuts a temperatura ambient per tal de permetre la separacio de les dues fases.
Finalment es mesura l'absorbancia de la fase aquosa a 540 nm utilitzant
I’espectrofotometre. El percentatge d'hidrofobicitat es mesura segons la formula

(Rosenberg i col., 1980):

Absorbancia final

Percentatge d'hidrofobicitat = 1 — x 100

Absorbancia inicial
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2.8.3-Test d’agregacio6 cel-lular

El test d’agregacio es fa segons Reniero i col. (1992) per determinar la capacitat que
tenen les céllules bacterianes d’una soca determinada per interaccionar entre si.

Es centrifuga un cultiu de nit a 5.000 rpm durant 10 minuts i es guarda el sobrenedant.
El sediment es renta 3 vegades en el mateix volum d’aigua destil-lada esteril i es
resuspén en el mateix volum de solucio salina tamponada (2.1.10).

Es barregen 900 pl de cada suspensio amb 100 ul del sobrenedant propi esterilitzat amb
filtres de 0’45 pum de diametre de porus (Sterile Acrodisc, Gelman Sciences) i es deixa
reposar fins a 2 hores a temperatura ambient.

L agregacio es considera positiva quan es detecta visualment la preséncia de particules
en el fons del tub, formades per les céllules agregades, deixant un sobrenedant ben

nitid.

2.8.3.1-Caracteritzacio de la naturalesa del factor d'agregacio

Per determinar la naturalesa del factor implicats en I'agregacio bacteriana, les cel-lules
es tracten amb proteinasa K i lipasa a una concentracio final d’1 mg/ml, tripsina a 2°5
mg/ml i metaperiodat a 10 mg/ml. Totes les solucions es preparen en solucio salina
tamponada (2.1.10) i s'esterilitzen per filtracio.

L'assaig es realitza per duplicat a partir d'un cultiu de nit que es centrifuga a 5.000 rpm
durant 10 minuts. Es guarda el sobrenedant i el sediment es renta 3 vegades en el mateix
volum d’aigua destil-lada esteril. A continuacié tant les cél-lules com el sobrenedant es
tracten amb proteinasa K, tripsina, lipasa i metaperiodat incubant-les durant 1 hora a
37°C. Aixi mateix es tracten per calor exposant-les durant 30 minuts a 100°C. Les
céllules es tornen a rentar 2 vegades en aigua destil-lada esteril i es resuspenen en el
mateix volum de solucio salina tamponada (2.1. 10).

Seguidament es torna a realitzar I'assaig d'agregacio (2.8.3) barrejant les cel-lules no
tractades amb el sobrenedant control i tractat, aixi com les cél-lules tractades amb els

dos tipus de sobrenedants.

2.8.4-Prova de coagregacié cellular
La prova de coagregacio es fa segons Vandevoorde i col. (1992) per determinar la
capacitat que tenen les céllules bacterianes de dues soques determinades per

interaccionar entre si.
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Es centrifuga un cultiu de nit a 5.000 rpm durant 10 minuts i es renta dues vegades en el
mateix volum de solucid salina tamponada (2.1.10). El sediment es resuspen en el
volum necessari de la mateixa solucié per aconseguir que la lectura de la densitat optica
a I’espectrofotometre, a una longitud d’ona de 600 nm, sigui de 0°6+0°02.

Es barregen en un tub 2 ml de cada una de les dues soques que es volen estudiar 1 es
deixen en agitacio en un bany a temperatura ambient durant 30 minuts a 150 rpm. A
continuacié es deixa reposar una hora a temperatura ambient i es llegeix la densitat
optica en un espectrofotometre Spectronic 20D a una longitud d’ona de 600 nm. Aixi
mateix s’han d’incloure tubs control que continguin 4 ml de cada una de les soques
estudiades per separat.

El percentatge de coagregacio es determina segons I’equacié de Handley (Handley i
col., 1987):

(DO1 + DO2) - 2xDO12

Percentatge de coagregacio = x 100
DO1 +DO2

DO 1-densitat Optica de la soca 1

DO2-densitat optica de la soca 2

DO12-densitat optica de les soques 1 i 2 barrejades.

Si el percentatge de coagregacio €s un valor positiu es considera que les soques son
capaces de coagregar-se.

2 9. AILLAMENT, VISUALITZACIO I QUANTIFICACIO DE L'ADN

2.9.1-Aillament d’ADN plasmidic i cromosomic

2.9.1.1-Solucions per a I'aillament d'ADN

Tampo STE

Composicio:
Sacarosa 6’7% (p/v)
Tris-HCI 50 mM
EDTA 1 mM
pH 8
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S’esterilitza per filtracio.

Tampo ET
Composicio:
EDTA
Tris-HCl
pH

250 mM
50 mM

S’esterilitza durant 20 minuts a I’autoclau a 121°C.

Solucié de SDS
Composicio:
SDS
Tris-HCI
EDTA
pH

S’esterilitza per filtracio.

Solucio de lisozima
Composicio:

Lisozima
Tris-HCI
pH

Aquesta soluci6 s’ha de preparar instants abans d’utilitzar-la.

Tampé TE
Composicio:
Tris-HCIl
EDTA
pH

20% (p/v)
50 mM
20 mM

8

20 mg/ml
25 mM

10 mM
1 mM

S’esterilitza durant 20 minuts a I’autoclau a 121°C.

Material i métodes
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Solucié de fenol

El fenol redestilat (Aldrich) es liqua en un bany de 70°C i es satura amb tamp6 TE. Per
retardar I’oxidacio s’hi afegeix hidroxiquinoleina al 0°1% (p/v). Es barreja i es deixa
reposar per separar la fase polar i apolar.

La solucio es conserva en refrigeracio en un envas opac fins a un periode maxim d’un
mes, i s’ha de manipular amb guants i dins una campana d’aspiracio d’aire per protegir

a 'operador.

2.9.1.2-Métode per a I'aillament d'ADN plasmidic d'Escherichia coli pUC18

Aquesta soca Escherichia coli porta el plasmid pUCI8 que conté clonat el gen
responsable de l'adhesié de Lactobacillus gasseri 4B2 (cedit pel Dr.Morelli, Istituto
Microbiologia. Universita Cattolica Sacro Cuore, Piacenza, Italia). Per a l'aillament
d'aquest plasmid a partir d'un cultiu de nit en medi LB (2.1.5), s'utilitza el kit de

purificacio de plasmids Qiagen.

2.9.1.3-Métode per a I'aillament d'ADN plasmidic de bacteris lactics (Anderson i
McKay, 1983 modificat)

1-Centrifugar 1’5 ml d’un cultiu en fase exponencial durant 2 minuts a 12.000 rpm.
2-Resuspendre el sediment amb 1 ml de tampo STE 1 centrifugar durant 2 minuts a
12.000 rpm.

3-Resuspendre el sediment amb 380 pl de tampo STE.

4-Afegir 96 pl de solucio de lisozima i barrejar durant uns segons.

5-Incubar 30 minuts a 37°C per deixar actuar la solucio de lisozima que trenca la paret
de mureina.

6-Afegir 48 pl de tampo ET.

7-Afegir 28 pl de solucid SDS i barrejar immediatament. El SDS actua dissolent els
lipids i per tant trencant la membrana cel-lular. Si la solucié queda clara vol dir que s’ha
produit la lisi cel-lular. En cas contrari, reincubar durant 10 minuts a 37°C.

8-Afegir 28 pl de NaOH 3M preparada en el mateix moment i barrejar de forma suau
durant 10 minuts. Amb aquesta solucio es fa augmentar el pH de la preparacio
provocant la desnaturalitzacio de I’ADN cromosomic mentre que ’ADN plasmidic es

manté intacte degut a la seva naturalesa ccc (circular i tancat covalentment).
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9-Afegir 50 ul de Tris-HCI 2M i barrejar de forma suau durant 3 minuts. Amb aquesta
solucio es torna a fer disminuir el pH de la preparacio, de manera que I’ADN
cromosomic desnaturalitzat coagula i precipita mentre que I"’ADN plasmidic es manté
intacte.

10-Afegir 72 pl de NaCl SM que afavoreix la precipitacio de tots els components
cel-lulars no plasmidics.

11-Afegir 800 pl de fenol saturat amb TE que provoca la desproteinitzacio i ajuda a
eliminar tots aquests components cel-lulars. Barrejar i centrifugar durant 5 minuts a
12.000 rpm.

12-Recollir la fase superior i barrejar amb 400 pl de fenol 1 400 ul de cloroform-alcohol
isoamilic (24:1). Centrifugar durant 5 minuts a 12.000 rpm.

13-Recollir la fase superior i barrejar amb 800 ul de cloroform-alcohol isoamilic.
Centrifugar durant 5 minuts a 12.000 rpm.

14-Recollir la fase superior i barrejar amb 2’5 volums d’etanol que fa precipitar I’ADN.
Deixar refredar a -40°C durant un minim de 30 minuts.

15-Centrifugar durant 5 minuts a 12.000 rpm.

16-Secar al buit durant 10 minuts.

17-Afegir al sediment 10 pl de TE amb ribonucleasa (0’1 mg/ml) i incubar durant 20
minuts a 37°C o durant 30 minuts a temperatura ambient per eliminar totes les restes
d'ARN.

18-La mostra ja esta preparada per aplicar a I’electroforesi.

2.9.1.4-Métode per a I'aillament d"ADN cromosomic de bacteris lactics (Anderson i
McKay, 1983)

Es procedeix igual que en el protocol anterior des del punt 1 fins al punt 71 a
continuacio es fan els segiients passos:

8-Afegir 10 pl de ribonucleasa (0°1 mg/ml) i incubar durant 20 minuts a 37°C o durant
30 minuts a temperatura ambient per eliminar totes les restes d'ARN.

9-Afegir 600 pl de fenol saturat amb TE que provoca la desproteinitzacio. Barrejar i
centrifugar durant 5 minuts a 12.000 rpm.

10-Recollir la fase superior i barrejar amb 300 ul de fenol i 300 pl de cloroform-alcohol

isoamilic (24:1). Centrifugar durant 5 minuts a 12.000 rpm.
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11-Recollir la fase superior i barrejar amb 600 pl de cloroform-alcohol isoamilic.
Centrifugar durant 5 minuts a 12.000 rpm.

12-Recollir la fase superior i afegir 1 pl de NaCl 5SM per cada 10 pl de solucio.
13-Barrejar amb 2’5 volums d’etanol que fa precipitar I’ADN. Deixar refredar a -40°C
durant un minim de 30 minuts.

14-Centrifugar durant 5 minuts a 12.000 rpm.

15-Rentar el sediment amb 1 ml d'etanol 70% (v/v).

16-Centrifugar durant 5 minuts a 12.000 rpm.

17-Secar al buit durant 10 minuts.

18-Resuspendre el sediment en 25 pl d'aigua destil-lada i deixar reposar a 4°C perque
s'acabi de dissoldre I'ADN.

19-La mostra es dilueix 1:10 en aigua destil-lada i ja esta preparada per aplicar a

|'electroforesi.

2.9.2-Visualitzacié de ’ADN plasmidic i cromosomic

Solucions:

Tampé Tris Acetat (TAE)

Composicio:
Tris-Acetat 242 ¢
E.DTA 0’5 M
Acid aceétic glacial 57’1 ml
pH 8

Soluci6 transportadora

Composicio:
Sacarosa 40% (p/v)
EDTA 50 mM
Tris-HCI 20 mM
Blau de bromofenol 0°25% (p/v)

Meétode:

Es prepara un gel d’agarosa al 0’7% (p/v) en tampo TAExI1. L’agarosa es dissol per
ebullicio. es deixa atemperar en un bany a 50°C i s’aboca a una cubeta d’electroforesi.
Quan el gel ha solidificat es cobreix totalment amb tampo TAEx1 1 es carreguen 10 pl
de la mostra juntament amb 2 pl de solucié transportadora en els pous del gel.

S’apliquen 100 V durant 2 hores amb un alimentador d’electroforesi LKB Macrodrive.

62



Material i métodes

Per a la visualitzacio de I’ADN plasmidic el gel es tenyeix amb el colorant de
fluorescéncia bromur d’etidi (1 pg/ml) i es visualitza mitjangant llum ultraviolada en un
transiluminador (LKB 2011).

El gel es fotografia amb una camara Polaroid MP-4 i pel-licula Polaroid tipus 667 a
través d’un filtre Kodak 22-A Wratten per llum ultraviolada.

2.9.3-Qiiantificacio de I'ADN cromosomic

La concentracio d'ADN d'una mostra es mesura a traves de I'absorbancia a 260 nm i la
seva puresa per la relacio Azeo/Azso (Maniatis i col., 1989).

La mostra d'ADN es dilueix 100 vegades en aigua destil-lada i se'n mesura I'absorbancia
a 260 nm (absorcio dels acids nucleics) 1 280 nm (absorcio de les proteines) utilitzant un
espectrofotometre Shimadzu UV-240. Sabent que una densitat optica (DO) de |
correspon a 50 pg/ml d'ADN de doble cadena, es pot calcular la concentracio.

Les preparacions pures d'ADN i ARN tenen un coeficient DOzeo280 de 178 1 270,

respectivament. Coeficients inferiors indiquen una contaminaci6 per fenol o proteines.

2.10-AMPLIFICACIO ESPECIFICA I A L’ATZAR MITJANCANT LA
REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccié en cadena de la polimerasa permet amplificar in vifro una sola molécula
d'ADN més d'un milio de vegades en 20 o 30 cicles, utilitzant encebadors i ADN
polimerasa. Aquesta amplificacio permet I’analisi directe del fragment per visualitzacio
en gels d'agarosa o per seqiienciacio. La reaccio es pot fer utilitzant encebadors a I’atzar
(RAPD) o encebadors especifics per a un determinat gen, en aquest estudi per al 165
ARN i el gen responsable de I’adhesio.

La técnica de RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorfic DNA) es basa en
I’amplificacio d’una molecula d’ADN utilitzant encebadors a I’atzar. Es tracta d’un
métode rapid i simple amb un gran poder discriminatori per mesurar la diversitat
existent entre diverses soques que pertanyen a una mateixa especie, de manera que
permet distingir una soca d’una altra a través de ’obtencio d’empremtes especifiques

(Giraffa i col., 1998).
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En aquest estudi es pretén obtenir un perfil de RAPD que permeti diferenciar la soca
probiotica inoculada de la poblacio natural de lactobacils del tracte gastrointestinal dels

pollets, durant els assaigs i vivo.

2.10.1-Descripcié dels encebadors utilitzats

Encebadors utilitzats per a I'amplificacié del 165 ARN ribosomic

Nom Seqiiéncia
616V 5-AGA GTT TGA T(CT)(AC) TGG CTC AG-3'
630R 5'-CA(GT) AAA GGA GGT GAT CC-3'

Els encebadors son comercialitzats per MWG-Biotech (Alemania).

Encebadors utilitzats per a l'amplificacié del gen responsable de I'adhesio de

L.gasseri 4B2

Per aquest estudi es va disposar d’una soca d’Escherichia coli que contenia un plasmid
pUC18, on hi havia clonat el gen responsable de la capacitat adhesiva de L.gasseri 4B2.
Aquest gen codifica la sintesis d’una proteina de 32 KDa anomenada Factor Promotor
de I’Agregacio (APF). Coneixent la seqiiéncia d’aquest gen es van dissenyar dos
encebadors que limitaven un fragment del gen de 630 parells de bases: un encebador
directe anomenat All4 situat a la posicio 631-645 (Tm=50"6°C) i un encebador invers
anomenat All3 situat a la posicio 1244-1261 (Tm=49"1°C).

Nom Seqiiéncia
All 3 5_AGT GTA GCT AGT AGT TGT-3'
All 4 5.GTC ACT TGC AGC AGC-3'

Els encebadors son sintetitzats per MWG-Biotech (Alemania).
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Encebadors utilitzats per als perfils de RAPD

Nom Seqiiencia Nom Seqiiencia

0OPJ-01 5’-CCCGGCATAA-3’ 0OPX-01 5’-CTGGGCACGA-3’
OPJ-02 5’-CCCGTTGGGA-3’ 0OPX-02 5>-TTCCGCCACC-3’
OPJ-03 5-TCTCCGCTTG-3’ OPX-03 5’-TGGCGCAGTG-3’
OPJ-04 5’-CCGAACACGG-3’ OPX-04 5-CCGCTACCGA-3’
OPJ-05 5°-CTCCATGGGG-3’ OPX-05 5-CCTTTCCCTC-3’
OPJ-06 5-TCGTTCCGCA-3’ OPX-06 5-ACGCCAGAGG-3’
OPJ-07 5°-CCTCTCGACA-3’ OPX-07 5’-GAGCGAGGCT-3’
OPJ-08 5-CATACCGTGG-3’ OPX-08 5-CAGGGGTGGA-3’
OPJ-09 5>-TGAGCCTCAC-3" OPX-09 5-GGTCTGGTTG-3’
OPJ-10 5’-AAGCCCGAGG-3’ OPX-10 5°-CCCTAGACTG-3’
OPJ-11 5’-ACTCCTGCGA-3’ OPX-11 5’-GGAGCCTCAG-3’
OPJ-12 5’-GTCCCGTGGT-3’ OPX-12 5-TCGCCAGCCA-3’
OPJ-13 5°-CCACACTACC-3’ OPX-13 5°-ACGGGAGCAA-3’
OPJ-14 5’-CACCCGGATG-¥’ OPX-14 5’-ACAGGTGCTG-3’
OPJ-15 5>-TGTAGCAGGG-3’ OPX-15 5’-CAGACAAGCC-3’
OPJ-16 5’-CTGCTTAGGG-3’ OPX-16 5-CTCTGTTCGG-3’
OPJ-17 5>-ACGCCAGTTC-3’ OPX-17 5’-GACACGGACC-3’
OPJ-18 5-TGGTCGCAGA-3’ OPX-18 5-GACTAGGTGG-3’
OPJ-19 5-GGACACCACT-3’ OPX-19 5>-TGGCAAGGCA-3’
OPJ-20 5>-AAGCGGCCTC-3’ 0OPX-20 5>-CCCAGCTAGA-3’
OPK-01 5°-CATTCGAGCC-3’ OPZ-01 5>-TCTGTGCCAC-3’
OPK-02 5°-GTCTCCGCAA-3’ OPZ-02 5’-CCTACGGGGA-3’
OPK-03 5’-CCAGCTTAGG-3’ OPZ-03 5’-CAGCACCGCA-3’
OPK-04 5-CCGCCCAAAC-3° OPZ-04 5>-AGGCTGTGCT-3"
OPK-05 5-TCTGTCGAGG-3’ OPZ-05 5>-TCCCATGCTG-3’
OPK-06 5-CACCTTTCCC-3’ OPZ-06 5°-GTGCCGTTCA-3’
OPK-07 5-AGCGAGCAAG-3’ OPZ-07 5’-CCAGGAGGAC-3’
OPK-08 5-GAACACTGGG-3" 0PZ-08 5>-GGGTGGGTAA-3’
OPK-09 5"-CCCTACCGAC-3’ OPZ-09 5°-CACCCCAGTC-3’
OPK-10 5°-GTGCAACGTG-3’ OPZ-10 5°-CCGACGGGCC-3’
OPK-11 5°-AATGCCCCAG-3’ OPZ-11 5°-CTCAGTCGCA-3’
OPK-12 5-TGGCCCTCAC-3’ OPZ-12 5-TCAACGGGAC-3’
OPK-13 5.GGTTGTACCC-3° OPZ-13 5>-GACTAAGCCC-3’
OPK-14 5°-CCCGCTACAC-3’ OPZ-14 5>-TCGGAGGTTC-3’
OPK-15 5’-CTCCTGCCAA-3’ OPZ-15 5’-CAGGGCTTTC-3’
OPK-16 5°-GAGCGTCGAA-3’ OPZ-16 5’-TCCCCATCAC-3’
OPK-17 5-CCCAGCTGTG-3’ OPZ-17 5’-CCTTCCCACT-3’
OPK-18 5"-CCTAGTCGAG-3’ OPZ-18 5-AGCGTCTGTG-3"
OPK-19 5-CACAGGCGGA-3’ OPZ-19 5°-GTGCGAGCAA-3’
OPK-20 5°.GTGTCGCGAG-3’ OPZ-20 5-ACTTTGGCGG-3’
M 13 5_AAC AGC TAT GAC CAT G-3'

Tots els encebadors son comercialitzats per Operon Technologies excepte 1’encebador

M 13 comercialitzat per MWG-Biotech (Alemania).
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2.10.2-Reaccio d'amplificacié de I'ADN

En aquest estudi les reaccions d'amplificacio es realitzen en un volum total de 25 pl
amb una concentracié final de 8 mM de cada un dels oligonucleotids, el tampo de
reaccié (20 mM TrisHCI (pH 8’4), 50 mM KCl, 1’5 mM MgCl;) (Gibco BRL),
1 pmol/ul de cada encebador, 02 pg d'ADN i 0°5 unitats de l'enzim Ampli Taq
polimerasa (Perkin Elmer).

Per a l'amplificacio del gen responsable de la sintesis del 16S ARN ribosomic es fa una
desnaturalitzacio inicial de 2 minuts a 94°C seguida de 30 cicles amb una
desnaturalitzacio durant 45 segons a 94°C, una hibridaci6 a 51°C durant 2 minuts 1 una
polimeritzacié a 72°C durant 2 minuts i 30 segons.

Per a I'amplificacio del gen presumptament responsable de I'adhesio es fa una primera
desnaturalitzacio a 94°C durant 2 minuts seguida de 30 cicles de 45 segons a 94°C, 30
segons a una temperatura d'hibridacio de 50-52°C i 30 segons de polimeritzacio a 72°C.
Per a la determinacio de patrons de RAPD utilitzant diversos encebadors a l'atzar es fa
una desnaturalitzacio inicial de 5 minuts a 94°C seguida de 45 cicles de 30 segons a
94°C, 30 segons d'hibridacio a 36’5°C, 30 segons més de polimeritzacié a 72°C 1 una
etapa final de 7 minuts a 72°C.

Les reaccions de PCR es duen a terme en un model GeneAmp PCR System 2.400 de
Perkin Elmer.

2.10.3-Analisis de les bandes amplificades

La visualitzacio dels fragments amplificats es realitza en gels d'agarosa a 1'1% (p/v) tal
com es descriu en l'apartat 2.9.2.

Per a I’elaboracié del dendograma que permet quantificar el grau de relacio entre les
diferents soques, s’ha utilitzat el sistema de fotodocumentacio de gels i analisis
d’imatges Gel Printer M900X 1 Lane manager versio6 2.1 (TDI, Tecnologia para

diagnostico e investigacion, S.A).

2.11-IDENTIFICACIO DE LES SOQUES PER HIBRIDACIO

La hibridacio es basa en l'aparellament de seqiiéncies homologues d'ADN: I'ADN
cromosomic que esta immobilitzat en una membrana de nilo i la sonda. Es molt

important establir les condicions optimes perque no hi hagin aparellaments inespecifics.

66



Material i métodes

Per aixo cal fixar les condicions de prehibridacio, hibridacio i rentats posteriors que

permetin la major especificitat possible.

2.11.1-Descripci6 de les sondes utilitzades per a la hibridacio

Stilitzen dues sondes per a la confirmacié de Lactobacillus salivarius.

Nom Seqiiencia

Lb. sal 2 5"CTT CTT ACG GTG AAT GC-3'
Lb. sal 3 5"CAT TCG GTG TAA GAA AGT T-3'

Les dues sondes son sintetitzades per MWG-Biotech (Alemania).

2.11.2-Soques bacterianes utilitzades
Les soques bacterianes utilitzades com a controls positius i negatius en la hibridacio

amb les sondes especifiques per a L.salivarius son:

L.agilis DSM20509

L.salivarius salicinius DSM20555
L.salivarius salivarius DSM20554
L.animalis DSM20602

L.aviarius aviarius DSM20655
L.ruminis DSM20511

2.11.3-Solucions per a I'assaig d'hibridacio

Solucié base 20xSSC

Composicio:
Na Cl 3iM
Citrat sodic 0’3 M
pH 7

S'ajusta el pH amb NaOH 10N.
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Solucié d'hibridacio

Composicio:

SSC

Agent de bloqueig de Boehringer Mannheim
Sal sodica

SDS

Deixar dissoldre 1 hora a 50-70°C.

Tampé 1

Composicio:

Tampé 2

Composicio:

Tampé 3

Composicio:

Tampo 4

Composicio:

Les solucions i tampons s'esteril

Tris-HCI
NaCl

Tris-HCl

NaCl

pH

Agent de bloqueig de Boehringer Mannheim

Tris-HCI
NaCl
MgCl
pH

Tris-HCI
EDTA
pH
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5x

1% (p/ V)
0°1% (p/v)
0°02% (p/v)

100 mM
150 mM
75

100 mM
150 mM
79
2% (p/v)

100 mM

100 mM
50 mM
9’5

10 mM
1 mM
8

itzen durant 20 minuts a I'autoclau a 121°C.
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2.11.4-Marcatge de la sonda amb digoxigenina

L'ADN de la sonda es marca per incorporacio aleatoria del deoxiuracil trifosfat unit a
I'hepta digoxigenina (Dig-dUTP). Per fer aixo s'utilitza el kit de marcatge 1 deteccio de
Boehringer Mannheim.

El procediment a seguir €s el seguent:

1-Es barregen en una cubeta amb gel 1 ul de la sonda (100 pmols/pl), 4 pl de tampo de
marcatge, 4 pl de solucio CoCl, 1 ul de soluci6 DIG-dUTP, 1 pl de terminal
transferasa (50 U/ul) i 9 pl d'aigua destil-lada a pH 7.

7-S'incuba a 37°C durant 15 minuts i rapidament es posa en gel.

3.La reaccio s'atura amb 2 pl d'una solucio formada per 1 pl de glicogen i 200 pl de
solucio d'EDTA (200 mM, pH 8).

4-La sonda marcada es precipita amb 2’5 ul de LiCl 4M i 75 pl d'etanol absolut fred,
deixant-ho reposar durant 30 minuts a -70°C.

5-La sonda es centrifuga a 12.000 rpm durant 30 minuts a 4°C, el sediment es renta amb
50 pl d'etanol 70% (v/v) fred i es deixa assecar al buit.

6-La sonda es dissol en 10 pl d'aigua destil-lada a pH 7 per aconseguir una concentracio

de 10 pmols/pl. La sonda ja esta preparada per hibridar i es guarda a -20°C.

2.11.5-Transferéncia de I'ADN del gel a la membrana de nilo

L'ADN cromosomic que es vol hibridar amb la sonda marcada s'ha de transferir des del
gel d'agarosa, on s'ha visualitzat després del seu aillament, fins a una membrana de nilo
on té lloc la hibridacié propiament dita. Per fer aixo s'utilitzen les técniques descrites
per Southern (1975) en que I'ADN és desnaturalitzat en el gel i posteriorment €s
transferit a la membrana, tot mantenint la posicio relativa dels fragments durant la
transferencia.

En aquest cas es realitza una transferéncia al buit, en qué el tampo elueix els acids
nucleics del gel i els diposita en la membrana impulsat per la forga del buit.

El procediment a seguir és el segient:

|-Finalitzada l'electroforesi el gel es depurina amb HCl 0°25N durant 15 minuts a
temperatura ambient i agitacio.

2-El gel es renta 2 vegades amb aigua desionitzada estéril durant 3 minuts a temperatura

ambient i agitacio.
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3-El gel es desnaturalitza amb NaOH 0’5N durant 30 minuts a temperatura ambient i
agitacio.

4-Es prepara I'equip de transferéncia al buit (Bio Rad model 785 vacum blotter) a 3inHg
humitejant la goma per evitar perdues i col-locant la placa porosa humitejada en
10xSSC.

5-Es talla una pega de paper Whatman 3SMM de la mateixa mida que el gel, es mulla en
aigua desionitzada i posteriorment en solucié 10xSSC i es col-loca sobre la placa porosa
de manera que no quedin bombolles.

6-Es talla una membrana de nilo de la mateixa mida que el gel, es mulla en solucio
10xSSC i es col-loca sobre el paper vigilant que no quedin bombolles.

7-Es retalla un finestra lleugerament més petita que el gel en una lamina de plastic i es
col-loca sobre la membrana.

8-El gel es superposa a la finestra en la seva posicio normal i es segellen les butxaques
amb agarosa.

9-L'aparell es connecta a la bomba de buit i un cop aquest s'ha produit es submergeix el
conjunt en 1-1°5 litres de solucio 10xSSC,

10-Finalitzada la transferéncia la membrana es renta durant 5 minuts en 2xSSC 1
després es deixa eixugar durant tota la nit.

11-L'ADN es fixa a la membrana per exposicio a la llum ultraviolada durant 3 minuts.

2.11.6-Hibridacié i deteccié

Per a la hibridacié s'utilitza un forn d'hibridacio GATC-HYBE amb tubs rodons de
vidre que es mouen per rotacio.

1-La membrana seca procedent de la transferéncia es prehibrida durant 1-3 hores amb la
soluci6 d'hibridacio (2.11.3) a 60°C, tenint en compte que hi hagi uns 20 ml de solucio
per cada 100 cm’ de membrana.

2.1.a membrana s'hibrida amb 2°5 ml de solucié d'hibridacio (2.11.3) per cada 100 cm’
de membrana que conté 50 pmols/ml de sonda. Es deixa a la temperatura seleccionada
d'hibridacio durant el temps adequat.

3-Les restes de sonda s'eliminen rentant la membrana 2 vegades durant 5 minuts amb
2xSSC-0’1% (p/v) SDS a la mateixa temperatura d'hibridacio.

4-Es repeteix el rentat 2 vegades durant 5 minuts amb 0’1xSSC-0"1% (p/v) SDS a una

temperatura 2-4°C superior a la d'hibridacio per augmentar-ne l'especificitat.
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La membrana es pot deixar assecar a l'aire i guardar o bé passar directament a la reaccio
de deteccio.

Per a la deteccio de la sonda hibridada s'utilitza el kit de marcatge i deteccio de
Boehringer Mannheim. Aquesta etapa té lloc a temperatura ambient i amb agitacio.

1-La membrana es renta durant 1 minut amb tampé 1 (2.11.3), a continuacio durant 90
minuts amb tampé 2 (2.11.3) i s'acaba amb un rentat durant 1 minut amb tampod 1
(2.11.3).

2-El complexa anticos conjugat es dilueix en tampo 1 (2.11.3) (1:5.000) i la membrana
s'incuba en aquesta solucié durant 30 minuts.

3- Es renta la membrana 2 vegades amb tampo 1 (2.11.3) durant 15 minuts per tal
d'eliminar les restes d’anticos que no s'hagin unit a la sonda.

4-L.a membrana s'equilibra durant 2 minuts amb tampo 3 (2.11.3) i es deixa tenyir
durant 2 hores amb una solucié cromatica (45 pl de NBT i 35 ul de solucio X-fosfat en
10 ml de tampo 3) sense agitar i en la foscor.

5-Un cop s'ha completat la reaccio es renta durant 5 minuts amb el tampo 4 (2.11.3).
6-La membrana es deixa assecar de manera que es pot guardar a temperatura ambient.

El color es pot reactivar humitejant la membrana amb tampo 4 (2.11.3).

2.12-SEQUENCIACIO DEL GEN QUE CODIFICA EL 16S ARN RIBOSOMIC

La seqienciacio del gen que codifica el 16S ARN ribosomic s’ha dut a terme al
Departament de Microbiologia de la Universitat Teécnica de Munich (Freising,
Alemania), per tal d’identificar aquelles soques que no han pogut ser classificades en
base a les caracteristiques bioquimiques i a la hibridacié. La seqiienciacié directa del
gen amplificat per PCR es fa amb un Sequenciador Alfa Express (Pharmacia).

El gen que codifica el 16S ARN ribosomic s’amplifica per PCR amb els encebadors
universals 616V i 630R donant lloc a un fragment de 1.578 parells de bases. Per a la
seqiienciacio d’aquest fragment sutilitza un kit de seqiienciacio que conté I’encebador
Thermo Sequenasa marcat fluorescentment amb 7-dGTP (Amersham Life Science), i
posteriorment s afegeix I’encebador invers 97KCy5 (5’-CTG CTG CCT CCC GTA-3")

amb una modificacio fluorescent a I’extrem 57
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2.13-RESISTENCIA A LA RIFAMPICINA

2.13.1-Preséncia de soques resistents a la rifampicina en la microbiota natural dels
poliets

Per poder recuperar les soques probiotiques inoculades i diferenciar-les de la poblacio
natural de lactobacils del tracte gastrointestinal dels pollets durant els assaigs in vivo, es
pretén utilitzar la resisténcia a la rifampicina, que s'ha descrit com una propietat atipica
entre els lactobacils (Rada i col., 1995).

Per comprovar que, efectivament, la preséncia de soques de lactobacils resistents a la
rifampicina és poc fregiient entre la microbiota natural dels pollastres, s'escullen 10
pollets d'entre 5 i 21 dies d'edat procedents de tres origens diferents. Els animals es
sacrifiquen per dislocacio cervical i se'ls extreuen els cecs.

Les mostres s'esmicolen amb I'ajut d'unes tisores esterils, es barregen amb solucio salina
(2.1.8) a una proporcio de 1:9 i s’homogeneitzen durant 30 segons amb el vortex a
maxima poténcia.

A continuacié es fa un banc de dilucions decimals utilitzant el mateix diluent 1 es
sembren en plaques d'agar Rogosa (2. 1.2) i agar Rogosa amb 100 pg/ml de rifampicina
(Sigma)(en endavant Rogosa-rif), que s'incuben durant 2 dies a 37°C en condicions

anaerobies.

2.13.2-Seleccié de soques resistents

La solucio de rifampicina es prepara amb metanol a una concentracio de 5 mg/ml i es
manté al congelador a -20°C.

Es sembren per estria 10 pl d'un cultiu de nit de cada una de les soques lactiques que es
volen estudiar, en plaques d'agar MRS (2.1.1) amb 100 pg/ml de rifampicina (en
endavant MRS-rif). Les plaques s'incuben durant 2 dies a 37°C en anaerobiosi.

De cada una de les soques es seleccionen dues colonies a l'atzar i es cultiven en tubs de
brou MRS-rif. Els tubs s'incuben tota la nit a 37°C en anaerobiosi.

Les colonies es congelen a -80°C amb un 20% de glicerol.

Els segiients subcultius 1 recomptes es realitzen en MRS-rif 0 agar Rogosa-rif. S'incuben

a 37°C en anaerobiosi durant 18-20 hores.
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2.14-SUPERVIVENCIA DELS LACTOBACILS EN EL PINSO

El pinso és un mitja potencial per a I'administracié als pollets d'una soca probiotica a
gran escala. Aixo implica que els bacteris lactics que s hi vulguin incloure han de ser
capagos de sobreviure en aquest medi aixi com a les temperatures a qué es troben els
magatzems i les incubadores dels animals. Per aixo s'estudia la viabilitat de la soca

seleccionada en aquestes condicions al llarg del temps.

2.14.1-Inoculacié de lactobacils en el pinso

Els lactobacils es poden inocular en el pinso a partir d'un cultiu liofilitzat o bé a partir
d'un cultiu liquid abans o després del procés de granulacio.

En el cas del cultiu liofilitzat, aquest es barreja amb la quantitat adient de pinso per
aconseguir la concentracio desitjada (10’ 10° i 10° ufc/g de pinso).

En el cas del cultiu liquid, es centrifuga un cultiu de nit de la soca que es vol inocular
durant 10 minuts a 5.000 rpm. El sediment es resuspén en una vintena part del volum
inicial de solucio salina tamponada (2.1.10), es dilueix en solucio salina (2.1.8) per
obtenir la concentracié desitjada i es barreja 1:20 amb pinso. Les barreges es deixen a
30°C o temperatura ambient durant diversos dies.

Quan el cultiu liquid s'inclou en el pinso abans del procés de granulacio, aquest
s'inocula directament a la farina de pinso a I’1% (v/p) i se'n fa un Gnic recompte
immediatament després de la finalitzacio del procés.

En els diferents temps de mostreig es pesen 3 g de pinso, que es barregen amb solucio
salina (2.1.8) a una proporci6 de 1:9 i s’homogeneitzen durant 1 minut amb el vortex a
maxima poténcia. A continuacio es fa un banc de dilucions decimals, utilitzant el mateix
diluent, i es sembren plaques d'agar Rogosa (2.1.2) i/o Rogosa-rif, que s'incuben durant

2 dies a 37°C en condicions anaerobies.

2.14.2-Supervivéncia de lactobacils en pinso acidificat a temperatura ambient

La inclusié de diversos productes acidificants en pinsos és una practica habitual entre
els fabricants com a mesura per prevenir la contaminacié per part de patogens. Si es vol
utilitzar el pinso com a mitja per administrar la soca probiotica, cal assegurar la seva

supervivéncia en preseéncia d'aquests productes.
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Per aixo L.salivarius CTC2197%" s'inocula, a partir d'un cultiu liofilitzat, en 7 mostres
de pinso a base de blat de moro i soja que contenen diverses substancies acidificants per

obtenir una concentracié de 10* ufc/g. Els pinsos utilitzats son els seguents:

Mostra Acidificants inclosos pH  Dosificacio
pinso (Kg/Tm)

1 Control 6’00 -

2 46% acid formic, 5% acid propionic, 23% formiat amonic 5787 2.52
3 61% acid formic, 29% acid propionic 5’86 2.60
4 68% acid formic, 20% acid propionic 5’52 2.50
5 80% acid lactic 50T 1.30
6 53% acid fosforic, 1% acid citric, 1% acid fumaric 5°92 2.00
7 329 acid fosforic, 0.6% acid citric, 15.6% acid fumaric 5791 2.00

El pinso es manté a temperatura ambient i als 0, 3 i 12 dies se'n fa el recompte de
viables en plaques d'agar Rogosa (2.1.2) per estudiar la supervivéncia de la soca lactica.
A partir de les soques recuperades d’una mostra de pinso de 3 dies, es seleccionen 10
colonies a l'atzar i es fan créixer en brou MRS (2.1.1). A través de l'estudi del perfil
plasmidic (2.9.1.3) es comprova que les colonies seleccionades corresponguin a la soca
probiotica inoculada inicialment.

S'inocula un brou de MRS (2.1.1) al’'1% amb les 10 colonies seleccionades. El cultiu de
nit es centrifuga durant 10 minuts a 5.000 rpm, i el sediment resultant es resuspen en
una vintena part de suero fisiologic (2.1.9), que s'utilitza per reinocular el pinso (1:20).
A partir de les soques recuperades d'una mostra de 3 dies es torna a repetir el procés fins
a 3 vegades i a més, en cada cas, es fan recomptes periodics per estudiar la
supervivencia de les soques reinoculades al llarg del temps en plaques d'agar Rogosa

(2.1.2) i Rogosa-rif.
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2.15-PRE-ASSAIG IN VIVO

2.15.1-Preparacié dels cultius
Es centrifuguen 10 ml d'un cultiu de nit de la soca lactica que es vol inocular a 5.000
rpm durant 10 minuts. El sediment es resuspén en 2 ml de suero fisiologic (2.1.9) per

obtenir una concentracié de 1x10° ufc/ml.

2.15.2-Inoculacio dels animals

Per al pre-assaig es disposa de 12 pollets tipus Label d'un dia d'edat als quals
s'administra, via oral, 100 pl d'una suspensio bacteriana de les soques Lactobacillus
salivarius CTC2183%" (10% ufc) i Lactobacillus salivarius CTC2197%" (10° ufc).

Els pollets es disposen en una caixa de cartré amb una lampada de raigs infraroigs que
ajuden a mantenir la temperatura, i tenen accés lliure a I'aigua i al menjar que correspon

a una barreja comercial.

2.15.3-Sacrifici dels animals

A cada temps de mostreig, 15, 22, 41, 65 i 86 hores després de la inoculacio, es
sacrifiquen dos animals per dislocacio cervical i se'ls extreu el pap i els cecs per fer el
recompte de viables.

Les mostres s'esmicolen amb I'ajut d'unes tisores estérils, es barregen amb solucio salina
(2.1.8) a una proporcio de 1:9 i s’homogeneitzen durant 1 minut amb el vortex a
maxima poténcia.

Es fa un banc de dilucions decimals utilitzant el mateix diluent i es sembren en plaques
d'agar Rogosa-rif, que s'incuben durant 2 dies a 37°C en condicions anaerobies.

De cada una de les mostres es selecciona un nombre determinat de colonies resistents a
la rifampicina (a=0"05% i =0"05%), d'acord amb un pla de mostreig progressiu basat
en la distribucié binomial acumulada (Malegeant, 1991). S'estudia el perfil plasmidic
(2.9.1.3) de cada una d'aquestes colonies, per determinar el percentatge amb que les
soques CTC2183"' i CTC2197"' han estat capaces de colonitzar el tracte

gastrointestinal dels pollets.
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2.16-ASSAIGS IN VIVO

2.16.1-Preparacié dels cultius

Es centrifuga un cultiu de nit de la soca L.salivarius CTC2197%" a 5.000 rpm durant 10
minuts. El sediment es resuspen 1:10 en solucio salina tamponada (2.1.10) per obtenir
una concentracio de 1x10” ufc/ml. Aquesta solucio s’utilitza per inocular els animals
directament al proventricle (Primer i segon assaig).

En el tercer assaig, en qué es pretén coneixer quina és la concentracio mes baixa que cal
administrar als pollets a través del pinso per assegurar la colonitzacio del tracte
intestinal per part de la soca probiotica, es centrifuga un cultiu de nit format per una
barreja de 14 colonies de L.salivarius CTC2197"!, que s’han seleccionat per la seva
bona supervivéncia en pinso (2.14). El sediment es resuspén 1:20 en llet descremada
10% (p/v) i glucosa 7°5% (p/v) per obtenir una concentracio de 1x10” ufc/ml. Aquesta
solucio es barreja amb el pinso per obtenir les diferents concentracions bacterianes que
es volen assajar.

Salmonella enteritidis C-114 es cultiva en agar amb soja triptica (2.1.4) suplementat
amb 200 pg/ml d'acid nalidixic i 12 mg/ml de clorur de mercuri durant 18 hores a 37°C.
Les cél-lules es suspenen en General Purpose Medium Plus (GPM+, BioMérieux) fins a
obtenir una densitat optica de 0’15 mesurada a 450 nm. La suspensio es dilueix 1:100

en GPM+ i s utilitza per inocular els animals directament al proventricle.

2.16.2-Distribucié dels animals

Els assaigs in vivo es realitzen al Departament de Nutricié Animal de Mas Bove (IRTA)
a Reus.

En tots els casos sutilitzen pollets mascles d'un dia tipus Leghorn que es disposen en
gabies Petersime. Aquestes gabies consten de 6 pisos amb 4 compartiments a cadascun.
Cada tractament experimental es col-loca en un nivell de la gabia, disposant aixi de 4
répliques per a cada un dells.

Els animals tenen en tots els casos acces lliure a I’aigua i al pinso i s'alimenten amb un
pinso a base de blat de moro i soja que no conté ni oxid de crom, ni coccidiostatics, ni
promotors de creixement.

Per evitar les possibles contaminacions creuades, els animals que no son inoculats amb
L.salivarius CTC2197%" es disposen en unes gabies diferents a les que allotgen els

animals que reben la soca probiotica.
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Durant tots els assaigs es tindra en compte la collocacio dels abeuradors i els
receptacles del menjar, per tal de tornar-los a col-locar en el mateix lloc després de cada

neteja i evitar aixi la contaminacio creuada a través de l'aigua i el pinso.

2.16.3-Inoculacio dels animals

2.16.3.1-Primer assaig

S'utilitzen 128 pollets que es divideixen en 4 grups, 32 pollets cada un, corresponents
als tractaments: A) control, B) inoculacio amb S.enteritidis C-114 (10° ufc), C)
inoculacié amb L.salivarius CTC2197%" (10* ufc), D) inoculacié amb L.salivarius
CTC2197%" (10% ufc) i S.enteritidis C-114 (10° ufc). Les dues soques s’inoculen
directament al proventricle dels pollets mitjangant una xeringa amb una canula

semirigida de 12 cm de llargada i 3 mm de diametre.

2.16.3.2-Segon assaig

Sutilitzen 96 pollets que es divideixen en 3 grups, 32 pollets cada un, corresponents als
tractaments B’, C’ i D’ segons el primer assaig (B, C, D). Les soques s’inoculen
directament al proventricle i la soca probiotica també s’administra, durant el primer dia,

barrejada amb el pinso (10° ufc/g) i I’aigua (107 ufc/ml) utilitzant un cultiu liofilitzat.

2.16.3.3-Tercer assaig

S°utilitzen 120 pollets que es divideixen en 4 grups, 30 pollets cada un. La soca
L.salivarius CTC2197%" es barreja amb el pinso que s’utilitza per alimentar als animals
durant el primer dia fins a obtenir les seglients concentracions: 10° ufc/g (tractament E),
107 ufc/g (tractament F) i 10* ufc/g (tractament G). Els animals del tractament T

corresponen als controls que no reben la soca probiotica.

2.16.4-Determinacio de lactobacils i Salmonella

A cada temps de mostreig, 14 i 21 dies després de la inoculacio inicial en el primer 1
segon assaig i 7, 14, 21 i 28 dies en el tercer, es sacrifiquen els animals per dislocacio
cervical i se'ls extreuen els dos cecs. Un sutilitza per a la determinacio de S.enteritidis
C-114 i l'altre per al recompte de lactobacils. En el primer assaig es mostregen 4

animals per cada tractament i en el segon i tercer se'n sacrifiquen 6.
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Per a la determinacio de lactobacils, les mostres s'esmicolen amb 1'ajut d'unes tisores
estérils, es barregen amb solucio salina (2.1.8) a una proporcio de 1:9 i s’homogeneitzen
durant 1 minut amb el vortex a maxima potencia.

A continuacié es fa un banc de dilucions decimals, utilitzant el mateix diluent, i es
sembren en plaques d'agar Rogosa (2.12), per al recompte de lactobacils, i agar Rogosa-
rif, per al recompte de la soca probiotica. En el primer assaig les mostres corresponents
als tractaments C i D només es van sembrar en agar Rog-rif. Les plaques s'incuben
durant 2 dies a 37°C en condicions anaerobies.

De cada una de les mostres es selecciona un nombre determinat de colonies (0=0’05% i
B=0705%), d'acord amb un pla de mostreig basat en la distribucio binomial acumulada
(Malegeant, 1991), i s'estudia el seu perfil plasmidic (2.9.1.3) per comprovar que €s
tracta de la soca L.salivarius CcTC2197%'. en els tractaments en que aquesta s'ha
inoculat, i per assegurar-ne l'absencia en els tractaments control.

La preséncia o abséncia de S enteritidis C-114 es va determinar als 14 i 21 dies en el
primer i segon assaig al departament de Sanitat Animal de IIRTA a Barcelona
mitjangant metodes impedimetrics en un Bactometer (BioMérieux). Els cecs es pre-
enriqueixen durant 18 hores a 37°C en aigua de peptona tamponada suplementada amb
ribosa 071% (p/v) i oxid de trimetilanina (TMAO, Sigma) 0°1 % (p/v).

Passat el temps de pre-enriquiment es fan dilucions decimals abans de procedir a
inocular els moduls del Bactometer. Amb aquest sistema es poden seguir els canvis en
la conductivitat del medi de cultiu, canvis que son significatius per Salmonella utilitzant
els medis descrits per Saco (1993). Els pouets dels moduls impedimetrics van
subcultivar-se en agar verd brillant modificat (Oxoid) i en agar XLT4 (Difco) durant 24
hores a 37°C. Es varen seleccionar colonies aillades per confirmar per creixement en

TSA suplementat amb acid nalidixic (200 mg/ml) (p/v) i clorur de mercuri (12
mg/ml)(p/v).

2.16.5-Analisis estadistic

La significacio de les diferéncies en el recompte de lactobacils entre el primer i el darrer
temps de mostreig s’avalua amb un test-t, que també s’utilitza per comparar els valors
mitjos entre tractaments (Microsoft Excel 97, Microsoft Corporation, Redmond,

Washington).
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Resultats

3.1-AILLAMENT 1 DETECCIO D'ACTIVITAT INHIBIDORA DE
LACTOBACILS INTESTINALS DE POLLETS

Per aquest estudi es van utilitzar 50 pollets d’entre 15 i 42 dies d’edat procedents de tres
origens diferents. A partir del pap i/o el contingut intestinal d’aquests animals es va fer
el recompte de lactobacils en agar Rogosa. Les dades obtingudes van mostrar que el
nombre de lactobacils present a les mostres de pap va ser inferior al de les de contingut
intestinal. Mentre que en el primer cas es van mantenir a una mitjana de 10° ufc/g en el
segon es va arribar a 10° ufc/g. A partir dels clons recuperats en plaques es van escollir
a I’atzar 8 colonies de cada una de les mostres. Totes aquelles soques que van presentar
un creixement clar en les condicions de cultiu utilitzades, amb forma bacilar, Gram
positives i catalasa negatives foren retingudes pels estudis posteriors, obtenint-se aixi un
total de 296 soques. A partir del cultiu pur de cada soca es va congelar una aliquota a
-80°C amb un 20% de glicerol i la resta es va mantenir a 4°C.

Amb el métode de la gota en agar s’estudia la capacitat de totes les soques aillades per
inhibir el creixement de dues soques indicadores, Salmonella enteritidis CTC1026 i
Escherichia coli CTC1028. Els resultats obtinguts es mostren a la taula 3.1.

El 26% de les soques van ser capaces de produir zones d’inhibicio superiors als 10 mm
davant els dos patogens utilitzats. El 28°7% van inhibir una soca indicadora amb
aquesta intensitat pero en canvi nomeés van poder produir zones d’inhibicio superiors als
5 mm davant I’altra. Aixi mateix se’n va trobar un 10°5% que van impedir per igual el
creixement dels dos patogens amb zones d’inhibicio superiors als 5 mm. A mes hi va
haver un 7°4% de les soques que només van ser capaces d’inhibir una de les indicadores
pero no Ialtra i un 26% que no van exercir cap activitat antagonista enfront cap dels
patogens assajats.

De les 296 soques es van triar les 77 que van ser capaces de produir una zona
d’inhibicio superior a 10 mm enfront ambdues indicadores per aprofundir en la seva

caracteritzacio.
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Taula 3.1-Activitat inhibidora dels lactobacils aillats de pollets enfront Salmonella

enteritidis CTC1026 i Escherichia coli CTC1028,

Soca CTC E.coli S.enteritidis || Soca CTC E.coli S.enteritidis || Soca CTC E.coli S.enteritidis
CTC1028 CTC1026 CTC1028 CTC1026 CTC1028 CTC1026
2000 4k ¥+ 2042 - ¥ 2084 - -
2001 La ++ 2043 3 +¥ 2085 - -
2002 . - 2044 ++ ++ 2086 - ++
2003 - - 2045 i ++ 2087 - -
2004 + 15 2 2046 + + 2088 - -
2005 - - 2047 % ++ 2089 2 ++
2006 - - 2048 4+ -+ 2090 +4 +=+
2007 - + 2049 ++ ++ 2091 + T+
2008 . ++ 2050 =+ ++ 2092 i ++
2009 - - 2051 ¥ ++ 2093 - -
2010 it ++ 2052 - + 2094 - -
2011 - - 2053 ++ ++ 2095 - -
2012 + + 2054 +=F ++ 2096 - -
2013 - o 2055 ++ ++ 2097 + ++
2014 + ++ 2056 = ++ 2098 +F ++
2015 ++ ++ 2057 +¥ ++ 2099 + ++
2016 B - 2058 + ++ 2100 - -
2017 5 ++ 2059 + - 2101 + =5
2018 ++ ++ 2060 + =+ 2102 ++ e
2019 - = 2061 + =+ 2103 - ++
2020 + + 2062 + 1+ 2104 ‘s +
2021 +* ++ 2063 + ++ 2105 + o
2022 + ++ 2064 + =+ 2106 - -
2023 ¥ ++ 2065 - - 2107 ++ =+
2024 * * 2066 ++ ++ 2108 i ++
2025 + ++ 2067 - - 2109 s ++
2026 ++ ++ 2068 + ++ 2110 ¥ ++
2027 ¥ * 2069 + ++ 2111 + ++
2028 - + 2070 - - 2112 ++ ++
2029 + " 2071 ++ ++ 2113 G e
2030 - - 2072 - + 2114 ++ ++
2031 * * 2073 + ++ 2115 #F ++
2032 - - 2074 - + 2116 % i
2033 + ++ 2075 - + 2117 - -
2034 + + 2076 - : 2118 + 34
2035 . + 2077 + | 2119 : .
2036 4 4+ 2078 = S+t 2120 - -
2037 . b 2079 + =+ | 2121 ++
2038 ++ i 2080 + + 2122 + ++
2039 | ++ I 2081 | ++ [ 2123 | ++ i
2040 - _ 2082 - A 2124 % 1
2041 - . 2083 ++ b 2125 ++ ++

81
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Resultats

Soca CTC E.coli S.enteritidis || Soca CTC E.coli S.enteritidis | Soca CTC E.cali S.enteritidis
CTC1028 CTC1026 CTC1028 | CTC1026 CTC1028 CTC1026
2126 ++ Tt 2172 - - 2218 - -
2127 ++ = 2173 - e 2219 - -
2128 4: 4= 2174 - - 2220 - -
2129 + - 2175 ;5 S G 2221 - -
2130 + + 2176 =+ e 2222 - -
2131 4+ ++ 2177 + ++ 2223 * ++
2132 + + 2178 ++ =+t 2224 + ++
2133 -+ = 2179 it Tt 2225 + L
2134 + ++ 2180 - - 2226 + +
2135 ++ ++ 2181 - - 2227 ¥ +
2136 ++ ++ 2182 e -+ 2228 + ++
2137 + Fi 2183 A4 +++ 2229 + ++
2138 - - 2184 i -k 2230 + +
2139 + Ly 2185 +4- ++ 2231 ++ ++
2140 3 + 2186 ++ ++ 2232 L ++
2141 - - 2187 - - 2233 ++ =+
2142 - + 2188 ++ +++ 2234 + ++
2143 b S 2189 - L 2235 - -
2144 - - 2190 +t ++ 2236 * &
2145 + + 2191 ¥+ + 2237 + ++
2146 i ++ 2192 - - 2238 - ++
2147 - - 2193 ++ ++ 2239 + =¥
2148 - - 2194 + + 2240 + +
2149 - 2195 - - 2241 s +
2150 - - 2196 L + 2242 + ++
2151 - - 2197 % 4+ 2243 ++ ++
2152 + + 2198 + ++ 2244 =k +=+
2153 + + 2199 - - 2245 % ++
2154 ++ ++ 2200 - - 2246 . ++
2155 + ++ 2201 + ot 2247 2 ++
2156 " - 2202 = - 2248 + +F
2157 + ++ 2203 - - 2249 + +
2158 - ++ 2204 - B 2250 L 44
2159 + ++ 2205 - - 2251 + =
2160 i ++ 2206 - - 2252 + ++
2161 1 ++ 2207 * + 2293 F#: ++
2162 § ++ 2208 + + 2254 - -
2163 e+ ++ 2209 ++ S 2255 ++ ++
2164 v 4+ 2210 + + 2256 ‘3 ++
2165 - +H- 2211 + 4 2257 + 4+
2166 o ++ 2212 - - 2258 - -
2167 - + 2213 +E ++ 2259 + 2>
2168 + ++ 2214 + ++ 2260 ++ ++
2169 i . 2215 - + 2261 + it
2170 - - 2216 - - 2262 ++ +4
2171 - - 2217 - 2263 -
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Resultats

Soca CTC E.coli S.enfteritidis || Soca CTC FE.coli S.enteritidis || Soca CTC FE.coli S.enteritidis
CTCI028 | CTC1026 CTCI028 | CTCl026 CcTC1028 | CTC1026
2264 - - 2275 + + 2286 + Es
2265 - S 2276 T = 2287 R +
2266 - - 2277 - + 2288 ++ ++
2267 - - 2278 + + 2289 + ++
2268 - - 2279 = - 2290 -+ -+
2269 ++ ++ 2280 + i 2291 -+ ++
2270 - - 2281 o + 2202 o ok
2271 = - 2282 % + 2293 ++ i
2272 - - 2283 Vo8 SHT 2294 = ++
2273 - - 2284 W + 2295 + ++
2274 + #F 2285 + +
Llegenda: - no hi ha inhibicio
+ zona d’inhibicio <5mm
+ zona d’inhibicio >5mm 1 <10mm
++ zona d’inhibicio >10mm i <15mm
+++  zona d’inhibicio > 15mm
" soca no viable
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3.2-CAPACITAT D’ADHESIO DE LES SOQUES

Es determina la capacitat de les 77 soques escollides per adherir-se a cel-lules epitelials
del pap de pollets, segons el test de Fuller. Els resultats obtinguts es mostren a la taula
3.2.

Es van detectar 42 soques que no es van adherir a les cel-lules epitelials del pap o bé ho
van fer en un nombre inferior a 10 bacteris/cél-lula epitelial (b/c.e. en endavant), 21 que
es van adherir en un nombre superior als 10 b/c.e., 12 que ho van fer en mes de 30 b/c.e.
i 2 que van ser capaces d’adherir-se en quantitats superiors als 70 b/c.e.

Per als estudis posteriors es van triar un total de 14 soques corresponents a les 12
mitjanament adherents: CTC2049, CTC2051, CTC2055, CTC2112, CTC2146,
CTC2166, CTC2176, CTC2183, CTC2186, CTC2231, CTC2233 i CTC2260 i les 2
altament adherents: CTC2197 1 CTC2244.

Les fotografies obtingudes amb el microscopi electronic de rastreig després dels assaigs
d’adhesio amb la soca CTC2197 es presenten a la figura 3.1. En aquestes es pot apreciar
amb tota claredat la preséncia d’unes fibres de lligament que permeten no nomes la unio
de les céllules bacterianes entre si, sind també a les cél-lules epitelials del pap,

corroborant visualment els resultats obtinguts amb el test de Fuller.

3.3-RESISTENCIA A LES CONDICIONS GASTROINTESTINALS

3.3.1-pH acid

Es comprova la capacitat de les soques seleccionades per resistir un ambient acid
mantenint-les durant 3 hores en aigua destil-lada a pH 3 i comparant la seva
supervivencia durant el mateix temps a pH 6°7.

En general es va poder veure que totes les soques van tolerar bé I’acidesa, ja que la
majoria van presentar recomptes semblants en els dos ambients, de l'ordre de 10°-107
ufe/ml (dades no mostrades). Sense poder ser considerades significatives, les principals
diferéncies es van trobar en les soques CTC2112, CTC2176 i CTC2244 que van arribar
a reduir 10 vegades la seva poblacio després de 3 hores en condicions acides. La soca
que va tolerar pitjor un pH de 3 va ser la CTC2233 que va reduir la seva poblacio en un

factor de 10°.
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Taula 3.2-Capacitat d’adhesio dels lactobacils seleccionats a les cel-lules epitelials del

pap de pollets.
Soca CTC Capacitat Soca CTC Capacitat Soca CTC Capacitat
adhesio adhesio adhesio
2000 0 2090 0 2182 1
2001 0 2098 0 2183 2
2010 0 2102 1 2185 1
2015 0 2107 0 2186 2
2017 0 2108 0 2188 1
2018 0 2112 2 2190 0
2023 1 2113 0 2193 1
2026 0 2114 0 2197 3
2038 0 2115 0 2209 0
2039 0 2121 0 2213 1
2043 0 2123 0 2231 2
2044 0 2125 0 2233 2
2045 0 2126 0 2243 1
2048 0 2127 0 2244 3
2049 2 2131 0 2253 1
2051 2 2133 0 2255 1
2053 1 2135 0 2260 2
2054 0 2136 0 2262 1
2055 2 2143 0 2269 1
2057 1 2146 2 2283 1
2058 0 2154 0 2288 1
2066 0 2161 0 2290 1
2071 1 2163 0 2291 1
2081 0 2166 2 2292 0
2083 0 2176 2 2293 1
2089 0 2178 1
Llegenda: 0 no hi ha adhesio o és inferior a 10 bacteris/cél-lula epitelial
1 adhesio d’entre 10 i 30 bacteris/cél-lula epitelial
2 adhesi6 d’entre 30 i 70 bacteris/cél-lula epitelial
3 adhesio de més de 70 bacteris/cél-lula epitelial
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Figura 3.1-Observacio al microscopi electronic de rastreig de Lactobacillus salivarius

CTC2197 adherida a cél-lules epitelials de pap.

N
¥ zoseo
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3.3.2-Sals biliars

Es determina la capacitat de les soques escollides per créixer en preséncia de sals
biliars, 1 1 4% (p/v). La totalitat va créixer en ambdues concentracions, excepte la
CTC2233 que ho va poder fer amb un 1% de sals biliars pero no quan la concentracié
va ser del 4%.

Com que la soca CTC2233 no va ser capag de resistir I’acidesa ni una concentracio del

4% de sals biliars, es va decidir descartar-la pels estudis posteriors.

3.3.3-Antibiotics

Es va determinar la resisténcia de les soques escollides davant cinc antibiotics, a les
concentracions que s’utilitzen amb finalitats terapéutiques en produccio avicola.

Les 13 soques es van mostrar resistents a I’acid nalidixic 32 pg/ml, I’eritromicina
8 pg/ml, I"estreptomicina 1 mg/ml i el cloramfenicol 32 pg/ml, excepte la CTC2183 i la
CTC2244 que van ser sensibles a aquest ultim. Per contra totes les soques van ser
sensibles a I’ampicilina 4 pg/ml. Els resultats van coincidir quan I’estudi es va realitzar

en medi solid o en medi liquid,

3.3.4-Coccidiostatics

La monensina és un coccidiostatic que s’utilitza de forma habitual en la produccio
avicola on s’inclou en el menjar, per aixo se’n va determinar la concentracié minima
inhibidora (CMI) per a les 13 soques seleccionades.

En aquest cas els resultats van ser diferents segons si I’estudi es va fer en medi solid o
en medi liquid. En medi solid la CMI per a totes les soques va ser de 1 pug/ml tot i que
per a CTC2112, CTC2146, CTC2166 i CTC2244 el creixement en preséncia d’aquesta
concentracio no va ser tant abundant. En medi liquid la CMI de la majoria es va situar
en 1’5 pg/ml malgrat que per a CTC2112, CTC2146 i CTC2166 va disminuir fins a
| ug/ml i per a CTC2183 va arribar als 2 pg/ml.

Quan es va comprovar la resisténcia de les soques CTC2183 i CTC2197 inoculades en
pinso amb monensina, es va observar que la CMI va ser més elevada. Aixi CTC2183,
que va créixer fins a 3’34x10” ufc/g de pinso en abséncia del coccidiostatic, es va
mantenir a un nivell de creixement semblant quan la concentraci6 final de monensina va

ser de 3 pg/ml (1°50x10” ufc/g) i només va disminuir en un logaritme quan aquesta va
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augmentar fins a 6 pg/ml (1°28x10* ufc/g). La preséncia de 9 pig/ml de monensina va
permetre encara el creixement de la soca fins a 3°60x10° ufc/g de pinso.

De manera semblant CTC2197, que va arribar a 1°90x10” ufc/g de pinso, va mantenir el
un nivell de creixement semblant quan la concentracio final de monensina va ser de
3 pg/ml (1°38x10” ufc/g). Quan la concentracio del coccidiostatic va augmentar fins a
6 pug/ml el creixement de la soca es va reduir en un logaritme (1’17x10% ufc/g) i va

arribar fins a 4’16x10° ufc/g en preséncia de 9 pg/ml.

3.4-IDENTIFICACIO DE LES SOQUES A TRAVES DE LA
CARACTERITZACIO BIOQUIMICA

Les soques seleccionades van mostrar una morfologia bacil-lar, molt semblant en totes
elles, i es van trobar agrupades formant cadenes curtes de 2 a 4 cél-lules. A la figura 3.2
es pot veure una imatge de Lactobacillus salivarius CTC2197 al microscopi optic de

contrast de fase a 1.000 augments.

3.4.1-Creixement a diferents temperatures
Cap de les soques assajades va créixer a 15°C mentre que totes elles ho van fer a 45°C.
Aixo va fer pensar que totes les soques seleccionades pertanyien al grup dels

Thermobacterium.

3.4.2-Produccio de gas

Per comprovar si els bacteris lactics seleccionats eren homofermentadors o
heterofermentadors es va estudiar la produccié de CO; a partir de la fermentacio de la
glucosa.

Cap de les soques assajades va produir gas, indicant que en tots els casos es tractava de
soques homofermentadores estrictes. Aquests resultats també indicaven que es tractava
d’un conjunt de soques pertanyents al grup dels Thermobacterium que son,

efectivament, homofermentadors estrictes.
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Figura 3.2-Observacio al microscopi optic a 1.000 augments de Lactobacillus
salivarius CTC2197.
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3.4.3-Quantificacié i configuracié de I’acid lactic

Totes les soques assajades van produir acid lactic després de 20 hores a 37°C com a
resultat de la fermentacié de la glucosa. Els resultats obtinguts es mostren a la taula 3.3.
En tots els casos les soques van produir unicament I’isomer L. La quantitat total d’acid

lactic va oscil-lar entre els 12720 g/l de la soca CTC2146 i els 18748 g/l de la CTC2049.

3.4.4-Fermentaci6 de carbohidrats i hidrolisi d’esculina

Per coneixer el perfil de fermentacio de carbohidrats de les soques assajades se’n van
estudiar 8 de diferents aixi com la capacitat d’hidrolitzar I"esculina.

En general el perfil de fermentacio va ser similar per a totes elles. La fermentacio va ser
positiva per a la glucosa, el manitol, la mannosa, el sorbitol i la trehalosa i en canvi va
ser negativa per a la celobiosa, la ribosa i la salicina. La hidrolisi de I’esculina també va
ser negativa.

La Gnica diferéncia es va trobar en la soca CTC2183 que no va fermentar ni el sorbitol

ni la trehalosa.

3.4.5-Hidrolisi de arginina

La capacitat per part dels lactobacils d’hidrolitzar I’arginina pot representar una font
d’energia suplementaria quan els carbohidrats no estan disponibles com a substrats
principals.

La capacitat d’hidrolitzar I’arginina es va assajar amb dos metodes diferents, coincidint
en tots els casos els resultats obtinguts amb les dues metodologies. De les soques
assajades nomes la CTC2166 va poder hidrolitzar ’arginina.

Amb els resultats obtinguts en les diferents proves d’identificaci6 es va poder
determinar que totes les soques assaj ades pertanyien a |’ especie Lactobacillus salivarius
segons el manual de classificacio Bergey’s. Aquesta especie es caracteritza per ser
homofermentadora estricte, produir unicament L-acid lactic, créixer a 45°C ino a 15°C,
no utilitzar I’arginina com a font d’energia, fermentar la glucosa, el manitol, la
mannosa, el sorbitol i la trehalosa pero no la celobiosa i la ribosa. El comportament
davant I’esculina i la salicina és variable de manera que si les fermenten pertanyen a
I’especie L.salivarius subsp. salicinius i si no les fermenten a I’espécie L.salivarius
subsp. salivarius. Com que cap de les soques assajades va fermentar ni I’esculina ni la

salicina es pot dir que la totalitat corresponen a Iespécie L.salivarius subsp. salivarius.
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Taula 3.3-Acid lactic produit pels lactobacils seleccionats en brou MRS,

Resultats

SOCA CTC D-LACTIC* L-LACTIC* TOTAL*
2049 1°65 16783 18’48
2051 0’00 14°97 14°97
2055 0°99 13°76 14°75
2112 0’00 14729 14’29
2146 0’00 12°20 12°20
2166 0°00 13’44 13°44
2176 0’00 14°71 14’71
2183 0’00 13°29 1329
2186 0’50 13’41 13791
2197 0’00 12°88 12°88
2231 0°00 13’35 13’35
2244 0’00 14726 14°26
2260 0’00 13°76 13°76

*Resultats expressats en g/l, utilitzant un cultiu de 20 hores en brou MRS a 37°C.
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Les soques CTC2183 i CTC2166 van requerir estudis posteriors per assegurar que
pertanyien a I’espécie mencionada, ja que el perfil de fermentacio d’alguns sucres en el
cas de la CTC2183 i la hidrolisis de I’arginina en el cas de la CTC2166, no van

coincidir amb el patro caracteristic segons el manual de Bergey’s.

3.5-IDENTIFICACIO DE LES SOQUES A TRAVES DELS METODES
MOLECULARS

3.5.1-Determinacié del perfil plasmidic

El perfil plasmidic de les soques seleccionades es pot veure a la figura 3.3. La major o
menor intensitat de les bandes és deguda al nombre de copies de cada plasmid, i no a la
presencia de formes obertes que no apareixen amb el métode utilitzat d'Anderson i
McKay (1983). El que si €s habitual amb I'esmentada tecnica és 'aparicio de restes
d’ADN cromosomic, que se situa en la banda de les 55 Kb i és comuna per a totes les
soques. En general es va observar la presencia d’una mitjana de 3 0 4 plasmids per soca.
La CTC2183 en va presentar 2 mentre que la CTC2176 va mostrar 5 plasmids.

El pes molecular d’aquests plasmids, calculat segons la recta de regressio obtinguda
amb els pesos moleculars del patro Esch.erichia coli V517 (Macrina i col., 1978), va
oscil-lar entre 31°6 1 2’0 Kb. Hi va haver una serie de plasmids que van apareixer de
forma regular en diverses soques. Aixi es va trobar un plasmid d’aproximadament
287 Kb que va estar present en 6 de les soques estudiades, un altre d’unes 12°4 Kb que
es va trobar en 7 de les soques, un plasmid de 10°2 Kb que es va observar en un total de
8 soques i finalment un plasmid de 4’2 Kb que va aparéixer en 4 de les soques
assajades.

Si s’observen els perfils plasmidics de les 13 soques es pot veure que n’hi ha algunes
que van presentar perfils identics. Aixi les soques CTC2049, CTC2051 i CTC2055 van
ser iguals entre si, de la mateixa manera que les parelles CTC2112-CTC2146,
CTC2186-CTC2231 1 CTC2197-CTC2260.

Tenint en compte aquestes identitats es va poder reduir el nombre de soques
seleccionades a vuit, de manera que els estudis posteriors es van realitzar amb les
soques que van ser diferents entre si: CTC2049, CTC2112, CTC2166, CTC2176,
CTC2183, CTC2186, CTC2197 1 CTC 2244.
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Figura 3.3-Perfil plasmidic de les soques de Lacrobacillus salivarius aillades.

1 2 34 56 7 8 910111213 14

Kb
55700
738

523
2’76

Llegenda: Columna 1: Escherichia coli V517 (Macrina i col., 1978) com a marcador,
Columnes 2 a 14: L.salivarius CTC2049, CTC2051, CTC2055, CTC2112, CTC2146,
CTC2166, CTC2176, CTC2183, CTC2186, CTC2197, CTC2231, CTC2244, CTC2260.
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3.5.2-Perfils de RAPD

Es va determinar el perfil de RAPD de les 8 soques seleccionades amb I'encebador
universal M13 (Tm=46'6°C), incloent-hi soques de col-leccio pertanyents a L.salivarius
o altres espécies relacionades: L.agilis DSM20509, L.salivarius salicinius DSM20555,
L.salivarius salivarius DSM20554,  L.animalis DSM20602, L.aviarius aviarius
DSM20655, L.ruminis DSM20511. El perfil obtingut es mostra a la figura 3.4.

Amb el patro de bandes obtingut es va poder observar que la majoria de les soques
estudiades estaven molt relacionades entre si. Les soques CTC2176, CTC2186,
CTC2197 i CTC2244 van presentar el mateix perfil, forca semblant al de la parella de
soques CTC2112 i CTC2183. Les soques CTC2049 i CTC2166 van presentar perfils
diferents als anteriors. La comparacio de les imatges obtingudes en el gel no va
permetre establir cap paral'lelisme entre el perfil de les soques seleccionades i el de les
altres soques de col-leccio.

Per tal d’obtenir una mesura quantitativa del grau de relacio existent entre les diferents
soques es va procedir a I’elaboracio d’un dendograma. El resultat obtingut es mostra a
la figura 3.5.

Es pot observar I’existencia de dos grups clarament diferenciats, un format per les
soques seleccionades 1 un altre format per les soques de col-leccio. Nomes les dues
soques CTC2049 i CTC2166 es trobarien allunyades de la resta de soques seleccionades
com ja s’havia pogut observar a traves de la comparativa del patro de bandes. De tota
manera aquests resultats tampoc ens permetrien assignar les diferents soques
seleccionades a cap espécie en concret ja que no s’observa cap grau de similitud prou

significatiu.

3.5.3-Hibridacio

La hibridacié d'una sonda especifica amb I'ADN bacteria permet el reconeixement
d'organismes estretament relacionats fins al nivell d'especie i subspecie. En els ultims
anys la seqiienciacio complerta dels gens que codifiquen el 16S ARN ribosomic
d'espécies noves o ben conegudes de bacteris lactics, ha permes el disseny de sondes
especifiques d'espécie (Ehrmann i col., 1994; Vogel i col., 1994). En aquest estudi es va
voler dissenyar una sonda especifica per a L.salivarius, per verificar la identificacio feta
en base a les caracteristiques bioquimiques de les soques seleccionades.

San diverses les bases de dades que contenen les seqiiencies corresponents als gens que

codifiquen el 165 ARN ribosomic de varies espécies de bacteris lactics. L'estudi
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Figura 3.4-Perfil de RAPD obtingut amb l'encebador MI13 de les soques de

Lactobacillus salivarius aillades i les soques de col-leccio.

Llegenda: M: BioSizer'™ 111 (angewandte Gentechnologie Systeme) com a marcador,
1 a 8: Lsalivarius CTC2049, CTC2112, CTC2166, CTC2176, CTC2183. CTC2186.
CTC2197, CTC2244, 9: L.salivarius subsp. salivarius DSM20.492. 10: L.agilis
DSM20.509, 11: L.ruminis DSM20.511, 12: L.salivarius subsp.salicinius DSM20.554,
13: L.salivarius subsp. salivarius DSM20.555, 14: L.animalis DSM20.602,
15: L.aviarius subsp. aviarius DSM20.655.
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Figura 3.5-Dendograma comparatiu dels perfils de RAPD obtinguts amb 1’encebador

M13 de les soques de Lactobacillus salivarius aillades i les soques de col-leccio.
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Ln52
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Llegenda: LnS1: L.salivarius ~ CTC2197,

LnS0:

L.salivarius

CTC2186,

LnS2: L.salivarius CTC2244, Lnd7: L.salivarius CTC2176, Ln64: L.salivarius

CTC2183, Lnd5: L.salivarius CTC2112, Ln60: L.aviarius subsp. aviarius DSM20.655,

Ln58: L.salivarius subsp. salivarius DSM20.555, LnS4: L.salivarius subsp. salivarius

DSM?20.492, Ln57: L.salivarius subsp. salicinius DSM20.554, Lnd6: L.salivarius

CTC2166, Ln59: L.animalis DSM20.602, Lnd43: L.salivarius CTC2049, Ln56:

. ruminis DSM20.511, Ln55: L. agilis DSM20.509.
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Resultats

comparatiu d'aquestes sequéncies va permetre determinar que les espeécies mes
estretament relacionades amb L.salivarius son L.agilis (93% d'homologia), L.animalis
(93%), L.aviarius (95%) i L.ruminis (93%), especies que es van incloure en l'estudi
d'hibridacio com a controls negatius. La comparacio de les seqiiéncies es mostra a la
figura 3.6.

A partir de les comparacions per alineacio de les diverses segiiéncies de 16S ARN mes
relacionades, es va delimitar la zona on hi havia la maxima variabilitat entre especies,
que es va situar entre les posicions 71 i 115. En base a aquestes diferéncies es van
dissenyar dues sondes per a L.salivarius, Lb. sal 2 (Tm=504°C) i Lb. sal 3
(Tm=50'2°C), que havien de permetre distingir les soques corresponents a L.salivarius
d'aquelles que corresponguessin a les altres espécies bacterianes.

El gen que codifica el 165 ARN ribosomic de les soques seleccionades en aquest treball
i de les soques de col'leccio utilitzades com a controls positius i negatius, es va
amplificar utilitzant els encebadors universals per a eubacteris 616V, com a encebador
directe, i 630R, com a encebador invers, i es va transferir a una membrana de nilo. La
hibridacio es va provar amb les dues sondes durant 2 hores a 40, 44 i 46°C. En tots els
casos es van obtenir aparellaments inespecifics, ja que la sonda va hibridar amb totes les
soques assajades (CTC2049, CTC2112, CTC2166, CTC2176, CTC2183, CTC2186,
CTC2197 i CTC2244), inclosos els controls negatius. Els mateixos resultats es van
obtenir quan la temperatura d'hibridacio va augmentar fins a 60 i 65°C, fins 1 tot quan es
va provar la hibridaci6¢ durant només 1 minut a aquesta darrera temperatura. La
membrana d'hibridacio obtinguda amb la sonda Lb. sal 2 es mostra a la figura 3.7 i €s
identica a la obtinguda amb la sonda Lb. sal 3. Aquests resultats van indicar que les
sondes dissenyades no eren especifiques per a [.salivarius i no permetien, de moment,

confirmar la identificacio feta en base a les caracteristiques bioquimiques.

3.5.4-Seqiienciacid del 16S ARN ribosomic

Es va determinar la sequencia del 16S ARN ribosomic de les soques CTC2166 i
CTC2183, que havien presentat caracteristiques atipiques a ’hora de ser identificades
com a L.salivarius subsp. salivarius en funcio de les seves caracteristiques
bioquimiques i la identitat de les quals no s’havia pogut confirmar per hibridacio amb
una sonda especifica. També es va seqiienciar el 165 ARN ribosomic de la soca

CTC2197%" utilitzada en els assaigs i7 Vivo.
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Resultats

Figura 3.6-Comparacio dels gens que codifiquen per al 168 ARN ribosomic de

L.animalis, L.aviarius subsp. aviarius, L.agilis, L.salivarius subsp. salivarius i

L.ruminis.

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.apnimalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

IL.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

1

NTTNAATTGA
NNTAAATTGA
NCTAAAATGA
~TTAAAATGA
NATAAATTGA

51

TAATACATGC
TAATACATGC
TAATACATGC
TAATACATGC
TAATACATGC

101

ACCGATARAG
ACCGTAAGHNN
ACCGATTGAA
ACTCGTAAGA
AC.CGAAAGA

151

CCYAAAAGAG
CCCAAAAGAA
CCYAAAAGAG
CCTAAAAGAA
CCCAARAGAG

201

ATAGTTACCG
ATGATGACCG
ATRATGACCG
CTAAGGATCG
ATGAACACCG

251

GGATGGGCCC
GGATGGACCC
GGATGGACCC
AGATGGACCC
GGATGGCNNT

301

GCARTGATGC
GTGATGATAC
GTAATGATAC
GTGATGATAC
GTGATGATAC

351

GACACGGCCN
GACACGGCCN
GACACGGCCHN
GACACGGCCC
GACACGGCCC

GAGTTTGATC
GAGTTTGATC
GAGTTTGATC
GAGTTTGATC
GAGTTTGATC

AAGTCGAACG
AAGTCGAACG
ARGTCGAACG
AAGTCGAACG
ARGTCGAACG

AGTTGAGTGG
ATTCGAGTGG
AATTGAGTGG
AGTTGAGTGG
AGCTTAGTGG

GGGGATAACA
GGGGATAACA
GGGGATAACA
GGGGATAACA
GGGGATAACA

CATGGTAACT
CATGGTCATT
CATNGTCATT
CATGATCCTT
CATGATGTTC

NCGGCGCATT
NCGGCGTATT
NCGGCGTATT
GCGGCGTATT
GCGGCGTATT

GTAGCCGAAC
GTAGCCGAGT
GTAGCCGAAC
GTAGCCGAAC
GTAGCCGAAC

NNNCTCCTACT
NTACTCCTAC
MAACTCCTAC
NAACTCCTAC
AAACTCCTAC

CTGGCTCAGG
CTGGCTCAGG
CTGGCTCAGG
CTGGCTCAGG
CTGGCTCAGG

AAACTTCTTT
AGAATTTCTT
i s BT TETLT
AAACTTTCTT
AAGCTTTCTT

CGAACGGGTG
CGGACGGGTG
CGAACGGGTG
CGGACGGGTG
CGAACGGGTG

CTTGGAAACA
TTTGGAAACA
CTTGGAAACA
CTTGGAAACA
CTTGGAAACA

ATGTAAAAGG
ATGTAAAAGG
ATGTAAMAGA
AGATGAAAGA
ATGTAAAAGA

AGCTAGTTGG
AACTAGTTGG
AACTTGTTGG
AACTAGTTGG
AACTTGTTGG

TGAGAGGTTG
TGAGAGACTG
TGAGAGGTTG
TGAGAGGTTG
TGAGAGGTTG

GGGAGGCAGC
GGGAGNNAGC
GGGAGGCAGC
GGGAGGCAGC
GGGAGGCAGC

ATNAACGCTG
ACGAACGCTG
ACGAACGCTG
ACGAACGCTG
ACGAACGCTG

ATCACCGAGT
A.CACCGAGT
CAATCATCGT
A .CACCGAAT
T.CACCGAAT

AGTAACACGT
AGTAACNCGT
AGTAACACGT
AGTAACACGT
AGTAACACGT

GGTGCTAATA
AATGCTAATA
GGTGCTAATA
GGTGCTAATA
GGTGCTAATA

TGGCTA.TGC
TNGTTT.TGC
TGGTTTCGGC
TGGTTCTNGC
CGGCTTTTGC

TGAGGTAAAG
TAGGGTAACG
TGGGGETAACG
TGGGGTAACG
TGGGGTAATG

ATCGGCCACA
ATCGGCCACA
ATCGGCCACA
ATCGGCCACA
ATCGGCCACA

AGTAGGGNAT
AGTAGGGAAT
AGTAGGGAAT
AGTAGGGAAT
AGTAGGGAAT

b0
GCGGCGTGCC
GCGGCGTGCC
GCGGCGTGCC
GCGGCGTGCC
GCGGCGTGLC

100
GCTTGCACTC
GCTTGCACTC
AGCTTGCTAC
GCTTGCATTC
GCTTGCATTC

150
GGGCAACCTG
GGGTAACCTG
GGGTAACCTG
GGGTAACCTG
AGGCAACCTG

200
CCGCATAACC
CCGTATAACC
CCGCATAACC
CCGTATATCT
CCGCATAACCT

250
TACCNCTTTT
TATCGCTTTT
TATCACTTTT
TATCGCTTTT
TGTCACTTTT

300
GCTTACCAAG
GCCTACNAAG
GCCTACCAAG
GCCTACCAAG
GCCTACCAAG

350
TTGGGACTGA
ATGGGACTGA
TTGGGACTGA
TTGGGACTGA
TTGGGACTGA

400
CTTCCNCAAT
CTTCCACAAT
CTTCCACAAT
CTTCCACAAT
CTTCCACAAT
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L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
I.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
IL.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
[.aviarius
L.agilis
I.salivarius
L.ruminis

401

GGGCGAAAGC
GGGCGCAAGC
GGGCGCAAGC
GGACGCAAGT
GGACGAAAGT

451

TCGTAAAACC
TCGTAAAATT
TCGTAAAACT
TCGTAAAACT
TCGTAAAATT

501
TTTCGACGG
CACTGACGG
TATTGACGG
CGATGACGG

GTATTGACGG

55

CGCGGTNATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA

601

GGAACGCAGG
GGAACGCAGG
GGAACGCAGG
GGAACGCAGG
GGAACGCAGG

651

GAGTAGTGCA
GAGATGTGCA
AAGNATTGCA
GAGTAGTGCA
ARAGTAGTGCA

701

ACTCNATGTG
ACTCCATGTG
ACTCCATGTG
ACTCCATGTG
ACTCCATGTG

11521

CGAAAGCGGC
CGAAAGCGGC
CGAAAGCGGC
CGAAAGCGGC
CGAAAGCGGC

CTNATGGAGC
CTGATGGAGC
CTNATGGAGC
CTGATGGAGC
CTGATGGAGC

CNGTTGTTAG
CTGTTGTTAG
CNGTTGTTAG
CNGTTGTTAG
CTGTTGTCAG

TATCTAACCA
TATCTAACCA
TATCTAACCA
TATCTAACCA
TATCTGACCA

CGTAGGTGGC
CGTAGGTGGC
CGTAGGTGGC
CGTAGGTGGC
CGTAGGTGGC

CGGTCTTTTA
CGGTTTTTTA
CGGTCCTTTT
CGGTCTTTTA
CGGTCTTTTA

TTGGAAACTG
TTGGAAACTG
TTGGAAACTG
TTGGAAACTG
TTGGAAACTG

TAGCGGTGAA
TAGCGGTGAA
TAGCGGTGAA
TAGCGGTGAA
TAGCGGTGAA

TCTCTNGTCT
TCTCTGGTCT
TCTCTGGTCT
TCTCTGGTCT
TCTCTGGTCT

ARCGCCNCCT
AACGCCGCGT
AACGCCNCGT
AACGCCGCGT
AACGCCGCGT

AGAAGAAAGT
AGAAGAATAT
AGAAGAACAT
AGAAGAACTC
AGAAGAACGT

GAAAGCCACG
GCAAGTCACG
GAAAGCCACG
GCAAGTCACG
GAAAGCCACG

NAGCGTTATC
NAGCGTTGTC
NAGCGTTGTC
AAGCGTTGTC
NAGCGTTGTC

AGTCTGATGT
AGTCTGATGT
AGTCTGATGT
AGTCTGATGT
AGTCTGATGT

GGAGACTTGA
GAAGACTTGA
GAGGCCTTGA
GAAGACTTGA
GAAGACTTGA

ATGCGTAGAT
ATGCGTAGAT
ATGCGTAGAT
ATGCGTAGAT
ATGCGTAGAT

GTAACTGACG
GTAACTGACG
GTAACTGACG
GTAACTGACG
GTAACTGACG

GGGTGAAGAA
GAATGAAGAA
GAGTGAAGAA
GAGTGAAGAA
GAATGAAGAA

GCGTGAGAGT
GAGTAATAGT
GCARGAGAGT
GAGTGAGAGT
GCGTGAGAGT

GCTAACTACG
GCTAACTACG
GCTAACTACG
GCTAACTACG
GCTAACTACG

CGGATTTATT
CGGATTTATT
CGGATTTATT
CGGATTTATT
CGGATTTATT

GAAACCNNNC
GAAAGCNTTC
GAAAGCCTTC
GAAAGCCTTC
GAAAGCCTTC

GTGCAGAAGA
GTGCAGAAGA
GTGCAGAAGA
GTGCAGAAGA
GTGCAGAAGA

ATATGGAAGA
ATATGGAAGA
ATATGGAAGA
ATATGGAAGA
ATATGGAAGA

CTGAGGTTCG
CTGAGGTTCG
CTGAGGTTCG
CTGAGGTTCG
CTGAGGTTCG

Resultats

450
GGTCTTCGGA
GGTCTTCGGA
GGTCTTCGGA
GGTCTTCGGA
GGCCTTCGGG

500
AACTGTTCAC
AACTGATTAT
AACTGTTCTT
AACTGTTCAT
AACTGTTCAC

550
TGCCAGCAGC
TGCCAGCAGC
TGCCAGCAGC
TGCCAGCAGC
TGCCAGCAGC

600
GGGCGTAAAG
GGGCGTAAAG
GGGCGTAAAG
GGGCGTAAAG
GGGCGTAAAG

650
GGCTTAACCG
GGCTTAACCG
GGCTTAACCG
GGCTTAACCG
GGCTTAACCG

700
GGAGAGTGGA
GGAGAGTGGA
GGAGAGTGGA
GGAGAGTGGA
GGAGAGTGGA

750
ACACCAGTGG
ACACCAGTGG
ACACCAGTGG
ACACCAGTGG
ACACCAGTGG

800
AAAGCGTGGG
AAAGCATGGG
AAAGTGTGGG
ARAGCGTGGG
AAAGCGTGGG
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L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

801

TAGCAAACAG
TAGCGAACAG
TAGCAAACAG
TAGCARACAG
TAGCAAACAG

851

CTAAGTGTTG
CTAGGTGTTG
CTAAGTGTTG
CTAGGTGTTG
CTAAGTGTTG

901

CATTCCGCCT
CATTCCGCCT
CATTCCGCCT
CATTCCGCCT
CACTCCGCCT

951

GGGNGCCNGC
GGGNNCCNGC
GGGGGCCNGC
GGGGGCNNGC
GGNNGCCNGC

1001

AGAACCTTAC
AGAACCTTAC
AGAACCTTAC
AGAACCTTAC
AGAACCTTAC

1051

TCCNTTCGGG
TCCCTTCGGG
TCCCTTCGGG
TCCCTTCGGG
TCCCTTCGGG

1101

TCGTGAGATG
TCGTGAGATG
TCGTGAGATG
TCGTGAGATG
TCGTGAGATG

1151

TTGCCAGCAT
TTGCCATCAT
TTGCCAGCAT
TTGCCAGCAT
TTGCCATCAT

GATTAGATAC
GATTAGATAC
GATTAGATAC
GATTAGATAC
GATTAGATAC

GAGGGTTTCC
GAGGGTTTCC
GAGGGTTTCC
GAGGGTTTCC
GAGGGTTTCC

GGGGAGTACG
GGGGAGTACG
GGGGAGTACG
GGGGAGTACG
GGGGAGTACG

ACAAGCGGTG
ACAAGCGGTG
ACAAGCGGTG
ACAAGCGGTG
ACAAGCGGTG

CAGGNCTTGA
CAGGTCTTGA
CAGGTCTTGA
CAGGTCTTGA
CAGGTCTTGA

GACAGAATGA
GACAAAATGA
GNCAAAATGA
GACAAAGTGA
GACAGAATGA

TTGGGTTAAG
TTGGGTTAAG
TTGGGTTAAG
TTGGGTTAAG
TTGGGTTAAG

TAAGTTGGGC
TCAGTTGGGC
TAAGTTGGGC
TAAGTTGGGC
TAAGTTGGGC

CCTGGTAGTC
CCTGGTAGTC
CCTGGTAGTC
CCTGGTAGTC
CCTGGTAGTC

GCCCTTCAGT
GCCCTTCAGT
GCCCTTCAGT
GCCCTTCAGT
GCCCTTCAGT

ACCGCAAGGT
ACCGCAAGGT
ACCGCAAGGT
ACCGCAAGGT
GTCGCAAGAC

GAGCATGTGG
GAGCATGTGG
GAGCATGTGG
GAGCATGTGG
GAGCATGTGG

CATCTTCTGA
CATCTTTTGA
CATCTTTTGA
CATCCTTTGA
CATCTTCTGA

CAGGTGGNGC
CAGGTGGNGC
CAGGTGGNGC
CAGGTGGNGC
CAGGTGGTGC

TCCCGCAACG
TCCCGCAACG
TCCCGCAACG
TCCCGCAACG
TCCCGCAACG

ACTCTAGCAA
NCTCTGGCGA
ACTCTGGCGA
ACTCTGGCGA
ACTCTGGCGA

CACGCCGTAA
CATGCCGTAA
CACACCGTAA
CACGCCGTAA
CACGCCGTAA

GCTGCAGCTA
GCCGCAGCTA
GCTGCAGCTA
GCCGCAGCTA
GCTGCAGCTA

TGAAACTCAA
TGAAACTCAA
TGAAACTCAA
TGAAACTCAA
TGAAACTCAA

TTTAATTCGA
TTTAATTCGA
TTTAATTCGA
TTTAATTCGA
TTTAATTCGA

CAATCCTAGA
CCACCTAAGA
CCATCTTAGA
CCACCTAAGA
CAATTCCAGA

ATGGTTGTCG
ATGGCTGTCG
ATGGCTGTCG
ATGGCTGTCG
ATGGTTGTCG

AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC

GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT

Resultats

850
ACGATGAATG
ACGATGAATG
ACGATGAATG
ACGATGAATG
ACGATGAGTG

900
ACGCAATAAG
ACGCAATAAG
ACGCAATAAG
ACGCAATAAG
ACGCATTAAG

950
AGGAATTGAC
AGGAATTGAC
AGGAATTGAC
AGGAATTGAC
AGGAATTGAC

1000
ANNAACGCGA
ANNAACGCGA
ANNAACGCGA
ANNAACGCGA
AGCAACGCGA

1050
GATAGGACTT
GATTAGGNNT
GATAAGATTT
GATTAGGCTT
GATGGAACGT

1100
TCAGCTCGTG
TCAGCTCGTG
TCAGCTCGTG
TCAGCTCGTG
TCAGCTCGTG

1150
TTATTGTTAG
TTGTTGTCAG
TTGTTGTCAG
TTGTTGTCAG
TTATTGTCAG

1200
GACAAACCGG
GACAAACCGG
GACAAACCGG
GACAAACCGG
GACAAACCGG
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L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

I.animalis
IL.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

L.animalis
L.aviarius
L.agilis
L.salivarius
L.ruminis

1201

AGGAAGGTGG
AGGAAGGTGG
AGGAAGGTGG
AGGAAGGTGG
AGGAAGGTGG

1257

CACACGTGCT
CACACGTGCT
CACACGTGCT
CACACGTGCT
CACACGTGCT

1301

GCAAATCTCT
GCTAATCTCT
GCTAATCTCT
GCTAATCTCT
GCTAATCTCT

1351

TNCATGAAGT
TGCATGAAGT
TNCATGAAGT
TACATGAAGT
TGCATGAAGT

1401

TACGTTCCCN
TACGTTCCCN
TACGTTCCCN
TACGTTCCCG
TACGTTCCCG

1451

ACACCCAAAG
ACACCCAAAG
ACACCCAAAG
ACACCCAAAG
ACACCCAAAG

1501

GACAGATGA~
GACAGANGA~
GACAGATGAT
GACAGATGAT
GACAGATGAC

NNNNNGATCA

GGATGACGTC
GGATGACGTC
GGACGACGTC
GGACGACGTC
GGATGACGTC

ACAATGGACG
ACAATGGACG
ACAATGGACG
ACAATGGACG
ACAATGGACG

TAAAGCCGTT
TAAAGTCGTT
TAAAGCCGTT
TAAAGCCGTT
TAAAGCCGTT

CGGAATCGCT
CGGAATCGCT
CGGAATCGCT
CGGAATCGCT
CGGAATCGCT

GGCNNTGTAC
GGCNTTGTAC
GGCCNTGTAC
GGCCTTGTAC
GGCCTTGTAC

CCGGTGGGGT
CCGGTGGAGT
CCGGTGGGGT
CCGGTGGGGT
TCGGTGGGGT

CCTCCTTTCT

AAATCATCAT
AAGTCATCAT
AAGTCATCAT
AAGTCATCAT
AAATCATCAT

GTACAACGAG
ATACAACGAG
GTACAACGAG
GTACAACGAG
GTACAACGAG

CTCAGTTCGG
CTCAGTTCGG
CTCAGTTCGG
CTCAGTTCGG
CTCAGTTCGG

AGTAATCGCG
AGTAATCGCG
AGTAATCGCG
AGTAATCGCG
AGTAATCGCG

ACACCGCCCG
ACACCGCCCG
ACACCGCCCG
ACACCGCCCG
ACACCGCCCG

AACCTTTT.G
AACCATTT.G
AACCTTTTAG
AACCGCAA.G
AACCTTTT.G

NNGTAACAAG

GCCCCTTATG
GCCCCTTATG
GCCCCTTATG
GCCCCTTATG
GCCCCTTATG

TCGCAAGAYC
TCGCGARACC
TYGCAAACTC
TCGCGAGACC
TCGCTAACTC

ATTGTAGGCT
ATTGCAGGCT
ATTGTAGGCT
ATTGTAGGCT
ATTGCAGGCT

GATCAGCATG
GATCAGCATG
AATCAGCATG
AATCAGCATG
AATCAGCATG

TCACACCATG
TCACACCATG
TCACACCATG
TCACACCATG
TCACACCATG

GAGCCAGCCG
GAGCTAGCCG
GAGCTAGCCG
GAGCCAGCCG
GAGCCAGCCG

Resultats

1250
ACCTGGGCTA
ACCTGGGCTA
ACCTGGGCTA
ACCTGGGCTA
ACCTGGGCTA

1300
GCGAGGTTTA
GCGAGGTTAA
GCGAGGGCAA
GCGAGGTTTA
GCGAGGGCAA

1350
GCAACTCGCC
GCAACTCGCC
GCAACTCGCC
GCAACTCGCC
GCAACTCGCC

1400
CCGCGGTGAA
CCGCGGTGAA
TCGCGGTGAA
TCGCGGTGAA
TCGCGGTGAA

1450
AGAGTTTGTA
AGAGTTTGTA
AGAGTTTGTA
AGAGTTTGTA
AGAGTTTGTA

1500
TCTAAGGTGG
TCTAAGGTGG
TCTAAGGTGG
TCTAAGGTGG
CCTAAGGTGG

NNGAACCTGN

La zona marcada amb negreta correspon a la de maxima variacio entre sequencies.
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Resultats

Figura 3.7-Membrana d'hibridacié obtinguda amb la sonda Lb.sal 2.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Llegenda: 1 a 9: L.salivarius CTC2049, CTC2112, CTC2166, CTC2176, CTC2183,
CTC2186, CTC2197, CTC2197", CTC2244, 10: L.agilis DSM20.509, 11: L.salivarius
subsp.salicinius DSM20.554, 12: L.salivarius subsp. salivarius DSM20.555,
13: L.animalis DSM20.602, 14: L.aviarius subsp. aviarius DSM20.655. 15: L.ruminis
DSM20.511,
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Resultats

Les seqiiéncies obtingudes per a les diverses soques es mostren a la figura 3.8. En
comparar la seva seqiiéncia amb la del 16S ARN ribosomic de la soca tipus L.salivarius
subsp. salivarius DSM20555, s’observa un elevat percentatge de coincidéncia, proper al
100%, en la zona seqiienciada situada aproximadament entre les bases 50 1 350. Aquesta
zona coincideix amb la de maxima variacio dins del 16S ARN ribosomic, mostrant que

en tots els casos es tracta de I’espécie L.salivarius subsp. salivarius.

3.6-IDENTIFICACIO DE L.salivarius CTC2197%" A TRAVES DE PERFILS DE
RAPD

La técnica de RAPD-PCR es basa en ’amplificacio d’una molecula d’ADN utilitzant
encebadors a I’atzar, de manera que es pot distingir una soca d’una altra a traves de
I’obtencio d’empremtes especifiques. Aixo permetria detectar a través de PCR la
preséncia d'una soca determinada en una poblacio mixta, evitant I'ambiguitat i llarga
durada dels métodes tradicionals. Aixi mateix obre la possibilitat de treballar
directament a partir d’una colonia sense necessitat d’haver d’extreure i aillar I’ADN.

Per obtenir un perfil de RAPD que permetés diferenciar L.salivarius CTC2197" de la
poblacio natural de lactobacils del tracte gastrointestinal dels pollets, durant els assaigs
in vivo, es van provar un total de 80 encebadors que es van assajar sobre les soques
CTC2197, CTC2197%" i altres soques d’origen intestinal conservades a —80°C. Amb 10
dels encebadors provats: OPJ17, OPJ18, OPKS, OPK 13, OPK 18, OPZ5, OPZ6, OPZ9,
OPZ10 i OPZ15 es va aconseguir obtenir un perfil repetitiu que permetia distingir la
soca probiotica d'altres soques estretament relacionades. Posteriorment aquests
encebadors es van assajar sobre un ventall més ampli de soques lactiques procedents de
I'intesti de pollets, per tal d'assegurar la seva eficacia a l'hora de distingir la soca
probiotica de les altres. D'aquesta manera es va determinar que els encebadors OPKS,
OPK18 i OPZ15 eren els unics capagos de distingir aquesta soca d'altres lactobacils,
incloent la soca L.salivarius CTC2197%'. Els perfils obtinguts amb aquests encebadors

es mostren a les figures 3.9,3.1013.11, respectivament.
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Resultats

Figura 3.8-Comparacié de les seqgiiéncies del 16S ARN ribosomic de L.salivarius

supsp. salivarius DSM20555 i les soques CTC2166, CTC2183 i CTC2197"".

L.salivarius
CTC21l66
CcTC2183
crcz197™

L.salivarius
CTC2166
cTC2183
CTC2197

L.salivarius
CTCZ2166
CTC2183
cTc2197™

L.salivarius
CTCZ2166
CTC2183
cTcz197™

I..salivarius
CTC2166
cTC2183
cTCc2197%

L.salivarius
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Resultats

Figura 3.9-Perfils de RAPD de diversos lactobacils d’origen intestinal amb I’encebador
OPKS.

Kb
21.226

5.148
3.530

2.027
1.584
1.375

947
831
564

Llegenda: M: BioSizer' ™ 111 (angewandte Gentechnologie Systeme) com a marcador,
{ a 11: Lsalivarius CTC2049, CTC2049%', CTC2112, CTC2166, CTC2166%,
CTC2176, CTC2183, CTC2186, CTC2197, CTC2197", CTC2244.
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Resultats

Figura 3.10-Perfils de RAPD de diversos lactobacils d’origen intestinal amb

I’encebador OPK 18.

2,027

1.375

947

564

Llegenda: M: BioSizer'™ 111 (angewandte Gentechnologie Systeme) com a marcador,
1 a 11: Lsalivarius CTC2049, CTC2049%'. CTC2112, CTC2166. CTC2166",
CTC2176, CTC2183, CTC2186, CTC2197, CTC2197%!, CTC2244.
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Resultats

Figura 3.11-Perfils de RAPD de diversos lactobacils d’origen intestinal amb

I’encebador OPZ15.

Kb

Llegenda: M: BioSizer'™ III (angewandte Gentechnologie Systeme) com a marcador.

1 a 4: L.salivarius CTC2166, CTC2183, CTC2197, CTC2197%".
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Resultats

3.7-CARACTERITZACIO DE L’ACTIVITAT ANTAGONISTA DE LES
SOQUES SELECCIONADES

Per ampliar I’estudi sobre I’espectre d’inhibicio de les 8 soques seleccionades,
inhibidores d'E.coli CTC1028 i S.enteritidis CTC1026, es va assajar l’activitat
antagonista amb el métode de la gota en agar enfront Salmonella typhimurium
CTC1037, S.typhimurium CTC1038, S.enteritidis CTC1039, S.enteritidis CTC1040,
S.enteritidis CTC1041, Campylobacter jejuni CTC1042 i C.jejuni CTC1043. En tots els
casos les soques van demostrar capacitat per produir zones d’inhibicio superiors als 5
mm enfront les 7 soques indicadores.

Per determinar si la substancia responsable de I’activitat inhibidora era excretada al
sobrenedant, aquesta es va assajar amb el metode de la difusio en pou enfront E.coli
CTC1028 i S enteritidis CTC1026. Quan els sobrenedants van ser pasteuritzats, totes les
soques assajades van seguir mantenint la seva capacitat inhibidora. Quan a meés de ser
pasteuritzats van ser neutralitzats a pH 6°5, tots ells van perdre I’activitat inhibidora
enfront les dues soques indicadores. L’addicio de catalasa al sobrenedant, a una
concentracio final de 0’5 mg/ml, no va afectar en res la seva capacitat inhibidora.
Alguns dels resultats obtinguts amb la soca CTC2197 es poden veure a les figures 3.12 1
3.13.

3.8-HIDROFOBICITAT, AGREGACIO I COAGREGACIO CEL.LULAR

3.8.1-Hidrofobicitat

S’han descrit correlacions entre I’adheréncia dels bacteris als hidrocarburs i la seva
adhesio a altres superficies, incloent les cel-lules epitelials. D’aquesta manera la
capacitat d'adherir-se als hidrocarburs proporciona un métode senzill per mesurar la
hidrofobicitat o capacitat d’establir interaccions hidrofobiques de les superficies
cel-lulars amb altres superficies.

Les 8 soques estudiades van presentar un elevat percentatge d'hidrofobicitat que va
coincidir amb la seva capacitat adhesiva segons la prova de Fuller (3.2). Aixi mateix es
van afegir com a control positiu la soca L.gasseri 2459 (cedida per la Dra. C. Barbés.
Universitat de Oviedo) de provada capacitat hidrofobica (Boris, 1997) i com a control

negatiu la soca L.sakei CTC494.
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Resultats

Figura 3.12-Assaig de I’activitat antagonista, amb el metode de la gota en agar, de
Lactobacillus salivarius CTC2197 enfront Escherichia coli CTC1028 (A) i Salmonella
enteritidis CTC1026 (B).

Figura 3.13-Assaig de I’activitat antagonista, mitjangant la difusio en pou del

sobrenedant, de Lactobacillus salivarius CTC2197 enfront Salmonella enteritidis

CTC1026.

Sobrenedant no neutralitzat

Sobrenedant neutralitzat
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Resultats

L.salivarius CTC2049 92'96% L.salivarius CTC2197 94'97%
L.salivarius CTC2112 93'70% L.salivarius CTC2231 90'38%
L.salivarius CTC2166 90'44% L.salivarius CTC2244 87'15%
L.salivarius CTC2176 93'81% L.sakei CTC494 0%
L.salivarius CTC2183 88'76% L.gasseri 2459 93'70%

3.8.2-Agregacio cel-lular

L’agregacio cellular és la capacitat que tenen les cel-lules bacterianes per interaccionar
entre si. La prova d’agregacio ens permet saber no nomes si les soques tenen aquesta
propietat, sin0 també el temps que triguen en manifestar-la quan es troben en contacte
en un medi liquid. Totes les soques assajades van presentar capacitat d’agregar-se entre
si i a més d’una forma rapida, ja que amb 15 minuts es va poder observar la presencia
de particules al fons del tub i un sobrenedant perfectament clar. Nomeés la soca
CTC2049 va trigar 60 minuts en presentar el mateix aspecte, indicant que I’agregacio
entre les seves cél-lules havia tingut lloc d’una forma mes lenta.

La soca L.salivarius CTC2197 va ser seleccionada per estudiar la naturalesa de la
substancia responsable de I’agregacio perque es tractava d’una de les dues soques
autoagregants que va presentar un major index d’adhesio bacteriana i la que va mostrar
un major percentatge d’hidrofobicitat.

Quan els diferents tractaments (proteinasa K, metaperiodat, tripsina, lipasa i calor) es
van aplicar en el sobrenedant, la capacitat agregant de la soca no es va veure alterada en
cap dels casos, de manera que no es va poder determinar la naturalesa del factor
promotor de I’agregacio excretat al sobrenedant.

Quan les cél-lules van ser tractades amb proteinasa K i metaperiodat, L.salivarius
CTC2197 va perdre la seva capacitat d’agregacio. La tripsina, la lipasa i I’exposicio a
100°C no van tenir cap efecte en la capacitat agregant de la ceél-lula. Aquests resultats
indicaven que la substancia de la superficie cel-lular responsable de 1’agregacio era un

factor de naturalesa glicoproteica.
3.8.3-Coagregacio cel'lular

La coagregacio cel-lular és la capacitat que tenen les cel-lules bacterianes de dues

soques determinades per interaccionar entre si. Els percentatges de coagregacio
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Resultats

calculats segons Handley i col. (1987) van oscil-lar entre 1’2 i 14’4, tal i com es pot
veure a la taula 3.4.

Totes les soques assajades van ser capaces d’interaccionar amb alguna de les altres, pero
no se’n va trobar cap que fos capag de coagregar amb totes elles. La soca que va
presentar un menor nombre de coagregacions va ser la CTC2244 que només ho va fer
amb dues soques. Per altra banda n’hi van haver dues capaces de coagregar amb tres de
les soques assajades, la CTC2112 i la CTC2176, i tres que van poder coagregar amb
quatre de diferents, la CTC2166, CTC2183 i CTC2231. Les soques que van presentar
un major nombre d’aparellaments van ser la CTC2049 i la CTC2197 que van tenir
capacitat per coagregar amb cinc de les soques assajades.

De les cinc soques que van presentar un major nombre d’aparellaments es va assajar la
seva capacitat de coagregacio amb Salmonella enteritidis CTC1026. Les soques
CTC2183 i CTC2197 van donar resultats positius mentre que les soques CTC2049,
CTC2166 i CTC2231 no van ser capaces de coagregar amb el patogen.

La bona capacitat de coagregacio, tant amb altres lactobacils com amb Salmonella,
l'elevat percentatge d'hidrofobicitat i la bona capacitat d'adhesio, aixi com l'ampli
espectre antagonista i la resistéencia a les condicions intestinals, van determinar la
seleccio de les soques L.salivarius CTC2183 i L.salivarius CTC2197 per a ser

utilitzades com a probiotics en els posteriors assaigs in vivo.

3.9-GEN RESPONSABLE DE L’ADHESIO

Els dos encebadors All3 i All 4 es van utilitzar per amplificar a través de PCR el
fragment del gen de I’adhesio de L.gasseri 4B2. clonat en el plasmid pUCIS8, en una
soca d’Escherichia coli, a través de PCR. Després d’assajar diverses temperatures
d’hibridacio (46, 50, 52 i 54°C) es va determinar que la maxima especificitat s’obtenia a
una temperatura d’hibridacio de 50-52°C, en que I’amplificacio del plasmid donava una
(nica banda corresponent al fragment de 630 parells de bases esperat.

Un cop fixades les condicions, aquestes es van aplicar per amplificar I’ADN de
Lsalivarius CTC2049, CTC2166, CTC2183, CTC2197 i CTC2197"'. Els resultats
obtinguts es mostren a la figura 3.14. Es va poder observar la presencia de diverses
bandes, inclosa una de 500 parells de bases en les soques L.salivarius CTC2049,

CTC2166, CTC2197 i CTC2197%".

112



Resultats

Taula 3.4-Coagregacio cel-lular entre les diferents soques de Lactobacillus salivarius

seleccionades.

CTC 2049 2112 2166 2176 2183 2197 2231 2244
2049 -/0 +I 1T +[{57 -]0 +/144 +/3’1 -/0 +/3°3
2112 -10 -/0 -/0 -/0 +/1’9 +/1’5 -/0
2166 -/0 +/6’1 -/0 -10 +/44 +/11°2
2176 -/0 +/12 +/26 -/0 -/0
2183 -/0 +/1’9 +/56 -/0
2197 -/0 +/3%9 =y0
2231 -/0 -/0
2244 -/0

Els simbols + i - indiquen I’apreciacio visual.

Els nombres indiquen el percentatge.
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Resultats

Figura 3.14-Amplificacio del gen responsable de I’adhesio de Lactobacillus gasseri
4B2 clonat en el plasmid pUC18 i de ’ADN de Lactobacillus salivarius CTC2049,
CTC2166, CTC2183, CTC2197 i CTC2197*" amb els encebadors All3 i All4.

Kb
1000

500

100

Llegenda: M: marcador, 1 a 8. [L.salivarius CTC2049, CTC2166, CTC2183,
CTC2197, CTC2197", 6 a 8: plasmid pUCI18.
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3.10-RESISTENCIA A LA RIFAMPICINA

3.10.1-Preséncia de lactobacils resistents a la rifampicina en la microbiota natural
dels pollets

Per comprovar que la presencia de soques resistents a la rifampicina és una propietat
poc comu entre els lactobacils de la microbiota dels pollastres, es van estudiar 10 pollets
d'entre 5121 dies d'edat procedents de tres origens diferents. A partir dels cecs d'aquests
animals es va fer el recompte de lactobacils en agar Rogosa i de lactobacils resistents a
la rifampicina en agar Rogosa-rif. Els resultats obtinguts es mostren a la taula 3.5.

La poblacio de lactobacils als cecs dels animals estudiats va oscil-lar entre 10” i 10’
ufc/g. El nombre de lactobacils resistents a la rifampicina va estar per sota del nivell de
deteccio (< 10% ufc/g), indicant la possibilitat d'utilitzar la resisténcia a l'antibiotic com
una propietat per contraseleccionar les soques probiotiques de la resta de poblacio

indigena en els assaigs i1 vivo.

3.10.2-Seleccio de soques resistents a la rifampicina

Es va determinar la preséncia de poblacio resistent a la rifampicina en les dues soques
seleccionades per als posteriors assaigs in vivo, L.salivarius CTC2183 i L.salivarius
CTC2197.

Amb aquest objectiu es va fer el recompte d'un cultiu de nit de cada soca en MRS en
preséncia i abséncia de l'antibiotic. Per a la soca L.salivarius CTC2183 es va observar
que en un cultiu de 1°26x10" ufe/ml, 1°54x10% ufc/ml eren resistents a la rifampicina.
En el cas de la soca L.salivarius CTC2197, de 8°33x10° ufc/ml hi havia 7°54x10°
ufe/ml resistents a l'antibiotic. Es van seleccionar 2 colonies per a cada una d'elles
anomenades amb els superindex R1 1 R2.

El perfil plasmidic de les 4 colonies aillades es va comparar amb el de les dues soques
mares i els resultats obtinguts es poden veure a la figura 3.15. Es va observar que tant
CTC2183% com CTC2183" i CTC2197% presentaven el mateix perfil que la soca mare
respectiva. En el cas de la soca CTC2197%* s’observa la pérdua d'un plasmid. Davant
aquests resultats es van seleccionar les soques CcTC2183% i CTC2197*" per als
posteriors assaigs.

Per comprovar si tota la poblacio de les noves soques seleccionades era resistent a
I'antibiotic. es va fer el recompte d'un cultiu de nit de cadascuna en agar Rogosa en

preséncia i abséncia de rifampicina. En els dos casos els recomptes es van mantenir
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Taula 3.5-Recompte de lactobacils intestinals en pollets de 5-21 dies.

Mostra Bacteris lactics Bacteris lactics Rif"
1 5’08 <2
2 8’19 <2
3 9’32 <2
4 8732 <2
5 7’12 <2
6 7760 <2
7 6’94 <2
8 6’54 <2
9 7°00 <2
10 6’92 <2

Els resultats estan expressats en log ufc/g de contingut cecal.

Taula 3.6-Recompte de Lactobacillus salivarius resistents a la rifampicina després de

subcultius en abséncia d'antibiotic.

N de subcultius en MRS Cre2iss® CTC2197
0 9’15 8’60
3 889 8°45
7 8’80 8’57
10 9’27 8’57

Els resultats estan expressats en log ufc/ml.

116



Resultats

Figura 3.15-Perfil plasmidic de les soques Lactobacillus salivarius CTC2183 i

Lactobacillus salivarius CTC2197 i els clons resistents a la rifampicina.

Kb

55’00

738
5'23
2°76

Llegenda: 1: Escherichia coli V517 (Macrina i col, 1978) com a marcador,
2: L.salivarius CTC2183, 3: L.salivarius CTC2183" 4: L.salivarius CTC2183%,

5: L.salivarius CTC2197, 6: L.salivarius CTC2197", 7: L.salivarius CTC2197"%.
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similars. 1x10° ufe/ml per a la soca CTC2183"" i 4x10" ufc/ml per a la CTC2197",
mostrant que totes les cel-lules d'un cultiu de nit mantenien la resisténcia a la

rifampicina.

3.10.3-Manteniment de la resisténcia a la rifampicina

Per comprovar si les soques lactiques conservaven la resistencia a la rifampicina en
absencia de pressio selectiva, es van fer créixer fins a un total de 10 subcultius
successius en brou MRS sense l'antibiotic. A intervals regulars es van fer recomptes
dels cultius de nit en MRS-rif. Els resultats obtinguts es mostren a la taula 3.6.

Es va poder observar com les dues soques mantenien un recompte estable de la poblacio
resistent a l'antibiotic, després de 10 subcultius successius en medi de cultiu lliure de

rifampicina.

3.10.4-Manteniment de les propietats antagonistes, d'agregacié i de coagregacio de
les soques resistents a la rifampicina

Amb el métode de la gota en agar (2.5.3) es va recomprovar la capacitat de L.salivarius
cTC2183" i L.salivarius CTC2197%" per inhibir el creixement dels patogens
Fscherichia coli CTC1028 i Salmonella enteritidis CTC1026. Ambdues soques van
demostrar capacitat per produir zones d'inhibicié superiors als 5 mm, de la mateixa
manera que les soques lactiques originaries.

1'assaig de Reniero i col. (1992) (2.8.3) va permetre estudiar si les soques seleccionades
mantenien la capacitat d'agregacio de les originaries. Ambdues soques van presentar
capacitat d'agregar-se entre si i d'una forma rapida, ja que amb 15 minuts es va poder
observar la preséncia de particules al fons del tub i un sobrenedant perfectament clar.
També es va estudiar la seva capacitat de coagregacio amb el test de Vandevoorde i col.
(1992) (2.8.4). El percentatge de coagregacio segons I’equacio de Handley i col. (1987)
va ser de 1768, indicant que mantenien la capacitat d'interaccionar entre si de les soques
originaries (1790%). Aixi mateix es va poder observar que ambdues eren capaces de
coagregar amb Salmonella enteritidis CTC1026 (0°17% 1 2°42% per a L.salivarius
CTC2183% i CTC2197", respectivament).
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3.11-CONSERVACIO DE LACTOBACILS AL LLARG DEL TEMPS

3.11.1-Supervivéncia d'un cultiu liofilitzat

Es van liofilitzar 4 cultius de nit de la soca L.salivarius CTC2197"', que es van
mantenir a 4°C, i periodicament se'n va fer un recompte per estudiar la seva
supervivencia al llarg del temps.

Els cultius liofilitzats van presentar un recompte mitja inicial de 6'03x10” ufc/g. La
viabilitat va disminuir fins a 7'59x10° ufc/g als 7 mesos, 9'56x10” ufc/g als 10 mesos i
7°59x10” ufc/g als 12 mesos, de manera que, després d'un any a 4°C, es va perdre una
mitjana de 1°9 logaritmes de cel-lules viables per gram de liofilitzat, o el que és el

mateix un 98°74% de viabilitat.

3.11.2-Supervivéncia d'un cultiu congelat

Per estudiar la supervivencia a la congelacio es van utilitzar 2 cultius de nit de
L.salivarius CTC2197%'. Un dels cultius es va resuspendre, per duplicat, amb MRS i un
20% de glicerol i I’altre, tambe per duplicat, amb llet descremada 10% i glucosa 7°5%, i
es van congelar a -40°C. Periodicament es van fer recomptes de la soca per estudiar la
seva supervivencia al llarg del temps. Els resultats obtinguts es mostren a la taula 3.7.
Els resultats indiquen que l'efectivitat dels dos sistemes de congelacio va ser forga
semblant. En els dos cultius que es van mantenir a -40°C amb llet descremada i glucosa,
es va observar una pérdua de viabilitat d'aproximadament 1’5 logaritmes en un any i
mig. La pérdua mitja va ser lleugerament inferior quan els cultius es van congelar en
MRS i glicerol.

La principal diferéncia entre els 2 metodes de conservacio es va observar durant el
primer mes. Els cultius en MRS i glicerol van mantenir la poblacio constant durant
aquest periode, i posteriorment va anar disminuint gradualment al llarg del temps. En el
cas dels cultius conservats en llet i glucosa, la pérdua més important de poblacio va
tenir lloc durant el primer mes de congelacio, ja que el nombre de cellules viables per

ml es va reduir en 1 logaritme.
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Taula 3.7-Recompte dels cultius congelats (-40°C) de L.salivarius CTC2197" al llarg

del temps.

Temps (mesos)

Cultiu 1

Cultiu 2

llet + glucosa | MRS + glicerol | llet + glucosa | MRS + glicerol
0 8°63 9’05 820 7’55
1 7°93 9’05 710 764
2 nd nd 711 732
18 722 730 6758 721
Pérdua viabilitat 1’41 175 1’62 0’34

Els resultats estan expressats en log ufc/ml i son la mitjana de 2 repliques.

nd-no determinat.

Taula 3.8-Supervivéncia de L.salivarius CTC2197*" en pinso emmagatzemat a 30°C.

Temps (hores) | Forma d’inoculacio L.salivarius CTC2197" (ufc/g)

del cultiu

0 Liquid 5711 6760 8’58

Liofilitzat 5’78 6’39 8’08

6 Liquid 4°47 5’42 7°98

Liofilitzat 3’38 5’86 6’90

24 Liquid 2700 2730 5’83

Liofilitzat 4’21 3’80 4°25

Perdua Liquid 311 #30 275

viabilitat Liofilitzat 1’57 2’59 3°83

Els resultats estan expressats en log ufc/g de pinso i son la mitjana de 2 repliques.
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3.12-INCLUSIO DELS LACTOBACILS EN EL PINSO

3.12.1-Resisténcia bacteriana al procés de granulacio del pinso

El pinso que s’administra a I’aviram es comercialitza en forma de farina o bé en forma
granulada. Durant el procés de granulacio, que dura uns 20 minuts, la farina €s sotmesa
a una temperatura d’aproximadament 80°C. Si es vol utilitzar el pinso com a vehicle de
subministrament de la soca probiotica, cal veure si aquesta és capag de resistir el proces
de granulacio.

Per aixo un cultiu de la soca L.salivarius CTC2197%" (3°9x10* ufc/ml), es va barrejar
amb farina de pinso a ’1% (10° ufc/g de pinso) i es va sotmetre a continuacio al procés
de granulacio.

A través del posterior recompte en agar Rogosa es van recuperar menys de 10* ufc de
L.salivarius CTC2197%'/g de pinso granulat, quatre ordres de magnitud inferior al que
s’esperava.

Veient que la soca no era capag de resistir suficientment el procés de granulacio, els

estudis posteriors es van dur a terme afegint la soca al pinso ja granulat.

3.12.2-Supervivéncia en el pinso a 30°C

La possibilitat d'utilitzar el pinso per administrar la soca probiotica als pollets, implica
la necessitat d'estudiar la seva capacitat de sobreviure en aquest medi a les temperatures
d'incubacio utilitzades en la cria. Durant les primeres setmanes de vida dels animals, les
incubadores es mantenen al voltant dels 30°C, i cal assegurar la supervivéncia de la soca
a aquesta temperatura un minim de 24 hores, que és la periodicitat amb que es repon el
pinso dels animals.

Per estudiar la seva viabilitat, la soca probiotica es va inocular en pinso a partir d'un
cultiu liquid i un cultiu liofilitzat. Es van provar diverses concentracions inicials (10°,
10° i 10* ufc/g de pinso) de la soca lactica i es va comprovar la seva supervivencia
després de 6 i 24 hores a 30°C. Els resultats obtinguts es mostren a la taula 3.8.

Partint del cultiu liquid, la major supervivéncia es va aconseguir quan la soca probiotica
s’havia inoculat a nivells de 10* ufc/g de pinso, amb una pérdua mitjana de poblacio de
2°75 logaritmes en 24 hores. En els altres casos la perdua de cel-lules viables per gram
es va situar en nivells superiors als 3 logaritmes.

Pel que fa al cultiu liofilitzat de L.salivarius CTC2197", es va observar que després de

24 hores a 30°C, el recompte disminuia en 1°7 log.
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Quan es va inocular en pinso el cultiu liofilitzat de L.salivarius CTC2197", els resultats
van ser diversos segons la concentracio bacteriana inicial, de manera que es va apreciar
un augment en la pérdua de viabilitat (1’57, 2’59 i 3’83 de mitjana) a mesura que
augmentava l'inocul (10°, 10° i 10* ufc/g, respectivament).

Si es comparen els resultats obtinguts en inocular els dos tipus de cultiu en pinso es pot
veure com, a les concentracions inicials més baixes de la soca probiotica (10° i 10°
ufc/g), la pérdua de viabilitat partint d’un cultiu liquid va ser lleugerament superior a la
obtinguda amb el cultiu liofilitzat, aproximadament 1’6 logaritmes. Per contra, a la
concentracié més elevada de la soca lactica (10* ufe/g), va ser el cultiu liofilitzat el que

va experimentar una major pérdua de cél-lules viables per gram de pinso.

3.12.3-Supervivéncia en el pinso a temperatura ambient

3.12.3.1-Diferéncies en la viabilitat d'un cultiu liquid i liofilitzat

Si es vol utilitzar el pinso com a medi per administrar la soca probiotica als pollets cal
assegurar, no només que aquesta €s capag de resistir a curt termini la temperatura de les
incubadores, sin6 també la dels llocs d'emmagatzematge, que solen trobar-se a
temperatura ambient.

Es va fer un estudi previ per determinar si s’observaven diferéncies en la viabilitat d'un
cultiu liquid i un cultiu liofilitzat en pinso després de diversos dies a temperatura
ambient. Els resultats obtinguts es mostren a la taula 3.9.

Es va poder observar com, a aquesta temperatura, la viabilitat del cultiu va ser
independent de si s'havia inoculat en la seva forma liquida o en pols liofilitzada, podent-
se utilitzar, a priori, qualsevol dels dos. Per qiiestions de comoditat en la manipulacio es
va decidir fer els posteriors assaigs amb el cultiu en la seva forma liofilitzada i

conservada a 4°C.

3.12.3.2-Supervivéncia d'un cultiu liofilitzat en pinso acidificat

Per administrar la soca lactica als pollets a través del pinso, cal assegurar la seva
supervivéncia a mig termini en preseéncia dels productes acidificants inclosos
normalment pels fabricants, i a temperatura ambient que €s la temperatura a la que
s'emmagatzemen.

Es va avaluar la supervivéncia a temperatura ambient d'un cultiu liofilitzat de
L.salivarius CTC2197%" en 7 pinsos als que s’havien addicionat diversos productes

acidificants. La pérdua de viabilitat va ser molt homogenia, de manera que no es van
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Taula 3.9-Supervivéncia de L.salivarius CTC2197%' en pinso emmagatzemat a

temperatura ambient.

Temps (dies) Forma d’inoculacio del cultiu
Liquid Liofilitzat
0 7°54 6’65
2 776 4’62
3 6’72 4’15
6 557 3271
7 5700 406
Pérdua viabilitat 2’54 2’59

Els resultats estan expressats en log ufc/g de pinso.
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observar diferéncies substancials entre el pinso control (pinso 1) i els pinsos acidificats
provats. La reduccio més important es va produir durant els 3 primers dies en qué hi va
haver una davallada mitjana de 3’34 logaritmes. En els segiients 8 dies la disminucio
mitja del nombre de viables per gram de pinso va ser de 0’74 logaritmes, arribant a una
perdua total de 4’08 logaritmes de mitjana en 12 dies. Als 30 dies la supervivencia va
ser nul-la en tots els casos, obtenint-se recomptes inferiors a 10* ufc/g de pinso.

Paral-lelament es va comparar la supervivencia d'un cultiu liofilitzat pur a temperatura
ambient i refrigerat a 4°C per comprovar si, les perdues de viabilitat, eren degudes a
I’efecte de la temperatura o a la presencia d’alguna substancia inhibidora en el pinso.
Quan el cultiu es va mantenir a temperatura ambient es van obtenir resultats for¢a
semblants als obtinguts en pinso, arribant-se a una perdua total de poblacio de 4°49
logaritmes als 12 dies. En canvi, quan el liofilitzat es va conservar a 4°C la poblacio es
va mantenir estable després de 12 dies: 7'76x10° ufc/g al principi i 5'37x10” ufe/g al

final.

3.12.3.3-Millora de la viabilitat de la soca probiotica en pinso

Els resultats obtinguts fins al moment mostraven que la supervivencia de la soca
probiotica en pinso acidificat a temperatura ambient i a mig termini, era pobre. En un
intent de millorar la seva viabilitat, es van seleccionar aquelles colonies que eren
capaces de sobreviure un temps determinat en pinso i s'hi van reinocular repetides
vegades. Amb aixo es pretenia sotmetre aquests organismes a una situacio d'estres per
seleccionar, posteriorment, aquells clons que haguessin estat capagos de desenvolupar
mecanismes de supervivencia.

Com que no s’havien observat diferéncies en la viabilitat de la soca en els diferents
pinsos acidificats provats, es va decidir triar-ne un a I’atzar per dur a terme els estudis
de millora de la viabilitat. El pinso seleccionat fou el nimero 7.

Després de comprovar pel perfil plasmidic, que totes les colonies recuperades del pinso
emmagatzemat 3 dies corresponien a la soca L.salivarius CTC2197", aquestes es van
reinocular de nou en pinso fins a 3 vegades consecutives i es va fer un seguiment de la
seva viabilitat en el pinso al llarg del temps.

Quan la soca probiotica s havia inoculat inicialment en pinso 7, s’havia observat que en
els 3 primers dies el recompte s havia reduit en 2’98 logaritmes. Despres de 2 reinoculs

consecutius es va aconseguir un increment en la supervivencia de la soca, que va
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presentar una peérdua de viabilitat de 2’46 logaritmes després de 7 dies. Les
reinoculacions posteriors no van aconseguir millors resultats.

Aquests resultats indiquen la possibilitat de millorar la viabilitat de la soca probiotica,
de manera que es puguin seleccionar clons que mostrin una major capacitat de

sobreviure en el pinso a temperatura ambient.

3.13-ASSAIGS IN VIVO

3.13.1-Pre-assaig

Per determinar si les dues soques seleccionades in vitro per les seves caracteristiques
adients com a potencials probiotics, L.salivarius CTC2 183" L. salivarius CTC2197"',
eren capaces de colonitzar el tracte gastrointestinal dels pollets iz vivo, es va dur a terme
un pre-assaig amb un reduit nombre d’animals. Els resultats obtinguts en el pre-assaig
es mostren a la taula 3.10.

Es va poder observar que la presencia de lactobacils resistents a la rifampicina va ser
significativament més important als cecs (10* ufc/g) on la poblacié va ser, de mitjana,
2°54 logaritmes superior a la del pap ( 10° ufe/g) (P<0°001). A les 41 hores no es van
apreciar diferéncies significatives entre la poblacié de lactiques a les 2 zones degut a
I’elevada desviacio tipica de les dades del pap.

En el tram final del tracte gastrointestinal la poblacio es va mantenir forga constant al
llarg del temps. En el pap hi va haver un lleuger augment de la microbiota, que no va ser
significatiu, de 1’51 logaritmes a les 86 hores de la inoculacio dels animals.

A través del perfil plasmidic de les diferents colonies resistents a la rifampicina aillades
de cada una de les mostres, es va fer un seguiment de les 2 soques administrades als
pollets. D'aquesta manera es va poder calcular en quin percentatge va ser capag, cada
una d'elles, de colonitzar el tracte gastrointestinal dels animals.

Al principi de l'assaig, la soca L.salivarius CTC2197%" es va mostrar dominant a les
dues zones mostrejades. En els temps intermedis la colonitzacio va ser més igualada. En
el cas dels cecs es va arribar a una colonitzacio del 50% per a cada una de les dues
soques a les 41 hores. En el pap, les dues soques es van mostrar alternativament
dominants a les 22 i 41 hores. Al final de l'assaig, la soca CTC2197*" es va tornar a
mostrar com la més competitiva en les dues zones estudiades, especialment en el pap on

va acabar desplagant totalment a la soca L.salivarius CIC2183™,
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Taula 3.10-Recompte de L.salivarius CcTC2183" i CTC2197*! en pap i cecs dels

pollets del pre-assaig in vivo.

Temps Pap Cecs Nivell de
(hores) | log ufc/g CT(Eg:)“R' C’“@:}"?m log ufc/g CT%:)”R' W’if/:;"’“' significacio

15 5’16 + 0’08 0 100 7°84 +0°24 25 75 *%

22 5’57 +0’10 75 25 7’50+ 0’14 25 75 **

41 594+ 0’72 25 75 8°50+0°24 50 50 NS

65 4’76 + 0’82 0 100 8°92+0°10 0 100 *

86 6’67 £0°55 0 100 8’05 +0°31 17 83 ¥
Mitjana | 5°62 +0°66 20 80 8’16 +0°50 | 23’4 7676 TEE

Els resultats estan expressats com a mitjana (log ufc/g) + desviacio tipica i son la
mitjana de 2 repliques.
Significacio de les diferéncies entre els recomptes de pap i cecs dins del mateix temps

de mostreig: ***, (P<0°001), **, (P<0’01); *, (P<0’05); NS, no significatiu.
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Davant les evidéncies de la major capacitat de colonitzacio de la soca L.salivarius
R1 . . . i 3
CTC2197", aquesta es va escollir per als posteriors assaigs in vivo en pollets en

condicions de cria de granja (21 dies).

3.13.2-Primer assaig

3.13.2.1-Recompte de lactobacils

El recompte de lactobacils obtingut en el primer assaig in vivo es mostra a la taula 3.11.
El recompte dels lactobacils totals només es va fer en els cecs dels animals que no
havien rebut la soca probiotica, tractaments A i B. La poblacio de lactobacils entre
aquests animals es va situar al voltant de 10°-10” ufc/g de cec, sense que es trobessin
diferéncies significatives als 14 dies. Als 21 dies els animals inoculats amb S.enteritidis
C-114 (tractament B) van presentar una reduccid (P<0’001) en el recompte de
lactobacils, que va ser significativament menor (P<0’05) que I"obtingut en els animals
control, no inoculats amb cap soca, en aquest mateix temps.

El recompte de lactobacils resistents a la rifampicina es va fer en tots els tractaments per
tal de determinar-ne la poblacio en els animals que havien rebut L.salivarius
CTC2197"" (tractaments C i D) i assegurar-ne I’abséncia en els animals control
(tractaments A i B). Entre els pollets que no van rebre la soca probiotica aquest
recompte va ser, en els dos temps estudiats, inferior a 10* ufc/g i significativament
diferent (P<0°05) al dels animals inoculats en el primer dia de vida amb ella, on va
arribar a nivells de 10° ufc/g tant als 14 com als 21 dies. En cap cas no es van detectar

diferéncies significatives entre els dos temps de mostreig dins de cada tractament.

3.13.2.2-Estudi dels perfils plasmidics
A través de la comparacio dels perfils plasmidics es va constatar que les colonies
resistents a la rifampicina que s’havien recuperat dels cecs dels animals tractats (C i D)

corresponien a la soca inoculada L.salivarius CTC21 97%!,

3.13.2.3-Infeccio per Salmonella

Pel que fa a la preséncia de Salmonella enteritidis C-114, els animals que van ser
inoculats amb el patdgen van mostrar un grau de colonitzacio als 14 dies d’entre el 90%,
en els casos en qué no es va administrar la soca probiotica (tractament B), i del 100%,

en els casos en queé si (tractament D). Respecte als dos grups que no van ser inoculats
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Taula 3.11-Recompte de lactobacils i lactobacils resistents a la rifampicina (Rif*) en el

cec i percentatge de pollets colonitzats amb Salmonella en el primer assaig in vivo.

Dies després de | Control (A) Inoculacio Inoculacio Inoculacio
la inoculacié S.enteritidis L.salivarius L.salivarius
C-114(B) | CTC2197* (C)| CTC2197% i
S.enteritidis
C-114 (D)
Lactobacils 14 8°76+0°28 ! | 9°044+0°12° nd nd
21 8°60+0°12 " | 777640724 " nd nd
Significacio # NS * Ak = -
Lactobacils 14 <2°00+0°00"° | 2°2140°31" | 6°75+0°72 " | 6729+0°74 *
Riff 21 <2°00+0°00® [ <2°0040°00"° | 6°10+0°71 * | 6°15+0°54 *
Significacio # NS NS NS NS
% animals 14 0 90 50 100
colonitzats
per 21 0 70 0 0
Salmonella

Els resultats estan expressats com a mitjana (log ufc/g) + desviacio tipica i son la

mitjana de 4 repliques.

a-b

Les mitjanes dins d'una mateixa fila amb superindex diferents difereixen

significativament (P<005).

# Significacio de les diferéncies entre les mitjanes de 14 i 21 dies dins de cada

tractament (columna): *** (P<0’001); NS, no significatiu.

nd- no determinat
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amb Salmonella, els pollets del tractament A es van veure lliures del patogen mentre
que en el tractament C hi va haver un 50% dels animals que el van presentar.

Al final de l'assaig, als 21 dies, la presencia del patogen va ser nul-la en tots els grups,
excepte entre els animals del tractament B en que hi va haver un 70% de positius per

Salmonella.

3.13.3-Segon assaig
Es va dur a terme un segon assaig on es van repetir els tractaments B, C’ i D” per tal de

disposar d’una repeticio del primer assaig.

3.13.3.1-Recompte de lactobacils

El recompte de lactobacils obtingut en el segon assaig in vivo es mostra a la taula 3.12.
En tots els animals estudiats es va fer el recompte tant de lactobacils totals com de
lactobacils resistents a la rifampicina. D’aquesta manera s’esperava coneixer el grau de
colonitzacié de la soca L.salivarius CTC2197"" en els animals tractats (tractaments C’ i
D’), i corroborar-ne la seva abséncia en els controls (tractament B’).

Pel que fa als nivells de poblacio total de lactobacils, en tots els animals tractats amb
L.salivarius CTC2197"" es van apreciar diferéncies significatives (P<0°05 en el
tractament C’ i P<0’01 en el tractament D) entre els dos temps de mostreig, de manera
que es va notar un lleuger augment en la poblacio al final de l'assaig, que va passar de
nivells de 10° ufc/g als 14 dies a nivells de 107-10® ufc/g als 21 dies. Entre els animals
del tractament B’ el recompte de lactobacils totals es va mantenir estable durant tot
I’assaig a nivells de 10° ufc/g de cec.

Als 14 dies la preséncia de lactobacils totals va ser significativament (P<0’05) superior
entre els animals del tractament B’, que no van rebre la soca probiotica, que entre els
pollets que si van ser inoculats. Als 21 dies I’augment de poblacio observat entre els
animals tractats amb L.salivarius CTC2197"" i inoculats amb Salmonella (tractament
D’) va fer desaparéixer aquestes diferéncies amb els del tractament B’.

Pel que fa a la preséncia de microbiota lactica resistent a la rifampicina, aquesta nomes
es va detectar entre els pollets que van ser inoculats amb la soca probiotica, on la
poblacio es va mantenir estable al llarg de tot I'assaig, situant-se a nivells de 10°-10°
ufc/g. Entre els animals que no van ser inoculats amb L.salivarius CIG2197™

(tractament B’) els recomptes van ser inferiors a 10 ufc/g.
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Taula 3.12-Recompte de lactobacils 1 lactobacils resistents a la rifampicina en el cec i

percentatge de pollets colonitzats amb Sa/monella en el segon assaig in vivo.

Dies després de la Inoculacio Inoculacio Inoculacié
inoculacié S.enteritidis C-114 L.salivarius L.salivarius
(B) CTC2197% (C) CTC2197% i
S.enteritidis C-114
(DY)
Lactobacils 14 8°54+0°29 * 6°00+1°31 " 6°62+0°51°
21 8°00+0°31° 7°81+0°32" | 8361082 °°
Significacio # NS * ¥
Lactobacils 14 <2°00+0°00 ® 4°18+1°23° 551E1°11°
Rif® 21 <2°00+0°00° | 5°64+1°56° 6’25+1°02 °
Significacio # NS NS NS
% animals 14 100 0 100
colonitzats per 21 100 0 0
Salmonella

Els resultats estan expressats com a mitjana (log ufc/g) + desviacio tipica i son la

mitjana de 6 repliques.

*? Les mitjanes dins d'una mateixa fila amb superindex diferents difereixen

significativament (P<0°05).

# Significacio de les diferencies entre les mitjanes de 14 i 21 dies dins de cada

tractament (columna): *, (P<0°05); **, (P<0°01); NS, no significatiu.

nd- no determinat
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3.13.3.2-Estudi dels perfils plasmidics

L'estudi del perfil plasmidic de les colonies resistents a l'antibiotic aillades entre els
animals dels tractaments C’ 1 D” als 14 1 21 dies, va confirmar que es tractava de la soca
L.salivarius CTC2197"" en la totalitat dels casos. El perfil plasmidic de les soques
aillades als 14 dies es pot veure a la figura 3.16.

Segons aquests resultats, L.salivarius CTC2197%" era la soca dominant entre la poblacio
de bacteris lactics resistents a la rifampicina aillada durant tot l'assaig. Si es comparen
els recomptes en preséncia i abséncia de l'antibiotic (taula 3.12), les soques resistents a
la rifampicina representen un petit percentatge de la poblacio total de bacteris lactics al
final de I'assaig, de manera que ens trobariem davant un nivell de colonitzacio molt baix
per part de la soca probiotica.

Hi hauria la possibilitat que L.salivarius CTC2197"" hagués perdut in vivo la resisténcia
a la rifampicina, de manera que no pogués ser detectada per contraseleccié en Rog-rif i,
per tant, els recomptes aixi obtinguts no fossin els reals.

Per esbrinar-ho es van seleccionar totes les colonies aillades en plaques d'agar Rogosa
de 3 mostres diferents del tractament C’ al final de l'assaig. Aquestes colonies es van
sembrar simultaniament en plaques d'agar Rogosa i Rogosa-rif per calcular quin
percentatge era resistent a l'antibiotic. Segons aquests resultats, un 20% de les colonies
eren resistents.

Paral-lelament es va estudiar el perfil plasmidic d'aquestes mateixes colonies 1 es va
veure que el 43°8% corresponia a la soca L.salivarius CTC2197%". Aquests resultats van
demostrar que, efectivament, in vivo i als 21 dies d’haver sigut administrada, es produia
una pérdua de la resisténcia que es traduia en una aparent disminucio dels nivells de
colonitzacio de la soca probiotica, al no poder ser recuperada per contraseleccio en les

plaques de Rog-rif.

3.13.3.3-Colonitzacié per Salmonella

Pel que fa a la preséncia del patogen es va poder observar que, als 14 dies, només els
animals que van ser inoculats el primer dia de vida amb S.enteritidis C-114 van ser
colonitzats en el 100% dels casos. Al final de l'assaig no es van detectar animals amb
Salmonella entre tots els animals (tractaments C’ i D’) que havien rebut la soca

probiotica.
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Figura 3.16-Perfil plasmidic dels lactobacils resistents a la rifampicina aillats a partir
dels pollets dels tractaments C* (inoculats inicament amb L.salivarius CTC2197%') i D’
(inoculats amb L.salivarius CTC2197*" i S.enteritidis C-1 14) als 14 dies en el segon

assaig in vivo.

12 3 45 6 78 910111213 141516

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Llegenda: 1: L.salivarius CTC2197%, 2 a 16: soques aillades a partir de pollets del
tractament C’, 17: L.salivarius CTC2197%, 18 a 32: soques aillades a partir de pollets

del tractament D’
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3.13.4-Tercer assaig

Es va estudiar quina era la dosis minima de la soca probiotica que calia administrar a
través del pinso als pollets per aconseguir la colonitzacio del seu tracte gastrointestinal.
Es van assajar tres concentracions diferents de L.salivarius CTC2197%" (10°, 107 i 10
ufc/g de pinso) que es van administrar durant el primer dia de vida a través del pinso i a
continuacio es va determinar la seva presencia en els cecs dels animals. En aquest cas es
van utilitzar els clons de la soca L.salivarius CTC2197*' que s’havien recuperat a partir
d’un segon reinocul en pinso (3.12.3.3) i que havien mostrat una major capacitat de

sobreviure-hi.

3.13.4.1-Recompte de lactobacils

El recompte de lactobacils del tercer assaig es mostra a la taula 3.13.

No es van observar diferéncies significatives en el nivell de colonitzacio aconseguit pels
lactobacils totals en els animals dels 3 tractaments (E, F 1 G), en cap dels temps
estudiats. Als 7 i 21 dies els recomptes de lactobacils dels animals tractats van ser
significativament inferiors (P<0’05) als del grup control, excepte entre els del
tractament E als 7 dies. En els altres temps estudiats aquesta davallada no va ser
significativa.

L’evolucio de la microbiota lactica al llarg del temps va mostrar una disminucio
significativa en el recompte de lactobacils totals tant en els animals control (P<0°001)
com en els dels tractaments E (inocul de 10° ufc/g) (P<0°05) i F (inocul de 107 ufe/g)
(P<0’01). Només els pollets del tractament G (inocul de 10 ufc/g) no van mostrar
diferéncies significatives en la presencia de lactobacils totals als cecs.

En general no es van observar diferéncies significatives en el recompte de microbiota
resistent a la rifampicina dels 3 tractaments assajats, excepte als 21 dies en queé la
poblacio del tractament G (inocul de 10* ufc/g) va ser significativament inferior
(P<0°05) a la del tractament E (inocul de 10° ufc/g).

La comparacio dels animals tractats amb els controls va mostrar diferencies
significatives (P<0°05) en tots els temps assajats, excepte als 28 dies en que el
tractament E (inocul de 10° ufc/g) no va ser significativament diferent.

La microbiota resistent a la rifampicina va disminuir significativament (P<0’05) al llarg
del temps en els animals dels tractaments E (inocul de 10° ufe/g) i F (inocul de 107
ufc/g), mentre que es va mantenir estable en els tractaments control (<10? ufe/g) i G

(inocul de 10° ufc/g).



Resultats

Taula 3.13-Recompte de lactobacils i lactobacils resistents a la rifampicina en el cec dels animals del tercer assaig in vivo.

Temps (dies)
Tractament Inocul L.salivarius 7 14 21 28 Significacié#
CTC2197* en
pinso (ufc/g)
T 0 830+0°59" | 8°54+0°29" | 8°00+0°31" | 6°69+0745" ok
Lactobacils E 10° 7’55 +0°86*" | 7°95+0°82" | 6’78 +1°18" | 6’12+0°72" *
totals F 107 T47+0°50° | 7743 +1°53* | 629+1°16° | 5°67+1°00° *¥
G 10° 675 +129% | 819+0°78° | 633+072% | 5°77+1°28"° NS
T 0 2°00+0°00° | 2°00+0°00° | 2°00+0°00° | 2°00+0°00° NS
Lactobacils E 10° 571 +1°16° | 6’76 +0°89* | 5°88+1°19* | 3°57+1°58°° *
Rif* F 10 5°85+1°24° | 6°49+1°48" | 5’66+ 1°69°" | 3°71+1°55" *
G 10% 549 +1°22" | 7°95+1°05° | 3°95+1°00" | 3°92+1°50° NS

Els resultats estan expressats en mitjana (log ufc/g) + desviacio tipica i son la mitjana de 6 repliques.
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# Significacio de les diferéncies entre els recomptes de temps 7 i 28 dins de cada tractament (fila): ***, (P<0°001); **, (P<0°01), *, (P<0’05);
NS, no significatiu.

i Les mitjanes dins d’una mateixa columna amb superindex diferent difereixen significativament (P<0’05).



Resultats

3.13.4.2-Estudi dels perfils plasmidics

L'estudi del perfil plasmidic de les colonies resistents a la rifampicina va revelar que es

tractava de la soca L.salivarius CTC2197%" en la totalitat dels casos.
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Discussio

El coneixement de les propietats probiotiques dels bacteris lactics addicionats als
aliments és molt antic, ja I’any 76 a.C., I’historiador roma Plinio defensava I’us de llet
fermentada en el tractament de varies formes patologiques d’infeccions gastrointestinals
(Bottazzi, 1983). La primera explicacio cientifica dels efectes beneficiosos dels bacteris
lactics fou proposada per Metchnikoff el 1907. Segons aquest autor, el consum de grans
quantitats de iogurt que contingués Lactobacillus spp. suposaria |’eliminacio de bacteris
productors de toxines, que es troben presents a I’intesti, donant com a resultat un retard
en ’envelliment i un augment de la salut i de I’esperanga de vida. Aquesta va ésser la
primera vegada que es va proposar que la manipulacio de la microbiota gastrointestinal
estava connectada amb la salut.

En el camp de la nutricié animal, Nurmi i Rantala (1973) van ser els primers en veure
que I’administracio de la microbiota nativa de pollastres adults sans a pollets tambe¢ era
atil per reduir el nombre d’animals colonitzats per Salmonella. Pero aquesta microbiota
nativa no es pot utilitzar de forma indiscriminada ja que se’n desconeix la composicio
exacta i, per tant, no es pot assegurar que estigui lliure de microorganismes no
desitjables. A més els cultius indefinits no son aptes per ser comercialitzats ja que es
podrien convertir en un focus de propagacio de patogens entre els organismes sans. Per
aixo és necessari desenvolupar cultius definits innocus i de composicio coneguda que
puguin actuar com a probiotics amb igual o major eficacia.

Els bacteris lactics només son capagos d’adherir-se i colonitzar el tracte gastrointestinal
de I’espécie animal a partir de la qual han sigut aillats (Tannock i col, 1982). Aquesta
especificitat respecte a I’hoste implica que les soques que es vulguin seleccionar per a
ser utilitzades com a probiotics en una espécie animal determinada s’hauran daillar del
tracte gastrointestinal d’aquests mateixos animals, ja que d’altra manera no serien
capaces de colonitzar-ne I’intesti.

Com que I’objectiu final d’aquest treball era provar la capacitat probiotica dels bacteris
lactics en aus, es van aillar 296 soques a partir del pap o el contingut intestinal de 50
pollets de diversos origens. D’aquesta manera es va assegurar una amplia representacio
dels lactobacils que formen part de la microbiota natural d’aquests animals. El pap es va
seleccionar per a l'aillament de bacteris lactics perque la seva microbiota, formada
principalment per lactobacils (Sarra i col., 1992), proporciona una barrera efectiva

contra la colonitzacio per patogens.
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Les soques que es vulguin utilitzar com a probiotics han de complir amb una série de
caracteristiques i propietats entre les que destaca la capacitat d’inhibir el creixement de
bacteris patogens com Salmonella, Lscherichia coli 1 Campylobacter jejuni. No es
coneix exactament el métode d’actuacio dels probiotics pero sembla ser que, in vivo,
actuen a través d’una combinacié de mecanismes entre els que caldria destacar la
competicio amb els patogens pels receptors d’adhesio, la produccio de substancies
antibacterianes i I’estimulacio de la microbiota indigena en detriment dels bacteris
patogens.

Un percentatge forga important (65'2%) dels lactobacils aillats en aquest treball van ser
capagos d’inhibir in vifro el creixement dels dos patogens estudiats, pero de les 193
soques que van actuar enfront Sa/monella i Lscherichia coli, no totes ho van fer amb la
mateixa intensitat. Aixo va permetre escollir per als estudis posteriors les 77 soques, un
26% de la poblacio total, que van ser capaces d’inhibir el creixement dels dos patogens
amb la maxima intensitat, suggerint @ priori que es tractava de bones candidates per
exercir aquesta accio in vivo a I’intesti dels pollets.

L’adhesio a les cél-lules epitelials del tracte gastrointestinal, principalment a les cél-lules
epitelials del pap que és la font o reservori principal de lactobacils en les aus, és una
altra de les caracteristiques desitjables per a un probiotic, tot i que les propietats
adhesives no son un caracter universal dels lactobacils (Chauviere i col., 1992). Aquesta
propietat permet assegurar que encara que els lactobacils creixin a poc a poc, quedin
immobilitzats a la paret i no siguin arrastrats pel flux de la peristalsi (Fuller, 1992). No
obstant, la capacitat d'un bacteri per adherir-se a les cel-lules epitelials no €s garantia
suficient de que sigui capag de colonitzar la superficie intestinal. Altres factors com els
requeriments nutricionals i la resisténcia a la pressio fisica i quimica poden jugar un
paper crucial en la colonitzacio bacteriana (Rosenberg 1 col., 1981). Alguns autors
consideren que si el bacteri té un temps de generacio curt no fa falta que s’adhereixi a la
superficie epitelial ja que la velocitat de reproduccio ¢s superior a la velocitat amb que
son eliminats pels moviments peristaltics (Vanbelle i col., 1990; Fuller, 1992). Rada i
col. (1995) van observar que L.salivarius 51R era capag de colonitzar el tracte intestinal
de pollets d’un dia, malgrat que I’adhesio in vitro d’aquesta soca a les cel-lules epitelials
fou negligible. La colonitzacio fou efectiva fins als 6 dies de vida dels animals, pero en
I’estudi no es va determinar quin era el seu comportament després d’un periode més

llarg de temps i no se sap si aquesta colonitzacio persistiria després de varies setmanes.
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Es molt important comengar a administrar els probiotics quan els animals acaben de
néixer ja que encara no tenen una microbiota gastrointestinal ben adaptada i el perill
d’infeccio és molt elevat, pero aquesta administracio s’ha de fer de forma continuada
per assegurar que la colonitzacio dels microorganismes es manté durant varies
setmanes, si pot ser fins que son duts a I’escorxador per al seu sacrifici, per mantenir-los
lliures de patogens fins al darrer moment. Qualsevol contaminacio externa dels animals
vius quan son joves pot portar a problemes de contaminacio en el processament de les
carcasses (Miles 1 Butcher, 1993).

En aquest estudi ’adhesio va ser el segon criteri que es va tenir en compte a ’hora de
seleccionar els millors candidats com a probiotics. Més de la meitat (54'5%) dels
lactobacils seleccionats en base a la seva capacitat d’inhibir els dos patogens no van
mostrar adhesio a les cel-lules epitelials del pap. De les soques que si ho van fer es van
escollir les 14 que es van adherir amb major intensitat, 12 que ho van fer a ra6¢ de més
de 30 bacteris/cél-lula epitelial i 2 que es van adherir en un nombre superior als 70
bacteris/cél-lula epitelial. La seguretat que les soques seleccionades presentaran una
bona capacitat d’adhesio ha de donar majors garanties de la seva capacitat probiotica in
Vivo.

No es coneixen totalment els mecanismes pels quals els lactobacils s'adhereixen a les
cel-lules epitelials gastrointestinals, pero sembla ser que aquesta adhesio esta mediada
de forma no especifica per factors fisico-quimics, com les interaccions electrostatiques o
hidrofobiques, o de forma especifica per molécules superficials adhesives situades al
bacteri i molécules receptores situades a l'epiteli (Holzapfel i col., 1998).

Diversos autors han observat una correlacio entre la hidrofobicitat de la superficie
bacteriana i la capacitat d'adhesio a altres estructures (Wadstrom i col., 1987, Puzova i
col., 1994) aixi com amb la capacitat autoagregant (Kmet i Luchini, 1997). En aquest
estudi la hidrofobicitat es va mesurar en base a la capacitat dels bacteris per adherir-se
als hidrocarburs (Rosenberg i col.,, 1980), ja que es tracta d'un métode senzill que
ofereix resultats quantitatius en poc temps. Amb aquesta tecnica, totes les soques
seleccionades en base a les seves propietats adhesives van mostrar també un elevat
percentatge d'hidrofobicitat, que va oscil-lar entre el 87'15% de L.salivarius CTC2244 i
el 94'97% de L.salivarius CTC2197. L.gasseri 2459 (Boris, 1997), d’origen huma, es va
utilitzar com a control positiu mentre que L.sakei CTC494, d’origen carnic es va
utilitzar com a control negatiu. Correlacions semblants entre la capacitat d'adherir-se a

cél-lules animals i la hidrofobicitat superficial s'han descrit amb la utilitzacio d'altres
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tecniques (Van Oss, 1978; Smyth i col., 1978; Tylewska i col., 1979). Aixo suggereix la
possibilitat d'utilitzar la mesura de la hidrofobicitat com un indicador de la capacitat
adhesiva dels bacteris estudiats, malgrat que en alguns estudis s'han detectat soques que,
a pesar de manifestar propietats hidrofiliques, s'han mostrat adhesives, suggerint que els
mecanismes involucrats en el proces d'adhesio son multiples (Del Re 1 col., 1998).

Aixi mateix es va observar que les soques que mostraven una bona capacitat d’adhesio a
les cel-lules epitelials del pap segons el test de Fuller (1973) també van ser capaces
d’agregar-se rapidament segons el métode de Reniero 1 col. (1992). En canvi, les que no
van mostrar adheréncia tampoc van ser capaces d’agregar-se entre si (dades no
mostrades). Pérez i col., (1998) van observar que a Bifidobacterium bifidum i a Bi.suis
BSu 895 l'agregacio estava relacionada amb la presencia d'adhesivitat cel-lular. Aixo
demostra que I’assaig d’agregacio pot ser tant bon indicador de la capacitat d’adhesio de
les cel-lules bacterianes com el test de Fuller. Tenint en compte que el test d’adhesio és
més lent, laborios i agressiu per als animals, ja que n’implica el sacrifici per obtenir
cél-lules epitelials de pap, es pot considerar I’assaig d’agregacio segons Reniero i col.
(1992) com una excellent alternativa. Aquestes observacions suggereixen que,
probablement, els mecanismes implicats en els dos processos estan relacionats.
Observant les imatges obtingudes amb el microscopi electronic es va poder veure que
els bacteris havien establert estructures per unir-se tant els uns als altres com a les
cél-lules epitelials, mostrant I’estreta relacio existent entre la capacitat d’agregar-se
entre si i adherir-se a altres superficies. Les cél-lules van presentar un elevat nombre de
fibres de lligament de les que es desconeix la composicio, els mecanismes pels quals
s’estimula la seva sintesi aixi com el mecanisme d’actuacio.

Normalment la superficie hidrofobica d’una soca implica la preséncia de material
proteic o glicoproteic a la superficie cel-lular, mentre que en les superficies hidrofiliques
és habitual la preséncia de polisacarids (Pelletier i col., 1997). En aquest estudi es va
observar que l'agregacio era deguda a la presencia en superficie d'un factor de naturalesa
glicoproteica, ja que aquesta capacitat es va perdre quan les cél'lules es van tractar amb
proteinasa K, que afecta a les proteines, i amb metaperiodat, que afecta als carbohidrats,
corroborant ’habitual relacio entre la hidrofobicitat de la superficie cel-lular i la
capacitat d’agregacio.

L'especificitat observada en I'adhesio dels lactobacils a les cel-lules epitelials s'atribueix
a les unions especifiques que s'estableixen entre les lectines, situades a la superficie

bacteriana o epiteliar, i els carbohidrats de les glicoproteines o glicolipids de la
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superficie bacteriana o cel-lular (Tannock, 1990; McGroarty, 1993). La preséncia d'una
estructura superficial de naturalesa glicoproteica en L.salivarius CTC2197 fa pensar que
aquesta soca podria seguir un mecanisme semblant al descrit en la seva adhesio a les
cél-lules epitelials de pollastre, ja que s'ha detectat la presencia de lectines en la capa
mucosa de l'intesti de pollastre (Beyer i Barondes, 1982). Mukai i Arihara (1994) van
detectar la preséncia de glicoproteines a la superficie de L.acidophilus JCM1 132" que
actuaven com a receptors de les lectines de l'epiteli intestinal de pollastre. Aquest model
d'adhesio podria explicar el mecanisme d'especificitat que mostren alguns lactobacils
per un determinat hoste, ja que la distribucio de glicoproteines fou diferent per a totes
les soques de L.acidophilus estudiades.

En aquest sentit caldria fer estudis complementaris per, en primer lloc, confirmar per
electroforesis la preséncia de glicoproteines a la superficie de L.salivarius CTC2197 i,
posteriorment, determinar la seva capacitat per interaccionar amb les lectines de la
superficie epitelial de I'intesti del pollastre.

S'han descrit diversos casos de soques bacterianes que secreten al medi factors
inductors, de naturalesa peptidica, capagos de promoure la capacitat agregant al actuar
com a proteina pont. Aquest és el cas de L.gasseri 4B2 que secreta una proteina de 32
KDa (Reniero i col., 1992), Enterococcus faecalis que secreta petits peptids hidrofobics
anomenats feromones (Mori i col., 1985, 1986; Ehrenfeld i col., 1986) i L.gasseri 2459
que secreta un peptid hidrofilic de 2 KDa (Boris i col., 1997).

En aquest estudi es va determinar la capacitat del sobrenedant de la soca CTC2197 per
induir aquesta propietat en altres soques que s’havien mostrat com a no agregants, ja
que s’ha observat que una soca pot sintetitzar un factor promotor de l'agregacio amb
capacitat per induir ’agregacio en unes soques determinades peré no en altres del
mateix génere o espécie (Reniero i col., 1992; Boris i col., 1997). Les soques CTC2015,
CTC2038 i de forma més debil la CTC2048 i CTC2154, van ser capaces de manifestar
propietats agregants quan es va afegir el sobrenedant de la soca CTC2197. Aquests
resultats van suggerir que possiblement L.salivarius CTC2197 era capag d'alliberar al
medi algun factor promotor de I’agregacio que podia induir la capacitat agregant en
algunes soques. En altres, o bé el factor no era capag d’exercir el mateix efecte o bé
aquestes no disposaven del receptors adequats.

Continuant amb I’estudi de la capacitat d’adhesi6 i agregacio de L.salivarius, es va
buscar una possible homologia entre el material genetic de la soca CTC2197 i el gen

responsable del factor promotor de l'agregacio de L.gasseri 4B2, clonat en el plasmid
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pUCI18 en una soca d’E.coli. A més d'altres soques d’origen intestinal que havien
mostrat una bona capacitat adhesiva 1 agregant, en l'estudi es va incloure la soca
resistent a la rifampicina L.salivarius CTC2197%" que es va utilitzar en els posteriors
assaigs /n vivo. Els dos encebadors dissenyats en base a la seqiiéncia del gen de
L.gasseri 4B2, All3 i All4, van permetre I'amplificacio d'un fragment de 630 parells de
bases en el plasmid pUC18. Una banda d’aproximadament 500 parells de bases es va
poder observar en les soques L.salivarius CTC2049, CTC2166, CTC2197 i CTC2197,
indicant que els responsables de l'adhesio en aquestes soques podrien estar relacionats
amb els de la soca L.gasseri 4B2. L'absencia d'aquesta banda en la soca L.salivarius
CTC2183, indicaria la intervenci6 d'uns mecanismes d'adhesio diferents. Malgrat que
aquesta banda no va presentar el mateix tamany que el fragment clonat en el plasmid
pUC18, podria tractar-se d'un gen homoleg i les diferéncies ser degudes a la presencia
d'insercions o deleccions en un gen o altre. La possible homologia amb el gen de
l'adhesi6 de L.gasseri 4B2 s'hauria de confirmar per sequenciacio del fragment
amplificat.

Per tal que les soques seleccionades puguin expressar, in vivo, la seva capacitat d’inhibir
els patogens i adherir-se a les cellules epitelials, cal que siguin capaces d’arribar i
persistir al tracte intestinal on hauran d’exercir la seva funcio. Aixo vol dir que han de
ser resistents a un seguit de condicions extremes que trobaran en aquest ambient com
son la preséncia dels enzims de la boca, principalment la lisozima, dels enzims digestius
i dels acids biliars, el pH gastric... (Wolter i Henry, 1988; Raibaud i Raynaud, 1989).
L’origen intestinal dels bacteris utilitzats en aquest estudi va fer pensar que es tractaria
d’organismes resistents a totes aquestes condicions, pero I’analisi de les 14 soques
adherents i antagonistes, havia de permetre comprovar que aixo era aixi i seleccionar
aquelles que presentessin una major resistencia.

Totes les soques estudiades van mostrar una marcada resisténcia a la lisozima, ja que la
lisi de les cellules en la seva fase estacionaria per obtenir ADN va ser molt
problematica, situacio semblant a la que va descriure Marmur (1961) en intentar lisar
lactobacils a través dels meétodes classics que inclouen I’us d’aquest enzim. Per
solventar aquesta dificultat els cultius es van haver de lisar quan les cél-lules es trobaven
en I’inici de la seva fase exponencial, etapa del creixement en que les cel-lules son més
sensibles a I’actuacio d’agents fisics i quimics adversos com la lisozima.

Aixi mateix es va veure que eren resistents a un ambient acid de pH 3 i a la presencia

d’un 4% de sals biliars, quantitat superior a la que van detectar Rada i col. (1995)
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segons els quals el creixement de L.salivarius 51R era inhibit en preséncia d’un 0°5%
de bilis. Sembla ser que hi ha una extrema variabilitat en la resisténcia a les sals biliars
(Bateup i col., 1995; Chateau i col., 1994) indicant que aquesta esta més relacionada
amb I’origen de les soques que amb l'espécie (Canganella i col., 1996). Aquesta elevada
resisténcia no va ser compartida per la soca CTC2233 que va ser sensible tant a I’acid
com a les sals biliars, fet que va portar a descartar-la com a possible probiotic i a
eliminar-la dels estudis posteriors.

Els antibiotics son substancies no selectives, que afecten tant als bacteris patogens com
als no patogens, que son utilitzats com a agents terapeutics en pollastres per tractar les
malalties infeccioses. Es en aquestes situacions quan és més important i necessaria
’actuacio dels probiotics per estimular la preséncia de la microbiota natural en
detriment dels bacteris patogens. Per aixo €s preferible utilitzar com a tals bacteris que,
in vitro, presentin resisténcia als antibiotics més utilitzats en les explotacions avicoles.
En general les soques d’aquest estudi es van mostrar resistents a I’acid nalidixic,
I’eritromicina, 1’estreptomicina i el cloramfenicol pero sensibles a I’ampicilina que, de
fet, és poc utilitzada en aus com a tractament terapéutic. El nivell de resisténcia a alguns
antibiotics com D’estreptomicina (1 mg/ml) i Ieritromicina (8 pg/ml), va ser molt
superior al que van trobar Rada i col. (1991) per a lactobacils aillats de pollastre que
eren resistents a 0’01 mg/ml d’estreptomicina i sensibles a I’eritromicina. Caldria fer
estudis complementaris per assegurar que aquesta resistencia ve codificada pel
cromosoma i no per algun plasmid que, en el cas de subministrar aquestes soques com a
probiotics, pogués ser transmés in vivo a bacteris patogens amb el conseqiient risc de
desenvolupament de bacteris resistents.

Els ionofors, com la monensina, s’utilitzen ampliament en la industria avicola perqué
son excel-lents coccidiostatics i permeten controlar la presencia de parasits com els
coccidis. Pero per altra banda també son capagos d’inhibir el creixement dels bacteris
Gram positius, i per tant dels bacteris lactics, ja que dissipen els gradients trans-
membrana de cations i protons i interfereixen en els seus sistemes de transport primari i
en la sintesi d’ATP (Pressman i Fahim, 1982). La seva amplia utilitzacio en la cria d’aus
fa que sigui important determinar-ne la resistencia de les soques que es vulguin
seleccionar com a probiotics. Els resultats obtinguts van diferir ampliament segons si
aquestes s havien fet créixer en un medi de cultiu com el MRS o en un medi natural
com el pinso. Aixi quan les soques van créixer en MRS, ja fos liquid o solid, la

concentracio minima inhibidora (CMI) va oscil-lar entre 1 pg/ml i un maxim de 2 pg/ml

143



Discussio

per a la CTC2183. Aquests resultats van coincidir amb els obtinguts per Marounek i
Rada (1995) amb tres soques de L.salivarius aillades de pollets i van entrar dins el rang
de valors trobats per Dutta i Devriese (1984), segons els quals el nivell de susceptibilitat
dels lactobacils de pollastre a la monensina variava de 0'25 a 8 pg/ml.

Quan es va comprovar el seu nivell de resisténcia utilitzant pinso com a medi de cultiu
es va observar que va augmentar, permetent el creixement de les dues soques assajades
en aquestes condicions (CTC2183 i CTC2197) en presencia de fins a 9 pg/ml del
coccidiostatic, fenomen que també van observar Marounek i Rada (1995) per a tres
soques de L.salivarius. Aquestes diferencies en la susceptibilitat dels lactobacils a la
monensina es podrien explicar per la perdua del glicocalix que té lloc quan son cultivats
en un medi de laboratori, ja que aquesta estructura és sintetitzada principalment en un
ambient natural en preséncia de particules solides (Costerton i col., 1981). Aquest
glicocalix protegeix a la céllula dels agents antimicrobians, de manera que la CMI
obtinguda al laboratori en medi liquid no es pot extrapolar al que realment té lloc in vivo
(Marounek 1 Rada, 1995).

El fet que les dues soques provades es mostressin capaces de créixer en pinso obria la
possibilitat d’administrar aquests cultius probiotics a través del pinso en els posteriors
assaigs in vivo.

Les proves bioquimiques que es van dur a terme per caracteritzar i identificar les 13
soques seleccionades van indicar que totes elles pertanyien a I’espécie L.salivarius que
és l'espécie predominant entre els lactobacils del pap de pollastre (Sarra i col., 1985 a i
b). Es tracta de bacils que medeixen 0'6-0'9 x 1'5-5 um i que es troben sols o formant
cadenes de longitud variable. El seu contingut en guanina i citosina (G+C) oscilla entre
el 34 i el 36% (Rogosa i col., 1953). Pel que fa al seu metabolisme, L.salivarius es
caracteritza per créixer bé a 45°C pero no a 15°C ja que pertany a I’antic subgenere dels
Thermobacterium, aixo explica que aquesta espécie es trobi ampliament representada
dins de la microbiota natural dels pollastres que tenen una temperatura corporal
d’aproximadament 42°C.

Es tracta d’una espécie homofermentadora estricte, és a dir, que només produeix acid
lactic a partir de la fermentacio de la glucosa. Per aixo en cap de les soques estudiades
es va detectar la produccié de CO,. Aquest analisi es va realitzar substituint el citrat

amonic del MRS per sulfat amonic ja que s’ha vist que alguns lactobacils
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homofermentadors poden produir gas a partir del citrat en preséncia de glucosa (Gasser,
1964).

L.salivarius també es caracteritza per produir principalment I’isomer L de I’acid lactic i
nomeés quantitats inferiors al 10% de I’isomer D, en el cas de que en produeixi. Nomeés
tres de les soques assajades van produir petites quantitats de I’isomer D, en tots els
casos inferiors al 10% de la quantitat total.

Pel que fa al patro de fermentacio de carbohidrats, 12 de les 13 soques estudiades van
seguir el patro caracteristic de L.salivarius, €s a dir, van ser capaces de fermentar la
glucosa, el manitol, la mannosa, el sorbitol i la trehalosa pero no van fermentar ni la
celobiosa ni la ribosa. A més, 12 d’aquestes soques no van ser capaces de desaminar
|’arginina, una altra de les caracteristiques que poden ajudar a identificar una soca com
a L.salivarius. Les tniques diferencies es van trobar en les soques CTC2166, que a
diferéncia de les altres va ser capa¢ d’hidrolitzar I’arginina i produir amoniac, i
CTC2183 que no va ser capag de fermentar ni el sorbitol ni la trehalosa.

Malgrat aquesta diferéncia, la soca CTC2166 va ser provisionalment identificada com a
L.salivarius ja que no hi ha cap altra espécie de bacteri lactic homofermentador estricte
amb el mateix perfil de fermentacio de sucres, productor unicament de I’isomer L de
I’acid lactic, que no sigui capag de créixer a 15 °C i que a més hidrolitzi I’arginina. Aixo
va fer pensar que encara que aquest darrer caracter no s’ajustés a I’esperat, la soca es
podia identificar com a L. salivarius.

Pel que fa a la soca CTC2183 la identificacio va ser més dificil ja que segons les
caracteristiques d”homofermentadora estricte, productora de I’isomer L de I’acid lactic i
incapacitat de créixer a 15°C i hidrolitzar I’arginina es podia tractar de tres especies
diferents: L.animalis, L.ruminis o L.salivarius. En principi es podia descartar que es
tractés de L.ruminis ja que aquesta espécie no sol créixer bé a 45°C i no es troba formant
part de la microbiota natural dels pollets. Per determinar si es tractava de L.animalis o
L.salivarius, ambdues capaces de créixer a 45°C i presents al tracte digestiu dels pollets,
es va observar el seu patro de fermentacio de carbohidrats. Aixo no va permetre donar
un diagnostic definitiu ja que va presentar algunes caracteristiques propies de
L.animalis (fermentacio de mannosa i no fermentacio de trehalosa) i d’altres propies de
L.salivarius (fermentacié de manitol i no fermentacio de celobiosa). Tenint en compte
que I’origen d’aquesta soca era el pap es va decidir classificar-la provisionalment com a
L.salivarius, ja que s’ha vist que aquesta és ’especie predominant entre les del pap de

pollastre (Sarra i col., 1985a1b).



Discussio

No obstant, es van dur a terme proves complementaries que permetessin adscriure les
soques CTC2166 1 CTC2183 a I’especie L.salivarius.

L.salivarius presenta dues subspecies que es diferencien entre si per la capacitat
d'hidrolitzar ’esculina i la salicina. L.salivarius subsp. salicinius és capag d'hidrolitzar-
les totes dues i es troba a la cavitat bucal i al tracte gastrointestinal dels humans.
L.salivarius subsp. salivarius no n'hidrolitza cap 1 es troba a la cavitat bucal i el tracte
gastrointestinal dels pollastres. Les caracteristiques bioquimiques i I'origen de les
soques estudiades va permetre identificar-les com a L.salivarius subsp. salivarius.

Ja s'ha descrit ampliament en la bibliografia que el patro de fermentacio de sucres no es
pot considerar determinant per arribar a una identificacio fins al nivell d'especie, degut a
la gran variacio que s'hi observa (Schillinger i Licke, 1987, Montel i col., 1989). Les
técniques moleculars havien de permetre confirmar la classificacio feta en base a les
caracteristiques bioquimiques i identificar les dues soques que van presentar dubtes,
CTC21661 CTC2183.

La determinacio del perfil plasmidic permet distingir entre soques d’una mateixa
especie. Els plasmids son elements genetics extracromosomics que generalment es
troben lliures al citoplasma. Estan formats per una molécula d’ADN circular de doble
cadena de petit tamany, que pot anar des de 1 Kb fins a varies centenes de Kb. Els
plasmids que tenen un elevat nombre de copies estan dotats d’un complexa sistema de
replicacio independent del cromosomic (Novel, 1994). Tot i la presumible inestabilitat
dels plasmids, el perfil plasmidic d’una soca, excepte algunes variacions minimes, en
general és prou estable com per permetre caracteritzar-la i ser utilitzat com un important
element per determinar-ne la identitat (Davies i col., 1981).

La preséncia de plasmids en el genere Lactobacillus fou demostrada per Chassy i col.
(1976). El perfil plasmidic varia segons les espécies i les soques. Moltes soques no
incorporen cap plasmid en el seu genoma, mentre que d’altres en poden portar de 1 a 4 i
a vegades fins i tot 6. Segons Hugas (1993) la presencia de plasmids és molt extesa
entre els lactobacils aillats de productes carnis fermentats, on el 93'3% de les soques
estudiades van presentar plasmids, amb una mitja de 2 o 3 per soca, i una distribucio
amplia de tamanys, des de 1'8 Kb fins a 82'3 Kb. La preséncia d’elements
extracromosomals també s ha detectat en espécies originaries del tracte gastrointestinal
huma i animal com L.acidophilus (Klaenhammer i Sutherland, 1980).

Totes les soques que es van analitzar en aquest estudi van presentar algun plasmid

formant part del seu genoma, amb un minim de 2 a la soca CTC2183 i un maxim de5a
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la CTC2176, tot i que la majoria en tenien entre 3 i 4. Alguns d’aquests plasmids es van
trobar a la vegada en diverses soques. Aixi se’n van trobar tres de 102 Kb, 12'4 Kb i
28'7 Kb que eren presents en 8, 7 i 6 soques respectivament. No se sap quina funcié
realitzen aquests plasmids.

El que si es va poder observar és que hi havia alguns perfils plasmidics que coincidien.
Aixi, L.salivarius CTC2049-CTC2051-CTC2055 van mostrar el mateix perfil entre ells,
de la mateixa manera que les parelles de soques CTC2112-CTC2146, CTC2186-
CTC2231 1 CTC2197-CTC2260. Tenint en compte que totes elles tenien el mateix
origen, la coincidéncia en el perfil plasmidic es va considerar indici suficient com per
pensar que es tractava de la mateixa soca. Per aixo el nombre de soques seleccionades
per als estudis posteriors va quedar reduit a les 8 que van presentar diferents perfils
plasmidics: CTC2049, CTC2112, CTC2166, CTC2176, CTC2183, CTC2186, CTC2197
1 CTC2244,

L'obtencio de perfils de RAPD amb I'encebador M13 i el posterior estudi comparatiu a
partir del dendograma, va permetre fer una primera aproximacio a la caracteritzacio
molecular de les 8 soques seleccionades. Es va observar que totes les soques estaven
molt relacionades entre si ja que totes elles presentaven perfils molt semblants. Aixi les
soques CTC2176, CTC2186, CTC2197 i CTC2244 van presentar el mateix perfil. Les
soques CTC2112 i CTC2183 també van presentar el mateix patro i no massa diferent al
de les anteriors, mentre que les soques CTC2049 i CTC2166 el van presentar diferent.
Cap d'aquests patrons va coincidir amb l'obtingut per a les soques tipus incloses en
I'estudi que tal com es pot observar en el dendograma formen un grup diferenciat. Entre
aquestes soques tipus es trobaven, a més de L.salivarius subsp. salivarius i L.salivarius
subsp. salicinius, L.agilis, L.ruminis, L.animalis | L.aviarius subsp. aviarius. Totes
aquestes espécies estan estretament relacionades filogeneticament i s'emmarquen en el
grup de L.salivarius inclos al segon grup de la classificacio de Collins i col. (1991).
Davant aquesta falta de coincidéncia entre els patrons de bandes de les soques aillades i
els de les soques tipus, no es va poder confirmar l'adscripcio a especie que s'havia fet en
base a les caracteristiques bioquimiques. No obstant tampoc es va rebutjar la
classificacio feta fins al moment, ja que el fet que no presentessin el mateix perfil amb
I'encebador M 13 no era motiu suficient per assegurar que es tractés d'especies diferents.
La hibridacio del material genétic de les soques aillades amb una sonda especifica per a
L.salivarius fou la técnica seleccionada per determinar la identitat de les soques

CTC2166 i CTC2183 i confirmar la identificacio de les altres soques.
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La seleccio de la seqiiéncia que servira de sonda és primordial. Es recomana utilitzar
sondes dirigides al 16S o 23S ARN ribosomic, ja que es tracta d'una porcio del genoma
present a tots els organismes que té una funcio essencial en la cél-lula viva i que manté
unes regions conservades que permeten detectar similaritat entre microorganismes molt
allunyats 1 unes regions variables que permeten identificar aquells microorganismes més
propers (Fowler i col., 1985; Woese, 1987; Curk i col., 1994). La sensibilitat de la prova
augmenta espectacularment quan s'utilitzen sondes especifiques per a I’ARN ribosomic,
Ja que durant la fase exponencial del creixement el nombre de molécules d'ARN
ribosomic present és 10.000 vegades superior al de molécules d'ADN (Schleifer i col.,
1992).

Per dissenyar una sonda especifica es van comparar les seqiiéncies del 16S ARN
ribosomic de lactobacils disponibles a les bases de dades (Genebank i EMBL) i es van
seleccionar aquelles espécies que presentaven un percentatge d'homologia amb
L.salivarius superior al 90%. La maxima similitud es va observar amb L.agilis (93%),
L.animalis (93%), L.aviarius (95%) 1 L.ruminis (93%), totes elles situades
filogeneticament molt a prop segons la classificacio de Collins i col, (1991). La
comparacio d'aquestes seqiiencies va permetre delimitar una zona de 44 parells de
bases, la zona mes extensa on es concentrava la maxima variabilitat, a partir de la qual
es van dissenyar dues sondes per a L.salivarius. Cap de les sondes assajades es va
mostrar especifica per aquesta espécie ja que ambdues hibridaven tant amb la soca
problema com amb les soques tipus estretament relacionades utilitzades com a controls
negatius. L'augment de la temperatura d'hibridacio i la disminucio del temps en qué
aquesta té lloc, son parametres que permeten augmentar l'especificitat d'una sonda. Ni
l'augment de la temperatura fins a 65°C ni la disminucio del temps d'hibridacio fins a 1
minut, van permetre aconseguir un senyal especific per a cap de les dues sondes
assajades. Probablement es tractava de sondes massa curtes (17 nucleotids a la sonda
Lbsal2 i 19 nucleotids a Lbsal3) que dificultaven la seva especificitat. El disseny d’una
sonda més llarga (25-30 parells de bases) podria funcionar com a una sonda especifica
per a L.salivarius.

La hibridacio d’una sonda amb I’ARN ribosomic només utilitza una part del potencial
d’aquest material genétic. La sequenciacio d’una part del 16S ARN ribosomic pot
aportar molta més informacio i establir relacions molt més precises (Curk i col., 1994).
Quan es va fer la seqiienciacio parcial d’aquest material genétic i es va comparar amb el

d’una soca tipus de L.salivarius, es va trobar un 99% d’homologia entre les zones
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comparades. Aixo va permetre determinar que les dues soques (CTC2166 i CTC2183)
que no s’havien pogut identificar amb seguretat segons els métodes utilitzats fins al
moment corresponien, efectivament, a L.salivarius subsp. salivarius.

Per que una soca bacteriana sigui una bona candidata a probiotic, no només ha de
superar les condicions adverses del tracte gastrointestinal i establir-shi, sind que també
ha de contribuir a I’antagonisme de la microbiota natural contra tots els
microorganismes patogens que hi puguin arribar. Aquest antagonisme pot ser degut a la
produccio d’acids organics (lactic i acetic), alcohols, CO,, peroxid d’hidrogen,
bacteriocines, reuterina, siderofors...(Mattila-Sandholm i col., 1996). Aixo vol dir que
interessa escollir soques que tinguin un ampli espectre d’inhibicio, principalment
enfront Salmonella spp., Campylobacter spp. 1 E.coli que son els principals patogens
que colonitzen el tracte gastrointestinal de les aus.

L’espectre d’inhibicio de les 8 soques de L.salivarius escollides va ser for¢a ampli ja
que van ser capaces d’impedir el creixement de totes les soques indicadores provades: 8
Salmonella spp., 2 Campylobacter jejuni i 1 E.coli. Aquesta sembla ser una
caracteristica for¢a estesa entre les diferents espécies de lactobacils ja que diversos
autors han observat aquest fenomen. S’ha vist que L.acidophilus (Gilliland 1 Speck,
1977), L.bifidus (Poupard i col., 1973), L.casei (Yakult Honsha Co., Ltd, 1971),
L.plantarum, L.fermentum i L.cellobiosus (Simonetti i col., 1982) exerceixen una accio
antagonista sobre Lischerichia coli, Salmonella typhimurium i Staphylococcus aureus. A
més, L.acidophilus és actiu enfront Clostridium perfringens, L.bifidus enfront Shigella
spp. 1 L.casei enfront Vibrio spp.

Pel que fa a la identitat de la substancia responsable d’aquesta activitat antagonista, es
va poder afirmar que es tractava d’un compost secretat al sobrenedant, ja que la
inhibicio es va mantenir quan els sobrenedants van ser pasteuritzats a 80°C, procés que
elimina la possible preséncia cel-lular, i que no es tractava de peroxid d’hidrogen perque
I’activitat es va conservar quan els sobrenedants van ser tractats amb catalasa, enzim
que hidrolitza la molécula en H;0 i Oz. Quan el sobrenedant pasteuritzat va ser
neutralitzat a pH 6°5 es va perdre la capacitat d’inhibicio, indicant que el factor acidesa
hi estava implicat. Aquests resultats van coincidir amb els obtinguts per Jin i col.
(1996b) que van observar 12 soques de Lactobacillus capaces d’inhibir el creixement de
3 serotips d’£.coli i 5 soques de Salmonella en diversos graus només amb la produccio

d’acids organics.
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Si I"assaig es realitzava afegint al medi la mateixa quantitat d’acid lactic que cada soca
secretava al sobrenedant s’observava un menor grau d’inhibicio (dades no mostrades).
Aixo va suggerir que I’acid lactic no era I’inica substancia responsable d’aquesta
activitat 1 que n’hi havia alguna altra que hi actuava conjuntament i complementant el
seu efecte.

Aquesta substancia podia ser algun altre acid o un producte de naturalesa diferent que
fos activat com a conseqiiencia del pH baix del medi. Tenint en compte el caracter
homofermentador estricte de les soques assajades, semblava prendre més forga la idea
d’una substancia activada pel pH acid que no pas la produccio d’algun altre acid organic
diferent del lactic. Aix0 és el que van observar Baribo i Foster (1951) en veure que
Streptococcus lactis no inhibia a L.casei fins que el pH no baixava a 5°4. El pH no era
la causa directa de la inhibicid sind que era la responsable de I’alliberacio de la
substancia antagonista que es mantenia associada a les cel-lules productores.

El criteri principal per seleccionar les soques estudiades en aquest treball va ser la
capacitat d’adherir-se a les cel-lules epitelials del pap de pollets, ja que aixo els donava
un major avantatge a |’hora de mantenir-se /n vivo al tracte gastrointestinal.
Vandevoorde i col. (1992) suggereixen que les soques també poden utilitzar la seva
capacitat de coagregacio per evitar ser eliminades i que, per tant, les que presentin
aquesta propietat tindran més oportunitats d’establir-se en temps de residencia curts. A
més diversos autors consideren que la coagregacio entre la flora nativa i els patogens €s
un bon mecanisme per excloure aquests ultims de ’hoste (Reid i col., 1988; Spencer i
Chesson, 1994).

La coagregaci0 €s una estreta associacio interactiva entre cel-lules microbianes que
correspon a un mecanisme de defensa i que permet colonitzar un habitat especific,
afavorir la transferéncia de plasmids conjugatius, facilitar I’accio de les bacteriocines,
limitar la difusio de compostos toxics o afavorir la de compostos sinergics (Atkinson,
1984; Clewell i col, 1987; Reid i col, 1988). La prevaléncia de la capacitat de
coagregar entre els lactobacils de pollastres dona suport a la idea de que les interaccions
intragenériques poden tenir una gran importancia ecologica (Vandevoorde i col., 1992).
Les soques d’aquest estudi també van mostrar aquesta capacitat de coagregacio, amb
almenys dues de les altres soques, ja que préviament s’havien seleccionat per la seva
adhereéncia i, com ja s’ha vist, aquesta propietat sembla estar relacionada amb la de la
hidrofobicitat, I’agregacio i la coagregacio. En aquest cas, perd, la capacitat de

coagregacio no va ser uniforme entre tots els bacteris ja que algunes soques van
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presentar un nombre d’interaccions superior al d’altres. Les que van presentar uns
millors resultats es van poder agrupar en dos grups: la CTC2166, CTC2183 i CTC2231
que van coagregar amb 4 de diferents i la CTC2049 i CTC2197 que ho van fer amb 5.
Nomes una soca de cada un d’aquests grups, la CTC2183 i la CTC2197, van ser capaces
d’interaccionar a la vegada amb el patogen Salmonella enteritidis CTC1026. Es pot
observar com la soca CTC2197 fou també una de les dues que presenta una major
capacitat d’adhesio, d’entre les 77 que es van assajar, arribant a més de 70 cél-lules
bacterianes per cel-lula epitelial de pap de pollets. Aixi mateix la CTC2183 fou també
una de les 12 soques que van arribar a un nivell d’adhesié de 30 bacteris per cél-lula
epitelial i va ser la més resistent a la monensina.

Aquesta coincidencia entre la capacitat de coagregacio, tant amb altres lactobacils com
amb Salmonella, i la bona capacitat d’adhesio, aixi com ’ampli espectre antagonista i la
resistéencia a les condicions intestinals, van fer apuntar que les soques L.salivarius
CTC2183 1 L.salivarius CTC2197 eren les millors candidates per a ser utilitzades com a
probiotics en els posteriors assaigs in vivo en pollets.

En aquest punt simposava la necessitat de desenvolupar un metode que permetés
diferenciar les dues soques seleccionades entre la microbiota nativa dels pollastres quan
fossin inoculades en els animals. Una primera possibilitat era determinar la resisténcia
natural de les soques seleccionades a algun antibiotic. La resisténcia a la rifampicina
s'ha descrit com una propietat atipica entre els lactobacils (Rada i col., 1995) de manera
que es va avaluar la possibilitat d’utilitzar aquesta propietat com a element
diferenciador. En els 10 animals estudiats en aquest treball, provinents de 3 origens
diferents, la poblacio de lactobacils als cecs va oscil-lar entre 10° i 10° ufc/g. En tots els
casos el recompte de lactobacils resistents a la rifampicina dins d’aquesta poblacio va
ser inferior a 10° ufc/g. Les dues soques seleccionades, CTC2197 i CTC2183, van
presentar colonies resistents a I’antibiotic i, després de comprovar que el perfil
plasmidic coincidia amb el de les soques originaries, la resistencia a la rifampicina es
mantenia en abséncia de pressio selectiva 1 es mantenien la capacitat d’agregacio,
coagregacio 1 inhibicio dels microorganismes patogens per les quals van ser
seleccionades, es van escollir les soques L.salivarius CTC2183% i L.salivarius
CTC2197%" per a els assaigs in vivo.

Abans d’utilitzar les dues soques seleccionades en un assaig in vivo, amb el sacrifici
d’un elevat nombre d’animals que aix0 comporta, es va voler assegurar la seva

competitivat en un pre-assaig realitzat amb pocs animals. L.salivarius CTC2197%' es va
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mostrar com la més competitiva, essent capag de colonitzar el tracte digestiu de tots els
animals en només 15 hores (10° ufc/g al pap i 107 ufc/g al cec), després d’una sola dosis
d’inoculacio, i desplagant a L.salivarius CTC2183%' tant en el pap (100%
d’implantacio) com en el cec (83% d’implantacio). Veient I’enorme poder colonitzador
de L.salivarius CTC2197"" es va decidir utilitzar tnicament aquesta soca per als
posteriors estudis.

La possibilitat d'incloure una soca bacteriana com a probiotic en la produccié animal
implica la necessitat de disposar d'un métode d'emmagatzematge que permeti mantenir
la soca viable durant un llarg periode de temps. La congelacio i la liofilitzacio van ser
els dos metodes assajats. La soca va mostrar una bona viabilitat a -40°C després de 18
mesos, utilitzant llet descremada o glicerol com a agents protectors. En aquest cas els
dos sistemes van donar resultats molt semblants, a diferéncia de Coppola i col. (1996)
que van observar que la llet descremada tenia un major efecte protector que el glicerol.
Quan el cultiu es va liofilitzar tambe es va detectar una bona supervivéncia després d'un
any a 4°C. Aquests resultats estaven d'acord amb els obtinguts per To i Etzel (1997) en
comparar la supervivencia de tres especies de bacteris lactics abans i després de la
liofilitzacio.

L'as comercial d'una soca probiotica en la industria avicola només pot ser possible si hi
ha un metode que permeti administrar-la. La seva inclusio en el pinso s'apunta com a
una possible solucio, tot i que L.salivarius CTC2197"" va mostrar una gran sensibilitat a
les elevades pressions i temperatures utilitzades durant el procés de granulacio. Les
perdues de viabilitat observades en la soca probiotica a les temperatures utilitzades
durant I'emmagatzematge (temperatura ambient) i a les incubadores (30°C) semblen ser
degudes principalment a l'efecte de la mateixa temperatura. Quan un cultiu liofilitzat de
la mateixa soca es va conservar a 4°C, la perdua de viabilitat va ser practicament zero
mentre que quan el mateix cultiu es va mantenir a temperatura ambient, la perdua de
viabilitat va ser semblant a la observada en el pinso. La inclusio d'una soca probiotica
en el pinso dels pollastres va ser utilitzada en diversos estudis (Costerton i col., 1978;
Rada i col., 1995; Jin i col., 1998b), pero cap d'ells havia controlat la seva supervivencia
a aquestes temperatures. Per contra Sarra i Badini (1997) van observar que els cultius
liofilitzats de lactobacils eren capagos de sobreviure durant dues setmanes en ser
barrejats amb el pinso.

La incorporaci6 al pinso de substancies acidificants com l'acid formic, 'acid lactic o

I'acid fosforic no va tenir cap efecte en la supervivencia de la soca probiotica, ja que no
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es van observar diferencies en comparacio amb el pinso control. La inclusi6 al pinso de
determinats acids organics s'utilitza com a mitja per descontaminar el pinso i prevenir la
infeccio dels pollastres per aquesta via (Hinton i col., 1985; Hinton i Linton, 1988).
Després de diverses reinoculacions de L.salivarius CTC2197"" en pinso acidificat a
temperatura ambient, es va aconseguir millorar la seva viabilitat en aquest medi. La
millor supervivencia de la soca probiotica es va aconseguir després d'una segona
reinoculacio, quan la poblacio va disminuir 2'46 logaritmes després de 7 dies, obtenint-
se recomptes de 7°05x10° ufc/g en pinso emmagatzemat 7 dies a temperatura ambient.
Aquests resultats ofereixen la possibilitat d'utilitzar el pinso com una via per administrar
el probiotic a gran escala, i més si es tenen en compte els resultats obtinguts en el tercer
assaig que indiquen que una dosis baixa és suficient per aconseguir la colonitzacio
gastrointestinal dels animals.

En aquest sentit, per tal de conéixer quina era la dosis minima de L.salivarius
CTC2197"" que calia administrar als animals per aconseguir la colonitzacié del seu
tracte gastrointestinal, es van addicionar al pinso tres concentracions diferents. 10° ufc
/g de L.salivarius CTC2197"" en el pinso del primer dia de vida, fou suficient per
assegurar la presencia de la soca probiotica en el tub digestiu dels animals després d'una
setmana. A les quatre setmanes hi va haver una davallada en els nivells de lactobacils,
tant en el grup control com en els grups que van rebre 10° i 10 ufc/g de pinso, mentre
que els nivells es van mantenir estables entre els animals que havien disposat de pinso
amb la dosis de soca probiotica més elevada. La mateixa reduccio es va observar entre
els recomptes de lactobacils resistents a la rifampicina suggerint que, entre els 21 i 28
dies, la soca probiotica va ser eliminada del tracte digestiu d'alguns animals, de manera
que faria falta més d'una dosis per assegurar la preséncia de L.salivarius CTC2197%
fins al final de l'etapa d'engreix. Als 28 dies la presencia de diverses aus amb recomptes
de L.salivarius CTC2197"" inferiors a 10* ufc/g de cec va ser la responsable de les
mitjanes tant baixes i de les elevades desviacions. Aixo tambe explicaria que no es
detectessin diferéncies significatives en aquest temps entre el recompte de lactobacils
resistents a la rifampicina del grup control i del que va rebre 10 ufc/g.

Rada i col. (1995) van aconseguir bons resultats en la colonitzacio dels animals quan la
soca L.salivarius 51R fou administrada com a cél-lules liofilitzades a nivells de 10°
ufc/g. També es va aconseguir proteccio contra f.coli (Watkins i1 col, 1982) i els
coliforms (Jin i col., 1996b, 1998b) quan els probiotics es van administrar als pollastres

a traves del pinso.
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Quan l'eficacia probiotica de L.salivarius CTC2197"' es va provar in vivo, es van
obtenir resultats molt prometedors. 21 dies després d'una unica administracio directa al
proventricle, no es van detectar animals colonitzats amb S.enteritidis en cap dels dos
assaigs realitzats, mentre que els animals que no la van rebre van resultar colonitzats pel
patogen (70 1 100% en el primer i segon assaig, respectivament). La gran capacitat
mostrada per L.salivarius CTC2197"' per adherir-se a les cél-lules epitelials i inhibir el
creixement de S. enferitidis in vifro, pot explicar la seva capacitat d'excloure el patogen
in vivo. Com ja s'ha descrit anteriorment, s'ha detectat una correlacio positiva entre
l'adhesivitat del bacteri i la seva capacitat d'agregacio i coagregacio, i alguns autors
consideren que la capacitat de coagregacio dels lactobacils amb els patogens és un bon
mecanisme de defensa (Reid i col., 1988; Spencer i Chesson, 1994).

Mentre diversos estudis van mostrar que una sola soca de Lactobacillus no era capag de
protegir els pollastres de la colonitzacio per Salmonella (Adler i DaMassa, 1980; Barnes
i col., 1980b; Weinack i col., 1985), altres autors van observar que una soca probiotica
podia colonitzar el tracte gastrointestinal dels pollets i exercir el seu efecte beneficios
amb una sola inoculacio després d'un curt periode de temps (6 dies) (Rada i col., 1995;
Rada i Marounek, 1997). Jin i col, (1998b) van observar l'eficacia d'una soca de
L.acidophilus i una barreja de diversos cultius de Lactobacillus fins i tot després de 40
dies d'haver comencat l'assaig, pero aquests pollastres van ser alimentats cada dia amb
el probiotic. Segons els resultats obtinguts en aquest estudi, la inoculacio de L.salivarius
CTC2197%" en pollets d'un dia d'edat donava resultats positius contra S.enteritidis C-
114, comparables als obtinguts quan s'utilitzaven barreges de diverses soques (Stavric i
col., 1985: Stavric, 1987; Gleeson i col. 1989; Corrier i col., 1995).

La resisténcia de L.salivarius CTC2197%" a la rifampicina, juntament amb la
comparaci6 dels perfils plasmidics, van permetre diferenciar la soca administrada als
animals de la resta de lactobacils indigenes. Quan entre els animals del segon assaig es
van detectar recomptes de lactobacils resistents a la rifampicina inferiors als esperats, es
va avaluar la possibilitat de que la soca probiotica hagués perdut la seva resistencia a
I'antibiotic in vivo, malgrat que aquesta propietat va ser estable quan es va estudiar in
vitro. Aquesta possibilitat va ser confirmada en observar que el 43'8% dels lactobacils
totals de tres mostres diferents de 21 dies del tractament C' (inoculacio de L.salivarius
CTC2197""), corresponien a la soca inoculada segons el perfil plasmidic, mentre que
només se'n detectava un 20% per contraseleccio amb rifampicina. Aquests resultats

indiquen que la contraseleccio per resisténcia a l'antibiotic és adequada per detectar la
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presencia de L.salivarius CTC2197%" en el tracte gastrointestinals dels animals, pero no
per quantificar-la.

Pedersen 1 Tannock (1989) van descriure la presencia de lactobacils resistents a la
rifampicina en el tracte digestiu de porcs 1 Salvat 1 col. (1992) van utilitzar Salmonella
spp. resistent a la rifampicina en pollastres. Rada 1 Marounek (1997) també van estudiar
I'efecte d'una soca de L.salivarius resistent a la rifampicina en pollets. Els autors no van
descriure cap pérdua de resisténcia a l'antibiotic durant les seves experiencies, tot i que
nomes van fer el seguiment de la soca probiotica durant 5 dies en lloc de diverses
setmanes.

Davant la pérdua de resisténcia a l'antibiotic que es va observar que tenia lloc in vivo, es
va contemplar la possibilitat de posar a punt un metode alternatiu per fer el seguiment
de L.salivarius CTC2197"'. Es va intentar desenvolupar una empremta especifica per a
la soca probiotica, de manera que la seva presencia en una poblacio mixta com és el
contingut intestinal dels pollets podria ser detectada a traves de PCR. Per al
desenvolupament d'aquesta empremta es va estudiar el perfil de RAPD de la soca
seleccionada amb un total de 80 encebadors. EIl RAPD és un metode basat en la PCR
que s'ha utilitzat ampliament per comparar diferéncies intra i interespecifiques en
bacteris (Welsh i McClelland, 1990). Reduint la rigurositat de les condicions
d'hibridacio de l'encebador, es pot aconseguir que un encebador que té una homologia
no coneguda amb un genoma s'uneixi a llocs en queé aquesta unié €s imperfecte,
permetent que certes regions del genoma siguin amplificades. D'aquesta manera s'obte
per electroforesis un perfil de bandes caracteristic en desplagar-se per un gel d'agarosa.
Dels 80 encebadors provats, OPK8, OPK18 i OPZ15 van presentar un perfil de RAPD
estable que donava una mitjana de 7 bandes amb I'OPKS, 5 bandes amb I'OPKI8 i 2
bandes amb 'OPZ15. Aquests encebadors oferien la possibilitat de diferenciar la soca
probiotica L.salivarius CTC2197%" d’altres soques del mateix origen que, ja en els
estudis moleculars anteriors, s’havien mostrat estretament relacionades. La técnica de
RAPD-PCR s'ha mostrat indicada per diferenciar soques de bacteris lactics (Klein i col.,
1998; Aymerich i col., 1998), L.monocytogenes (Lawrence i col., 1993; Jacobsen i col.,
1998) i Campylobacter (Madden i col., 1998), malgrat que la seva reproductibilitat entre
diferents laboratoris s'ha qiiestionat en algunes ocasions (Wernars i col., 1996).

Els tres encebadors seleccionats, OPK8, OPK18 i OPZ15, es van considerar com a

futurs candidats potencials per a ser utilitzats com a empremtes especifiques, una

155



Discussio

alternativa a la seleccio per resisténcia a la rifampicina 1 monitoritzacio per perfils
plasmidics que s'havia fet fins al moment.

La gran capacitat de L.salivarius CTC2197"" per colonitzar el tracte gastrointestinal dels
pollets després d'una sola inclusio en el pinso, juntament amb la seva capacitat de
superar in vivo la infeccio per S.enteritidis C-114, 'assenyalen com a una soca adient
per minimitzar la infeccio per Salmonella en la industria avicola. Aquest fet incidiria
directament i de manera molt positiva en I’increment de la seguretat alimentaria, un fet

que preocupa cada mes tant a les autoritats sanitaries com als consumidors.
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PROJECTES DE FUTUR

-Aprofundir en la caracteritzacio bioquimica del factor o factors responsables de

I’adhesio i de I’activitat antagonista.

-Validar I’eficacia de la soca probiotica en explotacions avicoles des d’un punt de vista
global, €s a dir, valorant parametres productius i de rendiment a més de la seva eficacia

enfront de la colonitzacio per patogens.

-Desenvolupar un sistema poc agressiu per al seguiment de la tragabilitat de la soca

probictica en viu, com per exemple el marcatge fluorescent.



5-CONCLUSIONS



Conclusions

1-El 65°2% dels 296 lactobacils intestinals aillats de pollets han mostrat capacitat
d’inhibir in vitro el creixement de Salmonella enteritidis CTC1026 i Escherichia coli
CTC1028, suggerint la importancia d’aquesta propietat per a colonitzar amb eéxit el

tracte gastrointestinal dels animals.

2-La substancia responsable de I’activitat antagonista és secretada al sobrenedant. Es de
naturalesa acida o bé €s estimulada en presencia d’acid. L’acid lactic és responsable, en

part, de 1’accio inhibidora.

3-Hi ha una estreta relacio entre la capacitat d’adhesio, la hidrofobicitat i la capacitat
d’agregacio dels lactobacils seleccionats en aquest estudi. Aix0 permet considerar la
mesura de la hidrofobicitat de Rosenberg i col. (1980) i I’assaig d’agregacio de Reniero
i col. (1992) com alternatives menys agressives al test d’adhesio de Fuller (1973), per

investigar 1’adhesio.

4-La capacitat agregant de L.salivarius CTC2197 és deguda a la presencia en superficie
d’un factor de naturalesa glicoproteica. A més s’allibera al sobrenedant un compost amb
capacitat per induir propietats agregants en determinades soques de lactobacils que no

en manifesten.

5-El determinant genétic del promotor de I’adhesio detectat en el sobrenedant de
L.salivarius CTC2197 i L.salivarius CTC2197"" podria tenir certa homologia amb el
determinant geneétic del factor promotor de I’agregacié (APF) de L.gasseri 4B2.

6- La liofilitzacio i la congelaci6 s’han mostrat com a metodes adients per a la

conservacio a llarg termini de L.salivarius cTC2197%,

7-L.salivarius CTC2183 i L.salivarius CTC2197 s’han escollit com a les millors
candidates per a ser utilitzades com a probiotics en assaigs in vivo en pollets, en base a
la seva capacitat d’adhesio i coagregacio, tant amb els altres lactobacils com amb
Salmonella, el seu ampli espectre d’inhibicié i la seva resisténcia a les condicions

intestinals.
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8-L.salivarius CTC2197%" ha mostrat un elevat poder colonitzador en el tracte
gastrointestinal de pollets capag de desplagar a L.salivarius CTC2183%" tant en el pap
com en el cec. Després d’una uUnica administraci6 durant el primer dia de vida,
L.salivarius CTC2197%" ha estat capag de colonitzar el tracte gastrointestinal dels

pollets i minimitzar la colonitzacio de les aus per Salmonella enteritidis C-114.

9-Malgrat que L.salivarius CTC2197"' s’ha mostrat sensible al procés de granulacio del
pinso, aquest es pot utilitzar com a via per administrar la soca probiotica. La inoculacio
de 10° cellules de L.salivarius CTC2197%'/g de pinso durant el primer dia de vida dels
pollets és suficient per aconseguir la colonitzacio del tracte gastrointestinal dels animals
durant 21 dies. Cal I’administracio de meés d’una dosis per assegurar la preséncia de la

soca probiotica fins al final de I’etapa d’engreix.

10-La resisténcia de L.salivarius CTC2197%" a la rifampicina no es pot utilitzar per
monitoritzar la soca perque es perd in vivo. El perfil plasmidic aixi com els perfils de
RAPD obtinguts mitjangant els encebadors OPK8 i OPK18 representen alternatives

viables per al seguiment de la soca

11-Els perfils de RAPD amb I’encebador M13 no han permes assignar una soca

determinada a una especie en concret.
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