Universidad de Concepcidn
Direccion de Postgrado
Facultad de Ingenieria Agricola
Programa de Magister en Ingenieria Agricola

Evaluacion Probidtica de Bacterias Lacticas Aisladas de la
Antartica como una Alternativa Sustentable para la
Produccién Avicola

Tesis para optar al grado de Magister en Ingenieria Agricola

MICHELLE CONSTANZA FUENTES ANDANA
CHILLAN-CHILE
2025

Profesor Guia: Dra. Apolinaria Garcia Cancino
Dpto. de Microbiologia

Facultad de Ciencias Biolégicas

Universidad de Concepcién



Esta tesis ha sido realizada en el Departamento de Recursos Hidricos de la Facultad de
Ingenieria Agricola en conjunto con el Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana y
Departamento de Produccién Animal de la Universidad de Concepcion.

Profesora Guia

Profesora Co-guia

Comision Evaluadora

Director de Programa

Dra. Apolinaria Garcia Cancino
Facultad de Ciencias Bioldgicas
Universidad de Concepcion

Dra. Pamela Williams Salinas
Facultad de Agronomia
Universidad de Concepcion

Ph.D. Octavio Lagos Roa
Facultad de Ingenieria Agricola
Universidad de Concepcién

MSc. Pedro Melin Marin
Facultad de Ingenieria Agricola
Universidad de Concepcion

i



il

INDICE DE MATERIAS
Pégina

RESUMEN . L.t e viii
SUMMARY .t X
1. INTRODUCCION .....oooomiiimiiieiieeisiiessses e 1
2 HIPOTESIS. ...ttt 8
3. OBIETIV O S ..o 8
3.1, ODJtIVO ZENETAL ..eeiiviiiiiie i 8
3.2. ODbjetivOS ESPECIIICOS . ..iiuviiriiiiiiiriieiti it 8
4. METODOLOGIA ..ottt 9
4.1. Determinacion in vitro: propiedades probioticas de BAL antarticas................. 9
4.1.1. Microorganismos y condiciones de Cultivo.........cccceevveriiniiiiiinsie e 9
4.1.2. Dinamica de crecimiento y produccion de 4cido ........ccccvvvviieiiiiiiiennenn 10
4.1.3. Tolerancia a pH 4cido y sales biliares ...........cccooveriieiiiiiieiiniec e 11
4.1.4. Hidrofobicidad en superficie abidtica ..........ccovverviiieiieiiiiesiec e 12
4.1.5. Peroxido de hidrOZeN0.......ccuuvviiieiiiieiieieee s 13
4.1.6. Aregacion SAlINA ..........ceeiiiiiiieiiieiie e 13
4.1.7. Formacion de biopeliculas (Biofilm) ... 13
4.1.8. Actividad hemolitiCa..........cceeiiiiiiiiiiiiii e 14
4.1.9. GelAtINASA ....uveeviieiie ettt 15
4.1.10. Susceptibilidad antibiOtiCa ..........cccceerviiiiiiiie e 15
4.1.11. Actividad antibacteriana ............ccceeeiiieiiieeniiie e 16
4.2. Determinacion in vivo: efecto probiotico de BAL antarticas ............ccccvveennnn 17
4.2.1. Preparacion de los microorganismos antarticos para el estudio in vivo ...... 17
4.2.2. Aves eXPerimentales .........cccoviiieiiiiiieiii e 17
4.2.3. Parametros de produccion de huevos y digestibilidad de nutrientes........... 18
4.2.4. Parametros de calidad del huevo ..........cccooiiiiiiiiiiiii e 19
4.2.5. Calidad de las heces como parametros ambientales............ccocceeriveeiinenne. 19
4.2.6. ANAliSis €StAdISTICO ..ovviiviiiieieiie i 21

5. RESULTADOS Y DISCUSION ........cooiuiieieieieieteeteeiesiesieseesessss s 22
5.1. Capitulo I: Propiedades probioticas de Bacterias Lacticas Antarticas ............. 22

5.1.1. Dinadmica de crecimiento y produccion de 4cido ..........ccoovveviiieiniiniiiinnnnnn, 23



v

5.1.2. Propiedades fisiologicas y funcionales de BAL antarticas para su uso

potencial COMO ProDIOLICOS ..uvviiiviiiiiiiiiiie et 26
5.1.3. Aspectos de inocuidad y seguridad de las BAL antarticas para su uso
potencial COMO PrODIOLICOS .....oivveviriiiiiieiiiie e 29
5.1.4. Actividad antagonista CONtra PatOZENOS ......vveerveeerverrrieesireessreessireessieeens 33
5.2. Capitulo II: Efecto probiotico de bacterias lacticas antarticas ..........c.cceevennee. 35
5.2.1. Pardmetros ProdUCtiVOS .......ccveuirieiiieiiniesiiesie e 35
5.2.2. Calidad del hUEVO ......ccviiiiiiiieee s 40
5.2.3. Pardmetros ambientales...........cccueiiiiiiiiiiiiiie s 42

6. CONCLUSION ...virmrimarimeessessssssssssess s 46

7. LITERATURA CITADA ......ccoiiiiii i 47



INDICE DE TABLAS
Pégina
Tabla 1. Tipos de tratamientos veterinarios aplicados en produccion avicola. ............. 2
Tabla 2. Productos naturales como alternativa frente al uso de productos sintéticos en
€l SECLOT AVICOLA. ..o et 5
Tabla 3. Microorganismos antarticos suministrados por LABHI..........c.ccccceviiiiniinnnn 9
Tabla 4. Descripcion de la dieta basal. ..o 18
Tabla 5. Efecto de las concentraciones de sales biliares en la viabilidad de las cepas
antarticas, expresada como 10g10 UFC/ML.........ccooiiiiiiiiiiiceee 26
Tabla 6. Resultados de las propiedades funcionales de los microorganismos antarticos
Y cepa CONLTOL (LPA7). oo 29
Tabla 7. Perfil de susceptibilidad antibiotica de las bacterias lacticas antarticas y la cepa
LPAT7 CONLIOL. ..ot e 32
Tabla 8. Actividad antibacteriana de los microorganismos en estudio...............c.c...... 33
Tabla 9. Efectos P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en los
PArAMELIOS PIOAUCTIVOS. .uvviiiiiiieiiiie ittt e st e e e e be e e anbe e e e 39
Tabla 10. Efectos de P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en la
calidad del HUEVO. .......ooiiiiic s 41
Tabla 11. Efectos de P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en los
pardmetros ambICNTALES. .......cceeiiiiiiiiiiic 43

Tabla 12. Digestibilidad de Materia Seca (DMS) y Proteina Cruda (DPC)................. 44



vi

INDICE DE FIGURAS

Pégina
Figura 1. Produccién mundial de ganado y pescado en términos de proteina. ............. 1
Figura 2. Impacto de la produccion avicola en los componentes ambientales............... 5

Figura 3. Observacion microscopica de las bacterias antarticas en estudio: (A) UCO-
17, (B) UCO-23, (C) UCO-29, (D) LP47 control, (E) UCO-54, (F) UCO-149B........22

Figura 4. Densidad de la poblacién celular de los cultivos a diferentes horas de
INCUDACION. ...ttt e e e e e 23

Figura 5. Biomasa de los cultivos microbianos a diferentes horas de incubacion. .....24
Figura 6. Concentracion microbiana de los cultivos a diferentes horas de incubacion..24

Figura 7. Disminucion de los valores de pH de los cultivos microbianos a diferentes
horas de INCUDACION. .........eeiuiiiiieiii e 25

Figura 8. Tolerancia de las cepas antarticas a diferentes condiciones de pH écido (2.5,
3.0 y 3.5) durante 4 horas de INCUDACION. .........ueeruiiiiiiiiiiiie e 27

Figura 9. Capacidad de adhesion en superficie abidtica (xileno) de las cepas antarticas
y microrganismo control (L. plantarum LPAT). .......c.ccccovviiiiiiiiiiiiiieee e, 28

Figura 10. Efecto de P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en la
produccion de hueVo POT SEMANA. .......ciuveiiiiirieeieiee et 36

Figura 11. Efecto de P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en la
tasa de POStUra POT SEIMANA. .....c.vveviiieiiiieiiiie et 36

Figura 12. Efecto de P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en el
consumo de alimento POT SEMANA. .........ccueiiiriiieiiieiinie e 37

Figura 13. Efecto de P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en la
eficiencia alimenticia POr SEMANA. ........cccueiiiiiiiiiiieii e 37

Figura 14. Efecto de P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en la
tasa de conversion alimenticia PO SEMANA. ..........cocvverrerrreereerireenee e e see e 38



vii

INDICE DE ECUACIONES

Pagina
Ecuacion 1. Unidades formadoras de colonia por cada mL de cultivo. .........cccceeneee. 11
Ecuacion 2. Tasa de supervivencia bacteriana...........covocververineinienisieneeseseeseen 11
Ecuacion 3. Porcentaje de hidrofobicidad. .........ccccocviiviiiiiiiiiiii e 12

Ecuacion 4. Célculo de la digestibilidad aparente (DA). ....ccoovovvvieiiiiiiiciiceen, 19



viii

EVALUACION PROBIOTICA DE BACTERIAS LACTICAS AISLADAS DE
LAANTARTICA COMO UNA ALTERNATIVA SUSTENTABLE PARA LA

PRODUCCION AVICOLA

PROBIOTIC EVALUATION OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM
ANTARCTICA AS A SUSTAINABLE ALTERNATIVE FOR POULTRY
PRODUCTION
Palabras claves: Probioticos, bacterias acido-lacticas, Antartica, produccion avicola,

sustentabilidad.

RESUMEN

El crecimiento sostenido de la produccién avicola plantea tanto desafios ambientales
como de salud publica, especialmente dadas las restricciones al uso intensivo de
compuestos sintéticos como los antibidticos. Al respecto, los probiodticos basados en
bacterias lacticas surgen como una alternativa para promover el rendimiento animal sin
comprometer al medioambiente, siendo la viabilidad de las cepas uno de los principales
problemas para asegurar su efecto a lo largo del ciclo productivo. En este sentido, en
la Antartica se han adaptado microorganismos capaces de sobrevivir bajo condiciones
climaticas extremas, convirtiéndolos en una fuente de interés investigativo debido a sus
potenciales aptitudes biotecnologicas. Asi, el objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto probiodtico de bacterias lacticas antarticas como una alternativa sustentable en
sistemas de produccion avicola. Ocho cepas fueron caracterizadas in vitro en términos

de su tolerancia a pH 4cido y sales biliares, hidrofobicidad, formacion de biopeliculas,



X

inocuidad y su actividad antagonista frente a patdégenos de interés para la industria
avicola como Escherichia coli, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus.
Posteriormente, dos cepas fueron seleccionadas para determinar su efecto in vivo en
gallinas ponedoras Hy-Line W-36, distribuidas en tres grupos de tratamiento: control
sin suplementacion probiotica (C), P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-
54 (T2). Como resultado, T2 mejoro significativamente (p < 0.05) varios parametros
productivos, tales como la tasa de postura (80.56%), eficiencia alimenticia (0.54 g
huevo/g alimento), tasa de conversion alimenticia (1.94 g alimento/g huevo) y
parametros de calidad del huevo como unidades Haugh, grosor de la cascara e indice
de yema. Pese a que no se observaron diferencias significativas en variables
ambientales (p > 0.05) como el nitrégeno total y nitrogeno amoniacal, el grupo que
recibid el tratamiento con UCO-54 presentd menor concentracion de materia seca en
las heces, lo que podria ser un indicador de una mayor actividad fermentativa en el
tracto digestivo de las aves. En conclusion, UCO-54 se perfila como una cepa
probidtica prometedora para la avicultura sustentable, la cual contribuiria
potencialmente a la reduccion del uso intensivo de antibidticos como promotores de
crecimiento, productos sintéticos y a una mayor productividad; sin embargo, pruebas
adicionales son necesarias para establecer la capacidad del probidtico para mejorar

parametros ambientales.



PROBIOTIC EVALUATION OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED
FROM ANTARCTICA AS A SUSTAINABLE ALTERNATIVE FOR POULTRY
PRODUCTION

Keywords: Probiotics, lactic acid bacteria, Antarctic, poultry, sustainability.

SUMMARY

The sustained growth of poultry production involves both environmental and public
health challenges, particularly given the restrictions on the intensive use of synthetic
compounds such as antibiotics. In this context, lactic acid bacteria-based probiotics
have emerged as a promising alternative to enhance animal performance without
compromising the environment, with strain viability being one of the main issues to
ensuring their effectiveness throughout the production cycle. In this regard,
microorganisms adapted to the extreme climatic conditions of Antarctica have garnered
research interest due to their biotechnological potential. Therefore, this study aimed to
evaluate the probiotic effect of Antarctic lactic acid bacteria as a sustainable alternative
for poultry production systems. Eight strains were characterized in vitro based on their
tolerance to acidic pH and bile salts, hydrophobicity, biofilm formation, safety, and
antagonistic activity against key pathogens to the poultry industry, such as Escherichia
coli, Salmonella enterica, and Staphylococcus aureus. Subsequently, two strains were
selected to determine their in vivo effects in Hy-Line W-36 laying hens, distributed into
three treatment groups: a control group without probiotic supplementation (C), P.
pentosaceus UCO-23 (T1), and L. plantarum UCO-54 (T2). As a result, T2

significantly improved (p < 0.05) several productive parameters, including laying rate
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(80.56%)), feed efficiency (0.54 g of egg/g of feed), feed conversion ratio (1.94 g of
feed/g of egg), and egg quality parameters such as Haugh units, eggshell thickness, and
yolk index. Although no significant differences (p > 0.05) were observed in
environmental variables such as total nitrogen and ammoniacal nitrogen, the group
supplemented with UCO-54 exhibited lower dry matter feces, which may indicate
enhanced fermentative activity in the digestive tract of the hens. In conclusion, UCO-
54 stands out as a promising probiotic strain for sustainable poultry production,
potentially contributing to reducing reliance on antibiotics as growth promoters,
minimizing synthetic additives, and greater productivity. Nevertheless, further studies

are required to confirm its capacity to improve environmental parameters.



1. INTRODUCCION

La expansion sostenida de la poblacién humana ha impulsado una creciente demanda
global de alimentos, caracterizada por una marcada tendencia hacia las proteinas de
origen animal (Komarek et al., 2021). Segin proyecciones realizadas por la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico (OECD, por sus siglas
en inglés) en conjunto con la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) (2023), la carne sera la

proteina de mayor produccion a lo largo de la proxima década (Figura 1).
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Figura 1. Produccion mundial de ganado y pescado en términos de proteina. Informe
sobre Perspectivas Agricolas (OECD/FAO, 2023).

Se espera que la carne de ave represente el 43% de la proteina consumida de todas las
fuentes carnicas para el 2033 y, asi también, una alta demanda de huevos. De acuerdo
con la OECD (2024) este escenario favorecera al sector avicola, cuyas ventajas en
términos de ciclo productivo, mayor indice de conversion, menores costos y alimentos
con contenidos de proteinas y grasas mas saludables son factores que explican este

prondstico. De hecho, un anterior informe sobre Perspectivas Agricolas de la OECD



(2023) destaca que las preferencias de los consumidores estardn estrechamente
relacionadas con alimentos percibidos como beneficiosos para la salud y con menor
impacto en el ambiente, lo que fomentard la produccion de aves de corral tanto en
paises con altos como con bajos ingresos. En relacion con esto, estadisticas recientes
indican que en Chile la produccion de carne de ave supero las 66 mil toneladas en enero
de 2024, con un alza del 1,7% (Fuentes, 2024). Similarmente, la produccién de huevos
experimentd un incremento interanual del 5,4%, siendo las regiones Metropolitana,
Valparaiso y Nuble las principales contribuyentes a nivel nacional (Pefiafiel, 2024).

Para satisfacer la creciente demanda de productos derivados de la avicultura, se han
implementado sistemas de produccion intensiva que operan en entornos controlados
con condiciones Optimas de temperatura, ventilacion, luz, humedad y tratamientos
médicos veterinarios, los cuales permiten maximizar la productividad (Li ef al., 2022).
No obstante, aunque el uso de productos veterinarios es fundamental para garantizar la
salud de las aves, su aplicacion puede generar efectos secundarios adversos tanto para
los animales como para el medio ambiente (Bacanli & Basaran, 2019; Mehdi et al.,
2018). Si bien son efectivos en el tratamiento y prevencion de enfermedades, estos

productos pueden causar consecuencias no deseadas (Tabla 1).

Tabla 1. Tipos de tratamientos veterinarios aplicados en produccion avicola.

Productos Ventajas Desventajas

Antibidticos - Previenen y controlan - Promueven resistencia
infecciones bacterianas como  bacteriana por uso prolongado’.
salmonelosis y colibacilosis'. - Alteran la microbiota
- Reducen la mortalidad y intestinal y afectan la
mejoran el rendimiento digestion'.
productivo al disminuir - Contaminan el medio
infecciones subclinicas!'. ambiente y pueden dejar

residuos en carne y huevos'.




Anticoccidiales - Controlan la coccidiosis y - Favorecen resistencia en
previenen diarrea, parésitos tras uso prolongado®.
desnutriciéon y mortalidad?. - Pueden causar toxicidad por
- Mejoran la conversion sobredosis®.
alimenticia y el crecimiento - Residuos quimicos
uniforme de las aves?. contaminan el ambiente*,

Vacunas - Previenen enfermedades - Riesgo de reacciones adversas
como gripe aviar, Newcastle ~ como alergias o fiebre’.

y bronquitis aviar®. - Proteccion incompleta si la

- Reducen significativamente  administracion es incorrecta’.
la mortalidad y prolongan la - Mayor costo inicial frente a
inmunidad, controlando otros tratamientos>.

enfermedades zoondticas’.
Elaborado a partir de Andrew Selaledi et al. (2020), Barbour (2019)?, Ganapathy and Parthiban (2024)3
y Peek and Landman (2011)*.

El uso indiscriminado de ciertos compuestos sintéticos, como los antibidticos, no sélo
para prevenir infecciones sino también para promover el crecimiento animal, ha
perturbado la magnitud del dafio ambiental y la propagacion de genes multirresistentes
(Manyi-Loh et al., 2018). En particular, los microbios resistentes, al liberars al entorno
através de la excreta, pueden dispersarse en el ambiente adheridos a particulas de polvo
y, asi, recorrer largas distancias en el aire, depositandose posteriormente en el suelo o
cuerpos de agua, lo que contribuye a la contaminacion ambiental (Vetrova et al., 2024).
De esta manera, este proceso facilita la transferencia de resistencia antimicrobiana a
ecosistemas acuaticos y terrestres, con implicaciones importantes para la biodiversidad
y la salud publica (Lajqi Berisha ef al., 2024). Al respecto, la Organizacion Mundial de
la Salud (2016) define como resistencia antimicrobiana a la capacidad que adquieren
las bacterias, virus, hongos o parésitos para resistir los efectos de los medicamentos
disefiados para eliminarlos o inhibir su crecimiento. De hecho, se estima que las

infecciones por patdgenos resistentes matan 700 mil personas al afio en todo el mundo



y se espera que la cifra alcance los 10 millones para 2050 (O’Neill, 2014). En relacién
con esto, un estudio basado en una serie de experimentos para evaluar bacterias
resistentes en la industria alimentaria descubrié que productos carnicos elegidos en
supermercados, tales como pollo y pavo, contenian niveles significativos de
Escherichia coli multirresistente y/o potencialmente patdégena (Zeitz et al., 2020). Es
asi como esta problematica ha generado preocupaciéon mundial debido al consumo de
alimentos poco seguros, altas probabilidades de contraer infecciones dificiles de tratar,
mayores tasas de mortalidad y costos asociados a la atencion médica, segun lo descrito
por Antimicrobial Resistance Collaborators (2022).

Como se evidencia en la Figura 2, la intensificacion de la produccion avicola puede
generar una serie de impactos en los componentes ambientales. Entre estos se destacan
los grandes volimenes de estiércol producidos por estos sistemas, la sobrecarga de
nutrientes y proliferacion de microorganismos patégenos, que alteran tanto el pH como
la microbiota natural del suelo, y la emision de olores molestos y gases nocivos que
afectan la calidad del aire (Burkholder et al., 2007; Grzini¢ et al., 2023). A esto se suma
que los efluentes provenientes de estos sistemas contienen altas concentraciones de
nitrégeno amonico y nitrogeno nitrico, lo que promueve la eutrofizacion de los cuerpos
de agua y, por lo tanto, la disminucion de la biodiversidad acuédtica (Ryu ef al., 2018).
En otras palabras, a pesar de su alta eficiencia, si los sistemas de produccion avicola
no son gestionados adecuadamente pueden contribuir tanto a la contaminacion
ambiental como a la evolucién de patdogenos resistentes que implican riesgos para la

inocuidad alimentaria (Tiseo et al., 2020).
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Figura 2. Impacto de la produccion avicola en los componentes ambientales.

En este contexto, frente a la creciente preocupacion sobre los efectos adversos del uso

de productos sintéticos en la avicultura, se ha vuelto imperativo encontrar enfoques

alternativos para criar animales sanos. Entre las opciones disponibles, ciertos productos

naturales, como aditivos nutricionales, han ganado interés debido a su amplio espectro

de impactos beneficios en la salud y el rendimiento de las aves (Gadde et al., 2017).

En la Tabla 2, se indican alternativas estudiadas actualmente para tales propdsitos.

Tabla 2. Productos naturales como alternativa frente al uso de productos sintéticos en

el sector avicola.

Tipo Ventajas Desventajas
Extractos de - Mejoran la calidad del huevo - Reduccion de la absorcion de
algas y carne®. minerales®.

- Reducen colesterol y
fortalecen el sistema inmune*.
- Incrementan el rendimiento
productivo®.

- Posibilidad de acumulacion de
metales pesados®.

- Efectos adversos en piel o
sistema digestivo en altas dosis®.




Fitobidticos - Estimulan el crecimiento y - Pueden inducir reacciones
fortalecen la salud animal®”. alérgicas o toxicidad
- Ofrecen propiedades dependiendo de la dosis y
antimicrobianas y especie utilizada®.
antioxidantes®. - Pérdida de eficacia si no se
controla la calidad del extracto®.
Prebidticos - Incrementan la absorcion de - Efectividad dependiente de la
nutrientes esenciales”. dosis y tipo de prebidtico
- Mejoran la microbiota utilizado®.
intestinal y refuerzan la - Pueden fermentar en exceso en
respuesta inmune®. el intestino, causando molestias
digestivas o diarrea’.
Probioticos - Mejoran la digestion y - Su efectividad depende de la
fortalecen la barrera intestinal*.  cepa utilizada, por lo que podrian
- Inhiben patégenos y no generar ningun beneficio
promueven la respuesta esperado y su uso seria
inmune'*, innecesario”.
- Incrementan la eficiencia - Posible necesidad de
productiva, engorde, tasa de suplementacion continua para
postura y calidad del huevo*®.  mantener los efectos deseados’.

Elaborado a partir de Elhassan et al. (2021)', Kuralkar and Kuralkar (2021), Michalak and Mahrose
(2020)%, Jha et al. (2020)*, Ruvalcaba-Gomez et al. (2022)° y Abdelli ef al. (2021)°.

Aunque mediante extractos de plantas y algas se han obtenido resultados positivos, los
probidticos destacan como una opcidén prometedora por su capacidad para potenciar
multiples respuestas beneficiosas en los parametros productivos, e incluso ambientales,
en aves de corral (Jha et al., 2020). De acuerdo con la Asociacion Cientifica
Internacional para Probioticos y Prebidticos, los probidticos son “microorganismos
vivos que, administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud
del hospedero" (Hill et al., 2014). Entre estos microorganismos probidticos, las
bacterias acido-lacticas (BAL) son especialmente relevantes ya que, ademas de ser
reconocidas como seguras, forman un grupo heterogéneo de bacterias gram-positivas
cuya capacidad de producir 4cidos organicos y bacteriocinas les confiere propiedades

antimicrobianas (Chen et al., 2023). Adicionalmente, la adaptabilidad de las BAL a



diferentes nichos ecoldgicos permite su aislamiento a partir de diversas fuentes donde,
dependiendo de su matriz ambiental, podrian desarrollar propiedades mas tolerantes a
condiciones estresantes, como aquellas que caracterizan a los climas extremos (Duar
et al., 2017). En este sentido, la Antartica, reconocida como el lugar mas arido del
mundo, alberga microorganismos capaces de sobrevivir a altos niveles de radiacion
ultravioleta, fuertes vientos y bajas temperaturas, entre otras condiciones estresantes,
que han promovido su evolucion hacia caracteristicas microbioldgicas resilientes
(Giménez et al., 2019). Sin embargo, solo se ha publicado un niimero limitado de
estudios relacionados con bacterias lacticas antarticas y no existen publicaciones sobre
sus efectos probidticos en la avicultura. En consecuencia, este estudio tiene por
objetivo evaluar el efecto probidtico de BAL antarticas como una alternativa
sustentable para la produccién avicola. Se realizaron pruebas in vitro para determinar
las propiedades de tolerancia, adhesion y seguridad de las bacterias, para luego
seleccionar las cepas con mayor potencial probiodtico y determinar su efecto in vivo en
aves ponedoras. A partir de esta investigacion, se espera que al suplementar el agua de
bebida con cepas antarticas mejore el rendimiento productivo y, al mismo tiempo, los
parametros ambientales de un sistema de gallinas Hy-Line W-36. Con estos resultados
se busca contribuir al desarrollo sostenible y aportar una solucién innovadora con

perspectiva ambiental al sector avicola.



2. HIPOTESIS
El uso probidtico de bacterias lacticas antdrticas mejora tanto los pardmetros
productivos como ambientales en aves de postura; por lo tanto, representa una

alternativa sustentable para la produccion avicola.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Evaluar el efecto probidtico de bacterias lacticas antarticas como una alternativa

sustentable en la produccion avicola.

3.2. Objetivos especificos
- Determinar in vitro las propiedades probidticas de bacterias lacticas antarticas.
- Determinar in vivo el efecto probidtico de bacterias lacticas antarticas tanto en

los parametros productivos como ambientales de aves de postura.



4. METODOLOGIA

4.1. Determinacion in vitro: propiedades probidticas de BAL antarticas

4.1.1. Microorganismos y condiciones de cultivo

Ocho cepas de bacterias lacticas aisladas desde la Antartica e identificadas previamente

mediante el ARN ribosomico 16S fueron suministradas por el Laboratorio de

Biotecnologia Hidroambiental (LABHI), Facultad de Ingenieria Agricola, Universidad

de Concepcion (Tabla 3). Adicionalmente, la cepa Lactiplantibacillus plantarum LP 47

fue proporcionada como control.

Tabla 3. Microorganismos antarticos suministrados por LABHI

Bacterias lacticas

Género Cepa Aislamiento
Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus Muestra ambiental de
plantarum UCO-17 pinnipedo
Lactiplantibacillus Muestra de torula anal de
plantarum UCO-54 foca
Lactiplantibacillus .
plan tl; um UCO-179 Muestra de liquen
Enterococcus Enterococcus Muestra oral de polluelo
faecium UCO-29 Pygoscelis adeliae
Enterococcus Muestra feca de polluelo
faecium UCO-38 Pygoscelis adeliae
Pediococcus Pediococcus Muestra cloacal de polluelo
pentosaceus UCO-23 Pygoscelis papua
Pediococcus Muestra cloacal de polluelo
pentosaceus UCO-69 Pygoscelis antarcticus
Pediococcus

acidilactici UCO-149B

Muestra de suelo

Las bacterias lacticas antarticas y cepa control, previamente congeladas a — 20 °C en

un medio nutritivo (10 g/mL leche descremada, 0.5 g/100 mL extracto de levadura y 1

g/mL glucosa), se activaron por doble traspaso a 4 mL de caldo Man-Rogosa-Sharpe
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(MRS) e incubaron a 37 °C (Biobase Incubator BJPX-H160) por 24 y 18 h,
respectivamente. Luego, se realizo tincion de Gram para observar la morfologia,
agrupacion y afinidad tintorial de los cultivos bacterianos, asi como también para
descartar aspectos de contaminacion. Ademas, se caracterizaron las muestras mediante
pruebas bioquimicas de catalasa y oxidasa donde se determind la presencia o ausencia
de las enzimas catalasa y Citocromo C oxidasa, respectivamente. Las propiedades

probiodticas de cada cepa se evaluaron in vitro como se describe a continuacion:

4.1.2. Dinamica de crecimiento y produccion de acido

Una vez activadas las cepas, se lavaron dos veces con suero fisiologico (0.9%) para
recolectar el pellet bacteriano por centrifugacion (9000 rpm, 5 °C, 10 min) (Sigma 3-
16KL). Las suspensiones bacterianas se ajustaron a 1 x 108 UFC/mL mediante lecturas
de absorbancia a una densidad optica de 600 nm (0.5) (Spectroquant® Prove 600).
Luego, se realizaron nuevos cultivos inoculando 40 pL de cada cepa ajustada en 4 mL
de caldo MRS, considerando triplicados por cada ensayo para 4 dias de experimentos.
Alas 0, 24, 48, 72 y 96 h de incubacion se midi6 la densidad celular de los cultivos
(DOsoonm), y para la prueba de peso seco se utilizaron filtros de 1 micra en un sistema
de filtracién con una bomba de membrana (Vacuubrand® Vacuum Pump MZ2CNT)
para estimar la produccion de biomasa. Asi también, a las 0, 48 y 96 h de incubacion
se hicieron diluciones seriadas en 9 mL de suero fisioldgico (0.9%) y se sembraron 40
uL de cada muestra en placas de agar MRS. Tras 36 h de incubacion a 37 °C, se contd
el numero de colonias en cada placa (BOECO Colony Counter CC-1) y se calcularon

las unidades formadoras de colonias (UFC) tal como se muestra en la Ecuacion 1.
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Ecuacion 1. Unidades formadoras de colonia por cada mL de cultivo.

UFC _ N° colonias X Factor de dilucién

mL Volumen de cultivo en mL

Por otra parte, a las 0, 24, 48, 72 y 96 h de incubacion se midi6 el pH de cada cultivo
en triplicado (pH-Meter HI 2212) para interpretar la produccion de acido. Las muestras
fueron caracterizadas al inicio y final del experimento mediante tincion de Gram para

descartar aspectos de contaminacion.

4.1.3. Tolerancia a pH acido y sales biliares

Con algunas modificaciones, se estudid la tolerancia a condiciones acidas segln lo
descrito por Anandharaj et al. (2015), de forma resumida cada suspension bacteriana
se inocul6 en 4 mL de caldo MRS ajustado previamente a pH 2.5, 3.0 y 3.5 con 4cido
clorhidrico (HCI: 1 N). Los cultivos se incubaron a 37 °C y alas 0, 2 y 4 h de incubacién
se sembraron alicuotas de 40 uL en placas de agar MRS para determinar la tasa de

supervivencia bacteriana como se indica en la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2. Tasa de supervivencia bacteriana.

log log UFC N,
log log UFC N,

Tasa de supervivencia bacteriana (%) = ( ) x 100

N representa los grupos de tratamiento y Ny representa el control.

De forma similar se determind la tolerancia a sales biliares, modificando parcialmente
lo descrito por Anandharaj and Sivasankari (2014) se inocularon 100 pL de cada cultivo
en 10 mL de caldo MRS suplementando previamente con 0.3, 0.5 y 1% de sales biliares

(Oxgall). Los cultivos se incubaron a 37 °C y se sembraron alicuotas de 100 uL a las
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0, 3 y 6 h de incubacioén en placas de agar MRS para determinar la tasa de supervivencia
como se describié anteriormente. Aquellas cepas que mantenian su recuento viable o
mostraron capacidad de crecimiento en presencia de sales biliares o pH acido se

clasificaron como tolerantes.

4.1.4. Hidrofobicidad en superficie abiotica

Con algunas modificaciones, se aplicd el método de particion en solvente organico
descrito por Rosenberg et al. (1983). Se cultivaron las cepas en 4 mL de caldo MRS
por 24 h a 37 °C en una atmésfera con un 10% de CO-, luego se recolectaron por
centrifugacion a 5000 rpm por 5 min y se suspendieron en solucion salina tamponada
con fosfato (PBS). En placas de microtitulacion de 96 pocillos se depositaron 1.2 mL
de las suspensiones bacterianas y se realizaron lecturas de densidad opticas definidas a
D0400=0.8—1.0 0 DOgp0=0.4—0.6. Posteriormente, las suspensiones se mezclaron con
300 pL de xileno, se homogenizaron en vortex por 2 min y se dejaron reposar (10 min).
Se removio la fase acuosa para realizar nuevas lecturas de densidad Optica. Siguiendo
los criterios de Ocana et al. (1999), se calcul6d el porcentaje de hidrofobicidad
(Ecuacion 3) para clasificar las cepas con hidrofobicidad alta (%H:71-100),

hidrofobicidad moderada (%H:36-70) o hidrofobicidad baja (%H:0-35).

Ecuacion 3. Porcentaje de hidrofobicidad.

Ao

(%H) = [ ] x 100

0

Ao y A representan los valores de densidad optica obtenidos antes y después de mezclar la suspension
bacteriana con xileno, respectivamente.
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4.1.5. Peroxido de hidrogeno

Se aplico el método semicuantitativo descrito por Felten et al. (1999) para determinar
la produccion de H>O». En resumen, las cepas se sembraron en agar MRS suplementado
con 3,3°,5,5’-tetrametilbencidina y H>O,. Las placas se incubaron durante 48 ha 37 °C
bajo un 10% de COx> y se interpretd el ensayo respecto a la aparicion de coloracion azul
alrededor de las colonias. De acuerdo con la intensidad de la coloracion, las cepas se
clasificaron como (—) no productora de H>O», (+) productora baja de H>O», (++)

productora regular de H>O» o (+++) productora abundante de H>O».

4.1.6. Agregacion salina

Se aplic6 el método de Ocana et al. (1999), sin modificaciones. Se cultivaron las cepas
en caldo MRS por 48 h y se centrifugaron a 5000 rpm por 5 min, luego se lavo el pellet
bacteriano dos veces con PBS. Las suspensiones bacterianas se diluyeron a 109
UFC/mL en PBS. Posteriormente, alicuotas de 20 pL de una solucion de sulfato de
amonio (NH4)2SO4 (2M). Las muestras se dejaron reposar por 2 min y se cubrieron con
cubreobjetos para observar su capacidad de agregacion (o aglutinacion) bajo
microscopio, clasificandose como (—) no formadora de agregados, (+) formadora de

agregados moderada o (++) formadora de agregados.

4.1.7. Formacion de biopeliculas (Biofilm)

Se utiliz6 el método de tincion con Cristal Violeta (CV) descrito por Salas-Jara et al.
(2016). Después de cultivar las cepas en placas de agar MRS durante 24 ha 37 °C (10%
COy), se prepararon suspensiones bacterianas (0.5 McFarland). En placas con fondo

plano de 24 pocillos (12 mm de didmetro por pocillo) se colocaron cubreobjetos de
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vidrio estériles y se depositaron 700 pL de cada suspensién bacteriana.
Simultdneamente, se utilizaron placas sin cubreobjetos de vidrio para probar la
superficie de poliestireno como material de soporte. Las placas se incubaron por 24 h
a 37 °C (10% CO,). Posterior a la incubacion, se elimind el medio y las células
planctoénicas por aspiracion, y los pocillos se lavaron tres veces con PBS. Luego se
secarse por 10 min a temperatura ambiente, se agregd 800 uL de CV al 0.1% p/v y se
dejo reposar por 5 min a temperatura ambiente. Se descartdé el CV no unido y los
pocillos se dejaron secar 10 min. Se realizaron cuatro lavadas con PBS para eliminar
el exceso de CV libre, y el colorante unido a la biopelicula se extrajo adicionando 800
uL de una mezcla de etanol/acetona (80:20). Los niveles de formacion de biopeliculas
se estimaron midiendo la absorbancia a 590 nm, utilizando microplacas de poliestireno
de 96 pocillos y un lector de microplacas prolnfinite M200 (Tecan Trading AG,
Minnedorf, Suiza). Se calcul6 la formacion de biopeliculas para cada cepa restando el
valor obtenido del control negativo (medio sin inoculacidn bacteriana). Cada resultado
fue el promedio de tres ensayos independientes y las cepas se clasificaron como
formadoras de biopeliculas cuando la absorbancia resultd > 2 veces mayor que el valor

del control negativo.

4.1.8. Actividad hemolitica

Los microorganismos se cultivaron en agar Columbia suplementado con 5% de sangre
de cordero y se incubaron a 37 °C por 24 h en condiciones microaerdbicas (10% CO»).
Siguiendo los criterios de Peres ef al. (2014), se interpretd una B-hemolisis al observar

zonas de aclaramiento alrededor de las colonias, y-hemdlisis al no observar hemolisis
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(coloracion) y a-hemolisis al observar una leve coloracion verde alrededor de las
colonias. Por lo tanto, tanto las bacterias productoras de a-hemolisis como de y-

hembdlisis fueron clasificadas como no hemoliticas.

4.1.9. Gelatinasa

Siguiendo lo descrito por Garcia-Reyes et al. (2023), sin modificaciones, se estudio la
produccion de gelatinasa. cultivando las cepas en placas de agar Brain-Heart Infusion
(BHI) que contenian peptona (10 g/L) y gelatina (30 g/L). Tras su incubacion a 37 °C,
los cultivos se colocaron a 4 °C durante 5 h. La actividad de la gelatinasa se identifico
por la capacidad de las bacterias para hidrolizar gelatina, clasificandose positiva

cuando el medio de cultivo se vuelve liquido.

4.1.10. Susceptibilidad antibidtica

Se utilizé el método de difusion de discos en agar para determinar la resistencia o
sensibilidad de las cepas a 20 antibioticos: amikacina (30 pg). amoxicilina (10 pg),
ampicilina (10 pg), ampicilina/sulbactam (20 pg), azitromicina (15 pg), cefuroxima
(30 png), ciprofloxacina (5 pg), claritromicina (30 pg), clindamicina (2 pg),
eritromicina (15 pg), furazolidona (100 pg), gentamicina (10 pg), kanamicina (30 pg),
levofloxacina (5 pg), metronidazol (5 pg), neomicina (30 pg), oxacilina (1 pg),
rifampicina (5 pg), tetraciclina (30 pg) y vancomicina (30 pg). Previamente, se
ajustaron suspensiones bacterianas a 1.5 x 10® UFC/mL (equivalente a la escala 0.5
McFarland) y se sembraron en placas de agar Miieller-Hinton utilizando torulas
estériles. Se posicionaron los discos antibidticos y las placas se incubaron por 24 h a

37 °C (10% CO2). A continuacion, los microorganismos se clasificaron como
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resistentes o susceptibles a cada antimicrobiano analizando los halos de aclaramiento

siguiendo los criterios de Georgieva et al. (2008).

4.1.11. Actividad antibacteriana

Cinco cepas patogenas de referencia fueron facilitadas por el Laboratorio de Nutricion
Animal, Departamento de Produccion Animal, Facultad de Agronomia, Universidad de
Concepcion: Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Enteritidis ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
aureus ATCC 43300 (resistente a la meticilina) y Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Los patégenos se cultivaron en caldo BHI a 37 °C por 24 h y se ajustaron las
suspensiones bacterianas a la escala 0.5 McFarland. Posteriormente se aplico el ensayo
de difusion en pozos de agar, realizando perforaciones de 5 mm de didmetro en placas
de agar Miieller-Hinton. Los patégenos se sembraron utilizando torulas estériles y 100
uL de cada bacteria lactica (previamente cultivadas por 24 h a 37 °C en caldo MRS) se
depositaron en su respectivo pocillo. Se utiliz6é caldo MRS como control negativo. Las
placas se incubaron por 48 h a 37 °C para determinar la aparicion de halos de
inhibicion. Siguiendo los criterios de Baccigalupi et al. (2005), la actividad
antibacteriana se clasifico como: 0 a I mm inhibiciéon nula (+/—), 2 mm inhibicion

moderada (+), 2 a 5 mm inhibicidn alta (++) y méas de 5 mm inhibiciéon muy alta (+++).
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4.2. Determinacion in vivo: efecto probiotico de BAL antarticas

4.2.1. Preparacion de los microorganismos antarticos para el estudio in vivo

A partir de los resultados in vitro, se seleccionaron las cepas P. pentosaceus UCO-23 y
L. plantarum UCO-54 para evaluar su efecto probiotico en gallinas de postura. Con
algunas modificaciones, se aplicd el método descrito por Mappley et al. (2013). Se
realizaron cultivos independientes de cada cepa activada en 500 mL de caldo MRS y
se incubaron por 24 h a 37°C. Se recolectd el pellet bacteriano por centrifugacion (9000
rpm, 5 °C, 10 min) y se resuspendid en 100 mL de agua destilada estéril,
respectivamente. Adicionalmente, se demostro que las bacterias se mantuvieron viables
en agua potabilizada sin decrecimiento significativo por aproximadamente 3 h (+ 7.0 x

10° UFC/mL UCO-23; + 6.3 x 10° UFC/ml UCO-54).

4.2.2. Aves experimentales

Un total de 108 gallinas de postura de la linea genética Hy-Line W-36 (100 semanas
de edad; peso corporal promedio de 1.59 kg) fueron facilitadas por la Estacion
Experimental “Marcelo Tima Péndola” (Fundo El Alazan, Facultad de Agronomia,
Universidad de Concepcion) ubicada a 25 km al nororiente de Chillan, sector
Quinquehua, region de Nuble. Se trabajo en un galpon cerrado y aislado, provisto de
luz artificial (16 h de luz y 8 h de oscuridad) y ventilacion, adaptdndose una bateria de
postura tradicional en disposicion vertical. Las aves se asignaron aleatoriamente en 3
grupos de tratamiento, compuestos por 6 subgrupos (repeticiones) que contenian 6
gallinas cada uno, dispuestas en un sistema de jaulas (66 cm frente, 48.5 cm fondo, 37

mm altura, area total 0.32 m?). Una cinta continua bajo las jaulas se utiliz6 para retirar
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las excretas. La dicta basal de las aves se describe en la Tabla 4, siendo la racion diaria
recomendada igual a 110 g/ave/dia, acorde con las indicaciones establecidas para la
linea genética, y se ofrecid agua ad libitum durante todo el estudio. El manejo de las
aves se ajustd a las directrices del Comité de Bioética y Bienestar Animal de la
Universidad de Concepcidn, protocolos de la Guia de Buenas Practicas sobre Bienestar
Animal en los Sistemas de Produccion de Huevo del SAG (2018) y protocolos de
Bioseguridad establecidos en los Manuales de Procedimientos BIOSAV/MP3 vy

BIOSAV/MP7 del SAG (2016).

Tabla 4. Descripcion de la dieta basal.

Ingredientes Cantidad (g/100 g) Contenido nutricional %
Maiz 74.8 Materia seca 89.7
Soya 18.8 Cenizas totales 17.1
Conchuela 9.9 Proteina cruda 19.5
Harina de pescado 4.4 Fibra cruda 2.0
Fosfato bicalcico 1.5 Extracto etéreo 33
Sal 0.2 Extractos 478
Minerales 0.1 no nitrogenados '
Vitaminas 0.2 Energia 71
Metionina 0.1 metabolizable )

4.2.3. Parametros de produccion de huevos y digestibilidad de nutrientes

Se registr6 diariamente la produccion de huevos y el consumo de alimento
considerando un total de 2 kg de alimento suministrados por jaula. A partir de esto, se
calculd el consumo de alimento diario, la produccién diaria de huevos (%), eficiencia
alimenticia [%=(produccién de huevos (kg)/consumo de alimento (kg)) x 100] e indice
de conversion de alimento [consumo de alimento (kg)/produccion de huevos (kg)]. Se
utiliz6 el método del indicador de ceniza insoluble en acido para determinar la

digestibilidad (Ecuacion 4), donde el andlisis de la calidad de las heces (seccion 4.2.5.)
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permitid estimar la cantidad de materia seca (MS), materia organica (MO), cenizas
totales (CT), cenizas insolubles en acido (CIA) y proteina cruda (PC) contenida en las

muestras.

Ecuacion 4. Calculo de la digestibilidad aparente (DA).

(CIA en alimento)
(CIA en heces)

(Concentracion nutriente en alimento)

[1-

X (Concentracioén nutriente en heces)]|

DA =100 X

Donde,
CIA en el alimento: cantidad de ceniza insoluble en acido en el alimento;
CIA en las heces: cantidad de ceniza insoluble en acido en las heces.

Concentracion nutriente en heces: concentracion del nutriente de interés en las heces.

4.2.4. Parametros de calidad del huevo

Al final del periodo experimental (dia 42) se seleccionaron aleatoriamente 3 huevos
por jaula (18 huevos por tratamiento) con el fin de determinar el peso del huevo, altura
de albiimina, color de yema, unidades Haugh, fuerza de ruptura de la cascara, grosor
de la cascara e indice de yema. Estas mediciones fueron evaluadas mediante un

medidor digital de huevo (equipo DET6500, Nabel, Japon).

4.2.5. Calidad de las heces como parametros ambientales

Se evaluaron algunos parametros ambientales asociados a la generacion de gases de
efecto invernadero, contaminacion del aire y de cuerpos de agua. De cada unidad
experimental se recolectaron muestras de heces durante los dias 40, 41 y 42 de estudio,
las cuales se guardaron por separado en bolsas de polietileno con cierre hermético, se

transportaron en frio y refrigeraron a — 20 °C hasta su andlisis. A continuacion, se
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describe como se analiz6 la calidad de las heces respecto a la humedad, medida
gravimétricamente al determinar la materia seca (MS) por liofilizacion, nitrogeno total
(NT) y nitrégeno amoniacal (N-NH3), asi como también los parametros que fueron de
utilidad para estimar la digestibilidad indicada en la seccion 4.2.3. De forma breve,
basandose en Official Methods of Analysis of AOAC INTERNATIONAL (1997), la
MS se determind mediante gravimetria utilizando la desecacion de las muestras a 105
°C hasta alcanzar peso constante, mientras que la MO y CT se estimaron por
gravimetria incinerando las muestras a 550 °C hasta la obtencién de un residuo
inorgénico (la diferencia de peso antes y después de la incineracion corresponde a la
materia organica de la muestra, y el residuo obtenido representa las cenizas totales).
Para la CIA se incineraron las muestras, las cenizas se lavaron con agua destilada para
luego filtrar la solucion reteniendo las cenizas insolubles y la diferencia de peso antes
y después del lavado permitio su determinacion. Se calculo el NT utilizando el método
de destilacion de Kjeldahl, por digestion de la muestra en acido sulfurico concentrado,
seguida de la destilacion y titulacion del amoniaco liberado. Por otra parte, se
determiné el N-NH; separando el sobrenadante de las muestras congeladas (1.400 g,
20 min) para aclarar el extracto y se realizo una dilucion 1:40 mezclando 0.25 mL de
sobrenadante con 9.75 mL de agua destilada. A continuacion, se tomaron 100 pL de la
dilucién y se afiadieron 4 mL de fenol y 4 mL de hipoclorito de sodio, generando un
compuesto de color azul al cual se midi6 su absorbancia (625 nm) utilizando un
espectrofotometro UV-Vis (Spectroquant® Pharo 400). Finalmente, la PC digerida se

estimé como el coeficiente de digestibilidad por el consumo de proteina.
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4.2.6. Analisis estadistico

Similar a Morschbicher et al. (2023), todos los ensayos se realizaron por triplicado y
se presentaron los resultados como media y error estandar de la media (EEM) cuyo
analisis estadistico se realizd en el software estadistico jamovi (version 2.3.28). En
primera instancia, los datos se sometieron a una prueba de normalidad (Shapiro-Wilks).
A continuacioén, aquellos datos que siguieron una distribucién normal se sometieron a
un ANOVA de una via con medias comparadas mediante la prueba de Tukey (p <0.05).
De lo contrario, aquellos datos que siguieron una distribucion no paramétrica se
compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida del post-hoc de Dunn-

Bonferroni (p < 0.05).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Capitulo I: Propiedades probioticas de Bacterias Lacticas Antarticas

Se estudiaron las caracteristicas bioquimicas de ocho microorganismos antarticos y una
cepa control, los cuales fueron clasificados como catalasa y oxidasa negativa. En
relacion con esto, la ausencia de las enzimas catalasa y Citocromo C oxidasa implica
que las bacterias sean mas susceptibles a condiciones oxidativas; por ello, ambientes
anaerobicos o microaerdbicos potenciarian preferentemente su desarrollo (Chen,
2019). Por otra parte, se determind su afinidad tintorial como Gram-positivas,
destacando la morfologia bacilar con extremos cortos redondeados en las cepas L.
plantarum (UCO-17, UCO-54 y LP47), y diplococos en el caso de E. faecium UCO-

29, P. pentosaceus UCO-23 y P. acidilactici UCO-149B (Figura 2).
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Figura 3. Observacion microscopica de las bacterias antérticas en estudio: (A) UCO-
17, (B) UCO-23, (C) UCO-29, (D) LP47 control, (E) UCO-54, (F) UCO-
149B.
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Los siguientes microorganismos fueron descartados para evaluar su aptitud probiotica
debido a la presencia de dos tipos de morfologia: E. faecium UCO-38, P. pentosaceus
UCO-69y L. plantarum UCO-179B. Lo anterior, podria estar relacionado con aspectos
de contaminacion de las muestras durante su almacenamiento y/o manipulacion en
laboratorio; por lo tanto, se sugiere un re-aislamiento de las bacterias y una nueva

secuenciacion de su ARNr 168S.

5.1.1. Dinamica de crecimiento y produccion de acido

Los resultados de la cinética de crecimiento permiten comprender mejor las
condiciones Optimas del desarrollo de un microorganismo (Jannasch & Egli, 1993). En
este estudio, las bacterias evaluadas mostraron una alta actividad microbiana durante

las primeras 24 a 48 h de incubacion (Figura 4, 5y 6).

L. plantarum UCO-17 P. pentosaceus UCO-23
mE. faecium UCO-29 L. plantarum LP47
m L. plantarum UCO-54 P. acidilactici UCO-149B
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Figura4. Densidad de la poblacion celular de los cultivos a diferentes horas de
incubacion.
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Figura 5. Biomasa de los cultivos microbianos a diferentes horas de incubacion.
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Figura 6. Concentracion microbiana de los cultivos a diferentes horas de incubacion.

A diferencia de P acidilactici UCO-149B, que de acuerdo con las lecturas de
absorbancia obtuvo una densidad superior de células posterior a las 24 h de incubacion,
los demdas microorganismos crecieron exponencialmente hasta alcanzar su fase

estacionaria alrededor de las 72 h. Resultados similares se obtuvieron en las pruebas de
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peso seco y conteo bacteriano, donde la cepa UCO-17 destaco por lograr la més alta
cantidad de biomasa y concentracion microbiana igual a 11.6 g/L y log 9.3 UFC/mL en
un trascurso de 48 h de incubacidn, respectivamente. Por otra parte, se evidencio una
disminucion significativa en los niveles de pH de los cultivos microbianos a lo largo
del tiempo (Figura 7). Esta acidificacion progresiva del medio es un fenémeno
caracteristico de las bacterias lacticas y se atribuye a la produccion de acido lactico

como producto de la fermentacion durante su metabolismo (Ribeiro et al., 2021).
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Figura 7. Disminucion de los valores de pH de los cultivos microbianos a diferentes
horas de incubacion.

Considerando los resultados de la dindmica de crecimiento, se determin6 que tanto las
bacterias antarticas en estudio como la cepa control LP47 alcanzan su mayor actividad
microbiana durante las primeras 24 a 48 h de crecimiento, donde podrian convertir los
carbohidratos presentes en el medio de cultivo en &cido lactico y producir otros

metabolitos bioactivos de interés (acidos orgénicos, bacteriocinas, aminoacidos,



26

vitaminas, entre otros) (Tang et al., 2023), razén por la cual deberian recolectarse

durante este periodo.

5.1.2. Propiedades fisiologicas y funcionales de BAL antarticas para su uso
potencial como probidticos

Una cepa probidtica debe demostrar capacidad de tolerar condiciones gastrointestinales
adversas, tales como bajos niveles de pH y la presencia de bilis en el intestino delgado,
para ejercer eficazmente su funcion beneficiosa (Argyri et al., 2013). Las propiedades
fisiologicas de las bacterias lacticas antarticas para tolerar sales biliares y condiciones

acidas se muestran en la Tabla 5 y Figura 8, respectivamente.

Tabla 5. Efecto de las concentraciones de sales biliares en la viabilidad de las cepas
antarticas, expresada como logio UFC/mL.

0h 3h 6 h
Cepa Concentracion de sales biliares (%)

03 05 1 03 05 1 03 05 1
UCO-17 76 76 76 73 72 72 79 78 79
UCO-23 70 67 67 74 75 74 79 80 7.6
UCO-29 69 69 67 73 81 78 82 80 79
LP47 77 81 77 72 67 72 78 717 1.8
UCO-54 80 78 78 70 75 74 78 79 79
UCO-149B 73 74 70 60 7.7 70 76 80 7.8

Tanto las cepas antarticas como el microorganismo control crecieron en presencia de
sales biliares a lo largo del tiempo. En relacién con estos resultados, algunos de los
mecanismos asociados a este tipo de tolerancia incluyen la barrera de la pared celular,
la presencia de bombas de eflujo y la accion de la enzima BSH (hidrolasa de sales

biliares) la cual se encarga de romper los enlaces en las sales biliares,
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descomponiéndolos en productos mas simples y menos perjudiciales para la

supervivencia bacteriana (Bustos et al., 2018; Ruiz et al., 2013).
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Figura 8. Tolerancia de las cepas antarticas a diferentes condiciones de pH écido (2.5,
3.0 y 3.5) durante 4 horas de incubacion.

A pesar de que tanto E. faecium UCO-29 como P. acidilactici UCO-149 perdieron
viabilidad luego de 4 h, todas las cepas fueron capaces de tolerar pH 3.0 y 3.5 al menos
por 2 h. Sin embargo, tinicamente cepas derivadas de lactobacilos (UCO-17, UCO-54,
LP47) mostraron aptitud de resistir pH 2.5, especialmente L. plantarum UCO-54 que
obtuvo una tasa de supervivencia igual a 46.3% luego de 4 h de incubacion. Estudios
similares han demostrado la resistencia de diferentes cepas de L. plantarum, E. faecium
y Pediococcus spp. a condiciones acidas para su potencial aplicacién en produccion
avicola, lo que podria atribuirse a una caracteristica recurrente en este tipo de especie

de bacteria lactica (Dixon et al., 2022; He et al., 2021; Shi et al., 2020).
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Por otra parte, en la Figura 9 y Tabla 6 se muestran los resultados sobre las propiedades
funcionales de los microorganismos. Unicamente L. plantarum UCO-54 demostrd una
alta hidrofobicidad en superficie abidtica (85.1%), mientras que P. acidilactici UCO-
149B y P. pentosaceus UCO-23 mostraron hidrofobicidad moderada en presencia de
xileno (37.4% y 35.1%, respectivamente). Se destaca que para que un probiodtico genere
beneficios en la salud del huésped, como inhibir el asentamiento de patdgenos mediante
secreciones con potencial antibacteriano, es necesario que pueda adherirse y colonizar
la superficie del intestino (Juturu & Wu, 2018). Precisamente, las interacciones
hidrofébicas son interacciones no covalentes fuertes de largo alcance que pueden
ofrecer una ventaja competitiva en la capacidad de adhesion de ciertas bacterias lacticas
(Ehrmann et al., 2002; Han et al., 2017). De todas formas, algunas pruebas adicionales
deberian considerarse para determinar de forma holistica las propiedades de adhesion
de estos microorganismos, ya que existen otros factores que pueden intervenir en esta

caracteristica (Garcia-Cayuela ef al., 2014).
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Figura 9. Capacidad de adhesion en superficie abiotica (xileno) de las cepas antarticas
y microrganismo control (L. plantarum LP47).
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Tabla 6. Resultados de las propiedades funcionales de los microorganismos antarticos

y cepa control (LP47).

Propiedad

Microorganismo Produccion de  Agregacion Formacion de
H0; salina biofilm

L. plantarum UCO-17 + ++ +

P. pentosaceus UCO-23 - ++ +

E. faecium UCO-29 + - +

L. plantarum LP47 - - +

L. plantarum UCO-54 + + +

P, acidilactici UCO-149B ++ + +

Se determin6 que la produccion de perdxido de hidrogeno fue positiva en las cepas
UCO-17,UCO-29, UCO-54 y UCO-149B. Otros estudios han detectado esta capacidad
en Lactobacillus spp., la cual puede ser beneficiosa en términos de adaptacion al
entorno intestinal ya que el H>O» tiene propiedades antibacterianas que permitirian
reducir el crecimiento de bacterias patégenas (Hertzberger ef al., 2014). Asi también,
las cepas UCO-17, UCO-23, UCO-54 y UCO-149B demostraron una agregacion salina
positiva, cuya habilidad de aglutinaciéon podria indicar una mayor capacidad de
adherencia celular (Garcia et al., 2017). Todos los microorganismos se clasificaron
como formadores de biopeliculas (biofilm), una propiedad interesante para cepas
probidticas que promueve una mayor permanencia de las bacterias lacticas en la

mucosa intestinal (Terraf ef al., 2012).

5.1.3. Aspectos de inocuidad y seguridad de las BAL antarticas para su uso
potencial como probidticos

Ademéas de poseer aptitudes funcionales Optimas, los probiodticos deben ser inocuos y
seguros para su consumo. En esta investigacion se realizaron pruebas de actividad

hemolitica, gelatinasa y susceptibilidad antimicrobiana para comprobar estos aspectos.
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Mediante las pruebas de actividad hemolitica, se determin6 que las cepas UCO-23,
UCO-29, LP47 y UCO-54 exhiben y-hemolisis, lo que sugiere su capacidad de crecer
en la sangre sin comprometer la integridad de los gldbulos rojos. A diferencia de cepas
como Staphylococcus pyogenes identificadas como pB-hemoliticas, L. plantarum UCO-
17y P. acidilactici UCO-149B mostraron a-hemolisis. Siguiendo los criterios de Peres
et al. (2014) y los resultados de la prueba de degradacion de la gelatina, las bacterias
antarticas se clasificaron como no hemoliticas y gelatinasa negativa, por lo que son
inocuas para su aplicacion probiotica. Resultados similares se han obtenido en la
caracterizacion de las cepas probiodticas Lactiplantibacillus plantarum BI-59.1 y
Lactobacillus fermentum UCO-979C (Garcia-Reyes et al., 2023; Garcia et al., 2017).

Por otra parte, es importante considerar la contribucion de los sistemas intensivos de
produccion animal en la propagacion de bacterias multirresistentes a los antibidticos;
por lo tanto, una cepa probidtica debe ser sensible a la mayoria de antimicrobianos con
el fin de evitar la introduccion de genes de resistencia en este tipo de sistemas (Zhou et
al., 2020). En la Tabla 7 se muestra la susceptibilidad o resistencia de los
microorganismos antarticos a diferentes discos de antibidticos. De acuerdo con los
resultados obtenidos, todas las bacterias mostraron resistencia a la vancomicina y
metronidazol, y en algunos casos a la furazolidona, kanamicina, ciprofloxacina y
oxacilina. Tanto P. pentosaceus UCO-23 como L. plantarum UCO-54 fueron
susceptibles a 16 de los 20 antibidticos evaluados. Por el contrario, E. faecium UCO-
29 present? resistencia al 35%, incluida la cefuroxima, lo cual podria no ser apropiado

para su aplicacion probidtica in vivo. Sin embargo, estas pruebas fenotipicas no pueden
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confirmar la presencia o ausencia de genes de resistencia transferibles, por lo que otros
métodos deberian aplicarse para complementar esta informacion preliminar.
Investigaciones previas han identificado patrones similares de resistencia a
glicopéptidos, aminoglucosidos, cefalosporinas e inhibidores de la sintesis de acidos
nucleicos en cepas de Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium, Pediococcus
pentosaceus y Pediococcus acidilactici aisladas de fuentes diversas (Anisimova &
Yarullina, 2019; Ly et al., 2022; Pruthviraj et al., 2023; Rojo-Bezares et al., 2006;
Rozos et al., 2018; Singla et al., 2018). Sin embargo, es importante considerar que
estos mecanismos de resistencia suelen ser intrinsecos en ciertas especies de
lactobacilos y pediococos, debido principalmente a caracteristicas estructurales y
funcionales inherentes que fomentan la supervivencia bacteriana; por lo tanto, no se
propagarian por transferencia horizontal de genes (Abriouel ef al., 2015; Stefanska et
al., 2021).

De acuerdo con los resultados de susceptibilidad antibiotica, tanto las bacterias lacticas
antarticas en estudio como la cepa control L. plantarum LP47 se consideran seguras
para su aplicacion probidtica en la avicultura, donde es recurrente el uso de
betalactamicos (Mund et al., 2016). Aun asi, se sugiere realizar estudios
complementarios para desestimar la presencia de genes de resistencia codificados en
plasmidos, especialmente considerando la incidencia de ciertos enterococos resistentes

a la vancomicina (Im et al., 2023).



Tabla 7. Perfil de susceptibilidad antibiotica de las bacterias lacticas antarticas y la cepa LP47 control.
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Microorganismo
Antibidtico L. plantarum P. pentosaceus  E. faecium L. plantarum L. plantarum P, acidilactici

UCO-17 UCO-23 UCcoO-29 LP47 UCO-54 UCO-149B
Amikacina MS MS MS MS MS MS
Amoxicilina SS SS S SS SS S
Ampicilina SS SS S SS SS S
Ampicilina/ SS SS S SS SS S
Sulbactam
Azitromicina SS S S SS SS S
Cefuroxima SS SS R SS SS S
Ciprofloxacina R S R R MS R
Claritromicina ~ SS S SS SS SS SS
Clindamicina S SS SS S S SS
Eritromicina SS SS SS SS SS SS
Furazolidona R R R R R MS
Gentamicina S MS MS MS MS MS
Kanamicina R MS R R R R
Levofloxacina ~ MS S MS MS MS MS
Metronidazol R R R R R R
Neomicina MS MS MS MS MS MS
Oxacilina MS R R MS MS R
Rifampicina S MS S S S SS
Tetraciclina SS SS S SS SS SS
Vancomicina R R R R R R

Nota: SS, altamente susceptible; S, susceptible; MS, moderadamente susceptible; R, resistente.
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5.1.4. Actividad antagonista contra patogenos

Evaluar la capacidad inhibitoria de indicadores patdégenos es esencial para seleccionar
probioticos capaces de reducir la contaminacién biolégica causada por bacterias
asociadas con enfermedades severas o resistentes a los antimicrobianos (Leska et al.,
2022). En la Tabla 8 se presentan los resultados de antagonismo de las BAL antarticas

frente a patogenos de referencia de especies de interés para la industria avicola.

Tabla 8. Actividad antibacteriana de los microorganismos en estudio.
Cepas patogenas

Cepas E. coli S. enterica  S. aureus  S. aureus  E. faecalis

BAL ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
25922 13076 25923 43300 29212

L. plantarum - +++ 4 +++ +

UCO-17

P. pentosaceus +++ +++ +++ +++ +

UCO-23

E. faecium 4+ +++ 4+ +++ +

UCO-29

L. plantarum +++ +++ 4+ +++ +

LP47

L. plantarum +++ +++ 4+ +++ +

UCO-54

P, acidilactici +++ +++ 4+ +++ +

UCO-149B

Nota: Zonas de inhibicion clasificadas como 0 — 1 mm: £ (no inhibicion); 2 mm: + (moderada); 2 — 5
mm: ++ (alta); > 5 mm: +++ (muy alta), respectivamente.

Incluyendo a la cepa control L. plantarum LP47, todos los microorganismos antarticos
mostraron una alta actividad antibacteriana alcanzando zonas con diametros de
inhibicion > 15 mm, en promedio. Esto es excluyente a los resultados obtenidos frente
a Enterococcus faecalis ATCC 29212, ya que las bacterias lacticas fueron incapaces de

exhibir antagonismo contra esta cepa. En relacion con esto, un estudio evidenci6 que
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la actividad inhibitoria de Lactobacillus plantarum VIC38 era menor contra BAL,
sugiriendo que el potencial antimicrobiano se relaciona con la produccion de acido
(Nallala & Jeevaratnam, 2018). Especificamente, las bacterias lacticas generan una
serie de metabolitos tales como acido lactico, acido acético, acido propiodnico, péptidos
antimicrobianos y/o peroxido de hidrogeno, cuyas propiedades bactericidas o
bacteriostaticas permiten reducir el crecimiento intestinal de microorganismos
patogenos (Ozcelik et al., 2016; Vieco-Saiz et al., 2019).

Diferentes estudios han comprobado el antagonismo de las BAL contra patdégenos
recurrentes en la avicultura como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Salmonella spp., indicando que esta aptitud puede relacionarse con aspectos cepa-
especificos (Dixon et al., 2022; Karimi et al., 2018; Rodriguez-Sanchez et al., 2021).
En esta investigacion, las BAL antarticas exhibieron mayor rango de inhibicion contra
E. coli ATCC 25922 (15-20 mm). Ademas, los lactobacilos mostraron capacidad
antibacteriana de interés ya que las cepas con mayores radios de inhibicion contra S.
enterica ATCC 13076 fueron L. plantarum UCO-17 y LP47 (16 mm), mientras que L.
plantarum UCO-54 y UCO-17 contra S. aureus ATCC 25923 (18 mm) y S. aureus
ATCC 43300 resistente a la meticilina (19 mm), respectivamente. Estos hallazgos son
similares con los de Asha (2012), que detecto6 cepas de Lactobacillus spp. con actividad
inhibitoria de 12.5 a 18 mm contra S. enteritidis, S. typhimurium y tres serotipos de E.
coli. Debido al potencial antagonista de las BAL antarticas contra microorganismos
infecciosos y enteropatdogenos, se espera que su uso probidtico tenga efectos

beneficiosos en la salud de las aves de corral.
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5.2. Capitulo II: Efecto probiotico de bacterias lacticas antarticas

El uso de probioticos como aditivos funcionales puede contribuir positivamente a la
industria avicola, promoviendo la salud intestinal, los parametros productivos y/o la
calidad de compuestos especificos en el estiércol (Deng et al., 2022; Qiao et al., 2019).
Por lo anterior, se evalud el efecto probiotico de dos cepas antarticas, seleccionadas por
presentar propiedades probidticas sobresalientes, sobre los parametros productivos y
ambientales de gallinas Hy-Line W-36. Los tratamientos analizados consideraron un
control sin probidtico (C), suplementacion con Pediococcus pentosaceus UCO-23 (T1)
y suplementacion con Lactiplantibacillus plantarum UCO-54 (T2). Cabe senalar que,
a lo largo del ensayo in vivo, las gallinas ponedoras se mantuvieron sanas y la
mortalidad observada fue minima, con solo dos aves fallecidas en el tratamiento
probidtico T2; sin embargo, esto ocurrié durante la fase de reordenamiento de las aves
previo al periodo de adaptacion, siendo una muerte natural sin causa patologica,
relacionada mas bien con factores de competencia social dentro de la jaula, como
disputas jerarquicas o estrés por dominancia entre el grupo (Carvalho et al., 2018), por
lo que fueron reemplazadas al iniciar el estudio. En general, se considera que una
supervivencia igual o superior al 95% es un buen indicador de la salud y manejo

adecuado en aves de postura (Kumar & Bhattacharya, 2019).

5.2.1. Parametros productivos
El efecto probiotico de las cepas UCO-23 y UCO-54 en gallinas ponedoras Hy-Line
W-36 considerd su evaluacion en multiples pardmetros de interés para la produccion

avicola. Al respecto, la evolucion en la produccion de huevos, porcentaje de postura,
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consumo de alimento, eficiencia alimenticia y tasa de conversion alimenticia a lo largo

de los 42 dias de estudio, se muestra en las Figuras 10—14.
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Figura 14. Efecto de P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en la
tasa de conversion alimenticia por semana.

A partir de la Figura 10 y 11, se evidencid en T2 un aumento en la produccion de huevo
desde la segunda semana de estudio; en contraste, T1 presenta un ligero incremento el
cual no resulto significativo respecto al control. En cuanto al consumo de alimento
(Figura 12), no se observa una tendencia clara entre los diferentes tratamientos. En
términos de la eficiencia alimenticia, expresada en porcentaje, y tasa de conversion
alimenticia (Figura 13 y 14, respectivamente), se muestra un cambio sustancial para el
tratamiento con UCO-54 (T2) respecto al C y T1, esto se destaca principalmente desde
la segunda semana de estudio. Ahora bien, en la Tabla 9 se muestran los efectos de cada
tratamiento como promedio del periodo final (semana 5 y 6) de evaluacion probidtica,

donde para establecer diferencias significativas se incorpor6 el valor p.
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Tabla 9. Efectos P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en los
parametros productivos.

i Tratamiento
Parametro C T1 ™ EEM Valor p

Produccion diaria de
huevos (%)

Consumo de alimento
(g/gallina/dia)
Eficiencia alimenticia
(g huevo/g alimento)
Tasa de conversion
alimenticia 2.63+0.14*  2.52+£0.19% 1.94+0.18° 0.17 0.026
(g alimento/g de huevo)

Ganancia de peso (kg)  0.43+0.14*  0.78+0.09* 1.01+0.13°> 0.42 <0.001

65.48+3.34% 62.50+3.47* 80.56+2.93" 3.26 0.003
112.74+6.19 108.93+£3.69 106.31+£7.62 6.07 0.753

0.39+0.022  0.41+0.03%> 0.54+0.05> 0.04 0.018

Nota: ®° Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos. EEM: error estandar de
la media.

Los resultados indican una tasa de postura significativamente mayor (p < 0.01) con
UCO-54 (T2, 80.55%) en comparacion con C y T1. Lo anterior, se alinea con estudios
sobre Lactobacillus plantarum donde fortalece la microbiota intestinal y permite un
mejor uso de los nutrientes para la produccion de huevos (Mikulski ef al., 2020; Qiao
et al., 2019). De forma similar, T2 tuvo diferencias significativas con el control
respecto a la eficiencia alimenticia (p=0.018) y tasa de conversion alimenticia
(P=0.026), reflejando una mayor capacidad de las aves para la transformacion de
alimento en producciéon de huevo. Por lo tanto, estos resultados sugieren que L.
plantarum UCO-54 puede mejorar la utilizacion de los nutrientes, reduciendo los
requerimientos alimenticios por unidad de producto. En términos de la ganancia de
peso, este analisis se realiz6 comparando el peso de las gallinas al inicio y final del
estudio, donde unicamente T2 presentd diferencias significativas (p < 0.05, 1 kg)
respecto al control (0.43 kg) y T1 (0.78 kg). En general, T1 no mostré diferencias

significativas con el control en ninguno de los pardmetros productivos analizados.
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Si bien es cierto que en el pardmetro asociado al consumo de alimento no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, esto se explicaria por
factores relacionados con la autorregulacion de la ingesta de alimento en funcion de las
necesidades energéticas de las aves de postura. Al respecto Xiang et al. (2019) indica
que, independientemente del tratamiento, se espera que los probioticos influyan en la
eficiencia en el uso de nutrientes a partir del consumo de alimento hacia una produccién
igual o superior que sin su incorporacion. Lo anterior se correlaciona con estudios que
han obtenido resultados similares mediante la suplementacion de Pediococcus spp. 'y
varias combinaciones de Lactobacillus spp., en donde no hubo alteracion en la cantidad

total de alimento ingerido (Mikulski et al., 2020; Naseem et al., 2021).

5.2.2. Calidad del huevo

La calidad del huevo es un parametro esencial en la produccion de gallinas Hy-Line,
cuyo proposito es la produccion de huevos, que debe alcanzar tanto la aceptacion
comercial como nutricional. En relacion con esto, esta investigacion evalud el efecto
del uso de probiodticos en la calidad del huevo considerando siete parametros donde se
incluyen el peso del huevo, altura de la albumina, unidades Haugh, fuerza de la céscara,
grosor de la cascara, color de la yema e indice de yema. En la Tabla 10 se muestran los
resultados obtenidos, comparando las diferencias significativas entre los distintos

tratamientos empleados (C, T1 y T2).
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Tabla 10. Efectos de P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en la
calidad del huevo.

, Tratamiento
Parametro C T1 ™ EEM Valor p
PHuevo (g) 65.87+1.54 70.41+£1.11  68.97+1.15 1.28 0.080
AA (mm) 6.56+0.39*  7.36+0.28%°  8.47+0.31° 0.33 0.003
UHaugh 76.87+3.33% 83.32+1.85% 89.68+1.56" 2.38 0.004
FC (kgf) 3.41+0.29  3.65+0.21 3.52+0.23 0.25 0.785
GC (mm) 0.45+0.02*  0.46+0.02®®  0.50+0.01° 0.02 0.017
CY (puntos) 10.83+0.19 10.50+0.12  10.67+0.14  0.15 0.265
IY 0.39+0.01* 0.41+0.01*®  0.41+0.01° 0.01 0.029

Nota: Phuevo, peso del huevo; AA, altura de la albumina; Upaug, unidades Haugh; FC, fuerza de ruptura
de la cascara; GC, grosor de la cascara; CY, color de yema; 1Y, indice de yema. *® Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos. EEM: error estandar de la media.

A pesar de que se observo una ligera tendencia hacia un mayor peso del huevo en los
tratamientos probioticos estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
respecto al control (p=0.080). Este resultado indicaria que los probidticos pueden
influir levemente en este parametro, pero su efecto no es suficiente para superar las
variaciones propias entre las aves. Por otra parte, con la suplementacion de UCO-54 la
altura de la albumina fue significativamente mayor (8.47 mm, p < 0.001) en
comparacion con el control (6.56 mm) y T1 (7.36 mm). Asi también se estimd un
incremento en las unidades Haugh, donde T2 alcanz6 un valor promedio de 89.68,
considerado como un indicador de excelente calidad interna del huevo (Carvalho et al.,
2022). Estos resultados respaldan la hipotesis de que los probidticos mejoran la calidad
del huevo al influir positivamente en la salud y funcion intestinal de las gallinas,
facilitando una mejor asimilacion de nutrientes esenciales para la produccion de
proteinas de calidad en la albtimina (Qiao et al., 2019).

Pese a que no hubo diferencias significativas en la fuerza de la cascara, T2 present6 un

grosor promedio superior (0.50 mm, p <0.05) en comparacion con el control y T1 (0.45
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mm y 0.46 mm, respectivamente). Lo anterior preliminarmente sugiere que L.
plantarum UCO-54 pudo mejorar la biodisponibilidad de calcio en las gallinas,
promoviendo la formacidn de cdscaras mas gruesas y, potencialmente, mas resistentes
(Farran et al., 2024). En términos del color de la yema no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos; sin embargo, esto depende fundamentalmente de los
pigmentos carotenoides propios de la dieta, lo cual no era el alcance de este estudio.
Por ultimo, se destaca que el indice de yema fue significativamente mayor en T2 (0.41,
p < 0.01) en comparacién con el control (0.39), indicando mayor firmeza y calidad
estructural. Este Gltimo pardmetro es un indicador de frescura y de calidad del huevo,
y su incremento podria estar relacionado con un mejor balance nutricional inducido por

el probiotico ( Jha et al., 2020; Such et al., 2021).

5.2.3. Parametros ambientales

Los parametros ambientales son fundamentales para determinar el impacto de las
précticas intensivas y las posibles mejoras derivadas del uso de probioticos, sobre todo
en la generacion gases de efecto invernadero (Ryu et al., 2018); sin embargo, esta
evaluacion ha sido escasamente abordada por la literatura cientifica. En este estudio,
se analizaron variables de interés ambiental a partir del muestreo de las heces, como la
concentracion de nitrogeno amoniacal, nitrogeno total y la humedad del guano a partir

de la determinacion de la materia seca.
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Tabla 11. Efectos de P. pentosaceus UCO-23 (T1) y L. plantarum UCO-54 (T2) en los
parametros ambientales.
, Tratamiento
Parametro C T1 ™ EEM Valor p
MS g/100 gMS  31.94+0.73% 28.59+0.70° 27.49+0.36° 0.62 <0.001
NT g/100 gMS 4.82+0.19  4.66+0.17 5.13+£0.22 0.19 0.248
N-NH3 ¢g/100 gMS 2.60+0.33  4.70+1.28 6.12+1.43 1.13  0.117

PC g/100 g MS 9.63+0.44  8.35+0.48 8.81+0.35 043 0.132

Nota: MS, materia seca; NT, nitrégeno total; N-NHs, nitrogeno amoniacal; PC, proteina cruda. *° Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos. EEM: error estandar de la media.

Se observaron diferencias significativas en la materia seca, donde el grupo control
presentd valores superiores (31.94 = 0.73) en comparacion con T2 (28.59 £ 0.70), lo
que indicaria que UCO-54 podria haber favorecido la retenciéon de humedad en las
heces. Aunque este efecto podria representar un desafio en el manejo de residuos,
también podria estar relacionado a una fermentacién mas activa en el tracto digestivo,
lo que explicaria parcialmente los resultados productivos y calidad de los huevos
observados en T2, ya que una microbiota equilibrada contribuye a una mayor
disponibilidad de metabolitos clave para la produccion (Jha ef al., 2020). No obstante,
no se encontraron diferencias significativas en los demas pardmetros analizados (p >
0.05), ya sea por la variabilidad natural de los datos o a la magnitud limitada del efecto
de los tratamientos en estas variables especificas. Los tratamientos con probioticos
mostraron una tendencia hacia mayores concentraciones de compuestos nitrogenados
(NT y N-NH3), lo que podria estar relacionado a una mayor cantidad de
microorganismos en las excretas o un efecto en el metabolismo de las aves ( Jha et al.,
2020; Rehman et al., 2020; Such et al., 2021). Respecto a la proteina cruda, que

permitio obtener los valores de la digestibilidad, no se observaron diferencias
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significativas entre tratamientos (P > 0.05), lo que indica que la suplementacion
probiotica no afectd de manera relevante la excrecion de proteinas, manteniéndose una
digestion y absorcidon proteica similar entre grupos. Por otro lado, la ausencia de
diferencias significativas en DMS y DPC entre los tratamientos (Tabla 12) indicaria
que la suplementacion probidtica no redujo la capacidad de las aves para digerir los
componentes basicos del alimento, lo cual confirma que los probiodticos no generan un
impacto negativo en la eficiencia digestiva. Este hallazgo podria estar relacionado con
los resultados positivos en la tasa de conversion alimenticia observados con UCO-54
(T2), destacando un posible efecto del probidtico en la utilizacion de nutrientes a nivel

sistémico (Jeni et al., 2021).

Tabla 12. Digestibilidad de Materia Seca (DMS) y Proteina Cruda (DPC).

. Tratamiento
Parametro C T1 T EEM Valor p
DMS % 75.29 78.15 79.84 1.628 0.251
DPC % 35.61 41.15 38.29 4,762 0.732

Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos. EEM. error estindar de la
media.

Desde el punto de vista ambiental, los resultados de la calidad de las heces podrian
parecer poco alentadores relacionandolos con la generacion de gases de efecto
invernadero y la demanda oxigeno en cuerpos de agua (Ryu ef al., 2018; Such et al.,
2023); sin embargo, estas tendencias deben ser evaluadas en estudios a mayor escala
para confirmar su impacto ambiental. De esta manera, surge la necesidad de ajustar las
dosis y duracion limitada del estudio (6 semanas), que podria no haber sido suficiente
para observar adaptaciones completas en la microbiota intestinal de las aves o para

establecer un efecto estable de los probidticos.
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En resumen, la suplementacion con L. plantarum UCO-54 mostrd beneficios claros en
parametros productivos y en la calidad del huevo. Ademds, la estabilidad de la
digestibilidad y los indicadores de proteina cruda sugieren que este probidtico no solo
es compatible con una produccién eficiente, sino que podria optimizar la conversion
de nutrientes en productos avicolas de alto valor. Por lo tanto, para garantizar su
sustentabilidad, seria recomendable evaluar estrategias de manejo de residuos que
mitiguen posibles efectos negativos asociados al incremento de compuestos
nitrogenados e implementar esta investigacion en aves de diferentes edades, linea
genética o capacidad del sistema (mayor escala) para determinar el efecto probidtico

de UCO-54 en las diferentes etapas productivas.
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6. CONCLUSION

Se demostrd que bacterias lacticas aisladas de la Antartica poseen efectos probioticos
potenciales para una produccion avicola sustentable. Entre los resultados in vitro se
destacan Lactiplantibacillus plantarum UCO-54 y Pediococcus pentosaceus UCO-23
por sus propiedades biotecnoldgicas como tolerar condiciones de pH y concentraciones
de sales biliares adversas, su capacidad de adhesion, inocuidad y actividad antagonista
frente a patdgenos de referencia de interés para la avicultura, factores por los cuales se
seleccionaron para determinar su efecto in vivo en gallinas Hy-Line W-36.

Al respecto, se concluyo que el tratamiento probiotico con UCO-54 (T2) presentd
diferencias significativas (p < 0.05) en la postura, eficiencia alimenticia, tasa de
conversion alimenticia y en la ganancia de peso. De manera similar, T2 promovi6 una
mayor calidad interna del huevo, grosor de la cascara e indice de yema. No obstante,
la mayoria de los parametros ambientales no presentaron diferencias significativas
entre tratamientos. La suplementacion con UCO-54 favorecio la retencion de humedad
en las heces, lo que sugiere una fermentaciéon mas activa de nutrientes o la presencia
de microorganismos en el guano. A pesar de que los contenidos nitrogenados en las
heces representan desafios para el manejo de residuos, la estabilidad de la digestibilidad
con UCO-54 podria optimizar la conversion de nutrientes en productos avicolas de alto
valor. Se sugiere realizar estudios adicionales ajustando la dosis, tiempo experimental,
mayor escala y en aves en diferentes etapas productivas para garantizar la aplicacion
sostenible de L. plantarum UCO-54, ya que la cepa representaria una alternativa viable

como probidtico en sistemas de produccion avicola intensiva.
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