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ANALISIS DEL POTENCIAL PROBIOTICO DE BACTERIAS ACIDO
LACTICAS EN PINGUINOS ANTARTICOS: UN ENFOQUE HACIA LA

PRESERVACION

ANALYSIS OF THE PROBIOTIC POTENTIAL OF LACTIC ACID BACTERIA
IN ANTARCTIC PENGUINS: AN APPROACH TO PRESERVATION

Palabras claves: in vitro, sistema inmunologico, patdgenos.

RESUMEN

En la actualidad los pinglinos antarticos son reservorios de microorganismos
patdogenos asociados a enfermedades infecciosas en humanos. Debido al
aislamiento geografico los pinglinos presentan una susceptibilidad
inmunoldgica al ingreso de nuevos patdgenos de otras partes del mundo. Bajo
este escenario, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad probiotica
in vitro de las bacterias acido lactico (BAL) aisladas de pinglinos antarticos.
Para ello se realizaron pruebas para determinar la capacidad de las BAL de
sobrevivir y adherirse al sistema gastrointestinal del ave, ademas de evaluar
la actividad antimicrobiana de las cepas lacticas. Los resultados mostraron que
las cepas lacticas fueron capaces de soportar en caldo MRS valores de pH
sobre 4, sin embargo, por medio de UFC/ml se observaron 5 cepas capaces
de resistir a pH 3. Por otra parte, todas las BAL resistieron positivamente las
concentraciones de sales biliares que van desde 0,1 % a 1%. La capacidad de
adherirse al intestino del animal fue evaluada a través del porcentaje de

hidrofobicidad, donde los valores variaron entre 0% a 77,14%. De las 11 cepas



lacticas solo dos (28 y 31) generaron halo de inhibicion ante el patégeno
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Se concluye que las cepas lacticas
aisladas en pinguinos fueron resistentes a condiciones de crecimiento
desfavorables de pH y sales biliares establecidos, ademas de presentar
buenos resultados a su capacidad de adherirse a un hidrocarburo. A pesar de
no inhibir a dos de los tres patégenos de prueba, los resultados frente a S.
aureus indicarian que las BAL poseen propiedades probidticas, y junto a ello
ser un potencial biorremediador frente a las futuras condiciones de salud en

pinglinos antarticos.



ANALYSIS OF THE PROBIOTIC POTENTIAL OF LACTIC ACID
BACTERIA IN ANTARCTIC PENGUINS: AN APPROACH TO

PRESERVATION
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SUMMARY

Antarctic penguins are currently reservoirs of pathogenic microorganisms
associated with infectious diseases in humans. Due to geographical isolation,
penguins have an immunological susceptibility to the entry of new pathogens
from other parts of the world. Under this scenario, the objective of this work is
to evaluate the probiotic capacity in vitro of lactic acid bacteria (LABS) isolated
from Antarctic penguins. To do this, tests were carried out to determine the
ability of the BALs to survive and adhere to the gastrointestinal system of the
bird, in addition to evaluating the antimicrobial activity of the lactic strains. The
results showed that the lactic strains were able to withstand in MRS broth pH
values over 4, however, by means of CFU/ml 5 strains capable of resisting pH
3 were observed. On the other hand, all BALs positively resisted bile salt
concentrations ranging from 0.1% to 1%. The ability to adhere to the animal's
intestine was evaluated through the percentage of hydrophobicity, where the
values ranged from 0% to 77.14%. Of the 11 lactic strains, only two (28 and
31) generated an inhibition halo against the pathogen Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Is concluded that the lactic strains isolated in penguins were

resistant to unfavorable growth conditions of pH and established bile salts, in



addition to presenting good results to their ability to adhere to a hydrocarbon.
Despite not inhibiting two of the three test pathogens, the results against S.
aureus would indicate that BALs possess probiotic properties, and together
with this be a potential bioremediator against future health conditions in

antarctic penguins.



1. INTRODUCCION

La Antértida se caracteriza por ser un territorio inhospito y frio, con una
permanente capa de hielo, capaz de reflejar el 90% de la radiacion solar
recibida, asimismo, ser una fuente de aire frio, que alcanza la forma de fuertes
vientos casi constantes (sobre 100 km/h) que descienden hacia la costa. Junto
a ello, la temperatura media bordea entre los -49 °C en la mayor parte del
continente y cercano a la costa, los valores oscilan entre 8 a -30 °C (INACH,
2006).

A pesar de las extremas condiciones para la vida, existe una rica diversidad
biologica, capaz de adaptarse y sobrevivir, en base a los recursos otorgados
por el territorio Antartico. Esta biodiversidad va desde lo mas microscopico,
como bacterias y microorganismos que cumplen tareas vitales para el reciclaje
de nutrientes y la mantenciéon de ecosistemas (INACH, 2021), hasta
organismos visibles al ojo humano.

En la antartica, es posible encontrar flora tanto terrestre como acuatica, donde
destacan especies vasculares como Deschampsia antarctica y Colobanthus
guitensis capaces de soportar las duras condiciones del lugar, junto con una
gran variedad de algas, tanto marinas como continentales (INACH, 2021;
Marcias et al., 2017).

Por otro lado, la fauna antartica se conforma por la presencia de peces,
zooplancton, cetaceos y mamiferos marinos que ademas de estar en el agua,
realizan ciertas actividades en la tierra. Pero gran parte de esta fauna esta

compuesta principalmente por aves (Arriata, 2019; INACH, 2006). Dentro de



esta Ultima categoria, se encuentra un grupo de aves primitivas que residen
permanentemente en el continente, los pingtinos. De las 18 especies
conocidas de pinguinos, s6lo 6 viven en la Antartica e islas subantarticas
(Adelia, Emperador, Barbijo, Papua, Macaroni y Rey), y de ellas, sélo dos son
endémicas del lugar (Adelia y Emperador) (Barbosa, 2018).

En el continente blanco, los pingtinos presentan un papel de intercambiador
de nutrientes entre los sistemas terrestres y marinos (De La Pefia-Lastra,
2021). Estas aves pasan la mayor parte de su vida en el mar o sus alrededores,
solo en épocas de reproduccion congregan en grandes colonias en las zonas
costeras de la Antartica continental y maritima (INACH, 2006). Este continuo
traslado deja huella en la tierra en forma de extensos depdsitos de guano,
plumas, huevos, cadaveres que producen los llamados suelos ornitogénicos,
ricos en carbono organico, nitrégeno, fésforo y materia organica (Almela et al.,
2022; Chu et al., 2019; Tatur, 1989).

La gran cantidad de nutrientes proporcionados por el guano del pinguino,
ocasionan beneficios a diferentes organismos del ecosistema antartico, como
es en el caso de las bacterias, donde la abundancia y diversidad se ven
aumentados en suelos ornitogénicos, en comparacion, a suelos mineralizados
gue estan dominados por pocos filos y baja diversidad bacteriana (Almela et
al., 2022; Guo et al., 2018; Wang et al., 2019).

Otro beneficio, se puede ejemplificar con la actividad reproductiva del pingiino
Adelia en la costa occidental de la Isla Rey Jorge, donde a fines de enero,

mientras los polluelos aun son alimentados por los padres, se emite un fuerte



olor producido principalmente por vapor de amoniaco que deriva de la
amonificacion del acido arico presente en los depédsitos de guano. Este
fendbmeno se denomina “sombra de amoniaco” que es responsable del
crecimiento de comunidades de pasto antartico (Deschampsia antarctica),
alga (Prasiola crispa) y liquenes endémicos (Caloplaca y Xanthoria) (Grzesiak
et al., 2020; Otero et al., 2018; Tatur et al., 1997).

En relacién al estado de conservacién de las especies restringidas a la
Antartica y regiones subantarticas, el pingliino Emperador esta catalogado en
la Lista Roja de la Union Internacional para la conservacion de la Naturaleza
(UICN) del 2020 como casi amenazada con la justificacion de que, en los
préximos afios, mediante proyecciones, se producira una disminucion entre el
20-29% de parejas reproductoras, en cambio, los pinglinos Adelia, Barbijo y
Papua estan clasificados como menor preocupacion, a causa de un aumento
en sus poblaciones (BirdLife International, 2020a; 2020b; 2020c; 2020d).

A pesar del aumento, ciertos grupos de pinguinos Barbijos ubicados en la
Peninsula Antartica, manifiestan un descenso en la poblacion en los ultimos
50 afos (Strycker et al., 2020). Ademas, se espera por medio de modelaciones
en base al cambio climatico, una disminucién de la poblacion de Adelia al norte
del continente Antartico (BirdLife International, 2020a).

El cambio climético jugara un rol en la abundancia de las poblaciones de
pingtinos del territorio blanco en los préximos afios (Hinke et al., 2017), por
medio variaciones en la temperatura media global, disminucion en la masa de

hielo antartico y eventos ambientales andmalos (IPPC, 2019), de manera que



los cambios modificaran el habitat, y los recursos alimentarios de estas
especies. En el caso del pinglino Adelia una modificacion en la extension,
formacion y persistencia del hielo marino costero ocasionara impactos
negativos en la poblacion, pues sus actividades de reproduccion, crianza y
recoleccion de alimentos dependen de un rango 6ptimo de cobertura de hielo
fijo (Barreau et al., 2019; Che-Castaldo et al., 2017; Constable et al., 2014).
El hielo marino no solamente es importante para el éxito reproductivo, sino
también en los recursos alimenticios. Durante el invierno los témpanos de hielo
son un lugar de alimentacion importante para las larvas del krill Antartico cuya
productividad de la columna de agua estéa limitada por la luz, presentando una
correlacion de la abundancia del krill con la extension del hielo marino en
invierno (Flores et al., 2012; Meyer et al., 2017). Tanto el pingtiino Emperador,
Adelia, Barbijo como también Papla se sitian en los niveles tréficos
superiores, depredando al Krill ademas de otros organismos (Marina et al.,
2020).

A pesar de los efectos negativos sobre las especies de pinglinos antarticos y
subantarticos, los pinglinos de Papua han presentado una respuesta
favorable con relacion a la variabilidad climatica, al presentar estrategias de
alimentacion diversa y preferencias de habitat de reproduccién en lugares
donde ha existido disminucién en la extension del hielo marino (Herman et al.,
2020; Hinke et al., 2012; Miller et al., 2009).

La existencia de factores que alteran los ecosistemas antarticos puede limitar

la busqueda adecuada de habitat y alimento, para las actividades de



reproduccién, muda y alimentacion, propiciando asi una demanda energética
adicional, limitando otras funciones fisiolégicas sustanciales como el sistema
inmunolégico (Barbosa, 2011; Di Fonzo y Ansaldo, 2022). De acuerdo con el
principio de asignacion, la energia que obtiene un organismo debe ser
repartidos entre los requerimientos de mantencion, crecimiento y
reproduccién. Un incremento en la cantidad energia otorgada a uno de los
requerimientos afectara a las demas funciones fisiol6gicas (Carranza, 1994;
Smith y Smith, 2007). Por ende, las limitaciones en alimento, la demanda
energética durante la reproduccion y muda, son reactores de una respuesta
estresante en pinguinos, el cual propicia una situacion de compromiso en el
sistema inmunolégico en funcion de la demanda energética necesaria para
satisfacer las distintas necesidades (Barbosa, 2011; D’amico et al, 2016).

Frente a las proyecciones del cambio climatico en la Antartica y la asignacion
de energia tras una alteracion del medio, pueden ocasionar, que el pingtino
sea un blanco idéneo para nuevos agentes infecciosos (Grimaldi et al., 2015).
En los ultimos afios se han descubierto patdgenos que afectan a las diferentes
especies de pinglinos, debido, a que las especies antarticas presentan una
cierta debilidad inmunoldgica que las hacen vulnerables a los patdgenos de
otras partes del mundo (Dobson y Foufopoulos, 2001). Entre los hallazgos
esta el virus de lainfluenza aviar (Barriga et al., 2016), avulavirus aviares (Wille
et al., 2019) y picornavirus (De Souza et al, 2019), ademas aislamientos
bacterianos de la especie Campylobacter spp. (Johansson et al., 2018),

Salmonella (Retamal et al., 2017) y Escherichia coli (Gonzalez-Acufia et al.,
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2013). A la fecha, ningun estudio ha podido establecer si los virus o bacterias
ya mencionados, ocasionan enfermedad o mortalidad en pinguinos.

Estos patégenos estan asociados a la mortalidad de aves y a la posibilidad de
infectar humanos. Por ello, la introduccién de patdgenos a la fauna silvestre
puede relacionarse a dos fuentes principales, especies migratorias que se
desplazan afio a afio desde la Antartida a otras areas del planeta (Garcia-Pefia
et al., 2017); o a través de la actividad humana en el continente (Bonnedahl et
al., 2005).

La relacion entre el ingreso de nuevos organismos patogenos por la creciente
actividad antropogénica en la Antartica se le puede afiadir organismos
resistentes a antibidticos. Algunos estudios han encontrados bacterias
resistentes a antibidticos utilizados en medicina humana y animal, en muestras
de agua y especies de pingilinos antarticos en zonas influenciadas por
humanos y vida silvestre, como es la Peninsula Antartica (Hernandez et al.,
2018; Jara et al., 2020; Rahman et al., 2015).

A causa de estos escenarios, se hace necesario analizar posibles soluciones
gue permitan sobrellevar la actual y futura condicion de estas aves marinas,
las cuales juegan un rol importante en el ecosistema Antartico. Por ello, una
manera de anticipar la respuesta a posibles infecciones, considerando ademas
la resistencia en antibioticos registradas en el continente blanco, es la
utilizacion de nuevas alternativas de control, como son el uso de extractos de
plantas, microorganismos vivos 0 sustancias organicas con propiedades

antimicrobianas (Hume, 2011). Entre los métodos se pueden sefalar los
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prebidticos, probioticos, aceites esenciales, bacteriéfagos, entre otros. A pesar
de cumplir con el mismo objetivo respecto a mejorar la salud del animal, las
propiedades y mecanismos de accion en el organismo varian (Tabla 1).

La literatura relacionada a las estrategias de control de microorganismos
patdgenos, se basan en mejorar la salud intestinal del animal y en el caso de
los animales de cultivos intensivos proporcionar alimentos seguros para el
consumo humano (Jerzsele et al., 2012; Kahn et al., 2019; Zoumpopoulou et
al., 2018). No obstante, existen investigaciones en el uso de probidticos en
animales silvestres para la mitigacion de patégenos (Alberoni et al., 2016; Hoyt
et al., 2015; Lam et al., 2011).

En vista de las diferentes estrategias de control ya presentadas (Tabla 1), la
utilizacion de cepas probidticas se puede considerar como una manera éptima
de afrontar dificultades en el funcionamiento correcto del sistema inmunologico
en pinguinos ante el ingreso de patdgenos invasores, pues los organismos
vivos utilizados como probidticos ya se encuentran en interaccion con el
individuo sin originar un efecto adverso en su salud (McKenzie et al., 2018).
Son capaces de otorgar beneficios en el microbiota intestinal y a la par, reforzar
el sistema inmunolégico del individuo (Anadon et al., 2019).

En cuanto a los agentes probidticos, estos pueden varias desde mohos
(Aspergillus) y levaduras (Saccharomycesy) hasta bacterias (Amara y Shibl,

2015), donde la fuente mas grande y mejor caracterizada son los miembros de



Tabla 1. Cuadro comparativo: estrategias de control de patégenos e inmunoestimulacion.

12

Estrategia Prebidtico Probidtico Aceites esenciales Bacteriéfago
Componente Compuesto Microorganismo vivo  Materia vegetal Virus

organico
Propiedad Favorece al Mejora barrera Antiviral, Antimicrobiano

Modo de accion

Especificaciones

Modo de
aplicacion

desarrollo de
microorganismos
intestinales

Induce procesos
metabdlicos en
bacterias
beneficiosas del
intestino grueso

Debe ser resistentes

a los procesos
digestivos

Dosis inadecuada
puede alterar la

microbiota intestinal

Alimento

intestinal - Estimula

respuesta inmune
gastrointestinal

Adhesion al tracto
digestivo

Deben ser aislados

del individuo
perteneciente a la
especie a tratar
Especies ajenas
pueden producir
resistencia a
antibiéticos,

endotoxinas y toxinas

Alimento

antiparasitaria,
antimicrobiana

Inhibicién directa a
patogenos

No es especifico
atacando a organismos
Pueden disminuir la
cantidad de linfocitos
El olor y/o sabor puede
ser rechazado por el
animal

Alimento

Inhibicion
directa a
patdogenos

Existen
bacterias
resistentes a
fagos

Hay fagos
estrictamente
virulentos

Oral
Intramuscular
Superficial

Elaboracion propia a partir de informacion de Ambrosio et al., 2017; Frampton et al., 2012; Markowiak y
Slizewska, 2018; Omonijo et al., 2018; Patel et al., 2015.
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las bacterias &cido lactico (BAL). Las BAL son componentes naturales de la
microbiota intestinal normal tanto en humanos como en animales (Frizzo et al.,
2018), se reconocen como cocos 0 bacilos Gram positivos, no esporulantes,
productores de &cido lactico (Holzapfel et al., 2001), ademéas de poseer la
capacidad de resistir a condiciones desfavorables del organismo del animal
(Ringz et al., 2018). Cabe destacar las BAL son consideradas generalmente
seguras (GRAS) por la Agencia Europea De Seguridad Alimentaria (EFSA) lo
cual significa que no son patégenas y su aplicaciéon es segura para humanos
y animales (Szatraj et al., 2017).

Como resultado de los efectos del cambio climatico y la actividad
antropogénica sobre los pinguinos (Figura 1), y tomando en cuenta los
beneficios de los probioticos en la microbiota intestinal del animal, es que en
este trabajo se propone evaluar el potencial benéfico in vitro de cepas BAL

aisladas en pinglinos antarticos.



Cambio climatico
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Eventos anomalos ambientales
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Actividad Antropogénica
“ariabilidad ma=sa hielo

E ventos anomalos ambientales

\ 4

Alteraciones
Genes de resistencia AB
Presencia de nuevos patogenos

Presencia de contaminacion puntual v difusa

‘ L Qus hacex?

Figura 1. Relacion de factores extrinsecos en la alteracion del sistema inmunoldgico en pinglinos antarticos

Fuente: Elaboracion propia.



15

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General
Evaluar la capacidad probidtica in vitro de las BAL aisladas en pingulinos

antarticos.

2.2. Objetivos Especificos

- Determinar algunas propiedades funcionales de las cepas aisladas, que les
brinden potenciales aptitudes probidticas.

- Evaluar la actividad antimicrobiana de las bacterias lacticas contra

patogenos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Muestras de origen antartico

Las muestras de pinglinos de las cuales se obtuvieron los aislamientos de
bacterias &acido lacticas (BAL) (Tabla 2) proceden de la Isla Ardley en el
continente Antartico, en el contexto del proyecto del Instituto Antartico Chileno
(INACH) RT4217.

Para su traslado al laboratorio, el pellet microbiano se centrifug6 y conservo
en tubos Eppendorf con leche extracto levadura (LEL) a -20°C (Landa-Salgado

et al., 2019).

Tabla 2. Aislamiento de BAL de pinguinos en el territorio Antartico.

N° cepa Origen

19 Adelia — polluelo - cloacal
22 Adelia — polluelo - ala

23 Papua — polluelo - cloacal
26 Adelia — adulto - oral

28 Barbijo — polluelo - oral
29 Adelia — polluelo - oral

30 Barbijo — adulto - oral

31 Barbijo — polluelo - ala
32 Barbijo — polluelo - ala
33 Papua — adulto - cloacal

34 Adelia — polluelo - cloacal
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3.2. Inoculacion y condiciones generales de crecimiento

A partir de los aislamientos bacterianos guardados a -20°C, se inocularon 100
pl de cada cepa en tubos con 4 ml de caldo MRS (de Man, Rogosa y Sharpe)
a 30°C durante 24 horas. Una vez pasado el tiempo se realizé un segundo
sembrado bajo las mismas condiciones por otras 24 horas. Posterior a este
proceso las cepas fueron centrifugadas a 9500 rpm a 8°C por 10 min, lavado
dos veces con suero fisiolégico 0,9% para eliminar el sobrenadante y luego
ajustarlo a una absorbancia entre 0,5 a 0,599 (DO500nm - DO620nm) (Jurado-
Gamez et al., 2014).

3.3. Seleccion de cepas BAL con potencial probiético in vitro

Se utilizaron 11 cepas lacticas aisladas en pingilinos antarticos para la
realizacion de ensayos frente a condiciones de estrés, colonizacion y actividad
antimicrobiana. Como control se emple6 una BAL, correspondiente a la
especie Lactobacillus plantarum, que ha sido ampliamente estudiada para la

produccion de probioticos (Cermefio, 2012; Jurado-Gamez et al., 2021).

3.3.1. Tolerancia al cambio de pH

Las cepas fueron cultivadas en caldo Mann Rogosa Sharp (MRS) ajustado a
un rango de pH (3, 4, 5y 6) mediante NaOH y HCl a 1M (Montes, 2005). Se
incubaron a 38°C durante 24 horas (se considerd la temperatura corporal
promedio del pinglino (Thouzeau et al., 2003)). Finalizado el tiempo se

determind la resistencia de las BAL a las concentraciones sefaladas a través
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de una DOsoonm y calculando el porcentaje de resistencia (Paitan et al., 2019)
por medio de la ecuacion:
% Resistencia= (Absorbancia N1 / Absorbancia No) x 100 [1]
N1: Lectura DO después del tratamiento
No: Lectura DO sin el tratamiento
Ademas, se comprobd la resistencia de las cepas mediante la determinacion
del nimero de células viables (UFC/ml) después de 24 horas de incubacién a

38°C para cepas sin tratamiento y con tratamiento (Goémez et al., 1998).

3.3.2. Resistencia en presencia de sales biliares

Se cultivaron las cepas en caldo MRS que contenian bilis deshidratada
(OXGALL BBL®) en concentraciones de 0,1 — 0,3 — 0,5 — 1% p/v. Fueron
incubadas a 38°C por 24 horas (Avila et al., 2010). Tanto la resistencia de las
cepas BAL y la determinacion de la UFC, se determin6 mediante el mismo
procedimiento utilizado en la prueba de pH.

3.3.3. Hidrofobicidad de la superficie celular

La capacidad de las cepas BAL para adherirse al tracto gastrointestinal se
identificd segun el método de particién en solvente organico MATH (Microbial
Adhesion to Hydrocarbon) descrito por Rosenberg et al. (1983) con algunas
modificaciones. Las cepas cultivas en MRS por 24 horas se centrifugaron a
5000 rpm por 5 minutos para luego ser resuspendidas en 500 ul de tampon
PUM. La suspension bacteriana se ajusté con una absorbancia entre 0,2 a 0,4

con una densidad optica leida a 400nm. A continuacion, se mezclé con 300 pl
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de xileno y se agit6 en el vortex por 2 minutos. La mezcla se dejo reposar por
10 minutos para observar la separacion de fase (fase organica y fase acuosa).
Los resultados se expresaron como la densidad Optica leida entre 400nm y

600nm de la fase acuosa. Se estimo el porcentaje de hidrofobicidad (%H) como:

%H: [(Ao -A1) / Ao] x 100 [2]
Ao: DO antes de la extraccion del hidrocarburo
A1: DO después de la extraccion del hidrocarburo
Para esta prueba se considero las siguientes categorias de hidrofobicidad.
Fuertemente hidrofébica valores > 71%, medianamente hidrofobicas entre 36

— 70% e hidrofilicas < 35% (Ocafia et al., 1999).

3.3.4. Actividad antimicrobiana

La actividad antibacteriana de las cepas lacticas ante patdgenos se llevo a
cabo sobre la base del método de difusion en pozos de agar descrita por
Balouiri et al. (2016) con modificaciones. Los patdgenos de prueba utilizados
fueron Samonella enterica ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ajustados a 0.5 unidades segun escala
de Mc Farland. En cuanto a las bacterias lacticas se usaron en forma de pellet,
sobrenadante y cultivo total.

En la superficie de la placa de agar Mueller-Hinton, se dispersé por medio de
una térula de madera estéril el in6culo de los microorganismos patégenos en
cada placa por duplicado. Seguidamente, se perforé asépticamente 5 agujeros

con un diametro de 6 mm para construir los pocillos. Los pocillos fueron
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iIdentificados como: (1) pellet, (2) sobrenadante, (3) cultivo total, (4) caldo MRS
y (5) suero (ultimos dos como control). Una vez realizado la perforacion, se
introdujo en el pozo un volumen de 100 pL de BAL en el formato indicado
anteriormente, ademas de los controles. Finalmente, se incubo6 a 24 horas en
condiciones de aerobiosis.

La valoracion de los resultados se interpretdé mediante el diametro de una zona
clara de inhibicion (mm) alrededor del pozo. Los valores finales de los
didmetros de inhibicion formados por el efecto de la actividad antibacteriana
de las BAL se obtuvieron restando el tamafio del pozo (6 mm) a la zona de
inhibicion obtenida (Garcia et al., 2017). Posteriormente se clasificaron a
través del criterio de Gaudana et al. (2010), donde diametros menores a 1 mm
se consideran sin inhibicion, diametros mayores a 1 mm hasta 2 mm como
inhibicion leve, diametros mas de 2 mm hasta 5 mm inhibicion fuerte y, por

ultimo, diametros superiores a 5 mm inhibicion muy fuerte.

3.4. Andlisis estadistico

Para los datos en duplicado, obtenidos en las pruebas de tolerancia al cambio
de pH vy resistencia a sales biliares (SB) se realiz6 un analisis de varianza
simple (ANOVA) en el programa estadistico INFOSTAT® version 2008
(Balzarini et al., 2008). Al presenciar diferencias significativas (p < 0,05) se
aplic6 prueba de Tukey para realizar una comparacion mdiltiple entre las

medias.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Tolerancia al cambio de pH

Introducir como criterio de seleccion la resistencia en un intervalo entre pH 3 a
6, nos permite detectar los microorganismos capaces de resistir a condiciones
extremas de acidez, puesto que, el primer compartimiento en enfrentar, en un
tiempo considerable, es el estbmago del pingliino. Donde el pH estomacal en
aves que conservan el alimento varia entre 3,5 a 6,2, y al momento de digerir

el alimento entre 1,9 a 4,4 (Thouzeau et al., 2003).

De la Figura 2, las 12 cepas evaluadas durante 24 horas de exposicion no
presentaron crecimiento a pH3. En cambio, a pH4 solo la cepa 34 soporto las
condiciones éacidas del medio, adicionalmente presentd diferencias
significativas (p < 0,05) frente a la cepa control Lactobacillus plantarum (cepa
47), mostrando una disminucion del 56,65% de la capacidad de resistencia en
comparacion a la cepa 47. A medida que el pH aumenta, se observd un

incremento en los valores de resistencia para todas las cepas.

Al comprobar la resistencia de las cepas a condiciones acidas mediante la
determinacién Unidades Formadoras de Colonias (UFC) (Tabla 3) no se
evidencia crecimiento a pH3 para las cepas 19, 22, 23, 26 28 y 32; sin
embargo, las cepas 29, 30, 31, 33 y 34 permanecieron viables después de 48
h de incubacion. A medida que la concentracién incrementa se observa un

aumento en los recuentos bacterianos.
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Figura 2. Capacidad de resistencia de las cepas lacticas a diferentes
concentraciones de pH en caldo MRS (DOsoonm), a las 24 horas.
Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas
(p < 0,05). Cada concentracion de pH es una prueba
independiente.
Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 3. Cuantificacion de colonias viables (UFC/ml) para cepas lacticas
sometidas a distintos pH.

48 h
Cepa Oh PH 3 pH 4 pH 5 pH 6
Experimental
19 1,65E+08 SC 7,25E+05 4,73E+08 8,50E+08
22 6,00E+07 SC 5,75E+05 2,90E+08 9,25E+08
23 6,25E+07 SC 6,60E+05 3,05E+08 1,45E+09
26 8,00E+07 SC 1,65E+05 1,65E+08 1,65E+08
28 1,20E+08 SC 2,85E+05 2,48E+08 2,48E+08
29 1,40E+08 6,00E+02 4,35E+05 2,08E+08 2,08E+08
30 6,50E+07 5,00E+01 7,33E+05 3,78E+08 3,78E+08
31 8,00E+07 5,00E+01 7,45E+05 3,83E+08 3,83E+08
32 4,25E+07 SC 5,15e+05 3,10E+08 3,10E+08
33 1,63E+08 5,00E+01 7,03E+05 5,40E+08 1,05E+09
34 1,03E+08 1,45e+03 1,13E+06 3,73E+08 1,20E+09
Control
47 1,04E+08 3,81E+02 2,93E+08 1,24E+09 2,04E+09

Fuente: Elaboracioén propia.
Nota: SC: Sin crecimiento.

Estos resultados han sido observados en bacterias lacticas obtenidas de
estiércol de terneros (Castillo et al.,, 2018), heces de Gallus gallus (Lara y
Burgos, 2012) y heces cebu (Bertel et al., 2019) donde se evidencié poco
crecimiento en pH menores a 4 y un incremento significativo en pH mayores a
5, considerando un tiempo prolongado de exposicion.

Para esta baja resistencia a pH menor a 4 de las cepas observadas, podria
considerarse como un obstaculo para llevar a cabo un probioético en pinglinos,
pero una adecuada eleccion de un transporte para la administracion, lograria
protegerlo de las condiciones adversas del sistema digestivo de las aves (Lee

et al., 2003).
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4.2. Resistencia en presencia de sales biliares

De acuerdo con la autora Caballero (2014), las sales biliares (SB) se
consideran una barrera antibacteriana crucial ante el asentamiento de las
bacterias probidticas en el organismo del individuo, por ende, se tiene en
cuenta como requisito en la seleccion de bacterias probioticas.

Para esta investigacion las concentraciones de SB (0,1% - 0,3% — 0,5% — 1%)
estan en base a diferentes trabajos enfocados en la evaluacién probittica de
BAL para uso animal (Castillo et al., 2018; Pozos, 2018; Vélez y Menéndez,
2018), debido a que se desconoce las concentraciones para una gran variedad
de animales (Sanchez et al., 2015), incluyendo los pinglinos.

Los resultados a partir de la densidad optica y UFC (Figura 3 y Tabla 4)
mostraron un buen desarrollo en presencia de SB para todos los valores, con
una reducida variacion a medida que la concentracion aumenta. Para esta
prueba se destaca que en todas las cepas evaluadas a 1% presentaron
diferencias significativas (p < 0,05) respecto a la cepa control, demostrando
mejores condiciones respecto a esta concentracion. Para esta diferencia se
reporta que la resistencia a las sales cambia entre bacterias acido lacticas y

cepas de la misma especie (Avila et al., 2010).
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Capacidad de resistencia de las cepas lacticas a diferentes concentraciones de sales biliares en caldo
MRS (DOsoonm), a las 24 horas. Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p <
0,05). Cada concentracion de sales biliares es una prueba independiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 4. Cuantificacion de colonias viables (UFC/ml) para cepas lacticas
sometidas a distintas concentraciones de sales biliares.

48 h
Cepa 0h 0,1% 0,3% 0,5% 1%
Experimental
19 9,50E+07 4 93E+08 1,20E+08 5,25E+07 2,65E+07
22 8,00E+07  3,33E+08 1,35E+08 6,83E+07 2,28E+07
23 9,75E+07 3,00E+08 1,23E+08 7,05E+07 2,83E+07
26 8,50E+07  3,58E+08 1,18E+08 7,20E+07 3,10E+07
28 7,25E+07  3,48E+08 1,33E+08 6,98E+07 2,08E+07
29 6,25E+07  4,48E+08 1,88E+08 5,50E+07 2,85E+07
30 6,50E+07  6,73E+08 1,60E+08 6,90E+07 4,60E+07
31 1,10E+08 6,78E+08 1,80E+08 7,48E+07 2,90E+07
32 8,00E+07  7,13E+08 1,48E+08 7,45E+07 4,28E+07
33 9,50E+07 3,18E+08 1,18E+08 6,88E+07 4,23E+07
34 8,75E+07  4,60E+08 1,55E+08 7,15E+07 4,95E+07
Control
47 3,88E+07  2,99E+08 1,06E+08 8,38E+07 7,88E+07

Fuente: Elaboracion propia.

El crecimiento de las BAL en este estudio coincide con los referidos por
Caballero (2014) donde un total de 14 cepas lacticas aisladas de bovinos
fueron capaces de sobrevivir a concentracion de 0,3% a 1,5% de SB. De la
misma manera, L. plantarum extraida de heces de caballos demostro
resistencia a 0,5% de SB (Khusro et al., 2021). Esta tolerancia a SB puede ser
ocasionado por la produccion de enzima sal biliar hidrolasa (SBH) que han
manifestado algunos géneros de Lactobacillus (Horackova et al., 2020),
Bifidobacterium (Kim y Lee, 2008) y Enterococcus (Knarreborg et al., 2002), la

cual es capaz de catalizar la hidrdlisis de sales biliares para usarla como fuente
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de energia o incorporar a su membrana para aumentar sus defensas contra

agentes nocivos (Corzo y Gilliland, 1999).

4.3. Hidrofobicidad de la superficie celular

La habilidad de adherirse a las paredes del intestino de un organismo es
esencial al momento de seleccionar un microorganismo probiético (Tarique et
al., 2022), pues, disuade la inmediata eliminacion por los movimientos
peristalticos del animal, ademas de proporcionar una ventaja competitiva
frente a patégenos en el ecosistema intestinal (Kos et al., 2003).

Para esta evaluacion se revelo que la capacidad de adhesion de los aislados
de BAL presentaron una variacion entre 0% a 77,14% (Figura 4). En el cual,
soélo las cepas 22 (73,67%) y 29 (73,67%) manifestaron una alta afinidad al
hidrocarburo, respecto a la categoria definida anteriormente. No obstante, el
resto de las cepas obtuvieron valores sobre el 60% e inclusive mayores
porcentajes en comparacion a la cepa control (51,47%). De las 12 cepas
analizadas, Unicamente la cepa 32 present6 caracter hidrofilico ante el xileno.
Esta disparidad en la afinidad al hidrocarburo se puede asociar a los
componentes principales de la pared celular de las cepas, donde bacterias con
abundantes acidos lipoteicoicos vuelven la superficie mas hidrofobica, en
contraste, con microorganismos hidrofilicos que presentan un elevado

contenido de polisacéaridos (Schar-Zammaretti y Ubbink, 2003).



28

100

80
o
(55}
i=]
o

5 60
L
o

© 40
=
ES

20

0

19 22 23 26 28 29 30 31 32 33 34 47

Cepa

u Alta hidrofobicidad ~ Baja hidrofobicidad = Mediana hidrofobicidad

Figura 4. Comportamiento de la hidrofobicidad de las cepas lacticas en xileno.
Fuente: Elaboracién propia.

Uno de los tantos mecanismos de accidon que se le puede atribuir a un
probidtico es el efecto competitivo con otros microorganismos,
estableciéndose en los potenciales sitios de ocupacion (células epiteliales del
intestino) de bacterias patdégenas (Tormo, 2006). Desde esta perspectiva,
Palachum et al. (2018) sefialan que comparar la hidrofobicidad de bacterias
patdgenas con valores de las cepas evaluadas es de gran interés, en vista que
los patégenos se adhieren a las células epiteliales para iniciar la infeccion.
Para patdgenos aislados en pinguinos antarticos (Gonzalez-Acuia et al., 2013;
Johansson et al., 2018 Retamal et al., 2017) los porcentajes de hidrofobicidad
fluctian entre 9% a 23% para especies de Salmonella (Beshiru et al., 2018),
22% a 26% en aislados de Escherichia coli (Yilmar y Glvensen, 2016) y

Campylobacter spp. entre 17% a 53% (Tuan et al., 2011). Bajo estos
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intervalos, los valores obtenidos en el presente informe superan los

porcentajes de hidrofobicidad documentados en dichos patégenos.

4.4. Actividad antimicrobiana

A la fecha, se sostiene que los pingiinos antarticos son hospedadores y/o
vectores de bacterias causantes de enfermedades infecciosas. A pesar de que
ninguna investigacion ha relacionado el fallecimiento de pingulinos con estos
patdgenos (Cerda-Cuéllar et al., 2019; Park et al., 2021), se decidi6 evaluar el
potencial efecto antimicrobiano de las cepas lacticas aisladas en pinguinos
contra tres microorganismos patogenos, dos Gram-negativos (Samonella
ATCC 13076 y Escherichia coli ATCC 25922) y un Gram-positivo

(Staphylococcus aureus ATCC 25923).

Tabla 5. Actividad antimicrobiana de los aislados de bacterias acido lacticas
contra S. enterica ATCC 13076, E. coli ATCC 25922 y S. aureus

ATCC 25923.

S. enterica ATCC E. coli ATCC S. aureus ATCC
Cepa 13076 25922 25923

A B C A B C A B C
Experimental
28 (1) - - - - - - - - T 4+
28 (2) ) ) ) 11 +++
31(1) ) ) ) 12 +++
Control
47 - - - -

Fuente: Elaboracién propia.
Diametro halo inhibicion (mm).

Nota: A: Pellet, B: Sobrenadante, C: Cultivo total. (1): Original, (2): Duplicado.
Zonas de inhibicién clasificacion (Gaudana et al., 2010) sin inhibicién (-), leve
(+), fuerte (++) y muy fuerte (+++).
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Para la prueba de antagonismo se aprecio que las 12 cepas BAL (Tabla 5),
incluyendo cepa control, fueron incapaces de producir zonas de inhibicién ante
Samonella enterica ATCC 13076 y Escherichia coli ATCC 25922 en todos sus
formatos (cultivo total, pellet y sobrenadante). Aun asi, los cultivos completos
de las cepas 28 y 31 mostraron actividad antimicrobiana en presencia de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, donde los halos de inhibicién varian
desde los 7 mm a 12 mm de diametro.

Con relacion a estos resultados es pertinente manifestar que no se obtuvieron
halos de inhibicion en la cepa control (L. plantarum) contra ningun patégeno
de prueba, pese a que L. plantarum ha sido documentada como una cepa
capaz de presentar actividad antimicrobiana significativa frente a Salmonella
enterica, Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Hu et al., 2019; Larrea et
al., 2007), ademas, en un ensayo anterior donde solo se considero el cultivo
completo de las BAL se observaron leves halos de inhibicion para L. plantarum
ante Samonella ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Por consiguiente, no hay que descartar la condicion
metabdlica del cultivo lactico utilizado en el ensayo, puesto que, el tiempo de
incubacion fue de 24 horas, donde las bacterias lacticas se encuentran en fase
exponencial y sélo se ven expresados metabolitos primarios asociados a
acidos organicos (Ramirez, 2016; Siedler et al., 2019). Otros compuestos
inhibidores como proteinas y péptidos de bajo peso molecular se producen a
través de metabolitos secundarios generados durante la fase estacionaria (24—

36 horas) (Ruiz, 2017; Sdnchez y Pefia, 2016).
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A pesar de esta situacion, se generaron halos de inhibicion para
Staphylococcus aureus ATCC 25923, donde se demostro que para ejercer un
efecto inhibidor es imprescindible disponer del cultivo completo, dado que, al
evaluar el sobrenadante libre de BAL no se visualizé un halo de inhibicion.
Ante este escenario, es relevante sefialar, que la actividad antimicrobiana es
un proceso multifactorial, que no depende Unicamente de la produccion de
acidos organicos, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas, sino también, tras el
resultado de una competencia por nutrientes (Cifuentes, 2018; Martin del
Campo et al., 2008).

Pese al mecanismo empleado por las cepas 28 y 31, no hay que minimizar los
resultados positivos contra S. aureus, considerando que es un patdgeno de
importancia en humanos, animales domeésticos y vida silvestre, ya que, es una
cepa que no se vincula exclusivamente con su especie de huésped, sino que,
ademas, puede surgir una contaminacion cruzada con otras especies (Van Elk
et al., 2012). Adicionalmente las cepas de Staphylococcus aureus pueden ser
consideradas resistentes a la Meticilina (MRSA) (Lade y Kim, 2021).
Finalmente, referente a los efectos negativos en la inhibicion de Samonella
enterica ATCC 13076 y Escherichia coli ATCC 25922, estudios que evaluaron
el caracter inhibitorio de las BAL aisladas en animales ante microorganismos
Gram-negativos obtuvieron resultados similares a los descritos en este trabajo.
Un ejemplo, es la evaluacién de la actividad anti-Salmonella de 88 BAL
aisladas de heces bovinas, donde so6lo se obtuvo un 8% del total con

resultados positivos, los cuales eran pertenecientes al género Lactobacillus
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(Adetoye et al., 2018; Castillo et al., 2018). Basado en lo anterior, la
composicion de las bacterias Gram-negativas podrian limitar la actividad
antimicrobiana al presentar una doble capa lipidica que inhibiria las
interacciones entre las sustancias antagonistas de las cepas lacticas (Cortés
et al., 2018). Sin embargo, no se debe pasar por alto las concentraciones en
la cuales actuan estos agentes antimicrobianos, puesto que Lin y Pan (2019),
documentaron que las concentraciones del sobrenadante de L. plantarum
NTU102 a medida que aumentaban, mayor era la zona de inhibiciéon contra

Salmonella enterica subsp. enterica BRC 14958.
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5. CONCLUSION

Los resultados logrados en las pruebas in vitro evidenciaron que las cepas
lacticas aisladas en pinglinos antarticos poseen caracteristicas funcionales
capaces de resistir a las condiciones desfavorables similares al sistema
digestivo de las aves. En cuanto a las pruebas para valorar la capacidad
probidtica de las BAL, las cepas que lograron soportar cada una de las pruebas
frente a condiciones de estrés (pH y concentraciones de sales biliares) e
hidrofobicidad de la superficie celular, fueron las cepas 30, 31, 33 y 34. Sin
embargo, no se puede descartar el comportamiento de las demas cepas,
puesto que, los tiempos de exposicion a pH y sales biliares pueden disipar al
tiempo real del proceso de digestivo de los pingiinos.

Por otra parte, se evaluo la capacidad inhibitoria de las cepas BAL frente a
cepas patdégenas de Samonella ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Los cultivos completos de las cepas 28
y 31 son los unicos aislados en presentar actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923, donde la cepa 28 alcanzé un halo de
inhibicion promedio de 11,5 mmy la cepa 31 un halo de 7 mm. A pesar de no
obtener resultados en la cepa control (47), no se puede desestimar la
capacidad de las cepas en inhibir a S. aureus, debido que, las cepas lacticas
fueron capaces de competir frente a la bacteria patbgena a través de un
mecanismo distinto a las sustancias antimicrobianas que se relacionan

normalmente a un microorganismo lactico.
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Finalmente, puede concluirse que los aislados de BAL obtenidos en pinglinos
antarticos demostraron ser promisorios frente a condiciones adversas,
mostrando potenciales propiedades probiéticas. Por consiguiente, esta
evaluacién abre camino a la busqueda de potenciales herramientas de
mitigacion y/o biorremediacién ante enfermedades emergentes en animales

silvestres, sin causar una alteracion en su entorno, ni estilo de vida.
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7. APENDICE
Tabla Al. Crecimiento (DO Asoonm) de las cepas lacticas a diferentes concentraciones de pH en caldo MRS, a
las 24 horas.
pH3 pH4 pH5 pHG6
Cepa oh 24 h N H 24 h N 24 h N
resistencia resistencia resistencia resistencia
Experimental
19 6,38 SC SC SC SC 2,13 33,40+0,18df 550 86,13 +0,392
22 520 SC SC SC SC 2,14 4115+1,41bc 486 93,49+2,192
23 6,19 SC SC SC SC 2,07 33,43+1,24def 533 86,03+ 3,792
26 544 SC SC SC SC 253 46,54+0,88> 531 97,700,292
28 6,07 SC SC SC SC 236 38,82+0,75¢d 5,76 94,89+ 3,302
29 698 SC SC SC SC 6,60 9442+0,762 6,73 96,39+1,172
30 594 SC SC SC SC 1,73 29,2+0,68f 567 954214729
31 577 SC SC SC SC 1,77 3061x1,16e¢f 576 99,71+0,61a
32 5,07 SC SC SC SC 1,86 36,66+0,95cde 496 97,91+ 1,802
33 6,44 SC SC SC SC 3,06 4749+251> 568 88,27 +249a
34 6,04 SC SC 0,57 9,28 +0,40° 1,64 27,06+0,57f 569 94,16+ 3,81a
Control
47 13,56 SC SC 290 21,41+0,132 12,41 91,47 +1 462 12,09 89,18 + 0,522

Fuente: Elaboracion propia.
Nota: Los valores % resistencia expresan promedio * error estandar. Diferentes superindices indican diferencias
significativas entre los valores promedios para cada cepa evaluada a p < 0,05.
SC: Sin crecimiento
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Tabla A2. Crecimiento (DO Asoonm) de las cepas lacticas a diferentes concentraciones de sales biliares (% p/v)
en caldo MRS, a las 24 horas.

0,1% 0,3% 0,5% 1%
Cepa Oh  ogp % oah % o4 % oap K
resistencia resistencia resistencia resistencia
Experimental
19 6,57 5,87 89,31+0,99ac 353 5375+1,37de 3,91 59,56 + 1,80pcd 455 69,16 + 2,67¢cde
22 573 4,85 84,51+2,33bcd 373 65,11+0,293c 396 69,31+0912 449 78,33+ 0,07abc
23 6,00 4,79 79,70+£3,47bcd 344 57,27 +1,28¢d 350 58,21+0,41cd 443 73,73 +0,28bcd
26 536 4,86 90,60+ 1,712b 3,50 65,15+ 1,62abc 372 69,31 +3,042 4,30 80,11+ 2,10abc
28 572 459 80,20+0,22bcd 341 59,60+ 0,82bcd 3,79 66,25+ 1,44ab 447 78,09 + 3,93abc
29 7,30 4,42 60,50 +2,52¢ 3,56 48,81+1,24ef 399 54,60+ 1,080 458 62,72+ 2,34de
30 570 4736 76,38+2,16d 3,56 62,40+ 1,23abc 377 65,98 £ 0,44ac 458 80,34 +£2,712b
31 540 4,27 78,99 % 2,35¢d 3,63 67,16 +2,10a> 349 64,63 £ 1,42ac 440 81,41+ 1,012b
32 545 4,32 79,18 £2,40¢cd 3,78 69,30+2,632 3,73 6844+2142 463 84,86* 1,53
33 522 4,41 84,44+0,15bcd 300 57,48+0,23cd 3,61 69,160,062 4,23 81,02+ 1,202
34 744 413 5552+ 1,97¢ 3,54 47,54 +1,60¢f 388 52,10+0,682 450 60,47 +1,12¢
Control
47 8,89 8,75 98,380,072 3,75 4215+1,80Ff 369 4155+0,00e 4,19 47,06+0,76f

Fuente: Elaboracion propia.
Nota: Los valores % resistencia expresan promedio * error estandar. Diferentes superindices indican diferencias
significativas entre los valores promedios para cada cepa evaluada a p < 0,05.
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Figura Al. Registro actividad antimicrobiana de 3 cepas lacticas a) 28.1, b)
28.2, c) 31.1, d) 47.1 y e) 47.2 frente a Staphylococcus aureus

ATCC 25923.
Fuente: Elaboracion propia.
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