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1. INTRODUCCION

1.1. Situacion actual.

El aumento de tamafio de la industria avicola ha sido el de mayor magnitud, den-
tro de las industrias de produccion carnica, acompafiado por el consecuente incremento
de la produccién mundial de carne y huevos de aves de corral (Windhorst, 2006).

De la mano del advenimiento de la “revolucién pecuaria”, la avicultura modific
su modalidad de produccién extensiva con animales para multiples propdsitos. Se esta-
blecieron, de esta manera, sistemas intensivos con hibridos especializados y un alto ni-
vel de integracion (Di Masso y Dottavio, 2010).
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La avicultura es una de las actividades pecuarias mas importantes del pais, en-
contrando su motor fundamental en las condiciones ambientales, con amplia disponibi-
lidad de tierras, agua y materias primas (maiz y soja) para alimentar a las aves. Ademas,
cuenta con un adecuado mejoramiento genético, una aplicacién progresiva de buenas
practicas de manejo y un excelente estatus sanitario. En este sentido, cabe destacar que
Argentina es un pais libre de Influencia Aviar y Newcastle, lo que permite asegurar la
calidad del producto y libera importantes barreras para el comercio internacional.

Gracias a los aportes de parte del sector privado, se proyecto el plan de expan-

sién avicola, comprendido entre los afios 2003 y 2010. Dicho plan tenia como objetivos


http://www.funfacionfada.org/

principales: aumentar el consumo de carne de pollo de 18 a 30 kg/hab/afio (valor que
fue superado al final del periodo, alcanzando 34,7 kg/hab/afio), ampliar las instalaciones
para reproductores y plantas de incubacién, automatizar las plantas de faena e incorpo-
rar tuneles continuos de congelado (SAGPYA, 2011).

En los afios posteriores se consumio, en promedio, el 84% de la produccién na-
cional, llegando en el afio 2015 a consumirse 43 kg de carne aviar/hab/afio. El gran au-
mento se debid, en parte, a que es un tipo de alimento bajo en grasas saturadas, con
alto contenido proteico, y fundamentalmente a la reduccién de su precio frente a la
carne vacuna, considerada como carne sustituta. Por su parte, seguin el Boletin Avicola
2018 expendido por el Ministerio de Agroindustria, el consumo per capita alcanzé 42.32
kg/hab/afio, disminuyendo 2.6 % respecto al afio anterior.

En el periodo 2009-2015 la produccién de carne aviar crecid a una tasa del 4,3 %
(anual acumulada), debido al impulso otorgado por el incremento del consumo interno
y a las ventas externas. El incremento en produccion también se vio favorecido por un
mayor peso promedio de las aves faenadas (2,76 kg/cabeza en 2014 a 2,81 kg/cabeza
en 2015) (Cardin, 2016).

Durante el afio 2018 la faena nacional de aves en establecimientos con habilita-
cion de SENASA alcanzo 711 millones, 1,5% por debajo del afio 2017. La faena se distri-
buyd mayoritariamente en las provincias de Entre Rios (53 %) y Buenos Aires (34%) y en
menor medida entre Santa Fe (5%), Cordoba (3%), Rio Negro (3%). El 2% restante se
reparte en las provincias de Mendoza, Salta, Jujuy y La Rioja (SENASA, 2019).

Datos otorgados por el Registro Nacional de Multiplicadores e Incubadores Avi-
colas (RENAVI), al 31/12/2018, mostraron que en nuestro pais habia 8,13 millones de
reproductoras pesadas, de las cuales 3,06 millones estaban en recria y 5,07 millones en
postura; proyectando una produccién semanal de pollitos bebé para el primer semestre
de 2019 de 17,52 millones (Agroindustria, 2018).

Durante el afio 2018, |la faena nacional de aves en establecimientos con habilita-
cion de SENASA alcanzé 711 millones: 1,5 % por debajo del afio 2017.

Actualmente, nuestro pais ocupa el octavo lugar a nivel mundial como productor
y el sexto como exportador, destinando en promedio un 16 % de la produccion local al
mercado externo. Argentina tiene insercidon exportadora en mercados dindmicos e im-

portantes como China, Chile, Emiratos Arabes y Sudafrica y buscara penetrar en otros



mercados cuyas importaciones son crecientes como los de Canada y EEUU (Cardin,
2016).

Las exportaciones de carne aviar (pollo entero, trozado y subproductos; no in-
cluye otras especies avicolas) del afio 2018 totalizaron 207 mil toneladas por un valor de
295 millones de USS FOB. Mientras que, las importaciones, tuvieron un aumento de 24
% en volumen y 28 % en valor, respecto al afio 2017. El volumen alcanzé un total de 7,1
miles de toneladas por un valor de 14,9 miles de ddlares CIF. El origen de las mismas fue

Brasil.

1.2. Laimportancia del reemplazo de los antibioticos en produccion de

carne.

La capacidad de produccion de carne de pollo estd sujeta a la disponibilidad de
alimentos de buena calidad y al control eficiente de enfermedades (Windhorst, 2006).
Los antibiodticos, son utilizados para prevenir y curar distintos tipos de infecciones que
afectan a los animales de granja, pero también se agregan a la alimentacién para ser
usados como promotores del crecimiento, y de esta forma, acelerar el incremento de
peso en animales sanos (Aarestrup, 1999).

Este efecto positivo se descubrié de manera accidental, cuando en el afio 1949,
Stokstad y Jukes, utilizaron un cultivo de Streptomyces aureofaciens como un producto
de bajo costo que se considerd Util para el aporte de vitamina B12. Sin embargo, otros
estudios mostraban que los Streptomyces eran productores de numerosos antibiéticos
como la clortetraciclina, estreptomicina y cloranfenicol.

El ensayo realizado con pollos utilizando el cultivo de S. aureofaciens, permitid
inferir que el crecimiento de las aves no sélo era por la accién de la vitamina, sino tam-
bién por los efectos de los antibidticos. Mas tarde, otros antibidticos mostraron tener
efectos similares y a partir de la década del '50 se convirtié en rutina agregarlos a las
dietas (Bezoen et al., 1999).

Desafortunadamente, su uso prolongado y mantenido en el tiempo con fines ve-
terinarios tuvo como consecuencia que ciertas cepas bacterianas adquirieron resisten-
cia. Ademas, se desarrollé una gran cantidad de residuos en la carne y en los subproduc-
tos (Aarestrup, 1999). Los genes que codifican esta resistencia, también pueden trans-

ferirse a otras bacterias que anteriormente eran susceptibles, por lo que representa una



importante amenaza para la salud, tanto animal como humana (Montagne et al, 2003).
Por esa razon su uso fue prohibido en muchas partes del mundo (por ejemplo, en la
Unidn Europea), dando lugar a que se postularan alternativas viables para reemplazarlos
(Gutiérrez Ramirez y col., 2013).

En la busqueda intensa de un proceso avicola productivo que haga hincapié en
la seguridad de los consumidores, los animales y el medio ambiente, aparecieron aditi-
vos como reemplazantes, tales como: probidticos, prebidticos, acidos organicos, enzi-
mas, antioxidantes, entre otros (Diaz Lépez y col., 2017).

El término probidtico se utilizé por primera vez para nombrar a los productos de
la fermentacién gastrica. Esta palabra deriva del latin -PRO- que significa por o a favor
de, y del griego -BIOS- que quiere decir vida (Fuller, 1989). La definicién actual mas com-
pleta, es: “Preparacion o producto que contiene microorganismos viables definidos, en
cantidad suficiente para alterar la microflora (por implantacién o colonizacién) en el in-
testino, ejerciendo efectos benéficos sobre el huésped” (Teitelbaum y Walker, 2002). El
mecanismo de accion se basa en mejorar la fisiologia del hospedante, al modular la in-
munidad de la mucosa y la inmunidad sistémica, asi como también estimular la estabili-
zacion del balance nutricional y microbiano en el tracto gastrointestinal (Tannok, 1999).

Para que un microorganismo pueda cumplir con esta funcién de proteccion,
tiene que poseer ciertas caracteristicas tales como (Reid, 2000):

e Ser habitante normal del intestino.

e Tener un tiempo corto de reproduccion.

e Ser capaz de producir compuestos antimicrobianos.

e Ser estable durante el proceso de produccién, comercializacién y distribucién,
para que pueda mantenerse vivo en el intestino.

e Serseguro para el animal, sin causar enfermedad ni toxicidad.

1.3. Saccharomyces spp. utilizada como probiotico.

Saccharomyces spp. es una levadura del tipo ascomiceta, que se muestra gene-
ralmente en su forma vegetativa como una célula ovoide, aunque bajo ciertas circuns-
tancias de limitacién de nutrientes las células se elongan, dando lugar a un crecimiento

pseudohifal (Gimeno y col., 1992). Las colonias suelen ser blancas y cremosas (Barnett y



col., 2000), aunque también se ha descrito que ciertas cepas pueden crecer, como colo-
nias rugosas, con aspecto irregular (Gimeno y col., 1992).

Se trata de un tipo de levadura que se encuentra en el ambiente, como célula
haploide o diploide creciendo vegetativamente cuando hay abundancia de nutrientes.
Constituye el modelo eucariota por excelencia, de hecho, es uno de los organismos mas
estudiados y mejor caracterizados del planeta, siendo el primer organismo eucariota del
gue se conocio la secuencia completa de su genoma (Goffeau y col., 1996).

En los monogastricos, los probidticos deben sobrevivir a las enzimas gastricas e
intestinales, para alcanzar intactos el intestino grueso, donde ejerceran su accion. La
especificidad de especies probidticas en el animal, es un factor muy importante que in-
terfiere en la colonizacién y en la adhesidn in vivo de los microorganismos (Frizzo et al.,
2006), por lo que es necesario realizar una adecuada evaluacion de cepas de acuerdo
con diferentes criterios de seleccidn (resistencia al acido, sales, temperatura, etc.), para
gue los organismos nativos lleguen en estado viable y en cantidades suficientes una vez
gue superaron las barreras del tracto digestivo (Tuomola et al., 2001). El éxito de un
probidtico depende en gran medida de realizar una buena seleccion in vitro (Rondon et
al., 2008).

Como resultado del uso de preparados probidticos en dietas programadas para
el engorde de pollos parrilleros de distintas razas, se han observado importantes mejo-
ras en la conversidn alimenticia y ganancia de peso (Miazzo et al., 1994), ademas de un
aumento en la calidad de la carne debido a una mayor terneza y estabilidad oxidativa
(Zhang et al., 2005).

En particular, se ha incluido preparados de Saccharomyces spp. en las raciones
de las aves tanto como aditivo natural, como factor mejorador del crecimiento y de la
calidad de la canal. Diferentes trabajos muestran la inclusién de la levadura de cerveza
en las dietas de pollos parrilleros en sus distintas etapas de vida (Miazzo y Kraft, 1998;
NRC 1994; Onifade, 1998).

Saccharomyces, ha sido reportada sefalando que su uso como probidtico, re-
duce la carga de algunos microorganismos enteropatégenos, produce cambios favora-
bles en la mucosa intestinal y mejora el comportamiento productivo con raciones bajas

en proteina (Gonzalez y Valenzuela, 2000). También, se le ha reconocido el hecho de ser



promotora de crecimiento, de aumentar la produccion de vitamina B, ayudar a la ganan-
cia de peso, mejorar la digestion de algunos alimentos, estimular el sistema inmune, la
asimilacién de nutrientes y corregir el balance de la poblacidn microbiana (Yépez, 1995).

Aunque ya ha sido ampliamente utilizada en alimentacién animal, existen aspec-
tos que se desconocen acerca de su capacidad como microorganismo probiético y su
mecanismo de accidn, ya que las investigaciones se han enfocado en otros de uso fre-

cuente como Lactobacillus spp. (Guslandi et al., 2003).

1.4. Ambiente gastrico: accidn de la pepsina.

El estémago de los monogastricos es un saco muscular, membranoso y secreto-
rio, ubicado en el lado izquierdo y ventral del abdomen, cuyas principales funciones son:
servir como camara de almacenamiento temporal de la ingesta, producir el jugo gas-
trico, permitir la mezcla del alimento con las secreciones salivales y gastricas para formar
el quimo y regular la salida de su contenido hacia el duodeno (Ehrmann et al., 2002).

Macroscopicamente, el estdmago se puede dividir en una region proximal que
constituye el fondo; una region media de mayor area, denominada cuerpo, que produce
principalmente HCI, pepsindgeno y moco; y una region distal llamada pildrica, en donde
se produce moco, pepsinégeno y gastrina (Vallecilla, 2014).

Las funciones del HCI son: destruir bacterias, proporcionar un pH adecuado para
la transformacién del pepsindgeno en pepsina, permitir la actuacién de la pepsina, y
estimular el flujo biliar y pancreatico. Cuando el pH del contenido estomacal se hace
menor a 6 se inicia la transformacién del pepsinégeno en pepsina. Por otra parte, el pH
Optimo para la accion enzimatica de la pepsina sobre los enlaces peptidicos de las pro-
teinas, es de 1 a 3 (Morales, 2014; Ganon, 1989).

La pepsina es una endopeptidasa, que actua a nivel estomacal, en un medio muy
acido (pH 1,8-2) rompiendo los enlaces peptidicos entre aminoacidos y liberando tripté-
fano, fenilalanina, tirosina, metionina y leucina (Liener, 1989). Condiciones de pH supe-
riores, resultan en una disminucidn significativa de esta actividad.

Dicha enzima inicia una primera digestion de proteinas que permite la accion
hidrolitica de otras enzimas (tripsina, quimiotripsina, etc.). Si el acido clorhidrico no
fuese secretado, las proteinas no son adecuadamente digeridas y se convierten en un
sustrato ideal para el crecimiento de bacterias patdgenas en el intestino, es decir, suce-

deria todo lo que normalmente se trata de evitar.



El objetivo del presente estudio fue evaluar las cepas de Saccharomyces spp. na-
tivas aisladas del intestino de pollos parrilleros, ante las principales barreras quimicas
del transito gastrointestinal, para seleccionar aquellas que presenten mayor potencial

probidtico.



2. HIPOTESIS

e El alimento suministrado a los pollos parrilleros provee de microorganismos
potencialmente probidticos, que optimizan el equilibrio de la microflora en

el ambiente intestinal.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos generales:

e |dentificacion de Saccharomyces spp. aisladas del intestino de pollos parrille-

ros.

3.2. Objetivos especificos:

e Realizar estudios ecoldgicos (resistencia a temperatura y pH) con las cepas
de Saccharomyces spp. en condiciones in vitro para analizar su potencial pro-
bidtico.

e Llevar a cabo pruebas de simulaciéon de ambiente gastrico, evaluando la res-

puesta de las cepas de Saccharomyces spp. seleccionadas.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacion del lugar de trabajo.

El ensayo se llevé a cabo en la Unidad de Experimentacién Avicola (UEA) del De-
partamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca (38°41’ Lat.
Sy 62°15’ Long. O). El periodo experimental se desarrollé entre los meses de septiembre
y noviembre durante los cuales, se implementé como alternativa innovadora en la ali-
mentacién de pollos parrilleros, el agregado en forma individual y combinada, de una
fuente de acidos Omega-3 (harina de Chia: Salvia hispdnica) y un antioxidante de origen

vegetal, no nutricional (Hidroxitirosol).

4.2. Instalaciones.

La experiencia se realizdé en un galpon acondicionado de tipo cerrado de 7,00 x
5,00 m, provisto de ventilacion forzada, calefaccion, aire acondicionado e iluminacién
artificial, con el fin de mantener las condiciones adecuadas de temperatura de acuerdo
a la edad del animal. El monitoreo de las temperaturas maximas y minimas (mafiana y
tarde) dentro del galpodn se llevd a cabo mediante la utilizacion de un termdmetro por
corral.

Los corrales fueron construidos en madera y alambre hexagonal. Los listones de
madera que constituyeron la base, fueron ademds recubiertos por una malla plastica
cuadriculada para facilitar la circulacion normal de los animales. Esta malla permitio se-
parar a los animales de las excretas.

Los corrales se encontraban suspendidos 20 cm por encima del piso del galpdn,
y estos fueron limpiados diariamente con el fin de evitar la contaminacién ambiental
(amoniaco) generada por las heces, que resulta perjudicial para los animales y el perso-
nal de trabajo.

Los mismos fueron ensamblados de manera que formaran 4 bloques, de 4 corra-
les cada uno. Las dimensiones de cada corral fueron de 1 m?, con una capacidad para
alojar hasta 15 pollos parrilleros. La distribucidén de los 4 bloques permitié generar un

area de circulacién adecuada, maximizando el uso de la superficie disponible.



4.3. Distribucion de animales y manejo.

Se utilizaron 92 pollos parrilleros linea Cobb, provenientes de una incubadora
comercial. Durante los primeros 21 dias los animales fueron distribuidos aleatoriamente
en dos grupos de 46 pollos y mantenidos en dos corrales de 2,00 m? cada uno. Poste-
riormente, los animales fueron pesados y sexados utilizando como indicador el em-
plume rapido que presentan las hembras y el mayor desarrollo de la cresta y la barbilla
de los machos, con el fin de construir lotes uniformes en cuanto a sexo y peso.

De este modo, se conformaron 16 grupos de 6 animales cada uno (3 machosy 3
hembras) que fueron colocados al azar en cada uno de los 16 corrales.

Durante las tres primeras semanas, las condiciones de temperatura fueron regu-
ladas mediante la utilizacion de 4 campanas calefactoras con lampara infrarroja de 250
watts y calefactores eléctricos portatiles. Posteriormente, la temperatura éptima am-
biental fue mantenida mediante la utilizacion de extractores de aire y un equipo portatil
de aire acondicionado.

Se proporcionaron 24 horas de luz mediante 1 tubo fluorescente de 52 watts por
bloque durante todo el periodo experimental.

Hasta los 21 dias se dispusieron comederos bandeja y bebederos con depdsito
invertido de 4 L en cada corral. Diariamente, los bebederos fueron higienizados y recar-
gados asegurando la provisién continua de agua. En la Ultima etapa de cria, cada corral
contd con 2 bebederos automaticos tipo Nipple y un comedero canaleta de 1,00 m de
largo.

Se llevaron registros diarios de mortalidad y se realizaron observaciones sobre
comportamiento y estado general de los animales. Las practicas de manejo y los proto-
colos experimentales respetaron las normas de bioseguridad establecidas para investi-
gacion por la Universidad Nacional del Sur, que se adhiere a las establecidas por el Ins-

tituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) para la crianza de pollos parrilleros.

4.4. Plan sanitario.
El plan de vacunacién aplicado a todos los animales consistiéd en un antimicro-
biano sintético de amplio espectro ENRO (enrofloxacina quimioterapico 1 mL/L) y un

polivitaminico (1 g/L) en los bebederos, suministrados el primer dia que inicié la crianza.



Al séptimo dia se vacuno (gota ocular) contra Newcastle y Bronquitis infecciosa. El dia

15 se aplicé contra Gumboro en agua de bebida.

4.5. Dietas Experimentales.

Durante las primeras tres semanas, los animales consumieron ad libitum un ali-
mento “iniciador” (Tabla 1).

A partir de los 22 dias hasta los 42 dias de edad, los animales fueron sometidos
a los siguientes tratamientos:

e C: dieta control.

e Wa3: dieta con 10% de harina de chia.

e W3 + H: dieta con 10% de harina de chia + Hidroxitirosol.

e H: dieta con Hidroxitirosol

Tabla 1. Ingredientes y composicion quimica del alimento iniciador (0-

21 dias).
Iniciador

Ingredientes (%)

Maiz 62
Harina de Soja 30
Harina de Carne 5,75
Conchilla 0,75
Lisina 0,20
Sal 0,25
Nucleo Vitaminico Mineral 0,50
DL-metionina 0,15
Composicién quimica

EM (Kcal/kg) 3.035
PB (%) 19,66
Calcio (%) 1,05
Fosforo total (%) 0,69
Metionina + Cistina (%) 0,82
Lisina (%) 1,26
Lipidos (%) 4,10
Fibra (%) 2,85

Vitamina A: 8.000.000 Ul; vitamina Ds: 1.500.000 Ul; vitamina E: 30.000 Ul;
vitamina Bz: 3.800 mg; vitamina Be: 1.800 mg; vitamina B1: 1.200 mg; vitamina
Ks: 1.500 mg; acido nicotinico: 26.000 mg; acido pantoténico: 9.000 mg; acido
félico: 600 mg; Biotina: 40 mg; Colina: 180 g; vitamina B;,: 10.000 pg; Cobre
8.500 mg; Hierro: 50.000 mg;lodo: 1000 mg; Manganeso: 70.000 mg; Selenio:
250 mg; Cobalto: 200 mg; Zinc: 60.000 mg; Antioxidante: 125 mg: Excipiente
C.S.P.: 1000 g.



Como fuente de acidos grasos Omega-3 se utilizé harina de chia (DESUS S.A) cuya
composicion quimica se presenta en la Tabla 2. En todos los tratamientos, el consumo
de alimento fue ad libitum asegurando un rechazo del 10%.

El Hidroxitirosol (HYTOLIVE, GENOSA, Espafia) fue suministrado a razén de 7,00
mg/kg PV/d. Este aditivo fue pesado diariamente y agregado a la dieta antes de ser
ofrecida a los animales. La dosis fue ajustada semanalmente de acuerdo al aumento de
peso de los animales.

La composicidn de las dietas experimentales se observa en la Tabla 3.

El contenido de proteina bruta (PB) y de fibra detergente neutra (FDN) se deter-
mind segun el procedimiento Kjeldahl (AOAC, 2000) y el sistema de los detergentes
(Goering y Van Soest, 1970), respectivamente.

Se realizaron andlisis de muestras del agua que revelaron la potabilidad e inocui-

dad de la misma segun APHA (1992).

Tabla 2. Composicién quimica de la Harina de Chia

Parametro Valor Unidad
Materia Grasa 18,00 %
Proteinas 27,30 % (N x 6,25)
Acido palmitico 7,76 %
Acido estearico 3,62 %
Acido oleico 7,55 %
Acido linoleico 20,50 %
Acido linolénico 59,70 %
Valor energético 349,00 Kcal/100g
Cenizas 5,80 %
Hidratos de carbono 19,55 %
Humedad 7,90 %

La mezcla de los ingredientes utilizados fue realizada en una mez-
cladora “Marion Mixer” fabricada por la “Rapids Machinery Com-
pany” - Marion lowa (EEUU).



Tabla 3. Ingredientes y composicidn quimica de las dietas experimen-
tales (22-42 dias).

Terminador C W; W3+H H

Ingredientes (%)

Maiz 69 69 69 69
Harina de Soja 23,5| 16,65| 16,65 23,5
Harina de Carne 6,3 6,3 6,3 6,3
Harina de Chia - 10 10 -
Conchilla 0,3 0,3 0,3 0,3
Lisina 0,2 - - 0,2
Sal 0,25 0,25 0,25 0,25
Nucleo Vitaminico Mineral 0,5 0,5 0,5 0,5
DL-metionina 0,12 0,12 0,12 0,12
Hidroxitirosol - - Si Si
Composicién quimica

EM (Kcal/kg) 3128 3169 3169 3128
PB (%) 18,52 | 18,48| 18,48| 18,52
Calcio (%) 0,92 1 1 0,92
Fosforo total (%) 0,7 0,84 0,84 0,7
Metionina + Cistina (%) 0,74 0,74 0,74 0,74
Lisina (%) 1,11 1,18 1,18 1,11
Lipidos (%) 4,34 6 6 4,34
Fibra (%) 2,59 4,76 4,76 2,59

4.6. Muestreo.

Las muestras de intestino delgado se recogieron asépticamente el dia de la
faena. Se clasificaron segun el tratamiento correspondiente, y se conservaron a -4 °C
hasta el momento de inicio de las determinaciones microbiolégicas planificadas para el

presente ensayo.

4.7. Procesamiento de muestras.

Del total de intestino conservado por muestra, se pesaron 25 g. a los cuales se le
aplicaron microlaceraciones transversales, haciendo uso de pinzas, bisturi y tablas de
madera previamente esterilizadas. Luego se colocaron asépticamente en frascos con
225 mL de agua peptonada bufferada (Britania®) y se agitaron durante 30 min en agita-

dor Vicking a 100 rpm.



4.8. Determinaciones realizadas.

4.9. Prueba de confirmacion para Saccharomyces spp.

Tincién simple con azul de metileno.

La tincién simple y la posterior observacién microscopica es una caracterizacion
morfoldgica, y da una rdpida presuncion de los agentes observados en el material de
estudio. Dado que las levaduras son incoloras, no presentan contraste con el medio en
el que se encuentran suspendidas, y no pueden observarse claramente sin ningun tra-
tamiento previo. El uso de colorantes permite cambiar el color de las células de los mi-
croorganismos y poder realizar la observaciéon en microscopio 6ptico.

Identificacion mediante claves dicotomicas.

Luego de la observacién al microscopio de los preparados en portaobjetos, se
utilizaron las “Claves dicotémicas para la determinacion de géneros de levaduras” (Her-

nansaez Meoros,1962) para la identificacion de Saccharomyces.

4.10. Resistencia a diferentes rangos de temperatura y pH.

Para llevar a cabo las pruebas preliminares, se sometié a todas las cepas de Sac-
charomyces spp. a distintos rangos de temperatura y pH, mediante los protocolos am-

pliamente utilizados para evaluar posibles cepas probiéticas (Mantilla y col., 2005).

4.11. Procedimiento

Primera etapa: Las cepas que fueron aisladas y cultivadas en tubos pico de flauta
con agar Hy L, a 28 °C durante 48 hs, se inocularon en una alicuota de 20 mL de caldo
YPG compuesto por: extracto de levadura 15%, peptona de carne 2% y glucosa 2% (dos
Santos Martins y col., 2005). Este medio, fue modificado seglin cada parametro a estu-
diar, por separado, para todas las cepas analizadas, de la siguiente forma:

Para pH: Se utilizé una solucién de HCI 0.1 N para el ajuste, y como valores re-
presentativos se seleccionaron los siguientes: pH 4, pH 6, pH 7. Posteriormente, se
realizé la incubacion en estufa a 28 °C durante 24 hs.

Para temperatura: la variacién se llevé a cabo mediante la modificacién de tem-
peratura de la estufa al momento de la incubacion, sometiéndolas a 28, 36 y 41 °C du-

rante 24 hs.



Segunda etapa: se estudio la cantidad inicial de microorganismos por mL me-

diante la comparacion con la escala de McFarland, con el objetivo de comenzar a realizar
las diluciones con una concentracién ya conocida del microorganismo (1,5x108). Este
proceso se llevd a cabo mediante el agregado de agua destilada estéril al caldo hasta
igualar la turbidez de la solucién patrén.

Luego, se extrajeron 10 mL para realizar la primera dilucién en un nuevo frasco
con 90 mL de YPG y se incubd nuevamente la preparacion, durante 24 hs. Por ultimo, se
sembraron por duplicado las diluciones 10, 10y 10", con una previa agitacion de cada
tubo en Vortex y se realizé el recuento en placa luego de la incubacién de las cajas con
agar YPG durante 48 hs.

Ademas de evaluarse las cepas nativas del intestino de los pollos, también se

estudié la respuesta de una cepa comercial, disponible en el mercado.

Figura 2. Estimacion de la concentracidn inicial de UFC/mL, mediante la
comparacién con estandares de turbidez suministrada por la escala
McFarland.

Como prueba preliminar, también se expuso a las cepas a diferentes concentra-
ciones de sales biliares (Bichara Agostina, 2019, sin publicar).

Ademas, se midié el pH inicial de los caldos de 20 mL de YPG para compararlo
con el pH final, realizando esta ultima medicién luego de la primera incubacién de las

cepas, mediante tiras reactivas de pH.



4.12. Simulacion del ambiente gastrico.

Es una prueba clave, ampliamente utilizada para poner de manifiesto la capaci-
dad probidtica de una cepa, teniendo en cuenta varios de los parametros mds impor-
tantes que pueden afectar la viabilidad de los microorganismos en el estémago del mo-

nogastrico (Ortiz et al., 2008).

4.13. procedimiento

Se llevd a cabo el mismo procedimiento descripto para los pardmetros anterio-
res, con la particularidad de que el medio YPG contenido en los frascos de 20 mL se
modificd incorporando pepsina (3 g/1), NaCl (5 g/1) y HCI 1N para ajustar el pH a 2, carac-
teristico del estdmago del monogastrico. Por otra parte, también se realizd para todas
las cepas un tratamiento control, conservando las variables intactas a excepcién del pH,

gue se mantuvo en un valor de 7.



5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Andlisis estadistico y discusidon a partir de las determinaciones microbioldgicas

de los tratamientos temperatura, pH y simulacién géstrica.
5.1. Resistencia a la temperatura.

Tabla 4. Recuento de UFC/g de intestino para cada cepa de Saccha-
romyces spp.

Cepas Medias E.E. P
AN58* *6,78 cde
LC 7,40 abc
021 6,97 bcde
022 6,65 de
032 7,18 bcd
P+032 7,69 a
P+041 7,56 ab
P+0O11 7,00 bcde
P+042 7,67 a 023 001
P32 6,51e
P42 6,97 bcde
P43 7,39 abc
PB113 7,29 abcd
S7* 7,42 abc
T41 7,08 abcde
TB4B 6,63 de

*Letras diferentes indican resultados significativamente distintos
(p>0,05). Valores medios mayores se indican en color rojo. Resultados del
Test LSD Fisher, expresados en n logso.

Tabla 5. Estudio estadistico de los resultados obtenidos a distintas

temperaturas.
T(°C) Medias E.E. P
28 *7,32b
36 7,36 b 0,1 0,0001
41 6,73 a

*Letras diferentes indican resultados significativamente distintos
(p>0,05). Resultados del Test LSD Fisher, expresados en n logio.

Como puede observarse en la Tabla 5, no hubo diferencias significativas entre
los resultados de las temperaturas 28°C y 36°C, tomando valores dentro del rango en-
tre 7 y 8 logio.

Todas las cepas Saccharomyces estudiadas se desarrollaron eficientemente a los

36 °C (p<0,0001), alcanzando un valor de 7,36 logio, siendo resistentes también a las



restantes temperaturas. Las evaluaciones realizadas con la temperatura de 41°C demos-
traron que se producen cambios en la forma de desarrollo de los cultivos, y se evidencid
la menor resistencia.

Resultados similares fueron obtenidos en investigaciones llevadas a cabo por
Mantilla y col. (2012), donde demuestran que Saccharomyces spp. aisladas de heces de
aves y sometidas a tres temperaturas distintas (28 °C, 37 °Cy 42 °C) tienen su éptimo de
crecimiento a los 37°C y disminuyen notablemente el desarrollo cuando se las expuso a
41°C.

El 100% de las cepas de Saccharomyces siguid la misma tendencia y resistieron a
los tratamientos realizados (p<0,01).

Los pollos de engorde son homeotermos, es decir, son capaces de autorregular
su temperatura corporal. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que la misma
varia con el clima, y para que sus érganos vitales funcionen normalmente, deben man-
tener la temperatura corporal interna cerca de los 41 °C (Requena y col., 2004). Por di-
cho motivo, se estudié cdmo reaccionan las cepas nativas de Saccharomyces frente a
valores extremos de temperatura.

Segun Magidan et al., (2004) la temperatura, es uno de los factores mas impor-
tantes que afectan al crecimiento y la supervivencia de los microorganismos. El rango
Optimo para el desarrollo varia entre los diferentes géneros de levaduras, pero a medida
que se eleva, las reacciones quimicas y enzimdticas son mas rapidas y el crecimiento se
acelera, hasta el punto en que tienen lugar las reacciones de inactivacion.

Uno de los motivos por los que se puede explicar el menor crecimiento de las
cepas 022 y P32 a 41°C, seria la desnaturalizacién de las proteinas, reflejada en los coa-

gulos formados en la superficie del caldo YPG.
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Figura 3. Recuento de UFC/g de intestino de las cepas nativas que mejor se adaptaron a
los distintos valores de temperatura, expresado como n log10.

5.2. Tolerancia al cambio de pH.

Tabla 6. Resultados obtenidos segln estudios estadisticos.

Cepas Medias E.E. P
AN58* *7,30ab
LC 7,33 ab
021 7,18 ab
022 7,32 ab
032 7,06 ab
P+032 7,33 ab
P+041 7,43 ab
P+011 7,43 ab
P+042 7,52 a 017 07793
P32 7,42 ab
P42 7,31ab
P43 7,00 b
PB113 7,29 ab
S7* 7,37 ab
T41 7,38 ab
TB4B 7,21 ab

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0,05).
Los valores medios mas altos del experimento fueron citados de color rojo.
Resultados del Test LSD Fisher, expresados en n logso.




Tabla 6. Estudio estadistico de los resultados obtenidos a distin-
tos valores de pH.

pH Medias E.E. P
7,15b
7,44 a 0,07 0,0249
*7,33 ab

*Letras diferentes indican resultados significativamente distintos
(p>0,05). Resultados del Test LSD Fisher, expresados en n logio.

En este caso, se observaron diferencias significativas entre los valores de UFC/g
de intestino estudiados en el tratamiento a pH 4 (7,15 log1o) en relacién alpH 6y 7
(p<0,0249). El recuento en placa de las 16 cepas estudiadas fue menor cuando fueron
expuestas al valor mas bajo de pH.

Como puede observarse en la Figura 4, la mayor resistencia se determiné a pH 6.
Esto sucedi6 en el 87,5% de las Saccharomyces analizadas, ya que el desarrollo de la
cepa utilizada como control fue mayor en el pH 4, y de 032 en el pH 7.

Resultados similares se observaron con cepas nativas de Saccharomyces spp. ais-
ladas de las heces de pollos asilvestrados (Gallus gallus) (Lara Mantilla y col., 2012), que
crecieron eficientemente a pH 6.

La resistencia a bajos valores de pH y a las sales biliares es de gran importancia
en la supervivencia y crecimiento de los microorganismos en el tracto gastrointestinal,
por lo que se considera como prerrequisito para evaluar a las posibles cepas probiéticas.
Sus efectos han sido investigados por diferentes autores (Floch et al., 1972; Tannock et
al., 1989; Dunne, 2001; Tsai et al., 2005), como pasos obligatorios para la selecciéon de
las mismas.

La capacidad de soportar diferentes rangos de pH ha sido demostrada por Pso-
mas et al. (2001) en combinacién con la aptitud de crecer en 37 °C, asegurando que

éstos son criterios de seleccion para la evaluacién del potencial probidtico de las cepas.
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Figura 4. Recuento de UFC/g de intestino de las cepas nativas que mejor se adaptaron a
los distintos valores de pH, expresado como n log10.

En relacion a este tratamiento, otra evaluacion interesante fue la determinacion
pH del medio luego de la incubacion de las levaduras, ya que su disminucion esta rela-
cionada con la capacidad de crecimiento de la cepa (a mayor poblacién, mayor cantidad
de acidos organicos producidos), en detrimento del desarrollo de ciertos microorganis-
mos indeseables. Por esta razon, se establecid como criterio de seleccién, evaluar las
cepas que disminuyeron el pH del medio a menos de 5,5 en 24 hs (Tannok, 1999).

Todos los resultados obtenidos se situaron entre 5y 5,5.

Valores similares se obtuvieron con cepas de Lactobacillus spp. aisladas del
tracto gastrointestinal de pollos (Ronddn et al., 2008).

De manera similar, Martinez y col. (2006) determinaron que, tras la evaluacion
de un hidrolizado de crema de levadura, usando la especie Saccharomyces cerevisiae en
pollas, encontraron menor cantidad de patégenos, como consecuencia del aumento de

los niveles de los acidos orgdnicos y su grado de disociacion.



Supervivencia frente a un ambiente gastrico in vitro.

Tabla 7. Estudio estadistico de los resultados obtenidos a distin-

tos valores de pH en el tratamiento.

Cepas Medias E.E. P

AN58* 5,97 a

LC 7,13 a

021 6,86 a

022 7,28 a

032 7,05a

P+032 7,56 a

P+041 7,56 a

P+011 7,38a 0,7 0,105
P+042 7,35a

P32 6,30 a

P42 7,22 a

P43 *5,77 ab

PB113 3,76 b

S7* 6,38 a

T41 6,44 a

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes
(p>0,05). Los valores medios mas altos del experimento fueron citados

de color rojo.

Tabla 8. Estudio estadistico de los resultados: Analisis de va-
rianza por el Test LSD Fisher

pH Medias E.E. P
*6,14 a
0,26 0,0118
7,19b

*Letras diferentes indican resultados significativamente distintos
(p>0,05). Resultados del Test LSD Fisher, expresados en n logio.

La Tabla 9 muestra una disminucién representativa del nimero de colonias al
exponerlas a pH 2, en comparacion al control, que contaba con las mismas concentra-
ciones de pepsina y NaCl, pero con un pH 7. Los resultados entre tratamientos fueron
significativamente diferentes (p<0,0118).

Los resultados para el 80% de las Saccharomyces estudiadas fueron estadistica-
mente similares, tomando valores desde 5,5 hasta 7,5. La cepa “PB113” no presenté
desarrollo evidente en respuesta al tratamiento evaluado (p<0,1050).

Aportes realizados por Mantilla (2012) determinaron que las levaduras son rela-

tivamente insensibles a las variaciones en la presidon osmética, y se adaptan a cambios



fuertes en la concentracidn de solutos del medio, porque poseen una pared celular me-
canicamente rigida.

Por otro lado, en el tratamiento control se demostré que el 100% de las cepas
son capaces de soportar las concentraciones normales de pepsina del estdmago de un
monogastrico, quedando en evidencia que lo que mas afecta a este tipo de microorga-
nismos son los rangos de pH, que deben ser neutros para obtener el desarrollo potencial
de las mismas. Estas tendencias coinciden con las registradas anteriormente en el ana-
lisis de la exposicion de Saccharomyces a diferentes valores de pH, ya que en el 87,5%
de las cepas se determiné el mayor desarrollo a pH 6.

Ademads, se puede observar claramente una desventaja para la cepa comercial
frente a las 14 cepas nativas investigadas. Aunque todas toleraron valores de pH 2, éstas
ultimas presentaron mayor resistencia a dicha condiciéon, probablemente por el origen
de las cepas, es decir, al haber sido aisladas del intestino y que el pollo las haya consu-
mido espontdneamente (por provenir del alimento, del agua, o de alguna fuente que lo
rodeara) estan mejor adaptadas.

Los resultados son comparables con el estudio llevado a cabo por Ortiz (2008) en
el que se observd un mayor crecimiento de S. cerevisiae aislada de melaza de cana con
respecto a una comercial seleccionada utilizada como referencia.

El jugo gastrico secretado tiene un pH de 2, concentracion de sales de 0.5% (p/v)
y enzimas catabdlicas (Martins et al., 2005).

Segun Tannock y Walter (1998), la mayor dificultad que presentan los probiéticos
utilizados radica en su baja capacidad de supervivencia durante su paso por el estdbmago
y el duodeno. Para lograr un efecto positivo de estos microorganismos sobre la flora
intestinal es esencial que sean capaces de adaptarse en el intestino y competir con la
flora nativa existente.

En el caso de la levadura, la tolerancia al acido puede deberse a la presencia de
proteinas especializadas que catalizan el intercambio de cationes monovalentes (Na+ o
K+) e H+ a través de las membranas, regulando sus concentraciones y el pH a nivel cito-
plasmatico y de organelas (Mitsui et al., 2005; Ohgaki et al., 2005). Otro de los posibles

mecanismos de regulacién es a través de la ATPasa, localizada en la membrana citoplas-



matica. Esta puede crear un gradiente electroquimico de protones que conduce al trans-
porte secundario de solutos y que estd implicado en el mantenimiento del pH cercano a

la neutralidad (Viegas et al., 1998; Sychrovae et al., 1999).
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Figura 5. Recuento de UFC/g de intestino de las cepas nativas que se desarrollaron mejor
en los distintos valores de pH, expresado como n logio.



5.4. Accion inhibitoria in vitro de los diferentes factores estudiados

frente a las cepas de Saccharomyces spp.
En base a las mediciones, se elaboraron tablas para una mejor interpretacion de

los resultados.

Tabla 9. Rangos de capacidad inhibitoria de las distintas
variables sobre las cepas seleccionadas.

Inhibicién (n logio UFC) Capacidad inhibitoria
7,5-8
7-7,5
6,5-7 MODERADA (M)

6-6,5 ALTA (A)
<6

Tabla 10. Inhibicion producida por las diferentes variables sobre el desarrollo de cepas de Sac-
charomyces seleccionadas.

Cepas 28°C 36°C 42°C pH4 pH 6 pH7 AGpH7 | AGpH2

AN58*

LC

021

022

032

P+032

P+041

P+O11

P+042

P32

P42

P43

PB113

§7*

T41




6. CONCLUSIONES

e La versatilidad metabdlica que presenta Saccharomyces, por ser un microorga-
nismo eucariético, permitié que las cepas estudiadas desarrollaran a temperatura de
41°C (T° corporal del pollo), cuando la temperatura dptima de crecimiento es 36°C.
e Asimismo, las cepas nativas de Saccharomyces mostraron capacidad para desa-
rrollar a pH 2, aunque su rango éptimo se ubico cercano a la neutralidad.

e El factor que mas influye en la supervivencia de las Saccharomyces, es el pH del
medio de cultivo, y definird su supervivencia hasta el final del tracto gastrointestinal.
e Del total de cepas investigadas, P+041 y P+042 resultaron las que toleraron to-
das las condiciones gastrointestinales evaluadas (pH acido, altas temperaturas, y de-
terminadas concentraciones de sales y enzimas digestivas).

e P+041 y P+042 tuvieron mayor plasticidad que la cepa utilizada como control,
patentada comercialmente con propiedades probidticas dptimas.

e Serequiere complementar los estudios in vitro con la investigacion de otros pa-
rametros, ademas de estudios in vivo para validar los efectos benéficos y determinar

su posible seleccién como producto probidtico.



7. ANEXO

Figura 6. Flujo laminar nivel 2, Departamento de Agronomia. Materiales de tra-
bajo. Diluciones decimales previas a la siembra en Caja de Petri.

Figura 7. Tincion simple, bajo el microscopio, perteneciente a la cepa levadura co-
mercial.



Figura 8. Tincidn simple, bajo el microscopio, de la cepa
P+041.



Figura 9. Proceso de comparacion de turbidez con escala McFar-
land, para determinar la concentracién inicial de microorganismos
en caldo YPG.



Figura 10. Cambio de aspecto del caldo YPG, luego de |la primera incubacion de la
levadura (a la izquierda: control).

Figura 11. Dos de las cepas que no obtuvieron potencial desarrollo luego del tratamiento
a 41 °C. Se evidencia la coagulacion de las proteinas sobre la superficie del caldo.



Figura 12. Recuento en placa de la cepa comercial, en Caja de Petri, con sus respectivas diluciones y repe-
ticiones, luego del tratamiento con pepsina.

Figura 13. Recuento en placa de la cepa P+04 2, en Caja de Petri, con sus respectivas diluciones
y repeticiones, luego del tratamiento con pepsina.
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