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RESUMEN

En el presente estudio, se identificaron y caracterizaron los actinomicetos aislados del tracto
digestivo de gallinas "criollas”, evaluando sus caracteristicas culturales (macroscopicas),
micromorfolégicas y fisiologicas de estas actinobacterias junto con sus actividades
antimicrobianas. EI muestreo de 10 gallinas se realizé en el mes de julio de 2018 de la
comunidad de Chota Cajamarca. La seleccion inicial se realizé en el medio agar avena y otros
medios comerciales para el crecimiento y el aislamiento de cepas de actinomicetos. De las
cuales se aislaron 31 cepas (74 por ciento) del ciego, 3 cepas (7 por ciento) de la cloaca y 2
cepas (5 por ciento) del ileon. A través de sus propiedades fenotipicas, se identificaron 42
cepas de actinomicetos, para lograr diferenciarlas se consideraron caracteristicas
macroscopicas como la textura, el color del micelio del sustrato, el color del micelio aéreo, la
presencia de pigmento difusible y la coloracién del pigmento difusible; donde las
caracteristicas por textura en pulvurulenta con un 81 por ciento, color de micelio de sustrato
verduzco con 36 por ciento, color de micelio aéreo verde con 24 por ciento, presencia de
pigmento difusible con 69 por ciento y coloracion del pigmento difusible verdoso 29 por
ciento. La caracterizacion microscopica, se realizd a través del método de la laminilla
insertada en un angulo de 45° en el medio de cultivo, asi las cepas de actinomicetos fueron
examinadas micromorfolégicamente; en donde fue posible visualizar el crecimiento del
micelio aéreo y el sustrato de los actinomicetos. Estas observaciones por microscopia de luz
mostraron que el 93 por ciento de las 42 cepas aisladas de actinomicetos podrian identificarse
como pertenecientes al género Streptomyces spp.; mientras que el 7 por ciento restante,
representado por las cepas P024, P032 y P042, se identificaron dentro del género Nocardia

SPp.

Palabras claves: Gallinas criollas, actinomicetos, micelio de sustrato, micelio aéreo, granos

andinos.



ABSTRACT

Actinobacteria were identified and characterized, evaluating the cultural (macroscopic),
mycro-morphology and physiological characteristics of these actinobacteria along with their
antimicrobial activities. The sampling of 10 creole hens was carried out in the month of July
2018 of the community of Chota Cajamarca’s. The initial screening was performed on oat
agar medium and others commercial medium like Peptone agar for growth and isolate of
actinomycetes strains. Of which 31 strains (74 percent) were isolated from the caecum, 9
strains (21 percent) of the cloaca and 2 strains (5 percent) of the ileum. Based on phenotypic
properties, 42 isolated strains of actinomycetes were identified, for differentiation,
macroscopic characteristics such as texture, substrate mycelial color, aerial mycelium color,
presence of diffusible pigment and diffusible pigment coloration were considered; where the
highest percentages characteristic was obtained by powdery texture with 81 percent, color of
substrate mycelium with 36 percent, color of green aerial mycelium with 24 percent, the
presence of diffusible pigment with 69 percent and the coloring of the diffusible pigment with
greenish hue in 29 percent. For microscopic characterization, through cover-slip angle of 45°
method on cultures medium, were mycro-morphologically examined actinomycetes strains;
from which it was possible to visualize the growth of the aerial mycelium and the substrate of
the actinomycetes. These observations by light microscopy, showed that 93 percent of the 42
strains isolated of actinomycetes could be identified as belonging to the genus Streptomyces;
while the remaining 7 percent, represented by the strains P024, P032 and P042, were

identified inside the genus Nocardia spp.

Keywords: Creole hens, actinomycetes, substrate mycelial, aerial mycelium, andeans grains.



I. INTRODUCCION

Actualmente en la industria avicola se viene utilizando antibi6ticos, en su mayoria de sintesis
quimica, no sélo con fines terapéuticos, sino como promotores de crecimiento en el alimento
de las aves, para el tratamiento de animales sanos en forma preventiva o con el fin de mejorar
la conversion alimenticia y fomentar su crecimiento. El uso prolongado e inadecuado de
dichos antibioticos, muchos no regulados por la autoridad sanitaria, viene incrementando la
aparicion de resistencia antimicrobiana, disminuyendo su eficacia y efectividad. Ademas, esto
ocasiona efectos negativos y residuales a los animales y a los seres humanos, siendo esta la
causa de la busqueda de nuevas fuentes de antibidticos de origen natural, el cual no genere

resistencia y sea amigable con el medio ambiente.

Una de las principales fuentes de antibioticos de origen natural son las bacterias del
grupo de los actinomicetos. Los actinomicetos son mayormente bacterias aerobias, algunas
anaerobias, heterétrofas, por lo cual pueden utilizar fuentes de carbono simple, complejas y
compuestos moleculares orgéanicos (Franco, 2008). El gran interés industrial sobre los
actinomicetos se debe a su gran potencial para producir una vasta variedad de metabolitos
bioactivos como los antibi6ticos, obteniendo valores sobre el 60 por ciento de los antibiéticos
producidos. Uno de los géneros mas importantes y con mayor produccién de antibi6ticos, es
el género Streptomyces (Loaiza et al., 2013; Zotchev, 2012).

Su biodisponibilidad ubicua demuestra su capacidad de adaptacion a diferentes ecosistemas,
pero ademas le ha permitido evolucionar a un nivel superior de adaptacion, conviviendo con
otros seres vivos y generando mutualismos complejos. (Sialer, 2011). Por lo cual, teniendo en
cuenta que las gallinas criollas en sistemas de crianza extensiva tienen como caracteristica la
exposicion constante al medio ambiente, se facilitaria la interaccién del hospedero con
microorganismos del suelo, como los actinomicetos, por sus habitos alimenticios y la
disposicion de los nutrientes de manera rustica y libre, enriqueciendo y seleccionando de esta

manera la microbiota intestinal de las aves.



Por ello mediante la presente investigacion se buscard actinomicetos en nuevas fuentes de
aislamiento como el tracto digestivo de gallinas criollas, estos microorganismos seran
aislados, identificados y caracterizados microbioldgica y bioquimicamente.
1.1 Objetivo general
Identificar y caracterizar actinomicetos provenientes del tracto digestivo de gallinas criollas.
1.2 Objetivos especificos

e Aislar actinomicetos del contenido intestinal de gallinas criollas.

¢ Identificar macroscépica y microscopicamente actinomicetos del tracto digestivo de

gallinas criollas.

e Caracterizar bioguimicamente los actinomicetos del tracto digestivo de gallinas
criollas y evaluar su afinidad metabdlica a diversos sustratos como quinua, kiwicha,

cafiihua y maiz.

e Evaluar la capacidad antagénica de los actinomicetos frente a bacterias patégenas

indicadoras y bacterias aisladas de muestras clinicas de pollos de engorde.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Sistema de crianza de aves de traspatio

En los sistemas de produccion extensivos se considera la crianza de traspatio, en donde las
aves son explotadas con las minimas practicas de manejo. La crianza de aves de traspatio es
una actividad importante en las comunidades rurales de paises en desarrollo. Dentro de las
especies animales que se explotan bajo este sistema, las gallinas son las méas importantes, ya
que sus productos se destinan principalmente al autoconsumo (Villacis, 2016).
Comparandolas con aves mejoradas genéticamente, las gallinas de origen criollo se
caracterizan por su rusticidad, gracias a ella son capaces de resistir a las variaciones
ambientales y de alimentacion, ademéas de poseer una alta resistencia a enfermedades, es
decir, crecen y se reproducen buscando su propio alimento, antibi6ticos, ni suplementos

vitaminicos (Palomino, 2015).

En dicho sistema de crianza de traspatio, las aves se encuentran libres en los alrededores de la
casa, sin barreras fisicas como cercos que restrinjan su transito, es decir carecen de corrales y
gallineros (Guevara, 2018). En este sistema, los animales deben ser encerrados por la noche
para evitar pérdidas por robo o para que no sean devorados por sus depredadores naturales. Es
en este espacio donde encuentran su alimento (por ejemplo, semillas, minerales, insectos y
hierbas); y tienen nidos donde ponen y empollan los huevos, asi como lugares para descansar

y pernoctar (Villanueva et al., 2015).



La avicultura de traspatio requiere de baja inversién y poco tiempo en su manejo y, en
algunos casos, suministra a las aves maiz quebrado, masa de maiz y sobras de comida. El
sistema tiene un bajo costo en mano de obra y alimento para las aves; lo cual se relaciona con
los bajos indicadores de produccion de huevos y carne, en comparacion con los sistemas
intensivos. La produccién es baja, Ilegando a oscilar entre 60 y 65 huevos por gallina por afio,
ya que los animales consumen mucha energia al moverse en busca de alimento, no cubren sus
requerimientos nutricionales para la produccion y, en muchos casos, existe una limitacion

genética para el uso de aves criollas. (Villanueva et al., 2015; Cisneros, 2002).

2.2 Gallinas criollas

Las gallinas criollas se originan del cruce entre aves europeas, americanas modernas y
asiaticas (FAO, 2003). En los paises que conforman la region andina es usual encontrar
gallinas criollas, las cuales fueron criadas por pequefios productores. Pueden mostrar
diferencias en un determinado &mbito territorial, los mismos que se encuentran vinculados a
particularidades de manejo, geografia, historia, socioeconomia y cultura; comin denominador

en el ambito regional en el que se desarrollan. (Cisneros, 2002; Cauchos et al., 2015).

La alimentacion de las gallinas criollas estd basada en granos producidos por los pequefios
productores, restos de la alimentacion propia de sus criadores y de todo aquello que puedan
ingerir durante el pastoreo (hierbas, insectos y pequefias piedrecillas), beben agua de fuentes
naturales y carecen de corrales que los protejan de depredadores; adicionalmente, en algunos
casos los campesinos optan por comprar alimentos de formulas comerciales para incrementar
el peso de las aves o cuando su produccién de pasto y grano es escaza. Su rusticidad
(resistencia a enfermedades y adaptacién al medio), productividad y facil manejo las hacen un
recurso genético local importante. (Narvéez et al., 2002; Juarez, 2001; Guevara, 2018).



2.3 Estructuras anatdémicas del aparato digestivo en las aves

El aparato gastrointestinal de las aves es responsable del almacenamiento del alimento, la
secrecion de enzimas y absorcion de nutrientes (Murakami et al., 1992). Es ademas uno de los
principales mediadores del contacto con el medio externo del organismo, representa la
principal via de entrada de nutrientes, genobidticos, farmacos, toxinas etc., por lo cual cuenta
en cada uno de sus segmentos con distintos mecanismos tanto de proteccion como de

absorcion y eliminacion de moléculas (Sumano y Gutiérrez, 2010).

En la boca el ave carece de labios, paladar blando, mejillas y dientes, pero posee mandibulas
cérneas superior e inferior que circundan la boca; la superior se encuentra unidad al craneo,
mientras que la inferior es colgante (Marck, 2002). En la parte externa de la cavidad bucal se
encuentra el pico, el cual constituye la principal estructura prensil en donde el alimento
permanece por solo un instante (Sumano y Gutiérrez, 2010), el pico el cual puede variar
dependiendo de la adaptacién para diferentes estilos de alimentacion. Las aves carecen de una

distincion precisa entre la faringe y la boca (Denwod, 2015).

En las paredes de la cavidad bucal se hallan numerosas glandulas salivales, la saliva es
segregada por la gallina adulta en ayunas en 24 horas varia entre 7 a 25 ml., siendo el
promedio 12 ml. El color de la saliva es gris lechoso a claro; el olor, es putrido. La reaccién es
casi siempre &cida, siendo promedio del pH 6,75. La amilasa salival estd presente y también

se encuentra una pequefia cantidad de lipasa (Masaquiza, 2012).

El esofago esta ubicado a lo largo de la parte inferior del cuello, sobre la traquea, dirigiéndose
hacia el lado derecho en el tercio superior de éste para situarse en el tercio inferior en la
derecha del cuello donde estd cubierto solamente por piel, hasta su entrada a la cavidad
toréacica. Es amplio y dilatable, sirve para acomodar los voluminosos alimentos sin masticar.
La pared esofagica consta de cuatro capas: mucosa, submucosa, tunica muscular y la capa
serosa; generalmente contiene solo células musculares lisas, predominando una capa muscular

circular (Sumano y Gutiérrez, 2010; Denwod, 2015).



El buche se origina con la dilatacion del esdfago, es una estructura expandible que permite el
almacenamiento del alimento ingerido, ademas esta interiormente cubierto de una capa de
epitelio escamoso estratificado (Lorenzoni, 2010; Barragan, 2011). En él, las particulas de
alimento se ablandan y la ptialina, proveniente de la boca, continta hidrolizando los
almidones. Se considera un 6rgano con escasa digestion por fenémenos de fermentacion
microbiana y cierta capacidad de absorcion de glucosa y acidos grasos volatiles (Angulo,
2009).

El proventriculo, también Ilamado estomago glandular, es donde se inicia la digestion de las
proteinas, la secrecion de &cido clorhidrico y de pepsinégeno por las células oxintopépticas.
El pepsindgeno llega al lumen del proventriculo desactivado y entonces, por accion del &cido
clorhidrico y por moléculas de pepsina activadas, ocurre el rompimiento de una determinada
porcion de su molécula, transformandolo en su forma activa (Sumano y Gutiérrez, 2010). Esta
situado a la izquierda del plano medio, en posicion craneal con respecto al estdbmago
muscular. Se estrecha poco antes de su desembocadura en el estmago muscular, constituye
en gran manera un conducto de transito para los alimentos que proceden del buche y que
parten hacia la molleja. En su exterior esta recubierto por el peritoneo, formado por una tinica
muscular, compuesta de una capa externa, muy fina, de fibras longitudinales y de otra interna,
de fibras circulares. Su mucosa contiene glandulas bien desarrolladas las cuales son las

encargadas de la secrecion de acido clorhidrico (HCI) y pepsina (Sumano y Gutiérrez, 2010).

En la molleja, la superficie inferior estd cubierta por una cuticula que es producida por
glandulas de la mucosa; esta cuticula protege la molleja del acido y de las enzimas
proteoliticas secretadas por el proventriculo y de lesiones durante la molienda de alimentos
duros (Denbow, 2015). La molleja estd cubierta en su extremo anterior por los dos I6bulos
hepéticos y tiene un pH promedio de 4.06 (Aguavil, 2012). En este 6rgano se dan los
fenomenos de mezcla del alimento con las secreciones gastricas y la saliva, también se realiza
la digestion mecéanica mediante la molienda; debido a las fuertes contracciones de la potente
masa muscular de la misma, en aves que consumen granos de cereales, leguminosas, etc. En
libertad suelen beneficiarse del grit insoluble que obtienen del suelo para facilitar la rotura de

las estructuras vegetales (Lorenzoni, 2010; Angulo, 2009).



El intestino delgado se divide en duodeno, yeyuno e ileon. Se puede ubicar el diverticulo de
Meckel, el cual es usado a menudo como punto de referencia para separar el yeyuno y el
ileon. La longitud intestinal varia considerablemente entre especies, siendo relativamente mas
cortos en frugiforos, carnivoros e insectivoros, y mas largo en granivors, herbivoros y
piscivoros (Denwob, 2015). Ademas, en el intestino delgado se realiza la digestion quimica, y
se involucran enzimas de origen pancreatico e intestinal como: aminopeptidasa, amilasa,
maltasa e invertasa, las secreciones enddgenas permiten diluir el alimento del intestino,
neutralizando también la acidez de este, mientras el moco y las inmunoglobulinas se adhieren

a la mucosa intestinal y la protegen de agentes fisicos y patdgenos (Cuca y Avila., 1996).

El ileon es una estructura estriada y se encuentra en el centro de la cavidad abdominal, posee
un pH de 7,59. Cabe recordar que en el lumen intestinal la mucosa es extendida por la
proyeccion de las vellosidades y mas aun por las microvellosidades; a su vez cada vellosidad
esta recubierta por enterocitos responsables de la absorcién y de la regeneracion normal del
tejido, siendo estos uno de los principales sitios de absorcion de farmacos dado la gran
superficie de contacto que ofrecen (Sumano, 2010). En cuanto a la microbiota intestinal, la
concentracion de bacterias que posee es de 10 UFC/g, siendo las especies predominantes
correspondientes al género Lactobacillus, en primer lugar y luego a las familias

Clostridiaceae, Streptococcaceae y Enterococcaceae (Blajman et al., 2015).

El intestino grueso comprende los ciegos y recto. Los ciegos son el primer segmento del
intestino grueso. La presencia de dos ciegos es tipica en aves domésticas granivoras, pero se
puede encontrar aves con ausencia de estos o solo disponer de uno mas pequefio, esta formado
por tubos con extremidades cerradas, que tienen su origen por la union del intestino delgado y
del recto y se extiende cranealmente hacia el higado (Sumano, 2010). Los ciegos tienen como
funcion la absorcion y la fermentacion géstrica, produciendo principalmente &cido acético,
propiénico y butirico; el pH del ciego derecho es de 7,08 mientras que el pH del ciego
izquierdo es de 7,12 (Marck, 2002). La microbiota intestinal en el ciego cumple una
importante funcion en la nutricion de las aves, debido a su participacion en algunos procesos
metabdlicos y sintesis de nutrientes. Otra funcion esta relaciona con la exclusion competitiva.
Este término describe, un fendmeno bioldgico referido a una temprana colonizacion del tubo

digestivo de las aves de la flora bacteriana normal y su posterior capacidad de impedir una



recolonizacién por bacterias enteropatogenas (Rosende y Juri, 1986). Los principales géneros
bacterianos encontrados en las aves son: Eubacterium, Bacteroides, Fusobacterium,
Peptostreptococcus,  Bbifidobacterium, Gemminger, Clostridium, Lactobacillus o
Propionibacterium, en concentraciones superiores a 10° UFC/g, pudiéndose observar
Staphylococcus, Streptococcus o Escherichia. coli en concentraciones de 10® UFC/g
(Sumano, 2010). El colon y el recto son sitios en los que se realiza la absorcion de agua y
proteinas. Tienen un pH promedio de 7,38. Las dos ultimas porciones del intestino grueso se

han considerado como parte del recto (Sumano, 2010).

2.4 Desarrollo de la microbiota intestinal del ave

La microbiota es un complejo sistema ecolégico. En las aves estd conformada por una gran
variedad de microorganismos aerdbicos y anaerobicos, dentro de ellos se encuentran los
patdgenos y no patdgenos, los cuales deben mantenerse en equilibrio para no alterar la salud
del animal. Gracias al equilibrio que existe, las aves pueden desempefiar un méaximo
rendimiento en produccién, pero, si se generan condiciones que produzcan estrés, la
microbiota, especialmente tienden a disminuir en nimero, y a su vez aumenta el nimero de
las bacterias patdgenas; como consecuencia de la alteracion de la eubiosis, se pueden producir
enfermedades entéricas las cuales involucran virus, bacterias, agentes infecciosos y no
infecciosos (Kabir, 2009; Yegani y Korver, 2008).

La microbiota bacteriana en las aves varia de acuerdo con diversos factores como la
localizacion, la dieta y la edad del animal. Es por esta razon que existen diferentes
investigaciones acerca de las composiciones taxondémicas (Clavijo, et al., 2017). La
diversidad de la microbiota se encuentra en todo el tracto digestivo y es mucho méas extensa
en el ciego (Amit-romach et al., 2004). De acuerdo con Sansalone (2008), existen al menos
400 especies bacterianas en el tracto gastrointestinal de los cuales se conoce solamente el 15
por ciento. Esta constituida en su mayoria por bacterias anaerobias facultativas como
Lactobacillus sp., Enterococcus sp., y Escherichia coli, las cuales representan entre el 60 y 90
por ciento de la microbiota intestinal. Otras especies que se encuentran comunmente en el
ileon o el duodeno son los anaerobios obligados como eubacterias, clostridios,

propionibacterias y fusobacterias (Dias et al., 2017).



Esta microbiota participa activamente de todos los fendmenos digestivos y nutricionales de
las aves. Es por ello por lo que una alimentacion adecuada y sin variaciones genera en el ave
un impacto positivo sobre la absorcidn de nutrientes, el sistema inmune y la productividad,
ademas el correcto equilibrio en la microbiota esta genera la reduccion y prevencion de la

colonizacion de patdgenos entéricos (Clavijo, et al., 2017).

Otra de las variantes anteriormente mencionadas es la edad del animal, durante una etapa
temprana, luego de la eclosion, se da un periodo critico para el establecimiento de la
microbiota intestinal del ave. En un organismo animal sano, las superficies externas e internas
estan recubiertas por microorganismos que constituyen su microbiota natural. Se considera
que el neonato es estéril durante la vida intrauterina, comenzando la colonizacion del tubo
digestivo a las pocas horas del nacimiento a partir de la microbiota de la vagina, del intestino

y de la piel de la madre, asi como el ambiente general (Rosmini et al., 2004; Lan et al., 2005).

Segun Barnes et al., 1980 y Cole et al., 1984, pudieron aislar en el dia tres de la eclosion
estreptococos y coliformes en todos los segmentos del tracto gastrointestinal. El
establecimiento de estas bacterias en el intestino delgado es en aproximadamente dos
semanas. Dicha microbiota bacteriana se encuentra limitada a estreptococos y coliformes
durante los primeros 40 dias, luego se establecen los Lactobacillus se establecen y dominan
(Smith, 1965; Coloe et al., 1984). En contraste, la microbiota cecal se establece a una edad de
seis a siete semanas (Coloe et al., 1984); dentro los microorganismos aislados en esta seccion
del tracto digestivo del ave se encontraron estreptococos, clostridios, enterobacterias,

pediococos y Pseudomona aeruginosa (Lan et al., 2005).

Cuando los animales se desarrollan en sistemas de produccion tanto extensivos como en
forma silvestre, la colonizacion del aparato digestivo ocurre en forma espontanea adquiriendo
la microbiota del entorno que lo rodea. En un animal sano cada porcion del intestino es
colonizada por una microbiota que se adapta y desarrolla en una simbiosis benéfica con el

hospedero (Rosmini et al., 2004).



2.5 Factores que afectan la salud intestinal en el ave

El tracto digestivo del pollo es un area importante de exposicion potencial a patdgenos; el
lumen normalmente contiene alimento y sus componentes, poblaciones microbianas
bacterianas residentes y transitorias, nutrientes endégenos y secreciones del tracto digestivo y
sus Organos accesorios como el higado, la vesicula biliar y el pancreas. El tracto digestivo
debe permitir selectivamente que los nutrientes crucen la pared intestinal hacia los érganos, a
su vez previene que los componentes nocivos de la dieta crucen la barrera intestinal (Korver,
2006).

La salud intestinal depende del equilibrio de bacterias patdgenas y no patdgenas. Dicho
equilibrio denominado eubiosis mejora la salud de las aves, ya que ayuda a proteger la salud
intestinal Dicha microbiota intestinal actia como barrera natural contra las bacterias
patégenas (Dias et al., 2017). Esta barrera esta compuesta por componentes fisicos, quimicos,

inmunoldgicos y microbioldgicos (Yegani y Korver, 2008).

Existe una amplia gama de factores que afectan la salud intestinal del ave, como la dieta,
agentes infecciosos, el medio ambiente y el manejo, los cuales generan un desequilibrio en la
microbiota del tracto digestivo, perjudicando la tasa de crecimiento y la conversion
alimenticia del ave (Hughes, 2005). Sin embargo, cuando se posee un tracto digestivo sano, a
causa de un equilibro en la microbiota intestinal, se pueden mejorar las funciones del tracto

digestivo (Yegani y Korver., 2008).

En el equilibrio bacteriano, las bacterias benéficas (Lactobacillus acidophilus, L. vulgaris,
Bifidobacterium bifidum, B. infantis, Bacillus sp.), permiten una dptima integridad intestinal.
Estas bacterias juegan un papel importante en el control de la microbiota, estimulando el
desarrollo de la pared intestinal y fortaleciendo el sistema inmune contra enfermedades como
la coccidiosis y el colera aviar que afectan severamente la integridad intestinal (Granados,
2008). Dentro de las principales bacterias benéficas capaces de producir metabolitos
secundarios con efectos positivos sobre la salud intestinal, se encuentran los actinomicetos
como candidatos principales con capacidad de sintetizar nuevos antibi6ticos (Quifiones et al.,
2016).
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2.6 Antibioticos promotores de crecimiento

Los agentes antimicrobianos se usan ampliamente en el campo de la ciencia veterinaria, no
solo para tratar o prevenir una enfermedad, sino también para promover el crecimiento y
mejorar la eficiencia de alimentos en los animales destinados al consumo. La utilizacién de
antibioticos de forma no terapéutica origind el término antibidticos promotores de crecimiento
(APC) (Hughes, 2005).

Es sabido que los antibioticos han sido empleados en dosis sub terapéuticas durante décadas
como APC y aunque hace mas de 10 afios ha sido restringido su uso en la Comunidad
Europea y varios paises del Asia, aln sigue siendo una préctica aceptable para mejorar la
produccion animal como lo es en Latinoamérica. La entrada en rigor de las normas
prohibitivas en Europa para el uso de antibidticos en la dieta para promover el crecimiento de
los animales tiene un impacto global significativo, ya que, la Union Europea también exige
que los productos animales importados para consumo humano cumplan con el mismo
reglamento (Molina, 2018). Actualmente la Comision de la Union Europea remite una
propuesta en la que se busca alternativas naturales que cumplan dos requisitos fundamentales:
ser eficaces y seguras, es decir, que ejerzan un efecto positivo sobre la produccion animal y
eliminar el riesgo para la salud humana, la salud animal y el medio ambiente (Gamarra,
2017).

La prohibicion de los antibidticos como promotores de crecimiento se debié en gran medida a
las sospechas de que su uso tendria relacion al desarrollo de resistencia en bacterias
patdgenas. Diversos estudios encontraron vinculacion entre casos graves de enfermedades
gastrointestinales en humanos y bacterias resistentes a los antibi6ticos aisladas de granjas
comerciales de animales. Lo cual se suma al desarrollo de bacterias resistentes a los
antibidticos como consecuencia de la alta concentracion de residuos de antibidticos en

sistemas hospitalarios y practicas agricolas (Davies y Davies, 2010).

En la actualidad la prohibiciéon del uso de antibiéticos promotores de crecimiento (APC)
tendra importantes implicaciones econdmicas en el sector zootécnico, ya que conllevara un

aumento de los costos de produccion. En nuestro pais, se ha estimado que la prohibicion del
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uso de APC puede provocar un aumento global de los costos de produccion entre el 3,5y el 5

por ciento, segun la produccién considerada (Gamarra, 2017).

2.7 Probiéticos

Originalmente la palabra probidticos se usaba para describir sustancias producidas por un
protozoo que se estimulaba por otro, pero luego se utilizd para describir suplementos
alimenticios para animales que tenian un efecto beneficioso sobre el animal huésped al afectar
su flora intestinal (Kabir, 2009). En la actualidad, la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (2001) redefiniéo el termino probidtico, como
“microorganismo vivo que, cuando se administran en cantidades apropiadas, confieren al

huésped un beneficio para la salud”.

El empleo de probidticos en las aves estd encaminado a mejorar el balance microbiano del
tracto digestivo, inhibir el crecimiento de bacterias dafiinas, producir enzimas para mejorarla
utilizacion de alimentos y como resultado final, mejorar los rendimientos productivos. Los
probidticos usados en la industria avicola, son una alternativa natural frente a los APC, y
pueden estar formados por un solo tipo de microorganismo o por combinaciones de estos, con
el fin de lograr mayor eficiencia al colonizar el intestino (Millan et al., 2007; Sarker et al.,
2010).

Diversos estudios han demostrado la utilizacion de microorganismos acidoléacticos en
formulaciones probidticas como: Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Streptococcus y Pediococcus (Fuller, 1989), asi como también Saccharomyces y Candida.
Estos probidticos fermentan carbohidratos produciendo acido lactico, acético y propidnico,
provocando una disminucion del pH en el intestino de las aves, logrando inhibir y controlar el
crecimiento de diversos enteropatdgenos como: Echerichia coli, Salmonella typhimurium,
Campylobacter jejuni, Listeria sp. y Clostridium perfringens, en pollos de engorde. Pero
debido a las exigencias nutricionales de éstos probidticos, a la poca estabilidad de algunos de
ellos, y produccion limitada de compuestos bioactivos, sumado al incremento de nuevas

enfermedades infecciosas y resistencias antimicrobianas; cada vez mas se hace necesaria la
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basqueda de nuevos probidticos con mejores caracteristicas a los ya existentes (Tan et al.,
2009).

Si bien los probidticos son una alternativa natural para la salud intestinal del ave, la
adquisicién de estos microrganismos no se encuentra Unicamente mediante la ingesta de
formulaciones probioticas, sino también se puede obtener a través de la crianza extensiva de
aves criollas. El ingreso y posterior establecimiento de estos microrganismos, como parte de
la microbiota bacteriana intestinal del ave recién nacida, es mediante la crianza silvestre, ya
que esta le permite tener contacto directo con su entorno en donde prima la interaccién con
otras especies y tener contacto directo con el suelo, lo cual le facilita el ingreso de bacterias
benéficas y no benéficas que le permitiran complementar y seleccionar la microbiota

intestinal para obtener una adecuada proteccion intestinal (Kabir, 2009).

El conocimiento de que el uso de probidticos puede sustituir las terapias con antibi6ticos con
métodos menos agresivos ha dado como resultado una nueva vision en la industria
farmacéutica al contemplar una tecnologia global, desde el aislamiento de probioticos de
ecosistemas especificos tales como un hato o una region geogréfica, seleccionar y caracterizar
a las bacterias responsables de la accion probiotica, producirlas a escala industrial, procesarlas

y reintroducirlas a la dieta del animal (Rosmini et al., 2004).

2.8 Actinomicetos

Los actinomicetos constituyen un grupo heterogéneo de bacterias gram positivas, estos
microorganismos son principalmente aerobios, aunque algunos géneros son facultativos o
anaerobios obligados. Historicamente se les Ilegd a considerar como hongos debido a que su
morfologia y desarrollo presentaban una gran similitud. Sin embargo, en la actualidad y dado
a que poseen caracter procariotico, se ha demostrado que se clasifican como bacterias, por la
presencia de peptidoglucano en su pared celular, por no poseer organelos presentes en
eucariotas, ni un ndcleo definido; sin embargo, su unico ADN cromosomico en algunos
Streptomyces suele ser abierto y no circular (Franco, 2008; Prescott et al., 2004).

Los actinomicetos son bacterias con alto contenido de Guanina y Citocina (G + C 75 por

ciento) en su ADN (Ezziyani et al., 2004). Estos microorganismos presentan diversas
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caracteristicas morfoldgicas, lo cual hace compleja su taxonomia, asi como su estudio y
clasificacion, actualmente se intenta resolver mediante técnicas de MSL (Analisis Multilocus
de Secuencias) de secuencias parciales de secuencias housekeeping con diferente nivel de
conformacién que codifican proteinas; que combinado con el del gen 16S y 23SrRNA, ha
permitido agruparlos sisteméaticamente dentro del phylum Actinobacteria (Kampfer, 2000).

Los actinomicetos se encuentran ampliamente distribuidos en ecosistemas naturales en todo el
mundo y tienen gran importancia en la participacion y degradacion de la materia organica de
origen animal y vegetal a través de enzimas extracelulares hidroliticas y ligninoliticas
(Ezziyyani et al, 2004, Salazar y Ordofiez., 2013), ademas de ciertas propiedades fisiol6gicas
que los hacen particulares, es esta Gltima caracteristica la que lo convierte en un grupo
microbiano con considerable atencion de las industrias farmacéutica y alimentaria, en la
biorremediacion y ultimamente en la agricultura (Ghanem et al., 2000; Quifiones et al., 2006).
Los actinomicetos también habitan en diferentes sustratos, en los ecosistemas mas diversos,
desde materiales organicos en descomposicion hasta plantas vivas, agua dulce, sedimentos

marinos y organismos, entre otros (Quifiones et al., 2016; Gonzélez et al., 2005).

Los habitats que ocupan estan en relacion con sus caracteristicas morfoldgicas (presencia o
ausencia de micelio aéreo, coloracion de colonia, formacion de esporas / esporangio), sus
caracteristicas bioguimicas (constitucion de pared), metabolicas (aerobios y anaerobios
facultativos, mesofilicos y termofilicos), y fisiologicas (utilizacion de diferentes fuentes de

carbono, de energia) (Salamoni, 2005).

El crecimiento de estas bacterias sobre un medio sélido como el agar, es en forma de una red
ramificada conformada por hifas que desarrollan los actinomicetos, la cual crece tanto en la
superficie como en su interior, denominandose micelio de sustrato, mientras que el micelio
aéreo se extiende por encima del micelio de sustrato, siendo el micelio de menor diametro que
el de los hongos, otra de las caracteristicas importantes que los acerca a las bacterias (Prescott,
2002).
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A partir del micelio aéreo, se originan esporas asexuales Illamadas conidios o conidiosporas.
La forma de las esporas es muy variada (Figura 1) y se desarrollan por la formacion de
tabiques en la punta de los filamentos en respuesta al estrés (privacion de nutrientes); ademas,
son estructuras capaces de resistir el calor y la desecacion y de permanecer latente por largos
periodos, lo cual es de considerable valor para la supervivencia en la naturaleza (Prescott,
2002).Si bien es cierto las esporas de actinomicetos son capaces de resistir condiciones
extremas en su entorno, existen tres factores que influyen en la distribucion y en la actividad
de muchos actinomicetos en la naturaleza: pH, la temperatura y el tipo de sustrato,

principalmente su composicion (Tate, 2000).

Los actinomicetos tienen una actividad metabdlica alta, producen diversos compuestos como
terpenoides, pigmentos y presentan un olor tipico a tierra himeda por la produccion de un
metabolito [lamado geosmina. La mayoria son mesofilos y su crecimiento se registra entre 25
OC y 30 °C (Prescott, 2002), por ello no solo se encuentran en el suelo, sino también se conoce
que estan ampliamente distribuidos en ambientes acuaticos como océanos, rios y lagos, donde
también se encuentran asociados a los sedimentos, sobre todo en el material organico que esta
en proceso de descomposicidn y en simbiosis con otros seres vivos (Sialer, 2011; Quifiones et
al., 2016).

Los actinomicetos son llamados agentes biocontroladores, por su capacidad de producir
enzimas biodegradativas como quitinasas, celulasas, gluconasas, peroxidasas y otras,
involucradas en el papel de micoparasitismo que llevan a cabo estos microorganismos (Tokala
et al., 2002; Marquez et al., 2003). Ademas, son productores de diversos compuestos
bioactivos, tanto por sus estructuras quimicas como por su actividad bioldgica, siendo los
principales productores de antibidticos utilizados en la industria farmacéutica (Franco, 2009).
En la actualidad, existen mas de 23 000 metabolitos secundarios identificados a partir de
microorganismos, en donde el 42 por ciento son producidos por actinobacterias, el 42 por
ciento por hongos y el 16 por ciento por otras bacterias (Kekuda et al., 2010).

Actualmente existen diversos estudios realizados en actinomicetos, entre ellos los

Streptomyces, que debido a su importancia econémica y médica en la produccion de
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antibidticos es que estos microorganismos han sido objeto de una variedad de estudios, siendo
el caso de Latha et al., (2016) quienes realizaron estudios en aves donde se comprobo la que
existencia actinomicetos aislados de las heces de pollos. El estudio se baso en el aislamiento
18 cepas de actinomicetos a partir de las heces, en dichas cepas se comprobd su capacidad
para sobrevivir en pH &cido, expuestas a la bilis y a la pancreatina, con propiedades de
adhesion, susceptibilidad a antibidticos y actividad no hemolitica. Tal estudio seleccion6 una
cepa, la cual presento las mejores caracteristicas de adaptacion a los diversos enfrentamientos
realizados in vitro, la cual se identifico como Streptomyces sp.. Finalmente, la bacteria
Streptomyces sp. fue sometida a pruebas bajo protocolos estandares internacionales y gracias
a sus propiedades morfoldgicas, bioquimicas, fisiologicas y la caracterizacion molecular del
ADN, se logré determinar la habilidad del Streptomyces para desarrollarse como un

probiético.

A su vez, existen investigaciones sobre la potencial aplicacion de actinomicetos como
probidticos en la acuicultura, demostrando ventajas en la produccion controlada de
organismos acuaticos en diversas etapas de su desarrollo larval y juvenil (Ronsén y Medina,
2010). Leon et al., (2016) demostrd que los sedimentos marinos de la costa central del Perd
son fuente promisoria de numerosas cepas de actinomicetos con gran capacidad de producir
compuestos bioactivos capaces de inhibir patdgenos como multidrogo-resistentes tales como
S. aureus metilciclina resistentes y E. faecalis vancomicina resistentes. Los actinomicetos
también son usados como agentes de control bioldgico de enfermedades radiculares, la
presencia endofitica de Streptomyces sp., puede jugar importantes roles en el desarrollo de la
salud de plantas, ya que ellos pueden afectar el crecimiento de estas por la asimilacion de

nutrientes o por la produccion de metabolitos secundarios (Behal, 2000; Tokala et al., 2002).
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Figura 1: Morfologia de estructuras portadoras de esporas
A rectiflexible, B rectos con ganchos, C espirales cerrados, D verticiladas, E flexibles
Fuente: Li et al, 2016
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacién y fecha

La fase de campo del presente trabajo de investigacion se realizé en la comunidad de El
Obraje, ubicado en el distrito de Querocoto, provincia de Chota-Cajamarca; a una altura
aproximada de 2,455 m.s.n.m. (INEI, 2000) (Figura 2). Geograficamente se encuentra a
6°33'46" latitud sur y 78°38'57" latitud oeste (SENAMHI, 2019).

Mientras que la fase de laboratorio se realizd en el Laboratorios de Microbiologia del
Departamento de Nutricidn de la Facultad de Zootecnia de la Universidad Nacional Agraria
La Molina, Lima Metropolitana, Perd. Geograficamente se encuentra a 12° 05° 06” Latitud
sury 76° 57> 00” longitud oeste a una altitud de 238 m.s.n.m. (SENAMHI, 2019) y del Centro
de Investigacion de llender, Jr. Bolognesi 156, Santa Clara Ate ubicado geograficamente a
12901’ 42” latitud sur y 76° 53° 29” de longitud oeste. El presente trabajo de investigacion se

realizd en el mes de julio hasta diciembre 2018.

Figura 2. Mapa de ubicacion de distrito de Querocoto, provincia de Chota. Cajamarca

Fuente: Recuperado de
https://es.wikipedia.org/wiki/Provincia_de_Chota#/media/Archivo:Location_of the province_Chota_in_Cajama
rca.svg
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3.2 Material biologico

Animales

Se seleccionaron diez gallinas criollas, destinas al consumo familiar de cuatro familias
pertenecientes a la comunidad identificada para el estudio, en las que por lo menos una gallina
pertenecié a una familia. Dichas aves fueron examinadas clinicamente para evidenciar un
estado de salud normal y considerarlas aptas para la toma de muestras bioldgicas. Las
condiciones de crianza de las aves fueron propias de las zonas altoandinas en la cual
predominaba un sistema extensivo de manejo, ademas estas aves eran de vida libre, con el
espacio suficiente para desarrollar sus conductas naturales y alimentadas con granos

obtenidos de la zona como la quinua, cafiihua y kiwicha.

Bacterias

La cepa control para los ensayos de caracterizacion morfolégica y fisiologica de los

actinomicetos, se obtuvo del Centro de Investigacion de llender.

e Streptomyces sp. CS080

Las bacterias utilizadas para las pruebas de antagonismo fueron obtenidas del laboratorio
Cerper y Microbiologics. Inc.

e Staphylococcus aureus ATCC 25923

e Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
e Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

e Listeria monocytogenes ATCC 19111

e Salmonella sp. y E. coli, los cuales fueron aislada de muestras clinicas de

pollos de engorde.
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3.3 Materiales y equipos de laboratorio

3.3.1 Maedios de cultivo

Caldo de cultivo peptona
Medio Mueller Hinton

Medio para realizar prueba bioquimica

3.3.2 Soluciones

Alcohol al 70%

Solucién de rojo fenol

3.3.3 Materiales

Beakers de 125, 250 y 600 ml (Pirex)

Bolsas de polietileno (Ziploc)

Eppendorf de 1.5 mi

Frascos de vidrio con tapa de 250, 500 y 1000 ml
Matraces Erlenmeyer

Micropipeta (Boeco)

Placas Petri desechables 100 x 15”

Pipetas graduadas de 5y 10 ml

Pinzas

Probetas graduadas de 100 y 1000 ml

Tubos de prueba (plasticos y de vidrio)

3.3.4 Equipos de laboratorio

Autoclave (Marca: Yamato, Modelo: SK 101 C)

Balanza analitica (Marca: Mettler Toledo, Modelo: MS204S )
Cabina de bioseguridad (Marca: Telstar, Modelo: Bio Il advance 4)
Incubadora (Marca: Binder, Modelo: BD-56)

Microondas (Marca: Panasonic, Modelo: NN-ST676SRPK)
Microscopio binocular (Marca: Carl Zeiss, Modelo: Primo Star)

Refrigeradora (Marca: Indurama, Modelo: RI1-489)
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3.4 Métodos

3.4.1 Toma de muestras

Se realizaron las necropsias respectivas para una evaluacion clinica y registrar el estado de
salud general de las aves a muestrear para luego ser sacrificadas mediante la técnica de
dislocacion cervical (AVMA, 2001). Inmediatamente después, se procedid con la diseccion de
pico, buche, molleja y de la cavidad abdominal con el objetivo de separar el tracto entérico
desde el piloro hasta la bifurcacion de los sacos ciegos. Una vez retirados los intestinos, se
dispusieron sobre una mesa de tal forma que puedan identificarse las diferentes secciones

intestinales.

Se procedio a hacer un corte longitudinal en sentido de craneal a distal para la toma de
muestra las porciones del tracto digestivo como: pico, buche, molleja, duodeno, yeyuno,
ileon, ciego y cloaca. Se hicieron colecciones de aproximadamente 1gr del contenido
intestinal de las porciones seleccionadas que fueron colocadas en tubos estériles cerrados,

para luego ser procesados. Ademas, se colectaron heces de las 10 aves. (Anexo 2).

3.4.2 Aislamiento de actinomicetos

Las muestras de contenido intestinal previamente tomadas se procesaron en condiciones de
asepsia dentro del laboratorio de Microbiologia de la facultad de Zootecnia de la UNALM. En

la Figura 3 y Figura 4 se muestra el proceso de aislamiento de actinomicetos.
Pre-enriquecimiento:

Se utilizé 9 ml de caldo peptona al 0.1 por ciento p/v por gramo de muestra, el cual fue
vertido en tubos de ensayo. Finalmente, el tubo con la muestra y el caldo se coloc6 en la

incubadora por cuatro horas a 30 ° C (Franco, 2008). Dichos procedimientos se realizaron
para cada una de las 10 aves muestreadas. (Anexo 5)
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Diluciones sucesivas:

Luego de transcurrido el periodo de incubacién de la fase de pre enriquecimiento, con ayuda
de una micropipeta, se extrajo de los tubos que contenian las muestras, una alicuota de 1 g. de
la mezcla homogenizada y se vertio en un tubo de ensayo con 9 ml de caldo peptona 0.1 por
ciento p/v iniciando asi las diluciones sucesivas (dilucion cero). Se procede a homogenizar la
nueva mezcla con ayuda de la micropipeta y se repite el mismo procedimiento, realizando
diluciones seriadas, desde 10 hasta 10°. Finalmente se incubaron a 30°C durante 24 horas
(Franco, 2008; Moreno et al., 2015).

Siembra sobre medios de cultivo sélidos:

Luego de obtener las diluciones sucesivas, se seleccionaron los tubos con las diluciones 102y
10, de los cuales se extrajo con ayuda de una micropipeta, 100 ul de la mezcla, previamente
homogenizada, y se inoculé sobre agar avena (preparada y dispensada sobre placas Petri
estériles) (Anexo 1). Con ayuda de un asa bacteriologica se procedio a realizar las estrias
sobre el agar avena y agar Mueller Hinton a partir del indculo (Anexo 1). Luego de haber
realizado las estrias sobre el agar, se espera a que el area estriada se encuentra completamente
seca para invertir las placas y pasar a incubacion a 30°C por el transcurso de 7 - 10 dias para

el crecimiento y esporulacion de los actinomicetos (Franco, 2008 Moreno et al., 2015).

Seleccion de colonias de actinomicetos:

Transcurrido el tiempo de incubacion, se seleccionaron las colonias de actinomicetos, las
cuales se caracterizan por ser colonias convexas, en su mayoria blanquecinas, adheridas
fuertemente a la superficie del agar, es decir bacterias formadoras de micelio tanto aéreo
como de sustrato. Posteriormente las colonias fueron transferidas a placas Petri con agar
avena, obteniéndose asi los cultivos puros y la asignacion de codigos para cada una de ellas
(Franco, 2008).
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Figura 3. Proceso de aislamiento de colonias de actinomicetos

A. pre-enriquecimiento B. diluciones sucesivas C. siembra sobre agar avena D. aislamiento primario
E. colonias puras.

Fuente: elaboracién propia
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Aislamiento de colonias de
actinomicetos

<r

Pre-Enriquecimiento

Se vertid la muestra (1g) dentro de un tubo de
ensayo con contenido de caldo peptona (9ml) al
0.1% p/v, luego se incubd a 30°C durante cuatro
horas.

<5

Diluciones sucesivas

A partir del tubo contenida la mezcla previamente pre-enriquecida, se extrajo una
alicuota de 1ml, el cual serd vertido dentro de un nuevo tubo de ensayo con caldo
peptona (0.1% p/v) dandole inicio a las diluciones sucesivas (dilucidn cero). Se
realiza el mismo procedimiento hasta de diluciones seriadas desde la dilucion 101
hasta 10-%. Finalmente incubar a 30°C durante 24 horas.

<5

Siembra sobre medios de cultive solidos

Se seleccionaron los tubos que contenian las diluciones 1075 v 10 # del
procedimiento anterior, de los cuales se tomaron inoculos v se colocaron
sobre placas Petri con agar avena y Mueller Hinton donde se aislo
mediante estrias. Incubacion a 30°C por el transcurso de 7 a 10 dias.

<

Seleccion de colonias de actinomicetos

Se seleccionaron las colomias caracteristicas de actinomicetos, realizandose
reaislamiento de las colonias en placa Petri con medio agar avena hasta obtener colonias
puras.

Figura 4. Procedimiento del aislamiento de colonias de actinomicetos

Fuente: Elaboracion propia
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3.4.3 Identificacion de los actinomicetos

a. Caracterizacion macroscopica

La siembra de bacterias sobre los medios de cultivo se realizd por triplicado y se incubaron a
30°C durante 7 a 10 dias. Transcurrido el tiempo de incubacion se evaluaron las
caracteristicas de crecimiento a nivel macroscépico, como caracteristicas fenotipicas: textura,
color de micelio de sustrato, color de micelio aéreo, y produccion de pigmentos difusibles en
el medio (Bergey, 2000). Los resultados en cuanto a colores fueron comparados con los
establecidos en el Manual de Determinacion Bacteriolégico de Bergey (Bergey, 2000),
ademas de las posibles variaciones existentes en colores segn Franco, (2008) y Ledn et al.,
(2011) los cuales se encuentran registrados en el Anexo 3 y Anexo 4. Las caracteristicas

fenotipicas fueron comparadas con la cepa control

b. Caracterizacion microscopica

De las cepas de actinomicetos aisladas se extrajo una colonia aislada con un asa Kolle y se
fijo en un portaobjeto previamente preparado con una gota de agua destilada; luego se realizo
la tincién Gram. Para la identificacion se utiliz6 un microscopio 6ptico con aumento de 100X,
con lo cual se determind que las cepas previamente caracterizadas pertenecian al grupo de las
bacterias Gram positivas ya que pueden retener el colorante luego de la decoloracién
mostrando una coloracidn final violeta (Figura 5)(Rodriguez, 2010). Los resultados en cuanto
a morfologia fueron comparados con los establecidos en el Manual de Determinacion
Bacterioldgico de Bergey (Bergey, 2000),
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violeta
e Lavar con agua
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B

e Aplicacion de
safranina
Lavar con agua

Figura 5. Proceso de técnica de tincion Gram
Fuente: Elaboracion propia
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A su vez las cepas de actinomicetos aisladas fueron sembradas sobre agar avena, sobre las que
se colocaron laminas cubre objeto con una inclinacion de 45° respecto a la superficie del agar.
Las placas se incubaron a 30°C durante 15 dias, al cabo de los cuales se tomaron las laminillas
y se colocaron sobre 1dminas porta-objetos para la observacion al microscopio del micelio
aéreo (40X y 100X), micelio de sustrato y la formacion de propéagulos (Figura 6) (Bergey et
al., 2000).

Figura 6. Método para la observacion al microscopio de los micelios y formacion de propagulos de los
actinomicetos

Fuente: Elaboracion propia

c. Caracterizacion bioquimica

La caracterizacién bioguimica de los actinomicetos aislados permitira identificar y evaluar su
perfil metabolico, mediante la capacidad de produccién de enzimas hidroliticas, a través de la
utilizacion de ciertos sustratos como fuentes de carbono y nitrégeno. Se inocularon cada una
de las cepas aisladas en tubos conteniendo caldo nutritivo y el indicador rojo fenol con
diferentes carbohidratos como: glucosa, sacarosa, fructosa, galactosa, manitol, xilosa, manosa,
lactosa y arabinosa (Ventura et al., 2007; Kampfer, 2012).
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Cada prueba bioquimica se incub6 a 30 °C por 48 horas, pasado el tiempo de incubacion se
observaron los resultados de acuerdo con cada reaccion (Benavides y Hermida, 2008) (Figura
7). Los resultados fueron medidos en base al crecimiento y viraje de color como indicador de
uso del sustrato como fuente de carbono (Abdulla y EI-Shatoury, 2006), ademas los
resultados fueron comparados con los establecidos en el Manual de Determinacién
Bacterioldgico de Bergey (Bergey, 2000), asi como también comparados con los resultados de
la cepa control.

Figura 7. Proceso de realizacion de pruebas bioquimicas
A. Extraccion de esporas de actinomicetos de cultivos en agar avena B. inoculacién C. Incubacion D. Lectura
de resultados

Fuente: Elaboracion propia
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3.4.4 Determinacion del efecto de granos andinos sobre la produccion de esporas de

actinomicetos

Para determinar el efecto de los granos andinos sobre el desarrollo y produccion de esporas de
los actinomicetos aislados de gallinas criollas, se procedio a preparar diferentes medios de
cultivos solidos, utilizando como sustrato principal granos andinos como: quinua, kiwicha,
cafiihua y maiz. Para la preparacion de los medios de cultivo se procedié a moler los granos
andinos por separado hasta obtener particulas finas con apariencia de harina, para luego
proceder a la preparacion del medio de cultivo como se indica en el Anexo 6. Finalmente se
procedid a servir el medio en placas Petri, se realiz6 la siembra de esporas mediante la técnica

de estrias y se incub6 a 30 °C durante 10 dias.

3.4.5 Determinacion de la actividad antagdnica

La capacidad de los actinomicetos para inhibir el crecimiento de determinados microorganismos
patogenos fue valorada mediante el método denominado “cilindros en agar” (Schwalbe et al.,
2007). Como cepas indicadoras bioldgicas se emplearon: Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883). Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Listeria monocitogenes (ATCC 13883), asi como Escherichia coli y Salmonella spp. aisladas
de muestras clinicas de pollos de engorde. Sobre la cepa control CS080 se probaron las cepas
de Listeria monocitogenes (ATCC 13883) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Las cepas utilizadas como indicadores bioldgicos fueron inoculadas en matraces con 350 ml
de medio agar Mueller Hinton (en estado liquido), posteriormente fueron servidos sobre
placas Petri. Una vez frio y endurecido, sobre el agar se colocaron porciones extraidas de agar
avena (trozos de agar en forma cilindrica de 9 mm de diametro, extraidos con un sacabocado)
donde previamente los actinomicetos crecieron y esporularon, luego se colocaron en el
refrigerador durante cuatro horas para permitir la difusion de los compuestos bioactivos y
luego incubadas a 33.5 °C en condiciones de aerobiosis. Se evalud, luego de 24 horas de
incubacion, la presencia o ausencia de un halo de inhibicion, realizdndose la medicion de los
halos de inhibicién con una regla graduada (Goodfellow y Cross et al., 1984). Se comparé con

los resultados de la cepa control.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Toma de muestras y aislamiento de actinomicetos

La edad de las aves se determind mediante la evaluacion clinica, en donde el ave 1, 4,6, 8,9y
10 se encontraron un rango mayor a las 24 semanas, pero menor a las 80 semanas, las aves 2
y 7 con un rango mayor a las 80 semanas y las aves 3 y 5 presentaron un rango menor a las 24
semanas. En base a la edad se determind la etapa de manejo en la que se encontraban dichas
aves, siendo las aves 1, 4, 6, 8, 9 y 10 las que se encontraban en etapa de postura, las aves 2 y

7 en etapa de descarte y las aves 3 y 5 en etapa de levante).

Los principales hallazgos encontrados durante la necropsia se reportaron en los Anexo 2,
siendo uno de ellos la presencia de paréasitos en las porciones distales del intestino los cuales

no fueron hallados en el ave 2, se asume se deba al tipo de crianza (extensiva).

En la Figura 8, se puede observar que la cantidad de las cepas aisladas de actinomicetos
provenientes del tracto digestivo de gallinas criollas fueron 42, de las cuales la mayor
cantidad de actinomicetos aislados se obtuvieron del ciego, llegando a un total de 31 cepas
representando un 74 por ciento del total, al respecto Abad et al., (2008) coinciden con los
resultados anteriormente reportados. De igual manera se logré aislar actinomicetos de otras
regiones del tracto digestivo, del ileon en un 5 por ciento y de la cloaca en un 7 por ciento.
Dichos resultados pueden deberse a que la presencia de actinomicetos en las diferentes
porciones del tracto digestivo y en las heces es a causa de caracteristicas quimicas y fisicas
como el pH y la temperatura que presentan las diferentes regiones del tracto gastro intestinal
del ave. Esto explica, que en estas porciones del tracto digestivo el pH se encuentra en un
rango de 6,9 a 8, siendo este un pH muy cercano al rango 6ptimo de 6.5 a 8 requerido por los
actinomicetos; mientras que en el factor temperatura los actinomicetos poseen un rango
optimo para su crecimiento entre los 25 °C y 30 °C, los cuales a temperaturas inferiores a 5 °C

el crecimiento es casi nulo y temperaturas superiores a 55 °C solo algunas especies presentan
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crecimiento. Por ello, el tracto gastro intestinal de las gallinas al poseer una temperatura
interna de 40 °C, permite el crecimiento de actinomicetos. (Quifiones et al., 2016; Franco,
2008; Jerez et al., 2015).
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Figura 8. Porcentaje de cepas aisladas del tracto gastrointestinal de gallinas criollas y heces
Fuente: Elaboracion propia

Al mismo tiempo en la presente investigacion se lograron aislar 6 cepas de actinomicetos
provenientes de las heces, el cual se encuentra representando un 14 por ciento del total de
cepas aisladas. Al respecto, Pifiero y Rivas., (2004), reportaron aislamientos de cepas de
actinomicetos a partir de estiércol de pollo, de igual manera, Escobar et al. (2012), reportaron
la presencia de actinomicetos del género Streptomyces y Nocardia en cantidades leves a
moderadas respectivamente, en gallinaza de aves de corral. A su vez Latha et al., (2016),
lograron obtener en su investigacion aislamientos de actinobacterias a partir de heces de
pollos. Es por ello que la presencia de actinomicetos en las heces se puede deber a que las
heces se originaron en la porcién terminal del tracto digestivo en donde el pH y la temperatura
se encuentran dentro de los niveles oOptimos y aceptables para el desarrollo de los

actinomicetos.
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4.2 Identificacion de actinomicetos

4.2.1 Caracterizacion macroscopica
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Figura 9. Caracteristicas macroscépicas de cepas de actinomicetos

Fuente: Elaboracion propia
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Las colonias de actinomicetos fueron caracterizadas segin su textura, color de micelio de
sustrato, color de micelio aéreo, presencia y color de pigmento difusible en el medio (Bergey,
2000) (Anexo 7).

Textura (%)

10 5

81

Figura 10. Porcentaje de las cepas de actinomicetos basado en la textura
Fuente: Elaboracién propia

Durante el ensayo se lograron caracterizar un total 42 cepas de actinomicetos reportados en la
Figura 10, de las cuales el 81 por ciento presentaron textura pulverulenta, lo cual pueda
deberse a consecuencia de la formacion de largas cadenas de esporas originadas por la
subdivision de la hifa area (Sylvia 2005). Al respecto Madigan et al., (2009) afirma que la
mayor parte de actinomicetos presentan apariencia pulverulenta en las colonias maduras, lo
cual corrobora que la mayor cantidad de actinomicetos aislados presentaron textura
pulverulenta debido a que este tipo de textura es la mas comin entre ellos. Asi mismo se
obtuvo que el resto de las cepas presentaron textura tizosa, representada por el 10 por ciento,
textura seca con el 5 por ciento y textura aterciopelada con el 5 por ciento. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Leon et al., (2007) quienes lograron aislar actinomicetos con
apariencia tizosa. De acuerdo con lo anteriormente reportado y en base a los resultados
obtenidos en la presente investigacion, la textura de tipo tizosa también pueda deberse a que
las colonias, que inicialmente poseian una apariencia ligeramente hiumeda y brillosa, pero con
que con el transcurrir del tiempo se volvieron opacas y secas, adquiriendo una apariencia
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tizosa o yesosa. Todo esto se hace referencia en los estados de conversion por los que pasan

las hifas aéreas hasta llegar a la formacion de esporas (Leon, 2016).

Coloracion de micelio de sustrato (%)
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38

Figura 11. Porcentaje de las cepas de actinomicetos basado en la coloracion de micelio de sustrato

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 11, la coloracion del micelio de sustrato, nos permitio visualizar que el 38 por
ciento de las cepas presentd color verde, 24 por ciento color café claro, 12 por ciento color
café, 7 por ciento color marrén rojizo, 5 por ciento color crema, 5 por ciento color rojo, 2 por
ciento color blanco, 2 por ciento café oscuro, 2 por ciento color morado, 2 por ciento naranja
oscuro. La cepa control CS080 presentd color de micelio de sustrato gris. Resultados
similares fueron obtenidos por Ledn et al., (2011) al evaluar las caracteristicas macroscopicas
en actinomicetos, pudo obtener que el 8 por ciento de los actinomicetos present6 color marron
rojizo. De igual forma Rodriguez, (2011) coincide con las diferentes variedades de coloracion
de colonias, las cuales pueden ser blanco, gris, crema y colores tierra. Por el contrario, otros
investigadores reportaron la existencia de cepas con coloracion de micelio de sustrato
amarillo Davila et al., (2013), lo cual no fue obtenido en la presente investigacion. A partir de
ello se puede afirmar la coloracién del micelio de sustrato puede depender del medio de
cultivo utilizado, la temperatura, el pH y en algunos casos de la iluminacion (Bergey, 2000).
Ademas, la extensa variedad de colores obtenidos en la presente investigacion puede deberse
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a la amplia variedad existente de actinomicetos y su capacidad de poder diferenciarse entre
ellos Franco, (2008). Estas particularidades observadas a nivel macroscépico hacen que el 100
por ciento de las cepas aisladas de actinomicetos pueda ser ubicado en el grupo de

actinomicetos.

Coloracién de micelio aéreo (%)
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Figura 12. Porcentaje de las cepas de actinomicetos basado en la coloracién de micelio aéreo

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 12, se puede apreciar la coloracion del micelio aéreo, en donde se logro
distinguir que el 26 por ciento presentd color gris, 24 por ciento color verde, 10 por ciento
blanco, 10 por ciento marrén verde, 5 por ciento color café, con 5 por ciento color gris con
bordes blancos, 5 por ciento color marron, 2 por ciento color blanco grisiceo, 2 por ciento
color naranja claro y 2 por ciento rosado tenue. La cepa control CS080 present6 color de
micelio aéreo gris. Las variedades de colores presentados se puede afirmar segln los
resultados obtenidos en la investigacion realizada por Franco (2008), quien demuestra que en
cuanto al color existen semejanzas con lo reportado en la presente investigacion, mientras que
en las cantidades porcentuales presenta gran variacion con respecto a la coloracion gris con un
9 por ciento y gris con 27 por ciento, lo cual puede deberse al proceso de maduracion de los
actinomicetos, debido a que inicialmente presentan color de micelio de sustrato gris pero con
el pasar del tiempo se tornan de un color blanco. Parte de estos resultados concuerdan con lo

descrito por Pifiero y Rivas., (2004), quienes lograron aislar actinomicetos que presentaban un
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micelio aéreo de coloracion marrén. Asimismo, Pérez et al., (2015), en estudios previos
reafirma que la coloracion del micelio aéreo puede ser gris, blanquecino, blanco-grisaceo y
verduzco con bordes blanquecinos. Esta diversidad de colores puede atribuirse a que la
coloracion del micelio aéreo esta fuertemente influenciada por la composicion del medio y a
causa de la difusion dentro de las hifas aéreas dentro del pigmento producido por el micelio
de sustrato el cual permite la modificacion de su coloracion verdadera (Wendisch & Kutzner
1986).

Pigmento Difusible (%)

Figura 13. Porcentaje de las cepas de actinomicetos basado en la produccién de pigmento difusible

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 13 se puede apreciar la caracterizacion segun la presencia de pigmento difusible,
el 31 por ciento, no presentd produccion de pigmento difusible bajo nuestras condiciones de
cultivo, mientras que el 69 por ciento restante si present6 diversos pigmentos. La cepa control
CS080 presentd produccion de pigmento difusible. Al respecto podemos suponer que la
capacidad de producir pigmento difusible se debe a que la mayoria de actinomicetos, entre
ellos los Streptomyces, es capaz de producir metabolitos secundarios en forma de pigmentos
difusibles (Baltz, 2006). Al respecto, y con resultados similares a los obtenidos en la presente
investigacion, Pacheco, (2016) logré obtener un 62,5 por ciento de actinomicetos aislados con

capacidad de producir pigmentos difusibles. Mientras que Chamorro (2018), reporta que solo
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el 20 por ciento de cepas que logré aislar presentaron produccion de pigmento; siendo dichos

resultados menores en un 11 por ciento a los obtenidos en la presente investigacion.

Coloracion de pigmento difusible (%)

7

31

Figura 14. Porcentaje de las cepas de actinomicetos basado en la Coloracion de Pigmento Difusible
Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 14, se logro identificar que los colores de pigmento mas frecuentes fueron el
verde oscuro con 29 por ciento y el amarillo marrén con 29 por ciento, seguido de un 7 por
ciento color violeta y 5 por ciento color rojo anaranjado, ademas el 31 por ciento no presentd
color. La cepa control CS080 present6 coloracion de pigmento difusible azul. Segun diversos
autores afirman que los actinomicetos poseen capacidad de producir pigmentos difusibles,
como es el caso de Leon et al., (2011) quienes reportaron la liberacion de pigmento difusible
a partir de cepas aisladas de actinomicetos, obteniendo los cuales varian en los colores
amarillo en un 3 por ciento, verde en un 3 por ciento, rojo en un 10 por ciento, y un 20 por
ciento no presentd pigmento. De igual forma Ugarte (2016), reporté la produccion de
pigmento difusible de color rojo en una de las cepas de actinomiceto que logré aislar. A partir
de lo reportado anteriormente se puede afirmar que uno de los colores que se encuentra con
mayor porcentaje en los pigmentos difusibles es el rojo, mientras en la presente investigacion
el color con mayor porcentaje fue el verde oscuro. Tales diferencias se pueden deber a la

extensa variaciones fenotipicas y genotipicas que presentan los actinomicetos (Bergey, 2000).
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4.2.2 Caracterizacion microscopica

Se realiz6 la tincion Gram a las cepas aisladas y se observo que el 100 por ciento de las cepas
aisladas se tifieron de color azul-violeta, siendo esta la caracteristica propia de las bacterias
Gram positivas. La cepa control CS080 luego de la tincion Gram presentd color azul —
violeta, lo cual lo incluye en el grupo de las Gram positivas. Lo anteriormente mencionado se
explica debido a que los Actinomicetos tienen una pared celular rigida y gruesa formada en un
90 por ciento por pepdidoglucano, copolimero formado por una secuencia alternante de N-

acetil-glucosamina y acido N-acetilmuramico unidos por enlaces  1-4 (Bergey et al., 2012).

En la Tabla 1 se muestran los resultados de los microcultivos en donde el 93 por ciento del
total de las cepas aisladas se identificaron como pertenecientes al género Streptomyces. Esto
concuerda con Salazar y Ordofiez quienes lograron identificar cepas de actinomicetos
pertenecientes al género Streptomyces. Estas similitudes se pueden deber a la presencia de
caracteristicas como la no fragmentacion del micelio de sustrato, la fragmentacion del micelio
aéreo y la formacion de cadenas de conidias en forma de cocos y bacilos en disposicion de
espiral que presentan las cepas de actinomicetos del género Streptomyces (Dworkin, 2006;
Prescott, 2002; Locci, 1989). Segin Taddei et al., (2006), entre los géneros de actinomicetos,
el género Streptomyces esta representado en la naturaleza por el mayor nimero de especies y
variedades, lo cual corrobora que la especie de actinomiceto que mayor porcentaje obtuvo en

la presente investigacion fue Streptomyces.

Las cepas P024, P032 y P042, las cuales representan el 7 por ciento del total de las cepas, se
pueden identificar dentro del género de Nocardia, ya que desarrollaron un micelio de sustrato
que se fragmenta con facilidad a formas bacilares y elementos cocoides, ademas se observé
un micelio aéreo que se eleva por encima del sustrato (Prescott, 2002). También se pudo
observar que, en la mayoria de las cepas, las hifas no eran septadas y de forma de espiral,
siendo esta una caracteristica propia de los estreptomicetos presentes en hifas vegetativas
(Kampfer et al; 2012). Escobar et al; (2012), reportaron la presencia de actinomicetos del
género Nocardia en cantidades leves a moderadas respectivamente, en gallinaza de aves de
corral, lo cual ratifica la presencia de Nocardia en menor porcentaje, obtenido en la

investigacion.
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Tabla 1: Caracteristicas microscépicas de actinomicetos aislados del tracto

gastrointestinal de gallinas criollas

CEPA Tincién Gram Microcultivo Posible género
P001 Streptomyces
Gram + Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma ondulada
P002 Streptomyces
Gram + Micelio fragmentado, esporas dispuestas en
haz
Streptomyces
P003
Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma ondulada
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Continuacion...

P004 Streptomyces
Gram + Estructura portadora de esporas en
forma ondulada
Streptomyces
PO05
Micelio fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma
ondulada
Streptomyces
PO06
Gram + Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma ganchos
Streptomyces
PO07

Gram +

Micelio fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma recta
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Continuacion. ..

P008

P009

P010

P0O11

Gram +

Gram +

Gram +

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma ondulada

Streptomyces

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma de espirales
abiertas

Streptomyces

Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma ondulada

Streptomyces

S 7@

Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma ondulada

Streptomyces
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Continuacion. ..

P012

Gram +

P0O13

Gram +

P014

Gram +

P015

Gram +

Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma ondulada

Streptomyces

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma recta

Streptomyces

Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma ondulada

Streptomyces

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma ondulada

Streptomyces
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Continuacion. ..

P016

Gram +

PO17

Gram +

P018

Gram +

P019

Gram +

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma ondulada

Streptomyces

Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma de ganchos y bucles
abiertos

Streptomyces

Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma recta

Streptomyces

Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma gancho y bucles a
biertos.

Streptomyces
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Continuacion...

P020

P021

P022

P023

Gram +

Gram +

Gram +

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma recta

Streptomyces

estructura portadora de esporas

Streptomyces

Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma recta

Streptomyces

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma ondulada

Streptomyces
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Continuacion. ..

P024 Nocardia

B8

Gram + Micelio fragmentado, presencia de esporas
dispersas

P025 Streptomyces

Gram + Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma bucles abiertos.

P026 Streptomyces

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma de eshozo de
espirales y gancho.

Streptomyces

P027

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma haz.
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Continuacion...

P028

P029

P030

P0O31

Gram +

Gram +

Gram +

Gram +

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma de espirales
abiertas

Streptomyces

Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma ondulada

Streptomyces

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma de espirales
cerradas

Streptomyces

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma recta

Streptomyces

52




Continuacion. ..

P032

Gram +
P033
P034

Gram +
P035

Gram +

Micelio fragmentado, presencia de esporas
dispersas

Nocardia

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma de espirales
cerradas

Streptomyces

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas con forma recta

Streptomyces

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma de bucles
abiertos

Streptomyces
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Continuacion. ..

P036

P0O37

P038

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma de espirales
abiertas

Streptomyces

Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma de espirales abiertas

Streptomyces

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma ondulada

Streptomyces

P039

Gram +

Micelio no fragmentado, estructura
portadora de esporas en forma de bucles
abiertas

Streptomyces
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Continuacion...

P040

Gram +

P041

Gram +

P042

Micelio fragmentado, estructura portadora
de esporas en forma de bucles abiertos

Streptomyces

Estructura portadora de esporas en forma
recta

Streptomyces

Micelio sustrato fragmentado

Nocardia

* Todas las lecturas fueron realizadas con microscopio binocular a 100x de objetivo.

Fuente: Elaboracién propia
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4.3 Caracterizacion bioquimica

La caracterizacion bioquimica de los actinomicetos, nos permitio diferenciar las preferencias
de cada microorganismo sobre las diferentes fuentes de carbono, con el fin de mejorar la
formula de enriquecimiento que estimule la produccion de sus metabolitos bioactivos.
(Kéampfer et al. 2012). En la Figura 15 se muestran los resultados de la evaluacion de las 42
cepas de actinomicetos para determinar la utilizacion de la fuente de carbono. Del total de
cepas: 26 que representan el 62 por ciento utilizaron la sacarosa como fuente de carbono, 23
(55 por ciento) utilizaron la lactosa como fuente de carbono, 21 (50 por ciento) cepas que
utilizaron la maltosa, 20 (48 por ciento) cepas utilizan la glucosa, 20 (48 por ciento) cepas
utilizaron la xilosa como fuente de carbono, 18 (43 por ciento) cepas utilizaron arabinosa
como fuente de carbono, 18 (43 por ciento) cepas utilizan manosa como fuente de carbono, 15
(36 por ciento) cepas que utilizan fructosa como fuente de carbono (Anexo 8). La cepa control
CS080 utiliz6 como fuente de carbono arabinosa, fructosa, glucosa, manitol, sacarosa y

xilosa.

Existen gran variedad de autores que demuestran la capacidad de los actinomicetos para
utilizar diferentes fuentes de carbono como fuente de sustrato, entre ellos Taddei et al., (2006)
quienes en su investigacion probaron la capacidad que poseen los actinomicetos para la
utilizacion de carbohidratos como arabinosa, sacarosa, xilosa y fructosa. Un resultado
semejante ha sido descrito previamente por Mohamed et al., (2017) quienes también probaron
que los actinomicetos aislados eran capaces de hidrolizar arabinosa, fructosa, glucosa y
xilosa. Pacheco, (2016) en su investigacion probd las cepas de actinomicetos aislados eran
capaces de fermentar glucosa, lactosa y sacarosa. Asimismo, en los estudios realizados por
Boudjeko et al., (2017) demostraron la existencia de cepas de Streptomyces capaces de
utilizar carbohidratos como arabinosa. Mientras que, en los estudios reportados por Sastoque,
et al., (2007) también se lograron obtener resultados positivos sobre la utilizacion de glucosa
y fructosa, pero con resultados negativos para la utilizacion de sacarosa, arabinosa y xilosa. Si
bien es cierto que existe diferencia de lo reportado, por los autores anteriormente nombrados,
con lo obtenido en este trabajo, pueda ser debido a que los Streptomyces presentan resultados
muy variantes en su actividad bioquimica, lo cual podria deberse a la gran variedad de

actinomicetos que existen y a sus caracteristicas propias por especie (Franco, 2008).
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Figura 15. Porcentaje de las cepas de Actinomicetos basado en pruebas bioguimicas

Fuente: elaboracién propia
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4.4 Determinacion de la afinidad metabolica del efecto de granos andinos sobre la

produccién de esporas de actinomicetos

En la Figura 16 se observan los resultados obtenidos en las pruebas sobre los diferentes
medios de cultivo para actinomicetos formulados en base a granos andinos, en lo cual se
obtuvo que el mayor porcentaje de crecimiento fue sobre el medio agar kiwicha con el 98 por
ciento de las cepas, seguido de agar quinua con 95 por ciento, agar maiz con 95 por ciento y
con menor porcentaje el agar cafiihua con 93 por ciento. La cepa control CS080 presento
crecimiento sobre agar quinua. En la Tabla 2, se puede observar que el mejor medio de
cultivo para una esporulacion abundante fue el medio kiwicha con 14 cepas de actinomicetos,
seqguido del medio cafithua con 5 cepas (Anexo 10). Se hace necesario resaltar que las
colonias de actinomicetos exhiben caracteristicas diferentes en los medios empleados, ya que
el crecimiento, desarrollo y morfologia de los microorganismos depende de las fuentes de
carbono que componen cada medio de cultivo (Franco, 2008). Es por ello que la composicion
de la dieta es uno de los principales determinantes de la diversidad microbiana en las
diferentes porciones del tracto intestinal (Apajalahti et al., 2002).

Cepas de actinomicetos que presentaron
crecimiento (%)
99 08
98
97
% 95 95
95
94 03
93
92
91
90
AGAR QUINUA AGAR KIWICHA AGAR MAIZ AGAR CANIHUA

Figura 16. Porcentaje de cepas de Actinomicetos que presentaron crecimiento (%o)
Fuente: Elaboracion propia
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De acuerdo a lo anteriormente nombrado, la preferencia de las cepas de actinomicetos
aislados de gallinas criollas, sobre el agar quinua se puede explicar debido a que esta posee la
cantidad mas alta de glucosa en su composicion, lo cual corrobora con los estudios de Romo
et al., (2006) quienes determinaron que la composicién de carbohidratos totales de la quinua
es de 76.2 por ciento, a su vez se sabe que la kiwicha posee un 69.1 por ciento de
carbohidratos totales (Reyes et al., 2009), mientras que la cafiihua tiene entre 63 y 66 por
ciento de carbohidratos totales (Repo-Carrasco et al., 2003). Ademas, en adicion a los
polisacaridos, los granos de quinua y cafiihua también poseen azUcares libres en pequefias
cantidades. Cabe resaltar que los cultivos andinos tienen un contenido mas alto en azUcares

que los granos comunes (Mera, 2018) (Tabla 3).

Tabla 2: Cantidad de cepas que presentaron esporulacion sobre diferentes medios de cultivo

_ ) Esporulacion
Medios de cultivo

Abundante | Moderado Escaso Sin esporulacion
Agar kiwicha 14 15 7 6
Agar cafiihua 5 19 13 5
Agar quinua 0 15 19 8
Agar maiz 0 16 22 4

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3: Contenido de aztcares en los granos andinos (g/100 g materia seca)

Grano andino Glucosa Fructosa Sacarosa Maltosa
Quinua 1.70 0.20 2.90 1.40
Cafiihua 1.80 0.40 2.60 1.70
Kiwicha 0.75 0.20 1.30 1.30

FUENTE: Repo-Carrasco et al., 2003
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4.5 Determinacion de la actividad antagonica

Entre los principales patdgenos que causan enfermedades en el ave se encuentran Salmonella
spp., E. coli, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus, los cuales pueden causar
enfermedades en los consumidores (Mercado et al., 2012); ademas de ocasionar grandes

pérdidas e incremento de costos en la produccion.

De las 42 cepas de actinomicetos aislados, 12 presentaron efecto inhibidor. Segun las pruebas
realizadas la cepa P004 presenté un halo de inhibicion de 14 mm de diametro frente a
Pseudomonas, P009 con un halo de inhibicion de 21 mm frente a Staphylococcus y 18mm
frente a Listeria, PO11 con un halo de 14mm frente a Pseudomona, P025 con un halo 13 mm
frente a Staphylococcus y Listeria, P026 con un halo de 11 mm frente a Listeria, PO30 con un
halo de 32 mm frente a Staphylococcus, 15 mm frente a Pseudomonas y 30 mm frente a
Listeria, P032 con diametro de halo de 13 mm frente a E. coli y 9 mm frente a Klebsiella,
P034 con diametro de halo de 13 mm frente a Pseudomona y 11 mm frente a Listeria, PO35
con diametro de halo de 13 mm Staphylococcus, 11mm frente a Pseudomonas y 11mm frente
a Listeria, P036 con didmetro de halo de 11 mm frente a Pseudomonas, P038 con didmetro de
halo de 13 mm frente a Staphylococcus y la cepa P041 con didmetro de halo de 12 mm frente
a Staphylococcus y 16 mm frente a Listeria (Tabla 4) (Figura 17). La cepa control CS080

presento efecto bacteriostatico frente a Listeria y Staphylococcus.

Ledn et al., (2016) Identifico cepas de actinomicetos capaces de inhibir patégenos -resistentes
como S. aureus metilcilina resistente; en el estudio se corroboré dicha informacion al
encontrarse que una de las enterobacterias con predominio de inhibicion fue la S. aureus.
Mohamed et al., (2017), también probd la actividad antagonista de un actinomiceto sobre K.
pneumoniae, el cual presentd la maxima zona de inhibicién con 15 mm y la minima de 14
mm, E. coli con un rango de inhibicion de 10 a 34 mm y S. aureus con rango de 12 a 35 mm.
Comparando con las investigaciones anteriores, se puede corroborar que las cepas de
actinomicetos presentaron actividad inhibitorioa frente a S. aureus, K. pneumoniae y E. coli.
Ademas, segun los resultados obtenidos, los rangos de los diametros de inhibicion se

encuentran dentro de los obtenidos por los autores anteriormente nombrados.
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Figura 17: Zonas de transparencia o halos de inhibicion contra S. aureus por parte de los aislamientos
P009 (A), P025 (B), P041 (C) y P038 (C), que presentaron la mejor eficiencia de antagonismo

Fuente: Elaboracidn propia

Tabla 4. Resultados de enfrentamientos de enterobacterias contra Actinomicetos

3 ©
o 8 S m
S k) 8 g =
Cepa © 2 2 g 2
Ll 2 = =2 T
vz o 7
I a
(7p]
P004 - - - 14 mm -
P0O09 - - 21 mm - 18 mm
PO11 - - - 14 mm -
P025 - - 13 mm - 13 mm
P026 - - - - 11 mm
P0O30 - - 32 mm 15 mm 30 mm
P032 13 mm 9 mm - - -
P034 - - - 13 mm 11 mm
P0O35 - - 13 mm 11 mm 11 mm
P036 - - - 11 mm -
P038 - - 13 mm - -
P041 - - 12 mm - 16 mm

* (-): no present6 halo **mm: milimetros

Fuente: Elaboracion propia
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V. CONCLUSIONES

En el ave nimero dos se aislaron 42 cepas con caracteristicas propias de actinomicetos
del tracto digestivo y heces de gallinas criollas de Querocoto-Chota-Cajamarca. De las
cuales 31 cepas (74 por ciento) se aislaron del ciego, 3 cepas (7 por ciento) de la

cloaca, 2 cepas (5 por ciento) del ileon y 6 cepas (14 por ciento) de heces.

De las 42 cepas de actinomicetos aislados de gallinas criollas, el 81 por ciento del total
de las cepas presentd textura pulverulenta, 10 por ciento tizosa, 5 por ciento seca y 5
por ciento aterciopelada, de acuerdo a las caracteristicas macroscopicas. Y el 31 por
ciento no produce pigmento difusible, mientras que el 69 por ciento si lo produce.

Segln las caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de las cepas aisladas de
actinomicetos, el 93 por ciento pertenecen al género Streptomyces y el 7 por ciento al

género Nocardia.

En lo que respecta a las caracteristicas bioguimicas, el 62 por ciento de las cepas
aisladas de actinomicetos presentan preferencia por la sacarosa como fuente de
carbono; mientras que el 36 por ciento por la fructosa.

Los medios de cultivo preparados a base de quinua, kafiilhua, kiwicha y maiz,
presentaron buenas condiciones para determinar cualitativamente el crecimiento y
esporulacion de los actinomicetos, obteniéndose un 98 por ciento del crecimiento de
las cepas en el medio de cultivo a base de kiwicha y el 33 por ciento presentaron una

esporulacién abundante en el medio de cultivo a base de kiwicha.

La cepa de actinomicetos P0O30 tuvo un mayor efecto inhibitorio (32 mm) en el

crecimiento de Staphylococcus aureus.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Realizar técnicas moleculares a través de la region conservada del 16SrDNA y
23SrRNA para complementar y corroborar la identificacion de los actinomicetos

aislados del tracto digestivo de gallinas criollas.

2. Continuar con la evaluacion de medios de cultivo a base de granos andinos u otros
productos naturales propios de nuestro pais, que permitan mejorar la produccion de

metabolitos secundarios de los actinomicetos.
3. Continuar con los ensayos in vitro e in vivo para demostrar las propiedades probidticas

de los actinomicetos aislados de gallinas criollas, con la capacidad de poder ser

utilizados en beneficio de la industria avicola.
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VIII. ANEXOS
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Anexo 1

Caracteristicas de las aves consideradas para el estudio

Ave Propietario (P) Edad Etapa de manejo**
1 P1 > 24 semanas, < 80 semanas Postura
2 P2 > 80 semanas Descarte
3 P3 < 20 - 24 semanas Levante
4 P3 > 24 semanas, < 80 semanas Postura
5 P3 < 20 - 24 semanas Levante
6 P2 > 24 semanas, < 80 semanas Postura
7 P4 > 80 semanas Descarte
8 P1 > 24 semanas, < 80 semanas Postura
9 P1 > 24 semanas, < 80 semanas Postura
10 P1 > 24 semanas, < 80 semanas Postura

* Todos los especimenes aviares fueron hembras.

** Levante: Pollita con ausencia de o con reducido desarrollo folicular, en proceso de
alcanzar la madurez sexual y entrar al periodo de postura; Postura: Gallina con madurez
sexual alcanzada, se encuentra en el periodo de postura y muestra una jerarquia folicular
ovarica definida; Descarte: Gallina adulta, con presencia de foliculos en regresion o

atrofiados. Postura minima o cese total de postura.
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Anexo 2

Proceso de necropsia y toma de muestra

a. gallina criolla. b. sacrificio del animal mediante la técnica de dislocacion cervical. c. corte de la piel desde la
entrada torécica hasta la cloaca con retiro de la piel del abdomen y pecho, y desarticulacién de las articulaciones
coxofemorales. d. extraccion del tracto digestivo. e. apertura y revisién de la superficie del tracto digestivo. f.
toma de muestra del contenido intestinal de cada porcion del tracto digestivo.
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Anexo 3

Coloracion de micelio de actinomicetos

Coloracién de micelio aéreo

Amarillo

Blanco

Blanco con puntos negros y grises

Blanco gris

Blanco o crema con puntos blancos

Café

Café claro

Café con blanco

Café con puntos blancos

Café oscuro

Crema

Gris

Gris bordes blancos con puntos negros

Gris con bordes blancos

Gris oscuro

Gris plateado

Marrén y blanco

Morado

Naranja

Naranja claro

Naranja 0scuro

Plateado

Plateado con blanco

Rojo

Rosado palido

Rosado tenue

Verde

Verde con bordes verde claro

Verde oscuro

Vino tinto

Violeta

FUENTE: Adaptado de Franco (2008)
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Anexo 4

Coloracion de micelio de actinomicetos

Coloracién de micelio

Amarillo
Amarillo tenue

Blanco

Blanco rojizo

Blanco grisaceo

Blanquecino

Blanco marrén

Crema

Grisaceo

Beige rojo

Plomizo

Marrén tenue
Marron claro

Marrén oscuro

Marrén verde

Marron rojizo

Plomizo

Rosaceo

Morado

FUENTE: Leo6n et al., 2011
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Anexo 5

Composicion y preparacion de medios de cultivo

a. Caldo peptona

Marca: Conda (500g), promotor de crecimiento de bacterias

Preparacion: suspender 20 gramos del medio en un litro de agua

destilada, homogenizar y finalmente autoclavar durante 15 minutos a
120°C, pH 6.9-7.3

Composicion g/l

Pancreatic digesto of casein | 10.00

Sodium chloride 5.00

Disodium phosphate 3.50

Monopotasium phosphate | 1.50

Fuente: Manual de medios de cultivo Microbiol6gico Conda. 2015

b. Agar avena

Promotor de crecimiento y esporulacién de bacterias
Preparacion: suspender 60g de avena en un litro de agua destilada,

homogenizar y finalmente autoclavar durante 15 minutos a 120°C, pH
-,

Composicion g/l
Avena 60.0
Agar 15.0

Sacarosa 5.0

Fuente: Franco, 2008
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¢. Mueller Hinton

- Marca: Difco (500g), para la determinacién de la actividad antagonica
de los actinomietos.
- Preparacion: disolver 38g por litro de agua destilada, pH 7,3 +/- 0,2.

Composicién g/l

Extracto de carne bovina 2,0

Hidrolizado acido de caseina | 17,5
Almidén 15

Fuente: Manual de medios de cultivo Microbiolégico Conda, 2015
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Anexo 6

Composicidon de medios de cultivo solidos en base a quinua, kiwicha, kafiihua y maiz

Medi Composicion
de Suigio Agar Sacarosa | Quinua | Kiwicha | Cafithua Maiz
(15.0g/l) | (5.0¢g/1) | (60.0 g/I) | (60.0 g/1) | (60.0 g/1) | (60.0 g/I)

Agar v ¥ ¥

Quinua
Agar

Kiwicha v v 4
Agar

Cafithua v v v
Agar
Maiz v v v

Preparacion: agregar los componentes a agua destilada, calentar al fuego durante 5 minutos.

Autoclavar a 15 b y 121 °C. servir en placas petri estériles.

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 7

Caracteristicas macroscopicas de actinomicetos aislados del tracto digestivo de gallinas

criollas
Cadigo Textura r:i:::::od:e Color de micelio aéreo Pi.gm?nto . Coloracié_n d.e
sustrato difusible | pigmento difusible
P0OO1 Pulverulenta Ma.r.rc')n Verde Si Rojo anaranjado
rojizo
P002 Pulverulenta Café claro Marrén Si Amarillo marrén
P0O03 Pulverulenta Verde Verde Si Verde oscuro
P0O04 Pulverulenta Verde Verde Si Verde oscuro
PO05 Pulverulenta Café claro Verde cor;lt;crngdes verde Si Amarillo marrén
P0O06 Pulverulenta Café claro Marrén verde Si Amarillo marrén
P0OO7 Pulverulenta Verde Verde cor;lt;?;des verde Si Amarillo marrén
P0O08 Pulverulenta Verde Marrén verde Si Verde oscuro
P0O09 Pulverulenta Verde Gris Si Verde oscuro
PO10 Pulverulenta Verde Verde Si Verde oscuro
PO11 Tizosa Verde Gris Si Verde oscuro
P0O12 Pulverulenta Ma'r.rc’m Gris Si Rojo anaranjado
rojizo

PO13 Pulverulenta Verde Gris Si Verde oscuro
P0O14 Pulverulenta Blanco Blanco No Sin color
P0O15 Pulverulenta Café Marrén Si Amarillo marrén
PO16 Pulverulenta Café claro Marrén verde Si Verde oscuro
P0O17 Pulverulenta Café claro Verde No Sin color
P018 Pulverulenta Café Verde Si Amarillo marrén
P019 Pulverulenta Café Gris Si Amarillo marrén
P020 Pulverulenta Verde Verde No Sin color
P021 Pulverulenta Café Café No Sin color
P022 Pulverulenta Verde Verde corllt;(:;des verde Si Verde oscuro
P023 Pulverulenta Verde Verde Si Verde oscuro
P024 Tizosa Verde Gris No Sin color
P025 Tizosa Verde Gris Si Verde oscuro
P026 Aterciopelada Rojo Blanco Si Violeta
P027 Pulverulenta Verde Verde Si Verde oscuro
P028 Pulverulenta Café claro | Gris con bordes blancos No Sin color
P029 Pulverulenta Café claro Naranja claro No Sin color
P030 Pulverulenta Café claro | Gris con bordes blancos Si Amarillo marrén
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Continuacion...

P031 Pulverulenta l\/rlca:jri;c;n Marrén verde Si Amarillo marrén
P032 Pulverulenta Verde Gris No Sin color
P033 Pulverulenta Morado Gris Si Violeta
P034 Tizosa Naranja Gris Si Amarillo marrén
oscuro
Café . . . ,
P035 Pulverulenta Gris Si Amarillo marrén
oscuro
P036 Aterciopelada Rojo Blanco Si Violeta
P037 Pulverulenta Crema Blanco No Sin color
P038 Pulverulenta Café claro Café Si Amarillo marrén
P039 Pulverulenta Café claro Rosado tenue No Sin color
P040 Pulverulenta Crema Blanco grisaceo No Sin color
P041 Seca Verde Verde con bordes verde No Sin color
claro
P042 Seca Café Verde No Sin color

Fuente: Elaboracion propia
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Pruebas bioquimicas realizadas a cepas de actinomicetos

Anexo 8

Carbohidratos

CEPAS

Xilosa

+| Glucosa

P001

+| Sacarosa

+| Lactosa

+| Fructosa

+

+ | Arabinosa

+| Manosa

+| Maltosa

P002

P003

+ |

P004

+ |+ |+

P005

+++|

+++|

+ |
+++|

+ |+

+ |+ |+

P006

P0OQ7

+

P0O08

P009

+

+

+

P010

+|+

PO11

+ |4+

P012

=+ |1

+ |+

+ |+

P013

P014

+

P015

e S S

+ |+

P0O16

PO17

|||+

P018

F [+ |||+

+ |+

|+ [+ ]|+

o o S I e o o oy

P019

+ |

P020

+ |

P021

P022

+

+

+

P023 -

P024 -

P025 -

=+ |

+ |

P026

+ |

P027 +

P028

P029 +
P0O30 +

++ [+ |+

||+

+|+ [+

+ |4+

P031 -

P032 -

P033 -

P034 -

+ |+

P035 +

++ [+

++ [+

P036 -

P037 -

P038 -

P039 +

P040 -

P041 -

P042 -

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 9

Principales hallazgos obtenidos durante las necropsias de las gallinas

Hallazgos de Necropsia

NuUmero de Ave

3

4

5

6

7

8

10

Empastamiento de cloaca y leve desviacion de la quilla.

Moderado depdsito de grasa subcutanea y abdominal, de
intenso color amarillo, posiblemente relacionado al tipo
de dieta.

Higado aparentemente normal con intensa coloracion
naranja posiblemente debido a la dieta.

Contenido verduzco en molleja conformado por maiz,
piedrecillas y verduras.

Cuticula de molleja con presencia de dos pequefias
ulceraciones en el borde distal.

Contenido verde pastoso en intestinos con presencia de
nematodos en yeyuno, ileon y ciegos; y presencia de
céstodos (tenias) en yeyuno e ileon.

Jerarquia folicular a nivel del oviducto bien definida.

Higado con dos focos necréticos en el 16bulo hepatico
derecho posiblemente relacionado con un cuadro
infeccioso bacteriano.

Mucosa intestinal con leve a moderado engrosamiento

Contenido acuoso de color amarillento a verduzco a lo
largo del intestino.

Atrofia folicular aparentemente relacionada con la edad

Tracto reproductivo inmaduro, sin presencia de jerarquia
folicular.

Contenido intestinal de consistencia acuosa verduzca en
las diferentes porciones intestinales

Foliculos en proceso de regresidn posiblemente asociado
a la edad.

Escaso contenido en el lumen a lo largo de los intestinos,
en la porcion del ileon poco contenido pastoso de color
verde. No se evidencid presencia de parasitos

Fuente: Elaboracion propia
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Crecimiento y esporulacion de cepas de actinomicetos aislados de gallinas criollas

Anexo 10

i Quinua Kiwicha Maiz Cafiithua
Codigo Crecimiento | Esporulacion | Crecimiento | Esporulacion | Crecimiento | Esporulacion | Crecimiento | Esporulacion
P001 v ++ v +++ v - v + o
P002 v ++ v +++ v - v -
P003 Y J +++ V + v ++
P004 v v ++ v - v + o
P005 v ++ v +++ v - v
P006 v + v +++ v + v
P007 v ++ v ++ v - v
P008 v + v ++ v + v -
P009 v + v +++ v ++ v ++
PO10 v + v +++ v ++ v + -
PO11 v + v ++ v ++ v ++
P0O12 v ++ V4 +++ N4 ++ N4 ++
P013 v v ++ v ++ v ++
PO14 [ v - v - v ¥ v ¥
P015 v + v ++ v ++ v ++
P016 v ++ No - v ++ v ++
P0O17 N4 ++ v +++ N4 ++ N4 +++
P018 v ++ V4 +++ v ++ N4 ++
PO19 No - No - No - v ++
P020 v - v +++ N ++ No -
PO21 | v + v - v + v e
P022 v - No - v ok v -
P023 | No - v - v - No
P024 No - v ++ 4 No - No -
P025 v - v ++ v ++ No -
P026 v + v ++ v i v -
P027 v + v +++ v ++ v ++
P028 v ++ v ++ v i v +
P029 v + v ++ v + v +
P030 v + v +++ v + v +
PO3L | v + v + v v +
P032 V4 ++ v ++ N4 ++ N4 ++ +
P033 v ++ v + v + v +++
P034 v ++ v + v i v +o ok
P035 v ++ v + v + v +++
P036 v ++ v ++ v ‘ v +
P037 v + v ++ v + Vv ++
P038 v + v + v ‘ v i
P039 v ++ v ++ v + Vv +
P040 v + v + v ‘ v i
PO4L [ v + v + v + v +
P042 v + v + v ‘ v i

*J/: con crecimiento, No: sin crecimiento, +++: abundante, ++: moderado, +: escaso, -: sin esporulacion

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 11
Cepa control CS080 Streptomyces lividans

Fuente: Sialer (2011)

Caracteristica Descripcion
Color de micelio aéreo Gris
Color de micelio de sustrato Gris
Presencia de pigmento difusible Si
Coloracién de pigmento difusible Azul
Fuente de carbono Arabinosa-Fructosa-Glucosa-Manitol-Sacarosa- Xilosa
Efecto antagonico (Bacterisostatico) Listeria monocytogenes — Staphylococcus aureus

Fuente: Sialer (2011)
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