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RESUMEN

El uso de los probidticos se ha implementando como una alternativa en
acuicultura para la prevencion de enfermedades de tipo bacteriano, debido a
propiedades como la estimulacion del sistema inmunoldgico y el incremento
en peso de los animales cultivados. Este trabajo busca aportar nuevas
estrategias o herramientas aplicables al cultivo de tilapia nilotica
(Oreochromis niloticus) que permitan limitar el uso de antibiéticos, mediante
la utilizacion de suplementos de dos bacterias acido lacticas, Lactobacillus
casei y Lactobacillus acidophilus. Se evalué su efecto en el crecimiento, la
supervivencia y el grado de proteccion conferida durante infecciones
experimentales, asi como la actividad antibacteriana in vitro de los productos
extracelulares (ECPs) de las LAB frente a bacterias causantes de mortalidad
en tilapia (Aeromonas hydrophila y Streptococcus agalactiae). Los resultados
indican que los peces alimentados con suplemento de L.casei tuvieron mayor
incremento en peso que los demas tratamientos pero no de manera
significativa, en cuanto a la supervivencia natural la mas alta fue la de las
bacterias probiodticas con respecto al control.. Los resultados obtenidos in
vivo, mostraron que L. casei y L. acidophilus aumentan de manera
significativa los porcentajes de supervivencia de tilapia nilética durante la
infeccion experimental con A. hydrophila, pero no con S. agalactiae, por lo
que deben realizarse futuros estudios. In vitro la actividad antibacteriana de
los ECPs de las LAB inhibieron el crecimiento de A. hydrophila y

S. agalactiae.

Palabras Clave: Probidticos; O. niloticus; Lactobacillus; Streptococcus;

Aeromonas, incremento, supervivencia




ABSTRACT

The use of probiotics has been implemented as an alternative in aquiculture
to prevent diseases from bacteriums, due to properties as the immunological
system stimulation and the increase in weight in cultivated animals. This work
looks to contribute with new strategies or applicable tools in the Tilapia Nilotic
(Oreochromis niloticus) cultivation that allows to limit the use of antibiotics
through the use of supplements from two acid lactique bacteriums,
Lactobacillus casei and Lactobacillus acidophilus. Its effect was evaluated in
the growth, survival and in the protection level given during experimental
infections, just like the antibacterium in vitro from the extracellular (ECPs)
from the LAB, facing bacteriums as the (Aeromonas hydrophila y
Streptococcus agalactiae) causal of Tilapias death. The result indicates that
fishes fed with supplement from L.casei had a greater increase in weight than
with the other treatments, but not in a significant way. In reference to the
highest natural survival, It came from the probiotic bacteriums regarding the
control. It was observed antibacterium activity in vitro against two bacteriums
causal of mortality in Colombia; A. hydrophila y S. agalactiae. The results
obtain in vivo, showed that L. casei and L. acidophilus increase in a
significant way the survival percentages in the Tilapia Nilotic during the
experimental infection with A. hydrophila, but not with the S. agalactiae, so

future studies should be made.

Keywords: Probiotics, O. niloticus, Lactobacillus, Streptococcus, Aeromonas,

increase, survival.
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1. INTRODUCCION JUSTIFICADA

La acuicultura puede ser una alternativa para resolver la problematica
generada alrededor del sector pesquero debido a la sobreexplotacion de los
recursos naturales (FAO, 2006), es por esto que el hombre ha comprendido
que no puede seguir extrayendo los recursos de forma indiscriminada y que
al igual que como cultiva en la tierra, debe hacerlo en el agua. La actividad
de cultivar se observa como una opcién productiva, la cual ayudara con la
sostenibilidad de la seguridad alimentaria, empleo y generacién de divisas en
paises en desarrollo (Pineda, 2002; Mesa y Botero, 2007). De alli que cada
dia mas paises estén cultivando peces, moluscos y algas para crear fuentes
de alimento (FAO, 2003).

El cultivo de peces presenta diferentes problematicas como lo son la
presencia de enfermedades producidas por diversos grupos patdgenos de
tipo bacteriano y viral, que provocan pérdidas econémicas causadas por la
mortandad de peces. Por otra parte, existen otros factores que influyen de
manera directa en la viabilidad econdmica de un cultivo como son compra de
insumos que ayuden a mantener a los organismos saludables y que

favorezcan su crecimiento (Castro et al., 2005).

Las hormonas, antibidticos y ciertas sales son suplementos que evitan la
aparicion de enfermedades y son promotores de crecimiento de los peces,
sin embargo, el uso indiscriminado de estas sustancias puede ocasionar
efectos adversos al animal puesto que se generan alteraciones hormonales e
intoxicacion y residuales para el consumidor como intoxicaciones (Tsoumas
et al., 1989; Smith et al., 1994, Lara et al., 2002; Gémez et al., 2007) y graves

perturbaciones medio ambientales en aguas naturales y a las comunidades



microbianas que reciben este tipo de efluentes (Hektoen et al., 1995;
Avendario et al., 2001). De igual forma los antimicrobianos ejercen una fuerte
presion selectiva entre las bacterias, a través de una exclusion competitiva
por la producciéon de estos compuestos (Chabrillon y Morifiigo, 2003), lo que
trae consigo la seleccion y diseminacion de genes que proporcionan
resistencia a los antibioticos y desequilibrio del medio (Smith et al., 1994;
Alvarez et al., 2004),

La microbiota del intestino de los peces puede jugar un papel fundamental en
la salud del organismo, se ha observado un creciente interés en el manejo de
la comunidad bacteriana intestinal en busca de una comunidad microbiana
optima, que llegue a ser beneficiosa para el pez (Ringo y Gatesoupe, 1998).
Actualmente se estan implementando métodos profilacticos alternativos,
como los probidticos que son células microbianas administradas en el
alimento, tienen un efecto beneficioso en el crecimiento, la salud y
contribuyen a la resistencia de enfermedades del hospedador mediante la
potencializacion de las defensas propias de los organismos cultivados
(Chabrillén y Morinigo, 2003; Ochoa y Olmos, 2005; Carnice, 2006; Castro y
de Rovetto, 2006). Los probidticos pueden incluir microorganismos que
evitan la multiplicacion de los patégenos en el intestino, en las superficies
estructurales y en el ambiente de cultivo, que mejoran la calidad del agua y
favorecen el empleo del alimento por contribuir a su digestion, o estimular la
respuesta inmune de los organismos cultivados (Verschuere et al. 2000,
Villamil et al. 2003b; Villamil y Novoa, 2009).

El uso de bacterias probidticas tiene efectos fisiolégicos que al relacionarse
con el balance microbiano propio del tracto intestinal, son favorables para los
organismos cultivados (Robayo, 2005). Cabe resaltar que pese a los
diferentes trabajos publicados en estos ultimos afios, el empleo de los
probidticos en la acuicultura es empirico y en algunos casos no se ha

establecido su verdadero efecto en los cultivos (Gunther y Jiménez, 2004).



Sin embargo Balcazar et al. (2007a) mencionan algunos beneficios
generados por la implementacion de los probidticos como la renovacion de la
microbiota intestinal, fuente de nutrientes y enzimas para el proceso de

digestion y la eliminacién de bacterias patégenas del hospedero.

Este trabajo busca aportar nuevas estrategias o herramientas que permitan
combatir el problema de las enfermedades bacterianas en los cultivos de la
tilapia nilotica (Oreochromis niloticus), mediante la aplicacion de suplementos
de bacterias probidticas del género Lactobacillus y la utilizacion de estos
nuevos métodos, ya que contribuyen a la produccidon de alimentos organicos
con sellos verdes que son los mas aceptados teniendo en cuenta el modelo
de globalizacién. Este trabajo se encuentra enmarcado dentro del proyecto
“Evaluacion de bacterias probidticas sobre la expresién de genes de defensa
y resistencia a infecciones e incremento en peso de tilapia nildtica O.
niloticus” que realiza el Grupo de Investigacion en Cultivo y Manejo de
Organismos Acuaticos, de la Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano
Sede Santa Marta y que esta financiado mediante la convocatoria interna
No. 003-07.



2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1 Acuicultura Mundial

La acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos como peces, moluscos y
crustaceos que implica un proceso de crianza de un stock regular para
alimentacion y protecciéon de predadores, entre otros (Tacon, 2003). Pineda
(2002), menciona que el éxito de esta actividad radica en minimizar factores
negativos sobre la produccién que afectan el desarrollo de los individuos.
Para cultivar una especie se busca que tenga una buena demanda en el
mercado, facilidad en la reproduccion, puestas frecuentes, desarrollo gonadal
a edades tempranas, que tolere ambientes adversos, tasas de crecimiento

optimas y factores de conversion alimenticia bajos (Prieto y Olivera, 2002).

A nivel mundial, Colombia ocupa el décimo lugar en produccién de tilapia con
27.953 Ton en el 2004 (Salazar, 1999; MINCOMEX, 2000; FAO, 2006). Esta
especie es cultivada en muchos paises en vias de desarrollo con climas
tropicales y subtropicales y responde favorablemente a la aplicaciéon de
nuevas tecnologias, tales como el mejoramiento genético (Alvarez y Agurto,
2000).

2.2 Situacioén actual de la acuicultura en Colombia.

La acuicultura en Colombia se ha afianzando en los ultimos afios y su
produccion ha incrementado de 1.256 toneladas en 1986 a 45.930 toneladas
en 1998 (FAO, 2006). El aporte de la acuicultura al subsector pesquero a
mediados de los afios 80, fue alrededor del 1% y en 1998 se incremento al
24.5% (Salazar, 1999). Segun Arboleda (2006), el auge de esta actividad en
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los ultimos 10 anos ha contribuido al establecimiento de proyectos en torno a
este tema, con distintos niveles de produccion, notandose un marcado
desarrollo en algunas regiones con preferencia hacia ciertas especies que
comercializan en las capitales y en el exterior. La acuicultura en Colombia se
encuentra cimentada en el cultivo de peces y crustaceos, una de las
principales especies producidas a nivel continental es la Tilapia (Oreochromis
sp.), lo cual se ve mediante los reportes anuales de produccién, la apertura
de nuevas granjas, la solicitud constante de capacitacion y asistencia técnica
a las entidades del estado y a los particulares, el empleo de nuevas

tecnologias de produccion como manejo de altas densidades (Salazar, 1999).

La tilapia nilética (O. niloticus), ha tenido gran atencidén por su crecimiento
productivo lo cual ha favorecido su cultivo por encima de otras especies, ha
adquirido reconocimiento en el sector acuicola a nivel mundial, debido a su
facil manejo y a que soporta diversos ambientes (Bentsen et al., 1998; Rutten
et al., 2004; Escobar et al., 2006).

2.3 Generalidades de la especie

La tilapia nilética (O. niloticus) es un pez nativo de la mayoria de los
principales sistemas fluviales del norte y centro de Africa y ha sido
extensamente introducida en las regiones tropicales, se puede encontrar en
casi todo el mundo. Se cultiva en diferentes paises desde América del Norte,
Central a Sudamérica; al igual que los paises del Sudeste Asiatico, norte de
Australia y algunos europeos. Segun su clasificacion taxonomica pertenece a
la familia Cichlidae y a la subfamilia Pseudocrenilabrinae, las caracteristicas
morfoldgicas diferenciales utilizadas para identificar esta especie son el
numero de espinas dorsales (16 — 18) y radios de la aleta dorsal (29 - 31) y la
presencia de barras verticales negras en la aleta caudal, perfil dorsal
convexo y tiene una boca terminal con cinco hileras de dientes (Espejo y
Torres, 2001).



Esta especie presenta pocos requerimientos de oxigeno disuelto, un
crecimiento rapido y eficiente; madura entre el tercer y cuarto mes, con una
puesta de 240 huevos aproximadamente, los desoves se presentan siete u
ocho veces al ano (Chaparro, 1994; Cerda et al. 1998); estas caracteristicas

son optimas para su desarrollo en cultivo.

Los individuos se diferencian sexualmente en la parte urogenital, los machos
presentan mas intensa la coloracion cuando se van a aparear, las hembras
tienen una funcién importante en el desove ya que colocan los huevos en su
boca para la incubacion (Wedler, 1998). Esta especie se cultiva en sistemas
intensivos y semi-intensivos donde se suministran dietas artificiales con el fin

de satisfacer sus necesidades basicas nutricionales (Mahecha, 2006).

2.4 Enfermedades en los cultivos de tilapia

En los diferentes cultivos de organismos acuaticos como en el caso de la
tilapia se presentan enfermedades de tipo infeccioso ocasionadas
principalmente por bacterias, hongos, parasitos y virus. En el cultivo de
tilapia, los géneros de las bacterias patégenas con mayor ocurrencia son
Aeromonas, Streptococcus, Edwardsiella, Plesiomonas,
Pseudomona., Flavobacterium, Klebsiella, Vibrio, entre otros, estos pueden
ser componentes de la microbiota intestinal de las tilapias y su medio
acuatico, por lo cual, se consideran en algunos casos como patdégenos
facultativos u oportunistas (Alvarez y Agurto, 2000; Madigan et al., 2004;
Alvarez et al., 2006). Estos patégenos se generan a mayor escala en los
sistemas de acuicultura intensiva, ya que se tienen las condiciones ideales
para la proliferacion de dichos organismos como las particulas de lodos
suspendidos, la biodegradacion de sustratos organicos e inorganicos, el

aumento de materia organica entre otros. Los patdgenos viven a expensas



del pez, compiten por el alimento y causan multiples enfermedades (Vasquez
et al., 2005).

Las enfermedades bacterianas mas frecuentes, suceden generalmente por la
incidencia de factores estresantes como altas densidades de siembra, bajas
temperaturas, baja calidad del agua, manejo brusco, condiciones de
almacenamiento, el tipo y calidad del alimento. Todo esto puede perturbar el
crecimiento y sistema inmune de los peces, que a su vez se ve afectado por
la pérdida del apetito por parte de los animales, lo cual facilita la accion de
bacterias oportunistas que causan enfermedades generando finalmente la
muerte (Espejo y Torres, 2001; Mahecha, 2006)

Enfermedades encontradas en los cultivos de tilapia son:

Septicemia hemorragica bacteriana: las tilapias afectadas muestran signos
de oscurecimiento, exoftalmia, anorexia, y con areas con lesiones ulcerosas
en la piel, musculos y en la regiéon ocular, deshilachamiento de aletas e
inflamacion de drganos; las bacterias que se han aislado de cultivos
latinoamericanos son  Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda,
Pseudomonas fluorescens, Vibrio spps. (Alvarez y Arguto, 2000; Rodriguez
et al., 2005; Alvarez et al., 2006)

Estreptococosis: es ocasionada por el genero Streptococcus, es una
enfermedad emergente devastadora ya que causa mortalidad masiva en
peces de gran tamafo y es responsable de elevadas pérdidas econdmicas.
Esta enfermedad se ha confirmado en poblaciones de tilapias y sus hibridos
en paises de América Central, América del Sur y el Caribe, con mortalidades
de hasta un 50%, la misma que en ciertos casos acusa un curso cronico sin

evidencia externa de signos clinicos (Conroy, 2004)



Tuberculosis 0 micobacteriosis: producida por Mycobacterium fortuitum, los
peces afectados muestran pequefios granulomas focales en el higado, bazo
y rifdn. Es considerado de potencial patégenicidad para el ser humano y se
ha detectado en tilapias cultivadas en dos paises de la Regiéon de América

Central y en Cuba en O. aureus (Conroy, 2004; Eslava et al., 2004)

La bacteria Plesiomonas shigelloides se ha aislado de tilapia de Mozambique
(Oreochromis mossambicus). La implicacién de este microorganismo como
agente causal de enfermedades intra y extra intestinales es cada vez mas
frecuente. Se ha demostrado experimentalmente que Plesiomonas
shigelloides es una de las especies que esta presente en forma abundante
en las tilapias, en el agua y sedimento de su entorno, aun no han sido
totalmente esclarecidos sus mecanismos de patogenia, atribuyéndosele en
parte a la invasividad, enterotoxigenicidad y asociacion a plasmidos (Moreno
et al., 2006).

Bacterias como Renibacterium salmonarum causa una mortandad en masa
en tilapias mantenidas bajo cultivo en Cuba (Bunkley y Williams, 1994). Es un
gram positivo pequefio, inmoévil, que no forma esporas, actua de manera
intracelular, causa una infeccion sistémica lenta y progresiva. Los peces con
esta infeccidon pueden carecer de sintomas externos o manifestar uno o mas
de los siguientes: letargia; oscurecimiento de la piel; distensiéon abdominal
por ascitis; branquias palidas asociadas con anemia; exoftalmos;
hemorragias; es una enfermedad que se presenta en algunos salménidos
(OIE, 2006).

La enfermedad Columnaris es causada por la bacteria Flavobacterium
columnare se caracteriza por areas de erosién o lesiones necréticas poco
profundas, de color blanquecino-grisaceo a nivel de las aletas, cabeza y/o

cuerpo al igual que las branquias también son afectadas (Conroy, 2004).



Para este estudio es importante hacer énfasis en los siguientes géneros:

El género Aeromonas, estda comprendido por cocobacilos Gram negativos,
motiles, anaerobios facultativos, habitantes normales del agua y del tracto
gastrointestinal de animales acuaticos y terrestres. Sin embargo, bajo
condiciones ambientales variables, pueden iniciar procesos patoldgicos en
peces y mamiferos, se presentan en mayor proporcion en juveniles, como
érgano diana se considera la piel y las branquias (Alvarez y Agurto, 2000).
Esta especie causa enfermedades como la septicemia hemorragica
bacteriana, la cual produce oscurecimiento en la piel, afectan el musculo y
generan superficies con hemorragias y ulceras en la region ocular, al igual
que en la base de las aletas pectorales. El higado se observa en su parte
interna palido, asi como necrosis en el corazén y bazo (Balcazar et al.,
2007b).

Hernandez et al. (2005) proponen que A. hydrophila, se presenta con mas
frecuencia cuando las concentraciones de oxigeno disuelto son bajas y tiene
mayor incidencia en cultivos intensivos y super intensivos; tiene una forma
latente y no genera signos clinicos. Este género posee factores de virulencia,
como los productos extracelulares, factores asociados plasmidos y sistemas
de restriccion y modificacion. Las proteinas extracelulares secretadas por la

bacteria ocasionan mortandad en los peces (Rodriguez et al., 2005).

El género Streptococcus estd conformado por cocos Gram positivos, que
hacen parte de las bacterias que producen el acido lactico como producto de
la fermentacién (Madigan et al., 2004). Las especies patdgenas primarias
como S. agalactiae pueden causar encefalitis, meningoencefalitis y
problemas de exoftalmia, que conllevan a grandes mortalidades (Eldar et al.,
1995; Weinstein et al., 1997; Rojo et al., 2008). Segun Rodriguez (2006) otra
especie considerada como patégena primaria es Streptococcus iniae que

produce letargo, baja de peso corporal, endoftalmia, y hemorragia cutaneas,



siendo sintomas similares en las especies pertenecientes a este género. En
cultivos de tilapia, ésta enfermedad produce una mortalidad que oscila entre
el 30 y el 50% de la poblacion (Romano y Mejia, 2003). Pulido et al. (2004)
corroboraron la sintomatologia que se presenta en los peces cuando se tiene
una bacteria del genero Streptococcus, mencionaron una alteracion en el
comportamiento y nado erratico, rigidez y curvamiento dorsal, indiferencia al
medio, con menor frecuencia se presentaron otros signos como dilatacion

abdominal y dificultad respiratoria.

Ademas de las bacterias, otros microorganismos como los hongos, también
tienen incidencia en la salud de la tilapia. La dermatomicosis es ocasionada
por hongos del género Saprolegnia, forma manchas blancas algodonosas
que se observa sobre el cuerpo, aletas y cabeza, aislamiento del pez, no

come y su lado es lento.

Las enfermedades causadas por parasitos se encuentran presentes tanto en
ambientes silvestres, como en las distintas condiciones de cultivo para los

diferentes paises de América Latina.

Ichthyophthirius multifiliis, es un protozoo ciliado relativamente grande y
aparece como un punto blanco puede generar muchas pérdidas en las
tilapias cultivadas. Este parasito lesiona la piel, las branquias, la faringe y
narinas, y la superficie de las especies afectadas (especialmente los
alevines) puede ser cubierta con trofontes y tomites ciliares cuarenta y ocho

horas después de su contagio (Conroy, 2004).

Por otra parte los tricodinidos (protozoarios), que incluyen a los géneros
Trichodina, Trichodinella y Tripartiella (Rodriguez et al., 2001), son ciliados
localizados normalmente en las branquias y en la piel y constituyen un
“‘acompafnante casi natural, pero molesto”. Estos parasitos son considerados

como indicadores de altas densidades y malas condiciones de higiene de los
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estanques. Los Trichodina spp. es un problema especial para aquellas
tilapias que incuban las larvas en la boca, debido a que estos ciliados
invaden este espacio y transmiten la infeccibn a las larvas incubadas
(Conroy, 2004)

Protozoarios como los Trichodinella y Tripartiella, se localizan normalmente
en las branquias y en la piel, causan exceso de mucosidad en cuerpo de
branquias, desprendimiento de escamas y enrojecimiento en zonas
afectadas, son un indicador de altas densidades de siembra (Rodriguez et
al., 2001; Conroy, 2004)

Gyrodactylus cichlidarum es un ectoparasito monogéneo que al ingresar al
hospedero incrementa en numero de manera rapida, causando altas
mortandades; esta especie se ha encontrado en la tilapia nilética (O.

niloticus), Tilapia aurea, T. mossambica (Alvarez, 2007).

La Costeasis: es provocada por el ectoparasito Ichtyobodo sp. es un serio
patdgeno en zonas frias; se adhiere con sus flagelos y el disco aplanado a la
superficie corporal y a los filamentos branquiales del pez. Este ectoparasito
afecta a carpas, lisas, bagres, tilapias y truchas. Los sintomas mas comunes
son el cubrimiento de la piel con una pelicula gris blanquecina o azulaceas,
las zonas del cuerpo mas parasitadas presentan hemorragias y las
branquias se cubren de mucus, los peces presentan inapetencia en casos

severos (Rodriguez et al., 2001; Conroy, 2004).

La Chilodoneleasis: es ocasionada por un protozoario del género
Chilodonella, que parasita piel, aletas y agallas de peces especialmente de
Salmodnidos; pero en algunos casos también afecta al bagre del canal, carpa
dorada y la tilapia, en los cuales se adhiere en las branquias donde se
alimenta de los tejidos y los exudados del pez (Rodriguez et al.,, 2001;
Conroy, 2004).

11



2.5 Uso de Probiéticos en la Acuicultura

El uso de los probidticos se ha implementado como una alternativa de
prevencion contra las enfermedades causadas por bacterias; el termino
probiotico fue usado para nombrar sustancias secretadas por organismos
que promueven el desarrollo de otros y como anténimo de antibidtico,
contribuyen a un balance microbiano intestinal (Parker, 1974 En: Castro et
al., 2005). Actualmente se conocen como microorganismos vivos que se
utilizan como suplemento alimenticio, que colonizan el intestino y modifican la
microflora y la actividad metabdlica, benefician al hospedero incrementando
el balance de la microbiota intestinal (Gatesoupe, 1999; Elam et al., 2003;
Ochoa y OImos,2005; Carnice, 2006; Castro y de Rovetto, 2006; Kesarcodi et
al.,2007; Villamil y Novoa, En prensa), este suplemento microbiano vivo
puede estar formado por un cultivo simple o mixto de microorganismos
seleccionados (Gatesoupe, 1999). Amores et al. (2004), afirman que una
caracteristica propia de los microorganismos considerados probiéticos es que
son bacterias aisladas del tracto intestinal e introducidas nuevamente en el
intestino, por medio de algun tipo de fuente de alimento pero se ha
comprobado que aislados de otros sustratos también tienen capacidad

probidtica.

Para ser efectivo, un probidtico debe resistir el paso por el medio acido del
estbmago, crecer y colonizar el intestino; muchos de estos son bacterias
productoras de acido lactico, como los Lactobacillus (Kopitowski, 2004). Los
efectos benéficos de los probidticos son incremento en el peso y la talla,
resistencia a infecciones como la exclusion competitiva de bacterias nocivas,
aportes benéficos al proceso digestivo del hospedador y el mejoramiento de
la calidad del agua (Verschuere et al. 2000, Villamil et al. 2003a). Es
importante mencionar que al emplear bacterias aisladas del ambiente
terrestre estas mueren en el agua, por lo cual se espera que no modifiquen la

microbiota nativa del entorno.
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La aplicacion de probidticos ha sido asociada con la potencializacién de las
defensas no especificas, protegiendo al individuo contra enfermedades de
tipo infeccioso, por medio de compuestos inhibidores que estimulan al
sistema inmunoldgico. Aunque este hecho estd plenamente comprobado
para humanos (Berger et al., 2006), en peces todavia es necesario hacer
investigacion al respecto con el propdsito de entender como actuan las
bacterias probibticas en sus sistemas. Se ha demostrado en animales que el
tejido linfoide asociado al intestino aumenta su capacidad de respuesta a
patdogenos, cuando el intestino recibe probidticos durante un tiempo

continuado (Gimeneo, 2004).

Los probidticos, ademas de inhibir el crecimiento de patégenos, refuerzan la
accion del intestino como barrera, con lo cual evitan que los microorganismos
perjudiciales puedan pasar al torrente circulatorio; aumentan la actividad de
linfocitos, macrofagos y de la respuesta inmunitaria humoral, mediante el
incremento de la concentracion de lisozima en suero (Irianto y Austin, 2002;
Gimeneo, 2004). En peces se conoce que los probiéticos tienen la capacidad
de incrementar el peso durante un cultivo, lo cual se ha demostrado en
laboratorio por medio de dietas con dicho suplemento y con un grupo control
sin este. Esto se ve reflejado en la disminuciéon de la cantidad de alimento
necesario para el crecimiento del animal lo cual genera una disminucién en el
costo de produccion (Aiba et al., 1998; Herich et al., 1999; Gill et al., 2000;
Lara et al., 2002; Pirarat et al. 2006, Balcazar et al., 2006; Balcazar et al.,
2007b; Balcazar et al., 2007c).

Las bacterias mas comunes relacionadas con la actividad probidtica a nivel
general son bacterias del acido lactico (LAB) como Lactobacillus acidophilus,
L. casei, L. reuteri, L. plantarum, L. casei; Bifidobacterium brevis y otros
géneros como Bacillus longum, B. infantis, B. animalis; Streptococcus
salivaris subespecie thermophilus, Streptococcus faeciumn (Lara et al.,

2002), Vibrio, Pseudomonas, Camobacterium divergens vy algunas
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variedades de levaduras como Saccharomyces boulardii (Carnicé, 2006;

Verschuere et al., 2000; Villamil y Novoa, En prensa)

Las LAB son uno de los grupos mas estudiados, por la funcidon que cumplen
en la fermentacion de alimentos para consumo humano. Comprenden cocos
y bacilos Gram positivos no esporulados, no tienen catalasa, nitrato
reductasa, citocromo — oxidasa ni superoxido dismutasa (SOD), sintetizan
ATP a través de fermentaciones de carbohidratos y su principal producto final
es el acido lactico .Es importante mencionar que las LAB ademas del acido
lactico y acético generan otros productos, que estan relacionados con su
capacidad antimicrobiana, como son el perdoxido de hidrégeno, enzimas
proteoliticas diacetilo (2,3-butanodionina), didxido de carbono y bacteriocinas
entre otros (Naidu et al., 1999).

Al respecto se han generado numerosos estudios, uno de los mas
importantes es el empleo en la industria de lacteos para la fermentacion de
sus productos, ya que con esto se demostrd que son inofensivas y benéficas

para los organismos en general y no son agentes patdgenos.

De las LAB el género Lactobacillus son bacilos microaerofilos, Gram
positivos y catalasa negativos, morfoldgicamente, algunos son bastones
delgados y largos, pueden soportar temperaturas que oscilan entre los 30 -
40° C (Berguer et al., 2006; Escobar et al., 2006), alta acidez (Michel et al.,
2007; Ringo y Gatesoupe, 1998; Vazquez et al.,, 2005); respecto a su
ecologia y habitat crecen en todos los lugares que contengan azucares
fermentadas, productos hidrolizados de proteinas y aun con bajo oxigeno. Se
caracterizan por ser productores de acido lactico de los azucares ya que
sintetizan ATP a través de fermentaciones de carbohidratos que dan como
resultado esta sustancia como principal producto final (Stanier et al., 1992) y
sustancias antimicrobianas por esto logran limitar el desarrollo de

microorganismos patogenos (Mejia et al., 2007).
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En acuicultura, se estan implementando con éptimos resultados, ya que han
demostrado su capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias patdégenas
en el intestino, estimular el sistema inmunoldgico del huésped (Gildberg et
al., 1997; Nikoskelainen et al., 2001; Villamil et al., 2003a; Castro et al.,
2005), y en algunos casos con el aumento en la supervivencia de peces
infectados experimentalmente (Gildberg et al.,, 1997; Gatesoupe, 1999;
Chabrillon et al., 2005; Pirarat et al. 2006; Escobar et al., 2006; Balcazar et
al., 2007c). Por otra parte se ha logrado el incremento en peso de los peces
(Noh et al., 1994, Lara et al., 2002; Lara et al., 2003; Castro et al., 2005;
Rodriguez et al., 2006). Estos beneficios son alcanzados posiblemente a
través de la potenciacién de algunos parametros del sistema inmune como el
aumento del estallido respiratorio y de lisozima (Villamil et al., 2002; Villamil
et al., 2003b), asi como de una mayor expresiéon de genes de defensa
(Reyes, 2008).

Entre éstas bacterias del acido lactico, se encuentran dos grupos, las
homofermentativas que dan lugar a acido lactico como producto principal de
fermentaciéon y que esta conformado por los géneros Streptococcus,
Enterococcus, Aerococcus y Pediococcus, y las heterofermentativas que
producen ademas de acido lactico, didoxido de carbono, etanol y otro
productos volatiles, representado por los géneros Carnobacterium,

Leuconostoc, Lactobacillus y Lactococcus (Ringo y Gatesoupe, 1998).

Con base en los resultados positivos observados de los lactobacilos en otras
especies de peces, se seleccionaron para el presente estudio L. acidophilus
y L. casei y se evalud su desempeno como probiéticos en el cultivo de tilapia

nilética (O. niloticus).

Lactobacillus acidophilus, mide de 2 a 6 um de largo. Son bacilos
redondeadas en los extremos que en algunas ocasiones pueden observarse
conformando cadenas largas, las formas filamentosas y las formas en maza.

Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37 °C, la maxima entre
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43 — 48 °C. Por debajo de los 20 °C no se registra crecimiento. Los cultivos
jovenes se tifien uniformemente Gram positivos y los cultivos viejos, a
menudo muestran coloracion listada o bipolar y pueden decolorarse
facilmente. Las colonias son generalmente pequefias, pueden variar en su
forma: de la opaca, redonda y lisa a la aplanada, translucida e irregular,
frecuentemente con aspecto de cristal. Las reacciones de fermentaciéon son
variables, las cepas producen acido pero no gas (Buchanan y Gibbons,
2000).

Lactobacillus casei, son bacilos cortos en cadenas cortas o largas. La
temperatura 6ptima de crecimiento es de 30 °C; maxima, 37 — 40 °C, minima,
10 °C. Las colonias presentan bordes enteros, y el acido lactico formado es
dextrégiro, con frecuencia con algun vestigio de acido lactico levégiro. Su
crecimiento es lento y tiene mas afinidad con la lactosa, en ausencia de
azucar puede utilizar los lactatos como fuente de carbono. Contiene muchas
endoenzimas, que después de la muerte de la bacteria atacan la caseina y la
pueden degradar en combinaciones solubles. Esta especie es un habitante
normal del intestino, produce metabolitos antimicrobianos: acido lactico,
bacteriocinas, que actuan sobre los patdgenos inhibiendo su crecimiento y

estimulando el sistema inmune del hospedador (Buchanan y Gibbons, 2000).

Investigaciones en las que se usan los probidticos en algunas especies de
peces cultivados como tilapia (Lara et al., 2002; Lara et al., 2003; Gunther y
Jiménez, 2004; Escobar et al., 2006; Mahecha, 2006; Pirarat et al., 2006),
rodaballo (Villamil et al., 2002; Robayo, 2005), bagre (Rodriguez et al., 2006),
bacalao (Gildberg et al., 1997) durante diferentes fases de desarrollo, han
obteniendo o6ptimos resultados al realizar infecciones experimentales con
bacterias patégena ademas de demostrar que tiene efectos benéficos sobre

el incremento en peso (Gatesoupe, 1999; Balcazar et al., 2007c).
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Se han realizado estudios en los que se suplementan dietas artificiales con
probidticos, con el fin de conocer sus efectos en el crecimiento y
aprovechamiento del alimento en crias de tilapia niltica y de otros peces en
sistemas experimentales de cultivo en fase de larvas, demostrando que las
bacterias probitticas favorecieron el crecimiento y la eficiencia alimenticia
(Castro et al., 2005; Rodriguez et al., 2006, Lara et al., 2002).

Rodriguez et al. (2006) realizaron un estudio con el bagre cabezon (Ariopsis
bonillai) en el que encontraron que las crias alimentadas con dietas
suplementadas con probiéticos comerciales (Renascitur BLCS® y Renascitur
Green®), tuvieron un incremento en peso mayor que las dietas

suplementadas con levadura.

Pirarat et al. (2006) demostraron que con el uso de Lactobacillus rhamnosus
como suplemento probiético en tilapia nildtica (O. niloticus) el crecimiento de
los peces fue superior y se logré una mayor protecciéon frente a
enfermedades causadas por el agente infeccioso Edwardsiella tarda, la cual
ocasiona necrosis en érganos como el timo y el riidn y septicemias agudas
que finalmente desembocan en importantes mortalidades. Con esto, se
comprobd que los probidticos pueden remplazar con éxito el uso de

sustancias quimicas que llegan a ser perjudiciales para los organismos.

Lara et al. (2002) administraron dietas suplementadas con un probidtico
comercial que contenia una mezcla bacteriana (Lactobacillus acidophilus y
Streptococcus faecium) a tilapia nilética comparandolo contra una dieta
convencional y una suplementada con una antibiético (Terramicina) con
ambas dietas se dio un buen crecimiento y supervivencia, sin embargo,
hallaron que el aprovechamiento del alimento fue mas elevado en
tratamientos con adicién de probidticos, ya que estos son capaces de
producir aminoacidos, carbohidratos simples y acidos grasos a partir de

macro nutrientes (proteinas, polisacaridos, grasas), lo que ocasiona que el
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alimento sea aprovechado con mayor eficiencia y se mejore la conversion
alimenticia. Los organismos alimentados con la dieta control y con antibiotico
presentaron la tasa especifica de crecimiento (TEC) mas baja y el mayor

consumo de alimento.

Romano y Mejia (2003) mencionan que la mezcla de estos dos probidticos,
mejora el medio intestinal y generan alguna proteccion frente a la infeccién

por parasitos o bacterias patdégenas.

Algunos de los estudios tienen como prioridad conocer la microbiota y
ecologia microbiana del intestino del hospedero con el fin de aislar cepas
probioticas del tracto gastrointestinal del organismo. Se conoce que la tilapia
nilética presenta microorganismos benéficos y patdégenos; por tanto Escobar
et al. (2006) aislaron las posibles bacterias acido lacticas presentes en el
tracto gastrointestinal de los peces. Se identificaron dos cepas (LAC0104 y
LACO0204) a las cuales les realizaron una evaluacién de antagonismos
bacterianos in vitro con 10 cepas patdégenas como: Escherichia coli,
Salmonella typhi, Vibrio campbelli, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas
auroginosa, Sthaphilococcus aureus, Serrattia marcescen, Streptococcus
faecalis y Klebsiella pneumoniae, con este experimento encontraron que las
bacterias acido lacticas, presentan caracteristicas inhibitorias frente a

bacterias patégenas.
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Establecer si la administracion de alimento suplementado con bacterias
Lactobacillus casei y L. acidophilus en la especie O niloticus tiene un efecto
probiodtico, evaluando el incremento en peso y el grado de proteccién
conferido frente a bacterias patdgenas. Este trabajo se llevara a cabo en el
Laboratorio de Acuicultura y Microbiologia de la Universidad de Bogota Jorge

Tadeo Lozano, sede Santa Marta.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer si el alimento suplementado con bacterias Lactobacillus casei
y L. acidophilus favorece el incremento en peso de O. niloticus con

respecto a individuos alimentados solamente con alimento comercial.

Calcular la tasa del incremente en peso, la tasa de crecimiento especifica
(TCE) y el tasa de conversion alimenticia (TCA) de O. niloticus alimentada

con alimento comercial suplementado con L. casei y L. acidophilus.

Establecer si las bacterias Aeromonas hydrophila y Streptococcus
agalactiae aislados de episodios que causaron mortalidad en tilapia roja

(Oreochromis sp.), son patdgenos en tilapia nilética (O. niloticus).
Determinar el grado de proteccién conferida por los tratamientos con

L. casei y L. acidophilus en O. niloticus infectados experimentalmente con

A. hydrophila y S. agalactiae.
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5. HIPOTESIS

El aumento de peso y resistencia a enfermedades de la tilapia nilética
(O. niloticus) es significativamente mayor en los grupos de peces a los
que se les suministra alimento comercial suplementado con L. casei y L.
acidophilus con respecto al control, alimentados con concentrado

comercial.

El grado de proteccion conferida por las bacterias probidticas durante la
infeccion experimental con bacterias patégenas como A. hydrophila y
S. agalactiae es significativamente mayor en los tratamientos de tilapia
nilética donde el alimento ha sido suplementado con L. casei y L.
acidophilus con respecto a las tilapias control con concentrado sin

suplemento de bacterias probidticas.
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6. METODOLOGIA

6.1 Fase de Laboratorio

6.1.1 Cepas bacterianas

Con el fin de llevar a cabo los diferentes experimentos se emplearon cepas
probioticas L. casei y L. acidophilus donadas por el Laboratorio de Biologia

Molecular de la Universidad Jorge Tadeo Lozano.
Las cepas de las bacterias patogenas A. hydrophila y S. agalactiae fueron

amablemente donadas por el Laboratorio de Patologia Veterinaria de la

Universidad Nacional de Bogota.

6.1.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron peces con un peso promedio inicial de 1,5 gry 0,4 gr de la
especie tilapia nilética (O. niloticus) sanos, que no habian sido expuestos a
patdbgenos ni tampoco previamente vacunados, obtenidos en la estacién
piscicola del Servicio Nacional de Aprendizaje (SENA). Antes de empezar
los experimentos, los peces se aclimataron en acuarios de 40 litros con
oxigeno constante, a una temperatura aproximada de 22 °C. Se alimentaron
tres veces al dia con pienso comercial con 24% de proteina por 15 dias,
posteriormente los individuos se distribuyeron al azar en acuarios plasticos
de 20 litros con una densidad de siembra de 35 individuos por cada uno. Los
peces se mantuvieron con flujo de agua estatico, recambio de agua diario del
25 %, temperatura de 22° C, pH entre 5 y 6, aireacién continua, fotoperiodo

de 12 horas luz y 12 horas oscuridad (Fitzimmons, 1993; Balcazar et al.,
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2007a). Los peces se alimentaron tres veces al dia con concentrado

comercial, se llevo a cabo un registro diario de mortalidad.

6.1.3 Crecimiento bacteriano

L. casei y L. acidophilus se cultivaron en medio de cultivo Man Rogosa &
Sharpe (MRS) (Oxoid) (Figura 1), siguiendo las instrucciones del

productor.

Estas bacterias se incubaron por 48 horas a una temperatura de 37 °C en el
incubador con agitacion (Thermostatic shaker CNW, PSI — 320). ElI medio
MRS se preparo siguiendo las indicaciones del proveedor.

En el caso de las bacterias patdégenas utilizadas en el presente estudio,
A. hydrofila y S. agalactiae, se utilizé el medio de cultivo Infusion Cerebro
Corazon (BHI) (Meljem, 1995). Las bacterias se incubaron por 48 horas a
22 °C.

Para tiempos largos de preservacion de todas las bacterias se congelaron en
el medio respectivo para cada una suplementado con 15 % de glicerol. Las
bacterias tanto patégenas como probidticas fueron mantenidas a -80 °C para

su posterior uso (Villamil et al., 2003a; Balcazar et al., 2007c).
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Figura 1. Crecimiento bacteriano en medio MRS de las LAB. a = L. acidophilus,

b = L. casei

6.1.4 Recuento de bacterias

El recuento se realiz6 en una camara de Thoma y utilizando un microscopio

optico marca Nikon Eclipse modelo E2000.

La cantidad de bacterias se determiné empleando la formula dada por el

productor.

El numero de bacterias se confirmé por medio de la siembra en placa de las
diluciones y posteriormente se efectud el recuento del numero de unidades

formadoras de colonia (UFC) siguiendo los métodos estandar.
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6.1.5 Ensayos In vivo

6.1.5.1  Preparacion del alimento

Las bacterias L. casei y L. acidophilus se crecieron en MRS a 36° C por 48
hr. Posteriormente se toma un inoculo de cada bacterias y por separado se
prepara el alimento. Para esto se toma un inoculo de la bacteria y se prepara
una solucion bacteriana con una concentracion de 1x 10° UFC/mI, a esta
solucion se le adiciono como aglutinante aceite de higado de bacalao se
homogenizo y se le adiciono a 10 gr de alimento, se tapa y se refrigera a
4 °C. El concentrado comercial para todos los experimentos contenia 24% de
proteina. Se preparo cada cuatro dias de acuerdo con experimentos donde

se evalud la supervivencia de las LAB en el alimento.

6.1.5.2 Supervivencia de las bacterias lacticas en el alimento

Con el propdsito de garantizar la viabilidad de la bacterias suplementadas en
el alimento. Se prepar6 una solucién bacteriana con una concentracion de
1 x 108 UFC/gr de L. casei y L. acidophilus separadamente. Se prepararon 10
g de alimento el cual se homogenizd con la solucidon bacteriana y este se
refrigeré a 4 °C. Para esto se toma 1 gr de esta preparacién y se agrega en
un tubo falcon con 10 ml de PBS estéril, se homogenizo y se esperd que la
solucion se decantara con el fin de obtener el sobrenadante en donde
guedan en suspension las bacterias, de este sobrenadante se toman 100 pl
con el cual se realizaron diluciones seriadas para el posterior recuento en
placa, con el cual se determino el numero de dias de duracion del alimento
con suplemento de LAB (Balcazar et al., 2007a). Para esto se tuvo en cuenta

las UFC y que no se observara la aparicion de hongos.
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6.1.5.3 Evaluaciéon de los efectos de las bacterias probidticas sobre el

peso de la tilapia nilética

Se llevaron a cabo tres tratamientos experimentales para tilapia (O. niloticus).
En el primer tratamiento se alimentaron los peces con concentrado comercial
con un 24 % de proteina suplementado con L. casei, el segundo con
suplemento de L. acidophilus y el tercero con concentrado con suplemento
de PBS estéril y sin LAB que fue el control (Tabla 1). El alimento fue
preparado segun las indicaciones anteriormente mencionadas. Para cada
tratamiento se utilizaron 35 individuos tomados aleatoriamente del stock de
aclimatacién, cada uno de ellos con su respectiva replica. Los peces fueron
pesados al inicio y al final de las dos semanas de alimentaciéon para

determinar diferencias entre los tratamientos.

Los individuos de todos los tratamientos se alimentaron tres veces al dia
durante dos semanas, calculando la racion diaria teniendo en cuenta el peso
promedio inicial, numero de individuos y un porcentaje de biomasa del 10%.
(Gunther y Jiménez, 2004).

El calculo de la racion diaria de alimento se obtiene mediante la siguiente
formula:
PxBXxN

B = Porcentaje de biomasa (10%)

P = Peso promedio del animal en gramos

N = Numero de peces en el estanque
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Tabla 1. Experimento de alimentacion con los tratamientos realizados a individuos
de O. niloticus con un peso promedio de 1,5 gr. T= tratamientos. Control = sin
adicion de bacterias probiotticas.

T1 T2 T3

Control Concentrado + L.casei Concentrado + L. acidophilus

6.1.5.4 Estimaciéon de la patdgenicidad: infeccidn experimental con los

aislados bacterianos

Con el fin de establecer si A. hydrophila y S. agalactiae, aisladas durante
episodios de tilapia roja (Oreochromis spp.), son también patégenas para
tilapia nildtica, se realizaron desafios experimentales con tres diferentes
concentraciones 10%, 10° y 10® UFC/ml y un grupo control sin infeccién de
bacterias patégenas teniendo en cuenta lo reportado por otros autores
(Balcazar et al., 2007b) (Tabla 2). Este modelo planteado se llevo a acabo en
dos ensayos uno por bafo y otro por inyeccién intraperitoneal 100 pl,
teniendo en cuenta para cada uno las diferentes concentraciones, esto se

realizo en peces con un peso promedio inicial de 1,5 gr.

Los peces se mantuvieron en acuarios plasticos de 2 L, con condiciones
optimas como flujo de agua estatico, recambio diario de agua del 25 %,
temperatura de 22° C, aireacién continua y fotoperiodo de 12 horas luz y 12
horas oscuridad (Fitzimmons, 1993; Balcazar et al., 2007a). Tanto los
acuarios control como los de la infeccidn experimental se alimentaron con
pienso comercial con 24% en proteina y diariamente se llevd un registro de

mortalidad.
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Tabla 2. Tratamientos para la estimacion de la patégenicidad de las bacterias A.
hydrophila y S. agalactiae en peces de 1,5 gr. T = tratamientos. B= Bafo, |=
Inyeccién, Control = sin adicion de bacterias patdégenas, C= concentracion de la
bacteria.

T1 T2 T3 T4

Patogeno (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
A. hydrophila Control 10* 10° 10°
S. agalactiae Control 10* 10° 10°

6.1.5.5 Efecto de la alimentacion con suplemento de LAB en la resistencia

a infecciones experimentales

Luego de las 15 dias de alimentacién con suplemento de L. casei y L.
acidophilus, los peces se infectaron experimentalmente con A. hydrophila y
S. agalactiae en una concentracion de 5 x 10° UFC/ml mediante infeccién
por bafo de acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de
patdgenicidad. Para el disefio experimental de la infeccion, cada uno de los
tratamientos utilizados durante el experimento de alimentaciéon (control, L.
casei y L. acidophilus) se dividié en dos acuarios, quedando 15 individuos en
cada uno, uno de los acuarios se infecto experimentalmente con
A. hydrophila y al otro con S. agalactiae. El tiempo de duracion de estas

infecciones fue de 28 dias.

6.1.6 Ensayos In vitro

6.1.6.1 Evaluacién de la actividad antibacteriana in vitro (ECPs)

La capacidad de las bacterias L. casei y L. acidophilus para inhibir el
crecimiento de las bacterias patdogenas A. hydrophila y S. agalactiae se

determind mediante la evaluacion de sus productos extracelulares (ECPs)
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siguiendo la metodologia planteada por Villamil et al. (2003). Los lactobacilos
se crecieron en caldos MRS durante 24 hr a 36° C y las bacterias patogenas
se crecieron en caldo BHI y MRS por 24 hr a 22° C. Se toman las LAB ya
crecidas y se centrifugan quedando un sobrenadante el cual contiene los
ECPs, posteriormente en una placa de 96 pocillos se colocé una mezcla de
los ECPs de las LAB y de las bacterias patdgenas en una proporcion 1:1 lo
cual quiere decir 50 pl de los ECPs y 50 ul de cada patégeno por separado
(A. hydrophila y S. agalactiae) los cuales se encuentran en una
concentracién de 1 x 10° UFC/ml. La placa se ubico en el lector de placa en
el cual se leyo la absorbancia a 600 nm a las 0, 24, 48 y 72 horas de
incubacion, con el fin de observar la curva de crecimiento. Cada una de estas
pruebas se realizé por triplicado y se tomo como control los tratamientos sin

bacterias probidticas.

6.2 Fase de Gabinete

6.2.1 Evaluacion de los efectos de las bacterias probidticas sobre el peso

de la tilapia nildtica

Con cada uno de los tratamientos se obtuvieron datos iniciales y finales
como el numero de individuos y el peso de cada uno. Con estos se hallaron
el Incremento de peso en gramos, la Tasa de Crecimiento Especifico (TCE),
la Tasa de Conversiéon Alimentaria (TCA) (Lara et al, 2002; Gunther y
Jiménez, 2004; Villarroel, 2005) y la supervivencia empleando el programa

Microsoft Excel.
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Donde: Wi = peso promedio inicial
Wf = peso promedio final

t = nimero de dias del tratamiento

Tasa de crecimiento especifica:
TEC (%/dia) = (LnWf-LnWi) /t * 100

Tasa de conversion alimentaria:

TCA = Alimento suministrado / Incremento total de peso

Supervivencia:

% Supervivencia = (Numero de peces final / Numero de peces inicial) * 100

6.2.2 Analisis estadistico

Para todos los experimentos mencionados anteriormente (actividad
antibacteriana, alimentacion e infeccion experimental), se realizdé un analisis
exploratorio de los datos, involucrando medidas de tendencia central (media)
y mediadas de variabilidad (desviaciéon estandar) (Giraldo y Rodriguez,
1997).

Se realizaron pruebas de normalidad por medio de la prueba de Shapiro-
Wilks. Al encontrar que los datos no se ajustaban a una normalidad se
empleo, para encontrar diferencias estadisticas entre los tratamientos y el
control de cada experimento la prueba no paramétrica test de Kruskal- Wallis
y para conocer entre cuales tratamientos (L. casei y L. acidophilus y el
control) se presentaban las diferencias estadisticas significativas, se empled
el test de Dunn (Zar, 1999; Daniel, 2004). Todos estos analisis estadisticos

se ejecutaron con el programa Statgraphics plus 5.0.
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7. RESULTADOS

7.1 Supervivencia de las bacterias lacticas en el alimento

La concentracién de bacterias inoculadas en el alimento presentdé una
disminucién con el paso de los dias (Figura 2), siendo para el dia 0 de
1 x 10'"° UFC/gr para L. casei y de 2 x 10" UFC/gr para L. acidophilus. Para
el dia 6 de 5 x 10°y 1 x 10” UFC/gr respectivamente. Al quinto dia se
observo la apariciéon de hongos en los cultivos del recuento en placa de las
LAB en el concentrado comercial y menor crecimiento bacteriano, al igual
que en los recipientes que contenian esta mezcla. De esta forma se

determiné que la duracion del alimento viable con inoculo de LAB es de

cuatro dias.
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Figura 2. Curvas de supervivencia de las bacterias L. casei y L.
acidophilus en el alimento comercial durante seis dias. Los datos se
presentan en UFC/gr.
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7.2 Evaluacion de los efectos de las bacterias probidticas sobre el peso

de la tilapia nilética

Los peces alimentados con suplemento de L. casei presentaron la mayor
ganancia de peso (0,631 = 0,544 gr y 0,445 + 0,259 gr) durante las dos
semanas de alimentacion; dicho incremento no se dio de manera significativa
(p > 0,05) con respecto al control, ni con los grupos de peces de 1,5y 0,4 gr
(Figura 3).

0,63
1,20 - 0,59

1,00 - 0,53

0,80 | 041 0,45

0,60 -

Peso (gr)

0,40 -
0,20 -

0,00 -
Control L.casei L. acidophilus

m Peces 1,5 gr m Peces 0,4 gr

Figura 3. Incremento en peso de O. niloticus con peso promedio inicial de
1,5y 0,4 gr de. Los datos se presentan en gr + desviacion estandar.

Los peces de 0,4 gr presentaron los mayores valores de la TEC, las tilapias
alimentadas con suplemento de L. casei presentaron la TEC mas alta con
valores de 2,283 £ 1,006 y 6,403 + 0,989 %/dia para los peces de 1,5gry 0,4
gr respectivamente (Figura 4). No se presentaron diferencias significativas
(P > 0.05).
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Figura 4. Tasa especifica de crecimiento en O. niloticus con un peso
promedio inicial de 1,5y 0,4 gr. Los datos se presentan porcentaje / dia
desviacion estandar.

En cuanto al aprovechamiento del alimento (TCA) los peces de 0,4 gr
tuvieron los menores valores de la TCA al suministrarles alimento con
suplemento de las LAB presentado diferencias significativas respecto al
control (P < 0.05), se encontré6 un comportamiento similar al del incremento
en peso, donde se muestra los peces a los cuales se les suministro L. casei
en el alimento presenta los menores valores de 6,192 + 4,087 y 1,480 %
1,058 para los peces de 1,5 gry 0,4 gr respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Tasa de conversién alimenticia en individuos con un peso
promedio inicial de 1,5y 0,4 gr de O. niloticus. Los datos se presentan en
valor TCA * desviacion estandar. * Diferencias estadisticas significativas.

7.3 Supervivencia natural de los peces durante el periodo de
alimentacion.

Los peces suplementados con las LAB lograron aumentar la supervivencia,
sin embargo el control presento una buena supervivencia. Los tratamientos
con ambas cepas probidticas presentaron mejores resultados que el grupo

control con valores de 97 y 100 % para los peces de 1,5 y 0,4 gr
respectivamente (Figura 6,7 y 8).
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Figura 6. Porcentaje de Supervivencia de los individuos de O. niloticus
con un peso promedio de 1,5 gr. durante el periodo de alimentacion. Los
datos se presentan en porcentaje.
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Figura 7. Porcentaje de Supervivencia de los individuos de O. niloticus con
un peso promedio de 0,4 gr. durante el periodo de alimentacién. Los datos
se presentan en porcentaje.
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Figura 8. Porcentaje de Supervivencia de los individuos de O. niloticus
en el dia 15 de alimentacién. Los datos se presentan en porcentaje de
supervivencia

7.4 Estimacién de la patogenicidad: infeccion experimental con los

aislados bacterianos

Los resultados obtenidos durante el desafié experimental con las aislados
bacterianos de A. hydrophila y S. agalactiae obtenidas durante episodios de
mortalidad de tilapia roja, tienen la capacidad de inducir mortalidad en tilapia
nildtica. En particular, A. hydrophila caus6 mortalidad a los individuos de
tilapia nildtica durante la infeccion experimental por bafio. Las mortalidades
se registraron a partir del tercer dia y para el dia 10 todos los tratamientos ya
presentaban un 100% de mortalidad con todas concentraciones empleadas
(10°, 10° y 10* UFC/ml) (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de mortalidad acumulada de los individuos de O. niloticus
durante la infeccion experimental por bafio con A. hydrophila en diferentes
concentraciones (UFC/ ml). Los datos se presentan en porcentaje.

En la infeccion experimental realizada por inyeccién con diferentes
concentraciones de A. hydrophila causo mortalidades (Figura 10), se observo
que dichas muertes se dieron de acuerdo a las diferentes concentraciones
empleadas (105, 10° y 10* UFC/ml), cabe resaltar que la concentracién de
1x10% UFC/ml tuvo un 70 % de mortalidad en el dia 1y la de 1x10° UFC/ ml
presentd un 10 % mientras que la concentracion de 1x10* UFC/ml no registré

ningun individuo muerto al igual que el control.
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Figura 10. Porcentaje de mortalidad acumulada de los individuos de O. niloticus
durante la infeccién experimental por inyeccion con A. hydrophila a diferentes
concentraciones (UFC/ ml).. Los datos se presentan en porcentaje

En el caso de S. agalactiae se registr6 una mortalidad muy similar a la
ocurrida con A. hydrophila, donde con las diferentes concentraciones
(10°, 10° y 10 UFC/ml) la muerte se dio de manera paulatina alcanzando en
los dias 5y 6 el 100% de mortalidad (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de Mortalidad acumulada de los individuos de
O. niloticus durante la infeccidon experimental por bano con S. agalactiae a
diferentes concentraciones (UFC/ ml). Los datos se presentan en porcentaje.
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La infeccion por inyeccion con S. agalactiae mostré que las muertes de los
peces se dieron de acuerdo a las diferentes concentraciones empleadas
(10°, 10° y 10* UFC/ml), en los peces inyectados con 1x10° UFC/ml alcanzo
en el dia 7 el 100%. Con las concentraciones de 1 x 10° y 1 x10* UFC/ml
causaron una mortalidad del 40 y el 10 % respectivamente. El grupo control
no presenté mortalidad (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de Mortalidad acumulada de los individuos de O. niloticus
durante la infeccidn experimental por inyeccién con S. agalactiae a diferentes
concentraciones (UFC/ ml). Los datos se presentan en porcentaje.

En cuanto a las lesiones externas tipicas de este tipo de infeccidon, se
evidenciaron algunas en los peces al infectar experimentalmente con
S. agalactiae como enrojecimiento en la piel, por rompimiento de vasos
sanguineos subcutaneos y los bordes de las aletas desgastados (Figura 13
y 14).
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Figura 13. Individuo de O. niloticus infectado
experimentalmente con S. agalactiae.

Figura 14. Lesiones externas de un individuo de O. niloticus infectado con S.
agalactia. a = Rompimiento de vasos subcutaneos; b = Bordes de las aletas
desgastados y con enrojecimiento.

7.5 Efecto de la alimentacion con suplemento de LAB en la resistencia a

infecciones experimentales

Luego de la infeccién experimental por bafio con A. hydrophila con una
concentracion de 5 x 10° UFC/ml, los tratamientos con probidticos tuvieron
los mayores porcentajes de supervivencia con respecto al grupo control,
cabe resaltar que el tratamiento con L. casei fue el mas alto con un 87 % de
supervivencia, encontrando diferencias significativas (P<0.05) entre los
peces alimentados con suplemento de L. casei y los peces alimentados con
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el pienso control sin suplemento (Figura 15). No se evidenciaron lesiones

externas durante este experimento.
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Figura 15. Porcentaje de supervivencia de los individuos de O. niloticus
infectados con A. hydrophila. Los datos se presentan en porcentaje.

Para la infeccion con S. agalactiae, no se encontré un incremento en la
supervivencia de los peces con suplemento de probidticos con respecto al
control. Sugiriendo que las cepas seleccionadas no tienen efecto
bactericida contra esta especie patéogena in vivo. No se encontraron

diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de supervivencia de los individuos de O. niloticus
infectados con S. agalactiae con una concentracion de 5 x 10 > UFC/ml por bafio.
Los datos se presentan en porcentaje de supervivencia.

7.6 Evaluacién de la actividad antibacteriana in vitro

Las pruebas para determinar la capacidad antibacteriana de los aislados,
mostraron que existe una inhibicidn de crecimiento de bacterias patégenas
A. hydrophila y S. agalactiae enfrentadas a los productos extracelulares
(ECPs) de L. casei y L. acidophilus, ya que, se observa claramente como el
patdgeno tiene un buen crecimiento en su respectivo medio BHI, al crecerlo
en MRS se da una curva de crecimiento al inicio exponencial pero luego
decrece ya que este medio es muy acido para su crecimiento; sin embargo al
colocarle los ECPs de las LAB se ve una clara inhibicion de su crecimiento
desde las 0 hasta las 72 horas comparandolo con los patégenos en BHI y
MRS (Figura 17 y 18).

La implicacion de llevar a cabo este experimento en dos medio es por que las
bacterias L. casei y L. acidophilus son especificas para el medio MRS vy los
patdgenos de BHI sin embargo se crecieron en MRS y mostraron que si

crecen.
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Figura 17. Curvas de inhibiciéon in vitro del crecimiento de A. hydrophila por
incubacién con los ECPs de L. casei y L. acidophilus. Los datos se presentan
como medida de densidad éptica (600 nm) + desviacion estandar. La= L.
acidophilus, Lc= L. casei, Ah = A. hydrophila.
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Figura 18. Curvas de inhibicion del crecimiento de S. agalactiae por
incubacién con los ECPs de L.casei y L. acidophilus. Los datos se presentan
como medida de densidad éptica (600 nm) + desviacion estandar. La= L.
acidophilus, Lc= L. casei, Sa = S. agalactiae.

En la Figura 19 se muestra de manera comparativa la inhibicion en el
crecimiento de ambos patégenos por parte de los ECPs de las especies de
Lactobacillus al final del experimento. A las 72 horas de incubacion de los
ECPs de ambas bacterias con A. hydrophila se observo una inhibicion de
crecimiento del patégeno de un 81 % con L. acidophilus y de 83 % con L.
casei. Para las pruebas con S. agalactiae la inhibicion fue de 91 % para el

tratamiento con L. acidophilus y de 89 % para L. casei.
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Figura 19. Inhibicién del crecimiento de S. agalactiae y A. hydrophila por
incubacion con los ECPs de L.casei y L. acidophilus a las 72 h. Los datos se
presentan como porcentaje de inhibicion.



8. DISCUSION DE RESULTADOS

Existe un numero reducido de estudios sobre el efecto que generan los
probidticos sobre la respuesta inmunitaria en los peces, sin embargo se
estan empleando en la acuicultura con buenos resultados, ya sea por la
inhibicion del crecimiento de bacterias patégenas (Gildberg et al., 1997;
Gatesoupe, 1999; Nikoskelainen et al., 2001; Villamil et al., 2003a; Castro et
al., 2005; Chabrillon et al., 2005; Pirarat et al. 2006; Escobar et al., 2006;
Balcazar et al., 2007c), o por sus efectos en cuanto al incremento en peso
(Noh et al., 1994, Lara et al.,, 2002; Lara et al., 2003; Castro et al., 2005;
Rodriguez et al., 2006). Los probioticos favorecen los balances econdmicos
de las granjas productoras ya que su aplicacion reduce la cantidad de
alimento necesario para el crecimiento del animal lo cual genera una
disminucién en el costo de produccion (Aiba et al., 1998; Herich et al., 1999;
Gill et al., 2000; Lara et al., 2002; Pirarat et al. 2006, Balcazar et al., 2006;
Balcazar et al.,, 2007b; Balcazar et al., 2007c). Por lo mencionado
anteriormente este tipo de estudios son de suma importancia ya que facilitan
la comprensidn de la actividad benéfica de las bacterias con actividad

probidtica.

En el experimento de supervivencia de las LAB en el alimento se encontrd
que L. caseiy L. acidophilus, sobrevivieron en el alimento comercial, En el
dia cuatro se dio menor crecimiento bacteriano posiblemente por la perdida
de la viabilidad de las bacterias, por lo cual se determind que el tiempo del
alimento con inclusion de las LAB fue de tres dias. El tiempo de
almacenamiento puede ser mas prolongado segun lo reportado por Aly et al.
(2008b) quienes encontraron con diferentes temperaturas (4 y 25 °C) de

almacenaje que la bacteria B. pumilus sobrevivié por varias semanas; la
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diferencia con el estudio en curso pudo haber sido la metodologia aplicada o

la cepa utilizada.

Al realizar la alimentacion de los peces con dietas suplementadas con
L. casei y L. acidophilus, se encontré6 que los peces que recibieron el
alimento suplementado con L. casei mostraron el mayor incremento de peso,
estos resultados son similares a los encontrados por Lara et al. (2003)
quienes encontraron con un probiético comercial que contenia una mezcla
bacteriana de Lactobacillus acidophilus y Streptococcus faecium, que los
lactobacilos son capaces de producir aminoacidos, carbohidratos simples y
acidos grasos a partir de macronutrientes (proteinas, polisacaridos, grasas),
lo que ocasiona que el alimento sea aprovechado con mayor eficiencia y se
mejore la conversion alimenticia disminuyendo la cantidad de alimento
necesario para el crecimiento del animal, lo cual se refleja en una

disminucion en el costo de produccion (Lara et al., 2002).

Esto se evidencido en el presente estudio donde la tasa de conversion
alimenticia se comporté de manera similar al del incremento en peso, se
observa que los peces alimentados con pienso suplementado L. casei
presentaron la mejor asimilacion de los tres tratamientos cabe resaltar que
los valores son muy altos ya que lo que se busca es una proporcién 1:1 (un
gramo de alimento suministrado: un gramo de incremento en peso) esto
puede atribuirse a una alta racion del alimento adicionado a los peces por lo
cual no lo estaban consumiendo en su totalidad, la calidad del alimento en
cuanto a su valor nutricional tal vez no era la adecuada en cuanto al
porcentaje de proteina; al encontrar diferencias entre los peces de 1,5y
0,4 gr indican que los probioticos pueden actuar de forma diferente segun la
edad, sin embargo, se observo en los resultados que L. casei puede estar
favoreciendo a los peces haciendo que el alimento sea aprovechado con
mayor eficiencia, por su capacidad de degradar los macronutrientes a

moléculas mas simples (Naidu et al., 1999; Lara et al., 2002).
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Los valores de TCE mas altos los presentaron los peces de 0,4 gr y
alimentados con suplemento de L. casei, probablemente estos peces estan
en una fase de crecimiento exponencial y estan asimilando mejor el alimento.
Es recomendable hacer mas estudios a edades tempranas ya que no se

tiene mucha informacion.

Martinez et al. (2008) encontraron buenos resultados en incremento en peso
utilizando dos cepas de Bacillus en O. niloticus. El incremento en peso
puede atribuirse a produccion de enzimas digestivas como las proteasa y
amilasas (Gatesoupe, 1999), que permiten degradar una variedad de
sustratos naturales contribuyendo al ciclo nutritivo (Giacaman, 2006),
ademas de exoenzimas que rompen la celulosa y almidon mejorando la
asimilacion del alimento (Jory, 1999) y esporas para el establecimiento en la
microflora en el Tracto gastrointestinal (TGI) (Fuller, 1989; Fritze, 2004), ya
que, con estas resisten altas temperaturas y factores fisicos perjudiciales
como la desecacién, la radiacion, los acidos (Giacaman, 2006), se
establecen y ayudan en el proceso digestivo obteniendo asi que el
aprovechamiento del alimento y el incremento de peso sea mayor con los
tratamientos a los cuales se les adiciond probidticos, esto también podria
atribuirse a la eficiencia de la actividad digestiva, mejorando la sintesis de
vitaminas, cofactores y actividad enzimatica y la absorcion de nutrientes
(Gatesoupe, 1999; Lara et al., 2002; Aly et al., 2008a).

En cuanto a la supervivencia durante el periodo de alimentacién para ambos
tratamientos, fue mas alta en los grupos con L.casei y L. acidophilus en
comparacion con el control, encontrando que estas LAB podrian mitigar los
factores de estrés pues se registraron mas individuos muertos en el grupo
control en comparacion con los tratamientos con las LAB. Lara et al. (2002),
trabajaron con individuos de O. niloticus con dietas suplementadas con un
probidtico comercial que contenia una mezcla bacteriana (Streptococcus

faeciumn y Lactobacillus acidophilus) y compararlo contra una dieta
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convencional, estos fueron sometidos a pruebas de estrés y encontraron que
las dietas con probidticos lograron incrementar la supervivencia
significativamente independientemente del tipo de estrés al que se sometan
los animales, y concluyeron que este factor es importante en la variacion de
la microflora intestinal. Nikoskelainen et al. (2001), al emplear L. rhamnosus y
L. bulgaricus como probidticos en la trucha arco iris, observaron que la
mortalidad se redujo significativamente cuando se alimenté la trucha con una
dieta suplementada con una dosis alta de L. rhamnosus (10'2UFC / g). Otros
estudios corroboran lo mencionado anteriormente, donde los probidticos
tienden a mitigar el efecto del estrés en los peces, aumentando la

supervivencia (Ringo y Gatesoupe, 1998; Lara et al., 2003).

En este estudio los peces suplementados con L.casei y L. acidophilus
aumentaron de peso, pero este incremento no es estadisticamente
significativo. Por otra parte en los estudios de probidticos se han reportado
casos como el de Gulnther y Jiménez (2004) quienes no encontraron
resultados 6ptimos al emplear un probidtico comercial compuesto de Bacillus
subtilis y maltina, el crecimiento disminuyé y la utilizaciéon del alimento
empeor¢ ligeramente tras la adicion de este producto a la dieta, en este
experimento se utilizo una concentracion de la bacterias de 5 x 10® UFC/g,
los individuos estaban en etapa juvenil. Es muy importante para la seleccién
de un probidtico tener en cuenta los siguientes aspectos: la cepa
seleccionada, la concentracion en la cual se adiciond, el tiempo de duracion
en el alimento, el tamano de los individuos y otras variables como los
compuesto del alimento empleado pueden ser la causa de no encontrar
Optimos resultados; sin embargo seria bueno llevar a cabo futuros estudios
donde se emplee una mezcla de LAB con alguna bacteria del genero Bacillus

y determinar los efectos probidticos en el incremento en peso.
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En cuanto a la patégenecidad de las bacterias A. hydrophila y S. agalactiae
que fueron aisladas de tilapia roja, son patdogenas y pueden causar
mortanlidad en tilapia nilética. Para la estimacién de la patdégenicidad con los
aislados bacterianos de estas especies patdégenas es importante conocer los
diferentes métodos de inoculaciéon en que se exponen los organismos a la
bacteria, de esta manera se obtuvo que la inoculacion por bafio con las
diferentes concentraciones llego al 100 % de mortalidad en el décimo dia, lo
cual no se observé en la infeccion por inyeccion intraperitoneal que mostro
resultados mas variables con respecto a las diferentes concentraciones
ademas, con algunas de estas genero un porcentaje alto de mortalidad en el
primer dia de infeccion, siendo mas rapido el proceso infecciones. Esto se da
debido a aque por bafo la bacteria patégena puede ingresar al cuerpo por
diferentes vias la boca, el alimento; venciendo mas barreras como las
primarias que son las branquias, la piel, el mucus, y las secundarias que son
el sistema inmune los leucocitos, los macrofagos. Por inyeccion se coloca la
bacteria dentro del cuerpo del organismo afectando los 6rganos mas
importantes. Con los resultados obtenidos se logro obtener que la mejor
concentracion podria ser 1 x 10° UFC/ml ya que en el dia 6 generd
mortalidad para ambos casos, esta se va dando paulatinamente, por lo tanto
se determind que esta podria ser una dosis intermedia de acuerdo con los
resultados vy lo reportado por los otros autores (1 x 10° UFC/ ml) (Balcazar et
al., 2007a; Balcazar et al.,, 2007c; Aly et al., 2008b). Para este desafio
experimental se tuvieron medidas de prevencién altas para evitar la infeccion
a los peces control ya que la inoculacién de las bacterias por bafio fue

exitosa.

Respecto a la sintomatologia que presentaron los peces infectados con
S. agalactiae en el presente estudio, se evidenciaron pocos signos que
podrian compararse con los de la endoftalmia, hemorragia cutaneas y
nadado erratico, el no presentar signos clinicos muy notorios como: baja de

peso corporal, rigidez y curvamiento dorsal, indiferencia al medio; con menor

49



frecuencia se presentan otros signos como palidez hepatica, dilatacion de la
vesicula biliar, contenido mucoso pardo-rojizo en el intestino, dilatacion
abdominal, dificultad respiratoria, ya que, como 6rgano diana se considera
que afectan la piel, las branquias y el cerebro (Romano y Mejia, 2003; Pulido
et al., 2004; Evans et al., 2006). Esto puede darse por la concentracién de la
bacteria empleada, por la forma de inoculacion de la bacteria y el tamaio de
los individuos, que son factores determinantes en los resultados de los
diferentes estudios. Con la infeccién de S.agalactiae la mortalidad es rapida,
la infeccidn causa una respuesta aguda y no crénica como en el caso de las

infecciones que ocurren normalmente en los cultivos.

Las bacterias LAB empleadas en este estudio generaron un incremento en
peso limitado. Sin embargo, tienen efectos de proteccion contra patdgenos
como se evidencio en la infeccion experimental, algo similar ocurre en el
trabajo de Villamil et al. (2002) donde observaron que la colonizacion
intestinal en el rodaballo por parte de Lactococcus lactis parece baja, pero
este probidtico si estimula la respuesta inmune. Los peces estan en contacto
continuo con los microorganismos patdogenos, para que estos logren
desarrollar un proceso infeccioso este debe penetrar e invadir al hospedador,
el cual solo resiste o combate dicha infeccidon al tener un sistema inmune
eficiente, por eso es tan importante el uso de los probidticos como
suplemento en las dietas. La introduccion oral de estos microorganismos
probioticos puede incrementar la resistencia y eficiencia del huésped contra
los microorganismos patogenos facilitando la eliminacién de estos del epitelio
intestinal (Nikoskelainen et al., 2001, Verschuere et al., 2000) por medio de
efectos antimicrobianos, bioquimicos y fisiologicos, es por esto que el
establecimiento de una microbiota normal o de proteccion es un componente
clave para el mantenimiento de la salud. Esto se logra a través de
mecanismos de expulsidbn competitiva y facilita la maduracion del sistema
inmune (Aly et al.,, 2008; Gémez y Balcazar, 2008; Wang et al., 2008). Es

importante que las bacterias probidticas sobrevivan y se reproduzcan en el
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tracto digestivo, consiguiendo de esta manera que se establezcan en la
microbiota intestinal y no sean transitorias (Kim et al., 2007). En este estudio
cabe resaltar que las bacterias probidticas L.casei y L. acidophilus
sobrevivieron pero no aumentaron el numero de bacterias, de acuerdo a
experimentos preliminares donde se determino que tienen una supervivencia
en el agua inferior a siete dias, por lo cual es importante profundizar en
estudios con respecto a la supervivencia de las LAB en el agua y la

adherencia en el mucus intestinal.

Las bacterias patdogenas poseen multiples factores de virulencia, como los de
superficie, asociados a células, plasmidos, sistemas de modificacion y los
ECPs, que parecen desempenfiar un papel importante en la patogénesis de la
enfermedad en peces. Sin embargo, los resultados obtenidos durante la
infeccion experimental con A. hydrophila son alentadores, ya que, se
encontro una alta supervivencia de los peces alimentados con suplemento de
L. casei y L. acidophilus, mostrando diferencias significativas entre el control
y L. casei; este incremento puede estar asociado a una activacion de
funciones inmunes como leucocitos, macrofagos y diferentes sustancias
(Irianto y Austin, 2002; Gimeneo, 2004) como el acido lactico y las
bacteriocinas. Aly et al. (2008b) tuvieron resultados similares pues la tasa de
supervivencia frente a la infeccidbn con A. hydrophila en tilapia nilética
aumentd significativamente en los grupos alimentados con dietas que
contienen bacterias probidticas como L. acidophilus en comparacion con el
grupo control. Se sabe que este patdégeno causa mortandad por sus
diferentes mecanismos de virulencia como son las proteasas que establecen
la infeccion en el hospedero (Leung et al., 1988; Paniagua et al., 1990;
Borrego et al.,1991; Gavin, 2003; Wang et al., 2003; Rodriguez et al., 2005;
Tequianes et al., 2005), las aerolisinas que causan la hemdlisis de los
eritrocitos (Tequianes et al., 2005; Wang et al., 2003; Rodriguez et al., 2007)
la formacion de una capsula y las laminas S (proteinas) (Paniagua et al.,

1990; Gavin, 2003; Urgell, 2004) y los sistemas de captacion de hierro que
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regula la actividad de la enterotoxina denominada Act con actividad

citotoxica, hemolitica y enterotoxica (Urgell, 2004).

Reyes (2009) encontré que el nivel de expresion de algunos genes de
defensa como transferrina y las citoquinas IL-1f y TNF-a. aumentan por la
adicién de L. acidophilus en la dieta de tilapia nilética. Como se sabe en los
peces la transferrina actia como activador de macréfagos (Gémez y
Balcazar, 2008) y controla los niveles de hierro disponibles operando de esta
manera con una actividad bacteriostatica, ya que algunas bacterias
patdgenas como el caso de A. hydrophila requieren del hierro para aumentar
su actividad bactericida (Urgell, 2004), en el momento de presentarse algun
dafio en el organismo estimula una respuesta inmune para retirar hierro de
tejidos que estén afectados (Gomez y Balcazar, 2008). Gran parte de esto lo
menciona Rodriguez et al. (2005) reportan una actividad proteolitica y
hemolitica en A. hydrophila capaz de inducir danos en tejidos de cachama y
tilapia, para esta ultima confirman que es una especie letal, esta bacteria
puede causar enfermedades como la septicemia hemorragica bacteriana, la
cual produce oscurecimiento en la piel, afecta el musculo y genera
superficies con hemorragias, ulceras en la region ocular al igual que la base
de las aletas pectorales. En la parte interna se observa palido el higado, asi
como necrosis en el corazéon y bazo (Balcazar et al.,, 2007b). Esta
sintomatologia no se reporté en este estudio, no exponian lesiones externas
de la enfermedad pero si en el comportamiento como aletardamiento. No se
observaron como se ve normalmente en las granjas ya que la infeccion es
normalmente cronica, lo cual quiere decir que hay un incidencia de la
bacteria patégena en baja dosis, pero constante, con lo cual la muerte no
ocurre de manera fulminante, sino que es un evento progresivo lo cual da

tiempo a que se manifiesten los sintomas mencionados anteriormente.
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Las especies L.casei y L. acidophilus proveen un mecanismo de proteccién
contra agentes infecciosos mediante la produccion de acido lactico que se
encarga de bajar el pH del medio en este caso del TGI. El acido lactico actua
atravesando la membrana citoplasmatica, donde se disocia y afecta
directamente el pH intracelular microbiano ocasionando de esta manera la
muerte a la célula patégena (Escobar et al., 2006). Los peces suplementados
con el probiotico L. casei obtuvieron la mayor supervivencia posiblemente
por la accion de la bacteriocina que inhibe el crecimiento de bacterias
oportunistas por medio de la formacién de poros que permeabilizan la
membrana citoplasmatica inhibiendo la sintesis de macromoléculas como los
carbohidratos causando la lisis de la célula y su posterior muerte (Naidu et al,
1999; Buchanan y Gibbons, 2000; Verschure, 2000; Escobar et al., 2006; Aly
et al., 2008b) al impedir la sintesis de macromoléculas puede limitar la
formacion de la capsula como mecanismo de patdégenicidad quedando de

esta manera mas expuesta a las variaciones del pH.

Otros probables limitantes para la proliferacién de A. hydrophila, puede ser la
funcidn inmune que se denomina estallido respiratorio como lo mencionan
Newaj et al. (2007) quienes trabajaron con el probiodtico B. subtilis y una cepa
de Aeromonas sp. en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y encontraron
que la respuesta inmune de los peces incluia un aumento significativo del
nuamero de leucocitos y de la actividad fagocitica. Estos resultados son
similares a los reportados por Villamil et al. (2002) quienes observaron como
la bacteria Lactococcus lactis aumento la respuesta por parte de los
macrofagos contra V. anguillarum en el rodaballo (Villamil et al. 2002), L.
rhamnosus en la trucha arco iris (Nikoskelainen et al. 2003). Por otra parte
esta el aumento de leucocitos y la induccién de apoptosis que se da por la
liberacion de selenio organico (Klein, 2004) ya que los Lactobacillus
concentran el Selenio de manera inorganica y lo convierten a organica (Sanz
et al., 2002). Este mecanismo es muy importante dado a que los leucocitos
poseen la capacidad de emerger del torrente circulatorio hacia los espacios

intercelulares (Petracini, 2007), brinda mayor proteccion contra agentes
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infecciosos; ya que estimula se sistema inmune aumentando la produccién
de macrofagos y citoquinas preinflamatorias (Olabuenaga, 2000; Stafford y
Belosevic, 2003; Stafford et al., 2004; Petracini, 2007). Se deben realizar
estudios que se enfoquen a la estimulacion del sistema inmune con el fin de
conocer los mecanismos que ayuden a la activacion de estas funciones que
estan asociadas con un aumento de la proteccion contra enfermedades de

tipo infeccioso.

La competencia por nutrientes como los carbohidratos (glucosa) puede ser
otro problema para el patégeno, debido a que, L. acidophilus requiere altas
concentraciones de estos para proliferar en el tracto gastrointestinal, de igual
forma A. hydrophila la requiere para formar el polisacarido capsular pues

crece en un medio con concentraciones elevadas de glucosa (Urgell, 2004).

En este trabajo se determindé que L. acidophilus y L. casei inhibieron el
crecimiento de A. hydrophila y S. agalactiae en experimentos in vitro; sin
embargo en los experimentos in vivo en el que se infecto experimentalmente
con dichos patdégenos por bano luego de 15 dias de alimentacion con
suplemento de las LAB, no lograron incrementar la supervivencia durante el
desafio experimental con S. agalactiae, probablemente por ser una cepa mas
resistente con un alto grado de patdgenicidad, dado a que tienen
mecanismos de virulencia muy fuertes como la formacién de la capsula de
polisacaridos como su principal factor de virulencia ya que lo protege del
sistema inmune del hospedero como la accion de los leucocitos y
macrofagos, dicha capsula le da la capacidad de sobrevivir en el interior de
los fagosomas de macréfagos (Velazco et al., 2002; Liu y Nizet, 2004; Pulido
et al., 2004; Miller y Neely, 2005; Lowe et al, 2007; Rojo et al., 2008), evita
que el patégeno pueda ser fagocitado dandole mayor tiempo de expandir la
infeccion (Pulido et al., 2004); ademas, las bacterias del genero
Streptococcus producen una enzima denominada hialuronidasa que degrada

el acido hialuronico creando un punto de entrada de las bacterias en el
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organismo lo cual facilita la propagacién de la bacteria, esto puede contribuir
a la destruccion del tejido conectivo de las células del hospedero (Rojo et al,
2008).

Otro factor de virulencia es una toxina llamada Beta hemolitica citotoxica
(BH/ c), esta es regulada por cambios en la glucosa y pH del medio y causa
lisis de los eritrocitos y por medio de los fosfolipidos en la membrana de las
células encuentran el sitio de accion (Velasco et al., 2002; Liu y Nizet, 2006),
cuando el patégeno esta dentro de los macréfagos y los emplean como via
de entrada al hospedero, en el momento que van a seguir con la proliferacion
de la infeccion esta enzima elimina los macrofagos por apoptosis y el
S. agalactiae queda libre. La apoptosis es un tipo particular de muerte celular
definida por una secuencia de cambios morfoldgicos, bioquimicos y
funcionales especificos, comienza con la condensacion del citoplasma y la

reduccion del volumen celular (Vila, 2002).

A pesar de los factores de defensa inespecificos que son potenciados por
accion de los probidticos, los patdogenos también tienen mecanismos de
resistencia, con esto puede dificultar la eliminacién de estas bacterias por
parte de los probidticos; ademas la BH/ ¢ se encuentra en mayor cantidad
cuando hay bajos niveles de glucosa (Liu y Nizet, 2006), es probable que los
Lactobacillus al adquirir la glucosa del medio bajan los niveles y favorezcan
la proliferacion de los patogenos, logrando contrarrestar la accidén protectora
de los probidticos, por lo mencionado anteriormente es posible que en esta

infeccién experimental no se pudo controlar la infeccidn con S. agalactiae.

Este estudio se realizé para conocer qué tan efectivos son los dos aislados
L. casei y L. acidophilus y cual es su verdadero potencial como probioticos
teniendo en cuenta sus facultades como promotores de crecimiento y como
inmunoestimulantes. Una forma comun para seleccionar los probidticos es

llevar a cabo pruebas de antagonismo in vitro, en la que los agentes

55



patdgenos son expuestos a los ECPs de los posibles probidticos en un
medio liquido (Vine et al., 2004). Segun Balcazar et al. (2006), es importante
llevar a cabo estos ensayos para tener la seguridad de que no son
patdgenos y para saber la capacidad de la cepa para sobrevivir al pasar por
el tracto gastrointestinal del hospedero. De acuerdo a los resultados
obtenidos en el presente trabajo indicaron que las bacterias L. casei y
L. acidophilus consideradas como candidatos probidticos inhiben el
crecimiento de las bacterias patdogenas A.hydrophila y S.agalactiae. Cabe

resaltar que hacen falta muchos mas estudios al respecto.

Los resultados obtenidos muestran que los ECPs de L. casei y L. acidophilus
pueden inhibir el crecimiento de A. hydrophila y S. agalactiae in vitro, lo cual
fue determinado por la densidad 6ptica de los cultivos luego de completarse
el periodo de incubacion in vitro con los productos extracelulares ECPs,
donde a las 72 horas se ve claramente como inhiben las LAB a los
patdgenos, Aly et al. (2008a) obtuvieron resultados similares indicando que
L. acidophilus inhibié la actividad de A. hydrophila y Streptococcus iniae; de
igual forma, Mejia et al. (2007), con algunas cepas del género Lactobacillus
quienes llevaron a cabo pruebas del efecto de inhibicion de estas bacterias
frente a microorganismo patdégenos como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Shigella sonnei y Salmonella typhi, donde se encontrd
independientemente cual fuera el microorganismos empleado que a bajas
concentraciones LAB se tiene un efecto bacteriostatico pero al aumentar las
concentraciones no solo se da inhibicién del crecimiento sino también lisis
celular actuando como un agente bacteriolitico; sin embargo, Villamil et al
(2002) trabajaron algunas cepas de LAB y encontraron que L. casei y
L. mesenteroides en medios diluidos, fueron los unicos que no inhibieron el
crecimiento de V. anguillarum por lo cual se observa que posiblemente para
cada patégeno pueden actuar de diferente manera, por tanto, la dosis y la
concentracion minima inhibitoria es muy importante para llegar a obtener un

buen candidato probidtico que genere proteccion al hospedero.
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Los ECPs de las LAB tienen varias sustancias que podrian inhibir el
crecimiento de bacterias patdogenas tales como el acido lactico (Verschure,
2000; Villamil et al.2003a; Cabrillon et al., 2005; Aly et al. 2008a), acidos
organicos (Villamil et al.,2003; Gatesoupe, 2008), perdxido de hidrégeno,
diéxido de carbono (Naidu et al., 1999, Villamil et al., 2003a), bacteriocinas
(Naidu et al, 1999; Buchanan y Gibbons, 2000; Verschure, 2000; Gonzalez et
al., 2003; Escobar et al., 2006; Aly et al., 2008b; Villamil, et al., 2008).
Algunas bacteriocinas como la lactidocina actuan destruyendo la integridad
de la membrana citoplasmatica a través de la formacion de poros, lo que
provoca la salida de compuestos pequefios o altera la fuerza motriz de
protones necesaria para la produccion de energia y el movimiento
bacteriano, ademas de la sintesis de proteinas o acido nucléicos (Villamil et
al., 2003b; Gonzales et al., 2003). En este caso en particular no se sabe cual
de los componentes es el que esta actuando, lo mas probable es que sean

varios factores actuando sinérgicamente.

En este estudio se encontrdé que los lactobacilos no son muy eficientes en el
crecimiento de los individuos de O. niloticus, pero si en la proteccion
conferida contra patogenos como A. hydrophila y S. agalactiae (in vitro),
aunque in vitro funcionaron contra los dos patégenos, in vivo solo se lograron
buenos resultados de supervivencia de los peces infectados con
A. hydrophila debido probablemente a que los probiéticos inhiben el
patdogeno de forma directa y por otra parte favorecen los mecanismos de
respuesta inespecificos ligados a la defensa contra estas bacterias que
generan procesos infecciosos, dado a que tienen diferentes mecanismos de
accion frente a estas como: el acido lactico, bacteriocinas, peroxido de
hidrogeno, dioxido de carbono y acidos organicos, que son empleados para
combatirlos. Con esto se puede inferir que los probidticos son especificos y

no actuan de la misma forma con todos los agentes infecciosos.

57



Es importante mencionar que la dosis empleada en este estudio dio buenos
resultados para la resistencia de la infeccion experimental, mas no en el
incremento en peso de los individuos de O. niloticus. Se recomienda en
proximos estudios revisar el tiempo de administracion ya que estas cepas
tienen un crecimiento lento y la cantidad de macronutrientes como los
carbohidratos en el alimento que se empleara en las dietas, esto podria
ayudar a que las bacterias probidticas empleadas en este estudio para

facilitar el incremento en peso de los peces.

Por ultimo hay que destacar que el uso de los probidticos en la acuicultura
tiene acciones benéficas pero limitadas para cada especie, por tanto la
seleccién del probidtico puede depender de obtener una mejor comprension
de la ecologia microbiana de la especie cultivada, por esto se deben realizar
estudios posteriores encaminados a descifrar la ecologia microbiana. En la
actualidad hay una mayor demanda respecto a los productos de la
acuicultura y un incremento en la busqueda de alternativas a los antibiéticos,
por tal motivo se considera muy importante llevar a cabo otras
investigaciones como la mezcla de cepas probioticas con el fin de determinar
si tienen mejores resultados tanto en el crecimiento como en la resistencia a
enfermedades, ya que, con este estudio se evidencio que los probidticos
pueden fortalecer el grado de proteccion conferida, la resistencia a las
enfermedades y por consiguiente la salud, posiblemente mitigando los
factores de estrés, con lo que mejorar la alimentacion y por consiguiente la

produccion en los cultivos.
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9. CONCLUSIONES

Las bacterias L. casei y L. acidophilus sobreviven en el alimento
Comercial durante cuatro dias aproximadamente, lo cual es importante para
la alimentacion de los peces, ya que por esta via de administracion se logra

que los peces adquieran las bacterias de manera adecuada.

Las LAB L. casei y L. acidophilus, no generaron dafios a los peces durante
el periodo de alimentacion en los acuarios, se incrementd el peso
supervivencia pero no significativamente, con lo cual se podria decir que
estos pueden ayudar a disminuir los factores de estrés, estas bacterias se
constituyen en excelentes candidatos para realizar futuros estudios como

probidticos a nivel piloto.

Para la TCA se registraron valores altos esto pudo deberse a la racion
suministrada durante el periodo de alimentacion, al tamafo de los peces, a la
calidad del alimento suministrado y al porcentaje de proteina en la dieta. Los
peces de 0,4 gr suplementado con L. casei y L. acidophilus tuvieron los

menores valores presentado diferencias significativas con el control.

Los valores de TCE mas altos los presentaron los peces de 0,4 gr y
alimentados con suplemento de L. casei sin embargo no se presentaron
diferencias significativas con el control probablemente a que estos peces

estan en una fase de crecimiento exponencial.

Las bacterias A. hydrophila y S. agalactiae aislados de episodios que
causaron mortalidad en tilapia roja (Oreochromis sp.), son también
patdgenos para la especie O. niloticus causando mortalidad en la infeccidn

experimental.
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El método por bafio es para este estudio el mejor medio de inoculacion de
las bacterias patégenas A. hydrophila y S. agalactiae, ya que se consigue
que los peces presenten infecciones de manera paulatina y la mortalidad de
los mismos a diferentes concentraciones, siendo la concentracion mas
adecuada 5 x 10° UFC/ml.

La actividad de las LAB in vitro e in vivo pueden variar significativamente
ya que in vitro L. casei y L. acidophilus inhibieron el crecimiento de A.
hydrophila y S. agalactiae, aunque in vivo, solo se observo un incremento en
la supervivencia de los peces alimentados durante 15 dias con L. casei
durante la infeccidon experimental con A. hydrophila. Las LAB no evitaron la
proliferacion de S. agalactiae debido a que esta cepa parece ser mas
resistente, con lo cual se podria inferir que los probiéticos generan efectos
particulares para cada especie y no actuan de la misma manera frente a los

agentes infecciosos en este caso de tipo bacteriano.
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10. RECOMENDACIONES

Es conveniente realizar mas ensayos sobre la utilizacion de probiéticos en
las dietas para tilapia en otras etapas para mejorar la eficiencia en la
utilizacion del alimento concentrado por parte de los animales, optimizando

asi los parametros productivos.

Para futuros experimentos con probiéticos en tilapias es de mucho interés,
realizar un analisis del tracto digestivo para observar colonizacion o no de
dichos probiéticos, exclusidn de patdégenos y microorganismos no deseados,

y digestibilidad de alimentos con adicion de probioticos.

Se consideran necesarios mas estudios para entender el efecto y
mecanismos de accion in vivo de las diferentes cepas probidticas y las
bacterias patogenas, evaluando otras maneras de inhibir el crecimiento de
bacterias indeseables, como la competencia por los nutrientes, sitios de

adhesion en el intestino y produccién de sustancias inhibitorias.

La mezcla de probidticos se puede probar para conocer los efectos en el
incremento de peso y la resistencia a las infecciones producidas por
bacterias en la tilapia nilética, de igual forma es importante hacer estudios
preliminares para determinar los mecanismos de virulencia de los patégenos

y el efecto en el sistema inmune de la tilapia si en realidad inducen apoptosis.
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12. COMPLEMENTARIOS

Experimento 1.

Control L. casei L. acidophilus
I. Alimentacion
a. No. Peces 32 32 33
b. Dieta (% Proteina) 24 24 24
c. Concentracién Bacteria . 6
(UFC/gr) 10 10
d. % Supervivencia 914 97,1 97,1
II. Infeccidén experimental
a. No. Peces 15 15 15
b. Patégeno A. hydrophila  A. hydrophila A. hydrophila
c. Tipo de Inoculacion Bafio Bafio Bafio
d. Concentracion Bacteria 10 ° UFC/ml 10 ° UFC/ml 10 ° UFC/ml
e. % Supervivencia 53,3 86,7 73,3
Experimento II.
Control L. casei L. acidophilus
I. Alimentacion
a. Peces 25 26 27
b. Dieta (% Proteina) 24 24 24
b. Concentracion Bacteria
* 10 ° 10
(UFC/gr)
f. % Supervivencia 93,3 100 100
Il. Infeccidon experimental
a. Peces 15 15 15
b. Patégeno S. agalactiae S. agalactiae S. agalactiae
c. Inoculacion Bafio Bafio Bafio
d. Concentracién 10° 10° 10°
e.% Supervivencia 40,0 26,7 33,3
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Indices de Crecimiento

Experimento |

I. IDPE
Control L. casei L. acidophillus
a.Xx$S 0,039 + 0,036 0,042 + 0,036 0,035 + 0,025
b. % Inc 100,000 106,660 89,436
. % Inc real 6,660 -10,564
II. TCE
a.X%$S 1,990 + 0,919 2,283 + 1,006 1,938 + 0,747
b. % Inc 100,000 114,765 97,400
. % Inc real 14,765 -2,600
. CR
a.Xx$S 0,591 £0,544 0,631 + 0,544 0,529 +0,382
b. % Inc 100,000 106,660 89,436
. % Inc real 6,660 -10,564
Experimento Il.
I. IDPE
a.X%$S 0,027 +0,022 0,029 £0,017 0,024 £ 0,013
b. % Inc 100 108,208 89,173
. % Inc real 8,208 -10,827
II. TCE
a.Xx$S 4,978 +2,345 6,403 + 0,989 4,792 + 0,650
b. % Inc 100 128,633 96,274
. % Inc real 28,633 -3,726
. CR
a.X%$S 0,411 £ 0,337 0,445 £ 0,259 0,367 + 0,200
b. % Inc 100 108,208 89,173
. % Inc real 8,208 -10,827
IV. K
a.Xx$S 0,052 + 0,033 0,092 + 0,036 0,044 + 0,016
b. % Inc 100 173,404 83,252
73,404 -16,748
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