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RESUMEN

En la acuicultura se ha implementado el uso de probioticos como una medida
preventiva a las mortalidades causadas por enfermedades de tipo bacteriano
gracias a la proteccibn que pueden conferir contra patdgenos mediante la
estimulacién del sistema inmunolégico y a propiedades como promotores de
crecimiento de los animales cultivados. Este trabajo es un aporte al conocimiento
de los probidticos y su implementacion en el cultivo de tilapia nilética (Oreochromis
niloticus) mediante la utilizacion de tres bacterias nativas aisladas de juveniles de
esta especie suministradas individualmente, y de tres mezclas de bacterias
probiéticas realizadas con Bacillus pumilus, Bacillus sp, Lactobacillus acidophilus y
Lactobacillus casei. Se evalu6 su efecto en el crecimiento y supervivencia durante
desafios experimentales con Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae y
Vibrio algynoliticus. In vivo los resultados indican que las tres cepas nativas
pueden incrementar el peso de la tilapia y que las mezclas probioticas (Bacillus
pumilus+Bacillus sp), (Lactobacillus acidophilus+L.casei) y (L. acidophilus+Bacillus
sp) no lo hacen de manera significativa sin causar algun efecto sinérgico. Se
evalué in vitro la actividad antibacteriana de los productos extracelulares (ECPs)
entre las bacterias probidticas y se encontré que L. acidophilus y L.casei se
inhiben entre si, y a Bacillus sp. cuando son utilizados como mezclas. Ninguna de
las bacterias empleadas en el presente estudio aumenta de manera significativa
los porcentajes de supervivencia de tilapia nilética durante los desafios

experimentales.

Palabras clave: Probi6ticos, O. niloticus, bacterias nativas, incremento,

supervivencia, Lactobacilllus, Bacillus, Aeromonas, Streptococcus, Vibrio.
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ABSTRACT

In aguaculture activity, there has been implemented the probiotics as a preventive
measure to mortalities caused by bacterial diseases, due to their capacity of
protection against pathogens by the stimulation of the immune system and
because of their properties as growth promoters in cultivated animals. This work is
a contribution to knowledge of probiotics and their implementation in the cultivation
of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) by using three native bacteria isolated from
juveniles of this same species that were given individually; and the use of three
bacterial mixtures made with Bacillus pumilus, Bacillus sp., Lactobacillus
acidophilus and Lactobacillus casei. Growth effect and survival were evaluated
during experimental challenges with Aeromonas hydrophila, Streptococcus
agalactiae and Vibrio algynoliticus. In vivo results, show that the three isolated
bacteria can increase the weight in Nile tilapia, but the probiotic mixtures (Bacillus
pumilus+Bacillus sp), (Lactobacillus acidophilus+L.casei) y (L. acidophilus+Bacillus
sp) don’t do this in a significant way without causing any synergistic effect.
Antibacterial activity of the Extracellular Products (ECPs) was evaluated In vitro
between probiotic bacteria; this showed that L. acidophilus and L. casei inhibit
each other, and at the same time inhibits Bacillus sp. when used as mixtures. None
of the bacteria used in this study increases in a significant way the survival

percentages of Nile tilapia during the experimental challenge.

Key words: Probiotic, O. niloticus, native bacteria, survival increase,

Lactobacilllus, Bacillus, Aeromonas, Streptococcus, Vibrio.
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1. INTRODUCCION JUSTIFICADA

La acuicultura se ha convertido en la alternativa principal generadora de alimento
para consumo humano ante la dramatica sobreexplotacion de recursos naturales
por parte de las pesquerias (FAO, 2006). Desde finales de los 90’s este sector
alcanzé sus maximos y desde este momento fluctia alrededor del mismo nivel
indicando que cada vez mas se acerca a la produccion maxima sostenible
(APROMAR, 2007), por lo cual nace la esperanza de ubicar a la acuicultura como
la principal fuente de alimento ademas de ser un recurso decisivo para la
seguridad alimentaria y la disminucién de la pobreza (Kent, 1995; FAO, 2002) que
busca dia a dia expandirse mas con el cultivo de gran cantidad de especies icticas

incluso en aguas marinas abiertas (Mann et al., 2007).

Actualmente existen muchos factores limitantes en la acuicultura para una
produccion totalmente éptima entre los que se incluyen el escaso numero de
juveniles viables en condiciones de cautiverio, un inadecuado suministro de
alimento artificial para cubrir todos los requerimientos nutricionales de los
organismos y la reduccion de la salud de los mismos asociada a enfermedades
(APROMAR, 2007). Es por esto ultimo que desde hace algunos afios se ha
recurrido a los antibiéticos como una alternativa para mitigar las enfermedades
infecciosas, pero el uso indiscriminado ha generado en las bacterias resistencia a
estas sustancias (Martin y Carmona, 2003; Alvarez et al., 2006) y en los
principales paises consumidores su aplicacion en cultivos ha sido restringida al ser
ingeridos exclusivamente por los humanos. Es por esto que se debe recurrir a
nuevas estrategias que permitan mitigar al maximo las enfermedades en los
cultivos acuicolas, favoreciendo el crecimiento de los organismos y una gran

produccion.

Ardila-Jaime, 2010.
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Los probidticos hoy en dia se postulan como la alternativa con mayor éxito para
competir con los patdégenos bacterianos (Ochoa y Olmos, 2005; Villamil y Novoa,
2009) aungue aun existan muchas dudas sobre su eficacia y seguridad de
produccion, causadas por la falta de evidencia cientifica para todas las especies y
por la ausencia de un producto comercial realmente efectivo para varias especies

de cultivo.

El presente trabajo, busca dar un aporte al conocimiento cientifico con la
aplicacion de probiéticos para el crecimiento y supervivencia de una especie de
gran importancia economica como la tilapia nilética (Oreochromis niloticus).
Basados en la existencia de bacterias en los peces las cuales desempefian roles
favorables per se, se desea generar nuevas herramientas que permitan combatir
las enfermedades bacterianas mediante la aplicaciéon como suplemento alimenticio
de probiéticos previamente aislados de esta especie, evaluando el efecto en la

supervivencia, peso, y talla de los juveniles de tilapia.

Este trabajo se encuentra enmarcado dentro del proyecto busqueda de nuevos
aislados microbianos con actividad antibacteriana, inmunopotenciadora Yy
estimulante de crecimiento para su aplicacion en el cultivo de tilapia nilética
(Oreochromis niloticus) que realiza el grupo de investigaciones en Cultivo y
Manejo de Organismos Acuéticos, actualmente avalado por la Universidad de
Bogota Jorge Tadeo Lozano y pendiente de ser categorizado por COLCIENCIAS.

Ardila-Jaime, 2010.
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2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1 ACUICULTURA EN EL MUNDO

La acuicultura tiene 4000 afios de historia, pero s6lo durante los ultimos 50 afios
se ha convertido en una actividad socioeconémica de importancia, con prevision
de alcanzar un 50 % en el aporte de productos pesqueros en el 2025. (FAO,
2004). Estos tipos de cultivos han tenido una gran aceptacién y crecimiento a nivel
mundial durante los ultimos 50 afios y su produccién sigue incrementando con
mayor rapidez que cualquier otro sector productor de alimentos de origen animal
puesto que su tasa de aumento en el mundo es del 8,8% anual desde 1970 (FAO,
2006). El éxito se basa principalmente en el control moderno sobre la reproduccion
de las especies, el control de los factores ambientales del area, el mejor
conocimiento de su biologia, a las innovaciones tecnoldgicas y al desarrollo de
alimentos especificos (Ramorino, 1974; APROMAR, 2008); al igual que, se ve
estimulada por la gran demanda existente de especies icticas para el consumo
humano debido al gran contenido proteinico, y que ha fomentado la produccion en
paises en desarrollo gracias a la gran accesibilidad por parte de los sectores mas
pobres de la comunidad, que ven en la acuicultura una opcion econémicamente
rentable sobre todo por el bajo costo en la alimentacion de las especies icticas en
agua dulce, que consumen poco en la red alimenticia acuatica (FAO, 2003).

Segun Castillo (2008), en la actualidad la tilapia es el segundo grupo mas grande
de peces cultivados, lo cual tiene importancia si se considera que contribuye con
el 20% del nivel total a nivel mundial, del cual un 80% equivale a Oreochromis
niloticus (incluido hibridos entre O. niloticus y O. aureus) seguido por O.

mossambicus con un aporte del 5%.

Ardila-Jaime, 2010.
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2.2 ACUICULTURA EN COLOMBIA

Nuestro pais se orienta bajo el mismo sentido de la produccién mundial en donde
el cultivo de camardn, tilapia, trucha y cachama son los mas importantes (FAO,
2006) de los cuales los ultimos tres segun Covaleda et al. (2005) han crecido a

ritmos de 12%, 6% y 29%, respectivamente.

En la actualidad Colombia ocupa el décimo lugar a nivel mundial con una
produccion de tilapia de 27.953 Ton (MINCOMEX, 2000) y dia a dia presenta
avances en materia de competitividad en cuanto al mejoramiento de los sistemas
de cultivo y los volimenes de produccion al igual que un incremento en la oferta
de semilla (Covaleda et al., 2005). Para nuestro pais es una excelente opcién
debido a que se obtienen las mayores tasas de crecimiento de esa especie en Sur

America (Sierra de La Rosa et al., 2009)

Segun la Corporacion Colombiana Internacional (2006) en nuestro pais el 48% de
la produccién acuicola continental la representa la tilapia, seguida por el 36% de
cachama, el 5% de trucha y el 11% restante corresponde a otras especies. A nivel
departamental, el Huila es el mayor productor de tilapia bajo la modalidad de
cultivo sobre jaulas flotantes, después se ubican el Meta y Valle del Cauca
seguidos por el nucleo del Eje Cafetero, Tolima y Cundinamarca. El gran éxito que
presenta la tilapia se debe al incremento en la demanda a nivel-nacional e
internacional especialmente de los EEUU en donde este producto es el de mayor

consumo Yy reconocimiento del mercado en los dltimos afios (Cely y Nina, 2004)
Los sistemas industriales e intensivos aportan un 66% de la produccién neta del

pais mientras que el porcentaje restante lo representan los sistemas de mediana y

pequefia escala (Castillo, 2004) desarrollandose cada vez mas el cultivo en jaulas

Ardila-Jaime, 2010.
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ante la facilidad de cultivar en altas densidades y aprovechar grandes cuerpos de

agua como lagunas, represas, ciénagas y reservorios entre otros.

2.3 GENERALIDADES DE LA ESPECIE

La tilapia nilotica (O. niloticus) (Figura 1) es un pez teledsteo de agua dulce calida
gue es muy interesante para el cultivo en piscifactorias por sus pocas exigencias
respiratorias, crecimiento rapido bajo una gran cantidad de esquemas de manejo y
facil alimentacion (Cerda et al., 1998; Ponce, 2005; Oso et al., 2006). Es originario
de Africa y del Medio Oriente y se cultiva en diferentes paises de América del
norte, Centro y Sudamerica, al igual que en el Sudeste Asiatico, Australia y
algunos paises de Europa (Espejo y Torres, 2001). Es un pez de buen sabor que
se puede cultivar en sistemas intensivos y semi-intensivos en estanques y jaulas,
gue soporta altas densidades y resiste condiciones ambientales adversas como
bajas concentraciones de oxigeno (Cerda et al., 1998; Mahecha, 2006).

Figura 1. Tilapia nil6tica, Oreochromis niloticus (Ardila-Jaime®, 2009).

Esta especie muestra un claro dimorfismo sexual puesto que la hembra presenta
tres orificios en el abdomen (el anal, el genital y el urinario) mientras que el macho

solo tiene el anal y el genital (Cantor, 2007). Alcanzan su madurez sexual

Ardila-Jaime, 2010.
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aproximadamente a los 30-50 gr. Las hembras desovan en repetidas ocasiones
(Cuatro a cinco en un afio) en condiciones favorables de temperatura y cada
puesta puede contener entre 200 y 2000 huevos. Posterior a la fertilizacion uno o
ambos padres vigilan con cuidado los embriones hasta que las larvas alcanzan el

estadio de natacion (Baltazar, 2007).

Morfologicamente tiene un cuerpo comprimido, con orificios nasales simples. La
aleta anal tiene 1l espinas y de 9 a 10 radios, la aleta pectoral de 14 a 15 radios y
su linea lateral de 29 a 32 escamas en una serie longitudinal. Tiene un color Gris
atenuado (Tabla 1), a lo largo de la parte dorsal de su cuerpo presenta una serie
de rayas negras verticales que en ocasiones se extienden hasta el abdomen de
forma difusa y presentan dos bandas horizontales muy tenues superficiales
formadas por la expansion de melan6foros que aparecen y desaparecen
rapidamente a lo largo del cuerpo (Cantor, 2007).

Tabla 1. Patrén de pigmentacién corporal de O. niloticus (Modificado de Castillo, 2008)
AREA DE PIGMENTACION O. niloticus

Cuerpo Verde metalico
Macho maduro:
ligeramente gris.

Cabeza Verde metalico
Color ojos Cafés

Region Ventral Gris plateado
Papila Genital Blanca

Borde Aleta Dorsal Negra a oscura

Porcion Terminal Aleta Caudal | Roja, bandas negras bien
definidas y uniformes en
forma circular.

Perfil Dorsal Convexo

Labios Negros

Ardila-Jaime, 2010.
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2.4 ENFERMEDADES EN LOS CULTIVOS DE TILAPIA

Actualmente existen varias enfermedades importantes en la tilapia, algunas
descubiertas mucho tiempo atras y otras registradas recientemente. En general los
principales patdégenos en Latinoamérica de esta especie son: los hongos como
Saprolegnia sp., los parasitos entre los que se encuentran Ichthyophthirius
multifilis y los géneros Chilodonella sp., Trichodina sp., Trichodinella sp. y
Tripartiella sp., igualmente de crustaceos e hirudineos. Ademas bacterias de los
géneros Aeromonas sp., Streptococcus sp., Flavobacterium sp. y Vibrio sp., y
pocos virus como el agente causante de la limfocistosis. Todos estan relacionados
con la intensificacion de los métodos de cultivo y en sistemas de recirculacion de
agua (Alvarez-Pellitero et al., 1988; Conroy, 2004) y generalmente ocurren por
factores estrésantes tales como una mala calidad del agua y cambios bruscos en
los parametros fisicoquimicos de la misma, manejo indebido de los animales y
bajas temperaturas entre otros, lo cual genera un déficit en el sistema inmune y
pérdida de apetito ocasionando grandes mortalidades a corto tiempo (Espejo y
Torres, 2001).

Dentro de las bacterias patdogenas Gram positivas son de gran importancia
Corynebacterium sp., Mycobaterium sp., Streptococcus agalactiae y Streptococcus
iniae. Este Ultimo es el agente causal de la estreptococosis (Brunt y Austin, 2005),
que se caracteriza por la presencia de granulomas que afectan al bazo, el higado
y el rifidn con un exudado purulento en el tejido muscular al mismo tiempo que
provoca movimientos natatorios desorientados y errados (Conroy, 2004).
Morfologicamente son cocos y hacen parte de las bacterias productoras del acido
lactico y aunque la primera cepa se aislo desde los afios 70°s solo hasta los 80°s
se identific6 la especie considerandola como el agente biolégico de la
meningoencefalitis aguda que afectaba a tilapias en cultivos de Israel, Taiwan y

los Estados Unidos (Eldar y Ghittino, 1999). Esto hace que sea una enfermedad
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emergente que pudo haber surgido repentinamente debido a los cambios
genéticos de los microorganismos y que desde entonces ha llegado a causar
también endoftalmia, exolftalmia y encefalitis en los peces conduciendo a grandes
mortalidades alrededor de un 30 y 50% de la poblacion por lo cual es considerada
como un serio problema en el aspecto econémico y de salud publica puesto que
también se ha reportado que infecta al hombre (Ferguson et al., 1994; Romano y
Mejia, 2003).

Las principales bacterias Gram negativas con mayor ocurrencia en la tilapia son:
Aeromonas hydrophila, Flavobacterium columnaris, Edwardsiella tarda,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sp. y Vibrio sp. las cuales hacen parte
de la microbiota intestinal de O. niloticus y que causan problemas sanitarios en el
hombre y en este tipo de cultivo (Alvarez et al., 2006). Por lo tanto son consideras
patbgenos oportunistas que en condiciones desfavorables para el pez pueden
causar epizootias (Vasquez et al., 2001).

Pieters et al. (2008) menciona que Aeromonas bestiarium genera necrosis en las
aletas de los peces, hemorragias y Ulceras cutdneas y su frecuencia en los
cultivos es cada vez mayor sin poderse determinar a tiempo, aunque aun no se

sabe con certeza las pérdidas econémicas que esta enfermedad produce.

Por otro lado, A. hydrophila, es un cocobacilo motil anaerobio facultativo que ha
sido muy estudiado ya que se reporta como un patégeno importante para el
hombre y vertebrados inferiores como los peces, reptiles y anfibios (Janda y
Abbott, 1998) siendo el responsable de la septicemia hemorragica. Se presenta
frecuentemente en cultivos intensivos, en aguas con sobrecarga de materia
orgadnica y en ambientes con bajas concentraciones de oxigeno disuelto,
infectando a los peces por ingestiéon ocasionando gran mortalidad y produciendo

perdidas hasta de un 100% (Fuentes-Rodriguez y Pérez-Hernandez, 1998;
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Rodriguez et al., 2005). Esta septicemia no es notoria en su fase temprana, sin
embargo se caracteriza por una ulceracion dérmica y necrosis en los tejidos del
pez, acompafada de hemorragias en las branquias y alrededor del ano a raiz de
la accidén de toxinas extracelulares como hemolisinas, citotoxinas, enterotoxinas y

proteasas (Rodriguez et al., 2008; Vasquez et al., 2001).

2.5 USO DE LOS PROBIOTICOS EN ACUICULTURA

El incremento de la productividad en la acuicultura ha traido consigo impactos
ecologicos importantes, entre ellos la resistencia de bacterias patdégenas por el
uso descontrolado de antibidticos ante la infeccion en los cultivos acuicolas. Esto
ha causado una diseminacién de genes resistentes en dichas bacterias en un gran
namero de casos (Alvarez et al., 2006). Desde los afios 50°s, se reportaron los
primeros casos de cepas multiresistentes de Mycobacterium tuberculosis,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus sp., y Shigella
sp. (Martin y Carmona, 2003). Esta es una de las razones por las cuales la
utilizacion de probioticos ha surgido como una alternativa valida para competir con
los patdgenos bacterianos por nutrientes o inhibir su crecimiento y de este modo
disminuir las enfermedades infecciosas en los diferentes cultivos, aunque el modo
de accion no esté completamente claro se sabe que existe una fuerte sinergia
entre las bacteriocinas de algunas bacterias como las del acido lactico (LAB) y
péptidos eucaridticos antimicrobiales (AMP) de origen piscicola, las cuales actian
a nivel membranal inhibiendo a bacterias Gram positivas y Gram negativas

patdgenas para los organismos (Luders et al., 2002).
El término probidtico se ha utilizado a manera general para definir a aquellos

microorganismos que promueven la salud de los organismos. Los primeros que

dieron una definicién aproximada fueron Lilley y Stillwell (1965 En: Balcazar et al.,
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2006a) describiéndolos como sustancias secretadas por los microorganismos las
cuales estimulaban el crecimiento de otros organismos. Hoy en dia pueden ser
definidos como preparaciones de células microbianas vivas las cuales confieren
un efecto benéfico en la salud y crecimiento del hospedero (Panigrahi et al., 2005;
Gatesoupe, 2008).

Los probiéticos se han utilizado ampliamente en la medicina humana como gran
ayuda para tratamientos principalmente Lactobacillus sp. y Bifidobacterium sp. en
enfermedades inflamatorias intestinales, en casos de trasplantes hepéticos,
pancreatitis, para la prevencion de diarreas ocasionadas por rotavirus en los nifios
y el uso de antibioticos entre otros, ademas de ser potenciales muy grandes para
la elaboracion de futuras vacunas que induzcan una respuesta humoral protectora
contra enfermedades (Castro y de Rovetto, 2006; Olveria y Gonzalez-Molero,
2007).

Aunque aun no se conocen todos los efectos de los probidticos como
complemento en la dieta de los peces, ni siquiera de las mas usadas que son las
LAB (Gatesoupe, 2008), en la acuicultura parecen tener un potencial enorme pero
su desarrollo como suplemento alimenticio es una tarea aun inconclusa ya que
requiere de una amplia investigacion y el desarrollo de herramientas apropiadas
para un buen control en su produccion teniendo en cuenta diferentes factores
como los sefiala Mercenier et al. (2008) entre los que se encuentran la accion y
mediacion de los posibles efectos, los beneficios en cuanto a salud, las diferentes

especies hospederas y su posible impacto en ellas.

Se hace necesario entonces establecer un protocolo adecuado para la realizacion
de las diferentes técnicas que se deben utilizar en el proceso de seleccién de un
probiotico (Vine, 2004a), el cual se pueda comercializar para beneficio de la

acuicultura. Varios autores como Balcazar (2002) y Mercenier et al. (2008)
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recomiendan que una investigacion in vitro es muy pertinente para evaluar su
posible uso en los sistemas acuicolas de acuerdo a las caracteristicas de
antagonismo que presenten contra diferentes patégenos (Brizuela et al., 2001;
Sotomayor y Balcazar, 2003; Villamil et al., 2003b Vine et al., 2004b) como lo son
Aeromonas sp., Streptococcus sp., Vibrio sp., Pseudomonas sp. entre muchos
otros, y en lo posible evaluar la capacidad de adhesion al mucus intestinal como lo
han realizado en varios estudios Villamil et al. (2002; 2003a;) para implementarlo
posteriormente in vivo a pequefia escala con especies patdégenas y que a partir de
buenos resultados se pueda experimentar en escala piloto, al esperarse efectos
favorables para poder implementar el desarrollo de los probidticos como control

bioldgico en la acuicultura.

Hay una gran cantidad de bacterias documentadas como probioticas. Una cepa
del género Carnobacterium sp. se aislé del intestino del salmén atlantico Salmo
salar y la trucha arcoiris Onchorhynchus mykiss (Robertson et al., 2000) lo cual
gener6 buenos resultados contra Aeromonas sp. y Vibrio sp. en los experimentos,
pero no ha generado ninguna ventaja en la carpa comun Cyprinus carpio
(Mazurkiewicz et al., 2007). En la trucha arcoiris Lactococcus sp y Streptococcus
sp son agentes patdgenos frecuentes en esta especie (Eldar y Ghittino, 1999); se
han realizado varios estudios relacionados con probiéticos como Aeromonas
sobria y Bacillus sp. obteniendose resultados favorables en el crecimiento y la
respuesta inmune de estos peces e incluso buenos efectos cuando son sometidos
a patégenos como Aeromonas salmonicida, Lactococcus garvieae, Streptococcus
iniae, Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii y Yersinia ruckeri (Brunt y Austin, 2005;
Brunt et al., 2007).

Las bacterias del &cido lactico han sido muy estudiadas para la mayoria de
cultivos, especificamente Bacillus sp. y Lactobacillus sp. (Brizuela et al., 2001;

Villamil et al., 2002; Buntin et al., 2008; Frouél et al., 2008) gracias a que son
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microorganismos faciles de cultivar con altas tasas de crecimiento, ademas que
son una importante fuente de carbono y nitrégeno de muy bajo costo ideales para
el mejoramiento de la calidad del agua a través de una rapida degradacion de la
materia organica en descomposicion, y generan una elevada cantidad de
metabdlitos secundarios tales como antibioticos, proteasas, lipasas Yy
carbohidrasas (Moriarty, 1999).

Los efectos de los probidticos se atribuyen a varios mecanismos los cuales estan
bien documentados (Irianto y Austin, 2002; Balcazar et al., 2006a; Vine et al.,
2006; Kesarcodi-Watson et al., 2008) y principalmente se basan en la mejora de la
calidad del agua eliminando directamente la materia organica disuelta, inhibiendo el
crecimiento de otras bacterias, mejorando la salud, el sistema inmune del
hospedero y aumentando la digestion del alimento relacionada con la
disponibilidad adecuada de nutrientes especiales y enzimas esenciales lo cual se

ve reflejado en un aumento en la produccién del cultivo.

Se han llevado a cabo estudios los cuales evalGan la capacidad de fijacion en la
mucosa intestinal del hospedero lo cual es muy importante ya que de esto
depende el asentamiento de las bacterias probidticas en el tracto gastrointestinal y
su efectividad de exclusion de agentes patdgenos en el hospedero (Vine et al.,
2004c), pero la mayoria de estudios se han enfocado en la competencia de los
probiéticos contra bacterias patégenas con el fin de considerarse como un camino
viable contra las enfermedades bacterianas en los cultivos (Moriarty, 1999), a
través de la evaluacion del efecto antibacterial de los productos extracelulares de
los probiodticos frente a patdogenos especificos, y en la actuacion de dichas
bacterias sobre la respuesta inmune innata, especifica y no especifica de muchas
especies cultivadas (Villamil et al., 2002, Brunt y Austin, 2005; Arijo et al., 2008;
Balcazar et al., 2007a, 2007b; Rodriguez et al., 2008, Wang et al., 2008a).
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En la tilapia nilética (O. niloticus) los estudios se han enfocado principalmente en
el analisis de la microbiota intestinal (Escobar-Briones et al., 2006; Mesalhy et al.,
2008a) y el efecto de los distintos probiodticos con sus productos extracelulares en
el crecimiento de la especie (Lara-flores et al., 2002; Gunter y Jimenez-
Montealegre, 2004; Rodriguez et al., 2005; Khattab, 2006) ademas de la
evaluacion de la respuesta inmune ante diferentes infecciones experimentales
(Pirarat et al., 2006; Mesalhy et al., 2008b, 2008c; Wang et al., 2008a).
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Establecer el efecto que tienen aislados bacterianos nativos de tilapia nil6tica (O.
niloticus) utilizados como suplemento probidtico en la dieta de este pez y su
influencia en el peso, la talla y la proteccion contra bacterias patdégenas, al igual
que evaluar in vivo la posible sinergia de accion entre mezclas probidticas de

distintas especies de Bacillus sp. y Lactobacillus sp. afiadidas al alimento.

Este trabajo se realizara en el laboratorio de Acuicultura de la Universidad Jorge

Tadeo Lozano, sede Santa Marta.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer si los aislados bacterianos nativos de tilapia nildtica (O.
niloticus), previamente seleccionados favorecen el incremento en talla y
peso del pez, cuando son suplementados en el alimento con respecto a

individuos alimentados con concentrado comercial.

e Determinar si los diferentes aislados de tilapia nilética (O. niloticus)
previamente seleccionados como probiéticos incrementan el porcentaje de
supervivencia, cuando son suministrados como suplemento en el alimento

durante infecciones experimentales con bacterias patégenas.

e Evaluar si existe un efecto sinérgico entre Bacillus sp. y Lactobacillus
acidophilus suplementados en la dieta de O. niloticus en pro del crecimiento
y supervivencia de tilapia nilética con respecto a individuos alimentados

solamente con pienso comercial.

e Calcular la tasa del incremento diario de peso individual (IPDE), la tasa de
crecimiento especifica (TCE) y el factor de conversion alimenticia (FCA) de
la tilapia nilética (O. niloticus) alimentada con dieta comercial suplementada

con bacterias probidticas nativas de tilapia y con mezclas probiéticas.
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5. HIPOTESIS

Existe un aumento significativo de peso y talla en el grupo de peces de O. niloticus
a los que se les suministra alimento suplementado con bacterias probidticas
previamente asiladas de esta especie con respecto al grupo control, alimentado

con concentrado comercial.

Los tratamientos con bacterias probidticas aisladas de O. niloticus vy
suplementadas en el alimento incrementan el porcentaje de supervivencia durante
una infeccién experimental con bacterias patégenas con respecto al grupo control

alimentado con concentrado comercial.

Se evidencia in vivo una accién sinérgica en cuanto aumento de peso, talla, o
incremento de supervivencia entre una mezcla de Bacillus sp. y Lactobacillus
acidophilus o entre mezclas de dos especies del género Bacillus sp. o
Lactobacillus sp. adicionadas en el alimento para O. niloticus con respecto al

grupo control alimentado con pienso comercial.

16
Ardila-Jaime, 2010.



GICMOA

6. METODOLOGIA

6.1 Fase de Laboratorio

6.1.1 Cepas bacterianas

Paralelamente como parte de otro trabajo de grado investigativo dentro del mismo
proyecto, se llevd a cabo un aislamiento de bacterias en individuos de tilapia
nilética (O. niloticus), especialmente de las branquias y del tracto gastrointestinal y
fueron evaluadas su propiedades antimicrobianas in vitro para su utilizacion como
probioticos. Las tres cepas con mejores resultados fueron seleccionadas (B16,
B17 e IL1). Su nomenclatura procede de los 6rganos de los cuales fueron

extraidas y a un nimero consecutivo.

Las cepas probidticas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei fueron
donadas por el laboratorio de Biologia Molecular Universidad Jorge Tadeo Lozano
y las cepas de Bacillus pumilus (CCBM13) y Bacillus sp. (CCBM67) donadas por

el museo de historia natural marina del INVEMAR

Las cepas de las bacterias patdogenas Aeromonas hydrophlia y Streptococcus
agalactiae fueron donadas amablemente por el laboratorio de patologia veterinaria
de la Universidad Nacional de Bogota y la cepa de Vibrio algynoliticus fue aislada

de episodios de enfermedad y mortalidades de peces de cultivo.

6.1.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron individuos juveniles de tilapia nilética (O. niloticus) sanos sin haber

sido expuestos a patdégenos ni una vacunacion previa, los cuales fueron adquiridos
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en el SENA Agropecuario de Gaira (Santa Marta). Los animales se aclimataron en
acuarios circulares con oxigeno constante, a una temperatura aproximada de 28°C
y alimentados con pienso comercial. Posteriormente los individuos se distribuyeron
al azar en acuarios plasticos de 20 litros con una densidad aproximada de 30
individuos por tratamiento. Los peces tuvieron un flujo de agua estatico con
recambio diario de agua del 25% previamente declorinada, una temperatura de
28°C con aireacion continua, fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad. El
acuario se limpié constantemente para evitar la acumulacion de desechos
organicos originarios de las heces de los peces y residuos de alimento (Saavedra,
2006; Cantor, 2007).

Los peces se alimentaron tres veces al dia (mafana, tarde y noche) durante dos
semanas con concentrado comercial con 24% de proteina para el tratamiento
control y con el mismo concentrado suplementado con bacterias probioticas
seleccionadas (1x10° UFC/g) en raciones que sumaban el 10% de su peso
corporal (Balcazar et al., 2007a). Se tomaron medidas de peso y talla en los dias 1

y 15 del experimento.

6.1.3 Crecimiento bacteriano

Las cepas B16, B17, B. pumillus y Bacillus sp. fueron cultivadas en medio Triptosa
Soya Agar (TSA) de 24 a 48 horas a 22 °C (Figura 2). El medio se preparé
siguiendo las instrucciones del fabricante utilizando una plancha magnética con

agitaciéon marca Velp Cientifica modelo APE a 300 °C

Las cepas IL1, L. acidophilus y L. casei se cultivaron en medio de cultivo DeMan,
Rogosa, y Sharpe (MRS). Se incubaron de 24 a 48 horas a 36 °C en el incubador
con agitaciéon (Thermostatic Shaker CNW, PSI-320). EI medio se prepard

siguiendo las indicaciones del proveedor.
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En el caso de las bacterias patbgenas empleadas en el presente estudio se utilizé
el medio de cultivo Infusion Cerebro Corazén (BHI) para el crecimiento de A.
hydrophila y S. agalactiae, y Agar Marino para V. algynoliticus. Todas las bacterias

se incubaron por 48 horas a 22 °C.

Las bacterias patégenas se seleccionaron teniendo en cuenta que causan
mortalidad en los cultivos de tilapia y otros peces segun diferentes estudios (Cruz
e Silva et al., 1997; Bromage, 1999; Eldar y Ghittino, 1999; Conroy, 2004; Brunt y
Austin, 2005; Balcazar et al., 2007a; Newaj-Fyzul et al., 2007; Ospina, 2003).

Para tiempos prolongados de preservacion de todas las bacterias empleadas se
congelaron a -20 °C en el medio correspondiente para cada una adicionando un

15% de glicerol para su posterior uso.

Figura 2. Crecimiento en césped de bacterias nativas de tilapia nilotica a) B16, b) B17, c) IL1.

6.1.4 Recuento de bacterias

El conteo de bacterias se realiz6 haciendo un recuento en la camara de Thoma en
un microscopio optico mara Nikon Eclipse modelo E2000. El nUmero de bacterias

se determin6é empleando la férmula dada por el fabricante:
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Numero de células * Dilucién * 50.000 (Factor de la camara)

Las diluciones seriadas necesarias se realizaron en PBS 10% dependiendo de las

concentraciones requeridas.
El nimero de bacterias se confirmo por medio de la siembra en placa de las
diluciones seriadas y posteriormente se verificd el nimero de unidades formadoras

de colonia (UFC) siguiendo los métodos estandar.

6.1.5 Ensayos In vivo

6.1.5.1 Preparacion del alimento

Las bacterias B16, B17, B. pumilus y Bacillus sp. se sembraron de forma masiva
en incubadas a 22°C por un periodo de 24 a 48 h. Posteriormente se tomé un
inoculo de cada bacteria y se suministré a 10 g alimento comercial con 24% de
proteina segun la metodologia empleada en estudios anteriores del mismo tipo
(Ospina 2009). En el caso de los tratamientos suplementados con bacterias
nativas de tilapia el alimento fue preparado por separado en una concentracion
bacteriana de 1X10° UFC/ml, y para los experimentos con mezclas probioticas se
adicionaron dos cepas de distintas especies para cada tratamiento en una
concentracién de 5x10° UFC/ml para un total de 1X10° UFC/ml la cual es la
adecuada segun varios estudios (Villamil et al., 2003a; 2003b; Balcazar et al.,
2007b; Wang et al., 2008a). Posteriormente el alimento se secé en el horno a
45°C con el fin de evitar humedad (Mesalhy et al., 2008c) (Figura 3), y se conservo
en frascos plasticos por un periodo no mas de cuatro dias para evitar el

crecimiento de hongos.
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Mirng INnNCusAaATOR

Figura 3. Secado a 45 °C y Almacenamiento del alimento
suplementado con probiéticos.

6.1.5.2 Sobrevivencia de las cepas probidticas en agua

Se prepard una solucion bacteriana de cada bacteria utilizada como suplemento
en el alimento y se deposité por individual en 100 ml de agua destilada con el
propoésito de evaluar la viabilidad de las bacterias en el medio acuéatico. Se tomd
100 pL de cada muestra y se realizaron diluciones seriadas por separado para el
posterior recuento en placa con el cual se determiné el nimero de dias de

duracion de las bacterias probidticas en este medio.

6.1.5.3 Evaluacién de las cepas probidticas sobre peso y talla de la tilapia nil6tica

En los experimentos con bacterias nativas de tilapia nil6tica se llevaron a cabo
cuatro tratamientos aproximadamente con 30 individuos de O. niloticus y dos
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réplicas para cada tratamiento en tiempo distinto. Se utilizaron las individualmente
las tres cepas (B16, B17 e IL1) (Tabla 2).

En los experimentos con probioticos (B. pumilus, Bacillus sp, L. acidophilus y
L.casei) se utilizaron tres tratamientos exactamente con 30 individuos de tilapia
nilética con tres réplicas por cada tratamiento en tiempo distinto. Se utilizaron
Mezclas de la siguiente manera: La primera mezcla con B. pumilus y Bacillus sp
(M1); la segunda con L. acidophilus y L.casei (M2), y la tercera con Bacillus spy L.
acidophilus (M3) (Tabla 3) bajo el criterio de continuar con estudios antecesores a
este (Ospina 2009; Martinez et al., 2008) dentro de los cuales se obtuvieron
resultados favorables en cuanto a crecimiento y supervivencia en O. niloticus al

ser suministradas individualmente en esta especie.

Tabla 2. Tratamientos para evaluar la incidencia de las bacterias probiéticas nativas de O. niloticus

en el peso y talla de la tilapia nilotica.

TRATAMIENTOS
Experimento Control 1 2 3
Bacterias nativas Concentrado | Concentrado + | Concentrado + Concentrado +
de tilapia cepa B16 Cepa B17 cepalLl

Los peces se distribuyeron al azar en acuarios plasticos de 20 L de agua, a 28 °C,
en flujo estatico de agua, con aireacién continta y un recambio diario del 25% con
un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad. Los individuos en todos los
tratamientos se alimentaron tres veces al dia con un 10% de biomasa durante las
dos primeras semanas. Se tomaron medidas de peso y talla el dia 1 y 15 de los

experimentos.
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Tabla 3. Tratamientos para evaluar la posible sinergia entre bacterias probi6ticas en el peso y talla

de la tilapia nilética.

TRATAMIENTOS

Control M1 B 3
Concentrado Concentrado + Concentrado+ Concentrado +
(B. pumilus y Bacillus sp.) (L.acidophilus y L. (Bacillus sp. y L.

casei) acidophilus)

El célculo de la racién diaria de alimento se obtuvo por medio de la siguiente
férmula:
Px B X N:

B = Porcentaje de biomasa (10%)
P = Peso promedio del animal en Gramos

N = Numero de peces en el estanque

6.1.5.4 Efecto de los probiodticos en la supervivencia de tilapia nil6tica infectada

experimentalmente

Después de las dos semanas de alimentacion con suplementos probioticos los
peces se infectaron experimentalmente con bacterias patdogenas en una
concentracion de 1 x 10° UFC/ml (Buntin et al., 2008; Martinez-Silva et al., 2008),
mediante inyeccion intraperitoneal de 50 pl (Mesalhy et al., 2008c). Para el disefio
experimental en el caso de los experimentos con bacterias nativas de tilapia, cada

uno de los tratamientos utilizados en la alimentacion se dividieron equitativamente
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en dos acuarios, infectandose uno con S. agalactiae y otro con Vibrio algynoliticus.

El tiempo de estas infecciones fue de 15 a 30 dias.

En el caso de los experimentos con mezclas probioticas los tratamientos utilizados
en el periodo de alimentacién también se dividieron equitativamente en dos y se
infectaron experimentalmente, uno con A. hydrophila y otro con S. agalactiae.
Adicionalmente también se realiz6 un experimento con V. algynoliticus. El tiempo

duracion de estas infecciones fue de 15 a 30 dias.

6.1.6 Ensayos In vitro

Se llevd a cabo una evaluacion de productos extracelulares (ECPs) de las
bacterias empleadas como mezclas probidticas en el alimento con el fin de
evidenciar la posible actividad antibacteriana entre ellas mismas siguiendo la
metodologia planteada por Villamil et al. (2003b). Las cepas de Lactobacillus sp.
se crecieron en caldos MRS durante 24 horas a 36 °C y las cepas de Bacillus sp.
por 24 horas a 22 °C. Se tomaron las bacterias ya crecidas y se centrifugaron
guedando un sobrenadante que contiene los ECPs el cual segun el tratamiento se
mezclé en una placa de 96 pocillos con una bacteria probidtica en una
concentracion de 1x10° en una proporcién 1:1, es decir 50 pl de cada uno (Tabla
4). La placa se ubicé en el lector de placa marca Modulus Microplate en el cual se
obtuvieron lecturas de absorbancia, con el fin de observar las curvas de
crecimiento. Cada prueba se realizé por triplicado y se tomaron como control los

tratamientos sin ECPs.
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Tabla 4. Disefio experimental de la evaluacion de ECPs de bacterias probiéticas al ser mezcladas
con otras.

Tratamientos
Mezcla Controles A B
M1 B. pumilus + TSB B. pumilus + Bacillus sp. +
Bacillus sp. + TSB ECPs Bacillus sp. ECPs B. pumilus
M2 L. acidophilus + MRS | L. acidophilus + L. casei +
L.casei + MRS ECPs L. casei ECPs L. acidophilus
M3 Bacillus sp.+ TSB Bacillus sp. + L. acidophilus +
Bacillus sp.+ MRS ECPs L. acidophilus | ECPs Bacillus sp.

6.2 Fase de Gabinete

6.2.1 Evaluacion de los efectos de las bacterias probi6ticas sobre peso, talla y

supervivencia de la tilapia nil6tica.

Con cada tratamiento se obtuvieron datos iniciales y finales tales como el nUmero
de individuos, el peso y la talla de cada animal. Se realizaron célculos del
incremento en peso (gramos) y talla (centimetros), incremento Diario de Peso
Individual (IPDE), Tasa de Conversion Alimentaria (TCA), Tasa de Crecimiento
Especifico (TEC) (Lara-Flores et al., 2002; Guevara et al., 2003; Gunter y
Jimenez-Montealegre, 2004; Bautista et al., 2006; Khattab et al., 2006; Mesalhy et
al., 2008c; Wang et al., 2008a) y sobrevivencia utilizando el programa Microsoft
Excel.

Incremento diario de peso individual (IPDE)
IPDE (g/dia) = Wf-Wi/t
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Tasa de Conversion Alimentaria

TCA (gr) = Alimento suministrado / Incremento total de peso

Tasa de Crecimiento especifica (TEC)
TCE (%/dia) = (LogeWf-LogeWi) / t * 100

Sobrevivencia:

Sobrevivencia = (NUmero de peces final / Numero de peces inicial) * 100
Donde: Wi = Peso promedio inicial
Wf = Peso promedio final

T = nimero de dias del tratamiento

6.2.2 Analisis estadistico

Para todos los experimentos mencionados anteriormente se realizé un analisis
exploratorio de los datos, involucrando medidas de tendencia central (media) y
medidas de variabilidad de tipo inferencial (error estandar) (Cumming et al., 2007).

Se ejecutaron las pruebas con el programa Statgraphics Centurion XV. Se
realizaron pruebas de normalidad por medio de la prueba estadistica de
Shapiro.wilks en los experimentos de alimentacion y actividad antibacteriana. Al
encontrar que no seguia una distribucién normal se empleé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. En el caso donde existieron diferencias
estadisticamnete significativas se aplico el test de Dunn no paramétrico con el
programa Biostat para saber que tratamientos eran diferentes. En el experimento
de supervivencia los datos se trataron como categoricos y se realizaron tablas de

contingencia.
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7. RESULTADOS

7.1 Supervivencia en agua de las bacterias empleadas como probioticos

La concentracion de bacterias inoculadas en agua destilada disminuyo con el paso
del tiempo en todos los tratamientos (Figura 4), siendo para el dia cero de 5x10°
UFC/ml para B16 y B17, y de 1x10® UFC/ml para IL1 en el caso de las bacterias
nativas de tilapia y en el dia siete de 1,5x10°> UFC/ml, 1,5x10? UFC/ml y 2,5x10°
UFC/ml respectivamente. La concentracion de las bacterias empleadas para las
mezclas probidticas disminuyeron en mayor tiempo que las nativas de tilapia. Los
Lactobacillus registraron los valores mas bajos, siendo para el dia cero de 1,8x10’
UFC/ml, 2,1x10" UFC/ml, 1,5x10" UFC/ml y de 2,0x10" UFC/ml para B. pumilus,
Bacillus sp., L.acidophilus y L.casei respectivamente y aun en el dia 13 se
registraron concentraciones de 1,5x10° UFC/ml, 4,0x10" UFC/ml, 2,0x10" UFC/m
y 4,x10° UFC/ml respectivamente.
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Figura 4. Curvas de supervivencia de las bacterias probiéticas en agua a
través del tiempo. a) Aislados nativos de tilapia, b) bacterias empleadas
en las mezclas probidticas

7.2 Experimentos con bacterias nativas de tilapia nilotica

7.2.1 Evaluacion del efecto de bacterias nativas sobre el peso vy talla de

tilapia nil6tica.

Los peces tratados con alimento suplementado con bacterias nativas de tilapia
tuvieron un mayor incremento en peso Yy talla con respecto al grupo control. Los
peces tratados con alimento suplementado con el aislado B17 presentd el
incremento mas alto en peso y talla (0,75 £ 0,025 gr. y 1,11 + 0,006 cm) durante
las dos semanas de alimentacion (Figura 5) al igual que el mayor valor de TCE
(2,15 %/dia + 0,059) (Figura 6).

28
Ardila-Jaime, 2010.



GICMOA

a)
0,90 -
i 0,75 0,73
0’80 0’55 0,?0
0,70 -
0,60 -
@ 0,50 |
o
& 0,40
(=%
0,30 -
0,20 -
0,10 -
0,00
Control Bl6 B17 IL1
b)
1,20 1,11 1,09
0,97
1,00 -
080 | 073
£
2
© 0,60 -
©
0,40
0,20
0,00
Control B16 B17 IL1

Figura 5. a) Incremento en peso, b) incremento en talla de juveniles de
O. niloticus. Los datos se presentan en g y cm + error estandar.
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Figura 6. Tasa de crecimiento especifica en juveniles de O. niloticus
alimentados con aislados bacterianos nativos. Los datos se
presentan en porcentaje / dia + error estandar

El incremento diario de peso individual (IPDE) fue similar en los tratamientos con
bacterias nativas B16, B17 e IL1 (0,05 gr / dia + 0,001; 0,05 + 0,002 y 0,05 + 0,003
respectivamente) y muy parecido con respecto al grupo control (0,04 gr / dia
0,003). En cuanto al aprovechamiento del alimento los tratamientos con bacterias
nativas presentaron menores valores de TCA con respecto al grupo control siendo
B17 el valor mas bajo (2,11 gr + 0,067) (Figura 7).
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Figura 7. a) Incremento diario de peso individual en O. niloticus Datos
presentados en gr/dia + error estandar. b) Tasa de conversion alimenticia
en tilapia nil6tica alimentada con bacterias nativas. Los datos se presentan
en gr + error estandar.

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

Los peces suplementados con bacterias nativas B16 y B17 presentaron una mayor
supervivencia natural que aquellos alimentados Unicamente con pienso comercial
sin diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) (Figura 8). El tratamiento
suplementado con la bacteria B16 presentd la mayor supervivencia (100 % =+
0,000) seguido por B17 (98 % + 1,666). La supervivencia en el tratamiento

suplementado con IL1 (95 % + 1,666) fue menor que en el grupo control.
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Figura 8. Porcentaje de supervivencia de los individuos de O. niloticus
durante el periodo de alimentacion con bacterias nativas. Los datos se
presentan en porcentaje.

7.2.3 Efecto de la alimentacidbn con suplemento de bacterias nativas de

tilapia nilética en la resistencia a infecciones experimentales.

Posterior a la infeccién experimental por inyeccion intraperitoneal de 100 pl con S.
agalactiae y V. algynoliticus en una concentracién de 1x10° UFC/ml. los peces
alimentados con bacterias nativas de tilapia presentaron una supervivencia mayor
frente a S. agalactiae con respecto al grupo control (Figura 9) aunque sin
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05). Los mayores resultados los
presentaron los tratamientos suplementados con B16 y B17 (63 % + 3,921y 63 %
+ 3,333).
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Figura 9. Porcentaje de supervivencia de los individuos de O. niloticus
durante el desafio experimental con S. agalactiae. Los datos se
presentan en porcentaje +/ error estandar. No existen diferencias

estadisticamente significativas.

Con respecto a la infeccidn con V. algynoliticus se encontré que el tratamiento con
el aislado B17 obtuvo una mayor supervivencia con respecto al grupo control
aunque sin diferencias estadisticamente significativas (P>0,05). Los otros dos

tratamientos (B16 e IL1) presentaron una supervivencia mas baja con respecto al

control (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de supervivencia de los individuos de O. niloticus
durante el desafio experimental con V. algynoliticus. Los datos se presentan
en porcentaje +/ error estandar. No hay diferencias estadisticamente
significativas.

7.3 Experimentos con mezclas de bacterias probidticas

7.3.1 Evaluacién del efecto de mezclas probidticas sobre el peso v talla de

la tilapia nildtica

Los peces alimentados con mezclas de bacterias probi6ticas no presentaron un
incremento en peso Yy talla estadisticamente significativo con respecto al grupo
control (P >0.05). Los valores de incremento en peso para el grupo control, Mezcla
1 (M1), Mezcla 2 (M2) y Mezcla 3 (M3) fueron de 0,51 gr, 0,54 gr, 0,57 gr, y 0,50
gr respectivamente, mientras que el incremento en talla fue de 0,45 cm, 0,38 cm,

0,54 cmy 0,41 cm respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. a) Incremento en peso, b) incremento en talla de juveniles de
O. niloticus alimentados con mezclas probidticas. Los datos se presentan
en gy cm * error estandar.
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El tratamiento alimentado con M2 (L. acidophilus + L. casei) presento la mayor
TCE (0,94 %/dia + 0,164) aunque no es estadisticamente significativo con

respecto al grupo control (0,81 %/dia + 0,182) (Figura 12).
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Figura 12. Tasa de crecimiento especifica en juveniles de O. niloticus
alimentados con mezclas probidticas. Los datos se presentan en
porcentaje / dia + error estandar

En cuanto al IPDE no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos (P > 0,05). En las tilapias alimentadas con las mezclas de
bacilos y lactobacilos (M1 y M2) fue de 0,04 g/dia, mientras que el control y M3
fue de 0,03 g/dia. En cuanto al aprovechamiento de la dieta, los tratamientos M1y
M2 presentaron menores valores de TCA (4,73 gr + 0,403 y 4,53 gr £ 0,540)
comparado con el control (5,22 gr = 0,899) (Figura 13).
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Figura 13. a) Incremento diario de peso individual en O. niloticus presentados en gr/dia + error
estandar. b) Tasa de conversion alimenticia en tilapia nilética alimentada con mezclas probioticas.
Los datos se presentan en gr * error estandar.

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

Los peces alimentados con la mezcla probidtica M1 (B. pumilus + Bacillus sp)
tuvieron una supervivencia del 99 % + 1,111 y es estadisticamente significativa
con respecto al grupo control (P<0,05) que fue del 90 % + 5,091 (Figura 14). Los
otros dos tratamientos aunque fueron mayores que el control no son

estadisticamente significativos.
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Figura 14. Porcentaje de supervivencia de los individuos de O. niloticus
durante el periodo de alimentacién con mezclas probidticas. Los datos
se presentan en porcentaje.

7.3.3 Efecto de la alimentacién con suplemento de bacterias nativas de

tilapia nilética en la resistencia a infecciones experimentales.

Se realizaron infecciones experimentales por inyeccion intraperitoneal con tres
patdogenos distintos: A. hydrophila, S. agalactiae y V. algynoliticus en
concentraciones de 1x10° UFC/ml. En el desafio experimental con A. hydrophila
las tilapias alimentadas con mezclas probibticas presentaron una supervivencia
del 100 % £ 0,000 con respecto al grupo control de 88 % + 11,538 (Figura 15). En
este caso particular la virulencia de la cepa pudo haberse perdido por lo cual se

presentan valores tan altos.
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Figura 15. Porcentaje de supervivencia de los individuos de O.
niloticus durante el desafio experimental con A. hydrophila. Los datos
se presentan en porcentaje.

En el desafio experimental con S. agalactiae los tratamientos M1, M2 y M3 no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P > 0,05) con respecto al
grupo control (Figura 16), al igual que en la infeccion con V. algynoliticus (Figura
16). La mayor supervivencia en ambos casos la presenté M1 (60 % * 40,000 y 79

% respectivamente).
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Figura 16. Porcentaje de supervivencia de los individuos de O.
niloticus durante el desafio experimental con S. agalactiae luego de
ser alimentados con mezclas probiéticas. Los datos se presentan
en porcentaje +/ error estandar..
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Figura 17. Porcentaje de supervivencia de los individuos de O.
niloticus durante el desafio experimental con V. algynoliticus luego
de ser alimentados con mezclas probidticas. Los datos se presentan
en porcentaje +/ error estandar.
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7.3.4 Evaluacion de productos extracelulares de las bacterias empleadas en

las mezclas probidticas

En el caso de M1 no se evidencio ninguna inhibicion de crecimiento entre ellas al
ser expuestas a sus productos extracelulares con respecto al grupo control
(Figura 18). Lo cual indica que los productos extracelulares de B. pumilus no

afectan el crecimiento de Bacillus sp. y viceversa (P > 0,05).
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Figura 18. Supervivencia a las 48 h de B. pumilus y Bacillus sp. frente a sus
productos extracelulares. Los datos se presentan en porcentaje +/ error
estandar.

En el caso de M2, se obtuvo una clara inhibicién del crecimiento de L. acidophilus

por parte de los productos extracelulares de L. casei y viceversa. Los porcentajes
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de supervivencia con respecto al control son estadisticamente significativos (P <
0,05), en el caso de L. acidophilus fue de 70 % + 6,16 y de L. caseide 79 % =
0,480. (Figura 19).
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Figura 19. Supervivencia a las 48 h de L. acidophilus y L. casei frente a sus
productos extracelulares. Los datos se presentan en porcentaje.

En el tratamiento M3, la supervivencia a las 48 h de L. acidophilus fue menor con
respecto al control en medio MRS (86 % + 2, 990 y 100% z+ 5,560
respectivamente) pero fue mayor con respecto al control preparado en medio TSB
(82 % + 3,870). No existen diferencias estadisticamente significativas entre las
supervivencia de esta bacteria con respecto a los grupos control (P>0.05) (Figura
19). lo cual indica que no parece haber una inhibicion significativa por parte de los
productos extracelulares de Bacillus sp. sobre L. acidophilus. Sin embargo, la

supervivencia de Bacillus sp. fue de 35 % + 3,730 y es significativamente menor
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(P<0,05) con respecto a los grupos control preparados en TSBy en MRS (100 +

3,180 y 80 % * 11,750 respectivamente) lo cual sugiere una inhibicion en el

crecimiento por parte de los productos extracelulares de L. acidophilus sobre esta

bacteria (Figura 20).
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Figura 20. Supervivencia a las 48 h de L. acidophilus y Bacillus sp. frente
a sus productos extracelulares. Los datos se presentan en porcentaje +/

error estandar.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

En la actualidad los probidticos han revelado sorprendentes resultados en los
peces sobre el incremento en peso (Lara-Flores et al., 2002. Guevara et al., 2003;
Ahilan et al., 2004.; Gunter y Jiménez-Montealegre, 2004.; Khattab et al., 2006;
Ramakrishnan et al.,, 2008; Wang et al., 2008a; Bagheri et al., 2008 ) y la
proteccion conferida contra patdégenos en desafios experimentales (Nikoskelainen
et al.,, 2001; Brunt y Austin, 2005; Planas et al., 2006; Pirarat et al., 2006; Newaj-
Fyzul et al., 2007; Bélcazar et al., 2007a; Pieters et al., 2008; Aly et al., 2008b)
aunque son pocos los estudios que han evaluado el efecto que tienen sobre la
respuesta inmune de los peces (Villamil et al., 2002; Panigrahi et al., 2004; Kim y
Austin, 2006; Balcazar et al., 2007a; Wang et al., 2008a, Aly et al., 2008c; Ma et
al., 2009), sin embargo han sido ampliamente utilizados en las fincas productoras
por la capacidad que tienen de reducir los costos de produccién y porgue son una
opcion muy importante para la obtencién de proteina animal (Lara-Flores et al.,
2003; Palacios et al., 2008) lo cual hace necesario generar mayor informacion de
caracter investigativo acerca de los efectos benéficos que tienen lo probiéticos en

la acuicultura.

En el experimento de supervivencia en agua de las bacterias se evidencia con el
paso del tiempo una baja en el recuento bacteriano, tanto en las bacterias nativas
de tilapia B16, B17 e IL1 como en B. pumilus, Bacillus sp., L. acidophilus y L.casei,
lo cual ratifica la necesidad de nutrientes especificos que no tiene el agua
destilada para poder tener un crecimiento Optimo, aunque en los acuarios
utilizados podrian tener efectos adicionales mejorando la calidad del agua al
degradar la materia organica generada por los peces (Vershuere et al.,, 2000;

44
Ardila-Jaime, 2010.



GICMOA

Planas, 2003) e incluso reduciendo la carga bacteriana circundante gracias al
principio de exclusion competitiva (Moriarty, 1999, Lalloo et al., 2007) y podrian
establecerse facilmente al interior de los peces teniendo en cuenta su
permanencia en el ambiente, incluso hasta mas de 13 dias en el caso de las

especies de Bacillus sp y Lactobacillus sp.

Al alimentar los peces con tres cepas bacteriana aisladas de tilapia. Se encontro
que los animales suplementados con B17 mostraron el mayor crecimiento en peso
y talla y TCE posiblemente porque aprovechan mejor el alimento, sin embargo son
pocos los estudios que se tienen sobre juveniles en esta especie y seria
recomendable realizar mas estudios de este tipo. Los peces de los tratamientos
con B16 e IL1 también presentaron una ganancia en peso Y talla superior a los
peces alimentados Unicamente con pienso comercial, lo cual quiere decir que las
tres cepas nativas favorecen el crecimiento de la tilapia nil6tica al suministrarse de
manera periédica en el alimento. Esto puede ser posible ya que el tracto gastro
intestinal provee nichos ecoldgicos favorables para muchas especies bacterianas
(Syvokiené y Mickéniengé, 1998), basandose en el hecho que la microbiota
autoctona actla sobre la estructura, funcion y metabolismo del tracto digestivo en
los organismos acuaticos (Balcazar et al., 2006b) mejorando la capacidad del
animal de asimilar mejor el alimento y por ende la nutricion (Al-Harby y Uddin,
2005) y que incluso sus efectos metabdlicos pueden llegar a alterar la morfologia
del sistema digestivo en O. niloticus segun lo propuesto por Kihara y Sakata
(1997).

Teniendo en cuenta que se ha demostrado el aporte de vitamina B, y amilasa por
bacterias aisladas de tilapia en la digestion (Sugita et al., 1991, 1997) y en otras

especies, nutrientes como la vitamina K (Vine et al., 2006), los acidos grasos
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(Clements 1997), carbohidratos como la celulosa (Ringo et al., 1995) y enzimas
como las esterasas, lipasas, proteasas, carbohidrasas, fosfatasas y peptidasas las
cuales contribuyen a la absorcion de sustancias en los procesos digestivos y por lo
tanto al mejor aprovechamiento de los nutrientes (Sugita et al., 1997, Lara-Flores
et al., 2002, Ramirez y Dixon, 2003; Wang y Zirong, 2006), se puede pensar que
las bacterias utilizadas en el presente estudio posiblemente juegan un rol
significativo en los procesos de digestion de los peces al mejorar el crecimiento de
los animales (Balcazar et al., 2006b) atribuido quiza por la eficiencia en actividad
enzimatica, sintesis de vitaminas y absorcion de nutrientes (Gatesoupe, 1999; Aly
et al., 2008c) .

Estos resultados son similares a los encontrados por Lara-Flores et al. (2002), y
Wang et al.(2008a) quienes obtuvieron efectos positivos en incremento en peso
total, incremento diario de peso individual y tasa de crecimiento especifico en
juveniles de O. niloticus alimentados con L. acidpohilus y Enterococcus faecium
respectivamente, al igual que los reportados en otras especies como Carassius
auratus (Ahilan et al., 2004) con Lactobacillus sp., confirmando un
aprovechamiento del alimento y una disminucién de la cantidad suministrada
necesaria para el crecimiento. lo cual refleja a gran escala una reduccion del costo
de produccién, pero es necesario aclarar que aunque la tasa de conversion
alimenticia fue menor en los tratamientos suplementados con bacterias nativas
con respecto al control, los valores siguen siendo un poco altos pues superan una
relacion 2:1 (dos gramos de alimento suministrado: un gramo de crecimiento en
peso), lo cual puede atribuirse a dos factores: primero, a una elevada racion de
alimento que los peces no consumian en totalidad a la hora de alimentacion y por
consiguiente se sedimentaba en horas sucesivas, y segundo, al bajo nivel proteico

del pienso comercial suministrado que aunque no causa dafio alguno en los
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animales, si es considerado segun Lara-Flores et al. (2003) como un factor de

estrés para juveniles de esta especie.

Estas bacterias propias de la tilapia, parecen tener resultados positivos en esta
especie y aunque aun no se sabe concretamente la razén por la cual los
probioticos tienen efectos benéficos sobre el hospedero, se conocen ciertos
mecanismos de accién que pueden influir en el potencial de estas bacterias.
Dichas propiedades varian en cuanto a la especie pero generalmente se basan en
el mecanismo de exclusion competitiva por medio del cual los organismos
benéficos excluyen a aquellos patdgenos. Estas son: la competencia con otras
bacterias por sitios de fijacion, dependiendo de la capacidad de ingresar al
hospedero y de mantenerse de acuerdo a las propiedades de adherencia al
epitelio intestinal permitiendo que sean moduladores de la microbiota intestinal
(Balcazar, 2002; Fooks y Gibson, 2002), el éxito se logra gracias a un flujo lento
del probiético a través del tracto gastrointestinal y estd4 determinado por una serie
de estructuras superficiales conocidas como adhesinas. La importancia de este
punto se fundamenta en que las bacterias patdgenas poseen una alta fijacion y
virulencia, pero su exclusion puede obtenerse por métodos bacteriostaticos
(inhibiendo el crecimiento) o bactericidas (matando a otras bacterias) (Gatesoupe,
1999) mediante la produccion de sustancias antimicrobianas denominadas
bacteriocinas propias de cada especie y otras como, lisozimas, sideroforos,
perdxido de hidrogeno (Vershuere et al., 2000; Irianto y Austin, 2002; Kesarkodi-
Watson et al., 2008; Wang et al., 2008b; Villamil y Novoa, 2009) y generando
alteraciones de los valores de pH como en el caso de las bacterias acido lacticas,
por la produccién de acido lactico y acido acético (Ringo y Gatesoupe, 1998;
Heczko et al., 2006). Otro mecanismo de accion importante es el aprovechamiento
del alimento con el aporte de nutrientes esenciales e incremento de la digestion
debido a liberacion de enzimas (Balcazar et al., 2006), lo cual pudo haber

sucedido en el presente estudio con las bacterias nativas de tilapia nildtica.
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Los peces alimentados con las mezclas de bacterias probidticas compuestas por
especies de Lactobacillus sp. y Bacillus sp. no presentaron aumentos significativos
en peso y talla con respecto al control. Las tasas de crecimiento especifico entre
todos los tratamientos no son representativas, y los indices IPDE para todos los
casos son similares, lo cual indica que las especies probidticas mezcladas en el
presente estudio no presentan un efecto sinérgico que pueda mejorar el
crecimiento de O. niloticus, aunque en estudios previos se ha comprobado que al
ser suministrados individualmente tienen un efecto positivo en los peces
(Martinez-Silva et al., 2008; Ospina, 2009). Las tasas de conversion alimenticia,
aunque son menores en M1y M2, presentan valores muy altos con una relacién
aproximada de 5:1, que se puede atribuir al exceso de comida en la racién
suministrada. Estos resultados difieren de los presentados por Aly et al. (2008),
quienes aseguran que las mezclas de B. subtilis y L. acidophilus presentan
mejores resultados de crecimiento y supervivencia en tilapia nilética que cuando
son suministrados individualmente, atribuyéndolo al gran potencial probiético que
tienen estas cepas para mejorar la digestion y ayudar con el sistema inmune de
los peces Sin embargo, en el presente estudio se ha comprobado la capacidad
gue tienen los productos extracelulares (ECPs) de L. acidophilus y L. casei para
inhibir el crecimiento entre ellas mismas y el de otras bacterias como Bacillus sp.
Estos ensayos fueron posteriores a los experimentos in vivo con el fin de aclarar

una posible causa de la no sinergia entre las mezclas.

Es bien conocido que las bacterias acido lacticas actlian como probidticos en gran
cantidad de organismos y por eso son ampliamente utilizadas (Ringo y Gatesoupe,
1998; 2008; Brizuela et al., 2001; Irianto y Austin, 2002; Thin et al., 2007;
Kesarkodi-Watson et al., 2008; Villamil y Novoa, 2009). Existen estudios como los
de Villamil et al. (2003a) en los que se evalia el efecto inmunomodulatorio de

algunas bacterias acido lacticas en el rodaballo (Scophtalmus maximus) lo cual
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evidencia la gran efectividad que tienen ciertas especies, en la proteccién contra
patogenos; también hay publicaciones referidas al género Lactobacillus sp. donde
se confirma el gran beneficio en cuanto a crecimiento y supervivencia a
infecciones experimentales en especies de importancia comercial como la trucha
arcoiris (Nikoskelainen et al., 2001; 2003, Panigrahi et al., 2004; Ma et al., 2009) y
especificamente O. niloticus donde se ha demostrado que L. rhamnosus
promueve la aglomeracion de fagocitos e incrementa la actividad fagocitica,
protegiendo al pez de la muerte causada por Edwardsiella tarda (Pirarat et al.,
2006), y que L. acidophilus puede mitigar los efectos de estrés en juveniles de
esta especie siendo también un buen promotor de crecimiento al ser
suplementado en dietas con el 40% de proteina (Lara-Flores et al., 2003) gracias a
que es un gran colonizador del tracto gastrointestinal mediante factores de
adhesion altamente compatibles con las proteinas de las células epiteliales (Buck
et al., 2005). Pero en el presente estudio dicho efecto no se evidencio y se debe a
la competencia que se puede presentar entre las bacterias acido lacticas

mezcladas.

Los resultados del presente estudio sugieren que al mezclar L. acidophilus con L
casei o con Bacillus sp no se promueve el crecimiento de juveniles de tilapia
nilética y no ayuda a la supervivencia de los peces al ser sometidos a desafios
experimentales, esto se debe a que existe una inhibicion del crecimiento por parte
de esta bacteria sobre Bacillus sp. y L. casei que podria llegar a anular cualquier
efecto sinérgico en el pez. Esto puede atribuirse a la capacidad antagénica que
tienen estas especies ( Ringo y Gatesoupe, 1998) con la reduccion del pH del
medio, el cual, limita el desarrollo de gran cantidad de bacterias basandose en la
produccion de &cidos organicos y otros metabdlitos inhibidores, entre los que cabe
mencionar el peréxido de hidrogeno y otros derivados del metabolismo del

oxigeno, compuestos aromaticos como el diacetilo y acetaldehido, derivados
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deshidratados del glicerol, enzimas bacterioliticas de gran actividad proteolitica, y
bacteriocinas como las acidocinas (Rogelj et al.,, 2002; Matijasic et al., 2004;
Majheni¢ et al., 2004; Azcarate-Peril et al.,, 2005) entre las que se encuentra
Lactacin B, la cual es exclusiva de L. acidophilus, termoestable, producida
Optimamente a pH 6,0 y activa contra especies estrechamente relacionadas del
mismo género disminuyendo su proliferacion (Barefoot y Klaenhammer, 1983). Es
muy probable que muchos de estos productos estén involucrados en la inhibicion
del crecimiento entre los mismos lactobacilos y también de Bacillus sp., en el cual
se ha comprobado con anterioridad que las bacterias acido lacticas pueden limitar
su crecimiento (Wong y Cheng, 1988; Marijasic et al., 1998).

Del mismo modo, se conoce que bacterias del género Bacillus sp. pueden tener un
efecto positivo sobre el crecimiento de la tilapia nilética y su resistencia a
enfermedades (Gunter y Jimenez-Montealegre, 2004; Kumar et al., 2008;
Martinez-Silva et al., 2008 ) al igual que en otras especies (Moriarty, 1999;
Farzanfar, 2006; Lallo et al., 2007; Newaj-Fyzul et al., 2007; Tseng et al., 2009),
pero pocos estudios tratan sobre la mezcla de varias de estas bacterias. En el
presente estudio, al mezclar un cepa de B. pumillus con una de Bacillus sp. no se
encontré algun efecto probiotico sobre la tilapia nilética y aunque no se evidencia
inhibicién de crecimiento por parte de sus ECPs, esto no garantiza que no estén
compitiendo entre si por sitios de fijacion en el tracto gastrointestinal o que tengan
una colonizacion pasajera en el hospedero considerandose microbiota aldctona
(Ringo y Olsen, 2003) y por ende un efecto minimo cuando son administradas de
manera simultanea. Ademas, hay que tener en cuenta que los probidticos son
altamente especificos con relacion al hospedero y sus mecanismos de accion
pueden variar entre individuos de la misma especie dependiendo del ambiente,
aln mas en organismos acuaticos donde la composicidon de la microbiota en el
intestino esta directamente relacionada con el medio exterior, lo cual hace que no

sea una entidad absoluta (Moriarty, 1999; Irianto y Austin, 2002; Escobar-Briones
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et al., 2006). Es por esto que no en todas las especies se obtienen los mismos
resultados con bacterias catalogadas como probiéticos, como es el caso de
Gunter y Jimenez (2004) quienes obutuvieron menor crecimiento al adicionar B.
subtilis en la dieta de tilapia nilética y de Mazurkiewicz et al., (2008) quienes no
obtuvieron diferencias significativas con probioticos en la carpa comun, y como en
muchos casos de las granjas productoras que al probar productos comerciales no
tienen ningun efecto positivo. Entonces, no se trata de alimentar a cualquier
especie con gran cantidad de probidticos, sino al contrario, de seleccionar de
manera especifica a los hospederos en los cuales se va a usar, ya que de esta
manera se reducen los efectos provocados por las amplias diferencias entre los
ambientes en los que se desarrollan los organismos (Duwat et al., 2000) y en el
caso de obtener buenos resultados realizar pruebas a gran escala con
instrumentos adecuados de monitoreo y la produccién bajo un estricto control de

calidad.

En cuanto a la supervivencia natural, no se encontraron diferencias durante el
periodo de alimentacion y fue alta para todos los tratamientos ratificando la gran
supervivencia y facilidad de manejo para el cultivo que tiene esta especie
(Covaleda et al.,, 2005; Baltazar, 2007), En el caso de aislados nativos, se
encontré6 que los peces alimentados con suplemento de M1 presentaron una
diferencia significativa con respecto al control, (Lara-Flores et al., 2003). Sin
embargo, las supervivencias siguen siendo buenas ya que los valores no son

menores a un 90%.

La supervivencia frente al desafio experimental con S. algalactiae fue muy baja ya
que en ninguno de los tratamientos fue superior al 65 %. En el caso de los peces
alimentados con bacterias nativas de tilapia fue mayor con respecto al grupo

control, pero no existe una diferencia estadisticamente significativa, aunque en
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este caso, fue mejor que en los animales suplementados con mezclas de bacterias
probibticas. Esta baja supervivencia, puede atribuirse al alto grado de
patogenicidad y virulencia que tienen las cepas de Streptococcus para causar
devastadoras mortalidades en los cultivos de tilapia (Ferguson et al., 1994,
Bromage et al.,, 1999, Romano y Mejia, 2003) por medio de la accion de
sustancias conocidas como L-antibioticos que actian excluyendo a las bacterias
circundantes (Nes et al., 2007). También se conoce que S. agalactiae tiene
estrategias de patogenicidad exitosas gracias a la formacién de una capsula de
polisacéaridos que lo protege del sistema inmune del hospedero en la accion de
leucocitos y macrofagos evitando ser fagocitado (Pulido et al., 2005; Lowe et al.,
2007) de este modo se expande la infeccibn en el hospedero gracias a la
propagacion de la bacteria contribuyendo a la destruccion de las células del tejido
conectivo del hospedero (Rojo et al., 2002), y en algunos casos cuando es
fagocitado puede inducir a la apoptosis del macrofago por la accion de una toxina
denominada Bh/c (Beta hemolitica citotoxica) la cual también causa lisis de los
eritrocitos del hospedero (Liu y Nizet, 2006) quedando libre el patégeno para su

propagacion.

Lo anterior demuestra que aunque algunas cepas nativas puedan inhibir ciertos
patdgenos como lo revela Aly et al. (2008c) quienes caracterizaron algunas
bacterias nativas de tilapia nilética y evaluaron su capacidad antibacteriana in vitro
no garantiza en ningln momento resultados positivos en experimentos in vivo
pues en el presente estudio se escogieron los aislados de tilapia nilotica B16, B17
e IL1 porque presentaron In Vitro gran actividad antimicrobiana contra A.
hydrophila y S. agalactiae, o que sugiere que solamente los estudios In Vitro son

muy limitados a la hora de escoger prebidticos.
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En el caso del desafio experimental con A. hydrophila, la supervivencia de los
peces alimentados con mezclas probioticas fue alta pero no se puede atribuir al
grado de proteccion que pueden conferir los probioticos ya que particularmente en
estos experimentos la virulencia del patogeno fue practicamente nula debido a
fallas en el sistema de congelamiento donde se encontraba el stock de esta cepa.
Es importante resaltar dos aspectos, primero que se han realizado varios estudios
en los que se reconoce que esta bacteria causa mortalidades para la tilapia
nilética (Ospina, 2009) gracias a sus diferentes mecanismos de virulencia tales
como la produccion de proteasas, aerolosinas, enterotoxinas que son altamente
citotoxicas y causan la muerte de eritrocitos en el hospedero (Paniagua et al.,
1990; Wang et al., 2003; Urgell, 2004); segundo, que existen varios probidticos
tales como B. subtilis y Carnobacterium sp. utilizados como agentes que ayudan a
controlar esta infeccién (Ringo et al., 2002; Newaj-Fyzul et al., 2007), llegando
incluso a tener efectos positivos sobre la expresion de genes de defensa tal como
lo refiere Reyes (2009) quien encontré aumento en la transferrina la cual quela el
hierro disponible en la sangre, limitandolo para el crecimiento de bacterias como
Aeromonas sp., y el aumento de citoquinas como IL-18 y TNF a que coordinan la
accion del sistema inmune gracias a la adicién de L. acidophilus en la dieta de

tilapia nilotica.

Para el desafio experimental con V. algynoliticus, ninguno de los tratamientos
mostré una supervivencia significativa mayor con respecto al grupo control. En el
caso de las bacterias nativas de tilapia, los peces suplementados con B16 e IL1
tuvieron supervivencias menores que los controles. Este patdgeno, es oportunista
y predominante en ecosistemas marinos (Cruz-Silva et al., 1997) pero en el
presente estudio se ha comprobado que puede afectar a O. niloticus. debido a
factores de estrés como el bajo nivel proteico en la dieta el cual no es ideal para

individuos de esta edad (Lara-Flores et al., 2003) la inoculacién de la bacteria via
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inyeccion intraperitoneal pudo afectar el nivel inmunolégico de los peces
proliferandose la enfermedad, mostrando sintomas claros de infeccion tales como
el nado errético, pérdida del apetito, y exoftalmia, causando la muerte de los
individuos (Reed y Francis-Floyd, 1996). Dicho estrés pudo haber sido mayor que
la capacidad de recuperacion del pez, la accion de su sistema inmune, y por
consiguiente de algun efecto benéfico conferido por alguna de las bacterias
nativas suministradas generando mortalidades que aunque no fueron altas, si son

representativas.

En el desafio con mezclas probidticas con especies de Bacillus sp. y Lactobacillus
sp. tampoco se evidenciaron resultados favorables en supervivencia de los peces
tratados con las mezclas con respecto al control. Los peces suplementados con
M2 (L. acidophilus + L. casei) y M3 (L. acidophilus + Bacillus sp.) tuvieron una
menor supervivencia que los alimentados Unicamente con pienso comercial. Esta
mortalidad se puede atribuir a la inhibicibn que ocurre entre ellas mismas
comprobada en los ensayos in vitro, y que posiblemente por razones
anteriormente expuestas anulan su efecto probiotico sobre este patdgeno. En este
caso se recomienda realizar estudios posteriores en esta especie donde se
implique V. algynoliticus como patdégeno suministrando las cepas individualmente

con el fin de obtener posibles resultados favorables de proteccion.

Por ultimo, es necesario enfatizar que aunque los probidticos tienen un efecto
benéfico en la acuicultura y son ampliamente utilizados en ella, son altamente
especificos en cuanto a que resultados varian de acuerdo a la especie hospedera,
a las dosis, tiempo de administracion, a los factores de estrés, y a los patdégenos
que se utilicen experimentalmente (Gatesoupe, 2008). Lo cual implica la
realizacion de futuros estudios en la administracion de las posibles especies

benéficas y de la ecologia microbiana tanto del ambiente como del tracto
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gastrointestinal de la especies cultivadas pues de esto puede depender la
comprension del tema para avanzar cada vez mas en pro de mitigar el uso de
antibioticos y reducir los costos de produccion acuicola que dia a dia aumenta su

demanda a nivel mundial.
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9. CONCLUSIONES

Las bacterias nativas de tilapia B16, B17 e II1, al igual que los probidticos L.
acidophilus, L. casei, B. pumilus y Bacillus sp sobreviven en el agua destilada,
esteril por mas de una semana aunque no presentan crecimiento debido a la

ausencia de nutrientes.

Las bacterias nativas de tilapia B16, B17 e IL1 pueden incrementar el
crecimiento de O. niloticus al suministrarse como suplemento alimenticio
reduciendo la tasa de conversion alimenticia con respecto a la dieta con pienso
comercial posiblemente por el aporte de nutrientes esenciales que mejoran los

procesos digestivos en esta especie.

La evaluacion in vitro de productos extracelulares mostrd, que las cepas L.
acidophilus y L. casei se inhiben entre ellas, y que L. acidophilus limita el
crecimiento de Bacillus sp.

Las mezclas realizadas con bacterias probidticas no demuestran una accion
sinérgica con respecto al crecimiento de O. niloticus ni a la resistencia contra
infecciones experimentales, debido posiblemente a la produccién de sustancias
antagonicas por parte de L. acidophilus y L. casei que inhibe el crecimiento de las

demas bacterias y a la exclusién competitiva que posiblemente existe entre ellas.
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La mezcla de bacterias probiéticas no siempre genera buenos resultados pues
sus efectos dependen del tipo de cepas escogidas, de la concentracion en la que

pueden ser Utiles, y de la especificidad que tienen en el hospedero.

No existe ninguna proteccion conferida por las bacterias nativas de tilapia B16,
B17 e IL1, ni por las mezclas de bacterias probidticas M1 (B. pumilus + Bacillus
sp), M2 (L. acidohphilus + L. casei) y M3 (L. acidophilus+Bacillus sp) contra S.
agalactiae y V. algynoliticus al ser expuestos experimentalmente en juveniles de

tilapia nilotica.
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10. RECOMENDACIONES

En futuros experimentos con probidticos en tilapias se recomienda realizar un
analisis del tracto digestivo con el fin de ratificar la colonizacion de las bacterias
suministradas, observar la exclusion de patdgenos y corroborar la digestion del
alimento con la adicion de probiéticos.

Es conveniente realizar mas experimentos sobre el uso de probidticos en
tilapia nilética de diferentes edades con el fin de encontrar un probiético especifico
gue se pueda implementar a una escala piloto en esta especie.

Se consideran necesarios mas estudios sobre cepas nativas de tilapia las
cuales parecen tener resultados promisorios teniendo en cuenta que al ser
autoctonas de esta especie pueden colonizar facilmente el tracto gastrointestinal

generando roles favorables en los peces.

Son necesarios mas estudios para entender el efecto y mecanismos de accién
in vivo de las diferentes cepas nativas de tilapia nil6tica y de bacterias probioticas
en general en la prevencion de enfermedades que causen grandes mortalidades

en los cultivos.

Se recomienda probar diferentes mezclas de probidticos para conocer los
efectos en el incremento en peso y resistencia a enfermedades en tilapia nildtica,
con el fin de encontrar una serie de bacterias que en conjunto puedan reducir a

escala comercial los costos de produccion de esta especie.
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12. COMPLEMENTARIOS

Juveniles de tilapia nil6tica afectados por V. algynoliticus. Se evidencian sintomas
de exoftalmia.
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