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RESUMEN

Con las enfermedades bacterianas que afectan los sistemas de cultivo de peces
comerciales y el creciente uso de antibiéticos de amplio espectro, se han empezado a
utilizar alternativas de tratamiento como los probio6ticos, debido a que estos pueden
combatir numerosas infecciones, contribuir al crecimiento de los peces, mejorar la
asimilacién del alimento e inducir el sistema inmune. El presente trabajo tiene como
objetivo evaluar el aporte de cuatro aislados autoctonos de tilapia nilotica (Oreochromis
niloticus), en cuanto a crecimiento de juveniles y contra una infeccion experimental con un

patdégeno que afecta esta especie (Edwardsiella tarda).

Los aislados bacterianos B21, 115, 119 e 19, se agregaron como suplemento al alimento de
los peces para determinar su efecto sobre el crecimiento de los juveniles de O. niloticus;
utilizando la tasa de crecimiento especifica. Adicionalmente se determiné la sobrevivencia
antes y después de realizar el desafio experimental con E. tarda. Asi mismo se llevo a
cabo una prueba de cinética de crecimiento. Las bacterias propuestas como probioticos,
fueron identificadas hasta nivel de especie o género segun fuera posible mediante
secuenciacion de 16 S RNA.

Se identificaron las siguientes especies y géneros: Enterococcus faecalis (115), Myroides
odoratimimus (119) y Exigobacterium spp. (B21 e 19). Los peces alimentados con
suplemento de E. faecalis, presentaron indices de crecimiento superiores que con el
pienso comercial sin suplemento. M. odoratimimus, E. facealis y Exiguobacterium (19)
resultaron ser eficientes al combatir la infeccion de E. tarda, pues los peces evidenciaron
mortalidades menores a las de los individuos control después de ser administrada la
infeccion. Estos géneros de bacterias ya han reportado beneficios sobre tilapias y otras
especies de interés acuicola, y es importante determinar los mecanismos de los

patégenos y los potenciales probidticos.

Palabras Clave: Oreochromis niloticus, Edwardsiella tarda, probiéticos, bacterias

autoctonas, crecimiento, Enterococcus, Myroides.



ABSTRACT

With the bacterial diseases that affect commercial fish growing systems and the increasing
in the use of broad-spectrum antibiotics, it has begun to use alternative treatments as the
probiotics, because these can fight against several infections, contribute to fish growth,
improve the food digestion and induce the immune system. This research has as goal to
evaluate the input of four autochthonous isolated bacteria from Tilapia (Oreochromis
niloticus), in terms of juvenile growth and against one experimental infection of a common

pathogen for this species (Edwardsiella tarda).

The isolated bacteria B21, 115, 119 and 19, were added as a supplement to the fish food
and to determine its effect on the O. niloticus juvenile growth; for this purpose was used
the specific growth rate. Additionally was determined the survival before and after the
experimental challenge with E. tarda. Likewise it was conducted a test for growth kinetics.
The bacteria proposed as probiotics were identified to species or genus level as it was

possible with 16 S RNA sequencing.

Were identified this species and genus: Enterococcus faecalis (115), Myroides
odoratimimus (119) and Exigobacterium spp. (B21 e 19). The fish fed with E. faecalis
supplement, showed higher growth rates than those fed with commercial food without the
supplement. M. odoratimimus, E. facealis and Exiguobacterium (19) were efficient against
the E. tarda infection, because the fish indicated lower mortality than the control group
individuals after the disease administration. These bacteria were before reported to have
benefits for Tilapia and others aquaculture interesting species, and it is importan to identify

the mechanisms of pathogens and potential probiotics.

Key Words: Oreochromis niloticus, Edwardsiella tarda, probiotics, autochthonous

bacteria, growth, Enterococcus, Myroides.



1. INTRODUCCION JUSTIFICADA

La acuicultura se ha consolidado en los ultimos afios como una actividad productiva a
gran escala, una alternativa sostenible para la lucha contra el hambre a nivel mundial y
una importante fuente de proteina en paises en vias de desarrollo. Este sector, ha
mostrado un considerable crecimiento a nivel global y regional en los ultimos 50 afios,
pero aun sigue siendo una actividad joven en Latinoamérica y presenta limitaciones

tecnolégicas y de bioseguridad (FAO, 2010).

Las enfermedades infecciosas son una gran amenaza para el desarrollo exitoso del
cultivo, por lo que la implementacion de programas de manejo sanitario se vuelve cada
vez mas importante. Se han propuesto distintas estrategias para prevenir las pérdidas por
agentes infecciosos, entre ellas los probiéticos, que han ganado interés ya que algunos de
ellos poseen la capacidad de estimular los factores de defensa de los peces, de tal
manera que estos adquieren mayor resistencia incluso durante condiciones ambientales

estresantes.

Existen numerosos mecanismos de accién de los probidticos, los mas conocidos, son la
actividad antibacteriana por produccion de compuestos inhibitorios, alta capacidad de
adherencia y competencia por espacio en el tracto gastrointestinal principalmente por
tasas de crecimiento superiores. Adicionalmente se han determinado otros como: la
competencia por elementos limitantes o nutrientes, la mejora de la calidad de agua, la
produccion de compuestos beneficos para el hospedero y mejoramiento del sistema
inmune. Estos mecanismos pueden variar o combinarse dependiendo de la bacteria o

bacterias que entren en interaccion. (Merrifield y Emery, 2010; Villamil y Novoa, 2009).

Los probiéticos consumidos en cantidades adecuadas representan un beneficio para la
salud del organismo; mientras que estos y los inmunoestimulantes pueden ser usados
desde edades tempranas, las vacunas solo pueden aplicarse cuando el sistema inmune
especifico se ha desarrollado, y existe la posibilidad de generar anticuerpos contra
agentes infecciosos especificos (Balcazar et al., 2006; Verschuere et al., 2000). El uso de
probidticos permite obtener mejores supervivencias y tasas de crecimiento de los
organismos, aumentando asi la produccion y generando productos alimenticios sin

aditivos quimicos, que tienen mayor demanda y son mejor pagados por su valor



agregado. El desarrollo de tecnologias acuicolas responsables esta contemplado dentro
de las prioridades de investigacion del pais (COLCIENCIAS, 1999).

La implementacion de probidticos, es una valiosa estrategia para evitar el uso de
antibidticos de amplio espectro. En el cultivo de tilapia y otros organismos esta practica
fue muy comudn hasta hace pocos afios, aunque los efectos en los cultivos inicialmente
fueron positivos ya que lograban controlar las enfermedades, su uso indiscriminado ha
desencadenado serios problemas como: la aparicion de cepas bacterianas
multiresistentes, cambios en la microbiota propia del medio, e incluso efectos a largo
plazo en la salud de los animales cultivados y la de los consumidores finales. A pesar de
la importancia de estas alternativas y de los numerosos trabajos publicados recientemente
sobre el tema, el conocimiento sigue siendo empirico y en pocos casos se ha podido
establecer el efecto real del agente probibtico sobre las especies cultivadas (Villamil y
Novoa, 2009).

Dentro de este contexto, el presente proyecto busca evaluar la estrategia biotecnoldgica y
en particular cuatro cepas bacterianas aisladas del intestino de tilapia nilotica cultivada,

para controlar la aparicion de enfermedades, y promover el crecimiento de los peces.



2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
2.1  ACUICULTURA EN EL MUNDO

La acuicultura es una actividad tradicional que en algunos paises se ha desarrollado
desde hace varios siglos, y gradualmente se ha globalizado hasta convertirse en una
actividad rentable econdmica y socialmente. Durante los ultimos 50 afios la acuicultura se
ha consolidado como una de las actividades econdémicas mas importantes para gran
cantidad de naciones, desde entonces este sector ha mostrado un crecimiento
significativo, aportando un porcentaje cada vez mayor en la produccién y consumo de
alimentos protéicos. Para el 2008, 26.7% del pescado consumido en el mundo provenia
de la industria acuicola, mientras en 1970 era el 4.8%; esto demuestra su creciente
importancia y gran contribucion para cubrir la demanda por los productos pesqueros
(FAO, 2010). El crecimiento de la acuicultura se debe a: la implementacion de
mecanismos de control en la reproduccion, el mayor conocimiento de la biologia basica de
las especies, el desarrollo de tecnologia y el control de enfermedades, entre otros factores
(APROMAR, 2008).

Durante las ultimas décadas la acuicultura ha sido una herramienta importante en la lucha
contra el hambre y la pobreza, mostrandose como una alternativa econémica interesante
para ser utilizada en sectores pobres, para auto sostenibilidad o produccion a pequefa
escala. Esto se suma al incremento en la poblacién humana y su consecuente demanda
alimenticia, lo cual estimula el desarrollo de la acuicultura en todos sus aspectos y la

convierte en una actividad bien valorada (FAO, 2010).

2.2 CULTIVO DE TILAPIA EN COLOMBIA

En la década de los sesenta fue introducida en Colombia la tilapia, sin embargo no fue
utilizada en acuicultura sino hasta los ochenta. A partir de alli, ha empezado a ganar
importancia y hoy en dia representa el 65% de la produccion piscicola, con un incremento

anual promedio de 23.31% entre los afios de 1985 y 2006 (Usgame et al., 2008).

Los peces que se conocen comunmente como tilapias o mojarras africanas pertenecen a

la familia de los ciclidos, y como su nombre lo indica son de origen africano. Se



encuentran ampliamente distribuidas en el mundo, con mayor frecuencia en Palestina, el
Nilo y a lo largo de Africa occidental; también en los lagos Turkana, Edward, George,
Tanganyika y Albert en el este de Africa. El color de su cuerpo es generalmente verde
olivo o metalico con el vientre plateado, sin embargo existe una variedad de esta especie
de color rojo. O. niloticus es considerado omnivoro; en su estadio juvenil se alimenta
principalmente de plancton, al pasar a la adultez amplia su dieta con algas, macrdfitas,
detritus y se adapta facilmente a la alimentacion artificial. Frente a un alimento de baja
calidad se limita el crecimiento. Varias especies de ciclidos han sido introducidas en lagos
y otros cuerpos de aguas tropicales, convirtiéndose en un producto importante para la
acuicultura en estas regiones (Pullin y Lowe-McConnell, 1982; Secretaria de Pesca de
Mexico, 1994).

La tilapia se considera de interés para la produccién comercial por caracteristicas como
su rapido crecimiento, facil reproduccion, poca demanda de oxigeno y buen sabor de la
carne (Jover et al. 1998). Esta especie presenta marcado dimorfismo sexual y alcanza la
madurez entre 30 — 50 g. Desova entre 200 y 2000 huevos de cuatro a cinco veces en el
afio, que son incubados en la boca de los machos (Baltazar, 2007; Cantor, 2007). En
Colombia, O. niloticus ha sido visto como una importante alternativa nutricional
principalmente para la proteccion de la nifiez, y como parte de la estratégica para
combatir el hambre. Econdmicamente esta especie es viable y es cultivada tanto a nivel
industrial como artesanal y de autoconsumo. Representa ingresos importantes en algunos
departamentos como el Huila y el Meta mostrando tendencias de crecimiento en los

ultimos afios (Espinal et al. 2005).

Existen dos métodos de cultivo de tilapia en Colombia, estanque en tierra y jaula flotante,
estos sistemas son usados practicamente en la misma medida. En todo caso en algunos
departamentos existe preferencia, en el Huila, la mayoria de la produccién proviene de
jaulas flotantes en la represa de Betania, y en el Meta principalmente se cultiva en
estanque de tierra, usados en fincas piscicolas; estos departamentos junto con el Tolima
son los de mayor produccién en el pais. Las especies de tilapia cultivadas son la roja
(Oreochromis spp.), que es destinada principalmente al consumo nacional, y la plateada
(O. niloticus) que posee caracteristicas aprovechadas para la exportacion de filetes. Por

otro lado el monocultivo y el policultivo son también técnicas aptas para el manejo de



tilapia; la segunda implica la crianza de especies distintas en un mismo espacio,

generalmente la carpa o la cachama (Usgame et al., 2008).

En Colombia se presenta un incremento en el consumo de Tilapia a partir del afio 2000. A
pesar de esto la demanda alun es baja, y ademas es comdn la compra de producto
importado. Este fendmeno se deben a la baja cultura de consumo de alimentos
pesqueros, ademas de la carencia de publicidad y planes de mercadeo (Usgame et al.,
2008).

2.3 PROBIOTICOS EN ACUICULTURA

El aumento en la produccion acuicola ha causado a su vez un incremento en las
enfermedades propias de los cultivos, lo que lleva al uso de antibiéticos de amplio
espectro. Estos compuestos se han convertido en un problema de salud publica,
principalmente porque propician la generacion y diseminacion de gran cantidad de genes
patdgeno resistentes, que suelen derivar a cepas multiresistentes de especies como:
Mycobacterium tuberculosis, Vibrio sp., Staphylococcus aureus, Enterococcus sp. y
Shigella sp.. Sobre el caso, se ha reportado invulnerabilidad a antibiéticos tan usados
como la tetraciclina y la oxitetraciclina (Martin y Carmona, 2003; Neela et al. 2007;
Verschuere et al., 2000). Debido a esta problematica, los probiéticos se han consolidado
como una de las alternativas mas llamativas para combatir las infecciones a pesar del

desconocimiento de algunos mecanismos de accién (Villamil y Novoa, 2009).

Los probiéticos son microorganismaos vivos, generalmente bacterias, que se utilizan como
suplemento en los alimentos para beneficio del hospedero, incrementando el balance de
la microbiota intestinal; lo cual se refleja en mejoras de salud, resistencia contra
infecciones y mayores tasas de crecimiento, entre otros. Generalmente los probiéticos son
aislados de los peces y de los ecosistemas (Balcazar et al., 2006; Verschuere et al.,
2000).

Las bacterias productoras de acido lactico (LAB), como Lactobacillus y Carnobacterium
suelen estar presentes en intestinos de peces (Ringo y Gatesoupe, 1998). Estas tienen la

capacidad de inhibir el crecimiento de patdgenos oportunistas, (bacterias y hongos) y en



algunos casos de competir por sitios de fijacién (Gatesoupe, 2008). Las LAB han sido
incorporadas en la alimentacion humana, tradicionalmente empleadas para realizar la
fermentacion de productos lacteos, demostrando que son inofensivas al no convertirse en
agentes patodgenos, por lo que la aplicacion de estos microrganismos en la acuicultura
asegura mayores garantias. Los beneficios que estos aportan a la inmunocompetencia
han sido ampliamente demostrados en los humanos y otros mamiferos, e incluyen
potenciar principalmente las defensas no especificas, asi como incrementar el peso y la
talla durante un cultivo. EI uso de LAB como probi6ticos esta relativamente bien
establecido en otras especies animales, pero en el cultivo de peces existe informacion
escasa, sobre todo en lo que se refiere a la modulacién del sistema inmune (Villamil y
Novoa, 2009).

Gran variedad de microorganismos pueden ser usados como probidticos en peces:
bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, levaduras y cianobacterias. Muchos de estos
han probado generar beneficios en términos de salud, crecimiento, resistencia a
enfermedades y asimilacion del alimento. La implementacion de estos probidticos ya ha
mostrado resultados positivos en cultivos de diferentes familias de peces, tanto de agua
dulce como salada, por ejemplo en Silaridos, Salménidos, Ciclidos, entre otros (Merrifield
y Emery, 2010).

En el cultivo de tilapia se han probado microorganismos como Streptococcus
thermophilus, Bifidobacterium bifidus y Saccharomyces cerevisae, ademas de LAB.
Mahecha (2007) encontr6 mejor productividad para O. niloticus con levaduras, al
compararlas con una mezcla de bacterias acido lacticas. Adicionalmente en Mesalhy et al.
(2008a), se probaron productos probioticos comerciales (Organic Green ™) en tilapias
contra una infeccion de Aeromonas hydrophila, sobre lo cual reportan considerables
beneficios. También se realizaron pruebas con diversas bacterias, encontrandose
aislados muy prometedores para el cultivo de Oreochromis y otros géneros de peces que
suelen verse afectados por patégenos (Ferguson et al., 2010; Mesalhy et al., 2008b;
Ospina, 2009; Reyes-Perdomo, 2009).

Antes que una cepa pueda ser utilizada como probidtico, es necesario que esta no cause
efectos adversos en el hospedero. Para ello se realiza un bafio en una suspension con el

probidtico candidato, se agrega a cultivos bajo condiciones normales y de estrés, se



examina la mortalidad durante cuatro (4) dias, y se monitorea la respuesta fototactica
(Gomez-Gil et al., 2000). Las bacterias con potencial probiético que son aisladas del
intestino de organismos, son probadas in vitro e in vivo: el primer caso implica que sean
seleccionadas con base en su actividad antimicrobiana; en tanto que para el segundo se
requieren estudios de alimentacién para corroborar su actividad probiotica. Las formas en
gue se agrega el probidtico al hospedero pueden ser: en el alimento, en el agua del
cultivo, en bafios o via alimento vivo. El paso a seguir, es la infeccion con un patégeno
representativo para evaluar el potencial de la cepa, estos también pueden ser
administrados en la dieta, por inmersion o en el agua de cultivo, posteriormente se evalla
la mortalidad con el probi6tico y sin él. Adicionalmente es importante evaluar las mejoras
respectivas a un sistema de cultivo, como el incremento en peso y talla (Gémez-Gil et al.,
2000; Kosin y Rakshit, 2006; Verschuere et al., 2000).

2.4 PRINCIPALES ENFERMEDADES EN EL CULTIVO DE TILAPIA

Los estudios en cultivos intensivos y en el medio natural, han mostrado que las tilapias
tienen mayor grado de resistencia a enfermedades que muchas otras especies
comerciales. Sin embargo, se han reportado mortalidades en esta especie causadas por
distintos agentes infecciosos, siendo la mala nutriciobn una de las causas que genera
vulnerabilidad a bacterias en los cultivos intensivos. Los patdgenos bacterianos mas
comunes son Aeromonas sp., Streptococcus sp., myxobacterias y particularmente E.

tarda, que pertenece al grupo de las enterobacterias (Pullin y Lowe-McConnell, 1982).

Aeromonas hydrophila, un bacilo Gram negativo recto que cuenta con un flagelo polar
anico, es uno de los principales causantes de infecciones en peces de aguas calidas.
Puede ocasionar septicemia motil de aeromonas, que se expresa con pequefios puntos
hemorragicos en la base de las aletas o en la piel, abdomen distendido, ojos
protuberantes y reduccion en el crecimiento (Pachanawan et al., 2008). El género
Streptococcus estd conformado por cocos Gram positivos, que hacen parte de las
bacterias que producen acido lactico. Una de las especies patbgenas primarias es S.
agalactiae, puede causar encefalitis, meningoencefalitis y problemas de exoftalmia, que

conllevan a grandes mortalidades (Ospina, 2009).



E. tarda es un bacilo Gram negativo movil y anaerobio, las colonias son pequefias, de
aspecto redondo uniforme, brillantes y ligeramente convexas Causa edwardsiliosis, una
enfermedad que afecta una amplia variedad de taxa de peces con una distribucion
mundial tanto en aguas dulces como marinas, los sintomas incluyen: perdida del apetito,
movimientos lentos, lesiones cutdneas en varias partes del cuerpo, aumento en la
frecuencia opercular y pérdida de eje de natacion; en algunos casos hemolisis, necrosis
en masculos, rifion e higado; generalmente diagnosticados como septicemia hemorragica
(Zarzuelo, 1981; Joh et al., 2010; Galal et al., 2005; Vasquez-Pifieros et al., 2010). Las
infecciones por este patégeno, en el pasado han causado epidemias con efectos muy
negativos para la acuicultura; estos brotes suelen seguir un patrén que inicia con unos
pocos animales que alcanzan a sobrevivir unos dias, en todo caso si ho se administra
rapidamente un antibiético los individuos aledafios también se contagian, dando lugar a
una epidemia (Chen y Lai, 1998). Recientemente se ha descrito que la respuesta
inflamatoria y la sintomatologia dependen de la cepa de E. tarda y de la especie de pez

infectado (Iregui et al., 2012).

El género Mycobacterium es también una bacteria patdgena que causa una enfermedad
conocida como tuberculosis 0 micobacteriosis, los peces presentan sintomas como:
decoloracién de la piel, pérdida del apetito, letargo, ulceraciones cutaneas, exoftalmia y
nataciéon errante, afectando principalmente el higado, bazo, rifiones e intestino. La
enfermedad puede causar grandes pérdidas, y es de gran importancia porque a pesar de
no ser muy comun representa riesgo de infeccion para el ser humano (Gauthier y Rhodes,
2009). Flexibacter columnaris, es una mixobacteria que causa lesiones necréticas de color
blanquecino-grisaceo comunmente localizadas en las aletas, la cabeza y el cuerpo;
también suelen verse afectadas las branquias, las cuales presentan palidez y necrosis.
Esta enfermedad puede propagarse cuando los peces son sometidos a eventos de estrés

causando importantes pérdidas en los cultivos (Decostere et al. 1999).

Los cultivos de tilapias también se ven afectados por enfermedades de tipo micoético. Los
ficomicetes son los hongos mas comunes, expresandose como lesiones blancas
algodonosas en las aletas, boca y piel; esta infeccion se propaga facilmente. Los
parasitos no son la excepcion, ya que se pueden encontrar todo tipo de protozoos dificiles
de detectar y tratar. Pueden afectar branquias, epidermis, faringe, ojos, narinas e

intestino. Algunos de los parasitos menos comunes que se han reportado son copépodos



y sanguijuelas. En cuanto a enfermedades virales, se puede decir que son poco
conocidas y de dificil estudio, actualmente se conoce en tilapia la virosis necrética (Tang y
Nelson, 1998).



3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Debido a las mortalidades que se han descrito en los cultivos de tilapia nilotica a causa de
E. tarda, el posible uso inadecuado de antibiéticos que resulta nocivo para los peces, el
ambiente y los sistemas de cultivo, asi como posiblemente para los consumidores; el
proposito de este estudio es evaluar in vivo bacterias autoctonas de tilapia como
suplemento con potencial probidtico, para reducir la mortalidad por infecciones
bacterianas y aumentar las tasas de crecimiento en medios de cultivo cerrados. Lo
anterior se determind estimando el aumento en peso y la supervivencia de los individuos

antes y durante una infeccion experimental.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la eficiencia de bacterias seleccionadas in vitro como posibles probiéticos, de
acuerdo a sus efectos como suplemento en la dieta de juveniles de O. niloticus en

términos de supervivencia y crecimiento.

Evaluar el efecto de los posibles probiéticos aislados de tilapia nilotica contra una
infeccion de E. tarda, realizando un desafio experimental in vivo en juveniles de O.

niloticus.
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5. HIPOTESIS

El incremento en peso y resistencia de la tilapia nilotica (O. niloticus) es significativamente
mayor en los grupos de peces cuyo alimento ha sido suplementado con bacterias
probidticas aisladas con respecto a las alimentadas con pienso sin suplemento de

bacterias probioticas.

El porcentaje de supervivencia en una infeccibn experimental con E. tarda es
significativamente mayor en los grupos de tilapia nilotica (O. niloticus) cuyo alimento ha
sido suplementado con bacterias probitticas seleccionadas respecto a los que fueron

alimentados con pienso comercial sin suplemento bacteriano.
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6. METODOLOGIA
6.1 AISLADOS BACTERIANOS

Se probaron los aislados de tilapia (19, 119, 115 y B21), cuya nomenclatura esti basada en
el 6rgano del que provienen y un nimero consecutivo. Estos se seleccionaron por haber
presentado actividad antimicrobiana contra Aeromonas hydrophila y Streptoccocus
agalactiae, y porque aun no han sido estudiados in vivo. Para el caso se decidid trabajar
con la especie Edwardsiella tarda, donada por el profesor Carlos Iregui de la Universidad
Nacional de Colombia. Fue cultivada en medio Triptona de Soya (TSA) e incubada
durante 24 horas a una temperatura de 27 °C, para su posterior uso en la infeccion de los

peces.
6.2 CINETICA DE CRECIMIENTO

Se inoculé cada aislado bacteriano y el patégeno en medio TSB estéril, los que
posteriormente se sembraron por triplicado en una microplaca a fin de realizar un analisis
espectrofotométrico (Modulus™). Para dicho analisis, el equipo se ajusté a 26 °C, una
temperatura apropiada para incubacién, y lectura a 600 nm cada 12 horas durante 3 dias.
A partir de los datos de absorbancia se construy6 una curva de crecimiento que estima la

concentracion de microorganismos.
6.3 RECUENTO DE BACTERIAS

El recuento de bacterias se llevd a cabo en la camara de Thoma, utilizando un
microscopio 6ptico marca Nikon Eclipse modelo E2000. El total de bacterias se determiné

con la férmula proporcionada por el fabricante:
Numero de células * Dilucién * 50000

El nUmero de bacterias se confirm6 por medio de siembra en placa de diluciones seriadas
y realizando el recuento de unidades formadoras de colonia (UFC) siguiendo los métodos

estandar.
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6.4 IDENTIFICACION DE LAS CEPAS AISLADAS

Para este fin se inicio con una extraccion de ADN de los aislados bacterianos; donde
primero se sembraron las bacterias en TSA y se incubaron por 24 h, a continuacion se
tomé una porcion de la colonia para ser llevada a suspension en tubo eppendorf con 4 ml
de agua destilada estéril. Este ultimo se dejé por 15 min en bafio maria (100°C). Para
finalmente ser centrifugado a 10000 rpm durante 1 min., el sobrenadante se refrigeré en

tubos estériles para su posterior uso en PCR.

La amplificacion con PCR se llevé a cabo utilizando oligonucleétidos, que son disefiados
con base en secuencias conservadas del gen que codifica para la subunidad del 16S ARN
ribosomal (Sauer et al., 2005). Para realizar la PCR se tomé un eppendorf de 0,2 ml y se
adiciond: 5 pl de PCR Buffer de reaccion 5x; 0,5 pl de dNTP (10mM cada uno); 0,25 pul de
cada oligonucledtido (25 nM); 0,1 ul de Tag polimerasa (5 U/ ul); 1 yl de BSA (10000
ng/ul); 14,9 ul de agua y 2 pl de ADN bacteriano. La amplificacion fue realizada en un
termociclador con una desnaturalizacién inicial a 94°C por 4 min., 94°C por 50 seg., 55°C
por 45 seg., la extension final se hizo a 72°C por 1,5 min. Los ciclos se repitieron 28
veces. Los fragmentos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 1% para
electroforesis, se revelaron con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) (Martin, 2005). El producto
de PCR se mandé a secuenciar en un equipo Automatic Sequencer 3730xl. Las
resultados obtenidos se compararon utilizando la herramienta Blast en el GeneBank,
donde se consideraron los géneros que presentaban un porcentaje de identidad = 95%
(Quifibnez, 2008).

6.5  ADICION DE LAS BACTERIAS AL ALIMENTO COMERCIAL

Los aislados bacterianos seleccionados (B21, 19, 115 e 119) se sembraron en medio TSA,
para luego de un periodo de 24 a 48 h de incubacién tomar indculos y sembrarlos en
tampon PBS estéril. Posteriormente se realizan diluciones, para obtener en el recuento
una concentracién de 10° UFC/g. En todos los casos, se lleva a cabo un segundo conteo

en placas de agar para verificar el primero.
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El alimento se macer6 en un mortero, hasta quedar en trozos pequefios del tamafo
adecuado para la cavidad bucal de los peces. A este se adicioné y mezcl6 la dilucion de la
bacteria correspondiente hasta que quedara humedo de manera homogénea.
Posteriormente se dejé secar y se refrigeré por un periodo méaximo de 4 dias.

6.6 SELECCION DE PECES

Se usaron peces sanos entre 0,2 y 2,0 g de tilapia nilética (O. niloticus), obtenidos del
SENA agropecuario de Gaira. Los individuos se aclimataron a 26 °C y se alimentaron con
pienso comercial; para luego ser distribuidos en acuarios de 20 L, a la misma
temperatura, con aireacion continua y con flujo estatico y recambio diario del 25% de

agua. Los peces se repartieron al azar, poniendo 15 individuos por acuario.

6.7 EVALUACION DEL EFECTO DE LAS CEPAS AISLADAS EN EL CRECIMIENTO
DE TILAPIA

Para evaluar el efecto de los aislados B21, 19, 115 e 119 en las bacterias nativas, se conto
con cuatro tratamientos cada uno con tres réplicas, por acuario se tenian 15 individuos de
aproximadamente el mismo tamafio y peso. Los peces del tratamiento control fueron
alimentados con pienso comercial que tiene 24% de proteina; este mismo producto se
utilizé en los demas ensayos pero con suplemento de bacterias aisladas seleccionadas
(10° UFC/gr). El alimento se suministro tres veces al dia en raciones que suman el 7% de
su peso corporal, hasta completar cuatro semanas. Se tomaron medidas de peso en los

dias 1, 15 y 30 del experimento, registrando los datos para su posterior analisis.

6.8 EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DEL ALIMENTO DE TILAPIA NILOTICA
DURANTE LA INFECCION EXPERIMENTAL CON E. tarda

Después de las cuatro semanas de tratamiento con alimento suplementado (tal como se
explic6 anteriormente), se pasé a la fase de infeccion experimental donde se
suministraron 100ul (1 x 10° UFC/mL) de E. tarda, a cada uno de los peces mediante
inyeccion intraperitoneal. Dejando un acuario de cada tratamiento y del control sin
infectar, para asi también tener un grupo control por cada tratamiento en esta fase del
experimento. E. tarda fue aislada nuevamente de los peces que murieron para confirmar

la causa de la muerte.
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6.9 TRATAMIENTO DE DATOS

Se realizaron célculos de incremento en peso (g) mediante la tasa de crecimiento
especifica (TCE) (Lara-Flores et al., 2002; Guevara et al., 2003; Ginter y Jimenez-
Montealegre, 2004; Bautista et al.,, 2006; Khattab et al., 2006; Mesalhy et al., 2008b;
Wang et al., 2008). Ademas se obtuvieron datos de porcentaje de sobrevivencia, estos

fueron tratados y graficados en el programa Microsoft Excel.
TCE (%/dia) = (In W;—In W) / t * 100
Sobrevivencia = (Numero final de peces / NUmero inicial de peces) * 100
W Peso promedio final.
W;: Peso promedio inicial.
t: tiempo de tratamiento.

Para los tratamientos 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). Adicionalmente después de
comprobar la normalidad (Kurtosis) y homogeneidad (Test Bartlet) de los datos, se
realizaron analisis de varianza (ANOVA) para la TCE y la sobrevivencia, durante el
periodo de tratamiento con alimento suplementado, asi como después de la infeccion.

Para este fin se utiliz6 el programa Statgraphics Plus 5.0.

16



7. RESULTADOS

7.1 IDENTIFICACION DE AISLADOS

De la secuenciacion se obtuvieron dos cepas con una homologia méxima de
100%, en estos fue posible llegar a nivel de especie (115 e 119). En los otros dos
aislados se alcanzé un 99%, por lo que se describe solo a nivel de género (19 y
B21) (Tabla 1).

Tabla 1. Identidad de las cuatro cepas aisladas de O. niloticus. Resultado de la
secuenciacion de 16s rRNA.

Aislado Identidad Homologia de la Cadigo de la
Secuencia (%) Secuencia en el
GeneBank

115 Enterococcus 100 HM776191.1
faecalis

119 Myroides 100 EU660317.1
odoratimimus

19 Exiguobacterium 99 AY612767.1
sp.

B21 Exiguobacterium 99 HQ246272.1
sp.

7.2 CINETICA DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS AISLADAS

Tomando como punto de

referencia

las fases de crecimiento de los

microrganismos (Madigan et al., 2003), las cepas utilizadas incluyendo E. tarda
presentaron variaciones (Figura 1). El aislado Exiguobacterium sp. (B21)
inicialmente alcanza la fase exponencial rapidamente mostrando mayor
crecimiento que E. tarda, sin embargo en la fase estacionaria se encuentra en

menor concentracion que dicho patdgeno. El aislado Exiguobacterium sp. (19) llega
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a la fase estacionaria a las 12 horas con una baja concentracién, lo cual indica que
crece poco. E. faecalis (I15) tiene un comportamiento exponencial constante y
alcanza una alta concentracion en un tiempo prolongado, sugiriendo que a largo
plazo podria superar a E. tarda. Por otro lado M. odoratimimus (I119) muestra
crecimiento lento. Finalmente E. tarda muestra una fase “lag” o de retraso larga, y
una fase exponencial estratificada en una parte lenta (0-24 h) y una rapida (24-36
h) que se aproxima a la etapa estacionaria. Es importante notar que a las 72 horas
E. tarda presentdé una concentracion mayor a las posibles cepas probioticas
(Figura 1).

0,18 -
g 0,16 - == F. tarda
g 3 0,14 1 == Exiguobacterium
= g 0,12 - (B21)
S8 01 - Myroides
E g 0,08 - odoratimimus
€ 0 006 - === Exiguobacterium
g~ (19)
c 0,04 -
o === Enterococcus
© 0,02 - :

’ faecalis

0 T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72
Tiempo de incubacién (horas)

Figura 1. Cinética de crecimiento en un periodo de 72 horas de las bacterias aisladas de
O. niloticus y el patégeno E. tarda.

7.3 CRECIMIENTO E INCREMENTO EN PESO DE TILAPIA NILOTICA
DURANTE LA FASE DE ALIMENTACION SUPLEMENTADA

Al observar la grafica, se resalta la tendencia de que E. faecalis (I115) tiene el
potencial de promover el crecimiento de los peces al ser suministrada en el
alimento; contrario a lo que ocurre con Exiguobacterium, donde los individuos

muestran bajo porcentaje de crecimiento (B21 e 19) (Figura 2). Sin embargo el
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andlisis de varianza (ANOVA) para la TCE después de la fase de alimentacion
suplementada, indica que no existen diferencias estadisticamente significativas

entre tratamientos (p-value: 0,4045).
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odoratlmlmus (B21) (19)

Figura 2. Tasa de crecimiento especifico en la fase de alimentaciéon suplementada para
cada uno de los aislados (medida de dispersion: error estandar).

7.4 CRECIMIENTO E INCREMENTO EN PESO DE TILAPIA NILOTICA
DURANTE LA FASE DE INFECCION EXPERIMENTAL

Después de realizar una infecciébn experimental de los peces que habian sido
previamente alimentados con concentrado suplementado con posibles probiéticos,
se evaluo el incremento en peso, realizandose un analisis de varianza (ANOVA)
para el TCE en la etapa de infeccién, este dio como resultado que existen
diferencias significativas entre los tratamientos (p-value: 0,0301). Adicionalmente
la grafica muestra que los peces alimentados con suplementos de E. faecalis (115)
y Exiguobacterium (B21 e 19) presentaron un mayor crecimiento que los que

tomaron alimento sin suplemento. También se encontr6 que los sometidos al
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alimento con M. odoratimimus (119) presentaron un crecimiento considerablemente

menor a los que no consumieron alimento suplementado (Figura 3).
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CTRL M. E.faecalis  Exiguobacterium Exiguobacterium
odoratimimus (B21) (19)

Figura 3. Tasa de crecimiento especifico en la fase de infeccion experimental para cada
uno de los aislados (medida de dispersion: error estandar).

7.5 SUPERVIVENCIA DE LOS PECES DURANTE LA FASE DE
ALIMENTACION SUPLEMENTADA

Se tomaron los datos de supervivencia natural (etapa de alimentacion
suplementada), encontrdndose que los individuos que sufrieron mayor mortalidad
fueron los alimentados con el suplemento E. faecalis y los de control. Aunque no
existe una diferencia estadisticamente significativa (p-value: 0,9073) en la
supervivencia en esta fase, es importante mencionar que Exiguobacterium sp.

(B21) present6 la menor mortalidad (Figura 4).
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Figura 4. Supervivencia natural promedio de O. niloticus tratada cada uno de los aislados
(medida de dispersion: error estandar).

7.6 SUPERVIVENCIA DE LOS PECES DURANTE LA FASE DE INFECCION
EXPERIMENTAL

Los peces infectados experimentalmente que no consumieron el alimento
suplementado con probi6ticos, tuvieron una supervivencia menor (55,77 %) que
los tratamientos con suplemento de Exiguobacterium sp. (19), M. odoratimimus y
E. faecalis (78,85; 86,54 y 76,92 % respectivamente) (Figura 5), sin embargo no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p-
value: 0,2520).
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Figura 5. Supervivencia promedio de O. niloticus después de la infeccion experimental
para cada uno de los aislados (medida de dispersion: error estandar).
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Recientemente se han realizado numerosos estudios, que involucran el aislamiento de
bacterias autdctonas de animales principalmente de cultivo para probar su potencial
efecto como probidticas. Muchos de estos han sido enfocados hacia el area de
acuicultura, arrojando resultados positivos en incremento en peso para distintos tipos de
animales de interés comercial, tratados con diferentes bacterias aisladas (Mesalhy et al.,
2008a; Lara-Flores et al., 2002; Farzanfar, 2006; Kesarcodi-Watson et al., 2008; Lalloo et
al., 2007; Makridis et al., 2005; Gunter y Jiménez-Montealegre, 2004). Asi mismo, se han
empezado a generar trabajos que describen el uso de bacterias con potencial probiético
para combatir infecciones comunes en organismos de importancia acuicola, mostrando
varias cepas como posibles alternativas para el tratamiento de multiples enfermedades
(Pachanawan et al., 2008; Mesalhy et al., 2008b; Balcazar et al., 2007; Brunt et al., 2007,
Gram et al., 1999; Hjelm et al., 2004; Jamuna y Jeevaratnam, 2004; Newaj-Fyzul et al.,
2007; Vine et al., 2004; Verschuerer et al., 2000). Este creciente interés en el tema, ha
abierto las puertas al uso de probidticos en muchas especies productivas y a la
investigacion de estos métodos alternativos.

En términos de la variacién en peso de los individuos, el presente estudio resalta el
alimento suplementado con Enterococcus faecalis (I115) tras mostrar un mejor rendimiento,
indicando que este aislado bacteriano tiene potencial como promotor de crecimiento. Este
hecho concuerda con publicaciones, que refieren especies de Enterococcus con actividad
antimicrobiana por produccién de metabolitos secundarios, y fijacion competitiva en el
intestino de peces de cultivo como carpa y bagre (Hagi y Hoshino, 2009). Para O.
niloticus, han sido reportados anteriormente resultados positivos con el uso de productos
comerciales y aislados autéctonos (Lara-Flores et al., 2002). Un caso en particular con
Enterococcus faecium, es presentado por Wang et al. (2008), quienes evaluando factores
como crecimiento y respuesta inmune, suplementando la bacteria en el agua a una
concentracion de 1 x 10" UFC/ml durante 40 dias, llegan a revelar una mejora significativa
en los peces respecto a ganancia en peso total e incremento en peso diario. E. faecium al

ser suministrada en el alimento también demostr6 un efecto benéfico en la tasa de
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crecimiento de Silurus glanis, debido a su alta adherencia en el epitelio intestinal del pez,
donde se encontrd la especie bacteriana a lo largo del ensayo (Bogut et al., 2000).

Mazurkiewicz et al. (2007), probaron un suplemento de Enterococcus hirae en alimento
para Cyprinus carpio, aunque no encontraron ventajas significativas, es importante tener
en cuenta que este ensayo se realizo sobre individuos adultos, en los cuales la adicién de
probidticos no siempre es efectiva debido a las condiciones intestinales pues ya hay una
microbiota bien definida. Por ende para explicar los beneficios se debe considerar la etapa
en que se sometié a los peces a los tratamientos, para el caso la fase juvenil es critica en
el desarrollo de la comunidad microbiana intestinal. Asi pues, al suplementar el alimento
en este momento de su historia de vida, con una posible bacteria benéfica (E. faecalis),
esta resulta ser mas susceptible a ser fijjada a la mucosa intestinal y hacer parte de la
microbiota autéctona del organismo, generando el incremento en peso que se observa en
los resultados (Lee y Salminen, 2009; Metaillier y Hollocou, 1991). Las evidencias
descritas sumadas a casos con organismos cultivables de otros grupos (Swain et al.,
2009; Avella et al., 2011), y los resultados obtenidos en este trabajo, apuntan a la
importancia de este género como promotor de crecimiento en larvas y juveniles a pesar

de no haber encontrado significancia estadistica.

En términos de tasa de crecimiento especifica a lo largo del ensayo, los aislados
evaluados de Exiguobacterium (B21 e 19) presentaron valores superiores a los del
tratamiento control, este género aun cuando no ha sido muy estudiado en el campo de los
probidticos, ha demostrado tener ciertos beneficios en larvas de diferentes especies. Por
ejemplo cuando se usa en el alimento de Artemia franciscana, se presenta un efecto
significativamente positivo en el crecimiento y el desarrollo de los nauplios en cuanto a
longitud (Orozco-Medina, 2002). Anteriormente se realizaron pruebas de actividad
antimicrobiana de este género, encontrandose que inhibe el crecimiento de A. hydrophila
y S. agalactiae (Noguera, 2009), y aunque en el presente estudio no son los aislados con
mayor potencial de crecimiento para O. niloticus, es importante realizar estudios en otros

grupos de interés acuicola y en diversas condiciones.

Los resultados de sobrevivencia mostraron a E. faecalis (I115) como uno de los mejores
suplementos para combatir la infeccién de E. tarda, siendo uno de los que disminuyo la

mortalidad después de inyectado el patdgeno. Su superioridad de competencia se debe
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probablemente a la gran capacidad de adhesion al intestino, lo que facilita el
aprovechamiento de la mayoria de los recursos para su crecimiento y desplaza la
infeccién evitando su patogenicidad. (Wu et al., 2010; Villamil y Novoa, 2009) Este sin
embargo no es el Unico mecanismo, por lo cual no hay certeza que el descrito sea
necesariamente la razon del desempefio, ademas no se realizaron pruebas de
adherencia. Se han demostrado varios modos en los que operan algunas especies del
género Enterococcus cuando se enfrentan a patégenos que afectan los cultivos, pueden
llegar a ser especie especificos 0 actuar de manera sinérgica; algunos de estos son: la
induccién del sistema inmune con acciones como la fagocitosis o el incremento de
leucocitos, la produccién de bacteriocinas como metabolitos secundarios que puede verse
afectada segun la disponibilidad de nutrientes en el medio, y la actividad inhibitoria en E.
faecium (Wang et al.,2008; Kanmani et al., 2011; Kanmani et al., 2010; Gopalakannan y
Arul, 2011, Avella et al., 2011).

Por otra parte Enterococcus sp. ha sido identificado como patégeno de O. niloticus,
causando en ocasiones infecciones graves que pueden llegar a comprometer cultivos
(Martins et al.,, 2009); por esta razdén es importante tener en cuenta la especie y la
concentracion de la misma, al momento de implementar una bacteria de este género
como probidtico para un sistema de cultivo. A pesar de esta evidencia son mas las
pruebas que apuntan a la posibilidad de su uso como probidtico, incluyendo los resultados
obtenidos donde se observa la capacidad de combatir a E. tarda, empero que no se

encontraron diferencias estadisticas.

Los individuos que fueron alimentados con el suplemento M. odoratimimus (119),
muestran un alto porcentaje de sobrevivencia, sin embargo al ser sometidos a la
infeccion, presentaron una considerable reduccion en crecimiento posiblemente debido al
gran gasto energético que implica combatir el patégeno. Adicionalmente es importante
resaltar que esta especie bacteriana ha sido aislada de peces marinos en la mayoria de
los casos (Wu et al., 2010). Asi mismo se han estudiado cepas que no suelen ser aisladas
de peces, pero tienen actividad antibacteriana contra una gran cantidad de infecciones.
(Dharne et al., 2008). M. odoratimimus, también se ha encontrado en Oreochromis
mossambicus presentando una alta capacidad de adherencia a sustratos tanto ricos como
pobres en nutrientes, a su vez tiene la posibilidad de formar biopeliculas y autoagregados.

Estas caracteristicas resultarian muy ventajosas para colonizar rapidamente sustratos
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bidticos y ayudar a competir contra variadas bacterias patdgenas que usan estas mismas
superficies (Jacobs y Chenia, 2009). Por estas razones Myroides es un género muy
interesante para su posible uso como probidtico en peces, principalmente en

Oreochromis.

Por otra parte los peces tratados con el aislado Exiguobacterium sp. (I9) presentaron un
porcentaje de supervivencia alto durante la totalidad del ensayo, indicado que es posible
gue esta bacteria represente ventajas, pero se desconoce su efecto como probiotico. En
todo caso se han identificado mecanismos metabdlicos inusuales, que pueden favorecer
su crecimiento por encima del de algunos patégenos cuando estan disponibles las
condiciones necesarias (Vishnivetskaya et al., 2009).

Cuando se observa el conjunto en general de los aislados administrados, cabe resaltar
que todos al ser comparados con el control, muestran mayor sobrevivencia en la etapa
de infeccidén experimental. Esto se debe probablemente, a que estas cepas propias del
sistema digestivo de O. niloticus, suelen desplazar los organismos menos comunes
siempre y cuando no se encuentren en muy altas concentraciones, e incluso tienen la
capacidad de combatir ciertas infecciones (Zhou et al., 2010). Pese a que los resultados
no indican diferencias estadisticas, es importante resaltar el aporte biol6gico.

Haciendo referencia al crecimiento bacteriano de los aislados la mayor tasa en
comparacion con E. tarda es de Exiguobacterium sp. (B21), posiblemente favoreciendo la
rapida colonizacion del intestino. Al comparar las cepas, es importante tener en cuenta
gue en el andlisis de cinética de crecimiento no se consideran las condiciones del medio
gue pueden variar en los individuos. Existen muchas especies de este género que habitan
en ambientes extremos y hostiles, también forman parte de la microbiota autéctona de
animales donde crecen utilizando rutas metabdlicas poco comunes (Vishnivetskaya et al.,
2009).

E. tarda presenta un crecimiento superior y constante, esto se debe principalmente a que
es un patébgeno muy versatil y posee genes que codifican para caracteristicas muy
competitivas, como la facilidad para aprovechar varias fuentes de energia para crecer y
sobrevivir en diversos ambientes incluyendo nichos intracelulares; también tiene la
capacidad de adaptarse a numerosos factores de estrés y de formar biopeliculas e

inductores de quorum-sensing, ademas se ha demostrado que puede adherirse con
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facilidad a epitelio intestinal (Xiao et al., 2009). A pesar de conocerse estas propiedades
metabdlicas, aun no se tiene certeza de cuales son los mecanismos de regulacién y
virulencia, estos pueden variar dependiendo de los recursos disponibles y la comunidad
microbiana presente en el hospedero (Xiao et al., 2009; Wang et al., 2009).

Apartando el andlisis estadistico, los aislados bacterianos que proporcionan mayores
beneficios para la sobrevivencia de los juveniles de O. niloticus son M. odoratimimus y E.
faecalis. Mientras que el Unico aislado que puede representar ventajas como promotor de
crecimiento en los peces es E. faecalis, concibiéndose por este trabajo como mejor
candidato para fines probioticos, soportado no solo por los resultados sino también por los

antecedentes como suplemento para peces y otros organismos acuaticos de cultivo.
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9. CONCLUSIONES

En los juveniles de O. niloticus cuyo alimento tenia Enterococcus faecalis (115), se obtuvo
un incremento en el crecimiento al suministrarse como suplemento, mostrando una TCE
superior a la observada con pienso comercial sin bacterias nativas. Contrario a los demas
aislados, Myroides odoratimimus (119) y Exiguobacterium sp. (B21 e 19), que no

representan mayor beneficio para esta variable.

Las bacterias nativas de tilapia, Enterococcus faecalis (115), Myroides odoratimimus (119)
y Exiguobacterium sp. (19) demostraron la capacidad de aumentar el porcentaje de
sobrevivencia en juveniles de O. niloticus, después de una infeccién con E. tarda al ser

suministradas como suplemento.
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10. RECOMENDACIONES

Es importante realizar estudios que comprueben el tiempo de permanencia de los
microrganismos en el tracto intestinal, para conocer la periodicidad con la que se deben

aplicar los suplementos probioticos.

Se deben realizar evaluaciones pruebas de adherencia a mucus intestinal, de
inmunologia, de produccion de metabolitos secundarios, entre otras. Esto se realiza para

conocer los mecanismos mediante los cuales actian los aislados con potencial probidtico.

Es necesario estudiar in vivo los mecanismos de accién tanto de los patdgenos como de

los probiéticos que afectan a O. niloticus y otras especies de cultivo.
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