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Resumen
Los probidticos son en su gran mayoria bacterias acido lacticas y bacilos
esporulados con caracteristicas metabdlicas especiales que favorecen la salud
intestinal y por ende mejora los parametros productivos en el animal. En peces,
especialmente tilapia roja, muy poco se ha estudiado sobre sus interacciones in-
testinales y su microbiota nativa, razén por la cual se hace necesario un tamizaje

de algunas bacterias con actividad probiotica que puedan coexistir en ellos.

En el presente estudio se evaluaron cepas de bacterias lacticas y bacte-
rias esporuladas con potencial probidtico a partir del tracto gastrointestinal de ti-
lapia roja (Oreochromis sp), en estado de preceba. Se procesaron en medios de
cultivo selectivos para bacterias acido lacticas (Agar M 17, Agar MRS) y para
bacterias esporuladas (Agar Nutritivo). Entre las pruebas para evaluar la capa-
cidad probidtica se determind: resistencia a pH acido y alcalino (2,0 y 8,0), resis-
tencia a la accion de las sales biliares (0.3 %), resistencia a un medio hiperténico
(NaCl 3%), sobrevivencia a enzimas (lisozima) actividad hemolitica, actividad
antibacteriana frente a cepas patogenas (E.coli, y Streptococo B) y su sensibili-
dad a antibidticos, para luego ser identificadas por pruebas bioquimicas e iden-

tificacion molecular.

Palabras claves: Probioticos, Bacillus esporulados. Tilapia roja, Bacterias acido

lacticas,cepas.



Introduccion

La mayoria de los microorganismos considerados como probidticos perte-
necen a las bacterias 4cido lacticas (BAL), siendo los géneros mas representati-
vos: Lactobacillus sp, Lactococcus sp y Bifidobacterium entre otras. Estos mi-
croorganismos producen una serie de metabolitos como acido lactico, acido aceé-
tico, diacetilo, acetaldehido, peroxido de hidrogeno (H202), y bacteriocinas; ca-
paces de inhibir el crecimiento de organismos patégenos, generando en ellos li-
sis celular. Es por esto que los probioticos han sido considerados de gran valor
tecnoldgico, especialmente por la capacidad de controlar patégenos de origen
fungico y bacteriano en el hombre y en los animales(Cook et al,. 2012).

Muy poco se conoce sobre la biodiversidad microbiana intestinal de las
especies acuicolas, la evaluacion del potencial de bacterias con actividad probio-
tica en peces como tilapia roja, constituye un punto de partida para la nutricion
funcional de ellos mismos, con especies probibticas nativas, las cuales podran
reemplazar o reducir el uso de antibidticos promotores de crecimiento, generan-
do produccion limpia y el aumento de absorcion alimentaria.

En la actualidad, uno de los retos para la tecnologia alimentaria respecto
a la adicion de probiéticos en una matriz, es garantizar que dichos microorga-
nismos lleguen vivos y en Optimas condiciones a su lugar de accion dentro del
organismo vivo. La microencapsulacion de probioticos es una de las técnicas

para asegurar la viabilidad el probiotico, aun en alimentos que no cumplen con la



caracteristica de prebidtico, manteniendo la estabilidad del microorganismo, has-

ta su consumo.



Objetivos

Objetivo general
Evaluar el caracter probiético de Bacillus sp. y Bacterias acido lacticas ais-

ladas del intestino de tilapia roja en estado de preceba

Objetivos especificos

1. Aislar bacterias acido lacticas y bacterias esporuladas del tracto gastro-
intestinal de tilapia en estado de preceba de una estacién piscicola del de-
partamento de Antioquia (P. Doradal).

2. Evaluar la actividad probiética de bacterias lacticas y esporuladas nativas

como posibles candidatos a probidticos.



Marco Tedrico Y Estado Del Arte

Segun la FAO, la acuicultura crece anualmente el 8%, constituyendo uno
de los sistemas productivos con mayor aumento promedio, con respecto a otro
sector productivo alimentario (SOFIA 2012), representando para muchos paises
un renglén importante de su economia.

En el sector acuicola, la acuicultura continental es quien sustenta el mayor
porcentaje de produccién anual, y en este la tilapia, es uno de los mas importan-
tes. Tilapia es una especie que presenta caracteristicas importante que favorece
el nivel productivo, entre ellos, rapido crecimiento, consumo de dietas artificiales,
soporta altas densidades de siembra, manipulacién genética y resistencia a en-
fermedades; sin embargo especies de microorganismos como streptoccocus, co-
lumnaris y aeromonas, pueden causar serias enfermedades y pérdidas en los
cultivos ;Flores et al. (2002).

La produccion acelerada y la cria intensiva expone a los animales a con-
diciones estresantes, que inmuno deprimen el organismo, promoviendo la apari-
cion de enfermedades conllevando a las pérdidas econdmicas. Varios autores
(Acar, et al. (2000); Van den Bogaard, (2000); Phillips (2004). Indican que la pre-
vencion y control de enfermedades han tenido un incremento sustancial en el
uso de agentes antimicrobianos, sin embargo su uso continuado ha sido cues-
tionado, debido a la resistencia antibiético encontrada en los patégenos, aumen-
tando el numero de infecciones en el tiempo. El consumo de aditivos probioticos

en la nutricidbn animal es una estrategia para contrarrestar el crecimiento de mi-
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croorganismos patdégenos y disminuir el consumo de antimicrobianos tanto en
humanos como en animales. Las bacterias probiéticas controlan los patdégenos
a través de una variedad de mecanismos metabdlicos; de hecho el uso de pro-
bidticos en nutricién se ha documentado desde hace ya varias décadas y recien-
temente se ha venido aplicando en acuicultura (Gomez-Gil et al. (2000);
Verschuere et al.

(2000); Irianto and Austin, (2002); Bachere, 2003). Con la creciente de-
manda para una acuicultura amigable con el medio ambiente, el uso de probidti-
cos es ampliamente aceptado, sin embargo es necesario incrementar el conoci-
miento de la microbiologia intestinal de los peces, de la preparacion efectiva y de
la evaluacion con seguridad de los probiéticos con fines de desarrollar acuicultu-

ra comercial.

Probidticos

Generalmente se entiende como probiético, la capacidad de ciertas bacte-
rias para promover la salud de otros organismos; términos como bacterias ami-
gables, saludables o benéficas son también comunmente utilizados, sin embar-
go, por su extensiva funcionalidad se han clasificado dentro del grupo de nutra-
ceuticos. Lilley y Stillwell (1965), describieron el término como las sustancias se-
cretadas por los microorganismos capaces de estimular el crecimiento de otros;
para Parker (1974), son organismos Yy sustancias que contribuyen al balance mi-
crobiano intestinal. Fuller (1989), precisa el término como “suplemento alimenti-
cio microbiano vivo, el cual afecta benéficamente al hospedero mediante el me-

joramiento de su balance microbiano intestinal”. EIl reporte de la FAO/WHO
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(2001), indica que los probidticos son organismos Vvivos, los cuales al ser con-
sumidos en cantidades adecuadas confieren al hospedero salud y bienestar (Fao

2000).

Segun Wang et al. (2005), el numero de preparaciones de probioticos es-
tan comercialmente disponibles y han sido introducidas como aditivos alimenti-
cios, o incorporados al agua directamente para diversas granjas de cultivo de
peces, camarones y moluscos; encontrando que son efectivos en proporcionar

salud para los organismos acuaticos y completamente seguros para manipular.

Probioticos en peces y sus mecanismos de accion.

Onarheim et al. (1994) en sus estudios sobre la microbiota de algunos pe-
ces, encontré anaerobias facultativas, de tipo Gram-negativas en peces marinos,
principalmente Vibrio y Pseudomonas. En contraste, la microbiota propia de pe-
ces de agua dulce, tiende a estar dominada por miembros del género Aeromo-
nas, Plesiomonas, representantes de la familiar Enterobacteriaceae y bacterias
anaerobias obligadas del género Bacteroides, Fusubacterium y Eubacterium
(Sakata, 1990). Bacterias del tipo acido-lacticas, las cuales son predominantes
en mamiferos o aves; son subdominantes en peces y estan representadas esen-
cialmente por el género Carnobacterium; Ringg and Vadstein, (1998); a su vez
Hansen y Olafsen, (1989) sugieren que la poblacion de microbiota endogena
puede depender de factores genéticos, nutricionales y medioambientales, sin

embargo, los microorganismos que existen en el medio ambiente acuatico cer-
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cano tienen mayor influencia en el estatus de salud de los hidrobiontes en com-
paracion con los organismos terrestres; asi la microbiota asociada al intestino de
organismos acuaticos es probablemente constituida por microbiota endégena, en
unién a altos niveles de microorganismos aléctonos los cuales son mantenidos
por la constante ingestion del agua circundante.

Limitaciones metodoldgicas y éticas propias del estudio con animales difi-
cultan el entendimiento de los mecanismos de accion de los probiéticos, pero la
literatura sugiere varios mecanismos entre ellos:

1. Exclusién competitiva: el antagonismo bacteriano es un fenbmeno
comun en la naturaleza, sin embargo la composicion de las comunidades bacte-
rianas puede ser modificada por practicas de manejo, ingestion de microorga-
nismos y condiciones medioambientales que pueden estimular la proliferacion
especies bacterianas seleccionadas, lo que constituye una herramienta viable
para reducir o eliminar la incidencia de patégenos oportunistas ( Balcazar, et al.
(2004) ;Vine et al. (2004). Olson et al. (1992) reportan que cepas bacterianas
asociadas a mucosa intestinal de turbot (Scophthalmus maximus), suprimen el
crecimiento del patdgeno V. anguillarum. En trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss), Balcazar, et al. (2007) ,reportaron un estudio sobre la presencia de un
alto niumero de bacterias acido lacticas del tipo Lactococcus lactis, Lactobacillus
plantarum y Lactobacillus fermentum en poblaciones sanas después de presen-
tarse una epidemia de furunculosis. Aly, et al. (2008), en estudio realizado con ti-
lapia del nilo (Oreochromis niloticus), reportaronn actividad probio6tica de Citro-

bacter freundii, Bacillus pumilus y Bacillus firmus contra Areomonas hydrophila.
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2. Fuente de nutrientes y actividad enzimatica que contribuyen a la
digestion: Algunas investigaciones sugieren que los microorganismos tienen
efectos benéficos en los procesos digestivos y que estos efectos pueden verse
reflejados en su desempefio y tasas de crecimiento; Lara-Flores, et al. (2003),
aseguran que una mezcla de Streptococcus faecium, Lactobacillus acidophilus y
Saccharomyces cerevisiae, mejoran el desempefio y las tasas de crecimiento en
O. niloticus, similares hallazgos reporta Wang et al. (2008) en una investigacion
con la misma especie usando la bacteria Enteroccus faecium, donde la adicién
en la dieta de la bacteria mejoro significativamente la ganancia de peso diaria y
final en comparacién con la dieta sin el probiotico. Una investigacion con juveni-
les de pacu (Piaractus messopotamicus), reemplazando hasta un 50% de la pro-
teina (harina de pescado) por Saccharomyces cerevisiae, se logr6 mejorar el
desemperio y la utilizaciéon del alimento en comparacion con la dieta sin inclusion
de S. cerevisiae, (Ozorio, et al., 2010). Wang, (2010), reporta un incremento sig-
nificativo en la ganancia de peso diaria y final, ademas de un incremento en la
actividad proteasa y celulasa en alevinos de la carpa grass (Ctenopharyngodon
idella), alimentados con dietas que incluian Bacillus coagulans, Rhodopseudo-
monas palustris y Lactobacillus acidophilus (Zhou et al. 2010).

3. Mejora el sistema inmune: el sistema inmune no especifico puede ser
estimulado con el uso de probidticos, se ha demostrado por ejemplo que la ad-
ministracion oral de Clostridium butyricum en trucha arco iris incremento la acti-

vidad fagocitaria de leucocitos en contra de vibriosis, Sakai et al. (1995); Wang et
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al., (2008), reportan en O. niloticus, incremento de actividad de lisozima y mielo-
peroxidasa.

4. Influencia sobre la calidad del agua: mejorar las condiciones de cali-
dad de cuerpos de agua ha sido asociada a Bacillus sp, tipo gram-positivos en
vista de ser mejores convertidores de materia organica que los gram-negativos,
su influencia se ha reportado para juveniles de camarén Penaeus monodon,
donde el uso de Bacillus sp, mejoré la sobrevivencia, las tasas de crecimiento y

los pardmetros de calidad de agua de la especie (Zhou et al. 2010).

Colonizacién

El proceso de colonizacion esté caracterizado por la afinidad de la bacteria a la
mucosa intestinal, dentro del gel mucoso o unido a las células epiteliales, de este
mecanismo de adhesion y colonizacion depende el principio de exclusion por
competencia de espacio y de nutrientes (Westerdahl et al. 1991). Segun Conway
(1996), la capacidad de colonizacion por parte de un microorganismo del tracto
gastrointestinal depende de su persistencia en un periodo de tiempo dado, debi-
do a una tasa de multiplicacion que debe ser mayor a la tasa de expulsion del
mismo; al respecto Gullian y Rodriguez (2002) describen que Vibrio sp., normal-
mente coloniza el hepatopancreas de juveniles de camaron blanco, sin embargo,
su microbiota normal puede ser dominada artificialmente por la adicion de Baci-
llus sp. (incluso por encima del 50%) al cuerpo de agua por un periodo de 20
dias. Segun varios autores (Dopazo et al. 1988; Gram et al. 1999; Chythanya et

al. 2002; Sugita et al. 2002; Gullian et al. 2004), existen al menos dos factores
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gue inciden en la colonizacion: 1. Factores relacionados al hospedero, como por
ejemplo, temperatura corporal, niveles de potencial oxido-reduccién, concentra-
cion de enzimas y resistencia genética y 2. Factores asociados a los microorga-
nismos, por ejemplo, microorganismos antagonicos, proteasas, bacteriocinas, li-
sozimas, peroxidos de hidrogeno, formacion de amoniaco y compuestos diaceti-

licos y alteraciones del pH por la produccion de acidos organicos.

Seleccion de probidticos

Para Sotomayor y Balcazar (2003), la manera mas comun de seleccionar
un probiético es mediante las pruebas in vitro por antagonismo, en el cual los pa-
tégenos son expuestos al probidtico en estudio o a sus productos extracelulares
en un medio liquido o sélidos. Sin embargo este tipo de ensayos y sus resultados
no debe considerarse como pruebas contundentes para predecir el comporta-
miento o efecto in vivo (Gram et al. 1999). Es asi como la respuesta antagonista
que presenta la Pseudomona fluorescens (cepa AH2), contra Aeromonas salmo-
nicida, no confiere al salmon del Atlantico proteccién contra la furunculosis, pero
es un efectivo probiético para trucha arco iris, confiriéndole proteccioén para vi-
briosis (Gram et al. 2001). Se deben tener en cuenta caracteristicas como el ori-
gen, en este caso es preferible usar cepas aisladas del hospedero, seguras y
gue contengan la habilidad de sobrevivir al transito gastrointestinal del hospedero
y en este medio ser capaces de resistir a las sales biliares, al pH bajo, a la activi-
dad de las proteasas, 0 como se sugiere en la seccion d, un criterio de seleccion

comunmente usado es el de la capacidad de colonizar y por tanto adherirse al
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epitelio intestinal lo cual reduce o previene la colonizacién por patdgenos (Vine et
al. 2004). Finalmente se desea que el probidtico debe ser viable bajo condicio-
nes normales de almacenamiento y tecnolégicamente adecuado para propésitos
industriales. Finalmente, el probidtico puede ser suministrado al hospedero o

adicionado al medio (Zhou et al. 2010)

Principales cepas estudiadas en acuicultura

La mayoria de los probiéticos propuestos para el uso en acuicultura perte-
necen a las bacteria acido lacticas (Lactobacillus y Carnobacterium), al género
Vibrio (V. alginolyticus), al género Bacillus y al género Pseudomonas, principal-
mente

(Tabla 1).

Tabla 1. Principales grupos de probiéticos considerados como agen-

tes de control biolégico en cultivos de peces.

CEPA FUE USADO EN METO- RE-
PROBIOTICO NTE DO DE APLI- | FERENCIA
CACION
Streptococ- Larvas de Enri- Garcia
No
cus lactis y Turbot (Scop- | quecimiento de | de la Banda
conocida
Lactobacillus hthalmus maxi- | alimento vivo et al.,.
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bulgaricus mus) (1992)
Roti-
Lactobacillus Larvas de Enri-
feros (Bra- Gate-
sp.y Turbot (Scop- | quecimiento de
chionus soupe (1994)
Carnobacte- hthalmus maxi- | rotiferos
pli-
rium sp. mus)
catilis)
Gra
Vibrio al- Salmén del Austin
nja comer- Bafio en
ginolyticus Atlantico  (Salmo et al,. (1995)
cial de ca- suspension
salar L.)
marones
Gild-
In-
berg and
Carnobacte- | testinos de Alevinos de Adicion
Mikkelsen
rium divergens salmoén del | Cod del Atlantico | a la dieta
(1998)
atlantico
Bacillus me-
gaterium, Quei-
Pro- Bagre del
B. subtilis, B. Adicibn |roz y Boyd
ducto co- | canal (Ictalurus
polymyxa, a la dieta (1998)
mercial punctatus)
B. licheni-
formis
Vibrio pela- Lar- Adicion Ringg
Turbot
gius vas de tur- al agua and Vadstein
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bot (1998)
Pro- Tilapia nil6-
Adicién Naik et
G-Probiético | ducto co- | tica (Oreochromis
a la dieta al,. (1999)
mercial niloticus)
Pez
Trucha arco
Pseudomo- |del hielo Adicién Gram
iris (Oncorhynchus
nas fluorescens (Lates nilo- al agua et al,. (1999)
mykiss)
ticus)
ATC
Trucha arco
Lactobacillus | C 53103 Niko-
iris (Oncorhynchus Adicion
rhamnosus Cul- skelainen et
myKkiss) a la dieta
tivo de al,. (2001)
coleccion
Aeromonas
hydrophila,
Vibrio fluvia-
Trac Trucha arco Irianto
lis,
to digestivo | iris (Oncorhynchus Adicion |y Austin
Carnobacte-
de Trucha | mykiss) a la dieta (2002)
rium sp.,
arco iris
Micrococcus
luteus
Bacillus cir- In- Carpa rohu Adicion Ghosh
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culans testinos de a la dieta et al,. (2004)
carpa rohu
(Labeo
rohita)
Streptococ-
cus faecium, Lac- Prod Lara-
Adicién
tobacillus acidop- | ucto com- O. niloticus Flores, et al,.
a la dieta
hilus y Saccha- | mercial (2003)
romyces cerevisiae
Prod
Enteroccus Adicion Wang,
ucto com- O. niloticus
faecium a la dieta et al,. (2008)
mercial
Prod
Saccha- Piaractus Adicién Ozorio,
ucto com-
romyces cerevisiae messopotamicus a la dieta et al,. (2010)
mercial
Bacillus co-
agulans, Rhodop- Prod carpa grass
Adicion Wang
seudomonas palus- | ucto com- | (Ctenopharyngo-
a la dieta (2010)
tris y Lactobacillus | mercial don idella),

acidophilus
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Metodologia

Poblacion a muestrear:

Para la determinacion de bacterias acido lacticas y Bacillus esporulados con ac-
tividad probiética se evaluaron tejidos en 10 tilapia en estado de preceba de 350g, los
cuales fueron sacrificados por choque térmico, para posteriormente retirar de manera
aséptica el intestino, el cual se pes6 en balanza analitica, una vez se tenia el tejido in-
testinal, se lavd varias veces con solucion salina estéril; disminuyendo la microbiota
acompafante no funcional para este trabajo (Chabrillon, et al., 2005). Posteriormente
se sometio al stomacher durante 60 segundos favoreciendo la salida de microorganis-
mos adheridos al epitelio, posteriormente se lava en solucion salina estéril al 0.85%

(Trabelsi et al. 2013)

Para el aislamiento de Bacterias lacticas se utiliz6 MRS (De Man Rogosa y
Sharpe) suplementado con 2% p/v de extracto de levadura. Del tejido anteriormente
lavado se realizé diluciones consecutivas hasta 102 y se cultivd 0,1ml por siembra en
superficie de forma directa sobre el medio de cultivo, incubandose anaerébicamente
durante 72 horas a 37°C. (Chou et al; 1999).

Para el aislamiento de bacilos esporulados, se tomé la dilucién hasta 102 del tri-
turado del tejido y se procedi6 a calentarlo hasta 80°C durante 10minutos, asegurando
gue solo las formas esporuladas sobreviviran a estas condiciones. De este proceso se

inoculara 0,1ml en agar Mossel para Bacillus y se incubara 24horas a 37°C
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Identificacion y caracterizacion morfolégica de cepas de bacterias acido lacticas
y Bacillus:

Para la identificacion morfologica de estos microorganismos se procedio a de-
terminar colonias cremosas puntiformes de bordes enteros en el agar MRS vy rizoides,
de bordes indefinidos en el agar Mossel. Ademas se hizo coloraciones diferenciales
por Gram y especiales como endospora; asegurando que las bacterias lacticas corres-
pondan a bacilos Gram positivos no esporulados y los Bacillus correspondan a bacilos
Gram positivos esporulados. Una vez se tuvo el diagnostico de estas colonias se purifi-
caran en sus respectivos medios selectivos y se caracterizaran bioguimicamente estos

aislados.

Evaluacion de la actividad probidtica de bacterias lacticas y esporuladas
nativas:

La metodologia utilizada para seleccionar las cepas de bacterias susceptibles de
ser caracterizadas como probidticas, incluye ciertos criterios para asegurar las caracte-
risticas funcionales en el interior del organismo. Estos criterios deben basarse en su
capacidad de llegar vivas al intestino, y esto incluye la resistencia al acido del estébma-

go y a las sales biliares del intestino (Trabelsi et al. 2013)

Estabilidad en el paso por el sistema gastrointestinal:
El pH del estomago es de 2.5, para la mayoria de organismos superiores; la eva-
luacion a este pH incluye la viabilidad que la cepa bacteriana presenta en llegar viva al

intestino. El tiempo promedio desde que un alimento entra hasta que sale del estbmago
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varia de acuerdo a la especie, aproximadamente es de 4 horas. Por lo que, segun
Chou y Weimer, en su trabajo publicado en 1999, las pruebas in vitro de resistencia de
microorganismos susceptibles de ser catalogados como probioticos deben verificar que
son capaces de resistir ese tiempo y pH sin perder viabilidad. Para asegurar esto, una
poblacién de 1x108 bacterias/ml, tanto para Bacterias acido lacticas como para Bacillus
se sometera durante 4 horas a esta acidez y luego se realizaran las pruebas de viabili-

dad en agar MRS y Mossel respectivamente (Trabelsi et al. 2013).

Resistencia a las sales biliares:

Para asegurar que las cepas aisladas tienen resistencia a sales biliares, 1x108
bacterias/ml, tanto de Bacterias acido lacticas como Bacillus se sometieron durante 4
horas a una concentracién de-3% de sales biliares y luego se realizaran las pruebas de

viabilidad en agar MRS y Mossel respectivamente.

Pruebas de estabilidad a temperaturas altas:

Para determinar la estabilidad de las cepas al calor se contaran de forma dupli-
cada por Mac Farland 1x108 bacterias/ml y se someteran a temperaturas de 80°C vy
50°C durante 20 minutos con el objetivo de evaluar la resistencia a temperaturas em-
pleadas en la produccién de alimentos, posteriormente se evaluara viabilidad por UFC.

(Ramirez et al,. 2007)
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Pruebas de estabilidad a Enzima:

La sensibilidad de los microorganismos a la actividad de algunas enzimas sera
evaluada con Tripsina, enzima proteolitica digestiva que cataliza en el intestino delgado
la fragmentacion de las proteinas de la dieta en péptidos y aminoacidos. Para ésta
evaluacion se estimaran 1x10*? bacterias/ml y se someteran durante 2 horas 0.5 mg

mIG*! posteriormente se evaluara la viabilidad por conteo en placa por UFC.

Identificacion bioquimicay molecular de las cepas de bacterias Acido Lacticas y
bacillus nativos:

Los aislados que hayan presentado los mejores perfiles en todas las pruebas
previamente descritas se someteran a los analisis para determinacién de género y es-
pecies por pruebas bioquimicas convencionales como catalasa, oxidasa, API50CHL y
API 50 CHB. Las pruebas de identificacibn molecular se realizaran por 16S RNA, de

acuerdo al protocolo descrito por Hensieky colaboradores en 1992.

Anélisis estadistico:

Todos los resultados se mostraran como promedios y sus variaciones expresa-
das como las desviaciones estandar, de los promedios encontrados. Se aplicara una
prueba de Student y analisis de varianza para determinar si existen diferencias signifi-
cativas (p<0.05) entre la cantidad de poblaciones de posibles probiéticos encontrados
en los diferentes muestreos en relacién a la época de lluvia o de sequia.

Se aplicard ademas un coeficiente de correlacién de Pearson para determinar la

posible relacion entre la época del afio (lluvia — sequia), el tipo de probidtico encontrad.
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Todos los analisis se correran utilizando el paquete estadistico Statgraphics Centuridon

(XVI).
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Resultados

Aislamiento de microorganismos

Después de realizar los aislamientos tal cual como se describi6é en la metodolo-
gia se encontraron cinco aislados que presentaron caracteristicas de microorganismo
probidtico, encontrando resistencia a cada uno de los metabolitos evaluados.

CE2.1

CE3

CE3b

CE4b

CEbal

Lo aislados CE2.1, CE3, CE3b, CE4b correspondieron a bacilos esporulados y el
aislado CEbal correspondi6 a una bacteria lactica.

Las bacterias que mostraron hemolisis en agar sangre no se tuvieron en cuenta
dentro del proyecto, en la figura 1, se observa dos de las cepas evaluadas sin actividad

hemolitica.

Grafico 1: Aislados No Hemoliticos
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Los microorganismos que presentaron los mejores perfiles de desempefio pro-
bidtico, fueron evaluados frente a cepas patégenas como Escherichia coli y Staphylo-
cocus aureus por el ensayo de difusion en pozos los resultados encontrados se mues-
tran el grafico 2.

En los resultados se observa que los microrganismos CE3b, C4b y CEbacteria
lacticas controlaron muy bien el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococus, los

halos fueron superiores a los generados por CE2.1y C3
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Grafico 2: Actividad bactericida de los extractos de microorganismos pro-

bidticos frente a E.coliy S.aureus
3 CE3b C4b BALCE3

bacterias acidolacticas y esporuladas

40
35

30

OIII

CE2,1 CE

2

halos en mm
= = N
o (6] o (6]

(€]

M E.coli H S.aureus

Evaluacion de los microorganismos frente a los analitos

Para evaluar la diferencia entre las respuestas de los microorganismos frentes a
los diferentes analitos, se realiz6 una ANOVA en el paquete estadistico Statgraphics
Centurién (XVI), con el objeto de determinar si hubo diferencias estadisticamente signi-
ficativas ((p<0.05). Los resultados se muestran en la tabla 1 donde se observa un
p<0,05 corroborando que hubo diferencias estadisticamente significativas entre las res-

puestas de los microorganismos a los analitos.
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Tabla 2 : Analisis de Varianza para diferencias entre los microorganismos

frente a los metabolitos

Fuen- Suma de Cua- Cuadrado Ra- Va-
te drados Medio zon-F lor-P
Mode- 0,332746 0,0332746 4,33 0,00
lo 03
Resi- 0,346075 0,0076905
duo 6
Total 0,678821
(Corr.)

Los resultados de sobrevivencia después de 4 horas al efecto de los analitos se

muestran en el grafico 3. El microorganismo CEb presento las medidas de absorbancia

mas altas, lo cual se ve reflejado directamente en el crecimiento del microorganismo.

Grafico 3: sobrevivencia de microorganismos probioticos (absorbancia)
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Para corroborar la diferencia en la medida de absorbancia de los microorganis-

mos evaluados frente a los analitos, se realizé un analisis de Comparaciones Multiples

para los 5 Microrganismos evaluados (tabla 2). El aislado que presenté diferencia al

interior del grupo es el aislado C3b, tal cual como lo muestra el grafico 3

Tabla 3: Comparaciones multiples entre los 5 aislados

Microrganis- Re- Media Sigma Grupos Homogé-
mos cuento MC MC neos
Cebal 12 0,198 0,029 X
887 2469
CE4B 12 0,211 0,029 X
887 2469
CE2.1 12 0,237 0,026 XX
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311 3079

CES 12 0,260 0,026 XX
311 3079

CE3b 12 0,308 0,026 X
227 3079

De acuerdo a los resultados tanto bioquimica como molecularmente, el aislado

CEDb corresponde a un Bacillus subitillis.

Discusioén

Los resultados encontrados en esta investigacion se contrastaron con

otros trabajos, entre ellos el realizado por Angmo y colaboradores en 2015, ellos

evaluaron en potencial probidtico de 25 cepas de bacterias lacticas aisladas de

alimentos fermentados, estos microorganismos fueron sometidos a una concen-

tracion de lisozima de 100 ppm durante una hora, demostrando que los microor-

ganismos sometidos a estas condiciones son capaces de resistir a la accion pro-
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teolitica de la lisozima (Angmo, Kumari, Savitri, & Bhalla, 2016), eso soporta lo
encontrado en este trabajo ya que las bacterias acido lacticas aisladas resistie-
ron a la accion de la lisozima.

Cueto et al. En( 2010) evaluaron la resistencia a sales biliares de 53 ce-
pas de BAL aisladas de queso costefio a una concentracion de sales al 0,3% du-
rante 2 horas y reportaron una resistencia del 49,1 % de los aislados a esta con-
dicién. por su parte Ji et a. (2015), evaluaron bacterias lacticas a una concentra-
cion del 0,3% p/v durante 24 horas concluyendo que el 90% de los microorga-
nismos evaluados resistieron a estas condiciones (Ji, Jang, & Kim, 2015); Ra-
mesh y colaboradores en 2015 determinaron la capacidad de cepas de Bacillus
sp para resistir a las sales biliares encontrando una sobrevivencia del 72%
(Ramesh, Vinothkanna, Rai, & Vignesh, et al. 2015); en este estudio se pudo
evidenciar que los microorganismos aislados, tanto BAL como bacilos esporula-
dos mostraron una supervivencia a la accién ejercida por las sales biliares, esta
resistencia se debe a que estos microorganismos generan solutos compatibles
como método de adaptacion a las sales biliares.(Khan & Kang, 2016).

En trabajos realizados por (Chaves, Silva, Pinheiro, Valadares Filho, &
Campos, 1999; Ji et al., 2015; Nguyen et al., 2015; Ramesh et al. 2015; Rodri-
guez, 2009) (Cervantes & Ciencias, 2014)(Perez-Sanchez et al. 2014) la evalua-
cion de la resistencia al pH y a la sales biliares se llevé a cabo de manera con-
junta concluyendo que no hay diferencias en la combinacién del pH con las sales
biliares, puesto que la respuesta de los microorganismos es diferente para cada

uno de los analitos(Saran, Bisht, Singh, & Teotia, et al. 2012). La evaluacion de
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la resistencia a NaCl se incluy6 en este estudio, porque las tilapias cultivadas en
tanques se les debe introducir sal con el fin de osmorregular el agua, entonces la
resistencia de los microorganismos a medios hiperténicos se usé como criterio

para adicionar este analito como prueba de desempefio probiotico en tilapia roja.

Resistencia antibiotica: Para este estudio todos las cepas aisladas fueron
sensibles a los antibiéticos empleados, lo cual concuerda con lo expuesto por
Ramesh y colaboradores los cuales evaluaron el potencial probiético de cepas
de Bacillus sp. Aislados de peces Rohu (Labeo rohita), determinando la resisten-
cia de estos microorganismos frente a 11 antibidticos de uso comercial, y deter-
minaron la sensibilidad de estos microorganismos a los antibiéticos (Ramesh et
al. 2015). Cueto-Vigil en 2010 evalud la resistencia antibiotica de cepas de BAL,
seleccionando solamente cepas susceptibles a los antibidticos utilizados (Cueto-
vigil et al. 2010) ratificando la seleccién de los microorganismos probiéticos reali-
zada en este trabajo.

Actividad bactericida: Los extractos de los microorganismos aislados pre-
sentaron actividad bactericida, Amorocho en 2011 evalud la actividad bactericida
de los extractos de BAL aisladas de leche de cabra en 2 cepas de H. pylori y 4
cepas de Salmonella sp evidenciando que el extracto de bacterias BAL posee
compuestos antimicrobianos capaces de evitar el crecimiento de bacterias pato-
génas In Vitro (Amorocho Cruz, 2011). Balcazar y colaboradores en 2008 de-
mostraron la capacidad bactericidade tres cepas de BAL frente a 4 bacterias que

causan infecciones en peces (Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida,
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Yersinia ruckeri y Vibrio anguillarum)(Jose L. Balcazar et al. 2008), en otro estu-
dio, Pirarat y colaboradores evaluaron la capacidad bactericida de una cepa de
BAL tenian contra S. agalactiae, demostrando que las BAL pueden disminuir la
mortalidad por este agente al menos en un 50% en tilapias.(Pirarat et al., 2015)
Apun en 2009 evalu6 la capacidad bactericida de extractos de BAL y Bacillus sp
aislados de tilapia frente a cepas de Vibrio sp. encontrando halos de inhibicion
de 6 mm de diametro(Apun-Molina et al., 2009), en 2015 Bentzon y colaborado-
res demostraron que cepas de Roseobacter tienen capacidad antagonica frente
a cepas de V. anguillarum y V. harveyi, que son los principales patégenos bacte-
rianos en los crustaceos y larvas de rébalo en los paises mediterraneos
(Bentzon-tilia, Dourala, Nielsen, Gram, & Street, 2015), Ramesh y colaboradores
en 2015 evaluaron la actividad bactericida que cepas de Bacillus Sp. tenian fren-
te a cepas de A. hydrophila concluyendo que los bacilos esporulados producen
compuestos con actividad bactericida. (Ramesh et al. 2015), la actividad bacteri-
cida de cepas de Bacillus sp se dede a que estos microorganismos producen
proteasas y fosfatasas.(Aly et al. 2008) Wu en 2014 evidencio el aumento de la
respuesta inmune y la proteccion contra Vibrio parahaemolyticus por cepas nati-
vas de Bacillus sp. en el cangrejo de barro, los cuales gracias a la suplementa-
cion con cepas nativas mostraron una expresion mas elevada de los genes de la
respuesta inmune (Wu et al. 2014); Mufoz y colaboradores en 2014 evaluaron la
capacidad bactericida de cepas de BAL en rodaballo (Scophthalmus maximus L.)
contra cepas de Vibrio splendidus, de las cuales 7 de 8 cepas evaluadas ejercie-

ron actividad antimicrobiana directa contra, al menos, cuatro cepas de V splen-



34

didus (Mufioz-Atienza et al. 2014).En 2012 Zhao y colaboradores determinaron
los efectos de potencial probidtico de cepas de Bacillus cereus sobre el creci-
miento, la inmunidad y la resistencia a la enfermedad contra la infeccion por Vi-
brio splendidus en juveniles pepino de mar Apostichopus japonicus (Zhao et
al.2012) todos estos estudios soportan los resultados encontrados en este traba-
jo, puesto que tanto bacterias lacticas como bacterias esporuladas demostraron
tener actividad bactericida frente a cepas de bacterias gram positivas y gram ne-
gativas, lo que convierte a estos microorganismos en un método de control natu-

ral contra bacterias oportunistas.
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Conclusiones Y Recomendaciones

En este trabajo se pudo concluir que los microorganismos CE3b, C4b y
CE bacteria lacticas controlaron muy bien el crecimiento de Escherichia coli y
Staphylococus, los halos fueron superiores a los generados por CE2.1 y C3. El
microorganismo CEb present6 las medidas de absorbancia més altas, lo cual se
ve reflejado directamente en el crecimiento del microorganismo.BAL como baci-
los esporulados mostraron una supervivencia a la accion ejercida por las sales
biliares, esta resistencia se debe a que estos microorganismos generan solutos
compatibles como método de adaptacion a las sales biliares.

Para este estudio todos las cepas aisladas fueron sensibles a los antibio-
ticos empleados, las bacterias lacticas como bacterias esporuladas demostraron
tener actividad bactericida frente a cepas de bacterias gram positivas y gram ne-
gativas, lo que convierte a estos microorganismos en un método de control natu-

ral contra bacterias oportunistas.
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