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RESUMEN 

El objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto antagónico de cepas 

probióticas frente a Aeromonas hydrophi/a, causante de la septicemia hemorrágica 

en Pterophyllum sea/are (pez ángel). Para alcanzarlo, se aisló la carga bacteriana .del 

tracto digestivo de peces sanos en medios selectivos MRS, BHI y TCBS; las cepas 

obtenidas se sometieron a diferentes pruebas para determinar su potencial probiótico 

como: crecimiento en pH ácido, resistencia a sales biliares, colonización del epitelio 

intestinal e inhibición in vitro de Aeromonas hydrophila. Las cepas positivas en las 

pruebas anteriores se utilizaron para enriquecer el crustáceo Artemia , como forma 

de alimentación del pez ángel, y determinar si las cepas le confieren al pez mejoras 

en la sobrevivencia y el crecimiento (longitud total, anchura , alto y peso). Asimismo , 

se evaluó la capacidad de adherencia de las cepas al tejido epitelial, mediante el 

análisis bacteriológico de una porción del TGI y heces después de la administración 

de las bacterias. También se determino la ubicación de éstas en el epitelio intestinal, 

utilizando técnicas de inmunohistoquímica . Por otra parte, se estableció el efecto 

antagonista in vivo de las cepas probioticas aisladas frente a A. hydrophifa, para lo 

cual se alimentaron peces con Arlemia enriquecida con cada una de las tres cepas 

que demostraron potencial probiótico (La1 , La2 y LA3) Y con la combinación de 

estas. Posteriormente, los peces fueron inoculados con Aeromonas hydrophila a una 

concentración de 1 x 107 ufc/mL. Se caracterizó el cuadro clínico presentado por los 

organismos después de la inoculación del patógeno. Del riñón de los peces que 



murieron y de las lesiones producidas por la infección se recuperó A. hydrophi/a, 

para corroborar que el agente causal de la infección fue el patógeno inoculado. 

Por último, se realizó la identificación molecular de las tres cepas probióticas 

mediante el aislamiento de ADNr16s. Para ello, se efectuó la técnica de PCR 

utilizando primers universales 9F (5'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'); E939R (5'­

CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC -3') y los primers especificos para B. 

Ihuringiensis: Fw bacill (5'- GTT TGA TCC TGG CTC AGG ATG AAC -3) y Rv bacill 

(5'- TGA TCC AGC CGC ACC TTC CGA TAC -3'). Se obtuvo la secuencia genética 

bacteriana de cada cepa y se comparó, mediante el programa de búsqueda de 

similitud BLAST, con las secuencias contenidas en las bases mundiales 

(GENEBANK) y se obtuvieron las relaciones filogenéticas de dichas cepas. 

Del tracto digestivo de P. sea/are se aislaron 108 cepas bacterianas, de las 

cuales 20 crecieron en pH ácido y sales biliares. Sólo tres de éstas cepas 

presentaron una alta colonización del epitelio intestinal y la capacidad de inhibir in 

vilro a Aeromonas hydrophila, por lo que sólo estas cepas fueron consideradas como 

potenciales probióticos para P. sea/are. Es importante mencionar que a lo largo del 

experimento estas tres cepas se nombraron como La1 , La2 y La3, hasta el momento 

de su identificación molecular. 

En cuanto al efecto del uso de las bacterias La1 , La2 y La3 sobre el crecimiento y 

sobrevivencia de P. sea/are, se obtuvieron diferencias significativas (P<O.001) entre 

los tratamientos en comparación con los peces alimentados con Artemia sin 

probióticos. Se observó que la cepa La3 promueve mejor el crecimiento del pez 

ángel, al incrementar la longitud tolal , anchura y peso en un 50% en comparación 



con el lote testigo y la combinación de las cepas administradas. La sobrevivencia fue 

del 100% en todos los tratamientos. Los resultados del Factor de Condición indican 

que los peces alimentados con las cepas La2, La3 y la combinación, obtienen una 

mejor relación peso longitud ya que se obtienen valores muy por encima de la Km 

inicial en comparación con los peces alimentados con la cepa La1 y el testigo, que 

siempre se mantuvieron por debajo de la Km inicial. 

Las pruebas de colonización de las bacterias en el tracto digestivo de los peces 

indicaron que las tres cepas tienen un alto potencial de colonización sobre todo en la 

parte anterior del tracto digestivo, al poderse aislar los morfotipos caracteristicos de 

las bacterias administradas en medio BHI durante 60 dias. Se estableció que la cepa 

La2 fue la que presento mayores valores promedio de ufc/mL (25 a 80), a medida 

que transcurrió el periodo experimental. 

Con respecto al análisis bacteriológico de las heces, se pudo establecer que la 

cepa La3 tiene un alto grado de colonización y competencia dentro del tracto 

digestivo de P. sea/are ya que se obtuvieron conteos promedio por arrba de 120 

ufc/mL hasta la sexta semana después de que se suspendiera la administración de 

las cepas a través de Artemia, en comparación con las cepas La1 y La2 en las que 

se obtuvieron conteos de ufcJ mL con promedios de 70 y 30 respectivamente, en ese 

mismo tiempo. Se observó también la presencia de la cepa La3 hasta la décima 

semana , mientras que las cepas La1 y La2 , a partir de la octava semana no se 

obtuvieron las colonias características de estas cepas. Los cortes histológicos 

efectuados a la parte anterior del intestino de pez ángel comprobaron la presencia de 



las cepas La1 , La2 y La3 en la luz y las vellosidades intestinales, dando marcaje 

positivo de un anticuerpo para Bacillus. 

En relación al efecto antagonista de las cepas frente a Aeromonas hydrophi/a en 

el cultivo de pez ángel, los peces a los que se les administro A. hydrophi/a y que no 

fueron alimentados con probióticos desarrollaron el proceso infeccioso, 

observándose signos y lesiones de enfermedad como branquias y ojos 

hemorrágicos, nado irregular y lesiones en la piel. La sobrevivencia de estos 

tratamientos fue del 8%, en comparación con los peces al imentados con ,las 

diferentes cepas probióticas, que obtuvieron mayor resistencia a la inoculación del 

patógeno y no desarrollaron signos ni lesiones de enfermedad, manteniéndose sanos 

hasta la finalización del experimento, con una sobrevivencia del 90%. 

La secuencia genética obtenida de las cepas probióticas aisladas de P sea/are, 

solo nos permitió ubicar a estas bacterias dentro del género Bacillus, ya que no se 

pudo identificar a ninguna, a nivel de especie, debido a las variaciones que se 

encontraron en las secuencias de las tres cepas con respecto a secuencias de las 

especies conocidas hasta la fecha. La cepa La1 resultó tener coincidencia con 

Bacillus sp.; La2 coincidió con Bacillus subtilis con 99% de simil itud; La3 resultó tener 

una similitud del 100% con la construcción sintética de un clon del gen BA 1990 de B. 

anthracis. Estos resultados hacen suponer la posibilidad de que se trate de especies 

no identificadas con anterioridad. 



ABSTRAeT 

The object of this study was to evaluate antagonistic effect of probiotics strains 

against Aeromonas hydrophila , which causes hemorrhagic septicemia in 

Pterophyllum sca/are (angelfish). To achieve it, it was isolated the bacterial load 01 

fish healthy digestive tracl in selective media MRS, BHI and TCBS; strains were 

subjected to various tests to determine its probiotic potential as growth in pH acid , bile 

salts resistance, colonizalion of intestinal epithelium and inhibition in vitro of 

Aeromonas hydrophila. The positive strains in previous tests were used to enrich the 

crustacean Artemia, to leed angelfish , and determine whether strains give the fiSh ~ 

... 
improved survival and growth (total length , width , height and weight). Also it wa:¡, ,,-: .. _." 

;O" 1: 
evalualed the capacity 01 adhesion 01 strains to the epithelial tissue by analyzin :J: ~1. 

,/ . 
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bacteriological a portian 01 the GIT and leces alter the administration 01 bacteria. Also o~ 
....... .i 

::t. :..~..;. 
it was determined their lacation in the intestinal epithelium using immune- tñ ~:; ... -" C~ 
histochemical techniques. Moreover, it was established the antagonistic effect in vivo ~ f..;! 

0--
O ~ 01 probiotic strains isolated lrom A. hydrophi/a, lar which lish were led with Artemia <=> 

""" :;¡; 
enriched with each 01 the three strains that showed probiotic potential (La1, La2 and ~ 

~ 
LA3) and with the combination 01 these. Subsequently, fish were inoculated with 

Aeromonas hydrophi/a at a concentration 01 1 x 10' clu / mL. It was characterized the 

clinical description presented by the organism alter the pathogen inoculation. From 

the kidney of fish that died and injuries produced by ¡nfectjon it was recovered A. 

hydrophi/a, to confirm that the causative agent 01 inlection was the pathogen 

inoculated . 
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Finally, it was performed the molecular identilication 01 the three probiotic strains 

by isolating ADNr1 6s. To this it was carry out the PCR technique using universal 

primers 9F (S'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'), E939R 

(S'-CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC -3') and specific primers lor B. thuringiensis: 

baci lle Fw (S'-GTT TGATCC TGG AAC ATG CTC AGG -3) and Rv bacille (S'-TGA 

AGC TCCTAC ACC CGC TTC CGA -3 '). Gene sequence was obtained 01 each 

bacterial strain and compared with the similarity search BLAST program with the 

sequences contained in the global database (Gene Bank) and it was obtained the 

phylogenetic relationships 01 these strains. 

From P sea/are digestive tract, 108 bacterial strains were isolated 01 which 20 

grew in acid pH and bi le salts. Only three 01 these strains showed a high colonization 

01 the intestinal epithelium and the ability to inhibit in vitro Aeromonas hydrophila, so 

only three 01 these strains were considered as potential probióticos lor P sea/are. It is 

important to mention that throughout the experiment these three strains were named 

as La1 , La2 and La3, until the time 01 molecular identification 

As lor the effect 01 the use 01 La 1, La2 and La3 bacteria on the growth and survival 01 

P sea/are, there were signilicant differences (P <0.001) between treatments in 

comparison with fish led with Artemia without probiotics It was noted La3 strain 

pro motes better the growth 01 the angel fish, by increasing SO% the total length, width 

and weight compared with the control group and the combination 01 the strains. 

Survival was 100% in all treatments. The results the factor of condition indicates that 

the fish led with the La2 , La3 strains, and the combination, get a better length and 



weight obtained values above the initial Km compared to fish fed the La1 strain and 

control , who always remained below the initial Km. 

The bacteria colonization tests in the digestive tract of fish indicated that the three 

strains have a high potential colonization, especially in the anterior part of the 

digestive tract, as to be able to isolate morphotypes characteristic of the bacteria 

administered in the medium BHI for 60 days. It was established that La2 strain 

showed higher average values of cfu/mL (25 to 80) as the experimental period 

passed. 

With regard to bacteriological analysis of the feces, it was found that La3 strain 

has a high degree of colonization and competition within the digestive tract of 

P.scalare and counts were obtained in average above 120 cful mL until the sixth 

week after suspending the administration of the strains through Arlemia compared 

with strains La1 and La2 in which counts were obtained of cful mL with averages of 

70 and 30 respectively, at the same time. It was also observed the presence of La3 

strain until the tenth week, meanwhile the strain La1 and La2, from the eighth week 

the colonies characteristics of these strains were not obtained. The histological 

sections made to the anterior part of the digestive gut of the angelfish proved the 

presence of La1 , La2 and La3 strains in the gut light and villi, giving a positive 

marking antibody for Bacillus. 

In relation to the antagonistic eftect of strains against Aeromonas hydrophila in the 

angelfish cultivate, fish that were administered with A. hydrophila and were not fed 

with the probiotic, developed infectious process, signs and lesions observed gill and 

eye disease such as bleeding , swimming irregular and ski n lesions. The survival of 



these treatments was 8%, campa red with fish led with the different probiotic strains, 

which were more resistant to pathogen inoculation and did not develop signs of 

illness or injury, remained healthy until the end 01 the experiment, with a 90 % 

survival. 

The genetic sequence of probióticos strains isolated from P sea/are only allowed 

us locate these bacteria within the genus Bacillus, because it was not possible to 

identify the specie, due to the varialions found in the sequences of the three strains 

with respeet to the sequences of species known until today. La1 strain was coincided 

with Bacillus sp. La2 coincided with Baci"us sub/i1is with 99% similarity; La3 

have100% similarity with the construction of a synthetic clone 01 the BA1990 gene of 

in B. an/hracis. These results presume the possibility lo lound new species, 

unidenlified unti! today. 
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TESIS DOCTORAL: USo de probíólX:os en PIerophybn scaIate 

1. INTRODUCCiÓN 

La afi ción por el mantenimiento de los organismos acuáticos tiene miles de años, 

pero no es hasta el siglo pasado cuando se inició el estudio de los requerimientos de 

las especies cultivables para hacer uso adecuado y rentable de éstos. Por medio de 

la acuicultura se produce una gran cantidad de organismos acuáticos de valor 

comercial , entre los cuales se incluyen los peces de ornato. Los peces tropicales de 

agua dulce tienen un interés intrínseco; llenos de colorido, a menudo de formas 

exóticas y de pequeño tamaño, son coleccionados y apreciados por acuariófilos en 

todo el mundo (Balcázar el al., 2006; Vine el al., 2006; el al. Mañón, 2008). 

Actualmente, en México se ha desarrollado un fuerte interés en la producción de 

especies de ornato, como una estrategia para la generación de ingresos económicos. 

La intensificación en la producción de peces y la falta de control del comercio 

internacional de los organismos acuáticos vivos y de los productos derivados de 

estos animales ha provocado la movilización de gran cantidad de organismos y, 

como consecuencia, el transporte de gran cantidad de patógenos que en condiciones 

ambientales diferentes a las habituales pueden tener consecuencias catastróficas, 

pudiendo desarrollar graves epizootias, zoonosis, impacto ambiental y pérdidas 

económicas (Verschuere el al., 2000) . 

Los principales agentes causantes de los procesos infecciosos en los peces son 

bacterias, virus, hongos y parásitos. En lo que se refiere a enfermedades causadas 

por bacterias, se han descrito muchas especies como patógenas, dentro de las 

cuales están los géneros Aeromonas, Vibrio y Pseudomonas, que son componentes 

t.IARIA DEL CARMEN MONROY OOSTA 



TEStS DOCTORAL: Uso de probióIK;os en Pteroph~ scalSIB 

de la fiara normal del agua, piel, branquias o intestino de los peces. En condiciones 

desfavorables, estas bacterias pueden desencadenar enfermedades infecciosas 

como la septicemia hemorrágica, cuyo agente etiológico es Aeromonas hydrophíla, 

constituyente de la microbiota intestinal de los peces y del agua de cultivo, y que 

ocasiona grandes pérdidas en la producción de especies ornamentales en todo el 

mundo (Austin et al., 1995; Nikoskelainen et al., 2003) . 

Para el control de los procesos infecciosos, los acuicultores han usado y 

abusado de la aplicación de compuestos químicos y antibióticos, los cuales son 

administrados rutinaria mente e incorporados en el alimento (o directamente en los 

estanques de cultivo) , aun cuando desconocen si existe un estado de enfermedad 

infecciosa. Esta práctica ha provocado un gran incremento en la presencia de 

plásmidos resistentes a dichos compuestos en diferentes bacterias patógenas de 

peces, problemas ecológicos y la restricción de las exportaciones por presencia de 

residuos en los tejidos de los peces, llegando a incidir en la salud humana (Gómez­

Gil et al., 2000; Gullian et al., 2004; Venkant et al., 2004). 

Por tal motivo, en la actualidad se están buscando alternativas para el control 

de enfermedades de los peces diferentes a las aplicadas hasta la fecha. Una 

estrategia de control bacteriológico, muy interesante y con resultados prometedores, 

se ha enfocado al empleo de probióticos, como altemativa para contrarrestar el uso 

de antibióticos y quimioterapéuticos, bajo el principio de la exclusión competitiva y la 

inmunoestimulación como una forma de contrarrestar las enfermedades de los 

peces (Gullian et al., 2004) . 

MAAlAOEl CAAMEN UONROY OOSTA OOCTORAOOOENCIAS 81ctOGlCAS 
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TESIS DOCTORAL: Uso de probióti;os eo Pte~ sea/are 

Existen diferentes especies bacterianas utilizadas como probióticos, aunque las 

más utilizadas son los lactobacilos y las bifidobacterias. Sin embargo, uno de los 

problemas en la obtención de bacterias probióticas es la forma de selección. De 

acuerdo con Gómez y Roque (1998) en muchas ocasiones este proceso es de 

connotación empírica y con limitada evidencia científica , ya que la mayoría de las 

bacterias se han aislado del tracto digestivo del ser humano o de algunos 

mamíferos, han sido producidas y comercializadas para uso animal y están siendo 

utilizadas en la acuicultura sin tomar en cuenta que las bacterias con fines 

probióticos deben cumplir con algunos aspectos como el potencial de colonización 

del tracto digestivo del huésped, la capacidad para competir contra patógenos y la 

de incrementar la resistencia a enfermedades, de tal manera que surge la 

necesidad de obtener probióticos específicos para los fines que se persiguen y no 

utilizar siempre las mismas cepas, que a veces no son las óptimas. 

Por lo antes expuesto, el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto 

bactericida de cepas probi6ticas contra Aeromonas hydrophi/a, causante de . la 

septicemia hemorrágica en Pterophyllum sca/are (pez ángel). 

3 



TESIS DOCTORAL: USo de probi6tico5 en Pleq¡hylsm ~8IB 

2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Acuicultura de ornato en México 

La acuicultura de ornato en México es una actividad importante para el sector 

rural del pa is, sobre todo en los Estados de Morelos, México y Jalisco. A nivel 

comercial, constituye uno de los sectores productivos con mayor potencial de 

crecimiento en el país, en virtud de ser una importante fuente generadora de 

empleos directos e indirectos que promueve el desarrollo socio-económico regional 

debido a su efecto multiplicador, asociado a muchas otras actividades productivas. 

Además, representa una atractiva posibilidad para incursionar, no sólo en el mercado 

nacional sino también en el internacional (APPOEM, 2000). En el año 2001 se 

identificaron en México 136 especies de peces de ornato con potencial de cultivo, de 

las cuales se aprovechan 57, con un dominio tecnológico que permite practicar 

cultivos de ciclo completo. Otras 16 están en proceso de alcanzar un desarrollo 

tecnológico más avanzado y para el resto se poseen diferentes grados de dominio en 

su cultivo (Cházaro y Niembro, 2001). 

2.2 Características de Pterophyllum scalare 

Un caso muy especial es Plerophyllum scalare (pez ángel) (figura 1), un cicl ido 

con alto potencial económico en el mundo y que se ha constituido a través de los 

años en uno de los peces de ornato más apreciados, por su gran belleza y elegancia, 

su temperamento apacible y compatible con muchas especies, además de poseer 

una gran adaptabilidad en cautiverio. Sin embargo, poco se conoce acerca de las 
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condiciones óptimas que esta especie requiere para su crecimiento y reproducción, 

lo que ha ocasionado el que sea blanco de infecciones bacterianas en los centros 

productores del país (Neal, 1995). 

Plerophyllum sea/are es originario de los ríos de Sudamériea, especificamente 

del Río Amazonas y de sus afluentes en Perú y Ecuador; generalmente vive en 

aguas con poco movimiento y con abundante vegetación. Presenta un cuerpo 

comprimida casi circular y grandes aletas con rayos dibujados hacia largos 

filamentos. Poseen un solo par de orificios nasales, es un nadador lento, permanece 

casi todo el tiempo suspendido, prácticamente sin movimiento y depende de su 

coloración para escapar de los depredadores (Soriano y Hernández, 2002). 

El agua en donde el pez ángel se encuentra en condiciones naturales es suave 

(niveles bajOS de carbonatos) y ligeramente ácida, aunque puede sobrevivir y crecer 

en una amplia variedad de aguas duras; sin embargo, diversos autores (Neal, 1995; 

Soriano y Hernández, 2002; Zilberg el a/., 2004, Argudelo, 2005) han sugerido que 

las condiciones para la reproducción deben mantenerse con un pH de 6,8 a 7,2, con 

un foto período de 8 a 12 horas luz. Otro factor esencial es la temperatura, la cual se 

sugiere debe estar entre 26 y 28°C. Los niveles de nitratos deben mantenerse por 

debajo de los 0.3 mg/L, por lo que son muy recomendables recambios parciales de 

agua en los acuarios de reproducción. 

Entre los cíclidos existen formas de reproducción I extremadamente diversas; en 

el caso de P. sea/are la hembra desova los huevecillos adhiriéndolos a troncos, hojas 

o rocas , esta especie es monógama y presenta cuidados de la puesta y alevines por 
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ambos progenitores (Marks, 1995; Neal, 1995, Garcia y Gómez, 2005; Ortega el al., 

2009). 

Taxonomia 

Reino: Animalia 

Phylum o filo : Chordata 

Subphylum o subfilo: Vertebrata 

Clase: T eleostomi 

Subclase: Antinopterygii 

Infraclase: Teleostei 

Superorden: Acanthopterygi i 

Orden: Perciformes 

Familia : Cichlidae 

Género y especie: 

Plerophyllum scalare (Lichtenstein , 1823) 

Figura 1.- Pterophyflum scalare 

2.3 Las enfermedades y el cultivo de peces de ornato 

Las patologias de los peces se reconocen cada vez más como un problema 

para la producción y comercialización, lo que afecta el desarrollo económico y social 

en muchos paises. Estudios realizados en granjas de 16 paises de Asia dan una 

idea de la extensión de las pérdidas financieras imputables a las enfermedades; 

dichas pérdidas fueron estimadas en más de tres millones de dólares por año (OlE, 

2000). México no es la excepción. ya que en centros de producción de peces de 

ornato se han registrado pérdidas hasta del 90 % de su producción debido a este 

problema. 
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El estado de enfermedad en los peces se caracteriza por la aparición de anomalías 

en el comportamiento, por la aparición de signos y lesiones que provocan un 

descenso de los rendimientos y, a menudo, la muerte de los organismos afectados. 

Estas manifestaciones son debidas a causas de orden físico, químico o biológico, 

actuando solas o en asociación, con el fin de perturbar las funciones fisiológicas del 

animal. 

Los principales agentes causantes de los procesos infecciosos en los peces son 

bacterias, virus, hongos y parásitos. En lo que se refiere a enfermedades causadas 

por bacterias, se han descrito muchas especies como patógenas, entre las cuales 

cabe destacar a los géneros Aeromonas, Vibrio y Pseudomonas (Tabla 1), 

componentes de la microbiota normal del agua, piel, branquias o intestino de los 

peces y que en condiciones desfavorables pueden desencadenar enfermedades 

infecciosas (Barja y Estévez, 1998). 
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Tabla 1. Principales enfermedades de los peces de origen bacteriano 

Enfermedad 

Aeromoniasis 

urunculosis 

Septicemia 

Vibriosis 

Septicemia 

Enfermedad de la boca roja 

Columnaris 

Mycobacteriosis o tuberculosis 

Nocardiosis 

Edwarselliosis 

Septicemia 

Pasleurelosis 

Enfermedad de agua fr ia 

(Nirehio, 2002). 

Agente causal 

Aeromonas spp (Stanier, 1943) 

Aeromonas salmonicida sa/monicida (Lehmann and 

Neumann, 1896) 

Aeromonas hydrophila (Chester, 1901) 

Vibrio spp (Pacini, 1854) 

Pseudomonas f/uorescens (Migula , 1894) 

Yersin;a ruekeri (Ewing el al., 1978) 

Flexibaeter eolumnaris (Bernardet and Grimont, 1989) 

Mycobaeterium spp (Lehmann and Neumann , 1896) 

Noeardia spp (Trevisan, 1887) 

Edwarsielfa tarda (Ewing and McWhorter, 1965) 

Edwarsielfa ieta/uri (Hawke el al., 1981) 

Pasteurella spp (Trevisan, 1887) 

Cytophaga psycrophila (Reichenbach, 1989) 

2,4 Septicemia hemorrágica en los peces 

La septicemia hemorrágica en los peces es una enfennedad sistémica asociada 

con el agente etiológico Aeromonas hydrophila. Esta bacteria es capaz de proliferar 

en el agua dulce sobre todo si contiene una sobrecarga de materia orgánica, por lo 

que la incidencia de esta enfermedad está asociada con la calidad el agua, el estrés 
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causado por el hacinamiento y a las variaciones de temperatura (Fuentes y Pérez, 

1998). 

Clínicamente la enfermedad se presenta como una epizootia dando como 

resultado un alto indice de mortalidad en pocas horas. Las lesiones macroscópicas 

externas incluyen ulceraciones en la piel, aletas deshilachadas, petequias, distensión 

abdominal , exoftalmia, branquias hemorrágicas, escamas erosionadas y necrosis en 

los órganos mayores (Harikrishnan y Balasundaram, 2005). 

2.4 Aeromonas hydrophila en acuicultura 

Esta bacteria es un bacilo corto de 0.3-1.0 ~m de diámetro y de 1.0-3.5 ~m de largo. 

Es Gram negativa y presenta un fiagelo polar. Aeróbica, con metabolismo de tipo 

tanto respiratorio como fermentativo, y su temperatura óptima de crecimiento es de 

22 a 28°C. Ha sido considerada como patógeno primaria de muchos poiquilotermos 

(donde están incluidos anfibios, peces y reptiles), asi como también de animales 

homeotermos: aves, mamiferos acuáticos y terrestres. En humanos es agente 

etiológico de diversas enfermedades, que en ocasiones pueden presentar 

hemorragia (Cipriano el al., 2001). 

A. hydrophila fue aislada por primera vez por Sanarelli, en 1981 con el nombre 

de Bacillus hydrophilus fuscus; desde entonces ha sido tema de estudio para la 

determinación de su re lación etiológica con el hospedero . Este microorganismo es 

fácil de aislar, a partir de riñón o sangre de organismos enfermos, en medios 

ordinarios de cultivo. 
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Cipriano el al. (1984) indicaron la presencia de A. hydrophila como causante de 

procesos infecciosos durante la producción de peces de ornato. Dixon e Issvoran 

(1993) aislaron repetidamente A. hydrophila de pez dorado y carpa koi con signos 

de infección. Shome y Shome (1999) establecieron que A. hydrophila es la causa de 

altas mortalidades en la carpa común en la India. Sumawidjaja el al. (2001), por su 

parte, involucraron a esta bacteria en estados de epizootia en los cultivos de peces 

en Indonesia , Malasia, Singapur y Tailandia. 

En el caso de las granjas productoras de peces de ornato del Estado de 

Morelos, México, se ha identificado frecuentemente la presencia de esta bacteria en 

procesos infecciosos, estableciéndose como el agente causal de septicemias 

asociadas a condiciones ambientales adversas, en donde este microorganismo se 

manifiesta como muy vi rulento (Negrete y Romero; 1998; 1999; Negrete el al. , 

2002). 

2.5 Aeromonas hydrophíla y su resistencia a diferentes antibióticos 

La acuicultura es una actividad económica en la que, al igual que en la 

ganadería y en la avicultura, es muy común el empleo de antibióticos como 

profilácticos, aun cuando en muchos paises se ha prohibido su uso (Cabello, 2004). 

El empleo de antibióticos está dirigido a prevenir infecciones en poblaciones de 

animales altamente susceptibles a enfermedades debido a perturbaciones 

inmunológicas producidas por el hacinamiento, las manipulaciones y problemas 

dietéticos creados por su crianza en un sistema industrial. Está demostrado que su 



TESIS DOCTORAl: Uso ele probi6ticos en Plerr:p¡ylsm sea/ate 

aplicación en acuicultura genera la aparición de bacterias resistentes a los 

antibióticos en los entornos acuáticos donde se desarrolla esta actividad, y existen 

evidencias epidemiológicas y moleculares que señalan que los genes que median 

esta resistencia pueden ser transmitidos de bacterias acuáticas a bacterias capaces 

de producir infecciones en humanos y en animales terrestres (Sorum, 2000). Esto 

demuestra que los ambientes acuáticos y terrestres carecen de fronteras respecto 

del flujo de genes de resistencia a antibióticos y también que el fenómeno de 

resistencia es un problema global , ya que el uso de antibióticos en un ambiente 

tendrá, a lo largo del tiempo, repercusiones en otros ambientes aparentemente 

lejanos (Esteve el al., 2003) . 

Las infecciones bacterianas causadas por miembros del género Aeromonas 

muestran una resistencia elevada a antibióticos, lo que permite el aumento de 

infecciones imposibles de curar y por ende graves pérdidas económicas para los 

productores. Esta bacteria es capaz de producir patologías en humanos, por lo que 

se podría consíderar una zoonosis. Según Hayes (1993), A. hydrophila puede 

colonizar heridas en la piel del humano, y tiene capacidad para producir tres 

cuadros diferentes: una celulitis con inflamación y enrojecimiento, una mionecrosis 

con intenso eritema y licuefacción muscular y una gangrena eritematosa con 

necrosis y formación de gas; o por otro lado ocasionar, tras ser ingerida, cuadros de 

bacteriemia con fiebre , dolor abdominal , vómitos y diarrea. 

Austin et al. (1995), mencionaron que son dos los mecanismos involucrados en 

la resistencia de Aeromonas hydrophila: adquisición de plásmidos con información 

genética especifica a partir de otras bacterias de la misma especie o especies 
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relacionadas y la selección genética provocada por el uso indebido de antibióticos. 

Los antibióticos más utilizados en acuicultura son: cloranfenicol, nifurpirinol 

(Furanace), kanamicina, ácido oxolínico , oxitetraciclina, estreptomicina y 

sulfamerazina . 

En la tabla 2, se aprecia el comportamiento de A. hydrophila frente a diversas 

drogas antimicrobianas, según lo reportado por Bravo el al. (2007). 

Tabla 2.· resistencia de A. hydrophi/a a diferentes antibióticos 

ANTIBIOTICO Aeromonas hydrophila 
(% de resistencia) 

Ciprofloxacina 2S 

Ácido nalidíxico 2S 

Amíkacina SO 

Gentamicina 25 

Estreptomicina 100 

Cloranfenicol 50 

Ceftriaxona 25 

Eritromicina 100 

Carbenicilina 100 

Ampicilina 100 

Penicilina 100 

Meticilina 100 
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2.6 Probióticos en la acuicultura. 

El concepto de probiótico no es un descubrimiento reciente: Metchnikoff, en 

1907, afirmaba que la ingestión de organismos benéficos era un buen mecanismo de 

control contra el establecimiento de organismos patógenos (Gatesoupe. 1994; Fuller. 

1997). Desde entonces. la utilización de bacterias benéficas como medida de control 

biológico para la producción de animales terrestres ha sido ampliamente estudiada. 

logrando ser una de las estrategias preventivas más modernas y constituyéndose en 

un proceso de uso rutinario. Estudios posteriores determinaron que los efectos 

benéficos de los probióticos se deben a que bajan el pH y se adhieren formando una 

pelicula protectora. además de producir sustancias naturales que poseen capacidad 

antibiótica llamadas bacteriocinas o biocinas y pequeñas cantidades de agua 

oxigenada, ácido láctico y peróxido de hidrógeno, que inhiben el crecimiento de 

bacterias indeseables (Casas y Dobrogosz. 2000). Entre los géneros de bacterias 

utilizadas como probióticos para uso animal se encuentran bacterias acido lácticas 

como Lactobacilfus. Lactococcus, Streptococcus y Bifidobacterium. 

En el caso de la acuicultura , el uso de los probióticos se ha intensificado. Una 

de las causas es probablemente la imitación con respecto a su uso en la 

alimentación de animales monogástricos y mascotas, además de la propia 

intensificación en la producción de peces y crustáceos (Bnones y Lozano, 2003; 

Campaña et al. . 2003; Gómez et al., 2003). El primer probiótico usado 

comercialmente se registró en 1992 y fue una cepa no patógena de Vibrio 

alginolyticus (Miyamoto et al. 1961), que permitió mejorar sustancialmente el 
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rendimiento en viveros de camarones en Ecuador y México (Verschuere e/ al., 

2000); Ramírez y Dixon (2003) aislaron del tracto digestivo del pez Osear 

(Ds/rono/us ocella/us) y del pez angel (P. scalare), bacterias identificadas como 

Clostridium y Porphyromonas, sin embargo su potencial bactericida no fue 

determinado. 

Asimismo, existen referencias sobre el uso de diferentes bacterias acido 

lacticas para el control de enfermedades en el cultivo de diferentes especies de 

camarón, como es el caso de Lactobacillus bulgaricus, Lac/obacillus aCidophillus, 

Lactobacillus casei, Lac/obacillus plan/arum y Streptococcus /hermophilus, 

(Garriques y Arévalo, 1995; Gómez-Gil e/ al., 2000). 

Estudios posteriores han establecido que la manipulación microbiana es una 

herramienta viable para reducir o el iminar la incidencia de microorganismos 

patógenos y, ademas, constituye una altemativa para la sustitución de agentes 

quimioterapeúticos para la prevención de enfermedades, al desarrollarse una 

competencia por los sitios de fijación con las bacterias patógenas (Vazquez e/ al., 

2005). Mas aún, las bacterias probióticas mejoran la nutrición del huésped, al 

suministrarle nutrientes esenciales, incrementan la digestión del alimento, eliminan 

parte de la materia organica disuelta y producen sustancias que inhiben el 

crecimiento de patógenos oportunistas (Rengpipat e/ al., 2000; Rodríguez y Le 

Moullac, 2000e/ al.). 

El desarrollo de probióticos adecuados no es una tarea simple y requiere 

investigación científica y funda mentada , pruebas a escala real, así como el 

desarrollo de herramientas apropiadas de monitoreo y producción que permitan 
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asegurar la aplicación de cepas seguras que realmente provean beneficios en las 

especies de cultivo sin poner en riesgo a los peces y en ambiente que les rodea 

(Decamp y Moriarty, 2006) 

Para seleccionar microorganismos posiblemente probióticos es necesario 

conocer su potencia l de colonización, capacidad de competencia con patógenos, 

producción de substancias antimicrobianas y capacidad para incrementar la 

resistencia a las enfermedades (figura 2). 

Figura 2.- Fundamentos para selección y aplicación de probióticos (Balcázar, 2002). 
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El potencial de colonización es la capacidad que presentan los 

microorganismos para ingresar en el hospedero y mantenerse vivos por un largo 

periodo de tiempo. Su permanencia en el hospedero está sujeta a diversos factores 

como capacidad para adherirse en la superficie del epitelio intestinal, producción de 

sustancias que antagonicen con la flora endógena para fomentar su proliferación y 

resistencia a mecanismos fisio lógicos del animal. 

La fijación de las bacterias en las superficies epiteliales está determinada por 

una serie de estructuras superficiales o moléculas conocidas como adhesinas, y se 

logra gracias a un flujo lento del probiótico a través del tracto gastrointestinal. 

Finalmente, es importante mencionar que uno de los factores más importantes es 

que permite reemplazar el uso de antibióticos para el control de enfermedades. Los 

probióticos no matan otras bacterias pero compiten con ellas, inhibiendo su 

desarrollo y contribuyendo al equilibrio biológico (Balcázar, 2002). 

2.7 Artemia como biocápsula 

El crustáceo branquiópodo del género Arlemia (Kellog, 1906) constituye un 

excelente al imento vivo utilizado en acuicultura, debido a numerosas ventajas, entre 

las que sobresalen: su valor nutritivo, fácil digestión, alta tolerancia a diversos 

medios de cultivo, así como su fácil manejo. Una de las ventajas que sobresalen de 

Artemia es que puede emplearse como transportador o conductor de componentes 

que son difíciles de administrar a peces y a crustáceos, como nutrientes esenciales, 

pigmentos, profilácticos y terapéuticos (Legar el al., 1986). A este proceso se le 
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conoce como técnica de bioencapsulación, la cual ofrece múltiples beneficios ya 

que al incorporar estos componentes en el cuerpo de Artemia se está evitando que 

estos vayan al agua y deterioren la calidad de la misma; por otra parte, la 

bioencapsulación facilita que estos componentes lleguen directamente a los 

consumidores, dando como resultado que dicho organismo se convierte a los 

efectos prácticos en una cápsula viva (Gelabert, 2001). 

2.8 Género Bacillus 

El género Bacillus está constituido por bacterias Gram-positivas que forman 

esporas, tienen forma de bastón con un metabolismo fermentativo, respiratorio o 

mixto. La presencia de esporas permite la fácil colonización de casi cualqUier 

ambiente. Dentro del género Bacillus se encuentran varias especies que son 

comúnmente utilizadas como probióticos, entre ellas B. sub/ilis, B. cereus, B. 

coagulans, B. clausii, B. megalerium y B. licheniformis. Cada una tiene propiedades 

diferentes y efectos diversos en el hospedero; se caracterizan porque secretan una 

amplia variedad de exoenzimas que generan un ambiente poco idóneo para otras 

bacterias, causando así uno de los efectos característicos de algunos probióticos, la 

exclusión competitiva (Moriarty, 1999; Gatesoupe, 2002; Hong e/ al., 2005). 

Las bacterias del género Baciffus se pueden encontrar en ambientes muy 

diversos, terrestres, acuáticos, en sedimentos y en organismos como crustáceos, 

peces y en el tracto digestivo humano. Aunque han sido ampliamente utilizadas y 

estudiadas, se necesita realizar mayor número de pruebas para verificar la seguridad 
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de que son probióticos. Se tiene información de que algunas cepas como B. cereus 

han causado enfermedades como envenenamiento por comida, ya que producen 

enterotoxinas y toxinas eméticas; otras especies de este mismo género son muy 

peligrosas, como B. anthracis; pero otras han sido certificadas como probióticos 

seguros y son ampliamente utilizadas (Decamp y MOriarty, 2006; Beleneva, 2008). 

2.8.1 Clasificación y Filogenia 

Los primeros intentos de clasificación del género Bacillus se basaron en dos 

ca racterísticas: crecimiento aeróbico y formación de endoesporas. Esto dio como 

resultado que varios tipos de bacterias, que poseían díferentes típos de fisiología y 

ocupaban una gran variedad de hábitats, fueran integrados dentro de este grupo, con 

categorías no muy claras. Actualmente la taxonomía de Badllus ha sido mejorada en 

gran medida debido al uso y análisis de las moléculas de ARNr 16s obtenidas 

mediante secuenciación. Esta técnica también ha revela relaciones filogenéticas 

sorprendentes, como el parentesco de algunas especies de Bacillus con ciertas 

especies no formadoras de esporas, incluyendo a nivel de órden a Enterococcus, 

Lactobacillus y Streptococcus. A nivel de familia se relacionan con Listeria y 

Staphylococcus (Todar, 2004). 
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACiÓN 

¿Las bacterias aisladas del tracto digestivo del pez P. scafare tendrán la capacidad 

de inhibir o eliminar la incidencia de Aeromonas hydrophifa en los peces en cultivo? 

4. HIPOTESIS 

Si se administran a través del alimento (Artemia franciscana) cepas probióticas 

aisladas del tracto digestivo de peces P. sea/are sanos, entonces se excluirá la 

presencia de la bacteria Aeromonas hydrophifa causante de la septicemia 

hemorrágica en el cultivo del pez ángel. constituyendo asi una alternativa para la 

sustitución de quimicos y antibióticos para el control de esta enfermedad 
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo General 

Evaluar el efecto bactericida de cepas probióticas contra Aeromonas hydrophila, 

causante de la septicemia hemorrágica en Pterophyllum scalare (pez ángel). 

5.2 Objetivos particulares 

1. Determinar la carga bacteriana predominante del tracto digestivo de peces 

de la especie P. sea/are sanos. 

2. Evaluar la capacidad probiotica de las cepas aisladas 

3. Aislar e identificar A. hydrophila de peces enfermos. 

4. Determinar la capacidad antagonista de las bacterias probióticas frente-A. 

hydrophi/a en peces P. sea/are. 

5. Evaluar la sobrevivencia y el crecimiento de P. sea/are al imentado con las 

cepas probioticas aisladas 

6. Establecer la ubicación de las bacterias probióticas en el tracto digestivo de 

los peces mediante técnicas de inmunohistoquímica 

7. Identificar a las bacterias probioticas aisladas mediante ADN Rs16 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Aislamiento de bacterias ácido lácticas de peces sanos de Pterophyllum 

sea/are 

De un centro productor de pez ángel ubicado en Xochimilco. Ciudad de México, 

se obtuvo un lote de 100 peces juveniles (15 cm de longitud total) sanos, es decir, 

que no mostraron ningún signo o lesión que indicaran cualquier proceso infeccioso. 

Los peces se introdujeron en una tina de cultivo equipada previamente en el 

laboratorio para mantenerlos durante un periodo de aclimatación, bajo las mismas 

condiciones de cultivo de los centros de producción: 28°C, pH 7, oxigeno disuelto 5 

mgl mL y 0.3 ppm de nitratos y nitritos. Los peces fueron alimentados diariamente con 

adultos de Artemia franciscana y se observó su comportamiento durante 15 dias. 

Una vez trascurrido el periodo de aclimatación, los peces se mantuvieron en 

ayuno 24 horas. Posteriormente se tomaron 20 ejemplares con ayuda de un red de 

cuchara, se anestesiaron durante un minuto con sulfometano de tricaina (0.1 gi L). Se 

hizo una disección con bisturí, haciendo un corte por encima de la línea lateral desde 

el opérculo hasta la base de la aleta caudal. Se extrajo el tracto digestivo del pez y se 

tomó una porción, la cual se homogeneizó en 90 mL de solución salina estéril 

(Figura. 3). 
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Figura 3.- Extracción del tracto digestivo de P. sea/are. 

Posteriormente se realizaron diluciones 1:10 y se inoculó 0.1 mL en placas de 

agar MSR, BHI y TCBS por triplicado. Las placas se incubaron a 35°C durante 24 h. 

Transcurrido el periodo de incubación se efectuó el conteo de las unidades 

formadoras de colonias para cada dilución (ufc/mL), se caracterizó la morfología 

colonial y a través de resiembras sucesivas las cepas fueron purificadas. 

Posteriormente se efectuó la tinción de Gram para observar la morfología celular con 

ayuda de un microscopio óptico. 

6.2 Pruebas para caracterizar a un microorganismo como probiótico 

6.2.1 Resistencia al pH ácido 

Para demostrar la resistencia de las bacterias a pH ácidos, se simuló la barrera 

gástrica haciendo crecer a los microorganismos aislados en medios de cultivo ácido 

en el rango de pH de 1.5, 2.5 Y 3.0, desechando las cepas que no sobrevivieron ante 

dichas condiciones de estrés. 
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6.2.2 Evaluación de la resistencia de las bacterias aisladas a las sales 

Para efectuar esta prueba se utilizaron 3 matraces Erlenmeyer de 150 mL de 

capacidad cen 100 mL de caldo MRS mas 0.1%, 0.5% ó 1.0% de bilis fresca, 

respectivamente. Los matraces se inocularon con 1 mL de las cepas de 

microorganismos que sobrevivieron en condiciones ácidas y se incubaron a una 

temperatura de 37'C durante 3 h de contacto. Como control se util izó la viabilidad del 

cultivo en medio caldo MRS (Oxoid) sin bilis. 

4.2.3 Capacidad de adherencia 

La determinación del porcentaje de bacterias benéficas establecidas en el tracto 

digestivo se realizó de acuerdo con Riquelme e l al. (2000), mediante el analisis 

bacteriológico de una porción del tracto digestivo de los peces alimentados con las 

cepas que sobrevivieron a las condiciones de estrés antes mencionadas. Dicho 

análisis se efectuó al inicio del experimento y a los 15 y 30 días de cultivo, aislando 

los diferentes morfotipos crecidos en las placas de MRS. Mediante recuentos 

selectivos de unidades formadoras de colonias (ufclmL) y tinción de Gram se calculó 

el porcentaje de bacterias benéficas presentes, en relación con las bacterias 

cultivables totales observadas a lo largo del experimento. Una vez establecido el 

potencial de colonización de las bacterias aisladas, se seleccionaron las cepas que 

colonizaron el TGI en un porcentaje mayor al 80 % (Gullian el al., 2004) para iniciar 

las pruebas de inhibición in vitro de patógenos potenciales en acuicultura. 
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4.2.4 Capacidad antagónica in vitro 

Con las cepas que obtuvieron resultados positivos en las pruebas anteriores, se 

procedió a realizar las pruebas de inhibición in vitra, para lo cual se sembró por 

triplicado Aeromonas hydrophi/a cepa patógena de peces. en cajas de agar BHI. Las 

cajas se incubaron 24 h a 30°C. PosterionT1ente , utilizando el método de difusión en 

pozos, se adicionaron 70 ~ L de una suspensión de las cepas benéficas aisladas en 

agua estéril. con la absorbancia a 620 nm correspondiente a una pOblación 

bacteriana de 10' ufc/mL y diluciones hasta 10· ufc/mL. Las cajas se incubaron 

durante 24 h a 30·C. y transcurrido este tiempo se observó la formación de halos de 

inhibición. Se consideraron positivas aquellas cepas que presentaron halos 

superiores a 2 mm. 

6.3 Evaluación del crecimiento de P sea/are alimentado con las cepas 

probióticas aisladas 

6.3.1 Crecimiento masivo de las cepas 

Las tres cepas que demostraron tener capacidad probiótica se denominaron 

La1 . La2 y La3 para facilitar su manejo durante la experimentación. Dichas cepas se 

inocularon en 250 mL de caldo MRS. incubándose 24 hr a 35·C o hasta obtener una 

concentración de 2X10' ufc/mL. Esto se determinó mediante la medida de la 
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densidad óptica con la ayuda de un espectofotómentro JENWAY 6400®, a una 

longitud de onda de 620 nm. La relación entre el valor obtenido por 

espectrofotometria y el número de ufc/mL se hizo de acuerdo a lo establecido por 

Gullian (2001 ). 

Una vez obtenida la concentración de células requeridas se procedió a 

encapsularlas en Artemia para poder alimentar a los peces y evaluar su efecto sobre 

el crecimiento. Por tal motivo fue necesario iniciar el cultivo de este organismo en el 

laboratorio . 

6.4 Cultivo de Arlemia franciscana 

Para el cultivo de Artemia, se tomaron quistes de la población de las salinas de 

Hidalgo, San Luis Potosi y se pusieron a eclosionar en agua con 40 gi L de salinidad; 

temperatura de 24' C y luz constante durante 24 h. Una vez obtenidos los nauplios, 

se cultivaron en ci lindros de plástico de 200 L de capacidad , con 160 L de agua a 60 

gi L de salinidad. Los organismos fueron alimentados cada 24 h con las microalgas 

Tetrase/mis sp. e Isochrisis ga/vana (Castro et al., 2005). 

6.5 Incorporación del probiótico en metanauplios de Arlemia franciscana 

Para la incorporación de las bacterias se colocaron 50 adultos de Arlemia 

franciscana en 200 mL de agua, previamente esteril izada , en donde se inocularon 3 

mL de las cepas a una concentración de 2 x 107 ufc/mL durante 30 mino Transcurrido 
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este tiempo, con ayuda de un microscopia estereoscópico Olympus-ZX12, se verificó 

que el tracto digestivo de Artemia estuviera completamente lleno con la bacteria en 

estudio. Posteriormente se paso por un tamiz con una luz de malla de 2.0 mm de 

abertura la suspensión de Artemia y se procedió a al imentar a los peces. 

6.6 Alimentación de los peces con Artemia enriquecida con las bacterias 

aisladas 

En el laboratorio se prepararon cuatro acuarios de 40 L con diez peces cada 

uno, los cuales se mantuvieron durante 15 días en periodo de aclimatación a 28'C, 

pH 7, oxigeno disuelto 5 mg/L y 0.2 ppm de concentración de nitritos. Trascurrido 

este periodo, los peces fueron alimentados diariamente durante 60 días con adultos 

de Artemia (50 Artemias I pez) inoculados con 2 x 10' ufc/mL de las bacterias 

benéficas aisladas anteriormente. Los peces se distribuyeron en cada uno de los 

cuatro acuarios dispuestos de la siguiente forma: el acuario 1 se asignó como testigo; 

en éste, los peces fueron alimentados con adultos de Artemia sin probióticos, del 

acuario 2 al 4, se alimentaron con Artemia enriquecidas con las cepas probioticas 

aisladas, contando con tres replicas por tratamiento. Diariamente se retiraron 

residuos de comida y heces de los acuarios, para mantener la calidad del agua. Se 

monitorearon parámetros fisicoquímicos (temperatura, pH , oxigeno disuelto, nitritos y 

nitratos) utilizando el equipo HACH. Modelo DR/850 colorimeter 2000. 

Para evaluar el crecimiento de los peces, cada 15 días se tomaron medidas de 

longitud total, altura, ancho y peso en cada uno de los tratamientos. 
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A los datos biométricos (largo, alto, ancho y peso) se les aplicaron pruebas de 

estadística descriptiva para obtener la media y la desviación estándar, además se 

realizo un análisis de varianza (ANOVA). Cuando se encontraron diferencias 

significativas entre los tratamientos «0.005) se efectuó la prueba de comparación 

de medias múltiples por el método de Tukey, con el programa Systat 10.2. Asi mismo 

se calculó el Factor de Condición (Km), para lo cual se uti lizó la siguiente fómnula 

Factor de Condición Km = 100(P)/L 3 

6.7 Evaluación de la capacidad de colonización de la bacteria ácido láctica 

aislada en el tracto digestivo de Pterophyllum scalare 

6.7.1 Análisis microbiológico 

La detemninación del porcentaje de colonización de las bacterias en el tracto 

digestivo de los peces se realizó uti lizando la metodología de Riquelme el al. (2000), 

haciendo un análisis bacteriológico de una porción de la parte anterior del tracto 

digestivo de los peces alimentados con adultos de Arlemia enriquecída con las 

bacterias aisladas. Dicho análisis se efectúo al inicio del experimento y a los 15, 30 Y 

60 días del cultivo. Se tomaron 5 peces al azar por cada tratamiento y se 

mantuvieron en ayuno durante 24 h; trascurrido este tiempo, los peces se 

anestesiaron con sulfometano de tricaína (0.1 giL) durante un minuto. Con un bisturí 

se efectúo la disección, haciendo un corte por encima de la línea lateral desde el 
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opérculo hasta la base de la aleta caudal. Se extrajo el tracto digestivo, éste se lavó 

varias veces con ayuda de una piseta con agua destilada estéril para eliminar los 

residuos de heces y se colocó en tubos de ensaye con 9 mL de agua destilada 

estéri l, se homogeneizó durante 5 minutos en un homogeneizador (Virtis Company). 

Del homogeneizado original se realizaron diluciones 1:10 y se sembró 0,1 mL de 

cada dilución en las cajas de agar cen medios selectivos (MRS y BHI). Las cajas se 

incubaron a 35°C durante 72 h, aislando los diferentes morfotipos crecidos en .Ias 

placas de MRS. Mediante recuentos selectivos de unidades formadoras de colonias 

se calculó el porcentaje de la bacteria benéfica presente, en relación con las 

bacterias totales observadas al inicio del experimento . 

6.8 Análisis bacteriológico de la materia fecal de los peces 

Después del período de alimentación con las diferentes cepas de probióticos, se 

realizó un análisis bacteriológico de las heces de los peces para establecer el tiempo 

de permanencia de las bacterias en el tracto digestivo después de que se dejo de 

administrar el alimento enriquecido con las cepas en estudio. 

Cada semana se recogieron de 10 a 50 mg de heces de cada acuario, se 

pasaron a través de un papel de fi ltro estéril (Millipore) para eliminar el exceso de 

agua. Estas muestras fueron homogeneizada en 10 mL de una solución 

amortiguadora de fosfato (PBS). Se efectuaron diluciones 1:10, de las cuales 0.1 mL 

se inoculó en placas de agar MRS y BHI , que se incubaron a 27' C durante 24 h. 

Después del periodo de incubación se contaron las unidades formadoras de colonias 
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(ufc), se corroboraron las caracteristicas morfológicas y se realizó la tinción de Gram 

para cada grupo bacteriano. Todas las determinaciones se hicieron por duplicado y 

los conteos se efectuaron durante 10 semanas. 

6.9 Ubicación de bacterias probióticas en el tracto digestivo de P. sea/are 

mediante inmunohistoquímíca 

Para la técnica de inmunohistoquimica se tomaron secciones de tejido intestinal 

del pez después de ser alimentado con las bacterias en estudio. Las muestras se 

fijaron en formol al 10% en solución amortiguadora de fosfatos (PBS). Una vez 

fijadas, las muestras se procesaron mediante técnicas rutinarias de histología , se 

incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 5 DmDDlas laminillas se pre­

trataron con 3-amonipropiltiethoxysilano al 3% (Sigma Laboratorios) y las secciones 

de tejido se desparafinaron a 60°C durante 10 minutos. Se realizaron los siguientes 

lavados: tres cambios de xilol durante 5 minutos cada uno; posteriormente se 

sumergieron en dos cambios de alcohol al 10%, dos cambio de alcohol al 70% y por 

ultimo en agua destilada durante cinco minutos. Para la inmunodetección se utilizó 

un kit de marcaje InmunoCruz Staining System (Santa Cruz Biotechnology, USA), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Como anticuerpo primario se utilizó anti-

Bacillus sp (HRP) con una dilución 1 :20 (Affinity Bioreagents, USA) y como medio de 

contraste se aplicó hematoxilina de Gill durante cinco segundos. 
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6.10 Aislamiento e identificación de Aeromonas hydrophila de peces enfermos 

Con el fin de obtener el patógeno a utilizar en la investigación. se visitó un 

centro productor de pez ángel durante un proceso de infección y se tomaron 

muestras de riñón y de las lesiones observadas en la piel, branquias, aletas y ojos de 

los peces. Las muestras fueron sembradas en placas de agar (TCBS). Las colonias 

obtenidas se purificaron a través de resiembras sucesivas en placas de agar 8H I, 

hasta obtener la homogeneidad en la morfología celular. Se efectuó tinción de Gram 

y pruebas bioquímicas complementarias (movilidad, citocromo C, oxido fermentación 

de la glucosa, tolerancia al NaCl , catalasa y resistencia al agente vibriostático 0/129). 

La identificación molecular de A. hydrophila se llevó a cabo efectuando el 

aislamiento del ADN (16S rDNA) mediante el sistema DNA Easy Kit (QUIAGEN) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se efectuó la técnica de PCR para 

establecer la presencia de A. hydrophila en las muestras, para lo cual se uti lizaron 

los siguientes oligos: Aer8-S ' -TGCTGGCTGTGACGTT ACTCGCAG-3 ' y Aer9-5'­

TTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATC-3 ' (Martlnez-Murcia el a/., 1992). 

Las reacciones de amplificación se realizaron en un termociclador (Amplitron 11 

Thermolyne Bamstead Internacional), bajo las siguientes condiciones: preincubación 

a 95°C, 10 minutos y 30 ciclos de desnaturalización, 95°C durante 60 segundos, 

hibridación, 68°C durante 1 minuto y extensión, 72°C durante 30 segundos, 

terminando en un paso de 4°C. Los productos de PCR fueron analizados en un gel 

de agarosa al 1 % en un fotodocumentador GelDoc 2000 (Bio-Rad , Hercules, 
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California). Se utilizó una muestra de ADN de la cepa de colección A. hydrophila 

ATCC356554A como control positivo. 

6.11 Inhibición de A. hydrophila por bacterias probióticas aisladas de P. scalare 

In vivo 

Para evaluar el efecto antagónico en los peces de las bacterias probióticas 

aisladas frente a A. hydrophila. se utilizaron 200 ejemplares juveniles sanos (que no 

presentaran signos o lesiones de infección). En 12 acuarios de 40 L de capacidad se 

distribuyeron en cada uno diez peces, los cuales se mantuvieron en el laboratorio a 

una temperatura de 28'C, pH 7, oxigeno disuelto 5 mglL y una concentración de 

nitritos de 0.3 ppm. 

Para alimentar a los peces se volvió a enriquecer a Arlemia con las bacterias 

probióticas de la forma antes descrita y se alimentó a los peces durante 7 días. 

Transcurrido este periodo se inició la inoculación de Aeromonas hydrophila a través 

de Artemia (2x10' ufc/mL) durante 30 dias más. Los tratamientos fueron los 

siguientes: 

TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRA T AMIENTO 3 TRA T AMIENTO 4 TRA T AMIENTO S 
I 2 

Control Combinación La1+ A. La2+A. La3+ A. 
(Artemia sola) (Lal ,La 2. La3) hydrophila hydrophila hydrophila 

+ A. hydrophifa 

• Cada tratamiento se llevó al cabo con tres replicas . 
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6.11.1 Caracterización del cuadro clínico 

A partir del momento en que se administró el patógeno se registraron la 

mortalidad, los cambios de comportamiento y signos y lesiones presentados por los 

peces, con el fin de caracterizar el cuadro clínico presentado por los organismos. 

Para analizar los datos obtenidos, se efectuó un análisis discriminante, con el fin 

de establecer la existencia de variables influyentes, es decir qué órganos se ven más 

afectados por la administración de A. hydrophila (Ruiz y Deturnell, 2000). Se asignó 

un valor numéri co a cada una de las variables contempladas: coloración, piel , 

escamas, aletas y cola, boca , branquias, ojos, cuerpo, apetito, comportamiento, 

nado, tubo digestivo, riñón , higado, vej iga natatoria, vesicula bi liar, corazón y 

gónadas, de acuerdo con el grado de lesión: El valor O se asignó cuando no se 

observó daño o lesión, 1 se asoció con daño ligero, 2 con daño grave y 3 con daño 

severo. El análisis se efectuó con el paquete estadistico Systat 10.2 

6.11.2. Recuperación del patógeno 

Con el fin de corroborar que el agente causal de la infección o de la muerte de los 

organismos fue A. hydrophila, se tomaron muestras de las lesiones producidas por la 

infección experimental y del riñón en el caso de los peces que murieron. Dichas 

muestras fueron sembradas en medio Te BS y los microorganismos se purificaron a 

través de resiembras sucesivas en medio BH!. Se confirmó la presencia de A. 

hydrophila por medio de la técnica de PCR. 
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6.12 Identificación molecular de bacteria mediante el aislamiento de ADNr 16s 

6.12.1 Aislamiento de ADN 

Las cepas probióticas aisladas del tracto digestivo de P. scalare se conservaron 

a -10·C en agar BHI y con glicerol a110% hasta su uso. Para el aislamiento del ADN 

las cepas fueron reactivadas tomando con un asa bacteriológica una muestra de 

cada bacteria y se sembraron en 100 mL de caldo de cultivo BHI . incubándose a 

30·C durante 48 h o hasta obtener una concentración de partida de 2X10' ufc/mL. 

Para la extracción. se tomó 1 mL del cultivo de las cepas La1. La2 y La3 y se 

centrifugó a 14.000 rpm durante 5 minutos para obtener un botón celular (pellet) de 

donde se aisló el ADN. Posteriormente se utilizó el kit para extracción de ADN 

genómico - Wizard Genomic DNA Purifi cation Kit (PROMEGA TM) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

6.12.2 Electroforesis en gel de agarosa 

Para determinar la pureza e integridad del ADN genómico de interés. se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa al 1 % con 0.25 g de agarosa y 500 ~L de buffer 

TAE (1X) en un volumen de 25 mL de agua destilada. 

Para cargar las muestras de ADN en los poci llos, el gel fue sumergido en la 

cámara de corriente con 2 mL de buffer TAE (1X) en 100 mL de agua destilada. Se 

tomaron 2 ~L de muestra de ADN aislado y se mezclaron con 2 ~L de buffer de carga 
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(sacarosa y azul de bromofenol). Posteriormente cada muestra fue cargada en un 

pocillo diferente. Las muestras se corrieron a 100 V durante 30 min, utilizando una 

fuente de poder BIO-RAD Power Basic ®. Una vez finalizada la electroforesis, se 

tiñó el gel durante 10 segundos en bromuro de etidio (O.Smg/mL), posteriormente se 

lavó con agua destilada durante 2 h Y se analizó bajo luz UV en un rango de 302-366 

nm en un fotodocumentador SYNGENE® (Synoptics Ud.). 

6.12.3 PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

Con el ADN genómico aislado de las tres cepas se realizaron dos 

amplificaciones, utilizando dos pares de primers diferentes para poder secuenciar el 

gen del ADN ribosomal completo. Para la primera amplificación se utilizaron los 

primers universales 9F (S'-GAGTTIGATCCTGGCTCAG-3') y E939R (S'­

CTIGTGCGGGCCCCCGTCAATIC -3 '). Para la segunda amplificación, tomando 

como base los resultados de la primera amplificación en donde las secuencias 

obtenidas estaban muy cercanas a Bacillus lhurigienisis, se utilizaron primers 

especificas, tomando como base la porción del gen ADNr 16s de Bacillus 

fhuringiensis con 1S00 pb, los cuales fueron Fw bacill (S'- GTI TGA TCC TGG CTC 

AGG ATG AAC -3) y Rv baci ll (S '- TGA TCC AGC CGC ACC TIC CGA TAC -3'). 

Para la reacción de amplificación se realizó un pool de muestra , el cual fue 

distribuido entre 4 microtubos para PCR previamente marcados como La1 , La2, La3 

y control (-), tomando 49 ~L de pool para cada uno y agregando al final 1 ~L de 
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muestra del ADN correspondiente a cada tubo para completar un volumen total de 

muestra de 50 ~l. Para el tubo control (-) se agrego 1 ~L de agua destilada, en lugar 

de ADN (Tabla 3). 

Tabla 3. Componentes de pool para el PCR 

Reactivo LA1 LA2 LA3 Control (-) Pool 

Buffer (10%) 5 ~L 5 ~L 5 ~L 5 ~L 20 ~L 

dNTP 's (10 "M) 1 ~L 1 ~L 1 ~L 1 ~L 4 ~L 

MgCI, (1.5 mM) 3 ~L 3 ~L 3 ~L 3 ~L 12 ~L 

Primer 9F 1 ~L 1 ~L 1 ~L 1 ~L 4 ~L 

(10 " M) 

Primer E939R 1 ~L 1 ~ L 1 ~L 1 ~L 4 ~L 

(10 ~M) 

Taq. poI. (5 U1mL) 0.25 ~L 0.25 ~L 0.25 ~L 0.25 ~L 1 ~ L 

H,O 37.75 ~ L 37.75 ~L 37.75 ~L 37.75 ~L 151 ~L 

ADN 1 ~L de 1 j.JL de 1 j.JL de 1 j.JL de 3 ~L deADN 

ADN ADN ADN agua 1 j.JL de agua 

Una vez mezclados los reactivos del pool y las muestras de ADN en cada tubo, 

éstos se colocaron en un termociclador (Biometra® Tgradient) para llevar a cabo la 

reacción de amplificación, manejando condiciones especificas de temperatura y 

tiempo para 30 ciclos de amplificación (Tabla 4). 
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Tabla 4. Condiciones para PCR utilizando primers universales y especificas de B. thuringiensis .. 

Condiciones de PCR para primers Condiciones de PCR para primers 

universales 
especificos 

1) 95"C 10 minutos 1) 95"C 10 minutos 

2) 95"C 30 segundos 2) 95"C 1 minuto 

3) 55"C 30 segundos 3) SS-C 1 minuto 

4) 72"C 1 minuto 4) 72"C 1 minuto 

5) 72"C 30 segundos 5) 72"C 10 minutos 

6) 4"C pausa 6) 4"C pausa 

Una vez terminada la amplificación se cargaron las muestras obtenidas en un gel 

de agarosa y se rea lizó una electroforesis a 100 V durante 30 min, para observar los 

productos de PCR de los ADN aislados. Para ello se siguieron las mismas 

condiciones descritas anteriormente y se utilizó un marcador molecular de 100 pb. 

6.12.4 Purificación de productos de PCR 

Para eliminar residuos de primers, nucleótidos, polimerasa y sales se realizó una 

purificación de los productos de PCR mediante el uso del kit de purificación QIAquick 

PCR Purifcation Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Finalmente se tomaron 5 ~L de cada una de las muestras obtenidas de la 

purificación y se real izó una electroforesis en gel de agarosa al 1 %, usando como 

MARIA DEl CAfU,EN MONROY OOST A 
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estándar 1 ~I de marcador molecular de 100 pb para corroborar el tamaño de la 

banda resultante de cada muestra. 

6.12.5 Secuenciación e identificación de cepas La1, La2 y La3 

Para la secuenciación de cada cepa, se tomaron 1 O ~L de una solución de 40 

nglL de los productos de la purificación de la reacción de PCR y se enviaron al 

servicio de secuenciaci6n de la FES-Iztacala, UNAM. Las secuencias obtenidas se 

interpretaron por medio de los programas Chromas y Bias!. Finalmente, la 

información obtenida se comparó con la base mundial de secuencias y se obtuvieron 

las relaciones filogenéticas (GENEBANK). 

" 
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7. RESULTADOS 

7.1 Aislamiento bacteriano 

Del tracto digestivo de Pterophyl/um sea/are se aislaron un total de 80 cepas de 

bacilos Gram+ en Medio MRS (figura 4). pudiéndose observar la presencia de 

endosporas en el 50% de los mismos. En comparación, las bacterias aisladas en los 

medios BHI Y TCBS, donde se obtuvieron 15 y 13 cepas, respectivamente, en- su 

mayoría presentaron formas de bacilos cortos y bacilos curvados Gram-. 

(a) (b) (e) 

Figura 4.- Morfología celular de las bacterias probiótieas aisladas del tracto digestivo de 
P. sea/are (a) La1 , (b) La2, (e) La3 
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7.2. Pruebas para caracterizar a un microorganismo como probiótico 

De las 108 cepas aisladas originalmente del TGI de P. sea/are, sólo 20 

crecieron en pH ácido y en presencia de sales biliares, aunque sólo tres de éstas 

presentaron una alta colonización del epitelio intestinal y la capacidad de inhibir a 

Aeromonas hydrophila , produciendo halos de inhibición mayores a 2 mm (Tabla 5). 

Tabla 5.· Cepas positivas a las pruebas para comprobación de capacidad probiótica bacteriana. 

Cepa Prueba de pH aCldo 

1.5 

La1 + 

La1 a + 

La1b + 

La2 + 

La2a + 

la2a1 + 

la2a22 + 

L.3 + 

la3a + 

la3a1 + 

La3a2 + 

la3a22 + 

la3a23 + 

LaO + 

La4a + 

la4a1 + 

l a42 + 

la4b + 

l a5b2 + 

La7ac + 

+ .. .. 
Reacclon POSitiva 

Reacción negativa 

2.5 3 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

Prueba de sales biliares Prueba de adherencia 

0.1%, 0.5% 1.0% al TGI 

+ + + + 

+ + + -
+ + + -
+ + + -
+ + + -
+ + + -
+ + + + 

+ + + -
+ + + -
+ + + -
+ + + -
+ + + -
+ + + + 

+ + + -
+ + + -
+ + + -
+ + + -
+ + + -
+ + + -
+ + + -
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7.2.1 Actividad de inhibición in vitro 

En cuanto a la actividad de inhibición in vitro, no se observó una diferencia 

significativa entre las tres cepas probióticas y las dosis utilizadas del microorganismo 

patógeno, ya que en todo los casos se formaron halos de inhibición que alcanzaron 

valores promedios de entre 19 a 24 mm (Figura 5 a y b); esto indica que las tres 

cepas tienen un alto grado de inhibición de A. hydrophila. 

mm Halos de inhlblelon 
30 

" 
lO 

15 

10 

, 
o 

BspLIl Bspla2 8" lO' . " • 10' . ,. 
(a) (b) 

Figura 5 a y b .. Halos de inhibición in vitro de A hydrophila debida a las cepas La1 , La2 y La3 



TESIS DOCTORAL: Uso de probiólX:oS en P/erophyllum sea/are 

7.3 Evaluación del crecimiento de P. sea/are alimentado con Artemia 

enriquecida con bacterias probióticas La1, La2 y La3 

7.3.1 Incorporación de La1, La2 y La3 en el tracto digestivo de Arlemia 

El tiempo de incorporación total de las bacterias en el tracto digestivo de 

Arlemia fue de 30 minutos después de ser inoculadas, manteniéndose una 

concentración de 2 x 10' ufc/mL) (figuras 6 y 7). 

Figura 6.- Tracto digestivo de Artemia, tras la 

la incorporación de bacterias después de 

10 mino de inoculación 

Figura 7.- Tracto digestivo de Arlemia 

completamente lleno con la cepa La1 

30 mino después de la inoculación. 

7.3.2 Sobrevivencia y crecimiento de P. sea/are 

La sobrevivencia de los peces alimentados con las cepas probióticas fue del 

100%, en comparación con una sobrevivencia del 80% en los peces alimentados sin 

probiótico. 
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7.3.3 Longitud total 

El análisis de varianza para la longitud total indicó que existen diferencias 

significativas entre los tratamientos (F=15.656, gl=4 Y P<O.001). Al efectuar la 

comparación de medias múltiples por la prueba de Tukey, se pudo establecer que el 

tratamiento de los peces alimentados con B. sp La3 permitió alcanzar la mayor 

longitud total (4.5 cm), mientras que los peces del grupo testigo sólo obtuvieron una 

longitud de 3 cm (Figura 8) . 

• 
Lal 

• 

9 Longitud T oW (cm) 

~ 8 ~ 
2 

t.3 ro> Comb W 

D 
o 2 • • 

TRATAMIENTOS 

Figura 8.- Comparación la Longitud Total de los peces entre los tratamientos. 

*Tes= Testigo, Com= Combinación-

7.3.4 Altura 

Con respecto a la altura que obtuvieron los peces al final de experimento, el 

análisis de varianza indicó que también existen diferencias significativas (F= 5.913, 
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gl= 4 P < 0.001). Al efectuar la comparación de medias múltiples por el método de 

Tukey, se observa que el tratamiento testigo presenta diferencias significativas, 

obteniéndose en este grupo una altura promedia de 2.9 cm, en comparación con la 

de los demás tratamientos, donde osci laron entre 2.3 y 2.5 cm (Figura 9). 

5 

• 
• LaI 

l.a3 
J 

~O9+~ · 
ALTO{cm) 

1 

1 
Tos c~ W 

o 

o , J • , o 
TRATAMIENTOS 

Figura 9.- Comparación de la variación de la altura de los peces entre los tratamientos. 

"Tes.= Testigo, Com= Combinación 

7.3.5 Anchura 

Los peces que presentaron menor crecimiento en cuanto al ancho fueron los 

peces del lote testigo, obteniéndose en este caso un promedia de 0.63 cm de ancho, 

mientras que en los tratamientos con las cepas probioticas este parámetro oscilo 

entre1.10 y 1.25 cm (Figura 10). 
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• 

UIl 
LoI 

c?9+ 
, 

9 . - ú<l 

Ta c." 

01 3 . 56 

TRATAMIENTOS 

Figura 10.- Comparaci6n del ancho de los peces entre los tratamientos. 

*Tes.; Testigo, Com= Combinación 

7.3.6 Peso 

Con relación al peso, si se observa el análisis de varianza puede decirse que 

existen diferencias significativas entre los tratamientos (F=17.394, gl= 4, P <0.001). 

Al efectuarse el análisis de medias por el método de Tukey se observa que el 

Iralamiento que proporciona mayor peso es B. sp La3, con un peso promedio de 1.90 

g, en tanto que la combinación y el grupo testigo proporcionaron pesos por debajo de 

1 g (Figura 11 ). 
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' r-----,------,------, 

, 
PfSOI ... 

1 

• Ccm 

o , • • 
TRATAMIENTOS 

Figura 11 .- Comparación de la variación del peso de los peces con los diferentes tratamientos. 

"Tes.= Testigo, Com= Combinación 

7.3.7 Fac tor de Condición 

Los resultados del Factor de Condición indican que los peces alimentados con 

las cepas La2, La3 y la combinación, obtienen una mejor relación peso longitud ya 

que se obtienen valores muy por encima de la Km inicial en comparación con los 

peces alimentados con la cepa La1 y el testigo, que siempre se mantuvieron por 

debajo de la Km inicial (Figura 12). 
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Figura 12. Factor de Condición de los peces alimentados con las diferentes cepas probióticas 

7.4 Ubicación de las bacterias probióticas en el tracto digestivo de P. scalare 

7.4.1 Análisis Bacteriológico 

El analisis bacteriológico del tracto digestivo de los peces durante la 

administración de las diferentes cepas de Bacillus indicó que las tres cepas 

administradas lograron colonizar el tracto digestivo de P. sea/are, pues pudieron 

aislarse los morfotipos característicos de las bacterias administradas en medios BHI 

y MRS. Se estableció que la cepa La2 fue la que presento mayores valores promed io 

de ufc/mL a medida que transcurrió el periodo experimental (Figura 13). 
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Figura 13.- Conteos de ufclmL de las bacterias probioticas en el tracto digestivo de P. 

*Lelras diferentes muestran diferencias significativas de los datos (p<O.05) 

7.4.2 Análisis bacteriológico de las heces 

En cuanto al análisis bacteriológico de las heces, se pudo establecer que la cepa 

La3 presentó un alto grado de colonización y competencia dentro del tracto digestivo 

de P. sea/are, ya que se obtuvieron conteos promedio por arriba de 120 ufc/mL hasta 

la sexta semana. Después de haber dejado de administrar las bacterias en el 

alimento, se observó su presencia en las heces hasta la décima semana. ·En 

comparación, con las cepas La1 y La2 se obtuvieron conteos de ufc/ mL con 

promedios de 70 y 30, respectivamente, en la sexta semana; y a partir de la octava 

semana no se obtuvieron colonias características de estas dos cepas, aunque sí se 

observó crecimiento bacteriano, de diferente morfotipo (Figura 14). 



TESIS DOCTORAL: Uso de pmbI6IiC1Js en PIeropIJ~ $Calare 

.oc 

• oc • . ... 
• be • LA 

'oc 

• , 
SEMANAS 

Figura 14.· Conteos de las ufc/g de las muestras de heces de P. scafare durante 10 semanas desde la 

suspensión de la alimentación con las cepas probióticas. 

"Letras diferentes muestran diferencias significativas de los datos (p<0.05) 

7.4.3 Análisis inmunohistoquimico 

Los cortes histológicos efectuados a la parte anterior del intestino de pez ángel 

mostraron un diámetro aproximado de la luz intestinal de 100 ~m y una longitud 

superior a las 24 ~ m en las vellosidades intestinales. Además, se observó claramente 

un revestimiento epitelial ci líndrico monoestratificado, ciliado y con pliegues 

conformados por una mucosa y una submucosa espiral; se observaron también 

abundantes células caliciformes y las criptas de Lieberkün en todas las ve llosidades 

(Figuras 15 a, b yc). 
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a b c 
Figura 15.- a) corte transversal del intestino de P. sea/are de 100 ~ m ; b) vellosidades intestinales (24 

~m) ; c) células caliciformes y criptas de Lieberkühm. 

En las figuras 16 a y b, se observan, en cortes transversales del intestino del pez 

ángel, un marcaje positivo para la bacteria Bacillus sp. en el lumen del tubo intestinal, 

asi como también, en el borde de las microvellosidades intestinales. 

(a) (b) 

Figura 16 a y b. Se observa la presencia de los probióticos administrados al pez en los cortes 

histológicos marcados con anticuerpos para Bacillus 
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7.5 Inhibición de A. hydrophila por las cepas La1, La2 y La3 en el cultivo de pez 

ángel 

7.5.1 Caracterización del cuadro clínico presentado por los peces 

El proceso infeccioso se observó después de las 24 h de administración del 

patógeno en los diferentes tratamientos. Los signos y lesiones característicos de la 

enfermedad, se detallan en la tabla 6. 

Tabla 6.· Signos y lesiones observados en los peces infectados con A. hydrophila (107ufc/mL) 

Órganos afectados 

Piel 

Escamas 

Aletas y cola 

Boca 

Branquias 

Ojos 

Cuerpo 

Apetito 

Comportamiento 

Nado 

Tubo digestivo 

Riñón 

Hígado 

Vesícula 

Vejiga natatoria 

Corazón 

Gónadas 
* NO se observó dano 

" 

Signos y lesiones observados 

Ulcerada, decolorada, con moco 

Erosionadas, descamación 

Hemorrágicas, deshilachadas 

Abierta 

Hemorrágicas 

Hemorrágicos, exoftalmia 

Anorexia 

Pasivo 

Errático 

Inflamado 

Hemorrágico 

• 

• 

Reventada 

• 
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Al efectuarse el análisis estadístico con base en la función canónica discriminante 

(estandarizada con la varianza), se consideró que los signos de infección que más se 

desarrollaron por la administración del patógeno fueron : branquias y ojos 

hemorrágicos, nado irregular y lesiones en la piel (figura 17,18 y 19). Sin embargo, 

esto sólo sucedió en el tratamiento donde los peces fueron alimentados con Artemia 

sin probiótico y con A. hydrophila, a diferencia de lo ocurrido con los peces 

alimentados con las cepas probióticas, en los cuales no se desarrollaron signos ni 

lesiones de enfermedad y se mantuvieron sanos hasta la finalización del 

experimento. 

3 

2 e ... . 
... 

1 ... 
b 

.. A hydrophlla 

O ... 
1 • 
2 •• -, O 2 • 

FACTOR1 

Figura 17. Análisis discriminante del cuadro clinico presentado por P. sea/are . 

• a: Tratamiento de peces no alimentados con probióticos y donde se administro A. hydrophila 

107ufcJmL, 

* b, c, y d: replicas 

51 
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Figura18 y 19.- Peces con signos y lesiones de enfermedad después de la inoculación de Aeromonas 

hydrophila 

7.5.2. Sobre vivencia 

La inoculación de A. hydrophila en los peces ocasionó una mortalidad de más 

del 90% de los organismos alimentados sólo con Arlemia sin probiótico. Los peces 

alimentados con las diferentes cepas probióticas obtuvieron mayor resistencia a la 

inoculación del patógeno (Figura 20). 



TESIS DOCTORAL: Uso de probIólicos en Pterophytlum scalare 
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Figura 20. Sobrev;vencia de P. sea/are a la infección con Aeromonas hydrophila utilizando cepas 

prob;ót;cas 

7.5.3. Recuperación del patógeno 

La presencia de A. hydrophila se identifico en un 100% de las muestras tomadas en 

las lesiones producidas durante la infección. La identificación se realizó mediante 

peR, donde se obtuvo una fragmento amplificado de 400 pb, el cual correspondió 

con el control positivo, confirmando asi la presencia del patógeno administrado y su 

relación con el proceso infeccioso presentado por los peces que no fueron 

alimentados con las cepas probióticas (Figuras 21 y 22). 
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1000 pb 

400pb __ 

Figura 21.- Identificación de A. hydrophila por peR. 1) conlrol positivo, 2) control nega tivo, 3) marcador 

de peso molecular, 4-6) fragmentos amplificados del AON de A. hydrophila aislada de riñón y de la piel. 

Figura 22.- Identificación de A. hydrophila 1) marcador de peso molecular, 2) control positivo, 3y 4) 

muestras de lesiones de las branquias, 5) muestra de tracto digestivo, 6) muestra de riñón, 7) control 

negativo 
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7.6. Identificación molecular de las cepas probioticas aisladas de P. scalare 

Al comparar las bandas resultantes de la electroforesis de los productos de PCR 

de las cepas La 1, La2 y La3 utilizando los primers 9F y E939R con un marcador 

molecular de 100 pb se puede observar que el ADN amplificado resulto tener un 

tamaño aproximado de 850 y 1000 pb en cada cepa (Figura 23). 

1,500 _ 

1,000_ 
900---

988= 
600 
500 
400 

300 

200 

100 -

Figura 23.· Comparación de bandas de productos de PCR con los primers universales 9F y E939F de 

las cepas l a1, la2 y la3 con el marcador molecular de 100 pb de Promega™ (M). 

La secuencia obtenida del ADN de la cepa La1 constó de 885 pb Y resultó tener 

coincidencia con 22 tipos de Bacillus sp. y un tipo de Acetobacter pasteurianus, todas 

con una similitud de 99%. Para La2 la secuencia obtenida de 1051 pb, coincidió con 

51 tipos de Bacillus sp. , un tipo de B. antrhacis y de Acetobacter pasteurianus, con 

99% de simil itud en los tres casos. La secuencia de La3 de 1 015pb, resultó tener una 

coincidencia de similitud del 100% con la construcción sintética del clan de B. 

anthracis del gen BA1 990 y una coincidencia B. weihenstephanensis con 84% (Tabla 

7). 

MONRQV OOSTA 
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Tabla 7. Número de tipos y porcentaje de similitud de las secuencias de nucleótidos de las cepas l a1 , 

la2 y l a3 con olras especies 

Especie La1 La2 La3 

B. thuringiensis 12 tipos 18 tipos 2 tipos 

99% 99% 94%-98% 

B. cereus 12 tipos 22 tipos 9 tipos 

99% 99% 92%-97% 

B. anthracis 1 tipo 1 tipo 6 tipos 

99% 99% 95% 

B. anthracis clan 1 tipo 

sintético del gen 100% 

BA1990 

Bacillus sp. 22 tipos 51 tipos 

99% 99% 

B. weihenstephanensis 1 tipo 

84% 

Bacillaceae bacterium 16 

98%-99% 

Las relaciones filogenéticas obtenidas mediante la secuencia de La1 la ubican 

dentro del grupo de los firmicules, entre dos cadenas de a .cereus (Figura 24). Por 

otra parte. las relaciones filogenéticas de La2 la ubican entre una variedad de a. 

Ihuringiensis y los firmicules (Figura 25). Finalmente La3 se encontra dentro de los 

firmicules, entre una cadena de a .anlhracis y más apartada de a . cereus (Figura 26). 
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• 

Figura 24.- Árbol filogenético de la cepa La1 
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Figura 25. Árbol filogenélico de La2 
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8. DISCUSiÓN 

El uso de probióticos en acuicultura se ha intensificado en los últimos años, el 

aspecto más estudiado ha sido el mejoramiento de la salud de los animales por la 

inclusión de bacterias benéficas, ya sea en el alimento o en el agua. Sin embargo, 

uno de los aspectos en lo que aún queda mucho por investigar es la obtención y 

selección de bacterias probióticas aisladas del propio hospedero, con el fin de 

minimizar los efectos provocados por las amplias diferencias entre los ambientes en 

los que se desarrollan los organismos (Gatesoupe, 1999; Duwat et al., 2000; 

Verschuere et al. 2000). 

En esta investigación se aislaron 108 cepas bacterianas del tracto digestivo de 

P. scalare, de las cuales el 75% corresponden a bacilos Gram +. Asimismo, se pudo 

establecer que 20 de las bacterias aisladas crecieron a pH ácido y en presencia de 

sales bi liares. aunque sólo tres cepas de Bacillus presentaron una alta colonización 

del epitel io intestinal y la capacidad de inhibir a Aeromonas hydrophila. Estos 

resultados difieren de otros estudios, como el de Ramirez y Dixon (2003), quienes 

establecieron la presencia de especies identificadas como Clostridium y 

Porphyromonas, sin embargo, el potencial probiótico no fue evaluado. Por otra parte, 

Lara et al. (2006) señalaron que en los peces de agua dulce los grupos dominantes 

en el tracto gastrointestinal pertenecen a los géneros Aeromonas, Pleisomonas y al 

grupo de las Enterobacteriaceae, aunque también indicaron que existe una gran 

variación de microorganismos que colonizan el tracto digestivo de los peces, debido 

a las condiciones ambientales en las que viven y a sus hábitos alimenticios. 

MARIA DEL ~ UONROY COSTA 



TESIS DOCTORAl: Uso de probióticos en Plerophy/hsm sea/ate 

De acuerdo a los resultados obtenidos para el crecimiento de los peces 

alimentados con las bacterias probióticas aisladas en este estudio, se observó que el 

aprovechamiento del alimento fue mayor en los peces con los tratamientos en los 

cuales se les adicionaron las cepas probióticas, sobre todo en el caso de la cepa 

La3, en el que los peces obtuvieron mayor crecimiento tanto en longitud total, peso y 

ancho (con casi un 50% de incremento en comparación con el lote testigo y la 

combinación de cepas probióticas). Estos resultados concuerdan con el estudio de 

Ghosh et al., (2008), en el cual se reportan diferencias significativas en el crecimiento 

de peces de ornato de las especies Poecilia reticulata, Poecilia sphenops, 

Xiphophorus macula tus y Xiphophorus hellieri, después de ser alimentados con 

piensos enriquecido con Baeillus sp durante un período de 60 días, en comparación 

con un tratamiento control sin probiótico. 

Una de las características que debe poseer un microorganismo para ser 

considerado como probiótico es su capacidad para adherirse a la superficie intestinal. 

En este estudio se pudo establecer mediante el análisis bacteriológico que los tres 

probióticos suministrados son capaces de colonizar el tracto digestivo de P. sea/are, 

aunque hay diferencias en el número de células que se adhieren, lo que se 

manifiesta claramente a partir del día 30 del experimento, en donde los conteos de la 

cepa La3 son superiores. A los 45 dias y hasta el final del experimento, la cepa La2 

es la que obtiene conteos mayores, siendo en promedio de 65 ufcfmL; esto 

demuestra que la cepa La2 coloniza mejor el tracto digestivo del pez y que va a 

prevalecer mientras se continúe administrando este probiótico. Otros trabajos 

realizados con organismos acuáticos han mostrado también que al suministrar 
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diferentes cepas de probióticos, siempre habrá alguna cepa que domine ó varié su 

cantidad de células a través del tiempo, aunque todas ellas tengan la capacidad de 

colonizar el hospedero (Gildberg el al., 1997: Ringo y Vadstein,1998; Ringo y 

0Isen,1999; Rengpipat el al. ,2000; Nikoskelainen el al.,2003; Gullian el al., 2004; 

Macey y Coyne 2006). 

En cuanto a la persistencia de los probióticos en el tracto digestivo del pez, 

después de haberse suspendido el suministro del alimento con los probióticos se 

observó que la cepa La3 permaneció con mayor cantidad de células hasta la décima 

semana . La presencia de los probióticos en las heces después de 10 semanas de 

haber suspendido su administración, manifiesta su alto poder de colonización. En 

comparación con estudios efectuados en otros organismos acuáticos, como el 

molusco abulón, se observó un descenso muy marcado de células probióticas al 

primer y segundo dia después de haber cesado el aporte de probióticos en el 

alimento, mostrando en sus heces a los 15 días cantidades muy bajas de estas 

células (Macey y Coyne 2006).Posiblemente este descenso de células probíoticas en 

el abulón se deba a que es un organismo filtrador. 

Diversos estudios han demostrado la capacidad de diferentes microorganismos 

para mejorar la sobrevivencia en el cult ivo de los peces (Gatesoupe, 1994; Gullian el 

al., 2004; Venkant el al., 2004; Bagheri el al., 2008). De acuerdo con el presente 

trabajo, el uso de las cepas probióticas La1, La2 y La3, utilizadas de forma individual 

o de forma combinada, mejoran notablemente la sobrevivencia de este cíclido, aun 

cuando se inocule con A hydrophila, mostrando el pez en estos casos una mayor 

resistencia a la presencia del patógeno (sobrevivencia del 100% en los tratamientos 
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que se utilizaron las cepas probióticas en comparación con el grupo testigo, que 

mostro una sobrevivencia del 8%). Estos resultados son mejores que los obtenidos 

por Martinez el al. (2008) quienes infectaron tilapias con diferentes patógenos, 

estableciendo que después del desafío con bacterias patógenas, la mayor 

sobrevivencia se obtuvo en los tratamientos en los que se surninistró el suplemento 

de Bacillus sp. y Laclobacillus casei (86.67 'lo), seguidos por los tratamientos con 

Bacillus pumilus (80 'lo) y Laclobacillus acidophilus (73.33 'lo). En este caso, la 

sobrevivencia registrada en el tratamiento al que no se suministraron las bacterias, 

fue del 53.33 'lo. Los autores concluyeron que las cuatro bacterias estudiadas 

poseían alto potencial para su uso como probióticos en el cultivo de Tilapia 

(Oreochromis nilolicus), debido a su capacidad para mejorar la sobrevivencia durante 

infecciones bacterianas, lo que podría asociarse posiblemente al incremento en los 

niveles de defensa innatos de la tilapia. En investigaciones sobre uso de probioticos 

para la exclusión de patógenos en acuicultura , Aly el al., 2008, reportaron la 

exclusión de Aeromonas hydrophila por Bacillus subtilis y Laclobacillus acidophillus 

en tilapia nilotica. 

Pocos estudios, se han hecho respecto al uso de cepas probióticas especificas para 

peces de omato. Esta investigación presenta avances significativos sobre el empleo 

de bacterias, con capacidades probioticas, aisladas del tracto digestivo de P. scalare; 

el cual es de gran importancia comercial y que se ha visto afectado por procesos 

infecciosos en los que frecuentemente se han aislado A hydrophila, la cual es 

habitante común en cultivos en agua dulce (Cipriano el al. 1984; Dixon e Issvoran, 

1993, Baez el al., 2008). 
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Los resultados obtenidos de la identificación molecular, ubican a las cepas 

bacterianas La 1, La2 y La3 dentro del género Bacillus. Si bien existen trabajos del 

uso de bacterias de este género como probióticos, no se tienen reportes de su 

aislamiento del tracto digestivo de peces, salvo el trabajo de Gullian el a., (2004) 

donde se menciona la presencia de este género en el camarón (Penaus vannamei) . 

Por otra parte, el uso de primers universales como el caso de 9F y E939R del gen 

ADNr 16s demostró ser adecuado para la amplificación de un segmento del ADNr 

16s de las cepas desconocidas. Estos resultados concuerdan con los de Heyndrickx 

el al. (2004) Y Rodicio y Mendoza (2004). El analisis de la secuencia de los ADNr 16s 

de distintos grupos filogenéticos revela la presencia de una o más secuencias 

características, que se denominan oligonucieótidos firma, secuencias cortas y 

especificas que aparecen en todos (o en la mayor parte) de los miembros de un 

detenminado grupo filogenético , y nunca (u ocasionalmente) estan presentes en otros 

grupos (incluidos los mas próximos). Sin embargo; a pesar de que las tres cepas 

fueron ubicadas con certeza dentro del género Bacillus no se pudo identificar a 

ninguna, a nivel de especie, debido a las variaciones que se encontraron en las 

secuencias de las tres cepas con respecto a secuencias de especies conocidas. Esto 

concuerda con lo reportado por Woo el al. (2008), quienes explican que esto puede 

ocurrir como una limitante del aislamiento del ADNr 16s, ya que cuando dos 

diferentes especies bacterianas comparten casi toda la secuencia de ADNr 16s, esta 

técnica no es muy útil para distinguir entre las dos y se obtiene con certeza sólo el 

género . 
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Una forma de obtener mayor especificidad en la identificación de las cepas La1, 

La2 y La3 seria secuenciar el gen completo, esperando que con dichos resultados 

sea posible la construcción de la filogenia de estas cepas. Mientras tanto, sólo se 

puede afirmar que las cepas La1 , La2 y La3 corresponden al género Baci/lus, debido 

a las variaciones que se encontraron en las secuencias de las tres cepas con 

respecto a secuencias de especies conocidas hasta la fecha. Estos resultados hacen 

suponer la posibilidad de que se trate de especies no identificadas con anterioridad , 

ya que no existe información de su aislamiento en muestras del tracto digestivo de 

los peces. 

La secuencia genética obtenida de las cepas probióticas aisladas de P sca/are, 

solo nos permitió ubicar a estas bacterias dentro del género Bacillus, ya que no se 

pudo identificar a ninguna a nivel de especie debido a las variaciones que ' se 

encontraron en las secuencias de las tres cepas con respecto a secuencias de las 

especies conocidas hasta la fecha. La cepa La1 resultó tener coincidencia con 

Baci/lus sp.; La2 coincidió con Bacillus subtilis con 99% de simil itud; La3 resultó tener 

una similitud del 100% con la construcción sintética de un clan del gen BA1990 de B. 

anthracis. Estos resultados hacen suponer la pOSibil idad de que se trate de especies 

no identificadas con anterioridad . 
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9, CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente 

• Las Ires cepas de Bacillus (La1, La2 yLa3) presentaron alta colonización en el 

epitelio intestinal y capacidad de inhibir a Aeromonas hydrophila 

• El aprovechamiento del alimento fue mayor en los peces con los tratamientos en los 

cuales se les adicionaron las cepas probióticas 

• La cepa La3, promovió que los peces obtuvieron mayor crecimiento tanto en longitud 

total, peso y ancho (con casi un 50% de incremento en comparación con el lote 

testigo y la combinación de cepas probióticas 

• La cepa La2 , coloniza mejor el tracto digestivo del pez y va a prevalecer mientras se 

continúe su administración 

• La cepa La3, permaneció con mayor cantidad hasta la décima semana después de 

haberse suspendido el suministro del probiótico, 

• Los probióticos colonizaron la parte anterior del tracto digestivo del pez, 

• Aunque en oteros estudios se manifiesta que la combinación de probióticos 

proporciona mejores resultados en el bienestar de los organismos, en este trabajo 

se observó Que la combinación no mostró resultados mejores Que los obtenidos con 

las cepas utilizadas de manera individual. 
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• El uso de las cepas probióticas La1 , La2 y La3, utilizadas de forma individual o 

combinada, mejoran notablemente la sobrevivencia de P.scalare, aun cuando se 

inocule con A. hydrophila 

• La identificación molecular, ubica a las cepas bacterianas La 1, La2 y La3 dentro del 

género Bacillus 
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10. Recomendaciones 

• Aunque el análisis molecular ubicó a las tres cepas dentro del género Bacillus, 

es recomendable secuenciar el gen completo para especificar la identificación 

hasta nivel de especie. 

• Si bien los resultados mostraron que las cepas La1 , La2 y La3, tienen efectos 

probióticos es recomendable realizar estudios para identificar las bacteriocinas 

o biocinas que les proporcionan la capacidad antibiótica. 

• De acuerdo a los resultados obtenidos se recomienda que las bacterias 

utilizadas como probióticos, en la acuicultura sean aisladas de la especie de 

interés ya que provee mejores beneficios que el uti lizar probióticos aislados 

del ser humano o de otros mamíferos 
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Resumen 
Las bactcriocinas SOIl sustancias pcptidicas con acti· 
vidad 8nt imicrobiana, producidas I>or diferentes ce­
pas bl\Ctcrianus. Debido ni creciente interés. sobre la 
ohtcnóóu de microor{;IlIlÍlimos bcnéfi<:os productores 
d(' l!u<;lanC"i1Ui IUILagoni.<;lAA para Sil ,,-plicació n en 111 

illdustria alinlPllLar ia, ('n 11\ producción animal)' n,'· 
cientemenle en el campo acuíoola, el objetivo de es­
tl\ revisión es dlU" un panorama general del (1)uoci­
miento que se tiene sobre las bactcriocinas, su mo­
do de acción y npliclICi6n. 

Palabras clave: lJacterias. uacterociullS, probió­
tiC05. 

Abstract 
Bactcriocius 8re pcptidic substanc:cs with Bntimlcro­
!líal ac tívity, producNI by differcnt hacterillll'ltrains. 
Due to t he growing intercst 011 t he obtaining of be­
nvfk lI1icroo r g aHi s H L~ pror!m;ers of t his uJltugoll ist ic 
subsUmccs fOl' the application in t he alirnentary in­
dustry alld in t he animal production , t he objccti­
ve of this re..,iew is to give a genel'al view oC t he cu­
rreut kuowlcdge on the bacteriocins, way of act ion , 
and application. 

K cy words: bacteria, bacterocin, probiotics. 

Introd u cción 
Durante loo últilll06 2U Iliíos el 1..ISO de probióticos 
en diferenles campa¡ productiVOS y de ilm .. 'Stigación 
se ha generalizado, esto debido ,,1 efecto que han 
<lf'mostrooo lCIH'r en la prt>vención de enfermcdade'l 
tanto en el ser hUlllllllo COIllO en muchas cspecics 

I LlIhoratorl.o de Alhneulo Vivo. Depto, El 110mb, .. 
y Su Ambiente. Uni"" ... id",¡ A"Mllom .. ~l.e tr opo l i t an .... 
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de animales. así como su U80 en la conservación de 
alimentos, siendo una alternativa para contrarrestar 
el uso de químil'Ol:l y antibióticos en la alimenltICión 
(Galvin I!t aL, I m i Thrner I!t al., 2001). 

El uso de pro!Jiótil-os }' el dt.'cto de !lla.nipular 18 
mkronol'a intestinal fue inkÍl\lmente observado por 
~lech ni koIT (1907), C1uién reportó los efectos benéfi­
cas de las bacterias productoras de ácido láctico en 
la prevención y tratamiento de enfermedades intes-­
tinales (Gullluer y Malagelada 20(2). 

La ilLlertICc1Óu eutre la cepa prubiótica y la micro­
flom intest inal puede basan;c en la competición con 
bacterias patógenllS por si t ios de adhesión a los re-­
ceptorC!:l cpiteliales, por nutricntes y a la produc­
ción de sUlitllllci!:lS espedficas como son las hacte-­
riocinAA (Rodríguez y Le MoulJac, 2000: Rcngpipl\t 
el al.. 2000; Simon, 2005; Vn:..quez et al., 2005) . 

Las bacteriocin8S producidas por d iferentes bacte-­
ri!\S probiótkas pUNen servi r como bllrn>rAA antimi­
crobimm!:l y ayudar a reducir los niveles de microor­
ganismos pat6gen08 (Ferná.ndez, 2(05). Existen nu­
mcrosas bactcriocinM y cada ulla t ienc espectros de 
iu hihición particula.res, esta carllCterfslica es aprove-­
dlada l)ara la manipulación de poblacIones bacteria­
nas a nh'eJ de lr3Cto digestivo con el fin de excluir 
patógen06, mejortLT la digcstibilidad e incrementur la 
ru:tividl\d inmunológica de muchas l'S l)ccies anima­
les y SOIl ampliamente utilizadas en la cría de cer­
dos, aves y recientemente ha surgido un interés ~ 
bre suaprov~ h am i ento en la producción de organis-­
mos acuáticos. 

La iUlclLlIificación de la actividad a<:uícola y la fal­
ta de control del comercio intemacional de los orga­
nismos acuáticos vivos y de los productos derivados 
de éstos ha provocado la movilizad6n de Ullll gran 
cant idad de plll.Ógenos que ell condic;lone8 Ilmhienta­
les diferentes pueden ocasionar problemas infecc io­
sas causando graves pérdidas económicas (Verschue-­
re et al., 2000; Quintana, 20(1 ). 
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Para controlar las cllfcr medadcs ell los cultivos se 
IHul usado compUt.~tUl (juílllit"08 y a llLibiótico> (le 
manenl indiscriminada. Esta práctica hfL pro\'oc/\.­
do el in('rcmcnl,o en 111 prp.sellriA de plnsm idos rC!lis­
tentes a dichos compuestos (Gómez-Gil et al. , 2000; 

Vcrschucre et aL, 2000; Gulliau et al., 2004; Vell­
kant el al., 2(04). 

Ame esta problemático., en la actualidad las inves­
tigociones en el campo acuícola se ha.n encamina..­
do h/I.Cia el lItiO de proLióticOll. como 111\1:1. herram ien­
ta viable ¡.mra reducir o eliminnr la incidencia de mi­
croorganismos patógenos, mejorar el rendimiento en 
los ('llllivcl!! dI> ]l~('S Y crustfÍCc.'OS 11.'>[ 1:01110 erradi­
car el uso de antibióticos. Si n embargo es esCIUIO el 
l"'(mocimicnto de lCkl uu,,'(:üllhlmos de acción de 108 pro­
bi6ticos qur Al' e¡¡l,Án ntili7.ando y de 1M bactf'rioci­
nas que producen . El objetivo de este trabajo es ha­
cer una revisión bibliográfica sobre 1M bacterioci­
nas producidas I)Or bocterias prohióticas, sus l)I'i nci­
palc!! f:arfl.('U' rísticAs y el efcr.lo de óst8." en la pre\'CIl­
ción de la enfermedad , lo que indudablemente per­
miti rá una. mejor aplicación y lISO de estos microor­
ganismos eu la RCuieult ura. 

Caract e rís t icas d e las Bacteriocinas 
Las bacleriocinas son péplidos con actividad antimi­
crobiaua prod ucidos por síntesis ribosomal y son se­
grcgadas por un gnm nt"lmero de bacterios para in­
hibir el crecimiento de Otros microorganismos com­
petidores (Papagiuuni, 200 3 ~ Jocrgcr, 2003; Katikou, 
2005; ~Iotta et aJ., 2008), Estas sustancias con fre­
cuencia o.ct tlau frente a lus uactcrias más estn..'cha­
mente relaciOlLadas. Sin embargo estudios recientes 
afirman que también pueden actuar frete a otras es­
pecies bacterianas, hongos y algunos parásitos (Eij­
sink el. al ,1998; Cotter e! al. , 2005; Svetoch et /ll., 

2008). 

En la naturaleza existe una enorme diversidad de 
bacteriocinos que han sido encont radas en casi to­
dns las especies bacterianas examinadas hasta la fe­
cha. y aun df'nlro de nna esped e podrían producir­
se diferentes tiP06 de bllcterocinas (Euuahar el al., 
2000; Cintas et al ,2001; Jocrgcr, 2(03), Se picnsa 
qlle el 99 % de las bactcrias pueden producir cuan­
do mf'nos mUl bactcriodna y lA. única T/w,ón de quc no 
se hayall aislado es debido a que ha n sido muy poco 
estudiadas (Cordol! y O'Brien, 20(6). Las halobac­
terias por ejemplo, miembrOll del dominio A rchaca, 
producen su propio tipo de bacteriocillas, las halo­
cinw; (Jocrg:er, 20(3) . Los microorganismos invier­
ten una. gnm proporción de energía para. la produc-

ContactoS 73 , 63- 72 (2009) 

ción y elaboración de mecanismos nnti microbianos, 
l:Ii ll embargo aun, no se sabe mucho de cómo II:i diver­
lJidad dc estas SUl:Ill:illCia.s aumenta y cuál es la fun­
dón qne deSf!mpeñnll en 11\8 comunidades microbia­
nas, por lo que estas moléculas han servido como m ~ 
delo para tratar de responder algunas preguntas cvo­
lutivas y ecológicas (Cordon y O 'Briell , 2(06). 

La primera descripción de 3Ctividades relacionadas 
con lIu; b~teriocinas se publicó hace mM de ochenta 
años, clIIUldo se de!>C\lbrió \In antagonismo entre ce­
pas de E~chcrichia eolio Originalmente, estas sustan­
cias fueron llamadas colicinas (Riley y Wenz. 2002). 
En el ¡;a:!Q de ltuI bacterias á.cido-Iá.cticas ltuI Il rimcrtlS 
observaciones comellzaron en 1928, cuando se descri­
bió que ciertas cepas de Lac!.ocoa:u.t empleadas en 
la fabricación de (¡uesos producían un efecto inhibi­
dor del crecimiellto de otras BA L y potencialmente 
podían inhibir el crecimiento dc bactcrins patógenM 
y nocivas para la conservación dcl queso (Colter et 
(~I., 2(05). En 1933 se describió por primera \'ez una 
sll:itancia de lI8.tur¡"lez8 peptfdica COII activid8.d auti­
microbiana prod ucida por cepas de la especie Lacto­
CQCcus lllctis subsp. lacti8, quc postcriormcnte se de­
nominó nisina (Riley y Wertz. 2002). La nisina es por 
t!Ul l O la bacterioci ua qut: t it:ne un historial más lar­
KO de liSO seguro en alimenlación y la q\le ha si­
do más estudiacll\, En 1953 se comercializó por pri­
mera vez en Inglaterra, en 1969 se aprobó su uso en 
aliment8.CiÓn por la OMS (Joint F'ood and Agricul­
t urc OrganizatioujWorld Healt h Organ ization Ex­
pcrt Committce on F'ood Addit ives) y en 1983 se in­
cluyó en la lista de aditivos de la Unión Europea; p ~ 
co después, en 1988, rue al>Tobada. por la FOA (FOO<! 
and Drug Admin istration) norteamericana (Cottcr 
et al., 2005). 

Bactcriociuas producidas por 
bact.eri as acidolácticas 
Las bacterias ácid0-1áclicas Ó bacterias lácti­
cas (SAL) son microorganismos Gram-I)ositivos, 
lJluy hetcrogéni..'UI desde el punto de vista mor­
fológieo y fis iológico, y cuya característica princi­
pal es la prod ucción de ácido láct ico como pro­
ducto mayoritario de un metabolismo fcnnelltati­
YO dc los ca.rbohidratos. En gencral, las S AL son mi­
rroorgllllismos de morfologfa bacilar o cocoidc, no ffi­

porul8.dos, microncroffi icos o anaerobios faculta­
th'os, carecen de citocromos y cntalasa. sen­
su stricto y pOSQCII Wl contenido de guanina y ci­
tosina (C+C) inferior a 50 mol %. Actualmen­
te, c1 grupo de las SAL comprende microorgallis­
mos de los siguientes géneros: Aerococcus, Alloio-
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COCCU3, Camoooclel'ium, DolosigrnnululI, Ente­
rococctJJ, Globicatella, Lactooocillu3, Lactococ­
ctIS, Lactosphaem, I.eUCOIlO$lOC, OenococcWl, Pe· 
dtococctt8. StreptococcU3, Telmgerwcoccu8, Va­
gVCUCCU3 y WeMsella (Cintos ct al., 2001; Ro­
jas y Vargas, 2(08). Las bocterias l ác~icas se lo­
calizan frecuentelllcutc cn habita.ts ricos en nu­
trientes, caracterizados por la presencia de car­
bohidrato!> sol ubles y productos de la degra­
dación de proteínas y vitaminas. y con bao 
jas tl'IlSiOIlCS de oxígello como por ejemplo, [¡l le­
che y [lrnctHel~ lAr!.#'('1!\;, prorlllrl~ rMlliN$ y Ilf'o. 

gctales fermentados, frutas y hortalizns fres­
cas, ensilados, pescado y derivados de la pes­
ca (Li ndgrell ~. Dobrogosz, 1900; Stilcs. 1996; Cill­
tus el al., 2000). Además, /llgunM bartcrias lácti­
cas son habitan1CS comunes del tracto g8Stroin­
tcstillol y liLUcosas del hombre y anilllolcs, del cs­
t iértol y de agutlS ft:Sidualt!s urban3.!i e jl1dustria.­
les (Cintas el al., 20(0). 

En la actualidad las bactcriocinas producidas por las 
har!NiAA h \.cl.i(·¡~~ ~Il lAS f1IlP rnrlPTran 1111 nmynr in­

terés ya que tienen el estatus de QPS (qualified pre­
sumptiuTl uf lJafetll), es decir son consideradas como 
microorganismos seguros para la salud , ya que tan­
to ellas como sus metabolitos han sido consumidos 
en alimentos fcrmentados por innumerables genera­
ciones sin que hubiera efectos adversos en la pobla­
ción (Joerger, 2002; Ogunballwo ee al., 2003) (Dri­
der ee aL, 2006; ~lillete el a/ .,2(08). 

Es import ante 1lIt!II (;ÍOII¡¡.r que las bacterias ácido­
!!Í.r, j('AA son I.Arnhj(.n lns mirroorgll n L~mM mA.~ 11 ' i­
lizados como IlTObióticos no sólo en el ser humano 
sino en ll18míreros y muy recientemente en los peces 
y CTll¡,:t~ (Garriques y Aré\,tdo, 1995; Ciómez-Gil 
ee aL. 2000; Brioncs y Lozano, 2003; Campaila el al. , 
2003). Los estudios dectuad06 con BAL han reporta­
do efectos positi\'OS en el crecimicnto, sobrevivcncia 
y elirllinación de putógenOl:l de 106 orgal¡i!Snlos aculÍ.t i­
cos; ~in embargo, 11'1 gran divcrsidad de compnestos 
inbibi(lores produddC» por lAA bacterias ácido-Iácti­
cas, como las b.'\ctcriocinas, rc<luieren de rigurosos 
estudios sobre el modo de acción de estos compues­
tos sobre otros microorganismos en condiciones am­
bielllalcs d iferentes a las de su origen, ya que ell la 
mayoría de los casos se hall ut ilizado cepos aisla­
dos del ser humano o de mamíferos y están siendo ce­
mercializadas y utilizadas en acuicultura y, a In fe­
cha, no se C\lentn con reportes sobre el tipo y efec­
to de estos compucstos en acuiC\lltura (O'Sulliv8n et 
aL, 2(02). 

Tabla l. Algunos ejemplos de BA L Y bucteriocinUI:I que 
produ~n (Castellano et o/', 2(08) 

Microorganismo productor Bactcrklcina 
L. lacti& IVNCeo NiMina Z la 
l •. s(lk~i 1~8 

L. sak~i L~5 

1,. sake¡ LTI/673 
L. SaÁ:e1 1151 
L. sakcl Lb706 
1 •. sukcl CTC~9~ 
L. brevu SB1!7 

L. CIlrt!ahlJ LT1l117'¡ 

L. c Iln!atllJ FS~7 

L CUnlotw LUf! 
L. plont(<!'I.IfI¡ C T CSOS 
L. camo'um TA110 
P. ociduaclld PACJ.O 
P. tlCidUactlCl. LSO 
P, pel1to'aceollJ Z10J! 
C. pi&cloola LV17B 

C. pi&cloola VI 

C. pllJelooUr. LV17A 
C. pudo% JCrf6 
C. pl.!cic% KLV178 

C. divergell4 750 
C. divergen.s LVIS 

Laetocina S 
Laetocina S 
Sakacina K, 
Sakacina P 
Sakacina A 
Sakaeina K 
8revicina 27 
Cur\'acina A 
CUr\'Rt icina FS47 
CUr\'Rt icina 1A42 
P lantar icina A 
Leucocin n 
Pediocina PA 
Pediocina L50 
Pcdiocina PA- l 
Carnobactcriociun 82' 
Pilicicocina " la • 
Carnoh!u.:teriocina • 
P ilicieoliutl 1261 • 
Carnobactcriocina B 1/ 8 2· 
Divcrgician 750 
Dh'crgiciua A 

• Microorganismo aislado del tracto digCfltivQ de pCCCll 

C lasificación de las bacleriocina.s 
DÍ\'{!rsos investigadores han buscado clasificar a las 
bactcriocina.<! de acuerdo /1. sus Ctu'AC' erísticas bio­
químicas y genéticas, A conti nuación se presenta 
la clasificación de estos compuestos propuesta por 
I\cmpcrman et al, (2003 ). 

C la se 1: LantibiÓticos.- Son péplid06 pcqueflos at:­
ti\'os a nivel de llIerubro.lIa y que contienen algu­
nos uminmi.cidos pO(,'Q comuncs como lantiOll illa. 
b-mctil-Inntionina y dihidroalanina que se fonnOIl 
debido a mod ificaciones posteriores al proceso de la 
t raducción, Con poca estabilidad al calor, péptidos 
poli ddicuo « 5 KDa) con ami noácidos mod illca.. 
dos. La forlllación de AminOÁCidos no comunes se ex­
plica por la deshidratación de los aminoácidos seri­
na y treonina, con la posterior adición de los álomos 
de azufre de la cisteína & los dobles enlaet.>s de los des­
hirlroaminoá.cidos. Un ejemplo bien ronocino de es­
tas baclenoci nl\S es la nisina. A su \'CZ, en runci6n 
de su estructura y modo de acción, los l antibió~i ­

cos se subdividen en 2 grupos: 

C lase l A: Péptidos elongados y catiónic08 que 
a.cttlan a nivel de membrnno y que engloban a 1011 lan-



tibióticos de un sólo péptido yo. aquellos que requie­
rell 18 presencia de dos péptidos p8ra ejercer ~u I:U;­

tividad llutimicrobiana total. 

C lase 1 B: I ~épt . idos globulares e hidrófob()f; qUE' 

AClüan como inhibidores enzimóticos. 

C lase 11: :\v 18Iitibióticos._ bacteriocinas linetLle> y 
no modificadas postraduccionalmctltc. 5011 péptidos 
l>C<¡uclios « 10 kDa) y termoestables, que actüan 8 

nivel de la membrana plasmática. El representante 
más CüroctcrílOtieo de este grupo C!:l lü ¡>t!diochlü PA-
1, IR h1\.Clcrlocina más estud iadR despll15s de la nisina. 
En este grupo se pueden identificllr tres subclases: 

C lruw II 1.\: Péptidos activos contra Liaterio., tie­
nen la secuencia consenso en la región X-terminal 
TCNCVXC y sus repn:scntautcs caracterfstiCOli son 
la pcdiocina PA-I y la sak8cillR P. 

C lase 11 b: Fonnadorcs de complej06 para la for­
mación de poros que consisten de doti péptid06 dirt!'­
renlt.'8. Ambos péptidos :KIli nC<.'C83rios para UllU mI.. .. 
jor actividad antimicrobialla. En este grupo se ell­
CUel1trall la luctococcinll G y las plo.ntarici nus EF y 
J I":. 

C lase 1I c: péptido:¡ 1 ) t'(IUeill : ~, termQCl¡tahlc:s, no 
modificMOfI y qw' se tmn,<;porlan merlill ll te pépti­
d06 líder. En esta subclase solamente se reportan las 
ooctcriocinas divergicina A y acidocina B. 

C lase 1 11 : bacteriocinas de elevado tamaño molecu­
lar (>30 kDa) y lf'rmoliÍ.biles. Las bl\CleriocinlL~ lilAs 
conocidas de esta clase son heh-eticina J. V, acidofi­
licina Ay lactacinas A y 8. 

Clnse IV : IMctcriocillllS cOJllI)lejw;. Son péptidos 
{'(l1l IInu pnr1.p Im11,pí{'f! y una (1 mns fr/l('cionps ll p írl i­

CI\.!i o glucídicl\S Ilel.-esarias para S il actividad biológi­
CII. Por tanto, esta clase incluye bacteriocillas que se 
1.'OllSiderall como glicoprotcínas (lactocinll. S) o ro­
mo Hpopml<'inM (mcscntef()('inR .'l2). 

Clase V: bacteriocinas de estructura circu lar y no 
modificadas postraduccionalmenle. A esta clase per­
tenecen la cnterocina AS-48 y la gascrici ll8 A. 

Bnct crio cina.s rep resen t ativas 
Ni.sinll 
La nisi na, descritu cu 1928, fue la pri mer bacterioci­
/111. lI.is]¡ulll. 11. partir lif' la bfU:lerill ád(ln IActica Loc­
tococcus lactis Subs. lactis. Es la oocteriocilJa me­
jor CIl.racteriznda y es utilizada como conserwwor de 
aliment.o&j es la única reconocida por la FDA con 
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la categoría GRAS (Generally Rccogllizcd As Sa­
fe ). Se prod uce de forma natural en algunos pro­
ducto.<! lfÍ('!.('os y se utiliza en la produ{.'dón d(' aH­
ment(lf; y como un adil.i\'O en prodnclo6 lácteos 1)/\­
ra prevenir la descomposición ocasionada por bac­
terias Gralll positivas , especialmente de los géne­
ros Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Lyste­
ria (~Ialdonado y Llancas, 20(7). 

La Ili¡¡illa t.'S un peptido de 3-1 aminoácidos, de 
bajo ]leso molf>l'lIllU' menor a 5 kDa. La sínte­
sis de la nisina es compleja, requiere de procesos 
de transcripción. traducción, modificaciones post­
trttducclollalCli, :;ecrcclón, procesamiell to, y IOcillllt.'S 
d(' trRnRducl'Íón. Existen rlos 1lIlriantes de esta bac­
leriocina, In nisi na A y la nisina Z, que difieren SO­

lamente en el aminoácido de la p06ici6n 27, la hisli. 
dina en la nisino. A cambia por asparagina en la ni­
sinn Z (Snngronis y Carcía,2007). 

La nisin tl es ácida por naturale-¿a. por lo que es csttl-­
ble en condiciones ácidas; su solubilidad aumenta al 
aumentar la temperatura y d isminuir el pH. Se de­
lll06tró que la nisina es rápidamente inactivuda en el 
intestino por las enzimas digestivas y 110 puede dc­
tectarse en la salivn de humanos diez miul.l tOll des­
p\lk de haber cOIlSlltnido \In líquido que In conten­
ga (Simova et al.,2(06). 

Pcdiocina 
Es ulla hactcriocilla producida por Pedll)Coct;W oci­
doluchc es utilizado. como conscrvador ell productos 
\'t.'gt'tak'S carnkos y se ha observado ulla dcVll.da oc­
th'¡dad contra especies de Listeria. Dada su alta ac­
tividad contra especies de Listeria esta bacterioci na 
tiene uu alto potencial para ser ut ilizado como CO Il­
servador en (Ilimelll06 lácteO/; (Pernández. 2{)(),): \Vi­
rttwan et al., 2007). 

P lantnriciuns E j F y J j K 

Son bacteriocillru! del grupo I lb producidas por Lac­
tobacillw plantat'tlm que tienen actividad antimi­
crobiana cuando inleractüan como Iln sis tema de 2 
péptidOli. La s(ntesis de la plantaricina es sumamen_ 
te compleja, está regulada por la acción de 5 opc­
rones con 21 gelles diferentes, existen un sin núme­
ro de rel>orles que asocian a la existencia de plá.sm i­
dw purtl. ItI. producción de esta utlCteriocill !:l.. (~Io u ­

rad, 2007). 

Divc rgicill l\ A 
Es una bactcriocilla producida por Caernooocterium 
diverge,..s LV13 que se caracteriza por poseer UII sis­
lema de secreción que involucra la presencia de un 
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Tl1bln 2. P rincipales Bactcriocinas y microorganismOll ¡ll'oductorCl> ut iliziiclOll en la industri!:l. (II'!Cl>II, 2003). 

Bacteriocinl!. Clo.sc Microorgani!;.mo productor 
Numo. ¡ wclQt;OCCW ¡ael'" 8ubsp tach' 
Pediocina PA-l JI. PcdiococclI4 aCldúacl.c1 y 

LacLo/la,cllluJ plcmL(IT1""¡ WHE9!!. 

Pedlocina .ID 11. Pediococc1l8 aCIJÚllchci JD1 -!!3 
Salrocmo. A JI . Lactobaalhu "ake 706 
Saktl~n(1 P JI . LactobacJlllLS .. ake LTII673 
CurooclJla A JI . LactObacÚ/U5 CUnlotu.t LTH1174 

M e.renlcnClna YIO!) JI. uuconrutoc mC8enteroide, 
Plantancllla E/F Jl b l..actooocillUl! plantorum GI l 
Lactococema A Jl b Laclocoa:w loc/u .ruhp cremoruJ 

lA.ictococcma B Jlb Loct()(;t)Ct;W taclq sublp cn:moru 984 
LactaC!rl1l F Jlh LAu:LobocilllJ8 johrl,onll 

lñvcrylclflo ¡lo Camobm:teriulII ditx!ryens LVI9 
HelllcticlIla ¡JI LacLoba.cillw helvcbC1lJl 

p('ptido sellal. CoH \111 peso molecular de 4.G kDa, la 
diw!rgicina A es un l>éptido pequeño, de naturaleza 
hidrof6bica y termoestable. A diferencia de las bac­
teriocinas de la elll.SC 11 que tiencn un sitio de rom­
pimif'nt.o r:arocterístico Gli-G li, est.a bact.eriorinA p()... 
scc en su extremo N-temlinal un sitio de rOlllpimien­
to Ala-Scr-Ala y actúa eomo pépt ido señal para el 
lL'lO del sistema de $t.'crt!CiólI de III célula(Maldollado 
y Llallcas,2007). 

Helvctlcina J 
Esta baeteriocina es producida por Lactobacülus hel­
vetict/.ll, microorganismo que se encuentra de manera 
natural en quC!lOS madurados. La bacteriocina pre­
sentA actividad ulltibacterial contra especies relucio­
lladllS Es una prolerna de 37 kDa termolábil (30 
mili ti lOO"C) y el gen que la produce se localiza en 
el DN A cromosoma!' Poco se conoce de las enrae­
terístieas bioquímicBS de la buctcriodll8 y de su mo­
do de acción (Ci ntas et al. 2(01 ). 

Modo d e acció .. de las ba ct erioci nas 
La acci6n de las bacteriocinas esta delerminada por 
composición de la membrana ci toplasmáticll. la es­
trnctura y la cxprcsiólI de 11110 proteína en fUlldóll 
df' la inmunir!fl.d. fI. rlf'mÑ; de 11\ composición quími­
ca del medio ambiente. Recientemcntc se conside­
ra también la existencia de las moléculBS supern­
cialcb CII lu llle tllh1'tltuI de la célulu Lltltu.;Q que pel'· 
mitc ll ('1 acoplomicnto con la bactcriocina produci­
da por otra bacteria (Cintas et a~ 2001 ; Hocrklotz 
et aL, 2(04). 

Las bacterias Gram-positivus se cnractcriz81l por po­
seer un alto contenido en lípidos aniónicos en su 
membrana, en este caso el modo de acción de las bac-

lf'riocinM es la unión inicial a la membrana bacteriR.-­
na por atracción electrostática entre k16 lípidoe car­
gadoe negati\'tunentc y las bacterocinft8 con su carga 
lleta positiva lOCAlizada en uno de sus extremos (ex­
tremo C-termin81 de la 1118illa, extremo N-terminal 
de- la pedioci na); despuéti se prod u(;e la inserción de 
lBS bacteriocinas en la bicapa lipídica, en el caso de 
la nisina esta inserción se realiza por su extremo N· 
terminal (Moll et al., 1999) Y en el caso de la pedia-­
ciua, a. travk de su o·hélice l ransmcmbraual del ex­
tremo C-terminal (ElUlallal' et aL, 20(0). De este mo­
do se fonnan poros en la membranA bacteriana, la 
clIal qllcdll permeabilizada, la célula empieza a per· 
der iones y metaboli tos fundame ntales para su super­
vivencia y eventualmcnte se produce lo. muerte bac­
teriana (Muy probablemente debido a \'esiculación 
cid protoplasma, la fOflllación de porOlO y la dcsi nlf'­
groción coml>leta de 11\ célula (Bizani el al. , 2005). 
Otro aspccto importall te es la inhibición de la bio­
sisntcsis dcl ADN que conlleva 8 la muerte celular, 
cotila un mecanismo secundario de estos pcptidos an­
t imicrohiauos (Brotz y $ahl 2000). 

El podcr que ejercclIlus bacteriocill3S sobre otros mi· 
rroorganismOfl pawgf'nos va a tener distintos com­
portamientos, es decir, algunos microorganis­
mos pueden ser sensibles, mientras que otros, son re­
sislcutcs 11 In acción de estos l:QHlPUl'stOS, iucht­
sivc una cepa que parece scr sensible puede te­

ner células que presenten resistencia ti la ac­
ción de la bacleriocillfl. De est06 mismos luicroor· 
ga nismos Illgunos pueden ser sensibles fI una y re­
sistentCl:l {\ otra, 1M mismas bucterias producto­
ras de compuestos Ilutimicrobiauos pueden ser SCIl­
sibles a la acción de otra bacteriocill8 y por últi-
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mo, células (le esporas que presentan resIs ten­
cia a estas sustancias, pueden volverse sensibles des­
pués d{' 11\ cspomlN'iÓn (Cinta'! el al, 2OO1;C r811-
de et al, 2(06). El crunpo de N'dón de 1M bac­
tcriocinas se relaciona oon el contenido de cisti­
na y de acuerdo con ello , se estAblecen tres gru­
pos: al bac:tcriocinas COII un est recho rango de ac­
ción. rest ringido 1\ microorganismos de In mL~ 
lila especie; b) ooctcriocinas con un fallgo in­
termedio que in hibe bacterias lác ticas y a lgu­
nas bacterias G ram- Positi\'B.s; y b) bactcrioci­
nR.~ roll I\lnfllio rallgo r!(' 8("dnn, ]a.<; r ll l\k>s inhi­
ben U II O amplia \"8ricdnd de Gram-Positivus (Cin­
tas et al., 2001). 

P roducción y pul"iflcación d e bactcriocinus 
La f\ .. \.t-fT jc'lIl de ,"*,PIl."; proouctnTIUi de bal'll'l' ioci­
nas es muy importante porque permitirá hacer es­
tudios posteriores que puooall establecer su poten­
cial en el manejo y control de 105 procesos infec­
ciosos en muchas especies de anfmeles así como su 
uso en la industria alimenticia. Sin embargo esto no 
et. liada flidl y se requieren de vul"ius pasos meto­
dológicos pura idclllificnl" , Jl roducir y puri ficar dichns 
sustancias. 

• Es llecesario realizar estudios de producción y con­
tar CO II gUllldcs proporciones de cultivos antes 
de iniciar la purifiCAción. La prod ucción de algu­
nas bacteriocin8S puede ser favorecida bajo ciertas 
condiciones de crecimiento. Por ejemplo las COIl­

dicio1l!.!!:I de i n c u b ¡~ión, como son la temperat u­
ra y el pH (Wcscombc y Tagg. 2003; SvctO<!lav, et 
al, 2004; Chang et al., 2(07). Por lo que las condi­
cioncs de producción deben ser especificas para ca­
da orgnllislUo productor (Pascual et aL, 2(08). 

La (."Omposirión del medio de crecimiento también 
afecta n la producción de estas sustanclas (\\'es­
combe y Tagg, 2003; Za1311 el al., 2(05). En geno­
ral los medios complejos que contienen una fu en­
lE' rkA en nit rógeno !IOn óptimos para el aumen­
to de producción de bacteriocinas (Kempermnn, 
2003; I(awai, 2(03). 

Es imvortRute elegir UIl med io de crecimiento co­
rrecto ya que este puede interferir o a UlILentar 
la producción y purificación de bacteriocinas, por 
E'jenllllll, SI' 1111. rf'plU'I (tiln Cjll!' e[ T W ' ~1I so, inlf'rfif'­
re (' 1) Ifl ])lIrifkadóll di' (.'Sta.<¡ s lIH llndas adern¡\.¡¡ (k 

que disminuye la actividad autilll icrobiana de pe­
diodicina A y lactoci na S. 

_ -,C",o,..n tactoS ~ 63- 72 (2(09) 

• Una ve-/, conseguida la producción necesaria de la 
cepa de ill te r ~'li, se remueven las células por cell­
t rifllgl\Ción y se precipita la proteína con la Il(li· 
ción de sulfato de amonio, seguido de \'arios pasoe 
de cromatografía (Cintas el al, 2(01 ). Se han desa.­
rrollado otr06 métodos con separacioncs por ero­
II latografíay de acuerdo al pH del medio donde I ~ 

gI"Rn una totAl liberación O absorción de las bacte­
riocinas dentro de [a. célula . Bl método más comun 
ut il izado es la precipitac ión con sulfato de amo­
lIio seguido de una. crolllatografía HPLC (Svetot;.. 
lav et a~ 2(04). 

• P l\TfI. comprobar [as características bioquími­
t·a.-; del tl.lltibiótit"O prod ucido se t ratan IIlS m Ul'S­

tras obtenidas COII diferentes proteasas (a­
quimiot ripsina, tripsilla, protcinasa K, y pronn­
sa E), o con otras enzimas (a-ami lasa, lipasa. A, li­
sozima, nmillopeptidasn, mut8llolisinll, DNA­
sa, y Ri'\ AAA); dcspu6! se determina el tA­

IIllliio del compueslo prodUCido mediante ultwfit­
trlLCión o detectar la. actividad en geles desnatu­
mliz8ntcs de ¡>oliacril amida al 15 % (Tiwari y Sri­
vtlStava, 2(08). 

• Posteriormente se determina el ca.m po de acción 
iuhibitorio de la bacteriocin8 haciendo diferen­
tl'ti prueha.s de inhibición in vitro. Moreno et aL 
(2008), describen dos técnicAS ampliamente ut i­
lizadas: antagonismo directo e indirecto. La pri­
mera COII.5 i!;te en hacer crecer la cepa producto­
ra de la sustancia inhibidora junto a una cepa in­
dicadora o scnsible y, observar , luego de la illcu­
bl\Ción la formación de hal06 de inhibición. La. se­
gunda ti ¡>o de a.ntagonismo consiste en hacer crc­
cer en primer luglU" la cepa. productora de la sus­
tnncia illhibidora., dc csta forma se permite que li­
bere [a stl.5tancia y solo entonces se siembra. la 
cepa COll tra la cual se desea observar el efecto 
antagónico. 

T écnicas de irl fl ntiflcnci6 n det ecció n 
y c un ntificnció n 
Las técnicas empleadas en la idelllificación, detec­
ción y cuantifi cn.ciÓn de las bru:teriocinns pueden d i­
vidi rse en t n ~s grsndes grupos (Martfnez, 2000): 

P r ue bas biológicas 
Las pruebas biológicas consti tuyen , habit ualmell te, 
l'l pUll to df' plI.rt i rJlI. en la hlisq ueda de IlItl'leria;; pro­
dllctorll.<¡ de bnclcriocina. ... Los hiocnsayoo más em­
picados son la prueba de difusión en ¡¡.gnr y los méto­
dos t urbidomélricos, basados en la inhibición del 
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desarrollo de UIl microorganismo indicador inocula­
do en una placa microtituladora (Cintas et aL , 2000). 

La cuant ificación de la actividad IUltimicrobiana se 
realiza elllplcaudo uunidades arbitrarias ~ (UA ), ell 
IfI pnle!w de difusióu ell plac!:\.~ de ugar. Ó "ulliuu­
des de bacteriodna" (UB), cuando el biocns.1yo uti­
lizado es la prueba LUrbidométrica . Ambos paráme­
tros se definen como la recíproca de la dilución más 
alta de una mucstrn qtle produce eu el agnr illh i­
bid(,u (Id iurlit'lulo!, (UA ) (l '111(' lnhih,. PI} las pla­
cas microtituladoras un 50 % el crecimiento del in­
dicador (US). No obstante, a pesar de su utili­
dad. sensibilidad y sencillez, ambas pruebas prcscll­
ta ll inconvenientes que las convierten en poco re­
producibles y fiablps . La cunnWicación dfO la RC­

tividad alltimicrobiana es subjetiva y depende de 
la sensibilidad de la cepa indicadora y $On prue­
bUll incspecíficas, pues 110 permiten discriminar otTOS 
posibles compuestos o componentes con actividad 
antimicrobiana. 

Prue bas gcnéticlls 
Las Lt'wnirM de In r('ncción en raJena de In poli­
merasa (PCR) o de hibridación ONA-ONA , (Sout­
hern b/otting) son prUd.l3S genéticas de lUlO rutina­
rio que permiten determinar si ulla bacteria posee el 
potendal .l!;enétioo (\(' oodificn.r una determinAda bne­
teriocina (~Iartíncz, 2000). E8tM pruebas ~ic n ell cu­
tre sus ventajas su elc"ada especificidad y sensibi­
lidad y son dc utilidad para det.cnllillar la presell­
cia del gen estructural de una bncteriocina. conoci­
da. en un gran número dc cepas. Sin embargo, la de­
tección del )!;ell estruct ural de una bacleriocina en un 
organismo hospedador no implica conocer y cuanti­
ficar su proonrcir'm . 

P rueba;; inmun ológicas 
Las prudJIlS illillulJológlcas colIstit UYCIl mctudos úti· 
1f'S pArA lA dC!('í'ejon y ('uantifiración d(' tmctcri~ 
ci lla.;. l,a lIIayuría de estas prudJIJ.S se U8Sau en 
la transferencia del antígeno a una superficie iner­
tto: pHrlt ( I Ut', ulla VC'¿ fijado u lil. superficie, pueda 
ser reconocido por II n anticuerpo específico; el COIll­

plPjo anl ígeno-nllli ruerpo formado se de\.e('tnni en­
zimáticamente. En general, los ensayos inmunoon­
zimáticos permiten Ir. detección y cuantificación de 
estas sustancias en diferentes sustrat06, ya SCO II 

los sobrclladallles de los cultivos de los microor­
ganismos productores o los alimentos e1l los que 
se encuentran. 

En fun ción del tipo de muestra utilizada para detec­
tar el ant[geno, en este caso la bacteriocina, 11\& tkni-

cas inlllunOCl1Zimátieas puedell dividirse en dos gran­
des grupos: 

(a) Em,a)'os de tram,rerenda de células y su pos­
terior reconocimiento inmunológico, como la prue­
ba de "CO/Ollfj immunoblotting". 

(b) Ensayos basados en la transferencia de bacte­
riocilllUl semipurifi cAdas. Dentro de este gnlpO, exis­
ten dis tintas técnicas , segúll la transferencia y super­
ficie inerte utilizada para la fijación de los antígcll05, 
como por ejemplo: .. \festero blottmg" , basada en 
la t ransrerendA decl rororé t iCA de las bacteriocilll\s 
¡¡ ulla membrana de nitrocelulosa; el uSpot immtmo­
blutting", que es la t ransferencia directa de las bacte­
riociu!:\.'i ¡¡ UlUl membralla rle ni t rocclulOl>tl; y 11Ilt."cni· 
ca ELISA , que se lleva al cabo mediante la transfe­
rencia di recta a placas de poliestireno. Hasta ah()­
ra, las técnicas inmunológicas más utilizadas han si­
do las basadas en la dctt:<:ción y cuantificación dir\!(;­
ta de las bacteriocin8S. 

Conc lus iones 
El empleo de producto.-; biológico:; como las bacte­
riocinas para inhibir o destruir a microorg8.lI ism05 
patógenos, es un método de gran interés en la indus­
tria alimentaria que tiene como objeth'o final la ob­
tención de alimentos más seguros IJara el consumi­
dor. Las ba.ctcr itlS ocido láctica.'i (DAL) por su ori­
gen al imentario son consideradas como GRAS y por 
lo tanto son ideales para su uso como bioprescrvan­
tes o biocontroladores microbianos. De especial im­
portancia su uso en alimellLos de grall valor económi­
co romo por I'j('mplo 1'1 1'1\,<;Cl .-1.('1 Salmón, I'n ('1 1'1Ial 
se han ait;lado patógenos como L. monocyWgenu, 
y se ha podido eliminar mediante el uso de bacte­
Tiocinas aisladas de lactobacilos. Actualmente se es­
tII. desarrollanc1o un fuerte interés por la identifira· 
rión , purificación y producción de bactcriocinNl pA.­
ra su aplicación en el campo de la producción ani-
11161. Sin embargo: se !'t.,<!uieTCIl ue mtl~ estudios so­
bre la identificación de bacteriocinus de (;(:»as uti­
liu\('ias como probióticOS¡ como ca.'iO particular es 
de seiíalar la acuicultura, que a nÍ\-c1 IllWldial se 
ha desarrollado como una act ividad económica im­
portante, In cunl se ha visto afectada por un grall 
numero de procesos infecciosos que I)Onen en ries­
go la producción , por lo que el uso de cepas pro. 
biólicas productoras de bocteriocinus resulta una es­
trl\tegia interesante para restringir o reducir el uso 
de lIutibi6t,icos, debido n que estos han promcl\­
do llla.rcad811 resistencias bacterianNl, destrucción de 
los ecosistemas y elevudos costos de producción en 
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acuicultura. 

Agrudccim ic ntos: &!tc trabajo forma pat­
te de la Tesis doctoral del primer autor. Docto­
rado en Ciencias Biol6gicas. Universidad Autóno­
ma r-.'¡c t ropolitlluR-XocJ¡imi1co. F inanciamien­
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\S Abstract "" " 
,. Thr dTN't. of thrcc diffcrrut probiotic slrains of Bacillus ( B ~ ~ B3) isolatcd frOIlL the digestivc tract " of Ptcmphllllum scalare against Aeromonas hYdroPhil ~ S ~ aled. AIl t he fish lhat where fed with " thf' (lifferl'llL prohiolic" lItrains obtllinl"<! highf'r resistan" f' pathogen inoculRtion since they did nol. ,. dc\'clopcd [In)" signs of illness nor Icsio lLs flnd tI : staycd ca. Iy until t lle end of t he cxperirncnt, with un :.o oll!iC'I"VN:! snrvival of 100 %. On thf' oth('r hand. t f' ' whcl"f' the probiotic bactf'ria were not administratcd 
11 dcvclopcd the infect.ious proccss cause<! by 01 hydrophiJa with signs of illllCS$ Rnd lcsions in t ile n gills s nd hemorrhagic eyes, irrüg\llar s ~ , \¡j¡ i ljurics 011 tlle skin. The survival in thcsc trcatments was 
n barel}' np to 8 %. ..;"'-.) 

~ Keymorda: Aeromorla8 hydrophil4, B . I sp, Probiotics, Pterophyllum scalare. 

lO Resumen ~ " 
... El erecto II.ntagonista dc .4('es ~ ntcs cepas probioticas de Baculus (BI ,82 Y 83) aisladas del tracto 
l' digestivo dc P! eroPhll ~ \l ~ re frente a ACOlllOllas hydrophila fue eval uado. Todos los peces q\le fueron • alimentados eOIl 1M d rere es cepas !>fobióticM obtuvieron alta resistencia a la inocul ll.Ción del pat6geno ... y 110 mostraron ",i ~ s ~ esi011t!S o c11fcrmooad y per1l1am~cieroll tllI.ludll.bles hasta el fin al del experimento • con una sobre . '~ ~ dcl 100%. LoJ¡ peces que no fueron alimentados con prob¡óticos desarrollaron el Ir n 'ándose signOfi .v lesIones de enfermedad como branquitui .v ojos hemorrágicos, 

:sionC!:l en la piel. La sobrevivcncia cn estos t ratamientos fue escasamcllte del 8 % . 
. Acromonas hydrophila, Bacilllls sp, probióticos, Pterophyllum soolare. 

1. Introduction 
During the Inst few yeal1l, several papen! have bren di­
rectee:! to t lle use or probiotic rnieroorganisllls with tite 
objccti\"C of rcducillg the amOlmt of discascs dnring 
the culture of ornamental fish and restrict or reduce 

. Co .... upondmg .... thor. E-maü: monroydoo!laOhotmail.<:orn 
Te!. (51) ss-s~83-?l s l Faz ($') 55·5483-7469 

the use of 8.ntibioties, NI t hcsc oompowlds 
hal'c prO\'Okl.'d bacteria! resilicnce, destruction of 
ccosystems, and high cost of production (\Vest­
erdahl et aL, 1991; Macda 1994; Abrahsm et al. 
2001; NikoskclainCII et al., 2(00). The probiotiC!:l 
are microorgll.nisms t hat adhere to the gastroin-
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)< tL'li l inal tr~t formlllg 1< thill lJiofilm amI have bcncf- .. 0/ 129). 
,. le rffN't¡:; 011 tht' h~l. inclll rlillg improVf"mcnts on.. The molecular idcntific8.lion of A. hydrophila ,. digestion, im mullity, amI rcsistnncc against dis- lO WIIS donc by DNA isolation ( IGs rDNA) wit h t lle 
Jr eases as thcy produce substnnccs likc bactcriocins, ., DNA-EASY kit (Qiagcn) by following the mallU­,. flCCtic aeid and Inctic neid t hat illhibit the prolif- lO factllTcr's illstruction. To establish thc presencc of ,. Cl'Utioll of pathogenic bactcria (Rcllgpipat ce al.. .. A. hydrophilo. in tile samples, PCR tochniquc ""as .. 2000; Irianto alld Austin, 2002; Vine d aL, 2004: lO performcd by usi ng lhc S(!(luclloo oligo Acr8-5'-" Gullinn ee aL, 2004; Balcazar et aL, 2(06) . " TGCTGGCTGTGACGTTACTCGCAG-3' and 
Q Amollg5t the 1II000t studied probitic straills, we t¡ ACrl)..5'-TTCGCCACCGGTATTCCT ~ ~T c. 
'J !ind: lhe lllctic bocteria, bifidobacteria, and yeusts tl 3' (Marlillcz- Murcia et al., Imll). A . ' n .. (Abrahalll ce al., 2001; 5illgh ct aL, 2001; Jame- .. renctions were done on a tllcrmocyeler p ' on .. son, 2003). I-Iowcver, onc of tnc problcllIs 011 tne lO 11 Thcrmolync Barnstcad lnt crnatio ~ l i r tne .. use of probitics is t ile IIlcthod to sclcct t hcJll, ac· • following oonditiolls: pre-illcuE ' ~ durillg ., coTding lO G6rnez and Roque (1998) in nlO6l of .. lO mili; dc n at u ra l izntio ll : ~ O ) .les t 95 e fOf 1 .. thc cases this proccss is bascd only Ol! clllpiric oh- • miu ; aligning: 68 C rOT l' 'ion: 72 C for .. scrvlltiollS and wit h limilcd !iCieutific evidellcc 811 .. 30 scconds and pau se ~ . 'e pe R products M lhf! ba.r teria used Oll fifin culture are isolatí'd from ,.. were anulyzcd on 1 % gel with a photodoc-" the digcsti\"e tract of humans or other mMunals. ,., Ulllclltator GcJ~ ( Rad, Hercules, Cali-
II Thus. the use of strains isolated froln fishes lOight '''' fornia), A DN A m pIe of ti ' strain A. hydrophila 
IJ be an intcrcstillg possibility to obtain bettcr re- 'el ATce35655(Q ¡sed as positive control. .. sults. The objceti\"c of the pre5Cllt work was to ~ 

.. ""itn du ce strains of Baciilus (Isolated from fish) '001 2.3. . tic pn!paration 

.. cvnluatc the response of P tcrophylum sealare fed ~ 

., against Aeronwnas Itlldrophila, a common baete- , .. €. f eac.h 8acillw was added to 500 mL .. Tia fou lld 011 infcctious proccsses in aquatic org6.n- '00 ; r~ roth, incubatmg thcm at 30 C for 48 hrs .. i8ms. lO' '1 achlcnng a 107 CF'Uj mL COIlCCllt rat101l. 

O" ( 1 asure t he requircd bacterial cOllcentral lOIl , 2 Materials d th d '" aJ EN\VAY6400@spectrollletcr wasuscduslIIga 10 • an me o s ()~ • 620nm wave length , Also an CF'U/ mL COUllt was 
M " )( ~ 111 dOlle. The rclationship bctWOCIl the obtailled \'8l. ti 2. J. ' 1crooryamsms ..; ,"-.) '" ue by Spcctroillctry and t llc CFU¡ mL was done 

t.l The t hrcc slmins t hat wcrc uscd __ 0. ~1 stlldy IU l.Iccording to GUllillll d aL, (2004 ). 
tl .... 'Crc prcviously isolatoo from tl ~ ; ~ tract 
.. of health fi sh P sealat'C in ~ atory. It is ,,, 2.4. Emi.chment Artemia franciscana .. note,,"orthy t hllt t hc mOI& cvidente to date adults 
10 indirat.N; t,hat thCS(' are.' d crent sl ra in~ of lit 

" Bacillm, so to CI\SC th ~ g duriug tile cxpcr- n. In a 200 mL beaker previously stcrilizcd, 50 adults • iment t hey were a ~ ~ íth tile 1I0mcncllltuTc '" of A. franciscana wcre pln.ccd ami 10mL ofthe dif-
10 81 . B2 ,\Ild B3. \...) ,It ferent probiotic strains "--cre added at a concentra-

~
~ lit tíon of 107 CFU/ mL, Enrichment was performed 

f'I 2.2. Is ~t ~ ~ nd identijication 01 A . hy- 120 duriug 30 min .. ",ith continuous acrat ion aud aftcr " lrop .tla oblainf'{[ from the lish '-" kid- ,¡, t his period, l he adults of Artemia were obscn'ed 
111 ou a stercoscopic microscope lo ensure tllat di-

O> 7t . '" gcsti"c tract was fuI! with the bacteria, snd t hem .. The strain of A. hlldmphila was isolall,.'{\ from an 'N Artemia was washcd wit h tap water und fed to " ornamcntal fish farm during an infcctiollS proccss. 110 the fis h. Same procedure was followed lo enrich .. Samplcs of kidncy sud injuries 011 the skin, gills. ,.. the Artemia udults with l he rc:.:t oí lile probiotic .. fi ns, and eyes were collecte<! sud were placed in m bacteria aud t he pathogcn Aeromona.8 hfldrophilo.. .. Pctri dishcs with T OCS agar. Colonies .... -e re pUTi-
.. Ii()d by succcssi\'c rc-SC'Cding in DlIl agar \lntH a '10 Tteatments .. homogclloous ccllular morphology was obtailled. 
lO (;mm stlliuillg nnd some confinull.liw· hiodwJII- ,.. ISO healthy juvenile fh;h {that lIot prl!l!ented signs 
11 ical test were pcrfonned (motility, citocrome e , .. o of infcction or lcsions) of the spccics PterophyUum 
11 glucosc oxide fcnncntulioJl, Nael tolcrancc, cllta· ", acalare were uscd. Aftcr o. period of acclimatiza­.. lase and rcsistancc against tile vibrostatic agcnt IU tion of 30 days t ilc experimental phase bcg6.n. In , 

1111001. amidiq. Ofy 
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'JJ 12 aquuriums, each with a 4QL eapacity, 10 juve­
'lO nile fiflh W C I'(> distributcd, on each of the aqllari­
'J!! UIllS at temperature of 28Q C, pi'! 7, nnd 5 IIlgj L 
,. of dissolvcd oxygen and afterwards the following 
UI troatments \\cere carriC(l out: 

", Treatment 1 (control): Fish fed with Artemia 
,. adults (without any probiotics snd A. hydrophila) 
'lO during 30 days. 

'" ' Ir entmcll t 2: Fish fed wit IL Artefrlla adult.s in­
,., oculated with A . hydlUphúa.. 

Trcatlllcnt 3: fish f(,.'d with the combinut ioll of 
the probiotie bacteria (Bl , B2y 83) during 7 days, 

.. , 0 11 the eighth day A. hlldrophila was inoculatC(l in 
the Anemia (I nri t.hf'n red lo lhe fish. 

," ,. 

,. 
'" For trcatmcll ts 4. 5. and 6, t hc lish "'cerc fed 
, .. with Artemia adults curichcd with t1le diffcrcnt 
,. 
,. 
'" 

," 

probiotie bacteria and A. 111Idrophila was admillis­
trated in the same ",'ay that in the prcvious trcat-
ment. 

2.5. Characterization 01 the signs 01 in-

Table l. Signs snd lesio lls observoo in fish fed 
Anemia inoeulatcd with A. hlldropllila 

(107 ufe j mL) a.nd not probiotics administercd 

A ffcete<! orgs llS 
"'Skin 

Seales 

Fins alld tai! 
Mouth 
" Branchia 
"'Eycs 

Body 
Appctite 

Signs 8ud lesion5 
Ulceratcd, discolorod , 
with mucus 
Erodcd , desquama-

Bchavior 
"Swimming 

DigesLh-e tr ~ 
Kidncy Hcmorrhagie 

~~ Dcstroyed ~
LBil' ~~ : 

j uri,.,.¡ nhs(' nlF.(1 nn fh,. fish ~ 'f''''' ~ ~ --c --- ' - --------

~ 
.. , s wcrc shown '" 

24 hrs aftcr tILe admi ll istration of thc pathogen, ' most common sigus of infcction 
mortality, ehangcs in bchavior, and signs of D ,. 

,. 
,.. jurics 0 11 thc skin werc obscrvoo earcfully, wi 
,,, thc objcctivc of devdopillg a clillic history. Q) ,. 3. R esul ts 

2.6. Pathogen recovery r~ ,. ,. 
' M To ensure thut A. hydrophila wa.. ~ ~ a[ agcnt ,., 
'lO lhat pmclnecd the infl'ction a ~ O ~ fish 's death. 
,., SRmplcs wcrc takcn frOIll ~ ' 1 ies 8nd kid neys .. ' 
' . 1 of the discascd anima ~ pI wcro placcd Oll 'IJ 

'IJ a TeBS lIlooiulll alld cer ' atoo aftcrwards Oll , .. 
'.. BHI medium. Thr© of A. hlldrophll4 w!\s ," 

fi 
,. 

'M con lrlne<! on ~ 1Il es lSing lhe PCH iechnique 

,.. d CSC ~ i b pr io ' : 

,., 2. 7. tical analysis 
'" ,. 
'" 

8.1. Signs 
fish 

and lesions presented by the 

24h after lile pathogcn administration, the infcc­
tious proccss begall in thc trcatments wilerc no 
probiotie W88 admillistratoo , Characteristic signs 
of Icsions and illness that \\'ere obscrvcd are sllown 
0 11 Table 1. Whell makillg tlle statistieal nnalysis 
usillg tlle Canonical discriminant fUIICtiol1s (stan­
dardizcd by within varianccs), it was oollsiderOO 
tILat the infcction siglls that dcvelopcd t lle most 
after the pathogcn administration .... 'Cre: hcmor­
rhagk gills and cycs, irreglllar swim and skin le-

'.. '1'0 dctcl'lII illtl which orgall of the tisb were lhe 
'M lIloot affeoctNl by the inol'ulation of A. hydrophila 
11. a discriminate 8nalysis was performcd. T hc fol­
," lowing \'l1riables were cOllsidercd: ooloration. skin, 
,n sc ak ~. tins and tail. 1H0uth, gills. eyes, body, S ..... l tn­

'" ming, bchu\'ior, digestiV'C tube, kidncy, liver , 6""illl­
". millg bladder, bile vcsic1e, heart , gonads sud t he 
'lO grade of injuries: O whcll no damage or injuries 
' lO \\cere observcd, 1 was associated with minar dalll­
m age, 2 with major damage aud 3 with SC\'Crc dam­
, .. age. 

.., sions. 

". 8. 2. Survival 

If. Thc inoculation of A. hydrophila in the fish that 
'" wc re IIOt roo with t he probiotics causcd a mortality 
'.. of morf' Lhall 90% of Lhe organisms, Y.'hile tile fish 
'07 teied with the diffcrenl Bacülus strains rcsistcd 
,. the pathogcn administration better wit h a survival 
," betv.'ccn 88 nnd 100% (Fig. 1). 

WtI1W.am idiq.ory 3 
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-

"1 
.' -

Fig. 1: Survival of P. soo.larf! fed probiotic strains 
and inoculated with A. hydrophtla. 

:Ui, Pathogen recovery 

JO, A. Ilydrophila was foulld in evcry samplc gath­
,., croo frOIll tile infected lcsions. This microorgfU1-
., ism was identified by PCR by amplifying a 400-bp 
,... fraglllent that corrcsl>ondcd to IlI1 A. hlldrophüa 
10S posith'e control, t hereby ronfirming the pre!>ellce 
JOI of the pathogcn und its rclationship with t hc in­
lO' ft.'ct ious process in the fish Ilot fed the prohiotic 
JOI strnins (Figs. 2 and 3). 

-
, .. 
,.. 
'" ,.. 
". 
'" , .. 
'" 
m 
,.. ,. 
'" m 
,.. 
~ 

m 

~ 

m ,. 
~ 

,. 
'" ,. 
m 
,. 
,. 
,. 

4. Discussion D 
Differcnlstlldics have demonslrnted the ~' 

ity of differem microorganisms lO impr ~ t ~ 
survival during thei r culturc (Gatcso l ~~ . Gul­
¡illn et al., 2004; Venkant et aJ. , ~ . B heri et 
al.. 2008). In ngrcclllcnt with tlle t: . 1 work the 
use of the probiotic strains B ~ 83, ¡solat-
00 fTom thc digestive tr act ~ . -r are, uscd in an 
individual way or in 35' 1 ed ay they rcmark­
ably impro\'oo the sur iva f his cichlid, showing 
highcr rcsil iellcc t ~ ulation of A. hlldrophi- III 

la. The s urv ~ \ e as of 100 % in thc trcal- 1M 

mCllts , a ' lC combillutiOll of tite t hrce »t 

bucte ia. ¡csc 'ul ts improvcd those obtailloo ,.. 
by , ínez t a (2008) who infected tilapias with .. , 
differen ogens, I\fter t he challenge with l.he :1-11 

l)flthogenic bacteria, the highest sun'ival was ob- .. , 
lainoo in those trcatmellls that the supplement )<.O 

Bacillussp. alld Lacto Bacülus ca8ei in compari- "" 
son the trcatment that was Ilot given any bucte- ... 
rio. (control). Gatesoupc (Hl94), illlproved the sur- :u, 

,'ival of ScophUuJ.lmus manmw larvae whell ga"c , .. 
thclII acid lact ic bacteria; Lara ( HI!)9) carricd out ... 
an investigatioll on t he effect of three differenL pl'o- ~ 

biotics foo to 'J'tl/lPllt IHMtit;a (O,'COChromu niloti- ,., 
etc .. ) subjeclt.-d lO d ifferent stress conditions. ob- :a> 

tailling the bcst rcsults in growth flnd sun'ivnl >l. 

with the addition of Saccharomyces cerem..'we. lSO 

400 pb 

Fig. 2: PCR for thc dctoctioll 
drophila 1) positivc colltrol, 
3) molecular i 
fragmcnts of A. 
fish . 

"­control, 
DNA 

frOlll k.idney 

pb 

Fig. 3: Identifico.tioll of Aeromona.s hlldrophila 1) 
molecular weight marker, 2) positivc control, 3 
and 4) samplcs of branchia lcsions, 5) sample oí 
digestivc tract, 6) sample of kidney, 7) Negative 
control. 

On ill\"CStigations on the use of probiotics for 
the pathogens excl\lsion in aquaculture Aly et al. , 
(2008), mention tile cxclusion of Aeromouas hilo 
drophila with Bacillus .. ubtilu a nd Lacto Bacillus 
acidophdlus in Tilapia nilotioo. Ho ..... evcr conccn¡­
ing to l he use of specific probiotic stmi ns for or­
namenta.! fish few studies have heen made. This 
ill':estigatioll reports the first advaUce!i on the use 
of bacteria isolatoo from the digcsti\"c tract of P. 

sealare with probiotic c3pacities; ornamental fish 
of great collllllerclsl importancc t hat has bcell af­
fccted by infcctious proccsscs in tbosc that fre­
qucntly hilS bren isolatoo bacterias like A. hll­
drophüa (Cipriano et aL, 1984; DixolI and Issvo­
mil, 1993, Bacz el al, 2008). The results obtainoo 
in this work are vcry ellcouraging bccause thcy 
dcUloll~trlj.te t he li\".:: a.lIt3g0Ili~tic c!T<."Ct of the three 
strains of 8acil/w sp. setting them as specific pro-

4 www.anudlq.org 
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biotics for P. sculare due to lhe faet thll.t thcy do 
lIot allow the devclopmell t of t he iufcction prl? 
ccss in tile treatmelllS whcre this bacteria was -

,.,. I"Idlllinistrntoo, also, II.fter concludillg the experi­
IIICllt tlleir pr~lIce wm:; \'crified inside the digl.'S­
UVC traet of too fish which confinns lhcir capac­
ity to adhere to t ile digcsti"W} tract. sud thcir al1-
tagonistic potelltiul. Thercfore it is rccommendcd 
the use of this strains thot where isolatcd to bat--

.' -'u 

'" 

Bagheri, T., Aliakbar, S., Yavari ,V., Alizade, M., 
Far.t:8nfar , Ali. (2008). Growth, Survival alld 
Gut Microbial Load of Rainbow Trout (On­

chorh¡¡nchus myki8s) Fry Gh'cn Diet Sup­
plclllcntoo with Probiotic during the Two 
MOllths of F'irst F'ccding. Thrkish Joumo1 of 
Fisheries and Aquatic Sciences 8, 43--48 

Cipriano, R. C., Bullock, L., Pylc, S. W. (1984). 

Aeromon4S hydrophiJa and moti ~~ n-tle ogninst illllcsscs like helllorrhagic scpticcmill 
100 causcd by A. hydro¡¡/¡i1a which occupics a high­

lighted plAce due to the ccollomicallosses of those 
that produce spccics that are spccially important 

'" 
'" fld septicl\.elllill. of fi sh. U.S. Fish a Id' h 
,,, Scrvicc, Fu/¡ D Jsell!Je~ Ú!aflet , ') . 

... Dixon, B. A. , Iss\"oran, G. (19 actcrial 

m 

'" 
,,, 

~lwh H .. " ,,"hH()l1~, fi<n11ldel"l;, blUil;t.. .... 01" seu L~s, 

(11i101lgst SOlnC other and a great Ilumbcr of or­
namcntal spccics (Sumawidjaja et 01. , 2001 ; RI? 
driguez, 2002; HarikrÍ5hnan /l.nd BalflSundarnm, 
2005). 

Acknowled gements 

'" drug resis tance in A ~ ¡aS spp. isolAtcd 
JI> from domestic goldfi n oi from Cal-
... ¡fornia. J oumo1 ~ acwture Society 
m 2-1, 102-104. 

,,, Gatcsoupc, F ~ . 994). L ctic acid bacteria in-
>21 cre asc ~ " .ance of turbot ¡arvae, SCClph-
., ~ It 'm, against pathogcl! ic Vib-

This work is plU1. of the doctoral thesis of first m ~ o. . . Living ResouT"Cl! 7, 277-282. 
". 8uthor, IIlscnbcd il! the Ph .D. program in Bil? 
'lO IO,l(ieal Scienccs from t he Universidad Aut6nomu J" G ~ l' .. T hompso.n, ~ ~., Rodríguez, J .( 2004). 
"., MetropoliUU\8 and fu ndoo by the Nstional Science m QJ . t.lon of p r ~blotlc bacteria and study of 
,ro and Tccllllology of Mcxico(CONACyT) Record'" lelr 11l1llUlI06tllnulatory effed 111 Pennaeus 
,It 200491. :C;' annamel. Aquaculturf! 233, 1-14 

, GÓmcz, G. B , Roque, A. (1998). Sclectl011 of pro-

,., R eferences ~ blOtic bacteria for use in aquaculture. pag 

ro, Abraham, J. T. , Shanmugham, S.A .. '11 ., >JI Biotechnology. ProcecdingtothespccialScs--~ 
no 174 iIlT.W. Flegcl, editor. Avallce~ ir¡ S/¡rimp 

. , 

., 

-
. , 

Palaniappall. R.. , Dhe\'clldarara .J 1)">2 sion on Shrimp Biolhccllllology 5th Asian 
Biocontrol ofshrimp bacter ~~ ell s us-- m F'is)¡erics Forum Chiengmai , Tnilulld . 
illg pClIaeid larvac assoc ~ ' ~ teriuJlI , AI-
tcro1llonflS sp. Joum ~ quacuUure i1l /lU! no Harikrishnall, R... , Balasundarslll, C. (2005). Mod-
Tropics 16, 11-22. ... en} trends in AcromonflS hydrophila disease 

~ 
_ lllllllsgement with fis h. Reviews i1l Fishcriell 

Aly. M.S .. Ahmoo ~ ' A. ., Gharcch, A. A. A. , Uf Science 13, 281- 320. 
~ l oallll1oo, ~ . d ). Studics on Bacll-
lu" 8Ub5 " u acto BacllIus acidopliilus, m rrianto, A., Austin, B. (2002). Use of probiotics 

no LO control furuncul08is in rainbow trout, On-t . a obiotics, 011 l he immUlle re-
~Jlom • . al\( csistallCC ofTilapia Il ilotica (Ore- ... CClrhynchus mykisll (Walbaum). JoumaJ. Fish 

mm niloticus) to ehallclIge infe<:tions.'" DisClUJes 25, 333--342. 

SIJellfish Immlmology 25, 128 -13G. )11 JamCSOll, J .0. (2003). Role of probiotics in tlqU8-

Bacz, H. R. , ?\ Iagi, G. E. , Balboa, S., Barja. J. L. , 
Bomalde, L. (2008). Dcvclopment of a PCR 
prolocol for the dctcction of AervmonQS 1f01 ~ 

monicida in fi sh by amplificlltion of the fs­
tA (rerríc ~idcro phofe receptor) gellc. Veten­
nary Aficrobiology 128, 3386-39'1. 

BulnLzaf, .1.1,. , d,' Alas, l. , R.lliz-í'.ar/.lI t'la , l., (:U1I­
ningham. D., Vendrel1. D., i\lúzquiz. J.L . 
(2006). The role of probiotics in aquaculture. 
Vetcnnary Microbiology 11-1, 173-186. 

)ll culture practiccs. Pishing Chime~ 29, 9. 

., 

LarR, ~1. (1999). Efecto de lu utilizaci6n de prl? 
Lióticoo 1::11 111. alimentaci6n de la T ilapia lIi~ 
tiCA (Oreochromus niloticus) sometida a difer­
entes condiciones de estrés. Tesis de Mo.estría. 
Centro de /nvesllga ci6n y Estudios Avanza­
dos del !.P.N. Unidad Méridu., ~"é r iJa Yu­
cutáll , t.réxico, (j7 pp. 

~raoo8, M. (1994). Biocontrol of t he lan.'OO renr­
illg biotopc in aquacultufc. Bulletin of /he 

1LIWW.amldiq.org 5 



o. 

•• 

'" 

no 

n. .. 
OH 

-
---oo. 

'0 

•• 

•• 

6 

M.C. Aflmroy-Dosta et al. / RevistH. r.. lex il·IlWl de 1 1l~\pt!if'rfa. Qnfrniol Vol. 9, No. 1 (2010) XXX-XXX 

National RellM rch /nstitute 01 Aquaculture .. , 
/ , 71-74. _ 

grOWIl in fish Ílltestinal muew;. FEMS Miero­
biology Lelters 291, 145-152. 

Marti llC2, A.O. , r-. lora,J. L.,Moller,N.O.(2008) . Ois- _ Westcrdahl, A., Olssoll , J., Kjc llcbcrg, J. S. y 
cases of Ollcorhynchus mykiss o.n d Inmune ... Conway, P. (1991 ). lsolatioil Ilnd ch o.racter-
cllhallccmcllt by probiotiC'i. FiJh ami She/l- oo' ization of turbot (ScophtalmUoJ maximus) as-
[(Sh Inmllnology 16, 425-452. _ SOCiflted bacleria witb inhibilory effect.s agaillst 

_ Vibno flllguillarom. Applied find Eflvimnmen-
Martínez-Murcia, A. J. , Benlloch, S .. CollillS, M .• ,. tal M' b'ology 57. 2223-2228 

O. (1002). Phylogenetie interrelo.tionshipsof tero 1 , . ~~ 
IIlcmbcrs of t he gencra AcrolllollllS and PIe-
SiOIliOllas as dctcrmine<1 by IGS ribosomal 
ONA scquencillg: lack of C()ngrucllC(! ""ith O 
rcsullS of ONA-DNA hybridizations. Inter- ~ 

71atio7lal Joumal 01 Systematic Bacterio/ayy ~V 

i2. 1"2- 421. 

Nikos.kclnincn, S. A. , Ouwehand, a., Bylund, S., ~ 
Sahnillcn, S., Lilius, E. M. (2003). Inummc 
cnhum:clUcllt in rainbow t roul ( OllcorlivnchtJs ~ 
myl."'tS.'I) by potcntial probiotic bacteria (Lac-
to 81lc111lls r}¡omllostJS). PlSh Sellfish Immunol- , " ' 

R cn;;t~,s 44~" :::"m ,,, o ,,, , S., P;y,ümtit;vo- ~ 'U 
rakul , S. , Mcnasavcto., P. (2000). humunily QO~ 
cnhancclllcllt in bla.ck tiger shrimp (Pel'loetJS 
J1jonodon) by n probiont bacteriulIl ( 8a ~ . 
Sil) . AquucultuJ'C 191 , 271-288. 

Rodríguez, ~ I . C. (2002). Frecuencia de aisl . 
todc A eromonOShY d rop/¡ilaapn r ~ · r . c . I!. 

to digcsth'o de OrechromiJ atJr"e t i al 
cn culth'o y del agua en que ~ n" on­
greso Iberoamericano V irt1J n~ ictJltl1m 

G/VA 2002, pp. 947- 9 ~ "-J 
Singll, 1.S.8. , Jaya p r ~ , ~ . , Somnath, P. 

(2001). Autagon' 'c a ,terla as gut probi-
oties. I P 2". p. 5. tional \Vooo/¡op on 
Aquaculture . " January 18- 20, 2001. 
A bstra ~ C ~ 11, SES, CUSAT , l ndin. 

SUII wi . Ja, ' . . idlllan, M. , Hardosjo\\'Oro, S., 
nlut. , . ( 1). HemorrhagicdiscflSeoffish: 

oot rcport of tilc tealll for discasc COII­
trol. ogor AgricuittJral Univer.'lit1l, Bogor, 
Indonesia. I - 115. 

Vcnkat , H. K. , Salm, N. P., Jai N, K. K. (2004). 
Effect of feediug Lacto Bacdlu.t- bascd prl> 
biotic on the gll t lIlicroflora, growth !\Ild sur­
vival of postlarvac oC Macrobrac/¡itJm roscrt­
berypl (dc ~ I a ll ). AquuCtcltur'C RCSMrch 9S, 
501·507. 

Vinc, N.G., Lcukcs. \V.O., Kaiser, H. (2004). In 
\'itru ~rowL h charactcristics of fi \'c Cl:lndidate 
a fl \l1\(' 1l1~ nre probiotits III\(\ t ","O f'ill h palhogcns 

www.amidiq.ory 



Editorial Manager(tm) for ¡ournal ofFish Biology 
Manuscript Draft 

Manuscript Number: MS 09-708 

Title: Location ofproblotic bacteria In the dlgestive tract of Pterophyllurn scalare 

Short Title: Location of probiotlc bacteria 

Article Type: Regular paper 

Keywords: Artemia, Bacill us, probiotlc, Pterophyll um scalare, lmmunohistochemlstry. 

Corresponding Author: Msr Marfa Del Carmen Monroy Dosta, Ph.D 

Correspondlng Author's lnstitution: Universidad Autónoma Metropolitana 

First Author: Maria Del Carmen Monroy Dosta, Ph.D 

Order of Authors: Maria Del Carmen Monroy Dosta, Ph.D; Talia Castro Barrcra, Doctor; Héctor Herrera 
Gutierrez, M.; Saúl Cortes Suárez, Magister 

Abst raet: The objectives ofthis work were to test the ability ofBacillus stra ins (B1, B2 and B3) to 
colonise the digestive tract ofthe angelfish Pterophyllum scalare and to detennine the si tes of 
colonisation in the epithel ium ofthe digestive tracL Using immun oh istochemical tcchniques and 
bacteriological analysls, we observed the presence and pennanence orthese probiotics after the initial 
feed ing periodo The crustacean Artemla franciscana In the adult stage was used as a vector forthe 
deJivery of Bacillus strains. Fou r t reatments wlth three repl icates each were perfonned over 60 days. 
The bacteriologlcal analysis ofthe dlgestive tract showed that the B2 straj n presented greater average 
CFU/mL values throughout the experiment 8acteriologieal analysls ofthe facees demonstrated chat 
the 83 strain has a high degree of colonisation and eompetltion within the dlgestlve traet of P. sea lare, 
as this strain produccd 120 CFU/mL up to the sixth week. After the initia l feeding period, this strain 
remained detectable unti l the 10th week. 
Histologieal analyses ofera nsverse sections of the foregut ofangelfish indicated a gut lumen diameter 
ofapproxi mately 110 ~ m and microvilli with an average length of24 11m. Immunodetection confirmed 
the presence ¡¡nd location ofthe Baci llus strains that were administered in the fi sh food, with positive 
stainlng in the microvilli and in the lumen ofthe foregul These results demonstrate that the three 
strains are abl e to eolonise the digestive eract ofangelfish. Strain 82 has a highereapacity fo r gut 
eo lon isation when glven dally through the food. while the 83 strain remains longer in the digestive 
tract after the eessation of administration through feeding. These data suggest that the use of mixed 82 
and 83 strai ns should produce the best results for eultivation ofthis fish and optimise the time 
between administrations of the food supplements. 



Location of probiotic bacteria in the digestive tract of Pteroph 

2 Loeation of probiotie bacteria in the digestive tract of Pterophyllum 

3 sea/are 

4 M. C. Monroy,' T. Castro ', H. Herrera, 2S. Cortés2 

5 

6 Universidad Autónoma Metropolitana-Xochimilco, ' Departamento El 

7 Hombre y su Ambiente, 20epartamento Producción Agricola y Animal. 

8 Calzada del Hueso No.1100, Col. Villa Quietud, México, 04960, O. F. 

9 

10 

11 The objectives of this work were to test the ability of Bacillus strains (81 , 

12 82 and 83) to colonise the digestive tract of the angelfish Pterophyllum sea/are 

13 and to determine the sites of colonisation in the epithelium of the digestive trac!. 

14 Using immunohistochemical techniques and bacteriological analysis, we 

15 observed the presence and permanence of these probiotics after the ¡nitial 

16 feeding perlod. The crustacean Artemia franciscana in the adult stage was used 

17 as a vector for the delivery of Bacillus strains. Four treatments with three 

18 replicates each were performed over 60 days. 

19 The bacteriological analysis of the digestive Iract showed that the 82 strain 

20 presented greater average CFUlmL values throughout the experiment. 

21 8acteriological analysis of the taeces demonstrated that the 83 strain has a 

22 high degree of colonisation and competition within the digestive tract of P. 

23 scafare, as this stra in produced 120 CFU/mL up to the sixth week. After the 

24 initial feeding period, this strain remained detectable until the 10th week. 



25 HistoJogicaJ anaJyses of transverse sections of the foregut of angelfish indicated 

26 a gut lumen diameter of approximately 110 IJm and microvilli with an average 

27 length of 24 IJm. Immunodetection confirmed the presence and location of the 

28 8acillus strains that were administered in the fish food, with positive staining in 

29 the microvilli and in the lumen of the foregut. These results demonstrate that the 

30 three strains are able to colonise the digestive tract of angelfish. Strain 82 has a 

31 higher capacity for gut colonisation when given daily th rough the food, while the 

32 83 strain remains longer in the digestive tract after the cessation of 

33 administration through feeding. These data suggest that the use of mixed 82 

34 and 83 strains should produce the best results for cultivation of this fish and 

35 optimise the time between administrations of the food supptements. 
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51 

INTRODUCTION 

52 In recent years, aquaculture has advanced significantly in the production 

53 af a wide variety af aquatic organisms for both human consumption and 

54 ornamental use. In Mexico, approximately 9.5 mili ion ornamental fi5h are 

55 produced each year (APPOEM, 2007). One of the mast successful ornamental 

56 species i5 the angelfish, Pterophyllum sea/are . a cichUd native to the Amazon. 

57 This species has become popular throughout the world , has great economic 

58 potential. and is currently among the species with the highest demand in the 

59 market (Campos el al., 2001 ; Soriano and Hernandez, 2002; Zilberga et al., 

60 2004; Agudelo. 2005; Pieza .t at .. 2006). 

61 The intensification af fish production and the lack af control af the intemational 

62 trade 01 live aquatic organisms and products derived from these animals have 

63 resulted in the mobilisation 01 a large number of organisms, and as a result the 

64 transport of pathogens that can have catastrophic effects under different 

6S envi ronmental conditions. These include the development of serious animal 

66 diseases, zoonoses, environmental impacts and economic losses (Verschuere 

67 el al., 2000). This has prompted the search for alternative methods for the 

68 control of disease in 1ish. Bacteriological control strategies based on the 

69 employment of probiotics to competitively exclude pathogenic microorganisms 

70 and to stimulate the immune system are interesting alternatives to the use 01 

71 antibiotics and chemotherapy and have produced promising initial results 

72 (Gullian et al., 2004). Probiotics are microorganisms that promote the well-being 

73 of the host upon entry and remain alive within the host for a long period of time. 

74 The duration of colonisation is subject to va rious facto rs such as the ability to 

J 



75 adhere to the surface of the intestinal epithelium and the production of 

76 substances that antagonise pathogenie mieroorganisms. Adhesion to the 

77 epithelial eells of the intestine is an important prerequisite for the eolonisation of 

78 probiotie strains in the gastrointestinal traet. Fixation onto epithel ial surfaees is 

79 determined by a series of surfaee struetures or maleeules knawn as adhesins 

80 and is aehieved by a slow flow of the prabiotie through the digestive traet. The 

81 ability of epithelial eells to group together with probioties allows for the formation 

82 of a barrier that prevents the eolonisation of the digestive traet by pathogenic 

83 mieroorganisms (Reid et at., 1988; Boris et at .. 1997; Del Re et al., 2000; 

84 Balcazar. 2002). 

85 

86 The diffieulty af studying bacterial colonisation in vivo has led to the 

87 development of different in vitro techniques such as microscopy and molecular 

88 analysis (peR, FISH and DAPI). In this work , the objeetives were to determine 

89 the eolonisation sites of Bacillus strain probiotics in the epithelium of the 

90 digestive traet of the angelfish P. sea/are using immunohistochemical 

91 techniques and to determine the presence and permanence of probiotics after 

92 the initial feeding penod using bacteriological analyses. 

93 

94 MATERIALS ANO METHOOS 

95 

96 MICROORGANISMS 

97 The three strains usad in this study were previously isolated from the 

98 digestive tract of P. seatare. Note that molecular testing indicated that these 

4 



99 probiotics are three different 8acillus strains; therefore, we assigned them the 

100 names 81,82 and 83 to faci litate handling during experimenta l procedures. 

101 

102 PREPARATION OF THE PROBIOTIC 

103 

104 Using sterile technique, a sample of each 8acillus was inoculated ¡nto 500 

105 mL of culture in soy broth medium tripticaseina (TSA) and incubated at 30 oC 

106 for 48 hours or until the culture reached a density of 10 7 CFU/mL. A JENWAY 

107 6400® spectrophotometer was used to measure the absorbance of cultures at 

108 620 nm, and measurements of CFUfmL were performed. The relationship 

109 between the oplical density of the culture and the CFU/mL value was in 

110 accordance with Gullian (2001). 

III 

11 2 

11 3 INCORPORATION OF THE PROBIOTIC INTO ARTEMIA FRANCISCANA 

11 4 ADULTS 

11 S In this experiment, the adult crustaceans of the species Artemia 

116 franciscana were used as a vector. In a glass containing 200 mL of previously 

117 sterilised water, 50 Artemia adults were inoculated with 10 mL of the probiotic at 

118 a concentration of 10 7 CFUfmL for 30 minutes. Aftar this time, the digestive 

119 tract of Artemia adults was completely full of bacteria, as determined 

120 microscopically with an Olympus-zx12. Subsequently, Artemia was filtered 

121 Ihrough a light 2.0-mm mesh and fed to the fish . 

122 

123 FEEDING PROGRAM 

5 



124 In Ihis sludy, 150 juveniles from Ihe angelfish species Pterophy/Jum 

125 sea/are 1acking signs of infeclion or injuries were used. The experimenl was 

126 inilialed after an inilia1 acclimalisalion period of 30 days. Ten fish were 

127 distribuled into each of 12 40 L·tanks, and these lanks were mainlained al 28 

128 oC, pH 7, 5 mg/L dissolved oxygen and 0.3 ppm of nilriles using Ihe HACH 

129 system (Model DRJ850 colorimeter 2000). The faeces and tood waste were 

130 extraeted daily lo maintain the quality of the water. 

131 

132 Treatments: four treatments were performed with three replicates of each 

133 treatment over 60 days. 

134 Treatment 1 batch control: fish fed with Artemia, without probioties 

135 Treatmenl 2: Fish fed with Artemia enriched with 81 

136 Treatment 3: Fish fed with Artemia enriched with 82 

137 Treatment 4: fish fed with Artemia enriehed with 83 

IJ8 

139 COLONISATION OF THE FISH INTESTINAL TRACT BY THE PROBIOTICS 

140 B1, B2 ANO B3 

141 

142 To detennine the location and viability of the three probioties in the 

[43 digestive traet of P. sea/are , we performed a baeteriologieal analysis using the 

[44 methodology of Riquelme el al. (2000). Every 15 days 5 fish from eaeh 

145 treatment group were taken al random and were maintained in fasting for 24 h; 

146 after this time, the fish were anesthetised with tricaine methane sulfonate (0.1 

147 giL) for one minute. An ¡neision was made with a scalpel, eutting on top of the 

148 lateralline from the opereutum lo Ihe base of the caudal fin . The digestive traet 
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149 was extracted, washed several times with distilled water to eliminate faecal 

150 waste and then was placed in a straight glass tube with 9 mL of steri le distilled 

151 water and homogenised for 5 minutes. With this homogenate, serial 1:10 

152 dilutions of 0.1 mL were inoculated anta boxes with agar and selective media 

153 (MRS and TSA). The boxes were incubated at 35 oC for 72 h. 

154 

155 ANALYSIS OF THE FAECES SAMPLES 

156 

157 After the feeding period with the different probiotic strains, a 

158 bacteriological analysis of the fish faeces was performed to establish the 

159 survival time of bacteria in the digestive tract after the cessation of feeding . To 

160 quantity the levels of probiotics, 10 to 50 mg of the faeces from each aquarium 

161 were collected each week and filtered through a sterile filter paper (Millipore) in 

162 order to remove excess water. These samples were then homogenised in 10 mi 

163 of phosphate buffered solution (PBS) and a ten·fold dilution series was 

164 inoculated onto plates of TSA agar and incubated at 20 oC for 24 hours 

165 (Thitaram el al., 2005). After this incubation the colonies were counted (CFU) 

166 and the morphological characteristics and Gram reaction sensitivity of each 

167 bacterial group was determined. AII determinations made in duplicate and the 

168 counts were performed over 10 weeks. 

169 

170 ADHESION OF PROBIOTICS TO FISH FOREGUT 

171 

172 The adhesion test was performed using immunohistochemical techniques. 

173 The samples were fixed in 10% phosphate buffered formaldehyde solution 
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174 (PBS). The slides were pre-treated with 3% 3 aminopropyltriethoxysilane 

175 (Sigma ¡aboratories). Subsequently the samples were processed using routine 

176 histological teehniques and embedded in paraffin. Serial seetions of 5 ~ m were 

177 cut, and the slides were heated to 60 oC for 10 minutes. After remova l of the 

178 paraffin, the following washes were performed: 3 washes with xylene for 5 

J 79 minutes each, two washes with 10% alcohol , two washes with 70% alcohol and 

180 a final wash with distilled water for five minutes. Immunostaining was performed 

181 using the ImmunoCruz Staining System kit following the manufacturer's 

182 instruetions (Santa Cruz Biotechnology, USA). The primary antibody used was 

183 anti-Baeiflus SP (HRP) diluted 1 :20 (Affinity bioreagentes, USA) and GiII 

184 haematoxylin was applied for five seconds as a contrast reagent. 

185 

186 RESULTS 

187 BACTERIOLOGICAL ANAL YSIS OF THE DIGESTIVE TRACT OF P. 

188 SCALARE 

189 Bacteriologieal analysis indieated that the three strains of Baeillus colonise 

190 the digestive traet of the angelfish P. sea/are, when TSA medium was used to 

191 insure the morphotype characteristics of the bacterial supply. The strain 82 

192 produced higher average va Jues of CFU/mL throughout the experiment (Figure 

193 1). 

194 

195 BACTERIOLOGICAL ANALYSIS OF THE FAECES 

196 The bacteriological analysis of the faeces established that the 83 strain 

197 has a high degree of colonisation and competition within the digestive traet of P. 

198 sea/are, and average counts aboye 120 CFU/mL were obtained up to the sixth 

8 



199 week; after the end of the feeding period, its presence was detectable until the 

200 tenth week. The 81 and 82 strains produced averages of 70 and 30 CFU/mL, 

20 1 respectively, in the sixth week. From the eighth week on these strains no longer 

202 produced colonies and bacteria of different morphotypes grew (Figure 2). 

203 

204 

205 ADHESION OF PROBIOTICS TO FISH FOREGUT 

206 

207 The histological sections of the angelfish foregut were examined. The gut 

208 lumen was 110 ~m in diameter (Figure 3a) and the intestinal vill i were 24 ~m in 

209 length on average (Figure 3b). A cylindrica l epithelia l lin ing of monostratified 

210 ciliated cells with folds conformed by a mucous and one submucous spiral was 

211 also observed. These sections show that there are abundant caliciform cells 

212 and Crypts of Lieberkün in all the villi (Figure 3c). 

213 Figures 4a and 4b shows a positive staining of Baciflus in the lumen of the 

214 intestinal tract and on the intestinal microvilli. 

215 

216 DISCUSSION 

21 7 

218 Numerous bacterial strains used as probiotics have the ability to adhere to 

219 the epithelial cells and the intestinal mucus of fish, and this property has made 

220 probiotics significant in aquaculture. This adhesion is a complex process that 

22 1 involves the membrane of the bacterial cell and its interaction with surfaces. 

222 Several authors have investigated the compasition, structure and interactions 

223 related to the adhesion 01 probiotics to the intestinal epithelium (Green and 

9 



224 Klaenhammer 1994: Pelletier el al., 1997; Perez el al., 1998: Del Re el al. . 

225 2000; Kas el al. , 2003). Furthermore. it has been shown that bacterial strains 

226 not only adhere, but remain in the gastrointestinal traet for severaJ days. as 

227 demonstrated by the analysis of the faeces. This study focused on the capacity 

228 of Bacillus bacterial strains 81 , 82 and 8 3, ¡solated from the digestive trael of P. 

229 sea/are , to colonise the intestinal trael and maintain a significant presence there 

230 10 weeks after the administration of probiotic cells. 

231 The bacteriologícal analysis showed thal the three probiotics were capable 

232 of colonising the intestinal tract. There are differences, however, in the number 

233 of cells from eaeh strain over time. On the 30th day of the experiment, the 

234 number of ce lls from the 83 strain was higher than the others, while 45 days 

235 laler Ihe 62 slrain had more eells. At this point, Ihe 62 strain produeed 65 

236 CFU/ml and remained dominant over the other two strains until the end of the 

237 experiment, demonstrating that 82 strain better eolonised the digestive traet of 

238 the fish (p >0.001) and would dominate while the fish were provided the 

239 probiotie supplement eontinuously. Some previous studies using probioties with 

240 aquatie organisms have shown that even when different probiotie strains that 

241 can al! co lonise the intestinal traet are provided, there wi ll always be some 

242 strain tha! dominates and produces more eells over the inoeulation time course 

243 (Gildberg el al., 1997: Ringo and Vadstein, 1998; Ringo, 1999; Rengpipat et al., 

244 2000; Nikoskelainen el al., 2003; Gullian el al. , 2004; Maeey and Coyne, 2006). 

245 Regarding the persistence of probiotics in the digestiva traet of the fish after 

246 cessation of the administration of probiotics in the food, the 83 strain was 

247 observed to produce the mos! cells until the 10th week. The presenee of these 

248 probiotics in the faeces manifested their high potential for colonisation of the 

10 



249 digestive traet af the fish P. scalare. This is not the case for other aquatic 

250 organisms, such as the Abafane. a mollusc that show a very marked decrease 

25 1 of probiotic cells in the first and second day after cessation of the administration 

252 of toad with probiotics , showing very low amounts of these ce lls in their faeces 

253 (p<0.05) at 15 days (Macoy and Coyno, 2006). 

254 Immunodetection tests confirmed the presence and location of the Bacilfus 

255 administered through Artemia, with positive staining in the microvi lli and in the 

256 foregut lumen af the angelfish ; Makridis el al. (2001) also used 

257 immunohistochemical techniques to demonstrate the presence of Vibrio in the 

258 lumen and microvilli af the intestinal tube of Hippoglossus hippogfossus (sea 

259 bass) larvae 10 days after supplementation of the bacteria, which were also 

260 bioencapsulated in Artemia, was stopped. 

261 The results of this work show that the three strains used in this study are 

262 able to co lonise the digestive traet of the angelfish, but that strain 82 has higher 

263 eapacity for colonisation while being given daily through food , while strain 83 

264 remains longer after its administration to the fish has ceased. From these 

265 results we suggest that using a mixture of the 82 and 83 strains eould provide 

266 better results for the culti vation of this fi sh and optimise the time between 

267 administrations of the toad supplement. 

268 
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If 'Yes', have \ ou suitably describcd Ihcse in your manuscrípl? 

Qucstion 7: lfthc proccdurcs causcd more ¡han slight pain or dislrcss, did you use appropriate sedation, 
analgesia and anacslhesia, with appropriate post-operntivc care? 

v<GI 
NoU' 

W Yes', oulline lhesc, 

Before killing Ihe fishcs anacslhesia ( Xilocaine 20"At) was used 

¡f 'No', did on)' o f your procedurcs involve st.'Jllient, uJl-anacsthelizcd animals paralysed by chernical agents 
such as musc1e rclaxants? 

v" O 
No O 

[f'y cs', nrovide dClails. .... 

Thc Xilocaine al 20% was used as scdlllive 

[f'No', did any ofllle proccdurcs, particularl)' ¡hose thal ill"ol\'c Iclhal endpoints, cause ad"erse effects or 
lasling hann 10 a sentient animal? 

v" O 
No O 

nn s II 111 

To preven! any suffering 10 Ihe fishcs wc used Ihe ;¡¡ilocaine 
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Figure 1. Counts CFU I mL of probiotie bacteria in the digestive traet of P. sea/are 

for 60 days. 

* Different letters show significant differences between groups at each time (p 

<0.05). 



• 

, • , . 
W ElKS 

, 

." 

." ... 

. -

• • .. 

Figure 2.CFU I mL of feces of P. sea/are. Counts of ten weeks after discontinuing 

the feeding of fish 

• Different letters show significant differences between groups tor each time (p 

<0.05) 
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Figure 3 .- a) Transverse section of the intestine of P. sea/are, with a diameter of 

approximately 110 ~m ; b) mieroviUi with an average length of 24 ~m ; e) intestinal 

villi where there is calieifonn eells and erypts Lieberkühm. 

a) b) 

Figure 4 a and 4b. Location of probioties in transverse seetions of digestive traet 

marked with antibodies to Bacillus, in the mierovilli and in the gut lumen. 

* The arrow indicates the Immunostaining positive 


