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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto antagonico de cepas
probioticas frente a Aeromonas hydrophila, causante de la septicemia hemorragica
en Pterophyllum scalare (pez angel). Para alcanzarlo, se aisld 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 probidtico
como: crecimiento en pH acido, resistencia a sales biliares, colonizacion del epitelio
intestinal e inhibicion in vitro de Aeromonas hydrophila. Las cepas positivas en las
pruebas anteriores se utilizaron para enriquecer el crustaceo Arfemia , como forma
de alimentacidn del pez angel, y determinar si las cepas le confieren al pez mejoras
en la sobrevivencia y el crecimiento (longitud total, anchura, alto y peso). Asimismo,
se evalud la capacidad de adherencia de las cepas al tejido epitelial, mediante el
andlisis bacteriologico de una porcion del TGl y heces después de la administracién
de las bacterias. También se determino la ubicacidon de éstas en ¢l epitelio intestinal,
utilizando técnicas de inmunohistoquimica. Por otra parte, se establecié el efecto
antagonista /n vivo de las cepas probioticas aisladas frente a A. hydrophila, para lo
cual se alimentaron peces con Artemia enriquecida con cada una de las tres cepas
que demostraron potencial probidtico (La1, La2 y LA3) y con la combinacién de
estas. Posteriormente, los peces fueron inoculados con Aeromonas hydrophila a una
concentracidn de 1 x 107 ufe/mL. Se caracterizé el cuadro clinico presentado por los

organismos después de la inoculacion del patégeno. Del rindn de los peces que



murieron y de las lesiones producidas por la infeccion se recuperd A. hydrophila,
para corroborar gue el agente causal de la infeccidn fue el patogeno inoculado.

Por ultimo, se realizd la identificacién molecular de las tres cepas probidticas
mediante el aislamiento de ADNr16s. Para ello, se efectud la técnica de PCR
utilizando primers universales 9F (5'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’); E939R (5'-
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC -3) y los primers especificos para B.
thuringiensis: Fw bacill (5'- GTT TGA TCC TGG CTC AGG ATG AAC -3) y Ry bacill
(5'- TGA TCC AGC CGC ACC TTC CGA TAC -3'). Se obtuvo la secuencia genética
hacteriana de cada cepa y se compard, mediante el programa de busqueda de
simifitud BLAST, con las secuencias contenidas en las bases mundiales
(GENEBANK) y se obtuvieron las relaciones filogenéticas de dichas cepas.

Del tracto digestivo de P. scalare se aislaron 108 cepas bacterianas, de las
cuales 20 crecieron e'n pH acido y sales biliares. Solo ires de éstas cepas
presentaron una alta colonizacion del epitelio intestinal y la capacidad de inhibir in
vitro a Aeromonas hydrophifa, por lo que soélo estas cepas fuercn consideradas como
potenciales probidticos para P. scalare. Es importante mencionar que a lo largo del
experimento estas tres cepas se nombraron como La1, La2 y La3, hasta el momento
de su identificacién molecular.

En cuanto al efecto del uso de las bacterias La1, La2 y La3 sobre el crecimiento y
sobrevivencia de P. scalare, se abtuvieron diferencias significativas (P<0.001) entre
los tratamientos en comparacién con los peces alimentados con Arfemia sin
probidticos. Se observd que la cepa La3 promueve mejor el crecimiento del pez

angel, al incrementar la longitud total, anchura y peso en un 50% en comparacion



con el lote testigo y la combinacién de las cepas administradas. La sobrevivencia fue
del 100% en todos los tratamientos. Los resultados del Factor de Condicion indican
que los peces alimentados con las cepas La2, La3 y la combinacion, obtienen una
mejor relacién peso longitud ya que se obtienen valores muy por encima de la Km
inicial en comparacion con los peces alimentados con la cepa La1l y el testigo, que
siempre se mantuvieron por debajo de la Km inicial.

Las pruebas de colonizacion de las bacterias en el fracto digestivo de los peces
indicaron que las tres cepas tienen un alto potencial de colonizacidén 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 establecid que la cepa
La2 fue la que presento mayores valores promedio de ufc/mL (25 a 80), a medida
que transcurrié el periodo experimental.

Con respecto al analisis bacteriologico de las heces, se pudo establecer que la
cepa La3 tiene un alto grade de colonizacion y competencia dentro del tracto
digestivo de P. scalare ya que se obtuvieron conteos promedio por arriba de 120
ufc/mL hasta la sexta semana después de gue se suspendiera la administraciéon de
las cepas a través de Arfernia, en comparacion con las cepas Lal y La2 en las que
se obtuvieron conteos de ufc/ mL con promedios de 70 y 30 respectivamente, en ese
mismo tiempo. Se observd también la presencia de la cepa La3 hasta la décima
semana, mientras que las cepas Lal y La2, a partir de la octava semana no se
obtuvieron las colonias caracteristicas de estas cepas. Los cortes histolagicos

efectuados a ta parte anterior del intestino de pez angel comprobaron la presencia de



las cepas Lal, La2 y La3 en la luz vy las vellosidades intestinales, dando marcaje
positivo de un anticuerpo para Bacillus.

En relacion al efecto antagonista de las cepas frente a Aeromonas hydrophila en
el cultivo de pez angel, los peces a los que se les administro A. hydrophifa y que no
fueron alimentados con probidticos desarrollaron el  proceso  infeccioso,
observandose signos y lesiones de enfermedad como branquias y 0jos
hemorragicos, nado irregular y lesiones en la piel. La sobrevivencia de estos
tratamientos fue del 8%, en comparaciéon con los peces alimentados con las
diferentes cepas probioticas, que obtuvieron mayor resistencia a la inoculacién del
patdégeno y no desarrollaron signos ni lesiones de enfermedad, manteniéndose sanos
hasta la finalizacion del experimento, con una sobrevivencia del 90%.

La secuencia genética obtenida de las cepas probidticas aisladas de P scalfare,
solo nos permitid 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 Laft resultd tener coincidencia con
Bacillus sp.; La2 coincidio con Bacillus subtifis con 99% de similitud; La3 resultd tener
una similitud del 100% con la construccion sintética de un clon del gen BA1990 de B.

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

no identificadas con anterioridad.



ABSTRACT

The object of this study was to evaluate antagonistic effect of probiotics strains
against Aeromonas hydrophila, which causes hemorrhagic septicemia in
Pterophyllum scalare (angelfish). To achieve i, it was isolated the bacterial load of
fish healthy digestive tract 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, colonization of intestinal epithelium and inhibition in vitro of
Aeromonas hydrophila. The positive strains in previous tests were used to enrich the
crustacean Artemia, to feed angelfish, and determine whether strains give the fish ‘“ ]
improved survival and growth (total length, width, height and weight). Also it wag, -
evaluated the capacity of adhesion of strains to the epithelial tissue by analyzing('j_'l_.
bactericlogical a portion of the GIT and feces after the administration of bacteria. Alscl{é )
it was determined their location in the intestinal epithelium using immune-??__.'l_,
histochemical techniques. Moreover, it was established the antagonistic effect in vivo
of probiotic strains isotated from A. hydrophila, for which fish were fed with Artemia © ,_

enriched with each of the three strains that showed probiotic potential (La1, La2 and

LA3} and with the combination of these. Subsequently, fish were inoculated with
Aeromonas hydrophila at a concentration of 1 x 107 cfu/ mL. It was characterized the
clinical description presented by the organism after the pathogen inoculation. From
the kidney of fish that died and injuries produced by infection it was recovered A.
hydrophila, to confirm that the causative agent of infection was the pathogen

inoculated.



Finally, it was performed the molecular identification of the three probiotic strains
by isolating ADNr16s. To this it was carry out the PCR technique using universal
primers 9F (5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'), E938R
(5-CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC -3} and specific primers for B. thuringiensis:
bacille Fw (5'-GTT TGATCC TGG AAC ATG CTC AGG -3) and Rv bacille (5-TGA
AGC TCCTAC ACC CGC TTC CGA -3 ). Gene sequence was obtained of 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
phytogenetic relationships of these strains.

From P scalare digestive tract, 108 bacterial strains were isolated of which 20
grew in acid pH and bile salts. Only three of these strains showed a high colonization
of the intestinal epithelium and the ability to inhibit in vitro Aeromonas hydrophila, so
only three of these strains were considered as potential probioticos for P scalare. It is
important to mention that throughout the experiment these three strains were named
as La1, La2 and La3, until the time of molecular identification
As for the effect of the use of La1, La2 and La3 bacteria on the growth and survival of
P scalare, there were significant differences (P <0.001) between treatments in
comparison with fish fed with Artemia without probiotics It was noted La3 strain
promotes better the growth of the angel fish, by increasing 50% the total length, width
and weight compared with the control group and the combination of the strains.
Survival was 100% in all treatments. The results the factor of condition indicates that

the fish fed 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 cfu/ mL until the sixth
week after suspending the administration of the strains through Arfemia compa‘red
with strains La1 and La2 in which counts were obtained of cfu/ mL with averages of
70 and 30 respectively, at the same time. It was alsg cbserved 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 Lal, La2 and La3 strains in the gut light and villi, giving a positive
marking antibody for Bacillus.

In relation to the antagonistic effect 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 skin fesions. The survival of



these treatments was 8%, compared with fish fed 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 of the experiment, with a 90 %
survival.

The genetic sequence of probidticos strains isolated from P scalare only allowed
us locate these bacteria within the genus Bacillus, because it was not possible to
identify the specie, due to the variations found in the sequences of the three strains
with respect to the sequences of species known until today. La1 strain was coinciqed
with Baciflus sp. La2 coincided with Baciflus subtilis with 99% similarity; La3
have100% similarity with the construction of a synthetic clone of the BA1990 gene of
in B. anthracis. These results presume the paossibility to found new species,

unidentified until today.
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1. INTRODUCCION

La aficién por el mantenimiento de los organismos acuaticos tiene miles de afios,
pero no es hasta el siglo pasado cuando se inicié 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 acudticos de valor
comercial, entre los cuales se incluyen los peces de ornato. Los peces tropicales de
agua dulce tienen un interés intrinseco,; llenos de colorido, a menudo de formas
exéticas y de pequefio tamano, son coleccionados y apreciados por acuaridfilos en
todo el mundo (Balcazar et al., 2006; Vine ef al., 2006; et al.Manan, 2008).

Actualmente, en México se ha desarrollado un fuerte interés en la produccion de
especies de ornato, como una estrategia para la generacion de ingresos econémicos.
La intensificacion en la produccion de peces y la falta de control del comercio
internacional de los organismos acuaticos vivos y de los productos derivados de
estos animales ha provocado la movilizacidon de gran cantidad de organismos vy,
como consecuencia, el transporte de gran cantidad de patdgenos que en condiciones
ambientales diferentes a las habituales pueden tener consecuencias catastréficas,
pudiendo desarrollar graves epizootias, zoonosis, impacto ambiental y pérdidas
econdmicas (Verschuere et af., 2000).

Los principales agentes causantes de los procesos infecciosos en los peces son
bacterias, virus, hongos y parasitos. En lo que se refiere a enfermedades causadas
por bacterias, se han descritc muchas especies como patdgenas, dentro de las

cuales estan los génercs Aeromonas, Vibrio y Pseudomonas, que son componentes
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de la flora normal del agua, piel, branquias o intestino de los peces. En condiciones
desfavorables, estas bacterias pueden desencadenar enfermedades infecciosas
como la septicemia hemorragica, cuyo agente etiologico es Aeromonas hydrophila,
constituyente de la microbiota intestinal de los peces y del agua de cultivo, y que
ocasiona grandes pérdidas en fa produccion de especies ornamentales en todo el
mundo (Austin ef a/., 1995; Nikoskelainen et al., 2003).

Para el control de los procesos infecciosos, los acuicultores han usado vy
abusado de la aplicacidn de compuestos quimicos y antibiéticos, los cuales son
administrados rutinariamente e incorporados en el alimento (o directamente en los
gstanques de cultive), aun cuando desconocen si existe un estado de enfermedad
infecciosa. Esta practica ha provocado un gran incremento en la presencia de
plasmidos resistentes a dichos compuestos en diferentes bacterias patdgenas de
peces, problemas ecolégicos y la restriccion de las exportaciones por presencia de
residuos en los tejidos de los peces, llegando a incidir en la salud humana (Gdémez-
Gil et al., 2000; Gullian et al., 2004, Venkant ef al., 2004).

Por tal motivo, en la actualidad se estan buscando aiternativas para el control
de enfermedades de los peces diferentes a las aplicadas hasta la fecha. Una
estrategia de control bactericldgico, muy interesante y con resultados prometedores,
se ha enfocado al empleo de probibticos, como alternativa para contrarrestar el uso
de antibioticos y quimioterapéuticos, bajo el principio de la exclusion competitiva v la
inmunoestimulacion como una forma de contrarrestar las enfermedades de los

peces (Gullian ef al., 2004).

MARIA DEL CARMEN MONRGY DOSTA DOCTORADO CIENCIAS BIOLOGICAS
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Existen diferentes especies bacterianas utilizadas como probidticos, aunque las
mas utilizadas son los lactobacilos y ias bifidobacterias. Sin embargo, uno de los
problemas en la obtencion de bacterias probidticas es la forma de seleccion. De
acuerdo con Gomez y Roque (1998) en muchas ocasiones este proceso es de
connotacion empirica y con limitada evidencia cientifica, ya que la mayoria de las
bacterias se han aislado del tracto digestivo del ser humano o de algunos
mamiferos, han sido producidas y comercializadas para uso animal y estan siendo
utilizadas en la acuicultura sin tomar en cuenta que las bacterias con fines
probidticos deben cumplir con algunos aspectos como el potencial de colonizacion
del tracto digestivo del huésped, la capacidad para competir contra patdégenos y la
de incrementar la resistencia a enfermedades, de tal manera que surge la
necesidad de obtener probidticos especificos para los fines que se persiguen y no
utilizar siempre las mismas cepas, que a veces no son las dptimas.

Por lo antes expuesto, el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto
bactericida de cepas probidticas contra Aeromonas hydrophifa, causante de. la

septicemia hemorragica en Pterophyllum scalare (pez angel).
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2. MARCO TEORICO

2.1 Acuicultura de ornato en México

La acuicultura de ornato en México es una actividad importante para el sector
rural del pais, sobre todo en los Estados de Morelos, México y Jalisco. A nivel
comercial, constituye uno de los sectores productivos con mayor potenciallde
crecimiento en el pais, en virtud de ser una importante fuente generadora de
empleos directos e indirectos que promueve el desarrollo socio-econémico regional
debido a su efecto multiplicador, asociado a muchas ofras actividades productivas.
Ademas, representa una atractiva posibilidad para incursionar, no sélo en el mercado
nacional sino también en el internacional (APPQEM, 2000). En el afo 2001 se
identificaron en México 136 especies de peces de ornato con potencial de cultivo, de
las cuales se aprovechan 57, con un dominio tecnologico que permite practicar
cultivos de ciclo completo. Otras 16 estan en proceso de alcanzar un desarrollo
tecnologico mas avanzado y para el resto se poseen diferentes grados de dominio en

su cultivo (Chazaro y Niembro, 2001).

2.2 Caracteristicas de Pterophylium scalare

Un caso muy especial es Pterophyllum scalare (pez angel) (figura 1), un ciclido
con alto potencial economico en el mundo y que se ha constituido a través de los
afnos en uno de los peces de ornato mas apreciados, por su gran belleza y elegancia,
su temperamento apacible y compatible con muchas especies, ademas de poseer

una gran adaptabilidad en cautiverio. Sin embargoe, poco se conoce acerca de las

e
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condiciones 6ptimas que esta especie requiere para su crecimiento y reproduccion,
lo que ha ocasionado el que sea blanco de infecciones bacterianas en los centros
productores del pais (Neal, 1995).

Pterophylfum scalare es originario de los rios de Sudamérica, especificamente
del Rio Amazonas y de sus afluentes en Perl y Ecuador; generalmente vive en
aguas con poco movimiento y con abundante vegetacion. Presenta un cuerpo
comprimido casi circular y grandes aletas con rayos dibujados hacia largos
filamentos. Poseen un solo par de orificios nasales, es un nadador lento, permanece
casi fodo el tiempo suspendido, practicamente sin movimiento y depende de su
coloracion para escapar de los depredadores (Soriano y Hernandez, 2002).

El agua en donde el pez angel se encuentra en condiciones naturales es suave
(niveles bajos de carbonatos) y ligeramente acida, aungue puede sobrevivir y crecer
en una amplia variedad de aguas duras; sin embargo, diversos autores (Neal, 1995;
Soriano y Hernandez, 2002; Zilberg ef al., 2004, Argudelo, 2005) han sugerido que
las condiciones para la reproduccién deben mantenerse con un pH de 6,8 a 7,2, con
un fotoperiodo 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 tos acuarios de reproduccidn.

Entre los ciclidos existen formas de reproduccion | extremadamente diversas; en
el caso de P. scalare la hembra desova los huevecillos adhiriéndolos a troncos, hojas

0 rocas, esta especie es mondgama y presenta cuidados de la puesta y alevines por
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ambos progenitores (Marks, 1995; Neal, 1995, Garcia y Gomez, 2005; Ortega et al.,
2009).
Taxonomia

Reino: Animalia

Phylum o filo: Chordata
Subphylum o subfilo: Vertebrata
Clase: Teleostomi

Subclase: Antinopterygii
[nfraclase: Teleostei

Superorden: Acanthopterygii

Orden: Perciformes

Familia: Cichlidae Figura 1.- Pterophyilum scafare
Geénero y especie:

Pterophyllum scalare (Lichtenstein, 1823)

2.3 Las enfermedades y el cultivo de peces de ornato

Las patologias de los peces se reconocen cada vez mds como un problema
para la produccién y comercializacion, lo que afecta el desarrollo econémico y social
en muchos paises. Estudios realizados en granjas de 16 paises de Asia dan una
idea de la extension de las pérdidas financieras imputables a las enfermedades;
dichas pérdidas fueron estimadas en mas de tres millones de délares por ano (OIE,
2000). México no es la excepcion, ya que en centros de produccién de peces de
ornato se han registrado pérdidas hasta del 20 % de su produccidén debido a este

problema.
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El estado de enfermedad en los peces se caracteriza por la aparicién de anomalias
en el comportamiento, por la aparicion 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 fisico, quimico o bioldgico,
actuando solas o en asociacién, con el fin de perturbar las funciones fisiolégicas del
animal.

Los principales agentes causantes de los procesos infecciosos en los peces son
bacterias, virus, hongos y parasitos. En lo que se refiere a enfermedades causadas
por bacterias, se han descrito muchas especies como patdgenas, entre las cuales
cabe destacar a los geéneros 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 ios peces de origen bacteriano

Enfermedad

Agente causal

Aeromoniasis

urunculosis

Septicemia

Vibriosis

Septicemia

Enfermedad de la boca roja
Columnaris

Mycobacteriosis o tuberculosis
Nocardiosis

Edwarselliosis

Septicemia

Pasteurelosis

Enfermedad de agua fria

Aeromonas spp (Stanier, 1943)

Aeromonas salmonicida salmonicida {(Lehmann and
Neumann, 1896)

Asromonas hydrophilfa (Chester, 1901)

Vibrio spp (Pacini, 1854)

Pseudomonas fluorescens (Migula ,1894)

Yersinia ruckeri (Ewing ef al., 1978)

Flexibacter columnaris (Bernardet and Grimont, 1989)
Mycobacterium spp (Lehmann and Neumann ,1898)
Nocardia spp (Trevisan, 1887)

Edwarsiella tarda (Ewing and McWhorter, 1965)
Edwarsiella ictaluri (Hawke ef a/,,1981)

Pasteurella spp (Trevisan, 1887}

Cytophaga psycrophila (Reichenbach, 1989)

{Nirchio, 2002).

2.4 Septicemia hemorragica en los peces

La septicemia hemorragica en los peces es una enfermedad sistémica asociada
con el agente etioldégico Aeromonas hydrophifa. Esta bacteria es capaz de proliferar
en el agua dulce sobre todo si contiene una sobrecarga de materia organica, por lo

gue la incidencia de esta enfermedad esta asociada con la calidad el agua, el esfrés
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causado por el hacinamiento y a las variaciones de temperatura (Fuentes y Pérez,
1998).

Clinicamente la enfermedad se presenta como una epizootia dando como
resultado un alto indice de mortalidad en pocas horas. Las lesiones macroscopicas
externas incluyen ulceraciones en la piel, aletas deshilachadas, petequias, distension
abdominal, exoftalmia, branquias hemorragicas, escamas erosicnadas y necrosis en

fos drganos mayores (Harikrishnan y Balasundaram, 2005).

2.4 Aeromonas hydrophila en acuicultura

Esta bacteria es un bacilo corto de 0.3-1.0 ym de didmetro y de 1.0-3.5 um de largo.
Es Gram negativa y presenta un flagelo polar. Aerdbica, con metabolismo de tipo
tanto respiratorio como fermentativo, y su temperatura éptima de crecimiento es de
22 a 28°C. Ha sido considerada como patogeno primario de muchos poigquilotermos
(donde estan incluidos anfibios, peces y reptiles), asi como también de animales
homeotermos: aves, mamiferos acudticos y terrestres. En humanos es agente
efiologico de diversas enfermedades, que en ocasiones pueden presentar
hemorragia {Cipriano ef 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
determinacion de su relacion etiolégica con el hospedero. Este microorganismo es
facit de aislar, a partir de rifndn o sangre de organismos enfermos, en medios

ordinarios de cultivo.,
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Cipriano ef al. (1984) indicaron la presencia de A. hydrophila como causante de
procesos infecciosos durante la produccion de peces de omato. Dixon e lssvoran
(1993) aislaron repetidamente A. hydrophila de pez dorado y carpa koi con signos
de infeccién. Shome y Shome (1999) establecieron que A. hydrophila es la causa de
altas mortalidades en la carpa comun en la India. Sumawidjaja et al. (2001), por su
parte, involucraron a esta bacteria en estados de epizootia en los cultivos de peces
en Iindonesia, 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 virulento (Negrete y Romero; 1998; 1999; Negrete ef al,

2002).

2.5 Aeromonas hydrophila y su resistencia a diferentes antibidticos

La acuicultura es una actividad econdmica en la que, al igual que en la
ganaderia y en la avicultura, es muy comun el empleo de antibidticos como
profilacticos, aun cuando en muchos paises se ha prohibido su uso (Cabello, 2004).
El empleo de antibidticos estd dirigido a prevenir infecciones en poblaciones de
animales altamente susceptibles a enfermedades debido a periurbaciones
inmunoldgicas producidas por el hacinamiento, las manipulaciones y problemas

dietéticos creados por su crianza en un sistema industrial. Estd demostrado que su
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aplicacién en acuicultura genera la aparicién de bacterias resistentes a los
antibicticos en los entornos acuaticos donde se desarrolla esta actividad, y existen
evidencias epidemioldgicas y moleculares que sefialan que los genes que median
esta resistencia pueden ser transmitidos de bacterias acuaticas a bacterias capaces
de producir infecciones en humanos y en animales terrestres (Sorum, 2000). Esto
demuestra que los ambientes acuaticos y terrestres carecen de fronteras respecto
gel flujo de genes de resistencia a antibidticos y también que el fenomeno de
resistencia es un problema global, ya que el uso de antibidticos en un ambiente
tendra, a to largo del tiempo, repercusiones en otros ambientes aparentemente
lejanos (Esteve et ai.,, 2003).

‘Las infecciones bacterianas causadas por miembros del género Aeromonas
muestran una resistencia elevada a antibidticos, lo que permite el aumento de
infecciones imposibles de curar y por ende graves pérdidas econémicas para los
productores. Esta bacteria es capaz de producir patologias en humanos, por lo que
se podria considerar una zocnosis. Segun Hayes (1993), A. hydrophifa puede
colonizar heridas en la piel del humano, y tiene capacidad para producir tres
cuadros diferentes; una celulitis con inflamacién y enrojecimiento, una mionecrosis
con intenso eritema y licuefaccion muscular y una gangrena eritematosa con
necrosis y formacion de gas; o por otro lado ocasionar, tras ser ingerida, cuadros de
bacteriemia con figbre, dolor abdominal, vomitos y diarrea.

Austin ef al. (1995), mencionaron que son dos l0s mecanismos involucrados en
la resistencia de Aeromonas hydrophila: adquisicion de plasmidos con informacién

genética especifica a partir de otras bacterias de la misma especie o especies
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relacionadas y la seleccidn genética provocada por el uso indebido de antibioticos.
Los antibioticos mas utilizados en acuicultura son: cloranfenicol, nifurpirinol
(Furanace), kanamicina, acido oxolinico, oxitetraciclina, estreptomicina vy
sulfamerazina.

En la tabla 2, se aprecia el comportamiento de A. hydrophila frente a diversas
drogas antimicrobianas, segun lo reportado por Bravo et al. (2007).

Tabla 2.- resisiencia de A. hydrophila a diferentes antibidlicos

ANTIBICTICO Aeromonas hydrophila
(% de resistencia)
Ciprofloxacina 25
Acido nalidixico 25
Amikacina 50
Gentamicina 25
Estreptomicina 100
Cloranfenicol 50
Ceftriaxona 25
Eritromicina 100
Carbenicilina 100
Ampicilina 100
Penicilina 100
Meticilina 100
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2.6 Probiédticos en la acuicultura.

El concepto de probidtico no es un descubrimiento reciente: Metchnikoff, en
1907, afirmaba que la ingestidn de organismos benéficos era un buen mecanismo de
control contra el establecimiento de organismos patégenos (Gatesoupe, 1994; Fuller,
1907). Desde entonces, la utilizacion de bacterias benéficas como medida de control
biolégico para la produccién de animales ferrestres ha sido ampliamente estudiada,
logrando ser una de las estrategias preventivas mas modernas y constituyéndose en
un proceso de uso rutinario. Estudios posteriores determinaron que los efectos
benéficos de ios probioticos se deben a que bajan el pH y se adhieren formando una
pelicuta protectora, ademas de producir sustancias naturales que poseen capacidad
antibidtica llamadas bacteriocinas o biocinas y pequefias cantidades de agua
oxigenada, acido lactico y peroxido de hidrogeno, que inhiben el crecimiento de
bacterias indeseables (Casas y Dobrogosz, 2000). Entre los géneros de bacterias
utilizadas como probidticos para usc animal se encuentran bacterias acido lacticas
como Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus y Bifidobacterium.

En el caso de la acuicultura, el uso de los probidticos se ha intensificado. Una
de las causas es probablemente la imitacidon con respecto a su usoc en la
alimentacién de animales monogastricos y mascotas, ademas de la propia
intensificacion en la produccion de peces y crustaceos (Briones y Lozano, 2003;
Campana et al, 2003, Gbémez ef al, 2003). El primer probidtico usado
comercialmente se registrd en 1992 y fue una cepa no patdgena de Vibrio

alginolyticus (Miyamoto et a/. 1961), que permitié mejorar sustancialmente el
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rendimiento en viveros de camarones en Ecuador y México (Verschuere et al.,
2000); Ramirez y Dixon (2003) aislaron del tracto digestivo del pez Oscar
(Ostronotus ocellatus) 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
camarén, como es el caso de Lactobacillus bulgaricus, Lactobacilflus acidophillus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum vy Streptococcus thermophilus,
(Garriques y Arevalo, 1995; Gomez-Gil et al., 2000).

Estudios posteriores han establecido que la manipulacidon microbiana es una
herramienta viable para reducir o eliminar la incidencia de microorganismos
patogenos y, ademas, constituye una alternativa para la sustitucion de agentes
quimioterapelticos para la prevencidn de enfermedades, al desarrollarse una
competencia por los sitios de fijacion con las bacterias patogenas (Vazquez et al.,
2005). Mas aun, las bacterias probidticas mejoran la nutricién del huésped, al
suministrarle nutrientes esenciales, incrementan la digestion del alimento, eliminan
parte de la materia organica disuelta y producen sustancias que inhiben el
crecimientc de patégenos oportunistas (Rengpipat et al,, 2000, Rodriguez y Le
Moulla¢, 2000et al.).

El desarrollo de probidticos adecuados no es una tarea simple y requiere
investigacion cientifica y fundamentada, pruebas a escala real, asi como el

desarrollo de herramientas apropiadas de monitoreo y produccién que permitan
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aseqgurar la aplicacién 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, 2008)

Para seleccionar microorganismos posiblemente probidticos es necesario
conocer su potencial de colonizacion, capacidad de competencia con patdgenos,
produccién de substancias antimicrobianas y capacidad para incrementar la

resistencia a las enfermedades (figura 2).
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Figura 2.- Fundamentos para seleccién y aplicacion de probidticos (Balcazar, 2002).
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El potencial de colonizacién es la capacidad que presentan Ios
microorganismos para ingresar en el hospedero y mantenerse vivos por un largo
periodo de tiempo. Su permanencia en el hospedero esta sujeta a diversos factores
como capacidad para adherirse en la superficie del epitelio intestinal, produccion de
sustancias que antagonicen con la flora endégena para fomentar su proliferacion y
resistencia a mecanismos fisiolagicos del animal.

La fijacion de las bacterias en las superficies epiteliales esta determinada por
una serie de estructuras superficiales o moléculas conocidas como adhesinas, y se
logra gracias a un flujo lento del probidtico a través del tracto gastrointestinal.
Finalmente, es importante mencionar que uno de los factores mas importantes es
que permite reemplazar el uso de antibidticos para el control de enfermedades. Los
probigticos no matan otfras bacterias pero compiten con ellas, inhibiendo su

desarrollo y contribuyendo al equilibrio biolégico (Balcazar, 2002).

2.7 Artemia como biocapstuia

El crustaceo branquiopodo del género Artemia (Kellog, 1906) constituye un
excelente alimento vivo utilizado en acuicultura, debido a numerosas ventajas, entre
las que sobresalen: su valor nutritivo, facil digestion, alta tolerancia a diversos
medios de cultivo, asi como su facil manejc. Una de las ventajas que sobresalen de
Artemia es que puede emplearse como transportador o conductor de componentes
que son dificiles de administrar a peces y a crustaceos, como nutrientes esenciales,

pigmentos, profilacticos y terapéuticos (Legar et al., 1986). A este proceso se le
. — ]
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conoce como técnica de bioencapsulacion, la cual ofrece multiples beneficios ya
que al incorporar estos componentes en el cuerpo de Arfermia se esta evitando que
estos vayan al agua y deterioren la calidad de la misma; por otra parte, la
bioencapsulacién facilita que estos componentes lleguen directamente a los
consumidores, dando como resultado que dicho organismo se convierte a los

efectos practicos en una capsula viva (Gelabert, 2001).

2.8 Género Bacillus

El género Baciflus estd constituido por bacterias Gram-positivas que forman
esporas, tienen forma de baston con un metabolismo fermentativo, respiratorio o
mixto. La presencia de esporas permite la facil colonizacién de casi cualquier
ambiente. Dentro del genero Bacillus se encuentran varias especies gue son
comunmente utilizadas como probicticos, entre ellas B. subtilis, B. cereus, B.
coagulans, B. clausii, B. megaterium 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 idoneo para otras
bacterias, causando asi uno de los efectos caracteristicos de algunos probidticos, la
exclusion competitiva (Moriarty, 1999; Gatesoupe, 2002; Hong ef al., 2005).

Las bacterias del género Bacillus se pueden encontrar en ambientes muy
diversos, terrestres, acuaticos, en sedimentos y en organismos como crustaceos,
peces y en el tracto digestivo humano. Aunque han sido ampliamente utilizadas y

estudiadas, se necesita realizar mayor nimero de pruebas para verificar la seguridad
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de que son probidticos. Se tiene informacidn de que algunas cepas como B. cereus
han causado enfermedades como envenenamiento por comida, ya que producen
enterotoxinas y toxinas emeticas; otras especies de este mismo género son muy
peligrosas, como B. anthracis; pero otras han sido certificadas como probidticos

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

2.8.1 Clasificacion y Filogenia

Los primeros intentos de clasificacion del género Baciffus se basaron en dos
caracteristicas: crecimiento aerébico y formaciéon de endoesporas. Esto dio como
resultado que varios tipos de bacterias, que poseian diferentes tipos de fisiologia y
ocupaban una gran variedad de habitats, fueran integrados dentro de este grupo, con
categorias no muy claras. Actualmente la taxonomia de Bacillus ha sido mejorada en
gran medida debido al uso y analisis de las moléculas de ARNr 16s obtenidas
mediante secuenciacion. 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 érden a Enferococcus,
Lactobacillus y Streptococcus. A nivel de familia se relacionan con Listeria y

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

;Las bacterias aisladas del tracto digestivo del pez P. scafare tendran la capacidad

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

4. HIPOTESIS

Si se administran a través del alimento (Artemia franciscana) cepas probidticas
aisladas del tracto digestivo de peces P. scalare sanos, entonces se excluird la
presencia de la bacteria Aeromonas hydrophila causante de la septicemia
hemorragica en el cuitivo del pez angel, constituyendo asi una alternativa para la

sustitucién de quimicos y antibidticos para el control de esta enfermedad

MARIA DEL CARMEM MONROY DOSTA DOCTORADO CIENCIAS BIOLOGICAS



TESIS DOCTORAL: Uso de probidticos en Plerophyllum scalare
f

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General
Evaluar el efecto bactericida de cepas probidticas contra Aeromonas hydrophila,

causante de la septicemia hemorragica en Pterophylfum scalare (pez angel).

5.2 Objetivos particulares

—

Determinar la carga bacteriana predominante del tracto digestivo de peces
de |la especie P. scalare 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 probiéticas frente-A.

hydrophila en peces P. scalare.

5. Evaluar la sobrevivencia y el crecimiento de P. scalare alimentado con las

cepas probioticas aisladas

6. Establecer la ubicacion de las bacterias probidticas en el tracto digestivo de

los peces mediante tecnicas de inmunchistoguimica

7. ldentificar a las bacterias probloticas aisladas mediante ADN Rs16
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Aislamiento de bacterias acido lacticas de peces sanos de Pterophylium

scalare

De un centro productor de pez angel 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 ninglin signo o lesion que indicaran cualquier proceso infeccioso.
Los peces se introdujeron en una tina de cultive equipada previamente en el
laboratoric para mantenerlos durante un periodo de aclimatacion, bajo tas mismas
condiciones de cultive de los centros de produccion: 28°C, pH 7, oxigeno disuelto 5
mg/mL y 0.3 ppm de nitratos y nitritos. Los peces fueron alimentados diariamente con
adultos de Arfemia franciscana y se observd su comportamiento durante 15 dias.

Una vez trascurrido el periodo de aclimatacion, 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 g/L). Se
hizo una diseccidon con bisturi, haciendo un corte por encima de la linea lateral desde
el opérculo hasta la base de la aleta caudal. Se extrajo el tracto digestivo del pez y se
tomd una porcién, la cual se homogeneizd en 90 mL de solucion salina estéril

(Figura. 3).
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Figura 3.- Extraccién del tracto digestivo de P. scalare.

Posteriormente se realizaron diluciones 1:10 y se inoculd 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 incubacion se efectud el conteo de las unidades
formadoras de colonias para cada dilucion (ufc/mL), se caracterizd la morfologia
colonial yv a través de resiembras sucesivas las cepas fueron purificadas.
Posteriormente se efectud la tincion de Gram para observar la morfologia celular con

ayuda de un microscopio éptico.

6.2 Pruebas para caracterizar a un microorganismo como probiético

6.2.1 Resistencia al pH acido

Para demostrar la resistencia de las bacterias a pH acidos, se simulé la barrera
gastrica haciendo crecer a los microorganismos aislados en medios de cultivo acido
en el rango de pH de 1.5, 2.5 y 3.0, desechando las cepas gue no sobrevivieron ante

dichas condiciones de estrés.

e
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6.2.2 Evaluacion de Ia resistencia de las bacterias aisladas a las sales

Para efectuar esta prueba se utilizaron 3 matraces Erlenmeyer de 150 mL de
capacidad con 100 mL de caldo MRS mas 0.1%, 0.5% & 1.0% de bilis fresca,
respectivamente. Los matraces se inocularon con 1 mbL de las cepas de
microorganismos gue sobrevivieron en condiciones acidas y se incubaron a una
temperatura de 37°C durante 3 h de contacto. Como control se utilizd la viabilidad del

cuitivo en medio caldo MRS (Oxoid) sin bilis.

4.2.3 Capacidad de adherencia

La determinacidn del porcentaje de bacterias benéficas establecidas en el tracto
digestivo se realizd de acuerdo con Riquelme et al. (2000), mediante el analisis
bacteriologico de una porcidn del tracto digestivo de los peces alimentados con las
cepas que sobrevivieron a las condiciones de estrés antes mencionadas. Dicho
analisis se efectud al inicio del experimento y a los 15 y 30 dias de cultivo, aislando
los diferentes morfotipos crecidos en las placas de MRS. Mediante recuentos
selectivos de unidades formadoras de colonias (ufc/mL) y tincion de Gram se calculd
el porcentaje de bacterias benéficas presentes, en relacidon con las bacterias
cultivables totales observadas a lo largo del experimento. Una vez establecido el
potencial de colonizacion de las bacterias aisladas, se seleccionaron las cepas que
colonizaron el TGl en un porcentaje mayor al 80 % (Gullian ef al., 2004) para iniciar
las pruebas de inhibicion in vitro de patdégenos potenciales en acuicultura.
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4.2.4 Capacidad antagonica in vitro

Con las cepas que obtuvieron resultados positivos en las pruebas anteriores, se
procedid a realizar las pruebas de inhibicién in vitro, para lo cual se sembrd por
triplicado Aeromonas hydrophila cepa patdgena de peces, en cajas de agar BHI. Las
cajas se incubaron 24 h a 30°C. Posteriormente, utilizando el método de difusion en
pozas, se adicionaron 70 pul de una suspension de las cepas benéficas aisfadas en
agua estéril, con la absorbancia a 620 nm correspondiente a una poblacién
bacteriana de 107 ufc/mL y diluciones hasta 10° ufc/mL. Las cajas se incubaron
durante 24 h a 30°C, y transcurrido este tiempo se observd la formacion de halos de
inhibicion. Se consideraron positivas aquellas cepas que presentaron halos

superiores a 2 mm.

6.3 Evaluacion del crecimiento de P scalare alimentado con las cepas
probioticas aisladas

6.3.1 Crecimiento masivo de las cepas

Las tres cepas que demostraron tener capacidad probidtica se denominaron
La1, La2 y La3 para facilitar su manejo durante la experimentacién. Dichas cepas se
inocularon en 250 mL de caldo MRS, incubandose 24 hr a 35°C o hasta obtener una

concentracion de 2X107 ufc/mb. Esto se determindé mediante la medida de la
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densidad dptica con la ayuda de un espectofotdmentro JENWAY 6400%, a una
longitud de onda de 620 nm. La relacidon entre el valor obtenido por
espectrofotometria y el nimero de ufc/mL se hizo de acuerdo a lo establecido por
Gullian (2001).

Una vez obtenida la concentracién de células requeridas se procedié 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 Artemia franciscana

Para el cultivo de Arfemia, se tomaron quistes de la poblacidén de las salinas de
Hidalgo, San Luis Potosi y se pusieron a eclosionar en agua con 40 g/L de salinidad;
temperatura de 24°C y luz constante durante 24 h. Una vez obtenidos los nauplios,
se cultivaron en cilindros de plastico de 200 L de capacidad, con 160 L de agua a 60
g/L de salinidad. Los organismos fueron alimentados cada 24 h con las microalgas

Tetraselmis sp. e Isochrisis galvana (Castro et al., 2005).

6.5 Incorporacion del probiético en metanauplios de Artemia franciscana

Para la incorporacién de las bacterias se colocaron 50 adultos de Artemia
franciscana en 200 mL de agua, previamente esterilizada, en donde se inocularon 3

mL de las cepas a una concentracién de 2 x 107 ufe/mL durante 30 min. Transcurrido

e —
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este tiempo, con ayuda de un microscopio estereoscdpico Olympus-ZX12, se verifico
que el tracto digestivo de Arfemia estuviera completamente lleno con la bacteria en
estudio. Posteriormente se paso por un tamiz con una luz de malia de 2.0 mm de

abertura la suspension de Arfermia y se procedio a alimentar a los peces.

6.6 Alimentacion 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 dias en periodo de aclimatacion a 28°C,
pH 7, oxigeno disuelto 5 mg/L y 0.2 ppm de concentracion de nitritos. Trascurrido
este periodo, los peces fueron alimentados diariamente durante 60 dias con adultos
de Artemia (50 Artemias | pez) inoculados con 2 x 107 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 acuaric 1 se asigno como testigo;
en éste, los peces fueron alimentados con adultos de Arfemia sin probidticos, del
acuario 2 al 4, se alimentaron con Arfernia enriquecidas con las cepas probioticas
aisladas, contando con tres replicas por fratamiento. Diariamente se retiraron
residucs de comida y heces de los acuarios, para mantener la calidad del agua. Se
monitorearon parametros fisicoquimicos (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 dias 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
estadistica descriptiva para obtener la media y la desviacién estandar, ademas se
realizo un analisis de varianza (ANOVA). Cuando se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (<0.005) se efectud la prueba de comparacion
de medias multiples por el método de Tukey, con el programa Systat 10.2. Asi mismo
se calculd el Factor de Condicion (Km), para lo cual se utilizd la siguiente formula

Factor de Condicién Km = 100(P)/L>

6.7 Evaluacion de la capacidad de colonizacion de la bacteria acido lactica

aislada en el tracto digestivo de Pterophyilium scalare

6.7.1 Analisis microbiolégico

La determinacion del porcentaje de colonizacion de las bacterias en el tracto
digestivo de los peces se realizd utilizando la metodologia de Riquelme et al. (2000),
haciendo un analisis bacteriologico de una porcién de la parte anterior del tracto
digestivo de los peces alimentados con adultos de Arfemia enriquecida con las
bacterias aisladas. Dicho andlisis se efectlo al inicio del experimento y alos 15, 30 y
60 dias del cultive. Se tomaron 5 peces al azar por cada tratamienio y se
mantuvieron en ayunc durante 24 h; trascurrido este tiempo, los peces se
anestesiaron con suifometanc de tricaina (0.1 g/L) durante un minuto. Con un bisturi

se efectuo la diseccion, haciendo un corte por encima de la linea lateral desde el
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opérculo hasta la base de la aleta caudal. Se extrajo el tracto digestivo, éste se lavd
varias veces con ayuda de una piseta con agua destilada estéril para eliminar los
residuos de heces y se colocd en tubos de ensaye con 9 mL de agua destilada
estéril, se homogeneizé durante 5 minutos en un homogeneizador (Virtis Company).
Del homogeneizado original se realizaron diluciones 1:10 y se sembré 0,1 mL de
cada dilucién en las cajas de agar con medios selectivos (MRS y BHI). Las cajas se
incubaron a 35°C durante 72 h, aislando los diferentes morfotipos crecidos en las
placas de MRS. Mediante recuentos selectivos de unidades formadoras de colonias

se calculo el porcentaje de la bacteria benefica presente, en relacion con las

bacterias totales observadas al inicio del experimento.,

6.8 Analisis bacteriologico de ia materia fecal de los peces

Después del periodo de alimentacidn con las diferentes cepas de probidticos, se
realizd un andlisis bacteriolégico 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 filtro estérii (Millipore) para eliminar el exceso de
agua. Estas muestras fueron homogeneizada en 10 mL de una solucion
amortiguadora de fosfato (PBS). Se efectuaron diluciones 1:10, de las cuales 0.1 mL
se inoculd en placas de agar MRS y BHI, que se incubaron a 27°C durante 24 h.

Despues del periodo de incubacidon se contaron las unidades formadoras de colonias
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(ufc), se corroboraron las caracteristicas morfoldgicas y se realizd la tincidén de Gram
para cada grupo bacterianc. Todas las determinaciones se hicieron por duplicado y

los conteos se efectuaron durante 10 semanas.

6.9 Ubicacion de bacterias probidticas en el tracto digestivo de P. scalare

mediante inmunohistoquimica

Para la técnica de inmunchistoquimica 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 solucién amortiguadora de fosfatos (PBS). Una vez
fijadas, las muestras se procesaron mediante técnicas rutinarias de histologia, se
incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 5 OmilJLas laminillas se pre-
trataron con 3-amonipropiltiethoxysilano al 3% (Sigma Laboratorios} y las secciones
de tejido se desparafinaron a 80°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 inmunodeteccion se utilizo
un kit de marcaje InmunoCruz Staining System (Santa Cruz Biotechnology, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Como anticuerpo primario se utilizd anti-
Baciflus sp (HRP) con una dilucién 1:20 (Affinity Bioreagents, USA) y como medio de

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

Con el fin de obtener el patégeno a utilizar en la investigacion, se visitd un
centro productor de pez angel durante un proceso de infeccidbn y se tomaron
muestras de rifidn y de (as 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 BHI,
hasta obtener la homogeneidad en la morfologia celular. Se efectud tincion de Gram
y pruebas bioquimicas complementarias {(movilidad, citocromo C, oxido fermentacién
de la glucosa, tolerancia al NaCl, catalasa y resistencia al agente vibriostatico 0/129).

La identificacion molecutar de A. hydrophila se llevd a cabo efectuando el
aislamiento del ADN (16S rDNA} mediante el sistema DNA Easy Kit (QUIAGEN)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se efectud la técnica de PCR para
gstablecer la presencia de A. hydrophila en las muestras, para o cual se utilizaron
los siguientes oligos: Aer8-5-TGCTGGCTGTGACGTTACTCGCAG-3" y Aer9-5'-
TTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATC-3" (Martinez-Murcia et al., 1992).

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador (Amplitron |
Thermolyne Barmnstead Internacional), bajo las siguientes condiciones: preincubacion
a 95°C, 10 minutos y 3C ciclos de desnaturalizacion, 95°C durante 60 segundos,
hibridacién, 68°C durante 1 minute y extensidn, 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 utilizé una muestra de ADN de la cepa de coleccion A. hydrophila

ATCC356554A como control positivo.

6.11 Inhibicién de A. hydrophila por bacterias probidticas aisladas de P. scalare

In vivo

Para evaluar el efecto antagénico en los peces de las bacterias probioticas
aisladas frente a A. hydrophila, se utilizaron 200 ejemplares juveniles sanos (que no
presentaran signos o lesiones de infeccion). En 12 acuarios de 40 L de capacidad se
distribuyeron en cada unc diez peces, los cuales se mantuvieron en el laboratorio a
una temperatura de 28°C, pH 7, oxigeno disuelto 5 mg/L y una concentracién de
nitritos de 0.3 ppm.

Para alimentar a los peces se volvid a enriquecer a Arfemia con las bacterias
probidticas de la forma antes descrita y se alimentd a los peces durante 7 dias.
Transcurrido este periodo se inicié la inoculacion de Aeromonas hydrophila a través
de Artemia (2x107 ufc/mL) durante 30 dias mas. Los tratamientos fueron los

siguientes:

TRATAMIENTO | TRATAMIENTO | TRATAMIENTO 3 | TRATAMIENTO 4 | TRATAMIENTO 5

1 2
Contro! Combinacion Lat+ A, Llaz+A La3+ A.
(Artemia sofa) {Lat,la 2 La3) hydrophila hydrophifa hydrophila

+ A. hydrophila
*Cada tratamiento se llevd al cabo con tres replicas.
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6.11.1 Caracterizacion del cuadro clinico

A partir del momento en que se administré el patbgeno se registraron la
mortalidad, los cambios de comportamiento vy signos y lesiones presentados por los
peces, con &l fin de caracterizar el cuadro clinico presentado por los organismos.

Para analizar los datos obtenidos, se efectué un andlisis discriminante, con el fin
de establecer la existencia de variables influyentes, es decir qué drganos se ven mas
afectados por la administracion de A. hydrophila (Ruiz y Deturnell, 2000). Se asigno
un valor numérico a cada una de las variables contempladas: coloracién, piel,
gscamas, aletas y cola, boca, branquias, ojos, cuerpo, apetito, comportamiento,
nado, tubc digestivo, rifidn, higado, vejiga natatoria, vesicula biliar, corazdén y
gbnadas, de acuerdo con el grado de lesion: El valor 0 se asignd cuando no se
observé dafo o lesion, 1 se asocio con dafio ligero, 2 con dafio grave y 3 con dario

severo. El andlisis se efectud con el paguete estadistico Systat 10.2

6.11.2. Recuperacion del patéogeno

Con el fin de corroborar que el agente causal de la infeccidn o de la muerte de los
organismos fue A. hydrophila, se tomaron muestras de las lesiones producidas por la
infeccion experimental y del rifidn en el caso de los peces que murieron. Dichas
muestras fueron sembradas en medio TCBS vy los microorganismos se purificaron a
traveés de resiembras sucesivas en medio BHI. Se confirmé la presencia de A.

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

6.12.1 Aislamiento de ADN

Las cepas probidticas aisladas del tracto digestivo de P. scalare se conservaron
a -10°C en agar BH! y con glicerol al 10% hasta su uso. Para el aislamiento del ADN
las cepas fueron reactivadas tomando con un asa bacteriolégica una muestra de
cada bacteria y se sembraron en 100 mL de caldo de cultivo BHI, incubandose a
30°C durante 48 h o hasta obtener una concentracién de partida de 2X107 ufc/mL.

Para la extraccion, se tomd 1 mL del cultivo de las cepas La1, La2 v La3 y se
centrifugd a 14,000 rpm durante 5 minutos para obtener un botén celular (peliet) de
donde se aisld el ADN. Posteriormente se utilizé el kit para extraccion de ADN
gendmico —Wizard Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA ™) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

6.12.2 Electroforesis en gel de agarosa

Para determinar la pureza e integridad del ADN gendémico de interés, se realizé
una electroforesis en get de agarosa al 1% con 0.25 g de agarosa y 500 pL de buffer
TAE (1X) en un volumen de 25 mL de agua destilada.

Para cargar las muestras de ADN en los pocillos, el gel fue sumergido en la
camara de corriente con 2 mL de buffer TAE (1X) en 100 mL de agua destilada. Se

tomaron 2 uL de muestra de ADN aislado y se mezclaron con 2 pL 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
tific el get durante 10 segundos en bromuro de etidio (0.5mg/mL), posteriormente se
lavd con agua destilada durante 2 h y se analizé bajo luz UV en un rango de 302-366

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

6.12.3 PCR (Reaccibén en Cadena de la Polimerasa)

Con el ADN gendmico 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 amplificacién se utilizaron los
primers universales 9F (5'-GAGTTIGATCCTGGCTCAG-3) vy ES938R (5'-
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC -3'). Para la segunda émplificacic‘)n, tomando
como base los resultados de la primera amplificacion en donde las secuencias
obtenidas estaban muy cercanas a Bacillus thurigienisis, se utilizaron primers
especificos, tomando como base la porcion del gen ADNr 16s de Bacillus
thuringiensis con 1500 pb, los cuales fueron Fw bacill (5'- GTT TGA TCC TGG CTC

AGG ATG AAC -3) ¥y Rv bacill (6- TGA TCC AGC CGC ACC TTC CGA TAC -37).

Para la reaccion de amplificacién se realizé un pool de muestra, el cual fue
distribuido entre 4 microtubos para PCR previamente marcados como Lat, Laz, La3

y control {-), tomando 49 pL de pool para cada uno y agregando al final 1 ulL de
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muestra del ADN correspondiente a cada tubo para completar un volumen total de
muestra de 50 ulL. Para el tubo control (-} se agrego 1 gL de agua destilada, en lugar

de ADN (Tabla 3).

Tabla 3. Componentes de pool para el PCR

Reactivo LA LA2 LA3 Control {-) Pool
Buffer (10%) 5L 5uL 5puL S5uL 20 pL
dNTP’s (10 uM) 1l 1L 1uL 1L 4 pL
MgCl; (1.5 mM) 3L 3L Jul 3pL 12 L
Primer 9F 1L 1wl 1L 1 uL 4 ul
{10 pM)

Primer ES39R 1 WL 14l 1L 1L 4 ul

(10 pM)

Taq. pol. {5 U/mL) 0.25 uL 0.25 yL 0.25 uL 0.25uL 1l

H,O 37.75 pL 37.75 L 37.75 UL 37.75 UL 151 ul

ADN 1 yL de 1yl de 1pl de 1yl de 3 pL de ADN
ADN ADN ADN agua 1 ul. 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
reaccion de amplificacion, manejando condiciones especificas de temperatura vy

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

Condiciones de PCR para primers Condiciones de PCR para primers !
universales ospecificos
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} 55°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 J 6) 4°C pausa

Una vez terminada la amplificacién se cargaron las muestras obtenidas en un gel
de agarosa y se realizd 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 utilizd un marcador molecular de 100 pb.

6.12.4 Purificacion de productos de PCR

Para eliminar residuos de primers, nucledtidos, polimerasa y sales se realizd una
purificacién de los productos de PCR mediante el usc del kit de purificacion QlAquick
PCR Purifcation Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Finalmente se tomaron 5 YL de cada una de las muestras obtenidas de la
purificacion y se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1%, usando como
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estandar 1 pl de marcador molecular de 100 pb para corroborar el tamafio de la

handa resultante de cada muestra.

6.12.5 Secuenciacién e identificacion de cepas La1, La2 y La3

Para la secuenciacion de cada cepa, se tomaron 10 pL de una solucion de 40
ng/L de los productos de la purificacion de la reaccion de PCR y se enviaron al
servicio de secuenciacion de la FES-Iztacala, UNAM. Las secuencias obtenidas se
interpretaron por medio de los programas Chromas y Biast. Finalmente, la
informacion obtenida se comparo 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 Pterophyllum scalare 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 comparacion, las bacterias aisladas en los
medios BHI y TCBS, donde se obtuvieron 15 y 13 cepas, respectivamente, en su

mayoria presentaron formas de bacilos cortos y baciles curvados Gram-.

(a) (b) (c)

Figura 4.- Morfologia celular de las bacterias probidticas aisladas del tracto digestivo de
P. scalare (a) La1, (b) La2, (¢) La3

MARIA DEL CARMEN MONROY DOSTA DOCTORADO CIENCIAS BIOLOGICAS
38



TESIS DOCTORAL: Uso de probidticas en Plerophylium scalare

e e ——

7.2. Pruebas para caracterizar a un microorganismo como probidtico

De las 108 cepas aisladas originalmente del TGl de P. scalare, solo 20
crecieron en pH acido y en presencia de sales biliares, aungue solo tres de éstas
presentaron una alta colonizacién del epitelio intestinal y la capacidad de inhibir a

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

Tabla 5.- Cepas positivas a las pruebas para comprobacion de capacidad probidtica bacteriana.

Cepa Prueba de pH acido Prueba de sales biliares Prueba de adherencia
15 25 3 0.1%, 0.5% 1.0% al TGI
La1 + + + + + + +
Lala + + + + + + -
Lalb + + + + + + -
La2 + + + + + + -
La2a + + + + + + -
La2a1 + + + + + + -
La2a22 + + + + + + +
Lad + + + + + + -
La3a + + + + + + -
La3a1 + + + + + + -
La3a2 + + + + + + -
La3a22 + + + + + + -
La3a23 + + + + + + +
a4 + + + + + + -
Lada + + + . + + + -
Lada1 + + + + + + -
Lad2 + + + + + + -
Ladb + + + + + + -
La5b2 + + + + + + -
La7ac + + + + + + -

+ Reaccion positiva
- Reaccion negativa
|
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7.2.1 Actividad de inhibicion in vitro

En cuanto a la actividad de inhibicion in vitro, no se observé una diferencia
significativa entre las fres cepas probidticas y las dosis utilizadas del microorganismo
patogeno, ya que en todo los casos se formaron halos de inhibicion 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 inhibicidn de A. hydrophila.

mm Halos de inhlblcitn

50

dsplal Bspla? Bsolad

s ipt 1

2

10

(a) (b)

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

—
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7.3 Evaluacion del crecimiento de P. scalare alimentado con Artemia

enriquecida con bacterias probioticas La1, La2 y La3

7.3.1 Incorporacion de La1, La2 y La3 en el tracto digestivo de Artemia

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

Artemia fue de 30 minutos después de ser inoculadas, manteniéndese una

concentracion de 2 x 107 ufe/mL) (figuras 6 y 7).

Figura 6.- Tracte digestive de Artemia, tras la Figura 7.- Tracto digestivo de Arfemia
la incorporacidn de bacterias después de completamente lleno con la cepa Lal
10 min. de inoculacién 30 min. después de la inoculacion.

7.3.2 Sobrevivencia y crecimiento de P. scalare

La sobrevivencia de los peces alimentados con las cepas probidticas fue del
100%, en comparacion con una scbrevivencia del 80% en los peces alimentados sin

probiodtico.

S
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7.3.3 Longitud total

El andlisis de varianza para la longitud total indico que existen diferencias
significativas entre los tratamientos (F=15.656, gl=4 y P<0.001). Al efectuar la
comparacion de medias multiples por la prueba de Tukey, se pudo establecer que el
tratamientio de los peces alimentados con B. sp La3 pemmiti¢ alcanzar la mayor
longitud total (4.5 cm), mientras que los peces del grupo testigo sélo obtuvieron una

longitud de 3 cm (Figura 8).

B T —
Lot
4 = .
Longitud Tota {erm) I;] E:J 5 C];l ;
2r 123 ]
Tes  Comb ta?
i} 1 1
a Z 4 &
TRATAMIENTOS

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

*Tes= Testigo, Com= Combinaci¢n-

7.3.4 Altura

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

analisis de varianza indicd que también existen diferencias significativas (F= 5.913,
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gl= 4 P < 0.001). Al efectuar la comparacion de medias multiples por el método de
Tukey, se observa que el tratamiento testigo presenta diferencias significativas,
obteniéndose en este grupo una altura promedio de 2.9 cm, en comparacion con la

de los demas tratamientos, donde oscilaron entre 2.3 y 2.5 cm (Figura 9).

6 i | B T
G . .
4~ Lt -
La3
2 i
ALTO {em}

I Beses:
'1 o —
Tes Com La?

0 L -

| ] 1 | b {
0 1 2z 3 4 5 -3
TRATAMIENTOS

Figura 9.- Comparacion de la variacién de la altura de los peces entre los tratamientos.

“Tes.= Testigo, Com= Combinacion

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 promedio de 0.63 cm de ancho,

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

entre1.10 y 1.25 cm ( Figura 10).
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Figura 10.- Comparacion del ancho de los peces entre los tratamientos.
*Tes.= Testigo, Com= Combinacidn

7.3.6 Peso

Con relacidén al peso, si se observa el analisis de varianza puede decirse que
existen diferencias significativas entre los tratamientos (F=17.394, gl= 4, P <0.001).
Al efectuarse el analisis de medias por el método de Tukey se observa que el
tratamiento que proporciona mayor peso es B. sp La3, con un peso promedio de 1.90
g, en tanto que la combinacidn y el grupo testigo proporcionaron pesos por debajo de

1 g (Figura 11).

e —
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Figura 11.- Comparacion de la variacion del peso de los peces con tos diferentes tratamientos.
*Tes.= Testigo, Com= Combinacion

7.3.7 Factor de Condicién

Los resultados del Factor de Condicidn indican que los peces alimentados con
las cepas Laz2, La3 y la combinacion, obtienen una mejor relacion peso longitud ya
que se obtienen valores muy por encima de la Km inicial en comparacion con los
peces alimentados con la cepa La1 vy el testigo, que siempre se mantuvieron por

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

7.4 Ubicacion de las bacterias probibticas en el tracto digestivo de P. scalare

7.4.1 Analisis Bacteriolégico

El analisis bacteriologico del tracto digestivo de los peces durante la
administracion de las diferentes cepas de Baciflus indicd que las tres cepas
administradas lograron colonizar el tracto digestivo de P. scalare, pues pudieron
aislarse los morfotipos caracteristicos de las bacterias administradas en medios BHI
y MRS. Se establecid que la cepa La2 fue la que presento mayores valores promedio

de ufc/mL a medida que transcurrio el periodo experimental (Figura 13).

e ————
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Figura 13.- Conteos de ufc/mL de las bacterias probioticas en el tracto digestivo de P.
*Letras diferentes muestran diferencias significativas de los datos {p<0.05)

7.4.2 Analisis bacteriologico de las heces

En cuanto al analisis bacteriologico de las heces, se pudo establecer que la cepa
La3 presentd un alto grado de colonizacion y competencia dentro del tracto digestivo
de P. scalare, 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 observé su presencia en las heces hasta la décima semana. En
comparacion, con las cepas Lal y La2 se obtuvieron conteos de ufc/ mbL con
promedios de 70 y 30, respectivamente, en la sexta semana; y a partir de la octava
semana no se obtuvieron colonias caracteristicas de estas dos cepas, aungue si se

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

e ——————
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Figura 14.- Conteos de las ufc/g de las muestras de heces de P. scalare durante 10 semanas desde la
suspensidn de la alimentacién con las cepas probidlicas.

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

7.4.3 Analisis inmunohistoquimico

Los cortes histoldgicos efectuados a la parte anterior del 'intestino de pez angel
mostraron un diametro aproximado de la luz intestinal de 100 ym y una longitud
superior a las 24 um en las vellosidades intestinales. Ademas, se observo claramente
un revestimiento epitelial cilindrico monoestratificado, ciliado y con pliegues
conformados por una mucosa y una submucosa espiral, se observaron también
abundantes células caliciformes y las criptas de Lieberk(n en todas las vellosidades

(Figuras 15 a, b y ¢).

- _ 1
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a b C
Figura 15.- a) corte transversal del intestine de P. scalare de 100 um; b) vellosidades intestinales (24
um); ¢) células caliciformes y criptas de Lieberkiihm.

En las figuras 16 a y b, se observan, en cortes transversales del intestino del pez
angel, 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 probidticos administrados al pez en los cortes

histoldgices marcados con anticuerpos para Baciffus
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7.5 Inhibicion de A. hydrophila por las cepas La1, La2 y La3 en el cultivo de pez
angel

7.5.1 Caracterizacion del cuadro clinico presentado por los peces

El proceso infeccioso se observd después de las 24 h de administracion del
patégeno en los diferentes tratamientos. Los signos y lesiones caracteristicos de la

enfermedad, se detallan en la tabla 6.

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

Organos afectados Signos y lesiones observados
Pie! Ulcerada, decolorada, con moco
Escamas Erosionadas, descamacion
Aletas y cola Hemorragicas, deshilachadas
Boca Abierta
Branquias Hembrrégicas
Ojos Hemorragicos, exoftalmia
Cuerpo *
Apetito Anorexia
Comportamiento Pasivo
Nado Erratico
Tubo digestivo Inflamado
Rifidn Hemorragico
Higado *
Vesicula *
Vejiga natatoria Reventada
Corazén "
Génadas T

+ No s6 observd dafio
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Al efectuarse el andlisis estadistico con base en la funcidn candnica discriminante
{estandarizada con la varianza), se consideré que los signos de infeccidn gque mas se
desarrollaron por la administracion del patdgeno fueron: branquias y o0jos
hemorragicos, nado irregular y lesiones en la piel (figura 17,18 y 19). Sin embargo,
esto solo sucedid en el tratamiento donde los peces fueron alimentados con Artemia
sin probidtico v con A. hydrophifa, a diferencia de lo ocurrido con los peces
alimentados con fas cepas probiéticas, en los cuales no se desarrollaron signas ni

lesiones de enfermedad y se mantuvieron sanos hasta la finalizacién del

experimento.
3 - —
Branguias hemoriégicas ?r o A d i
A
gl . _
§ b A& A hydrophila
ol
A
Qjos hemorddgicos -1 |- a —
z — 1
A -2 o 2 4
FACTOR1
Nado requla L esiones &0 I pie!

Figura 17. Andlisis discriminante del cuadre clinico presentado por P. scalare.
* a: Tratamiento de peces no alimentados con probidticos y donde se administro A. hydrophila
107ufc/mL,
*b, ¢, y d: replicas
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Figura18 y 19.- Peces con signos y lesiones de enfermedad después de la inoculacion de Aeromonas
hydrophila

7.5.2. Sobrevivencia

La inoculacion de A. hydrophila en los peces ocasiond una mortalidad de mas
del 90% de los organismos alimentados s6lo con Arfemia sin probidtico. Los peces
alimentados con las diferentes cepas probidticas obtuvieron mayor resistencia a la

inoculacion del patogeno (Figura 20).
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Figura 20. Sobrevivencia de P. scalare a la infeccién con Aeromonas hydrophila utilizando cepas

probidlicas
7.5.3. Recuperacién del patégeno

La presencia de A. hydrophila se identifico en un 100% de las muestras tomadas en
las lesiones producidas durante la infeccion. La identificacidn se realizd mediante
PCR, donde se obtuvo una fragmento amplificado de 400 pb, el cual correspondid
con el control positive, confirmando asi la presencia del patégeno administrado y su
relacion con el proceso infeccioso presentado por los peces que no fueron

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

400pb

Figura 21.- Identificacion de A. hydrophita por PCR. 1} control positivo, 2) control negativo, 3) marcador
de peso molecular, 4-6) fragmentos amplificados del ADN de A. hydrophila aislada de rifion v de 13 piel.

___400pb

Figura 22.- Identificacién de A. hAydrophifa 1) marcador de peso molecular, 2) control positivo, 3y 4)
muestras de lesiones de las branguias, 5) muestra de tracto digestivo, ) muestra de rifion, 7} control

negativo
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7.6. Identificacion 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 La1, La2 y La3 utilizando los primers 9F y E938R con un marcador
molecular de 100 pb se puede observar que el ADN amplificado resulto tener un
tamafic aproximado de 850 y 1000 pb en cada cepa (Figura 23).

1.500
1.000

g
|

100 -

Figura 23.- Comparacion de bandas de productos de PCR con los primers universales 9F y EQ30F de
las cepas Lat, La2 y La3 con el marcador molecular de 100 pb de Promega™ (M).

La secuencia obtenida del ADN de la cepa La1 consto de 885 pb y resultd tener
coincidencia con 22 tipos de Bacilius sp. y un tipo de Acetobacter pasteurianus, todas
con una similitud de 99%. Para La2 la secuencia obtenida de 1051 pb, coincidié con
51 tipos de Bacillus sp., un tipo de B. anirhacis y de Acetobacter pasteurianus, con
99% de similitud en los tres casos. La secuencia de La3 de 1015pb, resulté tener una
coincidencia de similitud del 100% con la construccion sintética del clon de B.
anthracis del gen BA1990 vy una coincidencia B. weihenstephanensis con 84% (Tabla

7).
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Tabla 7. Nomero de tipos y porcentaje de similitud de las secuencias de nuclebtidos de las cepas Lal,
La2 y La3 con otras 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 clon - - 1 tipo
sintético del gen 100%
BA1990
Baciilus 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 Lat la ubican
dentro del grupo de los firmicutes, entre dos cadenas de B.cereus (Figura 24). Por
otra parte, las relaciones filogenéticas de La2 la ubican entre una variedad de B.
thuringiensis y los firmicutes (Figura 25). Finalmente La3 se encontra dentro de los

firmicutes, entre una cadena de B.anthracis y mas apartada de B. cereus (Figura 26).
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Figura 24.- Arbol filogenético de la cepa La1
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Figura 25. Arbol filogenético de L.a2
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Figura 26. Arbol filogenético de La3
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8. DISCUSION

El uso de probidticos en acuicultura se ha intensificado en los ultimos aﬁos', el
aspecto mas estudiado ha sido el mejoramiento de la salud de los animales por la
inclusidn de bacterias bengficas, ya sea en el alimento o en el agua. Sin embargo,
uno de los aspectos en lo que aun queda mucho por investigar es la obtencion y
seleccion de bacterias probidticas 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 ef af, 2000;
Verschuere et al, 2000).

En esta investigacion se aislaron 108 cepas bacterianas del tracto digestive de
P. scalare, de las cuales el 75% corresponden a bacilgs Gram +. Asimismo, se pudo
establecer que 20 de las bacterias aistadas crecieron a pH acido y en presencia de
sales biliares, aunque soélo tres cepas de Baciffus presentaron una alta colonizacién
del epitelio 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 vy
Porphyromonas, sin embargo, el potencial probidtico no fue evaluado. Por otra parte,
Lara ef al. (2006) sefalaron que en los peces de agua dulce 10s grupos deminantes
en el tracto gastrointestinal pertenecen a los géneros Aeromonas, Pleisomonas y al
grupo de las Enterobacteriaceae, aungue también indicaron que existe una gran
variacion de microorganismas que colonizan el tracto digestivo de los peces, debido

a las condiciones ambientales en las que viven y a sus habitos alimenticios.
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De acuerdo a los resultados obtenidos para el crecimiento de los peces
alimentados con las bacterias probiaticas aisladas en este estudio, se observd gue el
aprovechamiento del alimento fue mayor en los peces con los tratamientos en los
cuales se les adicionaron las cepas probidticas, 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 comparacidon con el lote testigo y la
combinacion de cepas probidticas). Estos resultados concuerdan con el estudio de
Ghosh ef al., (2008), en el cual se reportan diferencias significativas en el crecimiento
de peces de ornato de las especies Poecilia reticulata, Poecilia sphenops,
Xiphophorus maculatus y Xiphophorus hellieri, después de ser alimentados con
piensos enriquecido con Baciflus sp durante un periodo de 60 dias, en comparacién
con un tratamiento control sin probidtico.

Una de las caracteristicas gue debe poseer un microorganismo para ser
considerado como prohiético es su capacidad para adherirse a la superficie intestinal.
En este estudio se pudo establecer mediante el analisis bacteriolégico que los tres
probidticos suministrados son capaces de colonizar el tracto digestivo de P. scafare,
aunque hay diferencias en el numero de células que se adhieren, lo que se
manifiesta claramente a partir del dia 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 ufc/mL; esto
demuestra que la cepa La2 coloniza mejor el tracto digestivo del pez y que va a
prevalecer mientras se continde administrando este probidtico. Otros trabajos

realizados con organismos acuaticos han mostrado también que al suministrar
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diferentes cepas de probidticos, siempre habra alguna cepa que domine ¢ varié su
cantidad de células a través del tiempo, aunque todas ellas tengan la capacidad de
colonizar el hospedero (Gildberg et al., 1997 Ringo y Vadstein,1998; Ringo y
Olsen,1999; Rengpipat ef al,2000; Nikoskelainen et a/.,2003; Gullian et al., 2004,
Macey y Coyne 2008).

En cuanto a la persistencia de los probioticos en el tracto digestivo del pez,
después de haberse suspendido el suministro del alimento con los probidticos se
observd que la cepa La3 permanecid con mayor cantidad de células hasta ta décima
semana. La presencia de los probidticos en las heces despuées de 10 semanas' de
haber suspendido su administracidon, manifiesta su alto poder de colonizacion. En
comparacion con estudios efectuados en otros organismos acudticos, como el
molusco abuién, se observd un descenso muy marcado de células probidticas al
primer y segundo dia después de haber cesado el aporte de probidticos en el
alimento, mostrando en sus heces a los 15 dias cantidades muy bajas de estas
células (Macey y Coyne 2006).Posiblemente este descenso de células probioticas en
el abulon se deba a que es un organismo filtrador.

Diversos estudios han demostrado la capacidad de diferentes microorganismos
para mejorar la sobrevivencia en el cultivo de los peces (Gatesoupe, 1894; Gullian ef
al., 2004, Venkant ef al., 2004; Bagheri ef al., 2008). De acuerdo con el presente
trabajo, el uso de las cepas probidticas La1, La2 y La3, utilizadas de forma individual
0 de forma combinada, mejoran notablemente la sobrevivencia de este ciclido, aun
cuando se inocule con A. hydrophila, mostrando el pez en estos casos una mayor

resistencia a la presencia del patégeno (sobrevivencia del 100% en los tratamientos
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que se utilizaron las cepas probidticas en comparacién con el grupo testigo, que
mostro una sobrevivencia del 8%). Estos resultados son mejores que los obtenidos
por Martinez ef al. (2008) quienes infectaron tilapias con diferentes patdgenos,
estableciendo que después del desafio con bacterias patogenas, la mayor
sobrevivencia se obtuvo en los tratamientos en los que se suministré el suplemento
de Baciflus sp. y Lactobacillus casei (86.67 %), seguidos por los tratamientos con
Bacillus pumilus (80 %) y Lactobacillus acidophilus (73.33 %). En este caso, la
sobrevivencia registrada en el tratamiento al que no se suministraron las bacterias,
fue del 53.33 %. Los autores concluyeron qgue las cuatro bacterias estudiadas
poseian alto potencial para su uso como probidticos en el cultivo de Tilapia
(Oreochromis niloticus), debido a su capacidad para mejorar la sobrevivencia durante
infecciones bacterianas, lo que podria asociarse posiblemente al incremento en los
niveles de defensa innatos de ia tilapia. En investigaciones sobre uso de probioticos
para la exclusion de patégenos en acuicultura, Aly et al, 2008, reportaron la
exclusion de Aeromonas hydrophila por Bacillus subtilis y Lactobacillus acidophillus
en tilapia nilotica.

Pocos estudios, se han hecho respecto al uso de cepas probidticas especificas para
peces de ornato. Esta investigacion 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 comun en cultives en agua dulce (Cipriano ef al. 1984; Dixon e Issvoran,
1993, Baez ef al., 2008).
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Los resultados obtenidos de la identificacion molecular, ubican a las cepas
bacterianas La1, La2 y La3 dentro del género Bacillus. Si bien existen trabajos del
uso de bacterias de este género como probidticos, no se tienen reportes de su
aislamiento del tracto digestivo de peces, salvo el trabajo de Gullian ef a., (2004)
donde se menciona la presencia de este género en el camardn (Penaus vannamei).
Por otra parte, el uso de primers universales como el caso de 9F y EQ39R del gen
ADNr 168s demostrd ser adecuado para la amplificacion de un segmento del ADNr
16s de las cepas desconocidas. Estos resultados concuerdan con los de Heyndrickx
et 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 0 mas secuencias
caracteristicas, que se denominan oligonucledtidos firma, secuencias cortas y
especificas que aparecen en todos {0 en la mayor parte) de los miembros de un
determinado grupo filogenético, y nunca (u ocasionalmente) estan presentes en otros
grupos (incluidos los méas préximos). 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 gue se encontraron en las
secuencias de las tres cepas con respecto a secuencias de especies conocidas. Esto
concuerda con lo reportado por Woo ef 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 dtil para distinguir entre las dos y se obtiene con certeza sélo el

genero.
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Una forma de obtener mayor especificidad en (a identificacion de las cepas Lat,
La2 y La3 seria secuenciar el gen completo, esperando que con dichos resultados
sea posible Ja construccién de la filogenia de estas cepas. Mientras tanto, solo se
puede afirmar que las cepas La1, La2 y La3 corresponden al género Baciflus, 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 informacion de su aislamiento en muestras del tracto digestivo de
los peces.

La secuencia genética obtenida de las cepas probidticas aisladas de P scalare,
solo nos permitid ubicar a estas bacterias dentro del género Bacillus, ya que no se
pudo identificar a ninguna a nivel de especie debido a Iés variaciones que se
encontraron en las secuencias de las tres cepas con respecto a secuencias de las
especies conocidas hasta la fecha. La cepa Lal resultd tener coincidencia con
Bacillus sp.; La2 coincidid con Bacilfus subtilis con 99% de similitud; La3 resultd tener
una similitud del 100% con la construccion sintética de un clon del gen BA1990 de B.
anthracis. Estos resultados hacen suponer la posibilidad 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 tres cepas de Bacillus {Lal, La2 ylLa3) presentaron alta colonizacion 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 probitticas

La cepa La3, promovié gque los peces obtuvieron mayor crecimiento tanto en Iongiltud
total, peso y ancho (con casi un 50% de incremento en comparacion con el lote
testigo y la combinacion de cepas probidticas

La cepa La2, coloniza mejor el tracto digestivo del pez y va a prevalecer mientras se
continue su administracion

La cepa La3, permanecidé con mayor cantidad hasta la décima semana después de
haberse suspendido el suministro del probiotico.

Los probidticos colonizaron la parte anterior del tracto digestivo del pez.

Aungue en oteros estudios se manifiesta que la combinacién de probidticos
proporciona mejores resultados en el bienestar de los organismos, en este trabajo
se observd que la combinacién no mostrd resultados mejores que los obtenidos con

las cepas utilizadas de manera individual.

MARLA DEL CARMEN MONROY DOSTA DOCTORADO CIENCIAS BIOLOGICAS
&6



TESIS DOCTORAL: Uso de probiblicos en Plerophylium scalare

El uso de las cepas probidticas Lail, La2 y La3, utilizadas de forma individual o

combinada, mejoran notablemente la sobrevivencia de P.scalare, aun cuando se

inocule con A. hydrophila

La identificacion molecular, ubica a las cepas bacterianas La1, La2 y La3 dentro del

género Baciflus

MaRIA DEL CARMEN MONROY DOSTA DOCTORADQ CIENCIAS BIOLOGICAS

&7



TESIS DOCTORAL: Uso de probidticos en Plerophillum scalare

10. Recomendaciones

e Aungue el analisis molecular ubicd a las tres cepas dentro del género Bacillus,
es recomendable secuenciar el gen completo para especificar la identificacion

hasta nivel de especie.

» Si bien los resuitados mostraron que las cepas Lat, LaZ y La3, tienen efectos
probidticos es recomendable realizar estudios para identificar las bacteriocinas

0 biocinas que les proporcionan la capacidad antibidtica.

» De acuerdo a los resultados obtenidos se recomienda que las bacterias
utilizadas como probitticos, en la acuicultura sean aisladas de la especie de
interés ya que provee mejores beneficios que el utilizar probidticos aislados

del ser humano o de otros mamiferos
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Resumen

Las bacteriocinas son susiancias peptidicas con acti-
vidad antirnicrobiana, producidas por diferentes ce-
pas bacterianas Debido al crecionte interds. sobre la
obtencion de microcrganismos benéticos productorss
de sustancias antagonistas para su aplicacion en la
industria alimentaria, en la produceién animal y re-
cienternente el gl campo acuicola, el objetivo de es-
ti revision es dar un panorama general del conoci-
rmiento que sc tiene sobre Jas bacteriocinas, su mo-
do de aceidn y aplicacidn.

Palabras clave: bacterias. bacterocinas. probid-
ticos.

Abstract

Bacteriocins are peptidic substances with antimicro-
hial activity, produced by different. bacterial strains.
Due to the growing interest on the obtaining of be-
nefic iricroorganisms prodncers of this antagonistic
substances for the application in the alimentary in-
dustry and in the animal production, the objecti-
ve of this review is to give a general view of the cu-
rrent knowledge on the bacteriocins, way of action,
and application.

Key words: bacteria, bacterocin, probiotics.

Introduccién

Durante los dltimos 20 anos el uso de probidticos
en diferentes campos produciivos y de investigacién
se ha generalizado, esto debido al efecto que han
demostrado Lener en la prevencién de enfermedades
tanic en €! ser humano como en muchas especies
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de animales. asi como su uso en la conservacion de
alimentos, siendo una alternativa para contrarrestar
el uso de guimicos y antibidticos en la alimentacidn
(Galvin et al., 1999; Turner et al., 2001},

El usu de probicticos y el efecto de manipular |a
microflora intestinal fue inicialmente observado por
Mechnikofl {1907}, quién reportd los elecios benéfi-
cos de las bacterias productoras de dcido lactico en
la prevencion y tratamiento de enfermedades intes-
tinales {Guarner y Malagelada 2002).

La interaccion entre la cepa probidtica y la micre-
floca intestinal puede basarse en la competicidn con
bacterias patdgenas por sitios de adhesién a los re-
veptores epiteliales, por nutricntes y a la produce-
cion de sustancias especificas como son las bacte-
riocinas (Rodriguez y Le Moullac, 2000: Rengpipat
et al.. 2000; Simon, 2005, Vizquer et al., 2005).

Las bacteriocinas producidas por diferentes bacte-
rias probidticas pueden servir como barreras aptimi-
crobisoas y ayudar a reducir los niveles de microor-
ganismos patégenos (Ferndndez, 2005). Existen nu-
merosas bacteriocinas y cada una tiene espectros de
inhibicidn particulares, esta caracteristica es aprove-
chada para la manipulacion de poblaciones bacteria-
nas a nivel de tracto digestivo con el fin de excluir
patégenos, mejorar la digestibilidad e incrementar la
aclividad inmunoldgica de muchas especies anima-
les v son ampliamente utilizadas en la cria de cer-
dos, aves y recienternente ha surgido un interés so-
bre su aprovechamiento en la produccion de organis-
mos acudticos.

La intensificacion de la actividad acuicola y la fal-
ta de control del comercio internacional de los orga-
nismos acuaticos vivos y de Jos productos derivados
de éstos ba provocado la mevilizacién de una gran
cantidad de patdgenos que en condiciones ambienta-
les diferentes pueden ocasionar problemas infeccio-
sos causando graves pérdidas econémicas (Verschue-
re &l al.. 2000: Quintana. 2001).
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Para controlar las cniermedades en los cultivos sc
han usado compuestos guinicos y antihidticos de
maners indiscriminada. Esta practica ha provoca-
do el incremento en la presencia de pldsmidos resis-
tentes a dichos compuestos (Gomez-Gil et al., 2000;
Verschoere et al., 2000; Gullian ef of, 2004; Ven-
kant et af., 2004).

Ante esta problematica, en la actualidad las inves-
tigaciones en el campo acuicola se¢ han epcamina-
do hagia el uso de probidgticos. comoe wuna herramicn-
ta viable para reducir ¢ eliminar la incidencia de mi-
cronrganismos paldgenos. mejorar el rendimiento en
los cullivos de peces y ¢rusticeos asl como erradi-
car el uso de antibiGticos. Sin embargo es escaso ¢l
cunocimiento de los inecanisrmos de accion de los pro-
bidticos que se estin wtilizandoe y de las bacterioci-
nas que producen. El objetivo de este trabajo es ha-
cer una revision bibliografica sobre las bacterioci-
nas producidas por hacterias probidticas, sus princi-
pales caracteristicas y el clecto de éstas en la preven-
cion de la enferniedad, lo que indudablemnente per-
mitird una mejor aplicacién ¥ uso de estos microor-
ganismos en la acuicultura.

Caracteristicas de las Bactericcinas

Las bacteniocinas son péptidos con actividad antimi-
crobiana producidos por sintesis ribosomnal y son se-
gregadas por wn grau niinero de hacterias para in-
hibir ¢l crecimiento de otros microorganismos com-
petidores (Papagianni, 2003, Jocrger, 2003; Katikou,
2003; Motia ef al, 2008). Estas sustancias con fre-
cuencia actian frente s las baclerias mas estrecha-
mreite relacionadas. Sin embargo estudios recientes
cfirman que tambien pueden actuar frete a otras es-
pecies bacierianas, hongos v algunos pardsitos (Eij-
sink ef af \1098; Cotier et al., 2005: Svetoch ef af.,
2008).

Cn la naturaleza existe una enorme diversidad de
bacteriocinas que han sido encontradas en casi to-
das las cspecies bacterianas examinadas hasta la fo-
cha, y ain dentro de una especie padrian producir-
se diferentes tipos de bacterocinas {Ennabar et of.,
2000; Cintas et af 2001, Joerger, 2003}. S¢ piensa
que el 99 % de las bacterias pueden producir cuan-
de menos una hacteriocina y lainica razén de que no
sc hayan aislado es debide a que han sido muy poco
estudiadas (Gordon y O'Brien, 2006). Las halobac-
terias por ejemplo, miembros del dominio Archaeca,
producen su propio tipo de bacteriocinas, las halo-
cinas (Joerger, 2003). Los microorganismos invier-
ten una gran proporaidn de energia para la produc-
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¢idn y elaboracién de mecanismos antimicrobiznos,
sin embargo aun, 1o se sabe mucho de cémo la diver-
sidad de estas sustancias awmenta y cudl es ta fun-
cién que desempenian en las comunidades microbia-
nas, por lo que estas moléculas han servido como mo-
delo para tratar de responder algunas preguntas evo-
lutivas y ecoldgicas {Gordon ¥ O'Brien, 2006).

La primera descripcidn de actividades relacionadas
com las bacteriocinas se publics hace mas de ochenta
afios, cuando se descubrié un antagonismo enire ce-
pas de Escherichia coli. Originalmente, estas sustan-
cias fueron llamadas colicinas (Riley y Wertz. 2002).
En el caso de Jas bacterias acido-lacticas las primeras
ohservaciones comenzaron en 1928, cuando sc deseri-
bié que ciertas cepas de Lactecoceus empleadas en
la fabricacidn de quesos producfan un efecto inhibi-
dor del crecimiento de otras BAL y potencialmente
podinn inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas
¥ nocivas para la conservacion del queso (Cotter et
al., 2005). En 1933 se describié por primera vez una
sustancia de naturaleza peptidica con actividad anti-
microbiana producida por cepas de la especie Lacto-
eoccus lactis subsp. lactis, que posteriormente se de-
noming nisina (Riley y Wertz. 2002). La nisina es por
tauto la bacteriocina gue tiene un historial més lar-
go de use seguro en alimentacion y la que ha si-
do mds estudiada. En 1953 se comercizlizé por pri-
mera vez en Inglaterra, en 1969 se aprobd su uso en
elimentacién por la OMS {Joint Food and Agricul-
ture Organization/World Health Organization Ex-
pert Cornmittee on Food Additives) y en 1983 se in-
cluyd en ia lista de aditivos de la Unidn Europea; po-
co después, en 1988, fue aprobada por la FDA (Food
and Drug Administration) rorteamericana (Cotter
et al., 2005).

Bacteriocinas producidas por

bacterias acidolacticas

Las bacterias acido-licticas & bacterias lacti-
cas (BAL} son inicroorganismos Gram-positivos,
muy heterogénecs desde ¢! punto de vista inor-
folégico y fisioldgico, y cuya caracteristica prinei-
pal es la produccién de &cido lactico como pro-
ducto mayoritario de un metabolismo fermentati-
vo de los carbohidratos. En general, las BAL son mi-
croorganismos de morfologia bacilar o cocoide, no cs-
porulados. microaerofilicos 0 anaerobios faculta-
tivos, carecen de citocrormos y catalasa sen-
su stricto ¥y poseen un contenide de guanina y ci-
tosina (G+C) inferior a 50 mol%. Actuaimen-
te, cl grupo de las BAL comprende microorganis-
mos de los sigutentes géneros: derococcus, Alloio-
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coccus,  Carnoboecterium.  Dolosigranulun,  Ente-
rococeus,  Globentelle,  Lactobacillus,  Lactecoc-
cus, Lactosphaera, Lenconestoc, (Qenococcus, Pe-
tiococcus,  Sireptoceccus,  Telragenococcus, Va-
gococeus y  Weissells (Cintas et ef.. 2001; Ro-
jas y Vargas. 2008). Las bacterias licticas se lo-
calizan frecuentemente c¢n habitats ricos en nu-
trientes, caracterizados por la presencia de car-
bohidralos solubles v productos de la  degra-
dacidn  de proteinas y vitaminas. y con ba-
Jas teusiones de oxigeno como por gjemplo, la le-
che ¥ procdnetos Jacteos, productos cdArnicos y ve-
getales  formentados, frutas v hortalizas  fres-
cas, ensilados, pescado v derivados de la pes-
ca (Lindgren v Dobrogosz, 1990; Stiles, 1996; Cin-
tas of al, 2000). Ademds, algunas bacterias lacti-
cas son habitantes comunes del tracto gastroin-
testinal ¥ mucosas del hombre y animales, del es-
tidreol v de aguas residuales urbanas e industria-
les {Cintas ef al, 2000).

En la actvalidad las bacteriocinas producidas por las
bacterias lacticas aon las qne encierran un mayor in-
terés ya que tienen el estatus de QPS (gunlified pre-
sumption of safety), es decir son consideradas como
microorganismos seguros para la salud, va que tan-
to ellas como sus metabolitos han sido consumidos
cn aliwentos fermentados por innumerables genera-
ciones sin que hubicra efectos adversos en la pobla-
cién {Joerger. 2002: Cgunbanwo ef al., 2003} (Dri-
der et e, 2006; Millcte et ol .,2008).

Fs importante mencionar gue las hacterias Acido-
ldcticas son tambidn los miccnorganismos méas wti-
lizacdos como probiéticos no sélo en el ser humano
sino en mamileros y muy recientemente en los peces
y crustaceos {Garrigues vy Avévalo, 1995 Gémez-Gil
ct al., 2000: Brioncs y Lozano, 2003; Campana ef al.,
2003). Los cstudios efectuados con BAL han reporta-
do cfectos positivos en el crecimiento, sobrevivencia
y eliininacidn di patdgenos de los organismos acuiti-
cos: sin cinbargo, la gran diversidad de compuestas
inhibidores producidos por lag bacterias dcide-lacti-
cas, como las bacteriocinas, requieren de rigurosos
estuclios sobre ¢] modo de accién de estos compes-
105 S0DTC OLTos microorganismos en condiciones am-
bicntales diferentes a las de su origen, ya que en la
mayoria. de los cosos se han utilizado cepas assla-
das de! ser humano o de mamiferos y est4n siendo co-
mercializadas v utilizadas en acuicultura v, a la fe-
cha, no se cuenta con veportcs sobre cl tipo y efec-
to de cstos compuestos en acuicultura (O'Sullivan et
al, 2002).
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Tabla 1. Algunos ejemplos de BAL y bacteriocinas que
producen {Castellano ef ol 2008)

Microorganismo productor

Bacteriocina J

L. lactis WNG20

L. saker 148 Lactocina S

L. sakei Li5 Lactocina §

L. snka LTHETS Sakacina K,

L. sakei 115! Sakacina P

L. saker LU706 Sakacina A

L. saker CTCL94 Sakacina K

L. brewms SB2Y Brevicina 27

L. curvatus LYHI174 Curvacina A

L. curvatus FS4T Curvaticina F847

L curvatus L442

Nigina Z la

Curvaticina L442

L. plantarum CTC305 RPlantaricina A

L. carnosum TAllg Leucacin a

P. acrdilactici PACL.O Pediocina PA

P. acrdidactict L50 Pediocina L5G

P. pentosuceous Zf02 Pediocina PA-1

C. piscrcola LVITEB Carnobacteriocina B2
C. piscreola Vi Piscicocina vla *

C. piscicole LV1ITA Carnobacieriocina *
C. piscrcola JG 126 Piscicolina 126 1 *

C. piscicola KLVITR Carnobacteriocina Bl /B2*
C. divergens 750 Divergiciun 750

C. dwergens LV13 Divergicina 4,

* Microorganisme aislade del tracto digestivo de peces

Clasificacién de las bacteriocinas

Diversos investigadores han buscado clasificar a las
bacteriocinas de acuerdo a sus caracteristices bio-
quimicas y genéticas. A cootinuacién se presenta
la clasificacion de estos compuestos propuesta por
[Kemperman et al, (2003).

Clase I: Lantibidticos - Son péptidos pequedos ac-
tivos a nivel de membrana ¥y que contienen alzu-
nos aminodcidos poco comuncs eomo lanticning,
b-metil-lantionina y dihidroalanina que se forman
debido a modificaciones posteriores al proceso de Ja
traduceidén. Con poca estabilidad al calor, péptidos
poli ciclicos (< 5 KDa) con aminodcidos rnodifica-
dos. La [ormacion de aminoacidos no comunes se ex-
plica por la deshidratacién de los aminodcidos seri-
na y treonina, con la posterior adicidn de los dtomos
de azulre de la cisteina a los dobles enlaces de los des-
hidroaminodcides. Un gjemplo bien conocido de es-
tas bacleriocinas es la nisina. A su vez, en [uncidon
de su estructura ¥y modo de accién, los lantibicti-
cos sc subdividen en 2 grupos:

Clase 1 A: Péptidos elongados y catidnicos que
acliar a nivel de membrana y gue engloban a los lan-
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tibidticos de un séla péptido y a aguellos que requie-
reft la presencia de dos péptidos para ejercer su sc-
tividad antimicrobiana total.

Clase I B: Péptidos globulares e hidrd{obos que
actan como inhibidores enzimaticos.

Clase II: No luntibidticos.- bacteriocinas liniesles y
na madificadas postraduccionalmente. Son péptidos
pequenos (< 10 kDa) y termoestables, que actian a
nivel de la membrana plasméatica. El representante
s caracteristico de este grupo es la pediocina PA-
1. la bacteriocina mds estucdiada después de lo. nisina.,
En esle grupo se pneden identificar tres subclases,

Clase II a: Péptidos activos contra Listerie, tie-
nen la secuencia consenso en la regién N-icrminal
TGNGVXC y sus representantes caracterfsticas son
la pediocina PA-1 y la sakacina P.

Clase II b: Formadores de complejos para la for-
macidn de poros gue cousisten de dos péptidos dife-
rentes. Ambos péptidos son necesarios para una me-
jor actividad antimicrobiana. En este grupe se en-
cuentran la lactococcina G y las plantaricinas EF y
JK.

Clase II c: piéptidos pequenios, termoestables. no
modificados ¥ que se transportan mediante pépti-
dos iider. En esta subclase solamente se reportan las
bacteriovinas divergicing A y acidocina B,

Clase I1I: hacteriocinas de elevado tamano molecu-
tar {30 kDa) v termoldbiles. Las bacleriocinas mas
conocidas de esta clase son helveticina J. V, acidofi-
licina Ay lactacinas A v B.

Clase IV: bacteriochias complejas. Son péptidos
con una parle protefca y nna o mas fracciones lipidi-
cas o glucidicas necesarias para su actividad biolégi-
ca. Por tanto, osta clase incluye bacteriocinas que se
considerat cuing clicoproieinas (lactocina §) o ¢o-
mo lipoproteinas {mesenterocina 52).

Clase V: bacteriocinas de estructura circular y no
modificadas postraduccionalmente. A esla clase per-
tenecen la enterocina AS-48 v la gasericina A.

Bacteriocinas representativas

Nisina

La nisina, descrita en 1928, fue la primer bactertoci-
i aislada a partir de kb bacteria dcido Tactica Lac-
tococeus lactis Subs. lactis. Es la bacteriocina me-
jor caracterizada y es utilizada como ¢onservador de
alimentos; es la Gnica reconocida por la FDA c¢on

~ ContactoS 73, 63-72 (2009)

la categorfa GRAS {Generally Recognized As Sa-
fc). Se produce de forma natural en algunos pro-
ductos licteos y se ntiliza en la produccién de ali-
mentos y como un aditive en productos lacteos ps-
ra prevenir la descomposicidn ocasionada por bac-
terias Gram positivas, especialmente de los géne-
ros Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Lyste-
ra {Maldonado v Llancas, 2007).

La nising es un péptido de 34 amincacidos, de
bajo peso molecular menor a 5 kDa. La sinte-
sis de la nisina es compleja, requiere de procesos
de iranscripcién, traduccidén, modificaciones post-
traduccionales, secrecidn, procesamiento, y seiiales
de iransduceion. Existen dos variantes de esta bac-
teriocina, la nisina A y la nisina Z, que difieren so-
lamente en el aminodcido de la posicidén 27. la histi-
dina en la nisina A cambia por asparagina en la ni-
sma Z (Sangronis v Gareia,2007).

La nisina es dcida por naturaleza por lo que es esta-
ble en condiciones dcidas; su solubilidad anmenta al
aumentar la temperatura y disminuir €] pH. Se de-
mostro que la nisina es rapidamente inactivada en el
intestino por las enzimas digestivas v no puede de-
tectarse en la saliva de humanos dicz minutos des-
pués de haber consnmido un liquido que la conten-
ga (Simova et 4f.,2006).

Pediocina

Es una bacteriocina producida por Pediococcus aci-
dolectic es utilizada como conservador en productos
vegetales caruicos y se ha ohservado una elevada ae-
tividad contra especics de Listeria. Dada su alta ac-
tividad contra especies de Listeria esta bacteriocina
tiene un alto potencial para ser utilizado como con-
servador en alimentos lacteos (Fernandez, 2005, Wi-
rawan ¢t al ., 2007).

Plantaricinas E/F y J/K

Sou bacteriocinas del grupo b producidas por Lac-
tobacrllus plantarum que tienen actividad antimi-
crobiana cuando interactian como un sistema de 2
péptidos. La sintesis de la plantaricina es sumamen-
te compleja, estd regulada por la accidn de 5 ope-
rones con 21 genes diferentes, existen un sin nime-
riy de reportes que asocian a la existencia de plasmi-
dus para la produccidn de esta bacteriocina. {Mou-
rad, 2007).

Divergicina A

Es una bacteriocina producida por Ceernobacterium
divergens LV 13 que se caracteriza por poseer un sis-
terna de secrecidon que involucra la presencia de un
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Tabla 2. Principales Bacteriocinas y microorganismos productores utilizados en la industria {Mess, 2003).

Bacteriocina

Nising ]

Pediocing PA-1 1a
Pedicetna JD la
Sokacina A [Ia
Sakactna P [a
Curvacing A 11a

Mesenteriewna YI03| lla
Plantaricine E/F [b

Lactocorcina A [11s]
Lactococmna B b
Lectacing F b
Divergicina e
Helyeticrna [

Clasc | Microorganismo productor
Lactococcus lagtis subsp lactis
Pediococcus acrddachici y
Lactobacillus ploanterum WHESZ
Pediococcus ecididacticr JDI-25
Lactobacillus sake 706
Lactobacillus sake LTHETS
Lactobacillus curvotus LTHI1YS
Leucomastoc mesenterordes
Lactabaciltus planterum C1f
Laetococens lactis subsp cremoris
Lactococcus lactis subsp cremores 984
Lactobacillus johnsonu
Cermobuctertum divergens LV13
Lactobacillus helveticus

péptido sefial. Con nn peso molecular de 4.6 kDa. la
divergicina A es un péptido pequetio, de naturaleza
hidroldbica ¥ termoestable. A diferencia de las bac-
teriocinas de la clase [T que tienen un sitio de rom-
pimienio caracteristico Gli-Gli, esta bacteriocina po-
sec en su extremo N-terminal un sitio de rompimien-
to Ala-Ser-Ala y acta como péptido senal para el
uso del sistemna de secrecidn de la céluta{Maldonado
y Llancas, 2007},

Helveticina J

Esta bacteriocina es producida por Lactobecilius hel-
velicus, microorganisme cue se encuentra de manera
natural ¢n quesos madurados. La bacieriocina pre-
senta actividad antibacterial contra especies relacio-
nadas Fis una proteina de 37 kDa termoldbil {30
min a 106°C) y el gen que la produce sc localiza en
el DNA cromosomal. Poco se conoce de las carae-
teristicas bioquimicas de la bacteriocina y de su mo-
do de accidén (Cintas et ol 2001).

Modo de accion de las bacteriocinas

La accién de las bacteriocinas esta determinada por
composicién de la membrana citoplasmética. la es-
tructura ¥ la oxpresidn de uba proteina en funcién
de la inmunidard, a demas de la composicion qnimi-
ca del micdio ambicnte. Recientemente se conside-
ra también la existencia de las moléculas superfi-
clales en la wemboana de la efhula Mauco que per-
miten ¢l acoplamicnio con la bacteriocina produci-
da por otra bacteria {(Cintas et af, 2001; Heerklotz
et al., 2004).

Las bacterias Gram-positivas sc caracterizan por po-
seer un alto conlenido en lipidos anidnicos en su
mernbrana, en este caso el modo de accidn de las bac-

Leriocinas es la union inicial a la membrana bacteria-
na por atraccion electrostatica entre los lipidos car-
gados negativamente y las bacterocinas con su carga
ueta positiva localizada en uno de sus extremos {ex-
tremo C-icrrninal de la nisina, extremo N-terminal
de la pediocina); después se produce la ingercién de
las bacteriocinas en la bicapa lipidica, eo el caso de
la nisine esta insercién se realiza por su exgremo N-
terminal (Moll et al,, 1999) y en el casc de la pedio-
cing, a través de su a-hélice transmembranal del ex-
tremo C-terminal (Ennahar et al., 2000). De esie mo-
do se forman poros en la membrana bacteriana, la
cual queda permeabilizada, la célila empieza a per-
der iones y metabolitos handamentales para su super-
vivencia ¥ eventuabimente se produce la mucrte bac-
teriana (Muy probablemnente debido a vesiculacién
del protoplasina, la formacidn de poros y la desinte-
gracidn completa de la célula (Bizani et al, 2005).
Otro aspecto importente es la inhibicién de la bio-
sisntesis del ADN que conlleva a la muerte celular,
como un mecanismo secundario de estos peptidos an-
timicrobianos (Brétz y Sahl 2000).

El poder que gjercen las bacteriocinas sobre otros -
croorganismos patdgenos va a tener distintos com-
portamientos, ¢s decir, algunos icroorganis-
mos pueden ser sensibles, mientras que otros, son re-
sistentes o la accidn de estos compuestos, inclu-
sive una cepa que parcce ser sensible puede te-
ner células que presenten resistencia a la ac-
cién de la bacteriocina. De estos mismos microor-
ganismos algunos pueden ser sensibles a una y re-
sistcntes & otra, las mismas bacterias producto-
ras de compuestos antimicrobianos pueden ser sen-
sibles o la accién de otra bacteriocina y por ulti-



mo, células de esporas que presentan resisten-
cia & estas sustancias, pueden volverse sensibles des-
pués de la esporulacion {Cintas et af, 2001;Gran-
de et al, 2006). El campo de accion de las bag-
teriocinas se relaciona con el contenido de cisti-
na y de acuerdo con ello, se establecen tres gru-
pos: a) bactericcinas con un estrecho rango de ac-
cion, restringido a microorganismos de la mis-
ma especie; b) bacteriocings con un rango in-
termedic que inhibe bacterias lacticas y algu-
nas bacterias  Gramn-Positivas; y b)  bacterioci-
nas con amplio rango e accidn, las cuales iohi-
ben una amplia variedad de Gram-Positivas (Cin-
tas ef af, 2001).

Produccién y purificacién de bacteriocinas
La deteccion de cepas productoras de bacterioci-
nas es muy importante porque permitird hacer es-
tudios postericres que pucdan establecer su poten-
cial en ¢f manejo y control de los procesos infec-
vioses en muchas especies de anfmeles asi como su
uso en la indnstria alimenticia. Sin embargo esto no
es nada [3cil ¥ se reguieren de varios pasos meto-
dologicos para identificar, produciv v purificar diclias
sustancias.

» Es necesario realizar estudios de produccién y con-
tar con grandes proporciones de cultivos antes
de 1meiar la purificacidn. La produccidn de algu-
nas bacteriocinas puede ser favorecida bajo clertas
condiciones de crecimiento. Por ejemiplo las con-
diciones de incubacion, como son la temperatu-
ra y el pH (Wescombe y Tagg, 2003; Svetoslav, et
al., 2004; Chang et al.. 2007). Por lo que las condi-
ciones de produccion deben ser especificas para ca-
da organismo producior (Pascual ef al., 2008).

= La composicidn del medio de crechmiento también
afecta a la produccidn de estas sustancias (Wes-
combe y Tagg, 2003; Zaldn et al, 2005). En gene-
ral los medios complcjos que contienen una fuen-
te rica en nitrdgenn son Gptimos para el numenn-
to de produccion de bacteriocinas (Kemperman,
2003; Kawai, 2003).

Es importante elegir un medio de crecimiento co-
rrecto ya que cste puede intorferic o aumentar
la preduccién ¥ purificacién de bacteriocinas, por
ejeniplo, se hia reportado que el Tween 80, interfie-
re en la purificacion de estas sustancias adernas de
que disminuye la actividad antimicrobiana de pe-
diodicina A y lactoeina S.

ContactoS 73, 63-72 (2000}

= Una vez conseguida la produccidn necesaris de la
cepa de interés, se remueven las células por cen-
triflugacién ¥ se precipita la proteina con la adi-
cion de sullato de amonio, seguido de varios pasos
de cromatografia (Cintas ¢t ef, 2001). Se han desa-
rrollado otros métados con separaciones por cro-
ratografia ¥ de acuerdo al pH del medio donde lo-
gran una total liberacidn o absorcidn de las bacte-
riocinas dentro de la célula. El métode més comii
utilizado es la precipitacién con sulfato de amo-
nio seguido de una cromatografia HPLC {Svetows-
lav et af, 2004).

» Para comprobar las caracleristicas bioguimi-
cas del antibiético producido se tratan las inues-
tras obtcnidas con  diferentes proteasas (a-
quimiotripsina, tripsina, proteinasa K, v prona-
sa E}, 0 con otras enzimas {a-amilass, lipasa A, li-
sozima, aminopeptidasa, mutanoclisina, DNA-
sa, ¥y RNAsa), después se determina el ta-
mano del compuesio producido mediante ultrafil-
tracidn o detectar la actividad en geles desnatu-
ralizantes de poliacrilamida al 15 % (Tiwari ¥ Sri-
vastava, 2008).

s Posteriormente se determina el campo de accidn
ihibitorio de la bacteriocina haciendo diferen-
tes pruehas de inhibicion in vitro. Moreno et al.
(2008), describen dos técnicas ampliamente uii-
lizadas: antagonismo directo e indirecto. La pri-
mera consiste en hacer crecer la cepa preducto-
ra de la sustancia inhibidors junto a una cepa in-
dicadora o sensible y, observar, luego de la incu-
bacion la formacién de halos de inhibicién. La se-
gunda tipo de antagonismo consiste en hacer cre-
cer en primer lugar la cepa productora de la sus-
tancia inhibidora, de esta forma se permite que li-
bere la sustancia y solo entonces se siembra la
cepa contra la cual se desea obscrvar el efecto
antagdnico,

Técnicas de identificacién deteccidn

v cuantificacion

Las técnicas empleadas en la identificacién, detec-
cién y cuantificacién de las bacteriocinas pueden di-
vidirse en tres grandes grupos {Martinez, 2000):

Pruebas biolégicas

Las pruebas bioldgicas constituyen, habitualmente,
&) punto de partida en la Inisqueda de hacterias pro-
ductoras de bacteriocinas, Los hinensayos mas em-
pleados son la prueba de difusién en agar y los méto-
dos turbidométnicos, basades en la inhibicidn del
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desarrollo de un microorzanisme indicador mocula-
do enuna placa microtituladora (Cintas ¢t af., 2000).

La cuantificacion de la actividad antimicrobiana se
realiza empleando “unidades arbitrarias™ {UA), en
la prueba de difusion en placas de agar. ¢ “unida-
des de bacteriocing” {UB), cuando €l bioensayc uti-
lizado es la prucha turbidométrica. Ambos pardme-
tros se definen como la reciproca de la dilucién mmds
alta dc una muestra que produce en ¢l agar inhi-
hicion el indicador {(UA) o que inhihe en las pla-
cus nierotituladoras uwn 50% el crecimiento del in-
dicador (UB). No obstante, a pesar de su utili-
dad. scnsibilidad v sencillez, ambas prucbas presen-
tan inconvenientes gue las convierten cn poco re-
producibles ¥ fiables La cuantificacion de la ac-
tividad antimicrobiana es subjetiva y depende de
la sensibilidad de la cepa indicadora ¥ son pruc-
bas inespecificas. pues no permiten discriminar otros
posibles corpuestos o componentes con actividad
antimicrobiana.

Pruebas genéticas

Las técnieas de la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR) o de hibridacidn DNA-DNA, (Sout-
hern blotting) son pruebas genéticas de wso rutina-
rio que permiten determinar si una bacteria posee al
polencial gendtico de codificar nna determinada bac-
teriocina {Martinez, 2000). Estas pruebas tienen en-
tre sus ventajas su elevada especificidad y sensibi-
lidad v son de utilidad para determinar is presen-
cia del gen estructural de wna hacteriocina conoci-
da en un gran numero de cepas. Sin embargoe, la de-
teccidn del gen estructural de una bacteriocina en un
organismo hospedador no implica conocer ¥ cuanti-
ficar su produceion

Pruebas inmunoldgicas

Las pruchas mmunoldgicas constituyen métodos uti-
les para la deteccidn y cuantificacién de bacterio-
cings. La imayorfa de estas pruebas se basan en
la transferencia del antigeno a una superficie iner-
te para gue, wna vez fjado & la superficie, pueda
ser reeonocido por un anticuerpo especifico; el com-
plejo antigeno-anticuerpo lormado se deleclard en-
zimaticamente. En general, los ensayos inmunoen-
zimaticos permiten la deteccidn y cuantificacién de
estas sustancias on diferentes systratos, ya sean
los sobrenadantes de los cuitivos de los microor-
gemismes productores o los alimentos en los que
s¢ encucentran,

En funcién del tipo de muoestra utilizada para detec-
tar el antigeno, en este caso la bacteriocing, las téeni-
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cas immunocenzimdticas pueden dividirse en dos gran-
des grupos:

{a) Ensayos de transferencia de células vy su pos-
Lerior reconocimienie inmunoldgico, como la prue-
ba de “Colony wnmunoblotting”.

(b} Ensayos basados en la travsferencia de hacte-
rioeinas semipurificadas. Dentro de este grupo, exis-
ten distintas técnicas, segiin la transferencia y supei-
ficie inerie utilizada para la Ajacidén de los antigenos,
comio por cjemplo: “Western blotizng”, basada en
la transfercncia electroioréiica de las bacteriocinas
a una membrana de nitrocelulosa; el “Spet tmmuno-
blotling”, que es la transferencia directa de las bacte-
riocinas o una membrana de nitrocelulosa; y a téeni-
ca BELISA| que se lleva al cabo mediante la transfe-
rencia directa a placas de poliestireno. Hasta aho-
ra, las téonicas inmunoldgicas mas utilizadas han si-
do las basadas en la deteccién y cuantificacion diree-
ta de las bacteriocinas.

Conclusiones

El empleo de productos bioldgicos como las bacte-
riocinas para inhibir o destruir a microorganismos
patdgenos, es un método de gran interés en la indus-
tria alimentaria que tiene como objetivo final la ob-
tencion de alimentos mds seguros para el consumi-
dor. Las bacterias dcido ldcticas (BAL) por su on-
gen alimenario son consideradas como GRAS y por
lo tanto son ideales para su uso como biopreservan-
tes ¢ biocontroladores microbiancs. De especial im-
portancia su uso en alunentos de gran valor econémi-
co come por ejemplo el caso el Salmon, en ¢l onal
se han aislado patégenos como L. monecylogenes,
¥ se¢ ha podido eliminar mediante el use de bacte-
riocinas aisladas de lactobacilos. Actualmente se es-
ta desarrollande un fuerte interds por la identifica-
cidin, purificacién y produccién de bacteriocinas pa-
ra sn aplicacién en el campo de la produccién ani-
nial. Sin embargo: se requieren de més estudios so-
bre la idenfificacién de bacteriocinas de cepas uti-
lizadas como probidticos; come caso particular es
de senalar la acuicultura. que a nivel mundial se
ha desarrollado como una actividad econdmica im-
portante, la cual se ha visto afectada por un gran
numero de procesos infecciosos que ponen en ries-
go la produccién, por lo gue el uso de cepas pro-
bidticas productoras de bacteriocinas resulta una es-
trategia interesante para restringir o reducir ¢l uso
de antibidticos, debido a que estos han provoca-
do marcadas resistencias bacterianas, destruccién de
los ecosistemas vy elevados costos de produccidn en



acucultura.
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Abstract ‘\

The effect. of three different probiotic strains of Bacallus (B d B3 isolated from the digestive tract
of Pierophyllum scolere against Aeromonas hydrophilodas luated. All the fish that where fed with
the diffivrnt probiotic strains obtained higher resisLan, palte pathogen inocelation since they did not
developed any signs of iliness nor lesions and thdy stayed gy until the end of the experiment. with an
obscrved survival of 100 %, On the other hand. h where the probiotic bacteria were not administrated
developed the infectious process caused by oils hydrophia with signs of illness and lesions in the
gitis and hemorrhagic eyes, trregular syin, @juries on the skin. The survival in these treatments was
barely up to 8%,

Keywords: Aeromonas hydmphﬂa,‘g‘éii@s sp, Probiotics, Pterophylivm scolare.

Resumen

El cfecto antagonista de e&ventes cepas probioticas de Becilus (B1,B2 y B3) aisladas del wracto

digestivo de Pterophyljrmgsiare frenie a Aeomonas hydrophila fue evaluado. Todos los peces que fueron

alimentacos con las d’es cepas probidticas obtuvieron alia resistencia a la inoculacién del patégeno

¥y no mestraron signos defesiones o enfermedad y permanecieron saludables hasta el final del experimento

con una sobregemis/del LON%. Los peces que no fueron alimentados con probidticos desarrollaron el
%bservéndose signos v lesiones de enlermedad como branquias ¥ ojos hemorrdgicos,
ar YWtsiones en la piel. La sobrevivencia en estos tratamientos fue escasamente del 8 %.

Palabra e: Aeromonas hydrophila, Bacillus sp, probidticos, Pterophylium scalare.

1. Introduction the use of antibiotics, as thesc compounds
have provoked bacterial resilience, destruction of

During the last few years, several papers have been di- ecosystems, and high cost of production {Wesi-

rected to the use of probiotic microorganisms with the cerdahl et al., 1991; Maeda 1994; Abraham et al

objective of reduciug the amount of diseases during 2001; Nikoskelainen et ol, 2003). The probiotics

the culture of ornamental fish and restrict or reduce are microorganisis that adhere to the gastroin-
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testinul tract forming a thin bigBhm and have benelf-
te effeers on the host, inchuding improvements on
digestion, immunity, and resistance against dis-
eases as they produce substances like bacteriocins,
acetic acid and lactic acid thai inhibit the prolif-
eration of pathogenic bacteria (Rengpipat ¢f af.,
2000; [rianto and Austin, 2002; Vine et af, 2004;
Gullian et al, 2004; Balcazar et al, 2008).

Amengst the most studied probitic strains, we
find: the lactic bacteria, bifidobacteria, and veasts
(Abraham et ol, 2001; Singh ef of, 2001; Jame-
son, 2003}, However, one of the problems on the
usc of probitics is the method to select them, ac-
cording to Gémez and Rogque {1998) in most of
the cases this process is based only on empiric ob-
servations and with limited scientific evidence as
the bactena used on fish culture are isolated from
the digestive tract of humans or other mammals.
Thus. the use of strains isolated from fishes might
be an interesting possibility to obtain better re-
sults. The objective of the present work was to
evaluate the response of Pterophylum scalare fed
with three strains of Bacillus (isolated from fish)
against Aeromones hydrophile, a common bacte-
ria found on infectious processes in aquatic organ-
lsms.

2.
2.1

The threc straing that were used i
were previously isolated from th

of health fish £, scalare in i ofatory. It is
noteworthy that the mole evidence to date
£

mdicates that Lthese are %{d erent strains of
Bacillus, s0 to case th . p, during the exper-
fith the nomenclatuce

trent they were assg
Bl, B2 and B3.

Is &nd identification of A. hy-

irophila obtomned from the fish's kid-
ey

Materials and methods

Microorganisms

The strain of 4. hydrophile was isolated from an
ornamental fish farm during an infectious process.
Sainples of kidney and injuries on the skin, gills,
fins. and eyes were collected and were placed in
Petri dishes with TBCS agar. Colonies were puri-
fied by successive re-seeding in BHI agar wntil a
homogeneous cellular morphology was obtained.
Gram staining and some confirmative biochein-
ical test were performed {motility, citocrome C,
glucose oxide fermentation, NaCl tolerance, cata-
lase and resistance against the vibrostatic agent

L2

136

131

L3z

0/1290).
The molecular identification of A, hydrophila
was done by DNA isolation (16s rDNA}) with the
DNA-EASY kit {Qiagen} by following the manu-
facturer’s instruction. To establish the presence of
A. hydrophily in the samples; PCR technigue was
performed hy using the sequence oligo Acr8-5'-
TGCTGGCTGTGACGTTACTCGCAG-3 and
Aerd-5-TTCGCCACCGGTATTCCTLUCARATC-
3" (Martinez-Murcia et al, 1992). A \%
reactions were done on a thermocycler P

11 Thermolyne Barnstead Internatio % nr the
following conditions: pre-incubatiagWg during

t 95 C for 1
m% iSion: 72 C for

12 min; denaturalization: 30
. Yhe PCR products

min; aligning: 68 C for 1 mJ

30 seconds and pause o

were anslyzed on 1 % a8 el with a photodoc-
umentator GelDoc, 2000 {Mp-Rad, Hercules, Cali-
fornia). A DNA ple of 1€ strain A. hydrophila
ATCC3565544, whwysed as positive control.

2.3. x;;otéc preparation
%? f each Bacillus was added to 500 mL
vk roth, incubating them at 30 C for 48 hrs
j| achieving a 107 CFU/mL concentration.
T

asure the required bacterial concentration,
a JENWAY 6400@®) spectrometer was used using a
620nm wave length. Also an CFU/mL count was
done. The relationship between the obtained val-
ue by spectrometry and the CFU/mL was done
according to Gullian et af., (2004).

2.4.

Enrichment Arfemie franciscana
adults

In a 200 mL beaker previovsly sterlized, 50 adults
of A. franciscana were placed and 10mL of the dif-
ferent probiotic strains were added at a concentra-
tion of 107 CFU/mL. Enrichment was performed
during 30 min with continuous aeration and after
this period, the adults of Ariemia were observed
on a stereoscopic rnicroscope to ensure that di-
gostive fract was full with the bacteria, and them
Artemis was washed with tap water and fed to
the fish. Same procedure was followed to enrich
the Artemia adults with the rest of the probiotic
bacteria and the pathogen Aeromeonas hydrophils.

Treatments

150 healthy juvenile fish (that not presented signs
of infection or lesions) of the species Pterophylium
scalore were used. After a penod of acclimatiza-
tion of 30 days the experimental phase began. In

wuny. pmideg. oy
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12 aquariums, each with a 40L capacity, 10 juve-
nile fish were distributed, on each of the aguari-
ums at temperature of 28°C, pH 7, and 5 mg/L
of dissolved oxygen and afterwards the following
treatments were carried ont:

Treatment 1 {control}: Fish fed with Artemne
adults (without any prebiotics and A. hydrophala)
during 30 days.

Treatrnent 2: Fish fed with Artemze adults in-
ocnlated with 4. hydrophale.

Treatment 3: Fish fed wath the combination of
the probiciic bacteria {B1, B2y B3} during 7 days,
on the eighth day A. hydrophile was inoculated in
the Artemia and then fed to the fish.

For trealinents 4. 5, and 6, the fsh were fed
with Avrieruwa adults enriched with the different
probiotic bacteria and A. hydrophile was adminis-
trated in the same way that in the previous treat-
ment.

2.5, Characterization of the signs of in-
gquries abserned on the fish

24 hrs after the administration of the pathogen,
mortality, changes in behavior, and signs of
juries on the skin were ohserved carefully, wi
the objective of developing a clinic history.

al agent
fish's death,

2.6.  Pathogen rccovery

To ensurc that 4. hydrophila wag
thar. produced the infection apdyo
ies and kidneys

samples were taken from Y

of the discased animal %‘I were placed on
a TCBS medium and ated afterwards on
BHI medium, Thy™cWwaee of A, hydrophile was
confirmed on g lr@usmg the PCR technique
deseribed pragiotNg

2.7 stical analysis

To determine which organ of the fish were the
most, affected by the inaenlation of A. hydrophila
a diseriminate analysis was performed. The fol-
lowing variables were considered: coloration. skin,
scales. fius and tail, moutiy, gills. eves. body, swim-
ming, behavior. digestive tube, kidney, liver, swim-
nning bladder, bile vesicle, heart, gonads and the
grade of injuries: 0 when no damage or injuries
were observed, ! was associated with minor dam-
age, 2 with major damage and 3 with severc dam-
age.

193

192
Les
196
197
196

1%%

Tablel. Signs and lesions observed in fisih fed
Artemia inoculated with A. hydrophile
{107ufc/mL) and not probiotics administered

Affected organs Signs and lesious

**Skin Ulcerated, discolored,
with mucus

Scales Eroded, desquama-
tion

Fins and tail Hemorrhagic

Mouth Open

**Branchia Hemorrhagig

**Eyes Haemorrh @yph-
thalmia 6

Body *

Appetite N

Behavior ile

**Swimming Efvgtic

Digestive trac Inflaged

Kidney Hemorrhagic

Liv Q) *

11 *
BlaNer Destroyed

AT "
Mwere shown

e most common signs of infection

3. Results

3.1.  Signs and lesions presenfed by the
fish

24h after the pathogen administration, the infec-
tious process began in the treatments where no
probiotic was administrated, Characteristic signs
of lesions and illness that were observed are shown
on Table 1. When making the statistical analysis
using the Canonical discriminant functions (stan-
dardized by within variances), it was considered
that the infection signs that developed the most
after the pathogen administration were: hemor-
rhagic gills and cyes, irregular swim and skin le-
sions.

3.2, Survival

The inoculation of A. Aydrophile in the fish that
were not fed with the probiotics caused a mortality
of mere than 90% of Lhe organismns, while the fish
tried with the different Beedlus strains resisted
the pathogen administration better with a survival
hetween 88 and 100% (Fig. 1)
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Fiz. ' Survival of P. scelare fed probiotic strains
and inoculated with A. hydrephia.

3.8, Pathogen recovery

A. hydrophie was found in every samplc gath-
ered from she infected lesions. This microorgan-
ism was identified by PCR by amplifving a 400-bp
fragment that corresponded to an A. hydrephila
positive control, thereby confirming Lhe presence
of the pathogen and its relationship with the in-
fectious process in the fish not fed the probiotic
strains {Figs. 2 and 3).

4. Discussion

Different studies have demonstrated the
ity of different microorganisms to improg thted
survival during their culture (Gatesoupa, NS, Gul-
lan ef al., 2004; Venkant et al., QOOLQ]%BQheri et
gl.. 2008). In agreement with the ot work the
use of the probiotic strains B B3, isolat-
cd from the digestive tract are, used in an
individual way or in a ¢g 1&? way they remark-
ably improved the surf his cichlid, showing
higher resilicnce t wodulation of 4. Aydropht-
lo. The surviv ;Q;)as of 100% in the treat-
ments ¢ combination of the three
bacteri NSults improved those abtained
1{2008) who infected tilapias with
ogens, after the challenge with the
pathogenic bacteria, the highest survival was ol-
taiwed in those treatmenis that the supplement
Bacillussp. and Locto Bacillus casei in compari-
son the treatment that was not given any bacte-
ria (cantrol). Gatesoupe {1944), improved the sur-
vival of Scophthalmus mazimus larvae when gave
them acid lactic bacteria; Lara (1999} carried out
an investigation cn Lhe effect of three different pro-
biotics fed to Trlapia nddtica { Oreochromas nioti-
eas) subjected Lo different stress conditions. ob-

taining the best results in growth and survival
with the addition of Seccharemyces cercvisae.

2
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Fig. 2: PCR for the detection o
drophifa 1) positive control, 2

tive control,
3) molecular weight markera8 -6 plified DNA
fragments of A. hydm@a ted from kidney

fish.

Fig 3. [dentification of Aeromonas hydrophila 1)
molecular weight marker, 2) positive control, 3
and 4) samples of branchia lesions, 5) sample of
digestive tract, 6) sample of kidney, 7) Negative
control.

On investigations on the use of probiotics for
the pathogens exclusion in aquaculture Aly et of..
(2008}, mention the exclusion of Aeromonas hy-
drophila with Bacillus subtilis and Lacto Bacitlus
acrdophiflus in Tilapia niletice. However concern-
ing to the use of specific probiotic strains for or-
namental fish few studies have heen made. This
investigation reports the first advances on the use
of bacteria isolated from the digestive tract of P.
seadare with probiotic capacities; ornamental fish
of great commercial importance that has been af-
fected by infectious processes in those that fre-
quently has been isolated bacierias like A. hAy-
drophile. (Cipriano et ol, 1984; Dixon and lssvo-
ran, 1993, Bacz et ol, 2008). The results obtained
in this work are very encouraging because they
demonstrate the live antagouistic effect ot the three
strains of Bacillus sp. setting them as specific pro-
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tiotics for P. secalare due to the fact that they do
not allow the development of the infection pro-
cess in the treatments where this bacteria was
administrated, also, after concluding the experi-
ment their presence was verified inside the diges-
tive wract of ihe fish which confirms their capac-
ity to adlere to the digestive tract and their an-
tagonistic potential, Therefore it is recommended
the use of this sirains that where isolated to bat-
tle against illnesses like hemorrhagic septicemia
cavsed by A. hydrophile which occupies a high-
lighted place due Lo the cconomical losses of those
that produce species that are specially important
such as salmons, founders, basses o sew bagses,
arnongst some other and a great number of or-
namental species (Sumawidjaja et al., 2001 Ro-
driguez. 2002; Harikrishnan and Balasundaram,
2005},
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Abstract: The objectives of this work were to test the ability of Bacillus strains {B1, B2 and B3) to
colonise the digestive tract of the angelfish Prerophyllum scalare and to determine the sites of
colonisation in the epithelium of the digestive tract. Using immunohistochemical technigques and
bacteriological analysis, we observed the presence and permanence of these probictics after the initial
feeding period. The crustacean Artemia franciscana in the adult stage was used as a vector for the
delivery of Bacillus strains. Four treatments with three replicates each were performed over 60 days.
The bacteriological analysis of the digestive tract showed that the B2 strain presented greater average
CFU/mL values throughout the experiment. Bacteriological analysis of the faeces demonstrated that
the B3 strain has a high degree of colonisation and competition within the digestive tract of P. scalare,
as this strain produced 120 CFU/mL up to the sixth week. After the initial feeding period, this strain
remained detectable until the 10th week.

Histological analyses of transverse sections of the foregut of angelfish indicated a gut lumen diameter
of approximately 110 um and microvilli with an average length of 24 pm. Immuncdetection confirmed
the presence and location of the Bacillus strains that were administered in the fish food, with positive
staining in the microvilli and in the lumen of the foregut, These resutts demonstrate that the three
strains are able to colonise the digestive tract of angelfish. Strain B2 has a higher capacity for gut
colonisation when given daily through the food, while the B3 strain remains longer in the digestive
tract after the cessation cf administration through feeding. These data suggest that the use of mixed B2
and B3 strains should produce the best results for cuitivation of this fish and optimise the time
between administrations of the food supplements,
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The objectives of this work were to test the ability of Baciflus strains {B1,
B2 and B3) to colonise the digestive tract of the angelfish Pterophylfum scafare
and to determine the sites of colonisation in the epithelium of the digestive tract.
Using immunohistochemical techniques and bacteriological analysis, we
observed the presence and permanence of these probictics after the initial
feeding period. The crustacean Artemia franciscana in the adult stage was used
as a vector for the delivery of Bacillus strains. Four treatments with three
replicates each were performed over 60 days.
The bacteriological analysis of the digestive tract showed that the B2 strain
presented greater average CFU/mL values throughout the experiment.
Bactericlogical analysis of the faeces demonstrated that the B3 strain has a
high degree of colonisation and competition within the digestive tract of P.
scalare, as this strain produced 120 CFU/mL up to the sixth week. After the

initial feeding period, this strain remained detectable until the 10" week.
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Histological analyses of transverse sections of the foregut of angelfish indicated
a gut lumen diameter of approximately 110 pm and microvitli with an average
length of 24 um. Immunodetection confirmed the presence and location of the
Bacillus strains that were administered in the fish food, with positive staining in
the microvilli and in the lumen of the foregut. These results demonstrate that the
three strains are able to colonise the digestive tract of angelfish. Strain B2 has a
higher capacity for gut colonisation when given daily through the food, while the
B3 strain remains longer in the digestive tract after the cessation of
administration through feeding. These data suggest that the use of mixed B2
and B3 strains should produce the best results for cultivation of this fish and

optimise the time between administrations of the food supplements.
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INTRODUCTION

In recent years, aguaculture has advanced significantly in the production
of a wide variety of aquatic organisms for both human consumption and
omamental use. In Mexico, approximately 9.5 million ornamental fish are
produced each year (APPOEM, 2007). One of the most successful ornamental
species is the angeifish, Pferophylium scalare, a cichlid native to the Amazon.
This species has become popular throughout the world, has great economic
patential, and is currently among the species with the highest demand in the
market (Campos ef al., 2001; Soriano and Hernandez, 2002; Zilberga et alf.,
2004, Agudelo, 2005; Pieza et al., 2008).

The intensification of fish production and the lack of control of the international
{rade of live aguatic organisms and products derived from these animais have
resulted in the mobilisation of a large number of organisms, and as a result the
transport of pathogens that can have catastrophic effects under different
environmental conditions. These include the devefopment of serious animal
diseases, zoonoses, environmental impacts and economic losses (Verschuere
et al, 2000). This has prompted the search for alternative methods for the
control of disease in fish. Bactericlogical control strategies based on the
employment of probiotics to competitively exclude pathogenic microorganisms
and to stimulate the immune system are interesting alternatives to the use of
antibiotics and chemotherapy and have produced promising initial results
(Gullian et af., 2004). Probiotics are microorganisms that promote the well-being
of the host upon entry and remain alive within the host for a long period of time.

The duration of colonisation is subject to various factors such as the ability to
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adhere to the surface of the intestinal epithelium and the production of
substances that antagonise pathogenic microorganisms. Adhesion to the
epithelial cells of the intestine is an important prerequisite for the colonisation of
probiotic strains in the gastrointestinal tract. Fixation onto epithelial surfaces is
determined by a series of surface structures or molecules known as adhesins
and is achieved by a slow flow of the probiotic through the digestive tract. The
ability of epithelial cells to group together with probiotics allows for the formation
of a barrier that prevents the colonisation of the digestive tract by pathogenic
microorganisms (Reid et al., 1988; Boris et af, 1997; Del Re et al, 2000;

Balcazar, 2002).

The difficulty of studying bacterial colonisation in vivo has led to the
development of different in vitro techniques such as microscopy and molecular
analysis (PCR, FISH and DAP). In this work, the objectives were to determine
the colonisation sites of Bacillus strain probiotics in the epithelium of the
digestive tract of the angelfish P. scalare using immunohistochemical
techniques and to determine the presence and permanence of probiotics after

the initial feeding period using bacteriological analyses.
MATERIALS AND METHODS
MICROORGANISMS

The three strains used in this study were previously isoléted from the

digestive tract of P. scalare. Note that molecular testing indicated that these
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probiotics are three different Baciflus strains; therefore, we assigned them the

names B4, B2 and B3 to facilitate handling during experimental procedures.

PREPARATION OF THE PROBIOTIC

Using sterile technique, a sample of each Bacillus was inoculated into 500
mL of culture in soy broth medium tripticaseina (TSA) and incubated at 30 °C
for 48 hours or until the culture reached a density of 10 7 CFU/mL. A JENWAY
6400% spectrophotometer was used to measure the absorbance of cultures at
620 nm, and measurements of CFU/mL were performed. The relationship
between the optical density of the culture and the CFU/mL value was in

accordance with Guilian {2001).

INCORPORATION OF THE PROBIOTIC INTO ARTEMIA FRANCISCANA
ADULTS

In this experiment, the adult crustaceans of the species Artemia
franciscans were used as a vector. In a glass containing 200 mL of previously
sterilised water, 50 Artemia adults were inoculated with 10 mL of the probiotic at
a concentration of 10 7 CFU/mL for 30 minutes. After this time, the digestive
tract of Artemia adults was completely full of bacteria, as determined
microscopically with an Olympus-zx12. Subsequently, Artemia was filtered

through a light 2.0-mm mesh and fed to the fish.

FEEDING PROGRAM



126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

145
146
147

148

In this study, 150 juveniles from the angelfish species Pterophyllum
scalare lacking signs of infection or injuries were used. The experiment was
initiated after an initial acclimatisation period of 30 days. Ten fish were
distributed into each of 12 40 L-tanks, and these tanks were maintained at 28
°C, pH 7. 5 mg/L dissolved oxygen and 0.3 ppm of nitrites using the HACH
system (Model DR/85S0 colorimeter 2000). The fasces and food waste were

extracted daily to maintain the quality of the water.

Treatments: four treatments were performed with three replicates of each
treatment over 60 days.

Treatment 1 batch control: fish fed with Arfemia, without probiotics

Treatment 2: Fish fed with Artemia enriched with B1

Treatment 3: Fish fed with Arfemia enriched with B2

Treatment 4: fish fed with Arternia enriched with B3

COLONISATION OF THE FISH INTESTINAL TRACT BY THE PROBIOTICS

B1, B2 AND B3

To determine the location and viability of the three probiotics in the
digestive tract of P. scafare, we performed a bacteriological analysis using the
methodology of Riquelme ef af. (2000). Every 15 days 5 fish from each
treatment group were taken at random and were maintained in fasting for 24 h;
after this time, the fish were anesthetised with tricaine methane sulfonate (C.1
g/L) for one minute. An incision was made with a scalpel, cutting on top of the

lateral line from the operculum to the base of the caudal fin. The digestive tract
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was extracted, washed several limes with distilled water to eliminate faecal
waste and then was placed in a straight glass tube with 9 mL of sterile distilled
water and homogenised for 5 minutes. With this homogenate, serial 1:10
dilutions of 0.1 mL were inoculated onto boxes with agar and selective media

(MRS and TSA). The boxes were incubated at 35 °C for 72 h.

ANALYSIS OF THE FAECES SAMPLES

After the feeding period with the different probiotic strains, a
bacteriological analysis of the fish faeces was performed to establish the
survival time of bacteria in the digestive tract after the cessation of feeding. To
quantify the levels of probiotics, 10 to 50 mg of the faeces from each aquarium
were collected each week and filtered through a sterile filter paper (Milipore) in
order to remove excess water, These samples were then homogenised in 10 ml
of phosphate buffered solution (PBS} and a ten-fold dilution series was
inoculated onto plates of TSA agar and incubated at 20 °C for 24 hours
{Thitaram et af., 2005). After this incubation the colonies were counted (CFU}
and the morphological characteristics and Gram reaction sensitivity of each
bacterial group was determined. All determinations made in duplicate and the

counts were performed over 10 weeks.

ADHESION OF PROBIOTICS TO FISH FOREGUT

The adhesion test was performed using immunohistochemical techniques.

The samples were fixed in 10% phosphate buffered formaldehyde soiution
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(PBS). The slides were pre-treated with 3% 3 aminopropyltriethoxysilane
{Sigma laboratories). Subsequently the samples were processed using routine
histological technigues and embedded in paraffin. Serial sections of 5 um were
cut, and the slides were heated to 60 °C for 10 minutes. After removal of the
paraffin, the following washes were performed: 3 washes with xylene for 5
minutes each, two washes with 10% alcohol, two washes with 70% alcohol and
a final wash with distilled water for five minutes. Immunostaining was performed
using the ImmunoCruz Staining System kit following the manufacturer's
instructions (Santa Cruz Biotechnology, USA). The primary antibody used was
anti-Bacifflus SFP (HRP) diluted 1:20 (Affinity bioreagentes, USA) and Gill

haematoxylin was applied for five seconds as a contrast reagent.

RESULTS
BACTERIOLOGICAL ANALYSIS OF THE DIGESTIVE TRACT OF P
SCALARE

Bacteriological analysis indicated that the three strains of Bacillus colonise
the digestive tract of the angelfish P. scafare, when TSA medium was used to
insure the marphotype characteristics of the bacterial supply. The strain B2
produced higher average values of CFU/mL throughout the experiment (Figure

1),

BACTERIOLOGICAL ANALYSIS OF THE FAECES
The bactericlogical analysis of the faeces established that the B3 strain
has a high degree of colonisation and competition within the digestive tract of P,

scalare, and average counts above 120 CFU/mL were obtained up to the sixth
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week; after the end of the feeding period, its presence was detectable until the
tenth week. The B1 and B2 strains produced averages of 70 and 30 CFU/mL,
respectively, in the sixth week. From the eighth week on these strains no longer

produced colonies and bacteria of different morphotypes grew (Figure 2).

ADHESION OF PROBIOTICS TO FISH FOREGUT

The histological sections of the angelfish foregut were examined. The gut
lumen was 110 pm in diameter (Figure 3a) and the intestinal villi were 24 um in
length on average (Figure 3b). A cylindrical epithelial lining of monostratified
ciliated cells with folds conformed by a mucous and one submucous spiral was
also observed. These sections show that there are abundant caliciform cells
and Crypts of Lieberkin in all the villi (Figure 3c¢).

Figures 4a and 4b shows a positive staining of Baciffus in the lumen of the

intestinal tract and on the intestinal microvilli.

DISCUSSION

Numerous bacterial strains used as probiotics have the ability to adhere to
the epithelial cells and the intestinal mucus of fish, and this property has made
probiotics significant in aquaculture. This adhesion is a complex process that
involves the membrane of the bacterial cell and its interaction with surfaces.
Several authors have investigated the composition, structure and interactions

related t0 the adhesion of probiotics o the intestinal epithelium (Green and



Klaenhammer 1994; Pelletier et af, 1997; Perez ef al, 1998; Del Re et al.,
2000; Kos et al.,, 2003). Furthermore, it has been shown that bacterial strains
not only adhere, but remain in the gastrointestinal tract for several days, as
demonsirated by the analysis of the faeces. This study focused on the capacity
of Bacillus bacterial strains B1, B2 and B3, isclated from the digestive tract of P.
scalfare, to colonise the intestinal tract and maintain a significant presence there
10 weeks after the administration of probiotic cells.

The bacteriological analysis showed that the three probiotics were capable
of colonising the intestinal tract. There are differences, however, in the number
of cells from each strain over time. On the 30th day of the experiment, the
number of cells from the B3 strain was higher than the others, while 45 days
later the B2 strain had more cells. At this point, the B2 strain produced 65
CFU/ml and remained dominant over the other two strains until the end of the
experiment, demonstrating that B2 strain better colonised the digestive tract of
the fish {p >0.001) and would dominate while the fish were provided the
probiotic supplement continuously. Some previous studies using probiotics with
aguatic organisms have shown that even when different probiotic strains that
can all colonise the intestinal tract are provided, there will always be some
strain that dominates and produces more cells over the inoculation fime course
{Gildberg et a/., 1997 Ringo and Vadstein, 1998; Ringo, 1989; Rengpipat ef a/.,
2000; Nikoskelainen et al.,, 2003; Gullian et a/., 2004; Macey and Coyne, 2006).
Regarding the persistence of probiotics in the digestive tract of the fish after
cessation of the administration of probictics in the food, the B3 strain was
observed to produce the most cells until the 10th week. The presence of these

probiotics in the faeces manifested their high potential for colonisation of the

10
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digestive tract of the fish £. scalare. This is not the case for other aquatic
organisms, such as the Abalone, a mollusc that show a very marked decrease
of probiotic cells in the first and second day after cessation of the administration
of food with probiotics, showing very low amounts of these cells in their fasces
(p<0.0%) at 15 days (Macey and Coyne, 2006).

Immunodetection tests confirmed the presence and location of the Bacillus
administered through Arternia, with positive staining in the microvilli and in the
foregut lumen of the angelfish; Makridis ef af (2001} also used
immunohistochemical techniques 10 demonstrate the presence of Vibrio in the
lumen and microvilli of the intestinal tube of Hippoglossus hippoglossus (sea
bass) larvae 10 days after supplementation of the bacteria, which were also
bioencapsulated in Artemia, was stopped.

The results of this work show that the three strains used in this study are
able to colonise the digestive tract of the angelfish, but that strain B2 has higher
capacity for colonisation while being given daily through food, while strain B3
remains longer after its administration to the fish has ceased. From these
results we suggest that using a mixture of the B2 and B3 strains could provide
better results for the cultivation of this fish and optimise the time between

administrations of the food supplement.
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Questien 1: IT the {ishes have been collected as parl of faunal surveys, have the fishes, where feasible, been
killed rapidly or returned to the wild afier being held in aguaria?

Yes U

No

Question 2: What method was used if they were killed?

The fishes we used were purchase in a pet shop. After the experiment we continued the cultivation. The frshes that
were killed for the immunchistochemical technigues had a rapid death

Questien 3: If you have underiaken experimental work, has the care and use of experimental animals
complied with local and or national animal welfare laws, guidelines and policies?

Yes O
o)

if "Yes™. siate these and provide suitable evidence (e.g. for the UK. a8 Home Office PPL number is
sufficient) that protocols have undergone an cthical review process by an institutional animal care and use
{or similar) conmmillee, a local ethics committee, or by appropriately qualified scientific and lay colleagues.

Please read the exceptions below (Questions 4 to 7). If any of these exceplions apply to your study,
complete the appropriate sectian. Otherwise leave blank.

If ‘No', because these laws do not exist in your country, please slate this.

Even if there are many laws in México, there is not any specific for fishes in the laboratory

Please read the exceptions below (Questions 4 to 7). If any of these exceptions apply to your study,
complete the appropriate section. Otherwise leave blank.

Question 4: Did you use experimental conditions thal severely distressed the amimals?

Yes O

V]

If ‘Yes’, state the conditions and how they can be justified.




L

Question 5: Did you use humane endpoints that minimized adverse effects?

Yes [J
No

Question 6: Have you performed surgical procedures?

Yes

No

H*Yes', have vou suilably described these in your manuscript?

Question 7: 1f the procedures caused more than slight pain or distress, did you use appropriate sedation,
analgesia and anaesthesia, with appropriate post-operalive care?

Ye
No

i ‘Yes'. outling these.

Before killing the fishes anacsthesia { Xilocaine 20%) was used

If'No’, did any of your procedures invelve senlient, un-anaesthetized animals paralysed by chemical agents
such as muscle relaxants?

Yes [
Neo

acceplable by JF8.

The Xilocaine at 20% was used as sedative

I No'. did any of the procedures. particularly those that invelve lethal endpoints, cause adverse effects or
lasting harm (o a sentient animal?

Yes [

No [

It "Yes". provide details. Normallv these procedures will be considered unacceptable by JF# unless any
harm caused can be jusiified against the benefit gained.

Ta prevent any suffering to the fishes we used the xilocaine
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Figure 1. Counts CFU / mL of probiotic bacteria in the digestive tract of P. scafare

for 60 days.

* Different letters show significant differences between groups at each time (p

<0.05).
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Figure 2.CFU / mL of feces of P. scalare. Counts of ten weeks after discontinuing
the feeding of fish
* Different letters show significant differences between groups for each time (p

<0.05)
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Figure 3 .- a) Transverse section of the intestine of P, scalare, with a diameter of
approximatety 110 um ; b) microvilli with an average length of 24 pm; ¢) intestinal

villi where there is caliciform cells and ¢rypts Lieberkiihm.

Figure 4 a and 4b. Location of probiotics in transverse sections of digestive tract
marked with antibodies to Baciffus, in the microvilli and in the gut lumen.

* The arrow indicates the immunostaining positive



