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RESUMEN

Debido al constante crecimiento de la acuicultura en México se requiere atender
diversas problematicas entre las que destacan las enfermedades infecciosas de tipo
bacteriano como es el caso de Aeromonas hydrophila causante de la septicemia
hemorragica una de las enfermedades mas comunes en los peces. Ante la
resistencia bacteriana causada por los antibioticos existen nuevas estrategias como
el uso de extractos naturales con capacidad antibiética. Por lo que en este estudio
se evalud el extracto de la microalga roja Porphyridium cruentum ya que se ha
reportado que posee propiedades antimicrobianas que pueden ser aplicadas en los
peces, por lo que se efectuaron las pruebas de inhibicion in vitro e in vivo. En el caso
dela prueba in vitro se procedié a sembrar por triplicado el patdgeno en cajas de agar
Infusion Cerebro Corazon (BHI) 48 horas después y a través del método de difusion
en placa se colocaron discos impregnados con P. cruentum, como control positivo el
extracto de la microalga Clorococcum, el extracto de almendro Terminalia catappa y
discos de antibiéticos comercial de ampicilina. Asi mismo se obtuvo un lote de peces
de la especie Carassius auratus para inocular el patdogeno y evaluar el uso del
extracto de P. cruentum para inhibir el proceso infeccioso. Los resultados
determinaron efecto inhibitorio in vitro del patdégeno con el uso del extracto del alga
roja al obtener halos de 10mm, también se observo resistencia de A. hydrophila a la
ampicilina al no formarse halos de inhibiciéon. Sin embargo, la prueba in vitro no
mostré los resultados esperados ya que el tratamiento donde se utilizé el extracto
aun cuando los signos de infeccion no fueron tan evidentes la mortalidad fue mayor
incluso que la del control. Se sugiere ampliar la concentracion y dosis del extracto

para obtener mejores resultados.

INTRODUCCION

En México la acuicultura ha alcanzado un crecimiento a tasa media anual de 15%, y
representa un 22% de la actividad pesquera del pais (Acosta et al., 2018), Dentro de

la produccién acuicola podemos mencionar aquella que se dedica a la comercializar



organismos para el consumo humano y también la produccion de especies
ornamentales, actividad que en los ultimos afos ha llamado mucho la atencion, ya
gque en Meéxico que se comercializa anualmente mas de 40 millones de peces de
ornato, lo cual genera un ingreso de aproximadamente 1,650 millones de pesos. El
48% se importa y el 52% restante se cultiva en mas de 250 unidades de produccion,
localizadas en 20 entidades federativas de la Republica Mexicana, siendo los
principales estados productores de peces de ornato: Morelos, Veracruz, Yucatan,
Estado de México y Jalisco respectivamente, destacando el estado de Morelos como
el mas importante en produccién acuicola de peces de ornato con mas de 219

unidades de produccién y comercializacion. (INAPESCA, 2018).

Carassius auratus es una de las especies comerciales que destaca por su coloracion
y forma. El tamafio de la cabeza es més grande comparado con el tamafio del
cuerpo, de boca pequefia que no cuenta con barbillas sensoriales y aleta dorsal
alargada y ligeramente céncava (Doadrio, 2001). también conocida como “goldfish”
es un pez altamente tolerante a diversas condiciones ambientales, como lo son el
pH entre 6,8 y 7,6, temperatura entre los 20 y 30°C y concentracién de O2 mayor a
4 ppm, de amonio menor a 2 mg/l, de nitrito de 1 mg/l y de nitrato, hasta de 100 mg/L;
al mismo tiempo, esta especie tiene un gran valor comercial, nativos de Asia Central,
China y Japén. (Zafra, 2015).

Estos peces en condiciones de cultivo muestran una amplia variedad de respuestas
a estimulos estresantes que en muchos casos son evidentes, y van desde pérdida
del apetito hasta una mayor sensibilidad a las enfermedades principalmente a
aquellas de tipo infeccioso que son las que mas entorpecen los planes de produccion
del acuicultor. (Espinosa de los Monteros, 1988).

La intervencion a través del biocontrol y biorremediacion, se presentan como
meétodos alternativos para mejorar la salud de los peces, mediante el uso de
extractos vegetales y de probiéticos, los cuales pueden ser incluidos en la dieta o
bien adicionarse al agua como un agente de remediacion (Panigrahi y Azad, 2007),

gue tienen efectos benéficos sobre el equilibrio microbiolégico del hospedador, a



través de la modulacion directa o indirecta, que se ve reflejado en un mejor
aprovechamiento de nutrientes, efectos positivos en la reproduccion, tolerancia al
estrés (Martinez-Cruz, et. al. 2012) y un claro impacto sobre la activacion del sistema
inmune, conduciendo a una mayor resistencia a enfermedades.

Las algas rojas se han considerado como inmunomodulatorias potenciales en donde
se ha demostrado que los azucares de la pared celular de las algas generan
respuestas bioquimicas y fisioldgicas en un gran nimero de microorganismos y
vertebrados (Abdala-Diaz et. al. 2010).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La acuicultura ornamental en el Estado de Morelos ha logrado un incremento
econdémico importante. Desafortunadamente, en la mayoria de los casos la actividad
se desarrolla de manera empirica y con una baja eficiencia técnica, por lo que se
presentan problemas dentro de las unidades que ponen en riesgo la operacion de
estas. Los principales riesgos que presentan son el ingreso y propagacion de
enfermedades y parasitos en los cultivos, debido a que las granjas no cuentan con
las medidas de bioseguridad necesarias que prevengan dicho problema, por lo que
brotes de enfermedades y altas mortalidades durante los ciclos productivos son
frecuentes, lo cual pone en riesgo la rentabilidad de la actividad.

Debido a lo anterior es necesario priorizar el establecimiento de acciones que
prevengan este tipo de riesgos en las unidades de produccion, dirigidas a disminuir
la incidencia de enfermedades y parasitos. Dentro de las estrategias que han llamado
la atencién se encuentra el uso de extractos de microalgas y vegetales, los cuales
han demostrado beneficios en el control de patégenos mediante los biocompuestos
gue poseen que limitan el crecimiento de patégenos bacterianos, sin los riesgos de
los antibioticos. Establecer la capacidad de control de diversos extractos es

fundamental para su aplicacion exitosa en la produccion acuicola sustentable.



OBJETIVO

a. Objetivo General:

e Determinar los efectos de Porphyridium cruentum en el control de la
Septicemia hemorragica de Carassius auratus

b. Objetivos especificos:

e Conocer la capacidad antimicrobiana de Porphyridium cruentum In vitro frente a
Aeromonas hydrophila

e Determinar la minima concentracion Inhibitoria del extracto frente a Aeromonas
hydrophila

e Determinar el efecto del extracto de P. cruentum en la supervivencia de los peces

infectados con Aeromonas hydrophila

ANTECEDENTES

Rivera (2014), Presenté un estudio experimental de las propiedades Opticas de la
microalga roja Porphyridium cruentum en contraste con otros organismos que
realizan el proceso de fotosintesis, monitoreando la densidad celular y la tasa de
crecimiento especifico de los cultivos, en donde el origen y la concentracion de
nutrientes en el medio de cultivo, son factores que influyen directamente en el
crecimiento, composicién celular, contenido de clorofila, asi como en el rendimiento
final.

Alvares en el afio de 2007, analiz6 compuestos con actividad antibacterial producidos
por las microalgas Nannochloropsis oculata y Porphyridium cruentum, en este
trabajo se realiz6 una busqueda de nuevos compuestos con actividad antibacteriana
a partir de las microalgas marinas, encontrando que la mayoria de los extractos

originaron inhibicion en las diferentes bacterias patdgenas como: Aeromonas



hydrophila y Vibrio splendidus los cuales fueron sensibles a los diferentes extractos.

Los compuestos identificados fueron esteroles, acidos grasos y clorofilas.

Mufioz (2010), estudié el potencial farmacolédgico de algas marinas, analizando los
extractos etanolicos de 62 especies de algas recolectadas a lo largo de la peninsula
de Baja California Sur, México, por su potencial como fuente de compuestos
bioactivos, la actividad antibacteriana e inhibitoria del mecanismo de resistencia
bacteriana a los antibiéticos, para el caso de las microalgas, se observéd un efecto
inhibitorio en algunos casos mostraron actividad inhibitoria contra Fragilaria

crotonensis.

Moreno y colaboradores (2021) evaluaron la actividad de los polisacaridos de
Porphyridium cruentum frente a la infeccidn por el virus de la septicemia hemorragica
viral y el virus de la necrosis nerviosa. Los resultados muestran, disminucion
significativa de genoma viral a las 24 y 36 hpi. en las células tratadas con el
polisacarido respecto a las no tratadas. Por el contrario, no se ha observado actividad
frente al virus de la necrosis nerviosa, indicando que los polisacaridos de
Porphyridium cruentum presentan actividad antiviral diferencial, dependiente del

patdgeno.

Luna (2007), menciona que los organismos fotosintéticos son prometedoramente
optimos para la produccién de sustancias de interés quimico, farmacéutico e
industrial, reportando que especies como Chlorella vulgaris y Porphyridium cruentum
poseen caracteristicas aplicables en campos de interés farmacéutico, quimico, o
industrial, de las cuales el género Chlorella ha presentado un mayor espectro

bioactivo, ya sea como antimicrobiano, antimicético o antiviral.

MATERIAL Y METODOS
Cultivo y cosecha de microalga



Se utilizaran cepas de microalga roja Porphyridium cruentum, obtenidas del cepario
del Laboratorio de Analisis Quimico del Alimental Vivo, que fueron inoculadas en
botes de plastico de 20 Litros de capacidad a una salinidad 30%. Fertilizando con
triple 17 (1mL/L) Vitamina B y mantenidas en condiciones de temperatura de 20 a 24
°C, bajo luz artificial de 300 lux, con lamparas de 40 W.

Cuando el cultivo alcanzé la fase de crecimiento exponencial, a una concentracion
celular de 8,7 x 105 células/mL

Cuando el cultivo alcanz6 un crecimiento exponencial se procedido a desdoblar
Porphyridium cruentum del liquido sobrante, recuperandose las células para su

tamizado, secado y posterior uso.

Obtencion del extracto

Los extractos se obtuvieron a partir de 50 gramos de Porphyridium cruentum con 500
ml de agua desionizada recién calentada a ebullicion por 30 minutos. El concentrado
final se filtré6 (Whatman No.1 particula 11mm) y el filtrado obtenido se liofilizé
(Labconco modelo FreeZone 18) y se procediéo a guardar en un frasco ambar,
almacenado a -20° C. con el fin de conservar el material sin alterar o perder los

principios activo.

La capacidad antagonica in vitro del extracto de P. cruentum

Para evaluar la capacidad de exclusion in vitro del extracto, se procedié a sembrar
por triplicado Aeromonas hydrophila (1x10-7ufc/mL) en cajas de agar BHI. Las cajas
se incubaron 24 h a 27°C. Posteriormente, utilizando el método de difusién en pozos,
se adicionaron 70mL de una suspension del extracto en discos de papel para ser
colocadas en las placas, asi mismo se colocaron discos del antibiético comercial
ampicilina. Las placas se incubaron durante 24 h a 30°C, y transcurrido este tiempo
se observo la formacion de halos de inhibicion. Se consideraron positivas aquellas
cepas que presentaron halos superiores a 2mm. Ademas de utilizar otros extractos
como lo son el de microalga verde (Chlorococcum sp.) y extracto de almendro
(Terminalia sp.) para comparar la eficiencia inhibitoria ya que estos ya han sido

utilizados en el laboratorio y pueden servir de referencia.



La determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI) se realizé mediante el
método de dilucion en caldo infusibn cerebro corazén (ICC). Todas las

determinaciones fueron realizadas por triplicado.

Disefio experimental de la pruebain Vivo

Obtencion de los peces

De un centro productor de peces de ornato, se solicité un lote de 200 peces juveniles
(5 cm de longitud total) que no muestren ningun signo o lesion que indiquen cualquier
proceso infeccioso. Los peces se mantuvieron en el Laboratorio de Alimento Vivo del
Departamento del Hombre y su Ambiente, donde se equiparon previamente tinas de
cultivo (200 litros) para introducirlos durante un periodo de aclimatacion de 15 dias,
a 23 £ 2 °C de temperatura, un pH de 7, una concentracién de oxigeno disuelto de 6
mg L-1 y 0.3 ppm de nitratos (NO3) y nitritos (NO2). Los peces fueron alimentados
diariamente con alimento comercial para la especie hasta que se inicié el proceso

experimental.

Después del periodo de aclimatacion los peces fueron distribuidos al azar en 9
peceras de 40 L. de capacidad con las condiciones ambientales antes descritas, se
contd con un tratamiento control (sin microalga y sin patégeno), un tratamiento donde
solo se afiadi6 el patégeno Aeromonas hydrophila a una concentracion 2x10 8y se
adicioné el extracto de Porphyridium cruentum a una concentracién de 1.0mg/L Por
altimo un tratamiento donde solo se inocul6 el patégeno de la manera antes descrita.

Cada tratamiento se realiz6 por triplicado y tuvo un periodo de duracién de 60 dias.
Obtencién de la supervivencia de los peces
Diariamente se llevé un registro de la supervivencia y los signos y lesiones causados

por Aeromonas hydrophila en los peces infectados y su recuperaciéon con el uso de

los extractos, considerando la siguiente tabla.



Tabla 1. Lesiones y signos para caracterizar el cuadro clinico de los peces

Boqueo de superficie
Pérdida del eje de nado

Aumento de frecuencia
opercular

Lesion Signos Cuadro clinico
Petequias Anorexia Septicemia Hemorragica
. Aguda
Letargia
Palidez

Distension abdominal
Exoftalmia
Aletas deshilachadas

Hemorragias en aletas y
ojos

Las anteriores descritas

Septicemia Hemorragica
Sub-Aguda

Hiperemia

Hemorragias en aletas y
ojos

Ulceras

Las anteriores descritas

Septicemia Hemorragica
Cronica

Fuente: Carnevia et al., 2010.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en esta investigacidn muestran que Porphyridium cruentum
inhibe el crecimiento de Aeromonas hydrophila, junto con otros extractos como lo
son: el de alga verde (Chlorococcum), de almendro (Terminalia) al obtener halos de
inhibicion de 10mm. La concentracion minima inhibitoria (CMI) observada para el

extracto de P. cruentum fue de 3.85 mg de extracto ml-1

Algo que debe resaltarse es el hecho de que, en los analisis realizados, se observa
una plena resistencia bacteriana de Aeromonas hydrophila hacia el antibi6tico

(ampicilina), tal y como se muestra en la figura 1
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figura 1. Valores promedio de los halos de inhibicion representados en milimetros para
ampicilina (A), microalga verde (V), microalga roja (R) y extracto de almendro (T).

Supervivencia de la prueba In vivo

De la prueba in vivo la supervivencia del tratamiento control donde los peces no
fueron sometidos a patégeno ni microalgas obtuvo una supervivencia del 40% aun
cuando los peces presentaron signos de enfermedad la poblacién logré sobrevivir
hasta el final de la experimentacién (figura 2).

El tratamiento correspondiente a “patégeno y microalga” mostr6 menor porcentaje
de supervivencia de organismos con poco mas del 30%, aun cuando no fue tan
evidente la presencia de signos y lesiones de enfermedad. De igual manera el
tratamiento donde se inocul6 el patégeno y no se dio el tratamiento logro sobrevivir
un 30% (Figura 2)
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Figura 2. Porcentaje de supervivencia de los tratamientos “control” y “patégeno y microalga”
al finalizar la fase experimental.

El signo mas comun presente en la mayor cantidad de organismos infectados
corresponde a la pérdida del eje natatorio, identificAndose 11 casos en total, seguido
por letargia y boqueo de superficie con signos menos frecuentes al igual que las
ulceras (figura 3).

Figura 3. Numero de casos registrados en los cuales se detecto la infeccion
por Aeromonas hydrophila.

Tratamiento Lesion Organismos que
presentaron
lesion

Control *Ulceras 1

*Perdida del eje de nado 7
*Letargia 2
*Distensién abdominal 2
Patogeno *Perdida del eje de nado 2
*Letargia 3
*Boqueo de superficie 2
*Ulceras 2
Patdgeno y microalga | *Perdida del eje de nado 7
*Ulceras 2
*Boqueo de superficie 3

Figura 5. Ejemplar de Carassius auratus con signos visibles de Septicemia
Hemorragica, presentando ulceras de tonalidad rojiza.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados de este estudio podemos decir que el extracto de
Porphyridium cruentum posee capacidad de inhibir el crecimiento de Aeromonas

hydrophila in vitro, incluso con halos de inhibicion similares a otros extractos
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probados previamente en el laboratorio, como es el caso de Chlorococcum. Esto
apoya lo reportado por Saracco en el 2007, quien menciona diversas especies de
microalgas entre las cuales se encuentra Porphyridium cruentum que presentan
actividad contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Sin embargo, Algaser
et al. (2013), reporta mayores halos de inhibicién en bacterias Gram negativas como
Aeromonas hydrophila que los observados en las bacterias Gram positivas al utilizar
extractos de P.cruentum, lo que sugiere diferencias determinadas por las

membranas celulares bacterianas.

Con relacién a la infeccion experimental, el cuadro clinico mas frecuente en este
trabajo fue el de septicemia hemorragica aguda, en la cual se reconocen multiples
signos visibles como anorexia, letargia, palidez, boqueo en superficie y pérdida del
eje de nado, mismos signos fueron reportados por de Carnevia, (2010) que de igual
manera presento la septicemia hemorragica aguda como forma mas comun de casos
registrados al inocular A. hydrophila en los peces de estudio. Para este proyecto de
los 26 casos registrados con estos signos todos terminaron con la muerte de los
organismos. La mortalidad para la prueba in vivo fue muy similar, en los tratamientos
donde se inoculo el patégeno y no se dio tratamiento con el extracto y con el
tratamiento donde se inoculd el patégeno y se utilizo el extracto de 30 a 33 %
respectivamente aunque el tratamiento control (sin patégeno y sin extracto) alcanzo
hasta un 40% lo cual sugiere un incremento en la concentracién del extracto para
lograr efectos positivos en los peces o administrar el extracto a través de algun vector

para asegurar que llegue directo al pez, tal como lo sefiala Orozco, (2015).

A pesar de que los resultados in vivo no fueron claros para combatir la enfermedad
pudiéndose deber a la concentracién del extracto, las pruebas in vitro arrojaron
buenos resultados al observar la exclusion de Aeromonas hydrophila lo cual nos
proporciona area de oportunidad en la cual seguir ampliando el estudio para el
control natural de esta enfermedad sin el uso de antibioticos, ya que la resistencia a
antibidticos como la ampicilina por parte de Aeromonas hydrophila se ha visto
incrementada con el paso de los afos, principalmente debido al excesivo uso de

antibioticos comerciales por parte de los productores sobre todo con enfermedades
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como la septicemia hemorragica bacteriana que es una de las enfermedades mas
comunes en acuicultura Carnevia (2010). Teniendo en cuenta que las cepas
encontradas en zonas de produccién acuicola son particularmente resistentes a
antibiéticos, genera dificultades en el tratamiento de enfermedades causadas por
este grupo bacteriano (Saavedra, 2012), lo cual acarrea serios problemas al

ambiente y a la salud humana.

CONCLUSIONES

El extracto de P. cruentum inhibe el crecimiento de A. hydrophila in vitro, sin
embrago no fue claro su efecto inhibitorio en los peces infectados de manera
experimental.

Se sugiere ampliar los estudios e incrementar la dosis administrada con el fin de
mejorar los efectos in vivo.
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