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RESUMEN

La intensificacidn del cultivo de tilapia roja (Oreochromis sp.) provoca reducciones en las tasas de
crecimiento, mortalidades significativas y con ello el uso indiscriminado de antibi6ticos, los cuales
afectan directamente el ambiente, el animal y la salud humana. Para contrarrestar este efecto se
utilizan probidticos 0 microorganismos vivos que confieren beneficios a la salud del hospedero, por
esta razon esta investigacion tuvo por objetivo evaluar el efecto de Lactobacillus plantarum Lab 9
sobre el crecimiento y sobrevivencia de alevinos y juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.). Para
ello, fueron llevados a cabo dos ensayos experimentales. En el ensayo experimental | que tuvo lugar
en las instalaciones de Langostinos del Llano (Restrepo-Meta), un grupo de alevinos y juveniles de
tilapia fueron alimentados con un concentrado suplementado con L. plantarum Lab 9 (concentrado
probidtico) y otro grupo con un concentrado sin la bacteria probiotica (concentrado control),
durante 30 dias. En el ensayo experimental 1l, que tuvo lugar en el Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia Marina de la Universidad del Valle (Cali), juveniles de tilapia roja se alimentaron
con el concentrado probiotico y control por periodos de 10, 20 y 30 dias. Posterior al periodo de
alimentacion con el probiético, los analisis microbiolégicos del intestino de alevinos y juveniles del
ensayo experimental I, revelaron que L. plantarum Lab 9 no se adhiere al intestino de ninguno de
los dos estadios. Por el contrario, en los intestinos de los animales que fueron sometidos a las
condiciones del ensayo experimental Il, fue posible detectar a la bacteria en concentraciones > 3,4 X
10 UFC/g posterior a 10 dias de tratamiento, concentracion que fue disminuyendo a niveles de 1.4
x 10* UFC/g y < 30 UFC/g después de 20 y 30 dias de tratamiento con el probiético,
respectivamente. Ademas, se determin6 que L. plantarum Lab 9 permanece viable en el intestino de
los juveniles hasta 10 dias después de haber suspendido la administracién del alimento probiético,
alcanzando una concentraciéon de 4,6 x 10* UFC/g. Los parametros de crecimiento en las tilapias
juveniles que recibieron el tratamiento probiético demostraron mejores resultados (P<0.01) que
aquellas que se alimentaron con el concentrado control. No obstante no se encontraron diferencias
significativas en el crecimiento de los alevinos del grupo probidtico (P>0.01), con respecto a los del
grupo control. Durante el tratamiento con el probiético L. plantarum Lab 9 no tuvo un efecto
significativo sobre la sobrevivencia de los alevinos y juveniles de tilapia roja.

Palabras claves: Adherencia, Crecimiento, Lactobacillus plantarum Lab 9, Oreochromis sp.,
Probidticos, Sobrevivencia.



ABSTRACT

Farming intensification of red tilapia (Oreochromis sp.) causes reductions in growth rates,
significant mortalities and thus the indiscriminate use of antibiotics, which directly affect the
environment, animal and human health. To counter this effect, probiotics or live microorganisms
that confer health benefits to the host are used. Therefore this research aimed to assess the effect of
Lactobacillus plantarum Lab 9 on growth and survival of fry and juvenile red tilapia (Oreochromis
sp.). For that purpose, were carried out two experiments. In the experimental test | conducted on the
premises of Langostinos del Llano (Restrepo-Meta), a fingerlings and juveniles tilapia group were
fed with concentrate supplemented by L. plantarum Lab 9 (probiotic concentrate) and another group
with a concentrate without the probiotic bacteria (concentrated control), over 30 days. In the
experimental test Il , which took place in the Laboratory of Microbiology and Marine
Biotechnology at the Universidad del Valle, red tilapia juveniles were fed with boot probiotic and
control concentrate for periods of 10 , 20 and 30 days. After the feeding period with probiotic gut
microbiological analyzes of fingerlings and juveniles experimental trial I, revealed that Lab 9 strain
does not adhere to any of the intestine stages. By contrast, in the intestines of the animals were
subjected to the experimental 1l test conditions, it was possible to detect bacteria at concentrations
of > 3.4 x 10 UFC/qg after 10 days of treatment, concentration, which decreased to levels of 1.4 x
10* UFC/g and < 30 UFC/ g after 20 and 30 days of treatment with the probiotic, respectively. Also,
it was found that L. plantarum Lab 9 remains viable in the gut of juveniles up to 10 days after stop
probiotics administration, reaching a concentration of 4.6 x 10* UFC/g. The growth parameters in
juvenile tilapia receiving probiotic treatment showed better results (P<0.01) than those fed with the
control concentrate. However, no significant differences was found in the growth of fingerlings
probiotic group (P >0.01) compared to the control group. During treatment with the probiotic L.
plantarum Lab 9 had no significant effect on the survival of juvenile and fingerlings red tilapia.

Key words: Adhesion, Growth, Lactobacillus plantarum Lab 9, Oreochromis sp., Probiotics,
Survival.
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ANEXO

ANEXO A. Composicion proximal e ingredientes del concentrado Mojarra 38®



GLOSARIO

ACLARAMIENTO: también conocida como diafanizacion, técnica histolégica mediante la cual el
tejido de estudio se torna transparente o claro, esto se debe a que cambia su indice de refraccion.

ACUICULTURA: abarca todas las actividades dirigidas a la produccién y comercializacion de
organismos acuaticos como peces, moluscos, crustaceos y plantas acuaticas.

ADHERENCIA: proceso de union de bacterias a células u otras superficies, previo a la
proliferacion.

AD LIBITUM: expresion del latin que significa a saciedad, denota el libre acceso de un animal al
alimento donde el consumo esta regulado segun sus necesidades bioldgicas.

AGUA SALOBRE: es aquella que tiene mas sales disueltas que el agua dulce, pero menos que
el agua de mar. Técnicamente, se considera agua salobre la que posee entre 0,5y 30 g de sal por L.

ALEVINO: Cria de pez que incluye la fase comprendida entre la larva y el juvenil.

ANTAGONISMO: interaccion entre organismos o sustancias que causa la pérdida de actividad de
uno de ellos.

ANTIBIOTICOS: son las drogas de origen natural o sintético que tienen la capacidad de matar o
inhibir el crecimiento de microorganismos.

ANTICUERPO: proteina producida por los linfocitos de la sangre como respuesta a la presencia de
un antigeno en el organismo.

CAUTIVIDAD: mantener en cautiverio a los animales, dentro de espacios cerrados o limitados por
barreras fisicas.

CEPA: variante fenotipica de una especie.

CICHLIDAE: es una familia compuesta principalmente por peces de agua dulce propios de
América Central y del sur, Africa y Madagascar. Se encuentran generalmente en pozas y orillas de
rios y/o lagunas, siempre cerca de piedras, incluso pueden estar presentes en aguas salobres. Su
alimentacion depende del lugar geogréfico de procedencia, existen ciclidos omnivoros y herbivoros.

COLONIZACION: capacidad de las bacterias para establecerse y multiplicarse en la piel y/o
mucosas del huésped en cantidades suficientes que permitan mantener un cierto namero
poblacional; sin que su presencia determine respuestas clinicas ni inmunoldgicas.

COMPOSICION PROXIMAL: incluye un analisis de la humedad, proteinas, lipidos, cenizas, fibra
y carbohidratos que permiten determinar el valor nutritivo y/o calérico de los alimentos.



CONCENTRADO EXTRUDIZADO: alimento elaborado mediante un proceso de extrusion, una
forma de coccidn rapida, continua y homogénea. Mediante este proceso mecanico de induccion de
energia térmica y mecanica, se aplica al alimento procesado alta presion y temperatura durante un
breve espacio de tiempo. Como resultado, se producen una serie de cambios en la forma, estructura
y composicién del producto.

DIENTES BICUSPIDES: los dientes que tienen dos puntas redondeadas o cuspides.

DIENTES TRICUSPIDES: los dientes que tienen tres puntas redondeadas o cuspides.

DIGESTION: es el proceso de transformacion de los alimentos previamente ingeridos en sustancias
mas sencillas para ser absorbidos.

DOSIS PROBIOTICA: se puede definir como la concentracion de microorganismos probidticos (en
namero de células/mL probidtico) que esta disponible para el organismo acuatico.

EFECTO BACTERICIDA: proceso causante de la eliminacion de bacterias (manifestacion —
consecuencia — de agentes causantes de eliminacion de bacterias)

EFECTO BACTERIOSTATICO: proceso causante de la inhibicion de crecimiento bacteriano
(manifestacion —consecuencia — de agentes causantes la inhibicion del crecimiento bacteriano)

ESTADIO: estado diferenciado en el proceso o desarrollo de un organismo.

ESTANQUE: deposito construido para recoger agua para la cria de peces.

FITOPLANCTON: o plancton vegetal, son un conjunto de organismos microscépicos que tienen
capacidad fotosintética y viven dispersos en el agua, haciendo parte de la dieta de organismos
acuéticos. Dentro de este grupo se incluyen las diatomeas y las algas verdes azules asi como otras

formas de algas.

GANANCIA DE PESO: se refiere a la ganancia de peso obtenido por un individuo en un
determinado periodo de tiempo

GANANCIA DIARIA DE PESO: estima cuantos gramos diarios aumentan los individuos.
HOSPEDERO: organismo que alberga a otro en su interior o lo porta sobre si.

IMAGEN LANDSAT: imagen tomada del satélite Lansat para la observacion en alta resolucion de
la superficie terrestre.

INCLUSION: en histologia, técnica utilizada para incluir y envolver los cortes finos de tejido, con
una sustancia de consistencia firme generalmente parafina.

INCREMENTO DE LONGUITUD: es el aumento de longitud durante el periodo experimental.
INGESTION: proceso por el cual los alimentos son incorporados al organismo, mediante

estructuras especializadas como los tentaculos en los pulpos, las mandibulas en los insectos, el pico
en las aves y la boca en los mamiferos.



JUVENIL.: estadio del pez que no alcanza la madurez sexual.

LACTOBACILLUS: o bacteria del acido lactico, es un género de bacterias Gram positivas
anaerobios aerotolerantes, denominados asi debido a que la mayoria de sus miembros convierte la
lactosa y otros monosacaridos en acido lactico.

LIPASA: enzima que hidroliza las grasas desdoblandolas en glicerol y &cidos grasos.

LONGUITUD TOTAL: extension que comprende la medida desde la boca hasta el final de la cola
del pez

MICROBIOTA: se refiere a la comunidad de microorganismos vivos residentes en el intestino.
NASA: red de pesca

PARAMETROS BIOMETRICOS: medidas o datos biolégicos que se toman de un individuo para
realizar un andlisis particular.

PATOGENO: todo agente que puede producir enfermedad o dafio en la biologia de un hospedero
(humano, animal o vegetal) sensiblemente predispuesto.

PERMANENCIA: condicién o cualidad de mantenerse sin alteraciones en un estado o lugar.

PERSISTENCIA: condicién o cualidad de mantener un efecto posterior a la eliminacion de la
causa.

PESO HUMEDO: peso de una muestra, incluido el del agua que contiene.

PILETA: tanque de concreto donde se mantienen a los peces durante la experimentacion
PREBIOTICO: son ingredientes alimenticios no digeribles que afectan benéficamente al hospedero
mediante la estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad de una o un grupo de bacterias en

el intestino, mejorando asi la salud del organismo hospedero.

PROBIOTICO: microorganismos vivos, que al ser administrados en dosis adecuadas confieren
beneficios en la salud del hospedero.

PROMOTOR: factor que promueve o induce un efecto particular.
PROTEASA: enzimas que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas.

RACION: cantidad de alimento proporcionado a un animal durante un periodo de tiempo
especifico.

SEMBRAR O INOCULAR: introducir artificialmente una porcion de muestra (inculo) en un
medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su desarrollo y multiplicacion



SIFONEOQ: técnica mediante la cual se extraen desechos y agua del fondo del acuario mediante una
manguera unida a un dispositivo de boca ancha.

SISTEMA DE CULTIVO ACUICOLA: clasificacion de segln la densidad poblacional de animales
acuaticos.

SOBREVIVENCIA: ss la capacidad de un individuo para poder conservar su vida, especialmente
cuando es a pesar de una situacion dificil, el h&bitat donde vive, en general en donde su vida corre
peligro.

TASA ESPECIFICA DE CRECIMIENTO: es el incremento de peso expresado en porcentaje,
ganado por un individuo durante un periodo de observacion.

TILAPIA: es el nombre genérico con el que se denomina a un grupo de peces de origen africano,
gue habita mayormente en regiones tropicales del mundo. Entre sus especies mas conocidas
destacan la del Nilo (Oreochromis niloticus), la de Mozambique (Oreochromis mossambicus) y la
azul (Oreochromis aureus).

TILAPIA ROJA: también conocida como mojarra roja, es un hibrido del cruce de cuatro especies
de Tilapia: tres de ellas de origen africano y una cuarta israeli. Este pez tiene una buena demanda en
el mercado, buen crecimiento y un buen desarrollo.

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA: expresién del numero viable de bacterias por
muestra.

VIABILIDAD: capacidad de la bacteria de dividirse y formar una colonia en medio de cultivo,
expresada como UFC.

ZOOPLANCTON: o plancton animal, son organismos generalmente microscopicos que se
alimentan de materia organica ya elaborada y se encuentran suspendidos en los cuerpos de agua.
Este grupo esta constituido principalmente por protistas, por larvas de equinodermos, de moluscos,
de crustaceos y de peces.



LISTA DE SIGLAS

Ac: cddigo de acuario

cm: centimetro

EE-I: ensayo experimental uno
EE-II: ensayo experimental dos

g: gramos

GDP: ganancia diaria de peso

GP: Ganancia de peso

H&E: hematoxilina y eosina

h: horas

IL: incremento de longuitud

L: litros

m: metro

M: molar

min: minutos

mL.: mililitro

msnm: metros sobre el nivel del mar
N: Norte

nm: nanometros

O: Oeste

°C: grados centigrados

P: codigo pileta

ppm: partes por millon

t: toneladas

TEC: tasa especifica de crecimiento
TEM: microscopia electrénica de transmision
v/v: volumen/volumen

Vbg: Verbigracia

pm: micrometros



INTRODUCCION

En Colombia, la tilapia roja (Oreochromis sp.) es catalogada como una de las especies mas
representativas e importantes en el sector acuicola (Vega et al., 2011; Usgame et al., 2008),
especialmente en los departamentos de Huila, Tolima, Antioquia, Santander, Meta y Valle del
Cauca, los cuales aportan aproximadamente con el 58,5 % de la produccion nacional (FAO-Incoder
2011), produccion que en el afio 2011 alcanz6 las 48,433 t (Autoridad Nacional de Pesca y
Acuicultura [AUNAP], 2013).

En respuesta a su alta demanda y con el fin liderar los mercados acuicolas, los acuicultores
incrementan las densidades de cultivo en niveles cada vez mayores (FAO, 2009), situacion que
genera condiciones altamente estresantes que predisponen a los organismos acuaticos al ataque de
bacterias patgenas y/o bacterias oportunistas, las cuales afectan directamente el crecimiento, la
sobrevivencia, el desarrollo en general y la calidad final del producto (Rubio et al., 2010; Pedrosa,
2009; Yousefian y Amiri, 2009; Aly et al., 2008; Marzouk et al., 2008; Escobar et al., 2006)

Para prevenir (uso profilactico) y tratar (usos terapéutico) el ataque de dichos agentes nocivos, se
utilizan una serie de antibi6ticos, cuyo uso masivo e indiscriminado ya sea para el tratamiento de
enfermedades o para promover el crecimiento (Brunt y Austin, 2008; Hernandez, 2005), inducen la
proliferacion de bacterias resistentes y efectos muchas veces irreversibles en el animal, en el
ambiente, en la microbiota gastrointestinal de los organismos e incluso en el hombre, como
consecuencia de la acumulacion de residuos toxicos (Nayak, 2010; Villamil y Martinez 2009; Aly
et al., 2008; Wang et al., 2008a; Escobar et al., 2006)

Un método alternativo al uso de antibidticos que esta ganando gran aceptacion en la industria
acuicola, por ser mas amigable con el medio ambiente, no perjudicial en el hospedero y que
representa bajos costos de produccién (Kolndadacha et al., 2011; Khalafalla, 2010; ElI-Haroun et al.,

2006), son los “Probidticos” o microorganismos vivos que confieren beneficios a la salud
(FAO/WHO, 2001).

Entre los probidticos mayormente utilizados en la acuicultura se encuentran el grupo de bacterias
acido lacticas (BAL) (Ringg et al., 2010), las cuales tienen la capacidad de producir compuestos
antibacterianos como bacteriocinas, peréxido de hidrdgeno, &cido lactico, acido butirico y otros
acidos de cadena corta que inhiben o matan a bacterias nocivas como patégenos e influyen
positivamente en el estado de salud del individuo (Jatoba et al., 2008; Escobar et al., 2006; Estrada
et al., 2005). Algunas investigaciones reportan que este tipo de bacterias probi6ticas maximizan sus
efectos cuando se adhieren y colonizan el tracto intestinal (T1) de los peces (Van y Miller, 2011;
Vendrell et al., 2008; Balcazar et al., 2007; Carnevali et al., 2006), debido a que de esta manera se
prolonga el periodo de contacto del probidtico con el hospedero y con ello sus efectos benéficos en
el organismo (Lara, 2011).

Dichos efectos se han hecho evidentes después de un determinado tiempo de alimentacién con el
probidtico, tiempos que han incluido periodos tan cortos como de seis dias (Joborn et al., 1997) e
incluso de hasta siete meses (Ali et al., 2010), sin embargo en la mayor parte de los casos los
periodos de alimentacion se establecen sin bases sélidas y sin ningun tipo de criterio (Qi et al.,
2009). En este contexto es importante considerar el tiempo durante el cual se suministre el
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probidtico, debido a que las respuestas que estos microorganismos ejercen en el hospedero, pueden
ir en funcion del tiempo de exposicidn que estos tengan con el individuo (Sharifuzzaman y Austin,
2009).

Teniendo en cuenta los beneficios que aportan los probidticos en el bienestar y salud de los
organismos acuaticos, en este estudio se evalué el efecto de Lactobacillus plantarum Lab 9 sobre el
crecimiento y sobrevivencia en alevinos y juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.), a partir del
estudio de la adherencia, tiempos de administracion y permanencia de esta bacteria en el intestino
de tilapia. Para este fin fueron llevados a cabo analisis microbioldgicos intestinales, microscopia
electronica de transmision (TEM), microscopia de luz, biometrias de cada uno de los individuos y
recuentos diarios de la mortalidad.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tilapia es una de las especies dulceacuicolas méas exitosa a nivel mundial, debido a su
rapido crecimiento, facil reproduccion, alta productividad, gran tolerancia a las altas densidades de
cultivo, alta adaptabilidad a las condiciones del medio, gran resistencia a enfermedades y a factores
extremos (Aguilar et al., 2010; Delgado et al., 2009; Barrera y Paz, 2006; Escobar et al., 2006; Lara
et al., 2002). Sin embargo, y pese a todas estas cualidades la intensificacion de dicho cultivo,
provoca que los organismos estén sometidos a continuas condiciones de estrés, condiciones que
retardan los crecimientos y favorecen la propagacion de enfermedades infecciosas, las principales
causantes de mortalidades masivas (Kubitza, 2009). En Colombia, en los departamentos de Huila,
Tolima y Meta se estima que en conjunto un 20% de las tilapias cultivadas en estanque y un 30% en
jaulas, se pierden cada afio debido a las enfermedades (Autoridad Nacional de Pesca y Acuicultura
[AUNAP], 2013).

Como alternativa a esta problemética se generaliz6 el uso de antibidticos, los cuales no solo se
promueven para el tratamiento y control de enfermedades, sino como un método para acelerar el
crecimiento animal. No obstante, su manejo inapropiado puede causar efectos adversos no sélo en
el animal, sino también perturbaciones medio ambientales, al igual que en la salud humana (Romero
et al., 2012; Defoirdt et al., 2011; Hernandez, 2005). A fin de reducir el uso indiscriminado de
antibidticos en los sistemas de produccién y de garantizar la obtencion de animales de alta calidad y
con alto valor nutricional (Merrifield et al., 2010a; Escobar et al., 2006; Burr y Gatlin, 2005), se
exploran otras alternativas como los probiéticos o microorganismos vivos, los cuales al ser
administrados en cantidades adecuadas en el alimento o en el agua de cultivo, favorecen el
crecimiento y el estado de salud del organismo hospedero (Gatesoupe, 2008).

Entre los efectos benéficos que los probidticos pueden ejercer en los organismos acuaticos se
evidencia el crecimiento y sobrevivencia, debido a la capacidad de dichos microorganismos para
mejorar el balance de la microbiota intestinal, estimular el apetito, favorecer la produccién de varios
tipos de vitaminas, minerales y elementos traza que proporcionan energia y ayudan a estimular el
crecimiento y fortalecer la salud y la nutricion del organismo (Faramarzi et al., 2011; Khalafalla,
2010; Merrifield et al., 2010a; Denev et al., 2009; Villamil y Martinez, 2009; Marzouk et al., 2008;
Escobar et al., 2006).

Dichos efectos dependen de la capacidad que tengan los microorganismos probiéticos de adherirse
y colonizar la superficie intestinal, condicion que se considera necesaria para prolongar los efectos
benéficos del probidtico en el hospedero y para favorecer la formacién de una barrera de proteccion
o defensa que limite la fijacion directa o interaccion de las bacterias patdgenas al intestino de los
peces (Lara, 2011; Denev et al., 2009), reduciendo el dafio a la mucosa intestinal, las infecciones
por patogenos, efectos dafiinos en la salud del organismo y con ello una mejora en las tasas de
sobrevivencia (Merrifield et al., 2010a).

Sin embargo, adherirse y colonizar el tracto intestinal constituye un verdadero desafio, dado que el
microorganismo debe soportar las continuas variaciones de pH, las concentraciones de sales biliares
y jugos pancreéticos, los constantes movimientos y flujos, la tasa de evacuacion gastrointestinal
relativamente alta entre otros factores, que hacen de este érgano un lugar hostil de dificil adherencia
y colonizacién permanente (Escobar et al., 2006; Ringg et al., 2001). Por lo cual para prevenir la
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remocion o eliminacion del probidtico del intestino, surge la necesidad de que su suministro sea
continuo, con el fin de que el microorganismo alcance al menos un predomino artificial en el tracto
intestinal del hospedero y que los efectos benéficos puedan prolongarse por mucho mas tiempo
(Balcézar et al., 2007; Burr y Gatlin, 2005; Fuller, 2006; Verschuere et al., 2000).

Cabe resaltar que los probioticos no suelen colonizar el intestino permanentemente, su presencia es
temporal (Van y Miller, 2011; Fuller, 2006), de hecho se desconoce durante cuanto tiempo
sobrevive el microorganismo en el hospedero o cudnto dura el efecto probi6tico después de cesar su
suministro en la dieta (Verschuere et al., 2000), situacion que dependera principalmente del tipo de
probidtico utilizado, del hospedero, de la viabilidad del producto y del tiempo durante el cual se lo
administre (Mohapatra et al., 2012; Nayak, 2010; Fuller, 2006). Este ultimo, es uno de los factores
clave que pueden determinar la permanencia y la induccion de una respuesta favorable del
probiético en el animal hospedero (Merrifield et al., 2010a; Nayak, 2010; Qi et al., 2009), dado que
tiempos de administracién muy cortos como de seis dias (Joborn et al., 1997) pueden ser pocos
suficientes para obtener el efecto deseado y tiempos de administracién muy largos podrian generar
efectos muchas veces adversos en los individuos (Sun et al., 2010).

Aunque en la actualidad existen varias investigaciones en acuicultura que evallan el efecto de los
probiédticos en el desempefio de los pardmetros zootécnicos, en las tasas de sobrevivencia, en los
parametros inmunoldgicos y en la nutricion; en Colombia, se desarrollan pocos trabajos en el érea,
de hecho solo existe un probidtico aprobado para uso en acuicultura denominado Bactocell,
situacion que impulsa a la investigacion de nuevos probioticos que permitan obtener animales con
buenos rendimientos, sanos y de buena calidad, especialmente en especies de importancia comercial
como lo es la tilapia roja.

Basandose en los efectos significativos que los probioticos otorgan en la salud de los organismos
acuaticos, y ante la falta de estudios en Colombia que promuevan su utilizacion, en esta
investigacion se utiliz6 un probidtico potencial Lactobacillus plantarum Lab 9, una bacteria que fue
directamente aislada de tilapias adultas por Villa (2009) y que demostrdé mediante pruebas in vitro
propiedades antagonicas y de competencia frente a diversos microorganismos patdégenos destacados
en acuicultura, gran resistencia a pH bajos, produccién de sustancias antimicrobianas y otras
caracteristicas que permitieron determinar que esta bacteria es un candidato probiético éptimo que
se puede implementar en los sistemas de cultivo de tilapia roja.

Basandose en los impactos significativos que los probidticos otorgan en la salud de los organismos
acudticos, en esta investigacion se utilizé un probidtico potencial Lactobacillus plantarum Lab 9,
una bacteria que fue directamente aislada de tilapias adultas por Villa (2009) y que demostr6
mediante pruebas in vitro propiedades antagénicas y de competencia frente a diversos
microorganismos patdgenos destacados en acuicultura, gran resistencia a pH bajos, produccion de
sustancias antimicrobianas y otras caracteristicas que permitieron determinar que esta bacteria es un
candidato probi6tico 6ptimo que se puede implementar en los sistemas de cultivo de tilapia roja.

Por tanto, tomando como referencia el potencial probi6tico que esta bacteria acido lactica demostro
en el trabajo de Villa (2009), en esta investigacion se evalu6 el efecto de Lactobacillus plantarum
Lab 9 como promotor de crecimiento y sobrevivencia en juveniles y alevinos de tilapia roja
(Oreochromis sp.).
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACION
Para responder al objetivo de este estudio, se planteo la siguiente pregunta de investigacion.

¢Lactobacillus plantarum Lab 9 actiia como promotor de crecimiento y sobrevivencia en juveniles
y alevinos de tilapia roja (Oreochromis sp.)?
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3. JUSTIFICACION

Con la finalidad de contrarestar los efectos nocivos que la intensificacion de
cultivos genera en las tilapias (alteracion en las tasas de crecimiento y mortalidades) y de
minimizar el uso indiscriminado de antibi6ticos en los sistemas de produccion, varios
paises estdn implementando el uso de probidticos. Sin embargo, en Colombia, la
disponibilidad de dichos probidticos es limitada, de hecho solo existe un producto probidtico
destinado para uso en acuicultura denominado Bactocell® (bacteria acido lactica Pediococcus
acidilactici CNCM MA18/5M), el cual ha sido aprobado por el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) y autorizado por la Union Europea como aditivo para alimentacion de salménidos y
camarones (Direccion Técnica de Inocuidad e Insumos Veterinarios (ICA), 2013). Esta situacion
pone de manifiesto la gran necesidad de buscar microorganismos probioticos potenciales que
puedan ser implementados en los diferentes sistemas de produccion acuicola, preferiblemente
nativos o aislados a partir del mismo hospedero en el cual se van a usar, debido a que los
probidticos importados probablemente contengan microorganismos que no resistan los ambientes en
los cuales se van a desarrollar ni las condiciones de cultivo propias de nuestro pais.

Un microorganismo nativo que podria ser un candidato probiético potencial en tilapia roja
(Oreochromis sp.) es Lactobacillus plantarum Lab 9, la cual demostrd mediante pruebas in vitro
caracteristicas probidticas que podrian resultar favorables en condiciones reales de cultivo. Por lo
tanto, aprovechando la potencialidad de esta bacteria, en este estudio se evalu6 el efecto de L.
plantarum Lab 9 sobre el crecimiento y sobrevivencia en alevinos y juveniles de tilapia roja, con la
finalidad de no solo promover la salud y el bienestar de esta especie, sino también de aportar
conocimiento cientifico que pueda ser relevante para mejorar su productividad.

De igual manera, con la idea de poder optimizar los efectos de L. plantarum Lab 9 en las tilapias, en
esta investigacién se estudiaron los tiempos de administracién del probidtico, uno de los factores
importantes que determinan la efectividad de estos microorganismos, pero que desafortunadamente
no se los considera al momento de implementarlos en los sistemas de produccion acuicola. Los
resultados de este estudio, podran motivar a los investigadores y acuicultores a que se programen
tiempos de alimentacion con el probidtico, a fin de optimizar los efectos y de minimizar los costos
de produccién.

Finalmente y siguiendo todas estas consideraciones, la incorporacién de probidticos en los sistemas
de cultivo de tilapia roja podrian ejercer varios atributos funcionales sobre el crecimiento,
desarrollo, sobrevivencia y en general sobre el mantenimiento de la salud, dando como resultado
productos inocuos libres de compuesto quimicos, semillas sanas y disminucion de los tiempos de
crianza para alcanzar la talla comercial.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de Lactobacillus plantarum Lab 9 sobre el crecimiento y sobrevivencia en
alevinos y juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la adherencia de Lactobacillus plantarum Lab 9 al intestino de alevinos y juveniles de
tilapia roja (Oreochromis sp.).

2. Determinar el efecto de Lactobacillus plantarum Lab 9 sobre el crecimiento de alevinos y
juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.).

3. Estimar la sobrevivencia de alevinos y juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) luego de la
alimentacion con Lactobacillus plantarum Lab 9.
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5. ANTECEDENTES

5.1 Estudios sobre Lactobacillus plantarum Lab 9.

Villa (2009), aisld y caracteriz6 microorganismos &cido lacticos del intestino de tilapia roja
(Oreochromis sp.), los cuales fueron sometidos a una serie de pruebas experimentales con el fin de
determinar la existencia de caracteristicas probiéticas. Algunas de las pruebas in vitro que llevo a
cabo fueron: actividad de catalasa, formacion de gas a partir de glucosa, tolerancia a NaCl,
resistencia a pH bajos, andlisis de produccion de acidos organicos, ensayos de inhibicion frente a
diferentes patdgenos y antibidticos, entre otras pruebas que son indispensables para establecer si un
microorganismo es un candidato probiético potencial. Con estos ensayos el autor determind que
Lactobacillus plantarum Lab 9 es una bacteria ideal para ser utilizada como probi6tico en cultivos
de tilapia roja, debido a que presentd el mejor desempefio frente a las pruebas antes mencionadas.

Londofio (2011), elaboré una racion probidtica a partir de la impregnacion de L. plantarum Lab 9
en un concentrado comercial. Para ello disefio y selecciond un medio de crecimiento cuyos
componentes (suero de leche bovino, leche de soya, salvado de trigo, sacarosa) permitieron el
crecimiento 6ptimo de esta bacteria. Esta seleccién la llevo a cabo mediante cinéticas de
fermentacidon, en las cuales consideré el pH, conteo de células viables UFC/mL, consumo de
azlcares y produccion de &cidos organicos, como variables fundamentales que le permitieron
determinar las mejores condiciones para la produccion de biomasa y de inéculos de L. plantarum
Lab 9. Igualmente, en este mismo estudio se determind las condiciones adecuadas para el proceso
de secado del concentrado Mojarra 38®, una vez este haya sido impregnado con el inéculo (45 °C
de temperatura y 0.8 m/s de flujo de aire). Este Gltimo paso se realizo a fin de minimizar la
contaminacion por el personal de campo encargado y por microorganismos que podrian aprovechar
las condiciones de humedad en el alimento.

5.2 Estudios sobre la inclusién o impregnacion del microorganismo probidtico en el alimento.

Existen algunos estudios en acuicultura, en los cuales se impregna el microorganismo probidtico en
la racion de alimento, se homogeniza y se lleva a incubacion para permitir el crecimiento bacteriano
sobre el sustrato. Este protocolo lo han seguido Bolivar (2008); Buglione et al. (2008); Vieira et al.
(2008) y Ramirez (2005) en raciones de concentrado para alimentacion de camarones (Litopenaeus
vannamei); Dotta (2008) y Jatoba et al. (2008) en raciones para suministro en tilapia negra
(Oreochromis niloticus); Pereira (2013) en raciones para surubies (Pseudoplatystoma sp.); y Jurado
(2010) para raciones de cerdos.

5.3 Estudios sobre adherencia de microorganismos probidticos en el intestino.

Se considera que un microorganismo probiotico puede ejercer sus efectos benéficos en la salud del
organismo cuando éste se adhiere y coloniza el intestino (Rinkinen et al., 2003), debido a que de
esta manera el probi6tico puede persistir durante mas tiempo en tracto intestinal y por tanto tener
una mayor posibilidad de que sus beneficios se prolonguen (Saarela et al., 2000). A continuacion se
describen algunos estudios en los cuales se demostr6 la adherencia del microorganismo probidtico
al intestino (Tabla 1).
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Tabla 1
Adherencia de microorganismos probioticos en el intestino, posterior a su administracion en la

dieta.

Organismo Microorganismo  Tiempo de Viabilidad en  Viabilidad

A ; alimento en Intestino Referencia
Hospedero Probiotico Admin. (UFC/g) (UFCg)

Lubina . .
(Dicentrarchus Lgcltg bac'll(l.l.Js 70 dias 10° 10*-10° Carnezvall etal.
labrax) elbrueckii (2006)

Robalo-peva Lactococcus sp. 1.10x 10°
(Centropomus 30 dias 108 SOF;gleg)al'
parallelus) L. plantarum 1.96 x 10*
Salmoén - -
Atlantico Carn_obacterlum 15 semanas 108 10% - 10° Kristiansen et al.
divergens (2011)
(Salmo salar L.)
Truca arcoiris Mucosa
. Py .
(Oncorhynchus Peqllqcocc_:u_s 10 semanas 107 - 108 . 10 Merrifield et al.
. acidilactici Digesta (2011b)
mykiss)
~ 105
e Bacillus toyoi
Tllaplg nl_lotlca 63 dias A% 10° 10% - 105 Nakandakare
(0. niloticus) Bacillus subtilis (2010)
Tilapia nil6tica Pediococcus 6 5 Standen et al.
(O.niloticus)  acidilactici 0 ¢manas  28x10°  1.59x10 (2013)

Fuente: Esta investigacion.
5.4 Estudios sobre probiéticos incorporados en el agua de cultivo.

Algunos probidticos que se utilizan como aditivos en el agua de cultivo especialmente del género
Bacillus, no solo generan beneficios en la salud del organismo hospedero, sino que ademas
desempefian un papel significativo en la descomposicion de la materia organica, reduccién de los
niveles de nitrogeno, amonio, nitritos, nitratos, sulfuro de hidrégeno H-S, mejorando asi la calidad
del agua (Mohapatra et al., 2012; Nayak, 2010; Qi et al., 2009). En la Tabla 2 se detallan algunos
reportes.
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Tabla 2

Efecto de los probidticos suministrados en el agua de cultivo.

Tiempo de -
Oraani . . e Viabilidad
rganismo Microorganismo  suministro " .
2. del Efecto positivo Referencia
Hospedero Probiotico en agua de bicti
cultivo probiotico
I Cada 4
Tilapia negra . 1x 10’ Wang et al.
(O.niloticus) = faectm - durate A0 ey GDP, PF (2008b)
I Cada 15 ’
Tilapia negra . 1x103 Apun et al.
(0. niloticus) Bacillus sp. duraar};esl34 UEC/mL GP, TEC (2009)
I B. coagulans Cada 2
Tilapia negra 1x 10’ Zhou et al.
(O. niloticus) _ uranted0 ey PRGDP,TEC (2010)
R. palustris dias
Disminuyd las
Tilapia negra - lesiones Mohamed y
(O. niloticus) B. subtilis 2 meses oo generadas por  Refatat (2011)
F. columnare
Lenguado B. subtilis Sobrevivencia y
o %nés ' Durante 5 10* menor Chaetal.
Jap . . . dias UFC/mL  concentracién de (2013)
(P. olivaceus)  B. licheniformis :
amonio
Biomasa total,
Tilapia GP, TECy
mozambique  BZT® Bio-Aqua Durante 30 menor Mohamed et
. dias - al. (2013)
(O. mossambicus) concentracién de
amonio

Pardmetros evaluados: GDP, ganancia diaria de peso; GP, ganancia de peso; PF, peso final; TEC, tasa

especifica de crecimiento. Fuente: Esta investigacion.

5.5 Estudios sobre adherencia de microorganismos probidticos a diferentes tiempos de

administracion.

El tiempo de administracion con el probi6tico es uno de los factores importantes que puede
determinar el establecimiento, la persistencia y posterior induccion de una respuesta favorable en el
organismo (Qi et al., 2009; Merrifield et al., 2010a; Nayak, 2010). Algunos estudios evidenciaron
que al incrementar el periodo de alimentacion con el probidtico, la concentracion de la bacteria
probidtica en el intestino del individuo también aumenta, no obstante en otros reportes se detectaron



que la bacteria disminuye o se mantiene con una misma viabilidad conforme se extiende el periodo
de alimentacion con el probidtico. En la Tabla 3 se detallan estos estudios.

Tabla 3

Adherencia de microorganismos probioticos a diferentes tiempos de administracion.

. . . Viabilidad en Evaluacion -
Organismo Microorganismo . Viabilidad en .
A alimento de . Referencia
Hospedero Probidtico (UFClg) adherencia Intestino (UFC/g)
- . Fue Panigrahi et
Tucaacos  Ladobaclus ggr AISI20 incrementando  al. (2005)
- my y de 10°a 10°
Arthrobacter NA
Bacalao sp.
atlantico 107 - 10° Alos 8, 28 Lauzon et
(Gadus morhua y 55 dias Dia 8= NA al. (2010)
L.) Enterococcus Dia 28 = ~ 10°
sp. Dia 55 = NA
Saccharomyces
cerevisiae Porcentaje de
Rohu B. subtilis 10 digsaﬁ:s%a?el viabilidad Mohapatra
(Labeo rohita) ' . constante desde et al. (2012)
dia 60 B
el dia 30 al 60.
Lactococcus
lactis
Dia 7=~10"
- Dia 15 =~ 107
B. subtilis Dia 30 = NA
Paci Dia 60 = NA
(Piaractus 108 Alos 7, d1,5, Vaz (2012)
mesopotamicus) 30y 60 dias .
Dia 7 =6x 107
Bacillus cereus Dia15=1x10’
Dia 30 =6 x 107
Dia 60 = NA
NA = No se aislé ~ = Aproximadamente. Fuente: Esta investigacion.

5.6 Estudios sobre el tiempo de permanencia de microorganismos probi6ticos en el intestino luego

de suspender su suministro en la dieta.

En la mayoria de los estudios, se observa que los microorganismos probiéticos no colonizan el
intestino permanentemente, sino que su concentraciéon disminuye o desaparece tan pronto se detiene

31



su administracion, de hecho sus efectos sobre la salud solo permanecen por breves periodos (Lara,
2011; Van y Miller, 2011). Algunos estudios que manifiestan esta situacion se presentan en la Tabla
4.

Tabla 4.
Tiempo de permanencia de microorganismos probidticos en el intestino luego de suspender su
suministro en la dieta.

Tiempo de
Viabilidad Tiemoo permanencia en
Organismo  Microorganismo en P intestino despues de .
= . d Referencia
Hospedero Probidtico alimento admin suspender el
(UFClg) ' suministro del
probiotico
Epinephelus 6 1010 4 Hasta una semana con Son et al.
coioides L. plantarum 10°-10 semanas una viabilidad de = 10* (2009)
Tilapia Hasta siete dias con Ferauson et al
(. Ped. acidilactici 107 32dias  viabilidad de ~ 5.5 x 9(2010) '
niloticus) 10° UFC/g
Lactococcus
Carpa raffinolactis Hasta tres semanas con .
(Cyprinus 2 x 107 12 dias  niveles por encima de Sugl(rggﬁ)et al.
carpio) Enterococcus 10® UFC/g
pseudoavium
Pez gato Hasta tres dias con Ran et al
(Ictalurus Bacillus spp. 10° 7 dias viabilidad de = 106 - (2012) '
punctatus) 107 UFC/g
La permanencia de la
Tilapia bacteria fue de 2.3 x
(Cg) Bacillus 10° 99 dias 10° UFC/g después de Ridhay Azad
nilotic.us) amyloliquefaciens 40 dias y de 9 x 10* (2012)
UFC/g luego de 61
dias.
Kocuria SM1 108
Truca No se encontraron Sharifuzzaman
arcoiris (O. Rhodococeus 107 14 dias luego de_lfl dias de etal. (2014)
mykiss) SM2 suministro

Fuente: Esta investigacion.
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5.7 Estudios sobre el efecto de los probidticos en el crecimiento y sobrevivencia.

El uso de los productos probioticos ha atraido una considerable atencién en la industria alimenticia
como un medio para mejorar el rendimiento de la acuicultura. En los Gltimos afios varios estudios
sugieren que los probioticos proporcionan beneficios nutricionales, mejoran el rendimiento en el
crecimiento y la utilizacion del alimento (Tabla 5).

Tabla 5.
Efecto de los probidticos en el crecimiento y la sobrevivencia.
Viabilidad
Organismo Microorganismo en Tiempo Efecto
A . . o Autor
Hospedero Probiotico alimento  de admin. positivos
UFC/g
Pez gato
africano Lactobacillus 3.01 x 107 12 PF, TEC, TEP  Al-Dohail et
(Clarias acidophilus ' semanas sobrevivencia al. (2009)
gariepinus)
Tilapia negra Biogen® 14 GP,GDP,TEC,  Mehrim
o Mezcla enzimas, B. 6 x 107 ’ . '
(O. niloticus) - semanas TCA (2009)
subtilis y extractos
Beluga Lactobacillus 2 x10°
(Huso huso) curvatus .
50 dias TEC Askarian et
. al. (2011)
Esturion persa
(Acipenser Leuconostoc
persicus) mesenteroides 9x10°
Truca arcoiris GP, TEC, TCA, Faramarzi et
(O. mykiss) L. acidophilus 103%- 108 90 dias TEP, al. (2011)
- My sobrevivencia '
Tilapia negra 6 GP, TEC, TEP, Abumourad et
(O. niloticus) L. plantarum 10 30 sobrevivencia al. (2013)
Rohu 1x108 . Giri et al.
(Labeo rohita) L. plantarum 1 x 1010 60 dias TAC, TEC (2012)
Platija
(Paralichthys . s GP, TEC, TEP, Heo et al.
olivaceus) Lactococcus lactis 10 5 semanas EA (2013)

EA= Eficiencia alimenticia GDP= Ganancia diaria de peso GP= Ganancia de peso PF= Peso final TCA= Tasa
de conversién alimenticia TEC= Tasa especifica de crecimiento TEP = Tasa de eficiencia proteica. Fuente:

Esta investigacion.
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6. MARCO TEORICO

6.1 Generalidades sobre tilapia roja (Oreochromis sp.).

Las tilapias son miembros de la familia Cichlidae nativa de los rios y lagos de Africa y
Madagascar que se distribuyeron en forma natural al medio oriente y hacia los afios de 1950 a 1970
al resto del mundo tanto en zonas tropicales como subtropicales, conquistando todo tipo de
mercados a nivel mundial (Gémez y Balcézar, 2008; Quifidnez, 2008). Este tipo de peces, se
adaptan a diversos habitats, que incluyen aguas célidas, dulces, salobres o salinas como también a
cuerpos de agua de poca corriente (Iénticos) donde permanecen en las zonas poco profundas y
cercanas a las orillas (IRG y CNP+LH, 2009).

Entre las especies de tilapia méas cultivadas se encuentra la tilapia roja Oreochromis sp. que es un
producto del cruce de cuatro especies Oreochromis mossambicus, Oreochromis niloticus,
Oreochromis hornorum y Oreochromis aureus. Este cruce tetrahibrido permitié la obtencion de un
pez cuya coloracidn puede ir desde rojiza hasta albina e incluso con manchas negras, coloracion que
ha sido de mayor acogida y demanda por el consumidor en el mercado nacional (Quifiénez, 2008).

Es una especie omnivora que se alimenta de fitoplancton, zooplancton, larvas de peces, pequefios
invertebrados y alimentos concentrados. Las adaptaciones estructurales a este tipo de dieta son
principalmente un largo intestino muy plegado, dientes bicUspides o tricspides sobre las
mandibulas y la presencia de dientes faringeos que se utilizan para poder cortar y rasgar plantas y
hojas fibrosas (SINGOAGRO S.C et al., 2009).

6.1.1 Parametros de calidad de agua 6ptimos para el cultivo de tilapia.

En las practicas acuicolas, el agua debe cumplir con ciertas caracteristicas fisico-quimicas que
permitan el correcto crecimiento y desarrollo del pez (IRG y CNP+LH, 2009), de ahi la importancia
de llevar un seguimiento de la calidad del agua. Algunos pardmetros que se tienen en cuenta en el
cultivo de tilapia son:

pH: valores por encima o debajo del rango éptimo para tilapia (6,5-9), causan cambios de
comportamiento en los peces, como letargia, inapetencia, retardos en el crecimiento y en la
reproduccion.

Temperatura: el rango 6ptimo de temperatura para el cultivo de tilapias fluctla entre 24 °C y 32 °C,
aungue este rango puede tener una variacion de 5 °C por debajo del rango 6ptimo. Sin embargo
cuando la temperatura es menor a 15 °C los peces dejan de comer y tienen tasas de sobrevicencia
muy baja.

Amonio: los valores de amonio deben fluctuar entre 0,0 1 ppm a 0,1 ppm (valores cercanos a 2 ppm

son criticos). El amonio es toxico y se hace mas téxico cuando el pH y la temperatura del agua estan
elevados, los niveles de tolerancia para la tilapia se encuentra en el rango de 0,6 a 2,0 ppm.
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La concentracion alta de amonio en el agua causa bloqueo del metabolismo, dafio en las branquias,
afecta el balance de sales, produce lesiones en 6rganos internos, inmunosupresion y susceptibilidad
a las enfermedades

Oxigeno disuelto: para mantener un cultivo exitoso de tilapia, los valores de oxigeno disuelto
deberian estar por encima de los 4 mg/L, valores menores al indicado, reducen el crecimiento e
incrementa la mortalidad. En la Tabla 6 se describen los rangos 6ptimos establecidos para el cultivo
de tilapia.

Tabla 6.
Parametros Fisico-Quimicos 6ptimos del agua para el cultivo de tilapia

Parametro Rangos Optimos
pH 6,5-9
Temperatura (°C) 24-32 °C
Amonio (ppm) 0,01-0,1 ppm
Oxigeno Disuelto (mg/L) > 4,5 mg/L

Fuente: Singoagro et al. (2009)
6.1.2 Generalidades del intestino de tilapia.

El intestino es un 6rgano complejo y multifuncional, que ademas de la digestion y la absorcién de
alimento, es fundamental para el equilibrio hidroelectrolitico y la regulacién endocrina (Gomez et
al., 2010; Pérez et al., 2010), constituye un importante sitio inmunoldgico que actla como barrera
de defensa fisica y quimica contra microorganismos nocivos y otros componentes dafiinos que
entran al organismo a través de la ingestion del alimento o por medio de la ingestion del agua
circundante (Grosell et al., 2011).

En el intestino se pueden diferenciar tres regiones funcionalmente diferentes, la anterior, media y
posterior (Escobar et al., 2006). En la regi6n anterior comienza la digestion quimica de los
alimentos, en la porcion media se realiza principalmente la absorcién y en la regién posterior se
reducen gradualmente las funciones digestivas y de absorcién, con un aumento simultaneo de los
niveles de produccién de moco. En algunos casos no hay una clara distincién morfolédgica entre
intestino medio y posterior (Grosell et al., 2011; Abdullah, 2005; Guillaume et al., 2004; Ringg et
al., 2003)

Un rasgo comln en las tilapias y en numerosas especies de peces es el cambio morfoldgico
intestinal a lo largo de su desarrollo, cambio que va desde un simple tubo recto indiferenciado en la
etapa larval a un complejo patron en espiral en la etapa adulta (Grosell et al., 2011; Tengjaroenkul,
2000). En peces herbivoros y omnivoros como la tilapia, esta variacion morfologica también
incluye el alargamiento del intestino, el cual alcanza 4 a 6 veces el largo total de su cuerpo (Escobar
et al., 2006; Vasquez, 2004).
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6.1.3 Microbiota intestinal en los peces.

Esta principalmente constituida por bacterias aerobias, anaerobias facultativas y bacterias
anaerobias obligadas. Esta microbiota se clasifica como autoctona o nativa (adherente) y microbiota
aléctona (transitoria). El primer grupo de microorganismos dada su capacidad de tolerar el bajo pH
de los jugos gastricos y de resistir a la accion de los &cidos biliares pueden colonizar firmemente la
superficie epitelial del estbmago y del intestino para convertirse en la microbiota autéctona del
hospedero. Por otra parte la microbiota transitoria o bien carece de la capacidad de colonizar la
superficie epitelial o es incapaz de competir con otras bacterias presentes en el epitelio haciendo
que su permanencia sea temporal en el organismo. Dicha microbiota proviene del agua, de los
alimentos y de otras partes del cuerpo del individio (Ganguly y Prasad, 2011; Nayak, 2010; Escobar
et al., 2006; Rosmini et al., 2004; Ringg et al., 2003).

En los peces marinos los géneros dominantes pertenecen a Alteromonas, Achromobacter,
Corynebacterium, Flavobacterium, Photobacterim, Pseudomonas y Vibrio, mientras que en las
especies de peces de agua dulce tienden a estar dominados por miembros de los géneros
Aeromonas, Bacillus, Plesiomonas, Pseudomonas, representantes de la familia Enterobacteriaceae,
y las bacterias anaerobias obligadas o estrictas de los géneros Bacteroides, Fusobacterium y
Eubacterium (Balcazar et al., 2006; Nayak, 2010; Pérez et al., 2010; Ringg et al., 2010). Otro grupo
de bacterias que forman parte de la microbiota asociada a los peces de agua dulce y marina son las
bacterias acido lacticas. Sin embargo, no suelen ser dominantes en el Tl de estos organismos, pero
bajo ciertas condiciones como un sistema de cultivo en estanques, pueden tener una abundancia de
hasta 1.1x10° células g-* del peso corporal del pez (Nayak, 2010; Denev et al., 2009; Buntin et al.,
2008; Verschuere et al., 2000).

Durante toda la vida del animal esta biota intestinal tiene funciones metabdlicas, tréficas y de
proteccion (Denev et al., 2009), e incluso representan un profundo impacto en el desarrollo
anatomico, fisioldgico e inmunoldgico del animal (Ringe et al., 2010). Algunos de estos beneficios
incluyen el metabolismo de nutrientes, la actividad antag6nica contra los patégenos, regulacion
endocrina de la digestion, produccion de materiales fisiolégicamente activos como enzimas,
aminoacidos y vitaminas entre otros (Ganguly y Prasad, 2011; Merrifield et al., 2011a; Nayak,
2010; Wang et al., 2008a; Balcazar et al., 2006).

6.1.4 Factores que alteran la microbiota intestinal en los peces.

Debido a factores medioambientales y a las condiciones de cultivo a las cuales se ven sometidas
muchas especies acudticas, como son altas densidades de siembra, limitada calidad del agua,
cambios repentinos en la dieta, suministro de antibidticos, desinfeccién o limpieza de los estanques
antes de la siembra, transporte de los individuos y pescas continuas (Barandica, 2010; Nayak, 2010;
Burr y Gatlin, 2005; Lara et al., 2002), es poco probable que se pueda lograr la estabilidad de la
microbiota gastrointestinal del organismo hospedero, dado que no son ambientes apropiados para
su establecimiento (Denev et al., 2009; Verschuere et al., 2000).

6.2 Microorganismos probi6ticos.
La palabra probiotico fue utilizada por primera vez por Lilly y Stilwell en 1965 para referirse a

“cualquier sustancia secretada por un organismo capaz de estimular el crecimiento de otro”. Roy
Fuller afios més tarde acorta este concepto y los redefine como aquellos microorganismos Vvivos,
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principalmente bacterias y levaduras que son agregados como suplemento en la dieta y que
benefician al huésped mejorando el balance microbiano intestinal” (Merrifield et al., 2010a). La
FAO/WHO (2001), definen a los probidticos como microorganismos vivos que confieren beneficios
en la salud.

En el caso de acuicultura, el concepto de probidtico no solo involucra el tracto intestinal del
organismo, sino también considera el agua circundante o agua de cultivo en el cual se desenvuelven
los organismos acuaticos (Denev et al., 2009). Segun Gatesoupe (1999), los probidticos en
acuicultura se definen como “células microbianas que al ser administradas ingresan al tracto
gastrointestinal y se mantienen vivas para mejorar la salud”, Verschuere et al. (2000), los redefine
como “microorganismos vivos que tienen un efecto benéfico sobre el huésped mediante la
modificacion de la comunidad microbiana, garantizando una mejor utilizacion del alimento o
mejora del valor nutricional del mismo, una mejor respuesta del hospedero a la enfermedad y una
mejora de la calidad de su entorno ambiental”.

Existen un numero considerable de preparaciones a base de probidticos que estdn comercialmente
disponibles y se administran a peces, camarones y moluscos, ya sea en el agua o incorporados en el
alimento (Wang et al., 2008a). La mayoria estos probidticos pertenecen al grupo de las bacterias
acido lacticas y a los géneros Vibrio, Bacillus, Pseudomonas, Roseobacter, Aeromonas,
Alteromonas y Flavobacterium (Ringg et al., 2010; Escobar et al., 2006).

Muchos de estos probioticos forman una parte integral de las practicas de cultivo al mejorar el
crecimiento y resistencia a enfermedades (Nayak, 2010). Esta estrategia ofrece innumerables
ventajas para superar las limitaciones y efectos secundarios que los antibiéticos y otras drogas
generan en el hospedero y en el ambiente (Sahu et al., 2008). Ademas ciertos probidticos como
aditivos para el agua también pueden desempefiar un papel importante en la descomposicion de
materia organica, la reduccion del nitrogeno y el nivel de fésforo, asi como el control de amoniaco,
nitritos y sulfuro de hidrégeno (Nayak, 2010).

6.2.1 Funciones de los probi6ticos.

Algunos de los efectos potenciales que ejercen las bacterias probioticas en sistemas de cultivo
acuicola, se resumen en los informes de Villamil y Martinez (2009); Buntin et al. (2008); Gatesoupe
(2008); Tovar et al. (2008).

1. Los probi6ticos mejoran las tasas de crecimiento y supervivencia de los organismos cultivados.

2. Mantienen un ambiente de cultivo adecuado al mejorar la calidad del agua

3. Tienen impacto en el sistema inmune de los animales acuéticos cultivados, al subir el nivel de
anticuerpos y la actividad de los macréfagos.

4. Su establecimiento en el TI del hospedero contribuye al balance de la microbiota intestinal.

5. Previenen la proliferacion de microorganismos potencialmente patdgenos. Algunas de estas
bacterias benéficas producen sustancias especificas con efecto antibidtico.
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6. Aporte de moléculas de importancia fisiologica para el hospedero, lo que conlleva a un mejor
crecimiento, maduracién de sistema digestivo, supervivencia y calidad larvaria.

6.2.2 Mecanismos de accion de los probidticos.

Algunos de los mecanismos de accién vinculados a la administracién de probidticos se describen a
continuacion:

- Exclusién competitiva. Es un fenémeno por el cual los microorganismos probioticos al adherirse y
colonizar el intestino del hospedero, previenen o reducen la colonizacion de bacterias patdgenas
(Lara, 2011; Pérez, 2011), mediante la competencia de nutrientes esenciales o energia disponible
(Kesarcodi et al., 2008; O’Sullivan, 2001), la produccién de compuestos con efecto bactericida o
bacteriostatico (bacteriocinas, lisozimas, peréxido de hidrégeno, acidos organicos de cadena corta
como &cido lactico y acético) que perturban el desarrollo, crecimiento y el metabolismo de otros
microorganismos (Denev et al., 2009; Ng et al., 2009; Gatesoupe, 2008; Vazquez et al., 2005)

- Estimulacion de la respuesta inmune. Existen muchos reportes de la actividad inmunoestimulante
que ejercen los probidticos en los peces y camarones. En general, la inmunidad puede ser mejorada
por el probidtico en tres formas (Fuller, 1992):

a) El aumento de la actividad de los macrofagos, que se asocia directamente con una mayor
capacidad de fagocitar microorganismos o particulas de carbono.

b) EIl aumento de la produccién de anticuerpos sistémicos y el interfer6n (un agente antiviral
no especifico).

¢) EIl aumento de anticuerpos locales en las superficies mucosas tales como la pared del
intestino.

-Contribucién a la digestion enzimatica. Algunas investigaciones sugieren que los microorganismos
tienen un efecto beneficioso en los procesos digestivos de los animales acuaticos, mediante la
produccion de enzimas extracelulares, como proteasas, lipasas y de elementos necesarios para el
crecimiento, ademas la actividad microbiana en el tracto digestivo puede ser una fuente de
vitaminas o aminoacidos esenciales para el hospedero (Merrifield et al., 2010a; Balcazar et al.,
2006; Escobar et al., 2006).

6.2.3 Seleccion de cepas probiodticas.

De acuerdo con Nwogu et al. (2011); Merrifield et al. (2010a); Balcéazar et al. (2008); Buntin et al.
(2008); Gomez y Balcazar (2008) y Duwat et al. (2000) algunas consideraciones importantes para la
seleccidn de una cepa probi6tica son las siguientes:

a) EIl microorganismo probidtico debe ser aislado preferiblemente del hospedero en el cual se
va a usar.

b) Tolerancia a &cidos y bilis. La cepa probi6tica debe resistir las enzimas de la cavidad oral
(lisozima, amilasa), el pH bajo del estomago, asi como a las concentraciones de sales
biliares y jugos pancreéticos segregadas en el intestino.

c) Adherencia a las células intestinales. Para sobrevivir y competir en un ecosistema complejo
como es el intestino de los organismos, un microorganismo necesita adherirse al epitelio
intestinal. Si el microorganismo no presenta esta habilidad, entonces se convertird en un
organismo transitorio, limitando sus efectos benéficos.
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d) Asentamiento en un nicho. Es la medida de adaptacion de un organismo para sobrevivir y
competir en un ecosistema que en este caso es el intestino del organismo. Esta medida de
adaptacion del microorganismo probidtico dependera principalmente de los mecanismos de
accion que ejerzan.

e) Evaluacion de las propiedades antagdnicas hacia uno o mas patégenos claves que sean
mayormente registrados en el huésped a estudiar.

f) Evaluacion de la patogenicidad de los probioticos.

g) Evaluacion de los efectos potenciales de los probidticos en el hospedero.

h) Evaluacién de la susceptibilidad del probiético a los procesos industriales y de la viabilidad
durante el almacenamiento.

i) Andlisis costo econdémico/beneficio.

6.2.4 Bacterias acido lacticas: probidticos potenciales en la acuicultura.

Las bacterias acido lacticas (BAL), son un grupo de bacterias Gram positivas, de morfologia bacilar
0 cocoide, no esporuladas, microaerofilicas o anaerdbias facultativas (Quifiénez, 2008). La mayoria
de los microorganismos probidticos propuestos para acuicultura pertenecen a este grupo de
bacterias, de los cuales los géneros méas utilizados son Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, Carnobacterium y Bifidobacterium (Sihag y Sharma, 2012; Nayak, 2010; Villamil et
al., 2009; Sahu et al., 2008; Balcazar et al., 2006).

En peces, las BAL se han descrito como parte de la microbiota normal de los organismos (Villa,
2009; Lara, 2003; Poot, 2001), también estan asociadas con la inhibicion del crecimiento de
bacterias patdgenas (Escobar et al., 2006; Lara, 2003), como promotoras del crecimiento (Apun,
2007; El-Haroun et al., 2006; Lara et al., 2002) y en algunos casos, favorecen la sobrevivencia de
peces infectados experimentalmente (Aly et al., 2008; Pirarat et al., 2006).

Lactobacillus plantarum Lab 9 es un tipo de BAL, la cual fue aislada y caracterizada a partir de
muestras de intestino de individuos sanos de tilapia roja por Villa (2009). Segun lo reportado por el
autor esta bacteria se caracteriza por estar dispuesto en parejas, forma pequefias colonias circulares
con borde entero y de color azul claro en medio de cultivo MRS con azul de anilina, son catalasa
negativa no productora de gas. Resiste diferentes valores de pH (2.5-6.0), sin embargo su viabilidad
aumenta a bajos valores de pH.

Ademas, esta bacteria produce diferentes &cidos organicos tales como: éacido citrico, succinico,
propiénico y lactico, este Gltimo en una concentracién de 48,29 g/L, compuestos que estan
asociados con la actividad antagonica frente a microorganismos patdgenos. lgualmente, en pruebas
de isomeria para el acido lactico, L. plantarum Lab 9 present6 isdbmeros del tipo DL o L* los cuales
son aptos para el consumo humano o animal.

En pruebas in vitro, L. plantarum inhibe el crecimiento de bacterias patdgenas como Aeromonas
hydrophila, Flavobacterium columnare, Streptococcus agalactiae y Flexibacter sp. y tiene una alta
resistencia a diferentes antibidticos, principalmente carbenicilina, tetraciclina, cloramfenicol y
florfenicol, lo que sugiere que L. plantarum Lab 9 puede ser un potencial sustituto de los
antimicrobianos utilizados en los cultivos intensivos.
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6.2.5 Limitaciones que presenta el estudio en probidticos destinados para acuicultura.

Algunos de los fracasos en la investigacion con microorganismos probioticos se atribuyen a factores
como: la inadecuada seleccion de cepas probioticas, a los métodos de produccion, a la forma y el
vector de administracién, a la dosificacion y la duracidn del tratamiento con el probidtico (Denev et
al., 2009). Sin embargo, en los organismos acuaticos hay que tener en cuenta que el efecto del
probidtico también dependera de la especie de pez que se esté evaluando, del estatus fisiologico del
hospedero, de las condiciones del cultivo, de los factores medioambientales y del objetivo
especifico de la aplicacion del probidtico (nutricion, resistencia a enfermedades, alimentacion, entre
otros) (Merrifield et al., 2010a).

Uno de los inconvenientes que afronta el trabajo con microorganismos probidticos es la pérdida de
la viabilidad del probidtico durante el proceso de elaboracion de los piensos, dado que las
condiciones de procesamiento de alimentos acuicolas son fisicamente mas intensivos en
comparacion con el alimento para animales terrestres. Por lo tanto, la incorporacion de probiédticos
en los alimentos acuicolas sigue siendo limitado a nivel industrial, particularmente debido a la
estabilidad térmica (Merrifield et al., 2010a; Burr y Gatlin, 2005).

Otro de los pormenores que se ha evidenciado con los probidticos es que pueden convertirse en
patdgenos e infectar al organismo hospedero. En el caso de los humanos se debe tener cuidado en
administrar los probiéticos en individuos muy debilitados, inmunocomprometidos o con sangrado
intestinal, debido a que dichos probidticos pueden convertirse en patdgenos oportunistas. La FAO y
la OMS recomiendan pruebas como patrones de resistencia a los antibidticos, actividad metabdlica,
produccion de toxinas, pruebas de infectividad en modelos animales inmunocomprometidos y
evaluacion de los efectos adversos en el consumidor (Castro y Rovetto, 2006). En este contexto, con
el desarrollo de la acuicultura bacterias acido lacticas pertenecientes a los géneros Streptococcus,
Lactococcus, Vagococcus y Carnobacterium se han postulan como probi6ticos potenciales y como
no patogenas, sin embargo han sido las protagonistas de un creciente nimero de enfermedades
(Wang et al., 2008a; Ringg y Gatesoupe, 1998).

Con respecto a lo anterior, antes de abogar por el uso de un candidato probi6tico es de gran
importancia realizar diferentes pruebas in vitro que demuestren los posibles efectos benéficos del
probiético a evaluar, debido a que estas pruebas a menudo han permitido identificar probi6ticos que
han sido eficaces y otros no tan potenciales (Denev et al., 2009). Sin embargo una prueba ya sea
positiva 0 negativa no puede predecir el verdadero efecto en condiciones in vivo (Verschuere et al.,
2000), incluso los resultados obtenidos de una cepa probi6tica a partir de pruebas de laboratorio no
pueden ser extrapolados a otra cepa, aunque pertenezcan a la misma especie (Kolndadacha et al.,
2011). Por esta razon el efecto de los probidticos candidatos para la acuicultura también deben
evaluarse in vivo, esto implica la administracion del probidtico en el organismo, el monitoreo de su
crecimiento, colonizacién y sobrevivencia.

Finalmente, uno de los principales obstaculos es la produccion de productos probidticos a escala
industrial, debido a que las especies candidatas deben cumplir con una reglamentacion muy estricta
y demostrar su eficacia y seguridad en los animales, los consumidores y el medio ambiente
(Merrifield et al., 2010a).
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6.2.6 Influencia del tiempo de administracion sobre el efecto probidtico.

El tiempo de administracion con el probi6tico se considera un factor importante que puede incidir
en el establecimiento, la permanencia y posterior estimulacién de la respuesta inmune en el
hospedero (Nayak, 2010), sin embargo, aunque este factor representa gran relevancia en la
induccién de una respuesta favorable en el organismo, es un tema que ha sido poco investigado
(Merrifield et al., 2010a).

Se ha demostrado que la administracion de probidticos a corto plazo, puede ser eficaz en la
colonizacién (Kim y Austin 2006; Nikoskelainen et al., 2003), estimulacion del sistema
inmunolégico (Sharifuzzaman y Awustin 2009; Balcdzar et al.,, 2007) y proteccién contra
microorganismos patogenos (Pieters et al., 2008; Newaj-Fyzul et al., 2007); no obstante se ha
detectado que las cepas probidticas no perduran en el tracto gastrointestinal por periodos que van
mas alla de una a tres semanas después de haber suspendido el probidtico, lo que significa que sus
efectos se pierden luego de que éste se remueve del organismo (Kim y Austin 2006; Panigrahi et al.,
2005). Esta declinacion puede ser debida a la falta de capacidad de las cepas probidticas de
colonizar y multiplicarse en el intestino (Nayak, 2010).

En el caso de la alimentacién a largo plazo, también es posible encontrar reportes en los que se
evidencie los beneficios de los probi6ticos en el crecimiento y sobrevivencia de trucha arcoiris (O.
mykiss) (Bagheri et al., 2008) y tilapia negra (O. niloticus) (Ghazalah et al., 2010), proteccion
contra sindrome de compresién de columna vertebral (VCCS) en trucha arcoiris (Aubin et al.,
2005), estimulacion de la respuesta inmune en tilapia negra (Ali et al., 2010). No obstante aunque se
han detectado beneficios después de un largo periodo de alimentacidn, existen otros estudios como
los de Panigrahi et al. (2005); Sun et al., (2010) y Giri et al. (2012) en los cuales se ha evidenciado
cierto tipo de alteracion en algin parametro del sistema inmunoldgico, luego de haber prolongado
el suministro de microorganismos probi6ticos en trucha arcoiris (O. mykiss), (Epinephelus coioides)
y rohu (Labeo rohita), respectivamente.

En este contexto es necesario considerar que la respuesta inmune es con frecuencia disminuida
cuando se suministran inmunoestimulantes durante periodos prolongados, debido a que en casos
extremos pueden inducir a la inmunosupresion (Bricknell y Dalmo, 2005). Aunque no esta claro si
este es el caso de la aplicacion a largo plazo de los probidticos, se debe considerar la posibilidad de
que el uso de probidticos puede ser no pertinente cuando su administracion es constante y durante
largos periodos (Merrifield et al., 2010a).
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7. METODOLOGIA

Para mayor comprension, la metodologia que se desarrollé en este trabajo de investigacion
se describe por objetivos especificos.

En esta investigacion se realizaron dos ensayos experimentales:

Ensayo experimental | (EE-I). Consistié en un estudio piloto llevado a cabo en el municipio de
Restrepo (Meta) durante el mes de Enero hasta Abril del 2011 y tuvo como finalidad el
entrenamiento en el manejo y las condiciones de cultivo propias de los alevinos y juveniles de
tilapia roja (Oreochromis sp.). Este ensayo permitio identificar la respuesta de estos organismos y el
tiempo de administracion con el concentrado probiético.

Ensayo experimental (EE-II). Se realiz6 durante el mes de Febrero hasta Junio del 2012 en la
ciudad de Cali (Valle del Cauca) y consistié en la aplicacion de un disefio experimental en el
estadio juvenil de tilapia roja. En este ensayo se evalud la adherencia de la bacteria a diferentes
tiempos de administracion, la permanencia de L. plantarum Lab 9 en el intestino tras suspender la
alimentacion del animal con el concentrado probi6tico, el crecimiento y la sobrevivencia.

7.1 Localizacion de la zona de estudio: EE-I.
Se realizo en las instalaciones de la empresa Langostinos del Llano Ltda (Figura 1), ubicada en la

vereda Caney Bajo, municipio de Restrepo (Meta), con coordenadas 4°16'8” N y 73°32'55” O, a
una altitud de 450 msnm y una temperatura promedio de 26 °C.

Figura 1. Localizacion de Langostinos del Llano Ltda; Restrepo, Meta.

Fuente: Google earth 2013 ©. Imagen Landsat del 23 de Julio de 2013.
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7.2 Localizacion de la zona de estudio: EE-II.

Se realizd durante el mes de Febrero hasta Junio del 2012, en el Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia Marina de la Universidad del Valle (Figura 2), localizado en la ciudad de Cali (\Valle
del Cauca) con coordenadas 3°27°00” N y 76°32'00” O, a una altitud de 995 msnm y una
temperatura promedio de 23 °C.

Figura 2. Localizacion Universidad del Valle; Cali, Valle del cauca.

Fuente: Google earth 2013 ©. Imagen Landsat del 4 de Septiembre de 2013.

7.3 Disefio experimental del EE-I.

Se transfirieron 360 alevinos y 300 juveniles machos de tilapia roja (Oreochromis sp.) con un peso
himedo promedio de 2,99 + 0,18 g y 20,41 + 0,57 g, respectivamente, en contenedores plasticos
desde los estanques de tierra, hasta el laboratorio de manejo de las instalaciones de Langostinos del
Llano, donde, se distribuyeron aleatoriamente en cada una de las piletas, en grupos de 60 y 50
individuos para un total de seis piletas por estadio.

Posterior a su distribucion, los peces iniciaron un periodo de adaptacién a las nuevas condiciones de
confinamiento durante 15 dias, tiempo en el cual se alimentaron a saciedad (ad libitum) y de forma
manual con una racién de concentrado comercial Mojarra 38, sin bacteria probiética. En la Tabla 7
se describen las condiciones experimentales a las cuales fueron sometidos los animales durante la
etapa de adaptacion.
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Tabla7
Condiciones experimentales durante la etapa de adaptacion de alevinos y juveniles de tilapia roja
(Oreochromis sp.) en el EE-I.

. N° total . N .de T'lpo de Racion Frecuencia Horario de Tiempo de
Estadio - individuos alimento - de . - C g
de piletas - - diaria . - alimentacién  administracion
por pileta  suministrado alimentacion
5 veces al Desde las
Alevinos 60 . 8:30 cada
dia
dos horas
Mojarra 38® Ad- .
6 comercial libitum 4 | 08:30 a.m 15 dias

Juveniles 50 VZ?ZS a 10:30 a.m
02:00 p.m
04:00 p.m

Concluida la etapa de adaptacion, para alevinos y juveniles se seleccionaron aleatoriamente tres
piletas donde se alimentaron con concentrado probidtico (Mojarra 38® impregnado con L.
plantarum Lab 9) y tres para la alimentacién con concentrado control (Mojarra 38® impregnado con
medio de cultivo estéril).

Se administré una racion diaria ad-libitum distribuida en cinco raciones al dia, dos raciones se
administraron en horas de la mafiana (8:00 a.m, 10: 00 a.m) y tres raciones en horas de la tarde
(12:00 p.m, 2:00 p.m y 4:00 p.m). El ensayo se realizd con aquellos individuos que sobrevivieron a
la etapa de adaptacion en cada estadio. La asignacion de los tratamientos y las condiciones
experimentales se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8
Condiciones experimentales que se implementaron durante el periodo de alimentacion con el
concentrado probi6tico en alevinos y juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) del EE-I.

N° de

Réplicas N° inicial de Alimento Racion Frecuencia Tiempo de
Estadio Tratamiento para cada |Sd|w_dluos suministrado diaria . de sqempode
tratamiento or pileta alimentacion
P19 54
Probiético P21 55 Conc_ept_rad*o
P23 55 probidtico
i Ad- 5 veces al .
Alevinos A : 30 dias
P20 55 libitum dia
co 72w O
P24 55
P15 47 ]
Probidtico P18 49 Concgpt_ra *0
P24 45 probidtico
Juveniles _Ad- 5 veces al 30 dias
P14 49 libitum dia
Control P21 45 Concentrado
P22 47 control**

P Cadigo de cada pileta
* Concentrado Mojarra 38® impregnado con L. plantarum Lab 9.
** Concentrado Mojarra 38® impregnado con medio de cultivo estéril sin L. plantarum Lab 9.
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Teniendo en cuenta el nimero de piletas disponibles, la facilidad para la manipulaciéon de los
individuos y el registro adecuado de los datos, en esta investigacion se trabajé inicialmente con
juveniles y una vez obtenidos todos los datos, se llevo a cabo el ensayo con los alevinos.

Culminados los 30 dias de tratamiento con el concentrado probidtico, se evalu6 el crecimiento,
sobrevivencia y la adherencia de L. plantarum Lab 9 en el intestino de alevinos y juveniles de
tilapia roja, a partir de parametros biométricos (peso y longitud), registro diario de la mortalidad de
los individuos y andlisis microbiol6gico, respectivamente.

7.3.1 Descripcion de las principales condiciones de trabajo en EE-I.

-Piletas. El ensayo se desarrollé en piletas de concreto de 145 cm de largo, 88 cm de ancho y 40 cm
de alto con una capacidad de 510,4 L de agua. Cada una disponia de una entrada y salida de agua,
tubos PVC de 60-65 cm de longitud con pequefias aberturas en uno de sus extremos que permitian
la liberacién de agua durante el proceso de recambio y evitaban la salida accidental de cualquiera de
los animales por el conducto de desaglie (Figura 3A).

-Aireacion. Cada una de las piletas estuvo provista de piedras difusoras de aire conectadas a un
blower SweetWater (Aquatic eco-systems, Apopka Blvd, USA), con el fin de garantizar la
oxigenacion permanente de los individuos (Figura 3B).

Figura 3. Instalaciones utilizadas durante el EE-I. A) Piletas de concreto
donde fueron mantenidos los alevinos y juveniles de tilapia roja; B)
Implementos de las piletas.

Fuente: Empresa Langostinos del Llano Ltda.
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- Desinfeccion de instalaciones. Para mantener las condiciones de asepsia, las piletas fueron lavadas
y desinfectadas con cloro granulado en una concentracion de 30 mg/L y se dejaron reposar durante
aproximadamente 24 h para evitar toxicidad en los individuos (OIE, 2006).

-Recambios de agua. En cada pileta, diariamente y antes del suministro de la primera racion de
alimento se removid el concentrado remanente y las heces mediante sifoneo. Se realizaron
recambios del 30% de agua y cada cuatro dias o cuando las condiciones fueron requeridas (agua
muy turbia) se hicieron recambios del 50%. El agua empleada fue bombeada directamente del
“Cafo San Ignacio” (Restrepo-Meta), proximo a la zona de estudio.

7.4 Disefio experimental del EE-II.

Se utilizaron 180 juveniles machos de tilapia roja provenientes de “Langostinos del Llano” con un
peso humedo promedio de 9,81 + 0,86 g. Estos se distribuyeron aleatoriamente en 18 acuarios, cada
uno con 10 individuos y se sometieron a una etapa de adaptacion durante 15 dias, periodo en el cual
fueron alimentadas con el concentrado comercial Mojarra 38® sin la bacteria probiética (Tabla 9).

Tabla 9
Condiciones experimentales durante la etapa de adaptacion de juveniles de tilapia roja
(Oreochromis sp.) en el EE-II.

N® total N .de Alimento Racion Frecuenciade  Horario de Tiempo de
de individuos - . . . . 9 C g
. . suministrado diaria alimentacion  alimentacion  administracion
acuarios  por acuario
8:30 a.m
. ® .
18 10 Mojarra .38 Ad libitum 4 veces 19'30 am 15 dias
comercial 2:00 p.m
4:00 p.m

A partir de aqui, se inici6 la evaluacion del probidtico sobre juveniles y para ello se aplicaron dos
tratamientos con tres réplicas cada uno asi: (i) Grupo probidtico, juveniles alimentados con el
concentrado probidtico (Mojarra 38® impregnado con L. plantarum Lab 9). (ii) Grupo control,
juveniles alimentados con el concentrado (Mojarra 38%) sin impregnacién con la bacteria probidtica.
Estos tratamientos se aplicaron en tres tiempos de administracion, tal como se muestra en la Tabla
10.

Los juveniles de cada tratamiento se alimentaron con una racién ad libitum, dividida en cinco
raciones al dia, dos en horas de la mafiana (9:30 a.m y 11:30 a.m) y tres en horas de la tarde (1:00
p.m, 2:30 p.m y 4:00 p.m). La descripcion de los tratamientos y de las condiciones experimentales
que se manejaron durante el tratamiento probiotico se presentan en la Tabla 10.
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Tabla 10
Condiciones experimentales que se implementaron durante el periodo de alimentacion con el
concentrado probi6tico en juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) del EE-II.

N° de N° Inicial
. Réplicas de Alimento Racion Frecuencia de Tiempo de
Tratamiento T - - : . . g
para cada individuos  suministrado diaria alimentacion ~ administracion

tratamiento  por acuario

Acl 10 Concentrado
Probiético Ac7 10 robibtico™ Ad-libitum 5 veces al dia 10 dias
Acl3 10 P
AC9 10 Concentrado
Control Acl0 10 control** Ad-libitum 5 veces al dia 10 dias
Acl6 10
Ac2 10 Concentrado
Probidtico Ac6 10 robidtico* Ad-libitum 5 veces al dia 20 dias
Acll 10 P
Aca 10 Concentrado
Control Acl4 10 control** Ad-libitum 5 veces al dia 20 dias
Acl7 10
Ac 10 Concentrado
Probiodtico Ac 10 robidtico Ad-libitum 5 veces al dia 30 dias
Ac 10 P
Ac 10 Concentrado
Control Ac 10 control** Ad-libitum 5 veces al dia 30 dias
Ac 10

Ac Cadigo de cada acuario.
* Concentrado Mojarra 38® impregnado con L. plantarum Lab 9.
** Concentrado Mojarra 38® impregnado con medio de cultivo estéril sin L. plantarum Lab 9

Después de los 10, 20 y 30 dias de tratamiento con el concentrado probidtico, se evalud el
crecimiento de los individuos a partir de parametros biométricos (peso y longitud), la sobrevivencia
mediante el registro diario de la mortalidad y, la adherencia de L. plantarum Lab 9 en el intestino de
juveniles de tilapia roja a través de analisis microbiol6gico, microscopia de luz y microscopia
electrénica de transmision (TEM).

7.4.1 Descripcion de las principales condiciones de trabajo en EE-II.
-Acuarios. Los juveniles de tilapia roja se mantuvieron en acuarios de 50 cm de largo, 30 cm de
ancho y 24 cm de alto con una capacidad de 36 L de agua (Figura 4). Cada uno de los acuarios

estuvo provisto de una bomba aireadora con dos salidas, cada una de ellas conectadas a una piedra
difusora y a un filtro.
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Figura 4. Instalaciones utilizadas durante el EE-1I. Acuarios
donde fueron mantenidos los juveniles de tilapia roja.

Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia Marina de la
Universidad del Valle.

-Desinfeccidn de instalaciones. Previo a la recepcion de los animales, los acuarios fueron lavados y
desinfectados con una solucién de hipoclorito de sodio, a una concentraciéon de 20 mL/L, por un
periodo de dos dias. Posterior a este tiempo los acuarios se enjuagaron y secaron a temperatura
ambiente. Los filtros de cada acuario se lavaron al inicio del ensayo y cada cuatro dias.

-Recambios de agua. En cada uno de los acuarios, diariamente y antes del suministro de la primera
racion de alimento se removié el concentrado remanente y las heces mediante sifoneo. Se realizaron
recambios parciales del 50% de agua durante la etapa de adaptacion y recambios del 70% del agua
durante el tratamiento con el probiético. El agua que se empled para estos recambios fue
recolectada directamente del sistema de acueducto, la cual previamente se dej6é reposar durante
aproximadamente 24 h en una solucion con sal (4 g/L), dolomita (0,08 g/L) y bicarbonato (0,08
g/L) antes de utilizarla para los recambios diarios. El agua recolectada de los acuarios que
recibieron el concentrado probiético, fue tratada con cloro antes de ser descartada.

7.5 Registro de parametros de calidad de agua.

Se realizd durante el periodo en el cual se suministraron los tratamientos a los individuos de tilapia,
tanto en el EE-I como en el EE-II, tal como se describe a continuacion:

7.5.1 Registro de los parametros de calidad de agua durante el EE-I.

Cada cinco dias se hizo un seguimiento de las variables fisicoquimicas: temperatura (°C), pH y
amonio (mg/L). Los datos de temperatura se tomaron con un medidor profesional de temperatura
EC59 de Martini Instruments (Milwaukee Instruments Inc, Rocky Mount, USA), el pH y amonio
fueron monitoreados con el Kit de calidad de agua FF-1A (Hach, Loveland, USA), el cual provee
de reactivos y equipos para titulacion mediante conteo de gotas y medicion colorimétrica utilizando
discos de color de gradiente continuo.

48



7.5.2 Registro de los pardmetros de calidad de agua durante el EE-II.

Cada cinco dias se llevo a cabo un registro de las variables fisicoguimicas. La temperatura (°C) y
oxigeno disuelto (mg/L) fueron monitoreados con una sonda multiparamétrica YSI 85 (YSI
incorporated, Ohio, USA). Las medidas del pH fueron tomadas con un pHmetro Bench Top MP511
(San-Xin Instrumentation Factory, Shanghai, China).

Toda la informacion se organiz6 en una hoja de calculo del programa Microsoft Excel®, y se
realizé el analisis estadistico que se describe en el acapite 7.10.

7.6 Preparacion de la dieta experimental.

En este estudio la dieta experimental consistio en la utilizaciébn de un alimento comercial
denominado concentrado Mojarra 38® (Anexo A), al cual se le incluyeron algunas modificaciones
para la impregnacion con la bacteria probidtica y se le denominé Concentrado Probiético (Mojarra
38® impregnado con L. plantarum Lab 9).

La bacteria probidtica utilizada para generar el concentrado probidtico fue obtenida y caracterizada
previamente en el estudio realizado por Villa (2009) y se encuentra disponible en el cepario del
laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia Marina de la Universidad del Valle.

Activacion de la bacteria probiotica y preparacion de inéculo para impregnacion. A partir de un
stock de trabajo, se verificd la pureza mediante tincién Gram. Posterior a ello se tomé una asada y
se sembré en 10 mL de caldo MRS (de man rogose Sharp-Oxoid), se llev6 a incubacion durante 24
h a 35°C, y una vez activada la bacteria se prepard un inéculo en medio de cultivo estadistico (Para
100 mL de medio se utiliza suero de leche 14 g; leche de soya 0,6 g; salvado de trigo 1 g; sacarosa
0,6 g). El indculo se prepard al 10% v/v para posterior impregnacion, todos los procedimientos y
condiciones de preparacion de indculo se siguieron de acuerdo con la metodologia descrita por
Londofio (2011). La composicién y preparacion del medio estadistico se siguié de acuerdo con la
metodologia desarrollada por Ramirez (2005).

Impregnacion del concentrado comercial con la bacteria probiética. Para obtener la cantidad de
alimento a utilizar en cada EE (ensayo experimental), se pesaron 250 g de concentrado comercial
Mojarra 38® y una vez obtenido el in6culo al 10% v/v, se mezclaron estos dos componentes
manualmente, se llevd a incubacion por 3 h a 35 °C en una incubadora BD 53 (Binder, Tuttlingen,
Alemania) y posterior secado a 45 °C de temperatura y 0,8 m/s de flujo de aire, este procesamiento
permitié la impregnacion del concentrado con la bacteria probidtica y evitd la contaminacion
microbioldgica del alimento. Todo el procedimiento de impregnacion se realizé en la planta piloto
de Ingenieria de Alimentos de la Universidad del Valle, siguiendo el protocolo descrito por
Londofio (2011).

Preparacion del concentrado control (Mojarra 38® impregnado con medio de cultivo estéril). Se
preparé al 10% v/v con caldo MRS estéril (de man rogose Sharp-Oxoid) y medio estadistico,
posterior impregnacién y secado tal como se describi6 anteriormente, Londofio (2011).

Conservacion y transporte del concentrado probiotico y del concentrado control. Una vez obtenidos

los dos concentrados a utilizar en la alimentacion de alevinos y juveniles, se empacaron en bolsas
herméticas Ziploc (SC Johnson, USA) y se llevaron a refrigeracion a 4 °C hasta su posterior uso.
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Teniendo en cuenta que el EE-I se llevd a cabo en Restrepo-Meta, los concentrados probidtico y
control fueron transportados por tierra desde la planta piloto de la Universidad del Valle, hasta las
instalaciones de Langostinos del Llano en Restrepo (Meta). Cabe mencionar que este envio se
realizd a temperatura ambiente, sin condiciones de refrigeracion.

7.6.1 Prueba de viabilidad de Lactobacillus plantarum Lab 9 contenida en el concentrado
probidtico.

Se realiz6 el conteo de UFC (unidades formadoras de colonias) a lo largo del proceso de
conservacion del alimento (4 °C por 30 dias), para comprobar que la viabilidad de L. plantarum Lab
9 se mantuviera mayor o igual a 10”® UFC/g en el concentrado, durante los dos ensayos
experimentales (EE-1 y EE-II). Cada seis dias se tom6 1 g de concentrado con probidtico, el cual
fue macerado en 1 mL de agua peptonada estéril y diluido serialmente (1/10 v/v) 8 veces.
Posteriormente, 0,1 mL de las diluciones 10-° a 108 fueron sembradas en superficie y por duplicado
en placas con medio de cultivo MRS (Man Rogosa Sharpe de Merck) suplementado con azul de
anilina (3 mL/L), seguidamente las cajas se incubaron a 35 °C por 48 h en una incubadora BD 53
(Binder, Tuttlingen, Alemania). EI medio MRS (Man Rogosa Sharpe de Merck) con azul de
anilina se utilizé para facilitar el reconocimiento de bacterias &cido lacticas como L. plantarum Lab
9 (Ramirez, 2005).

La viabilidad (UFC/g) del concentrado probidtico, se obtuvo aplicando la siguiente formula:

UFC/g = N° de colonias por placa x factor de dilucién x 10
g de muestra sembrada

7.6.2 Prueba de esterilidad del concentrado control.

Al concentrado control, se le comprobé la esterilidad aplicando el mismo procedimiento descrito en
el acapite 7.6.1.

7.7 Evaluacion de la adherencia de Lactobacillus plantarum Lab 9 al intestino de tilapia roja
(Oreochromis sp.) a través de analisis microbiol6gico, microscopia de luz y microscopia electrénica
de transmision (TEM).

7.7.1 Analisis microbioldgico del intestino de alevinos y juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.)
gue fueron sometidos a las condiciones del EE-I.

Previo al andlisis microbiol6gico y de acuerdo con las recomendaciones del ICA —lInstituto
Colombiano Agropecuario- entidad cooperante del proyecto macro, fue necesario evaluar el
“protocolo de analisis microbiolégico intestinal” y someterlo a aprobacion. En tal analisis se
tomaron aleatoriamente dos juveniles y dos alevinos de tilapia, que habian recibido durante 20 dias
alimentacion con el concentrado probiético, se disectaron, se extrajo su intestino completo y se
procesaron para conteo microbiolégico de acuerdo con la metodologia descrita en al acapite 7.7.3

Posterior a este ensayo, se realizo el analisis microbiologico del intestino de los alevinos y juveniles
de tilapia roja que culminaron los 30 dias de tratamiento con el concentrado probidtico asi como
también aquellos alimentados con el concentrado control. Brevemente, fueron capturados
aleatoriamente tres individuos por pileta de cada tratamiento (un total de 9 individuos del
tratamiento con el concentrado probidtico y 9 individuos del tratamiento con el concentrado
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control) mediante el empleo de una malla y una nasa de pesca previamente esterilizadas. Cada uno
de los individuos fue introducido en bolsas plasticas dobles rotuladas con el nimero de pileta y el
tratamiento respectivo, cada una con tres individuos/bolsa y 2 a 3 L de agua limpia y oxigeno para
evitar la mortalidad de los individuos durante el transporte. Todas las muestras se llevaron a los
laboratorios de microbiologia del ICA para su posterior analisis.

7.7.2 Analisis microbioldgico del intestino de juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) que fueron
sometidos a las condiciones del EE-II.

Mediante este analisis se evalud la adherencia y la permanencia de L. plantarum Lab 9 en el
intestino de juveniles a 3 diferentes tiempos de administracion (10, 20 y 30 dias). Este analisis se
realizd luego de suspender la alimentacion con el concentrado probidtico y continuar la
alimentacion con el concentrado control hasta un maximo de 12 dias. Se tomaron muestras de
intestino hasta que el nimero de L. plantarum Lab 9 fue <30 UFC/g. La viabilidad de estas
bacterias se estimé de acuerdo a la formula descrita en el 7.6.1.

7.7.3 Toma de muestras de intestino y procesamiento para analisis microbioldgico.

El protocolo para la extraccion de intestino, se aplico tanto para los alevinos y juveniles gque fueron
sometidos a las condiciones del EE-I, como para las tilapias juveniles que fueron sometidas a las
condiciones del EE-II.

Antes de iniciar la prueba microbiolégica, cada uno de los individuos fue sometido a una sedacion
ligera en una mezcla de agua con hielo durante un corto periodo de tiempo hasta que el animal
redujo sus movimientos (Padrés y Zarza, 2005), se le realiz6 una diseccion ventral para la
extraccion de todo el intestino, el material de laboratorio fue previamente esterilizado para
garantizar condiciones de asepsia y bioseguridad.

Para estimar las UFC de L. plantarum Lab 9, se pesé 1 g de intestino, se maceré en 1 mL de agua
peptonada estéril y se realizaron diluciones seriadas (1/10) 8 veces. Se tomaron 0,1 mL de cada
dilucion (107 - 10®), se sembraron en cajas petri con medio de cultivo MRS (Man Rogosa Sharpe
de Merck) suplementado con azul de anilina (3 mL/L), se homogenizaron con perlas de vidrio
estériles y se incubaron a 35 °C por 48 h en una incubadora BD 53 (Binder, Tuttlingen, Alemania).

Para estimar las UFC/g se contaron cultivos con 30 — 300 colonias. Las UFC de L. plantarum Lab 9
en el intestino fueron calculadas de acuerdo a la formula descrita en el acapite 7.6.1. (Jatoba et al.,
2008; Vieira et al., 2008; Ramirez, 2005). En aquellos cultivos que presentaron crecimiento
superior, se contaron colonias presentes en un cuarto de la caja de la dilucion mas alta y se aplico el
correspondiente factor de conversion.

Se verificé la pureza de las bacterias que crecieron después de 48 h de incubacion mediante
coloracion de Gram (Marte, 2004) y observacion de caracteristicas macroscépicas de las colonias
compatibles con L. plantarum Lab 9. Una vez comprobada la pureza y caracterizada la morfologia,
fueron resembradas en viales con caldo MRS (Man Rogosa Sharpe de Merck) y luego
criopreservadas con 25% de glicerol a -20°C (Ramirez, 2005).

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en el anélisis microbiol6gico se realizd un andlisis

por microscopia de luz y por microscopia electronica de transmisién (TEM) del intestino de tilapia
roja (Oreochromis sp.) posterior al tratamiento probiGtico a partir de muestras obtenidas de
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juveniles (EE-II) con el nimero de UFC/g de L. plantarum Lab 9 més alto. Se utiliz6 como control
el intestino de un juvenil alimentado con el concentrado control.

Los protocolos para el procesamiento de las muestras intestinales se basaron en la metodologia
propuesta por Burghardt y Droleskey (2006), Aldrich y Mollenhauer (1986), estos procedimientos
gue se ejecutaron en el laboratorio de Morfologia e Histologia de la Universidad del Valle y se
describen a continuacion.

-Toma y preparacién de muestras de intestino para analisis con microscopia de luz. Se realizaron
cortes del intestino de aproximadamente 3 mm de largo, se fijaron en formol bufferado al 10% por
24 h y se incorporaron en cassettes, los cuales fueron sometidos a un proceso de deshidratacion
mediante cambios graduales de alcohol de menor a mayor concentracion (70%, 80%, 95%, 100%)
durante 30 min en cada alcohol. Las muestras se llevaron a un proceso de aclaramiento con dos
cambios de 30 min en xilol e inclusion en parafina liquida Histoplast (Richard-Allan Scientific,
Thermo scientific, USA) a diferentes puntos de fusion, finalizando con 56 °C a 57 °C. Todo este
procedimiento se realizO en un procesador automatico de tejidos LEICA TP 1020 (Leica
Biosystems, Heidelberger, Alemania).

Transcurridas las 12 horas de procesamiento, las muestras de intestino se llevaron al equipo de
inclusién Shandon histocentre 3 (Thermo electron Corporation, Boston, USA), donde se colocaron
en un molde de metal y llenaron con parafina liquida. Las muestras se dejaron enfriar a 4 °C para
obtener el molde de parafina endurecido con las muestras de intestino. A partir de este molde, se
realizaron cortes seriados de 3 a 5 um de espesor en un micrétomo LEICA RM 2135 (Leica
Biosystems, Heidelberger, Alemania), estos se dejaron reposar y estirar en un bafio de flotacion
(agua templada 37 a 40°C) durante unos cuantos segundos, posterior a este tiempo los cortes de
tejido se recogieron en portaobjetos y se secaron en una estufa con una temperatura de 38 a 40 °C
durante 24 h.

Para la tincion de las placas, se elimind la parafina con xilol, se hidrataron las muestras con
concentraciones decrecientes de alcohol y se tifieron los fragmentos de tejido con hematoxilina y
eosina (H&E). El registro fotografico se realiz6 a 40x y 100x con un microscopio Leica DM750
(Leica Biosystems, Heidelberger, Alemania).

-Toma y preparacion de muestras de intestino para andlisis con microscopia electrénica de
transmision (TEM). Se realizaron cortes del intestino de aproximadamente 3 mm de largo, los
cuales se fijaron en glutaraldehido al 2,5 % en buffer fosfato (pH 7,4 y 0,1 M) y se refrigeraron
durante 24 h a 4 °C. Transcurrido este tiempo, las muestras fueron lavadas tres veces con buffer
fosfato (0,1 M) durante 15 min. La segunda fijacion se realizé con tetradxido de osmio al 2 % por
un periodo de 2 h, después de las cuales se efectuaron dos lavados de 10 min con buffer fosfato y
dos lavados de cinco min con agua destilada. Las muestras fueron sometidas a un proceso de
deshidratacion en concentraciones crecientes de alcohol (50%, 70%, 80%, 95%) durante 15 min en
cada una. La deshidratacion de las muestras continud en alcohol al 100% por 20 min y finalmente
en acetona durante 30 min. Las muestras se incluyeron en una mezcla de 6xido de propileno y
resina EPON® en relacion 2:1 por 4 h; 1:1 por 24 h; 1:2 por 24 h. Al culminar este proceso, las
muestras de intestino se incorporaron en moldes de inclusién con resina pura, y se dejaron
polimerizar en horno a 70 °C por 72 h. Una vez polimerizadas las muestras, se realizaron cortes
ultrafinos de 60 a 80 nm de espesor en un ultramicrotomo POWER TOME XL (Boeckeler
Instruments, Arizona, USA), los cuales se recogieron sobre rejillas de cobre y se contrastaron con
acetato de uranilo y citrato de plomo.
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Los cortes fueron examinados en la Unidad de Microscopia electronica de la Universidad Nacional
de Palmira, con un microscopio electrénico de transmisién (TEM) JEOL JEM 1011 (JEOL, USA),
con resolucion de 0,15 nm. Las fotos fueron capturadas con una cdmara digital GATAN de 8.5
megapixeles (Gatan, Inc. Corporate Headquarters, CA, USA).

7.8 Determinacion del efecto de Lactobacillus plantarum Lab 9 sobre el crecimiento de tilapia roja
(Oreochromis sp.) a través de parametros biométricos.

En el EE-I, los datos de peso y longitud total de cada uno de los individuos de alevinos y juveniles
de tilapia roja fueron registrados al inicio y al finalizar los 30 dias de tratamiento, y en el EE-II
estos datos fueron tomados al inicio y al culminar los 10, 20 y 30 dias de tratamiento.

Para el registro de estos datos, todos los individuos fueron capturados de cada una de las piletas o
en su caso de cada uno de los acuarios, por medio de una red y/o una nasa previamente
desinfectada, se registraron las medidas de peso y longitud mediante el empleo de una balanza y un
calibrador o pie de rey respectivamente.

A partir de estos datos para cada tratamiento (probidtico y control) se midi6é la ganancia en peso
(GP), la tasa especifica de crecimiento (TEC), ganancia diaria de peso (GDP) e incremento de

longitud (IL), de acuerdo a las formulas propuestas por Essa et al. (2010); Apun (2009) y EI-Rhman
et al. (2009).

Ganancia en peso o Crecimiento absoluto (GP): Se refiere a la ganancia de peso obtenido por un
individuo en un determinado periodo de tiempo.

GP = W;- W,

Tasa especifica de crecimiento (TEC): Es el incremento de peso expresado en porcentaje, ganado
por un individuo durante un periodo de observacion.

TEC (%) = [(LnW;— LnW;)/t] x 100
Ganancia diaria de peso (GDP): Estima cuantos gramos diarios aumentan los individuos.

GDP: Ws-W;
t

Incremento de Longitud (IL): Es el aumento de longitud durante el periodo experimental.
IL = Lf - Li

Donde, Wi es el peso inicial promedio en gramos, Wres el peso final promedio en gramos, t son los

dias del periodo experimental, Ln es el logaritmo natural, Li es la longitud Inicial promedio en
centimetros y L+ la longitud final promedio en centimetros.
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7.9 Estimacién del porcentaje de sobrevivencia de tilapia roja (Oreochromis sp.) luego de la
alimentacion con Lactobacillus plantarum Lab 9.

En el EE-1 y EE-II se estimd el porcentaje de sobrevivencia, durante la etapa de adaptacion y en el
periodo de tratamiento con el probidtico. Para ello diariamente se realizé el registro de la mortalidad
recolectando y contando los peces muertos encontrados sobre la superficie del agua en cada una de
las piletas y acuarios, mediante el empleo de una nasa previamente esterilizada. Con estos datos se
calculd el porcentaje de sobrevivencia, mediante la siguiente formula:

% de Sobrevivencia=  Nimero final de organismos x 100
NUmero inicial de organismos

7.10 Andlisis estadistico

Para determinar si existieron diferencias significativas entre los pardmetros biométricos del grupo
probidtico con respecto al grupo control en ambos ensayos experimentales (1 'y 1), se utiliz6 una
prueba de comparacion de medias o prueba t-student. Para ello se determind la homoscedasticidad y
la normalidad de los datos. Cuando no se cumplié este Gltimo supuesto, se utiliz6 una prueba no
paramétrica Mann-Whitney, la cual también se usO para establecer si existian diferencias
significativas entre los parametros de calidad de agua de ambos tratamientos. Las hipétesis a
considerar fueron:

Hipotesis para la prueba t-student
Ho=pi—p2=0
Hi=pw-p>0

Hipotesis para la prueba Mann-Whitney W

Ho = mediana; — mediana; =0
Hi = medianai —mediana, > 0

Para el parametro de sobrevivencia se realiz6 un contraste de proporciones, en donde se comparé la
proporcion de sobrevivencia obtenida en el tratamiento probidtico con la proporcion de
sobrevivencia obtenida en el tratamiento control. En esta prueba se tuvieron en cuenta las siguientes
hipotesis.

Ho=pi—p.=0

Hi=pi—p#0

Donde: 1 representa la media poblacional para el tratamiento probiotico, . representa la media
poblacional para el tratamiento control, mediana; representa la mediana poblacional para el
tratamiento probiodtico, mediana, representa la mediana poblacional para el tratamiento control, p1
representa la proporcion de sobrevivientes en el tratamiento probi6tico y p. representa la proporcion
de sobrevivientes en el tratamiento control.

Se tom6 como diferencias significativas aquellos resultados que presentaron un valor de
probabilidad P<0,01. Todos los analisis estadisticos se realizaron con Statgraphics Plus 5.1.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Seguimiento de la viabilidad de L. plantarum Lab 9 en el concentrado probio6tico suministrado
durante el EE-I.

Los valores de la viabilidad promedio de las UFC/g de la bacteria probidtica impregnada en
el alimento, se describen en las Tablas 11y 12.

En la Tabla 11, se evidencia que el conteo de UFC/g de L. plantarum Lab 9 en el alimento
suministrado a los alevinos, mantuvo una viabilidad promedio de 1,4 x 108 durante los 30 dias de
almacenamiento. Los primeros 18 dias se encontraron conteos equivalentes a 108 UFC/g, viabilidad
gue disminuyo después de 24 dias de mantenerse a una temperatura de 4 °C.

Tabla 11
Seguimiento de la viabilidad de L. plantarum Lab 9 en el alimento almacenado a 4
°C, suministrado durante el EE- | en alevinos de tilapia roja.

Dias de almacenamiento NUmero de UFC/g
0 2,5x 108
6 2,0 x 108
12 1,6 x 108
18 1,0 x 108
24 6,5 x 10’
30 4,0 x 107
Viabilidad promedio 1,4 x 108

*El nimero de UFC/g corresponde al promedio de dos réplicas
*Factor de dilucion 10°

Estos resultados de viabilidad fueron similares a los encontrados en el concentrado probi6tico que
se administré en los juveniles, donde la bacteria probiética permanecié con una viabilidad de 108
UFC/g hasta el dia 18 de almacenamiento, conteos que en el dia 30 disminuyeron a 4,1 x 10" UFC/g
(Tabla 12).

Tabla 12
Seguimiento de la viabilidad de L. plantarum Lab 9 en el alimento almacenado a 4 °C,
suministrado durante el EE- | en juveniles de tilapia roja.

Dias de almacenamiento Numero de UFC/g
0 2,6 x 108
6 2,2 x 108
12 1,7 x 108
18 1,1 x 108
24 6,4 x 107
30 4,1 x 107
Viabilidad promedio 1,4 x 108

*El nimero de UFC/g corresponde al promedio de dos réplicas
*Factor de dilucion 10°
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8.2 Seguimiento de la viabilidad de L. plantarum Lab 9 en el concentrado probio6tico suministrado
en el EE-II.

El nimero de UFC de la bacteria probidtica en el alimento, mantuvo una viabilidad en torno a 10*
UFC/g, valor que disminuyo a partir de los 24 dias de almacenamiento, donde L. plantarum Lab 9
alcanzé un recuento de 6,0 x 10'° UFC/g (Tabla 13).

Tabla 13
Seguimiento de la viabilidad de L. plantarum Lab 9 en el alimento almacenado a 4 °C,
suministrado durante el EE-I1 en juveniles de tilapia roja.

Dias de almacenamiento NUmero de UFC/g
0 2,5 x 101
6 2,1 x 104
12 1,6 x 101
18 1,1x10%
24 6,0 x 10°
30 2,9 x 10%°
Viabilidad promedio 1,4 x 101

*El nimero de UFC/g corresponde al promedio de dos réplicas
*Factor de dilucién 108

La diferencia registrada en las viabilidades del concentrado probidtico del EE-I (108-10” UFC/g), y
EE-I1 (10't-10'° UFC/qg), se puede atribuir a diferentes factores, entre ellos, la falta de refrigeracion,
los cambios de temperatura y manipulacion a los cuales se expuso el concentrado probiético del
EE-1 durante su transporte desde la ciudad de Cali-Valle hasta el municipio de Restrepo-Meta,
condiciones a las cuales no fue sometido el concentrado probidtico del EE-Il, dado que
procesamiento se realizo en la ciudad de Cali, lugar donde se llevo a cabo este ensayo.

En las Tablas 11, 12 y 13 se observa que la viabilidad de la bacteria probi6tica en el concentrado
después de los 30 dias de almacenamiento a 4°C disminuye con el tiempo, sin embargo, dicha
disminucion conserva niveles de viabilidad superiores a 10’ UFC/g, concentracion que esta dentro
de la dosis recomendada por Nayak (2010), quien sostiene que la viabilidad de un producto
probidtico para uso en acuicultura esta entre 10%° UFC/g de alimento. Al respecto, varios estudios
en tilapia negra (O. niloticus) en los cuales se utilizd probidticos con estas concentraciones
bacterianas (10%1° UFC/g), manifestaron un efecto positivo sobre el crecimiento (Jatoba et al., 2011;
Ali et al., 2010; Essa et al., 2010; El-Haroun et al., 2006; Lara et al., 2002), el sistema inmunolégico
(El-Ezabi et al., 2011; Nakandakare, 2010; Aly et al., 2008; Wang et al., 2008b) y la sobrevivencia
(Ferguson et al., 2010; Lara et al., 2010; EI-Rhman et al., 2009).

No obstante, se reporta que productos probiéticos con viabilidades de 10* UFC/g también influyen
favorablemente en el organismo, por ejemplo, en la maduracion temprana del sistema digestivo en
larvas de lubina (Dicentrarchus labrax) (Tovar, 2002), en el crecimiento éptimo de tilapia (Essa et
al., 2010; Apun, 2007), en la sobrevivencia y actividad enzimatica del pez cabeza de serpiente
(Channa striatus) (Manju et al., 2011), en la mejora de los pardmetros inmunolégicos
(Nikoskelainen et al., 2003) y en la proteccion frente a patdgenos en trucha arcoiris (O. mykiss)
(Faramarzi et al., 2011). Asi, es posible deducir que productos probidticos con viabilidades >10*
UFC/g pueden ejercer efectos saludables en los organismos acuaticos, por lo tanto los recuentos de
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L. plantarum Lab 9 encontrados en el alimento Mojarra 38®, constituyeron valores de viabilidad
adecuados para ser considerados como probidticos.

En acuicultura, los probidticos con las viabilidades mas altas no siempre pueden resultar en una
mejor eficacia (Faramarzi et al., 2011; Son et al., 2009; Newaj-fyzul et al., 2007; Nikoskelainen et
al., 2001), tampoco probi6ticos con bajas viabilidades seran siempre efectivos (Vine et al., 2006).
La concentracion 6ptima del probid6tico en el alimento o en el agua de cultivo que se requiere para
producir el efecto deseado, va a variar con respecto al tipo de microorganismo, estatus fisiol6gico
del animal hospedero, condiciones de cultivo y tipo de parametro que se pretenda evaluar
(Merrifield et al., 2010a; Nayak, 2010; Fuller, 2006).

En esta investigacion, los altos valores de viabilidad obtenidos en el concentrado, se pueden asociar
a multiples factores, entre ellos al medio de crecimiento que se utilizo para la impregnacién de la
bacteria en el concentrado Mojarra 38®, medio que se reportd en otros trabajos como un sustrato
idoneo para el crecimiento de bacterias &cido lacticas como L. plantarum (Montalvo, 2010; Jurado,
2010; Bolivar, 2008; Ramirez, 2005) debido a que sus componentes (suero de leche bovino, leche
de soya, salvado de trigo y sacarosa) aportan fuentes de carbono, nitrégeno, azucares simples y fibra
prebidtica que estimulan el crecimiento de los Lactobacillus (Ramirez, 2005).

Otro factor asociado a la alta viabilidad del L. plantarum Lab 9 es el vehiculo portador de la
bacteria probiotica, en este caso el concentrado Mojarra 38®. Al respecto, se ha documentado que
un alimento ademas de aportar a la nutricion del organismo, es un vehiculo ideal para introducir
bacterias probioticas hacia el interior del hospedero, pues permite mantener a estos
microorganismos en cantidades altas desde el momento de su incorporacion en la racién, durante su
almacenamiento e incluso hasta su paso por las barreras bioldgicas del intestino, todo esto gracias a
la presencia de propiedades fisicoquimicas que permiten mantener viable al microorganismo
probidtico (Sanders y Marco, 2010; Soccol et al., 2010; Vinderola et al., 2010). Ademas, el hecho
de utilizar alimentos para la inclusion de microorganismos, también proporciona ciertas ventajas
operacionales y de manipulacién, mientras que las mezclas probidticas que se adicionan
directamente en el agua de cultivo, requieren de un manejo continuo y dispendioso para prepararlas
en campo, manejo que en muchos casos es inapropiado y expone al producto a riesgos por
contaminacion y a una vida Gtil mas limitada (Londofio, 2011; Wang et al., 2008a; Wang et al.,
2004).

Londofio (2011), reporta que las condiciones de cultivo y manejo bacteriano (tiempos y
temperaturas de incubacion del indculo, condiciones de agitacion, de secado, empaque,
almacenamiento, entre otros) adoptados para el proceso de inclusién de L. plantarum Lab 9 en el
concentrado, también son considerados factores claves que determinan la obtencion de un producto
probidtico consumible para tilapia, con una viabilidad bacteriana en concentracion adecuada.

Como resultado de la eleccién de un buen medio de crecimiento, de un adecuado vehiculo o
alimento portador del microorganismo y de unas Optimas condiciones de crecimiento y
procesamiento tecnolégico, se obtuvo un concentrado probiético con una viabilidad > 107 UFC/g,
viabilidad que increment6 la posibilidad de que la bacteria se adhiera al intestino de tilapia roja.

57



8.3 Pardmetros de calidad de agua registrados durante el EE-I.

En la Tabla 14 se muestran los valores promedio de pH, temperatura y amonio de cada uno de los
tratamientos durante el periodo de estudio con alevinos y juveniles. Estadisticamente no se
encontraron diferencias significativas para cada uno de los parametros evaluados tanto del grupo
probiético como del grupo control (P>0.01).

Tabla 14.

Paréametros de calidad de agua registrados en las piletas que recibieron el tratamiento
probidtico y control durante el EE-I.

Estadio Parametro Probiético Control Rangos Optimos™*
pH 7,1+0,21 7,1+0,18 6,5-9
Alevinos Temperatura (°C) 24,9 +0,29 25+0,23 24-32 °C
Amonio (ppm) 0,02 + 0,01 0,01 + 0,004 0,01-0,1 ppm
pH 7,0+0,16 7,0 +0,20 6,5-9
Juveniles Temperatura (°C) 24,6 +0,23 24,8 +0,27 24-32 °C
Amonio (ppm) 0,01 +0,01 0,01 + 0,006 0,01-0,1 ppm

Valores (media + desviacién estandar), * Fuente: Singoagro et al. (2009)
8.4 Parametros de calidad de agua registrados durante el EE-II.

En la Tabla 15 se muestran los valores promedio de temperatura, oxigeno y pH de cada uno de los
tratamientos evaluados durante el periodo de estudio con juveniles. Estadisticamente no se encontraron
diferencias significativas (P>0.01) para cada uno de los pardmetros evaluados tanto del grupo probidtico
como del grupo control.

Tabla 15.

Parametros de calidad de agua registrados en los acuarios que recibieron el tratamiento
probidtico y control durante el EE-II.

Tratamiento Parametro Probidtico Control Rangos 6ptimos*
Temperatura (°C) 24,9 + 0,32 248 + 0,44 24-32 °C
10 Oxigeno Disuelto (mg/L) 5,64 + 0,07 5,64 + 0,07 > 4.5 mg/L
pH (Unidades) 6,9 +0,16 70+03 6,5-9
Temperatura (°C) 249 +0,41 24,9+ 0,39 24-32 °C
20 Oxigeno Disuelto (mg/L) 5,62 + 0,05 5,62 + 0,04 > 4.5 mg/L
pH (Unidades) 7,0+0,21 7,0+0,22 6,5-9
Temperatura (°C) 25.0+0.37 25.0+0.37 24-32 °C
30 Oxigeno Disuelto (mg/L) 5.62 +0.07 5.62 + 0.06 > 4.5 mg/L
pH (Unidades) 6.9 +0.20 6.9 +0.20 6,5-9

Valores (media + desviacidn estandar). * Fuente: Singoagro et al. (2009)
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8.5 Adherencia de Lactobacillus plantarum Lab 9 al intestino de tilapia roja (Oreochromis sp.).

Este factor se evalud a través del andlisis microbioldgico, tiempo de permanencia de la bacteria en
el intestino, microscopia de luz y microscopia electronica de transmision de muestras del intestino.
Es de aclarar que en el ensayo piloto EE-I, se hizo Gnicamente el analisis microbioldgico.

8.5.1 Analisis microbioldgico del intestino de alevinos y juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.)
sometidos a las condiciones del EE-I.

Resultados del ensayo preliminar recomendado por ICA. Los andlisis microbiol6gicos del intestino
llevados a cabo al dia 20 de tratamiento con el concentrado probidtico, mostraron recuentos de L.
plantarum Lab 9, equivalentes a 1,4 x 10® UFC/g y 3,4 x 10* UFC/g en la muestra intestinal de
juveniles, mientras que en alevinos, no se detecto la presencia de la bacteria probiotica ni tampoco
otro tipo bacteriano.

Resultados del analisis microbioldgico pos-tratamiento (30 dias). La ausencia de crecimiento fue
evidente en las muestras intestinales procedentes de alevinos y juveniles que recibieron el
tratamiento con el concentrado probidtico durante 30 dias. Los resultados de los dos analisis
microbioldgicos se resumen en la Tabla 16.

Tabla 16.
Resultados del analisis microbioldgico del intestino de alevinos y juveniles de tilapia roja
(Oreochromis sp.) posterior al tratamiento con el probidtico.

Tiempo de alimentacion Recuento de L. plantarum Lab 9

Estadio con el concentrado UFC/g de intestino
probidtico (dias)

20 No se detecto
Alevinos

30 No se detecto

1,4 x 106

20 o 04
Juveniles 34x10

30 No se detecto

Estos resultados demostraron la presencia de la bacteria probi6tica en el intestino de los juveniles
después de 20 dias de tratamiento con el probiotico, pero no a los 30 dias de alimentacion. Los
resultados de este ensayo permitieron identificar la importancia de los tiempos de administracion
del probidtico en el anélisis de adherencia, dado que no se encontré una relacion directa entre el
tiempo prolongado de alimentacion (20 o 30 dias) y el nimero de bacterias probidticas en el
intestino, este resultado se corroboré mas adelante en el EE-II.

En contraste, en el analisis microbioldgico del intestino de alevinos, a los 20 y 30 dias de
alimentacion hubo ausencia total de la bacteria probiotica. Este resultado se puede explicar en el
estadio del animal, debido a que en los peces el intestino al igual que el resto de su cuerpo sufre
continuos cambios fisioldgicos y estructurales que van desde el nacimiento hasta la etapa juvenil,
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cambios que pueden incidir en la colonizacién y establecimiento de las bacterias (Welker y Lim,
2011; Chaiyapechara, 2008; Fuiman, 2002).

Ademaés, como resultado del desarrollo histolégico y la maduracion del tracto digestivo en los
peces, los sitios de unién disponibles para bacterias se van incrementando, incluso se van
mejorando las condiciones internas que inducen el crecimiento bacteriano en el epitelio intestinal
(Ringe et al., 1995 citado por Vine et al., 2006), por tanto, es posible que en los alevinos de tilapia
roja exista una menor proporcion de sitios de union especificos para L. plantarum Lab 9. Otra razon
podria estar relacionada con el microambiente intestinal que en alevinos adn no es favorable para la
proliferacion de la bacteria. En el caso de tilapia roja la aplicacion de L. plantarum Lab 9 podria ser
maés eficiente en estadios con un desarrollo intestinal avanzado. Sin embargo, para tener mayor
claridad sobre éste aspecto serian necesarios estudios destinados a evaluar la relacién entre los
distintos estadios de tilapia roja (Oreochromis sp.) con la adherencia de una bacteria probidtica.

Sin duda, se debe considerar que cada bacteria probidtica tiene propiedades y caracteristicas Unicas
y que sus efectos pueden variar incluso dentro de la misma especie (Quifiénez, 2008).

8.5.2 Analisis microbioldgico del intestino de juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) sometidos
a las condiciones del EE-II.

A partir de los resultados obtenidos en el EE-I, se evalu6 la influencia de diferentes tiempos de
administracion (10, 20 y 30 dias) del concentrado probidtico sobre la capacidad de adherencia de L.
plantarum Lab 9 en el intestino de juveniles de tilapia roja.

Este andlisis revel6 una disminucion en el nimero de L. plantarum Lab 9 conforme se increment6
el periodo de alimentacion con el probidtico, Tabla 17.

Tabla 17
Resultados del analisis microbiolégico del intestino de juveniles de tilapia roja (Oreochromis
sp.) posterior a los 10, 20 y 30 dias de tratamiento con el probidtico.

Estadio Tiempo de alimentacion conel  Recuento de L. plantarum Lab 9 UFC/g

concentrado probi6tico (dias) de intestino
0 No se detectd
11
10 >3,4x10
Juveniles
20 1,4 x 10*
30 <30

Estos resultados muestran que L. plantarum Lab 9 se adhiere al intestino de juveniles de tilapia roja
de forma transitoria tal como ocurre con la microbiota asociada a los peces, cuya permanencia en el
intestino puede variar de acuerdo con los cambios en la alimentacion, del microambiente intestinal,
factores medioambientales, condiciones de cultivo, microorganismos del agua o del ambiente
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circundante (Welker y Lim, 2011; Nayak, 2010; Denev et al., 2009; Marzouk et al., 2008; Escobar
et al., 2006; Gatesoupe, 2000; Verschuere et al., 2000).

Ademés, la disminucién de la bacteria probiética en el intestino puede ser consecuencia de la
respuesta inmune del hospedero y/o la resistencia ejercida por la microbiota del pez, la cual puede
inhibir por exclusion competitiva y produccion de compuestos antimicrobianos el crecimiento de
microorganismos exdgenos a los que considera potenciales invasores (Van y Miller, 2011; Bucio et
al., 2009; Ringg et al., 2007; Balcazar et al., 2006; Timmerman et al., 2004; Ouwehand y Salminen,
2003; Ringg et al., 2003).

Hasta la fecha, no hay estudios que correlacionen la adherencia de BAL en el intestino de tilapias
con los tiempos de administracion del probidtico. Sin embargo, existen reportes en otros peces en
los que al evaluar ésta condicion, han encontrado resultados similares a los obtenidos en esta
investigacion. Aubin et al. (2005), recuperaron del intestino de trucha arco iris (O. mykiss
Walbaum) una concentracion promedio de 10°-10® UFC/g de P. acidilactici y S. cerevisiae después
de 20 dias de tratamiento, y Unicamente 10 UFC de la bacteria posterior a 150 dias de tratamiento;
Waché et al. (2006), encontraron que los recuentos de S. cerevisiae en el intestino de trucha arco iris
(O. mykiss) alcanzaron un nivel maximo de 10%-10° UFC/g luego de 10 dias de suministro, niveles
descendieron gradualmente a los 20 y 31 dias de régimen alimenticio; Vaz (2012), hall6 un mayor
nimero de colonias de B. subtilis y Bacillus cereus en el intestino de pacu (Piaractus
mesopotamicus) a los siete dias de tratamiento (107 UFC/g), con respecto a los 15, 30 y 60 dias de
alimentacion, donde la cantidad de bacterias probiéticas recuperadas fue inferior.

La tendencia de L. plantarum Lab 9 a disminuir a medida que se incrementa el tiempo de
administracion, también implica una disminucion gradual del efecto ejercido por ella sobre tilapias.
Por ésta razon, es necesario establecer los tiempos de administracion del probiético dptimos en los
cuales se garantice la presencia de la bacteria en el hospedero, y por lo tanto se favorezca su efecto
benéfico en el crecimiento y sobreviviencia de los organismos en estudio.

8.5.3 Tiempo de permanencia de Lactobacillus plantarum Lab 9 en el intestino de los juveniles de
tilapia roja (Oreochromis sp.) tras suspender el suministro del concentrado probidtico.

Se determind el periodo durante el cual L. plantarum Lab 9 continua siendo viable en el intestino,
después de cesar la alimentacion con el concentrado probiético y de remplazar su dieta con el
concentrado control.

Los resultados de estos analisis mostraron que después de 10 dias de tratamiento, L. plantarum Lab
9 permanece en el tracto intestinal de tilapia durante 10 dias mas en una concentracién de 4,6 x 10*
UFC/g, la cual decliné a niveles relativamente bajos al doceavo dia, con un recuento < 30 UFC/g.
En los individuos donde se suministr6 el probiético durante 20 dias, la bacteria permanecié viable
hasta dos dias después de haber suspendido la dieta con el probidtico, con recuentos de 9,1 x 10°
UFCl/g, y en el grupo de tilapias que fueron alimentadas durante 30 dias con el probiético, los
niveles de L. plantarum Lab 9 se detectaron en una concentracion minima < 30 UFC/g (Tabla 18).
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Tabla 18.

Tiempo de permanencia de Lactobacillus plantarum Lab 9 en el intestino de juveniles de
tilapia roja (Oreochromis sp.) luego de suspender la alimentacién con el concentrado
probiotico.

Tiempo de Dias de muestreo
administracion del posterior a la Recuento de L. plantarum Lab 9
concentrado probidtico suspension del (UFC/g) en el intestino
(dias) probidtico

1 >3,4 x 10"
2 3,1 x10%
4 2,1 x 101"

10 6 1,1 x10°
8 1,1x10’
10 4,6 x 10*
12 <30
1 1,4 x 10*

20 2 9,1x10°
3 <30
1 <30

30 2 <30

A partir de estos resultados se demostrd que al suspender el suministro del concentrado probidtico
en la dieta, la concentracién de la bacteria probi6tica en el intestino de los juveniles va declinando.
Al respecto, existen algunos estudios en los cuales se evidencia este comportamiento.
Nikoskelainen et al. (2003), reportan que de las cinco concentraciones de L. rhamnosus que se
incorporaron en la dieta de trucha arcoiris (O. mykiss), solamente tres de ellas (10%°, 108 10*
UFC/g) fueron capaces de permanecer en el intestino hasta una semana después de haber sustituido
el alimento probiético por el control, en concentraciones de 10°, 10? y 10® UFC/g, respectivamente;
Son et al. (2009), observaron una disminucién de 4 unidades logaritmicas (108 a 10* UFC/g) de L.
plantarum 7-40 luego de una semana de haber alimentado a Epinephelus coioides con la racién sin
probidtico; Sugimura et al. (2011), notaron que las BAL que alcanzaron un alto nivel de adhesion al
mucus intestinal de la carpa (Cyprinus carpio) mediante pruebas in vitro, declinaron hasta 10°
UFC/g en el intestino luego de tres semanas de haber concluido la alimentacion con las cepas
probidticas, no obstante, BAL con bajo nivel de adhesién al mucus (in vitro), desaparecieron
inmediatamente se detuvo su administracion.

En estos estudios, la concentracion de células probidticas en el tracto intestinal de los animales
hospederos, se determind por cultivo en placa de homogenizado intestinal. No obstante, existen
algunas investigaciones en las cuales el numero de células estimadas por conteos en placa son
menores en comparacion a los estimados por alguna técnica molecular; este es el caso de Macey y
Coyne (2006), quienes comprobaron que las viabilidades de Vibrio midae SY9 en el intestino de
Haliotis midae, variaron con respecto a la técnica utilizada. Segun la técnica de recuento en placa V.
midae SY9 alcanzé una concentracion de 3,10 x 10> UFC/g, por el contrario con la técnica de
hibridacion in situ cuantificaron una viabilidad de 2,45 x 10°, tres unidades logaritmicas mas; de
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igual modo Ferguson et al. (2010), revelaron mediante recuento en placa que P. acidilactici
permanece en el intestino de tilapia (O. niloticus) con viabilidad de 5,5 x 10° UFC/g hasta siete dias
después de cambiar la alimentacién por la dieta control, sin embargo segun la técnica de
electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE), la bacteria se mantuvo viable
hasta 17 dias después de haber detenido su ingesta. Teniendo en cuenta lo anterior, es posible que la
viabilidad registrada de L. plantarum Lab 9 en el intestino de tilapia roja sea mas alta que lo
reportado en esta investigacion, incluso la permanencia de esta cepa en el intestino posterior a 10 y
20 dias de suministro continuo, tal vez sea mas prolongada que 10 y 2 dias, respectivamente (Tabla
18).

Otro punto relevante que hay que considerar en este estudio, es si la concentracion de L. plantarum
Lab 9 que permanecié viable en el intestino de tilapia roja luego de haber suspendido la
administracion con raciones probidticas, es suficiente para seguir proporcionando efectos benéficos
en dicho organismo. En este contexto, no hay un dato concreto del niamero minimo de células
probiédticas que se requieren en el intestino una vez se detiene la administracién del probidtico, sin
embargo en el trabajo de Balcazar et al. (2007), se evidencié que un nimero aproximado de 10°
UFC/g de L. lactis y L. mesenteroides en el intestino de trucha marrén (S. trutta), conlleva a un
incremento en los niveles de inmunoglobulinas, la actividad del sistema de complemento y de la
lisozima en suero, aun después de una semana de haber interrumpido el suministro del probidtico,
igualmente Ridha y Azad (2012), observan que viabilidades de 2,3 x 10° y 9 x 10* UFC/g de
Bacillus amyloliquefaciens siguieron manteniendo un efecto prolongado sobre el crecimiento,
conversién alimenticia y pardmetros inmunolégicos del pez gato (Ictalurus punctatus), luego de 40
y 61 dias de haber remplazado la dieta probidtica con la dieta control.

A partir de estos reportes, se puede deducir que bacterias probidticas con viabilidades hasta de 10*y
10% UFC/g en el intestino, pueden contribuir de manera significativa en maltiples funciones incluso
luego de concluir la alimentacién con el probidtico. Por lo tanto, es posible que el tratamiento de 10
dias con L. plantarum Lab 9 genere las mejores respuestas en la salud del organismo después del
primer y décimo dia de haber sustituido la dieta probidtico por la de control.

Después de haber establecido el tiempo de administracion y el tiempo de permanencia donde L.
plantarum Lab 9 alcanza los niveles de concentracién bacteriana mas altos en el intestino de tilapia
roja, se podria establecer un régimen de alimentacion en el que se incluya 10 dias de tratamiento
con el concentrado probidtico en una dosis > 10" UFC/g y 10 dias de suspension, por ciclos
alternados.

8.5.4 Microscopia de luz y microscopia electrénica de transmisién (TEM) del intestino de tilapia
roja (Oreochromis sp.) posterior al tratamiento probidtico.

Las muestras analizadas se seleccionaron de juveniles que recibieron el tratamiento probiético y
control durante 10 dias y que mostraron el mayor nimero de UFC/g y permanencia de L. plantarum
Lab 9 en el intestino, con el fin de confirmar los resultados hasta ahora obtenidos (Tabla 18).

8.5.4.1 Microscopia de luz del intestino de juveniles de tilapia roja (Orochromis sp.).

En las muestras de intestino tomadas a los 10 dias después de suprimir el tratamiento probiotico, se

observo la adherencia de L. plantarum Lab 9 en la seccion anterior del intestino (Figura 5A-5B-5C),
la presencia de bacterias en las bases de las microvellosidades y en la luz intestinal (Figura 5D-5E)
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asi como entre los pliegues del epitelio (Figura 5F). Estas células se identificaron presuntivamente
como L. plantarum Lab 9 tomando en cuenta la morfologia.

Figura 5. Micrografia en microscopia de luz del intestino de un juvenil de tilapia roja (Oreochromis
sp.), alimentado durante 10 dias con el concentrado probiotico. A, B y C: bacterias adheridas al
epitelio (100x), D y E: bacterias presentes en la base de las microvellosidades y en la luz intestinal
(40x), F: bacterias entre los pliegues del epitelio (100x). Las flechas indican agregados bacterianos.
Cortes tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E).

Fuente: Esta investigacion.

Las micrografias de luz demuestran que L. plantarum Lab 9 se adhiere al intestino de tilapia roja
(Figura 5A-5B-5C). Esta adherencia, podria ser explicada por la interacciéon fisico-quimica
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(especifica y no especifica) que ocurre entre las moléculas de la cubierta celular microbiana con los
componentes de la matriz extracelular en el epitelio intestinal del juvenil (Collado et al., 2008;
Adlerberth et al., 2000); como también por la interaccién de moléculas diana tipo adhesinas —
proteinas que reconocen cadenas especificas de carbohidratos de las glicoproteinas o glicolipidos-
con las células hospederas (Adlerberth et al., 2000).

Cada microorganismo puede expresar formas alternativas de adhesion, dependiendo de las
caracteristicas de la superficie celular del tejido hospedero (Mohapatra et al., 2012; Lara, 2011;
Sorongon et al., 1991). Se desconocen los mecanismos exactos que estdn involucrados en la
interaccion de L. plantarum Lab 9 con las células del epitelio, por lo cual, éste seria un campo de
investigacion importante para profundizar en éste proceso.

En las micrografias de luz se pueden observar algunas bacterias préximas al epitelio pero no
adheridas, esto las haria susceptibles a ser arrastradas con el contenido luminal y desplazadas con la
mucina degradada; la cual se renueva constantemente por la secrecion de glicoproteinas de alto peso
molecular por parte de las células productoras de mucus, también conocidas como caliciformes
(Ringg et al., 2003; Kirjavainen et al., 1998).

Se observd mayor concentracion de L. plantarum Lab 9 en la porcion anterior del intestino (Figura
5A-5B-5C), por lo cual es de considerar ésta, la porcion intestinal donde la bacteria podria colonizar
y ejercer su mayor efecto probiotico. Esta afirmacion se puede soportar en los estudios que han
relacionado el alto nimero de bacterias lacticas en una determinada porcion intestinal con el efecto
probiético, tal como el estudio de Son et al. (2009), quienes encontraron una mayor predominancia
de L. plantarum en la region posterior del intestino de E. coioides; Lazado et al. (2011), reportaron
cierto grado de variacion en la adherencia de dos cepas probidticas a los segmentos intestinales del
bacalao atlantico, la cepa GP12 se adhirié fuertemente a las células del intestino anterior y medio, a
diferencia de la cepa GP21 la cual presentd una mayor adherencia hacia el intestino posterior;
Saldafia (2011), identific6 la colonizacién de Lactobacillus sp. en todo el intestino de tilapia negra
(O. nilaticus), y un mayor nimero de células probidticas en el intestino anterior; Ridha y Azad
(2012), detectaron mayores recuentos de B. amyloliquefaciens en la porcion anterior y media del
intestino de tilapia nil6tica (O. niloticus), mientras que encontraron Lactobaccillus sp. a lo largo de
todo el intestino.

8.5.4.2 Microscopia electronica de transmision (TEM) del intestino de juveniles de tilapia roja
(Oreochromis sp.) posterior al tratamiento probidtico y control.

En las micrografias obtenidas a partir de cortes histoldgicos luego de 10 dias de tratamiento, no se
observé con claridad la morfologia caracteristica de L. plantarum Lab 9, asi como tampoco se logré
confirmar la adherencia de la bacteria a un sitio especifico del intestino. Solo se observaron cuerpos
esféricos en las proximidades del epitelio intestinal, lo cual podria corresponder a restos o detritus
celulares o tal vez agregados bacterianos, sin embargo, para mejores conclusiones seria necesario
procesar un mayor nimero de muestras intestinales (Figura 6A-6B). La microfotografia del control
obtenido de tejido de un juvenil alimentado con el concentrado sin bacteria probidtica no mostr6
bacterias adheridas a las microvellosidades como tampoco los cuerpos esféricos mencionados
anteriormente (Figura 6C).
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Figura 6. Micrografia TEM del intestino de un juvenil de tilapia roja (Oreochromis sp.). A-B:
muestra de intestino procedente de un individuo alimentado con el concentrado probidtico y la
presencia de cuerpos esféricos en las proximidades del epitelio intestinal y C: muestra de
intestino procedente de un individuo alimentado con el concentrado control. Las flechas en la
figura indican lo que podrian ser restos o detritus celulares y/o agregados bacterianos. Escala
bars 1um (excepto A: 2 um).

A

Fuente: Esta investigacion.

Existen estudios en otro peces, en los cuales mediante TEM se ha observado la interaccion del
microorganismo probidtico al intestino Vbg. Salinas et al. (2008), comprobaron la asociacién de L.
delbrueckii spp. lactis a las microvellosidades del intestino proximal en el salmén atlantico (Salmo
salar L.); Merrifield et al. (2010b), utilizaron la combinacién TEM y SEM (Microscopia electronica
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de barrido) para comprobar la colonizacion de P. acidilactici en la mucosa intestinal de la region
distal y proximal de la trucha arcoiris (O. mykiss); Harper et al. (2011), demostraron mediante TEM
la presencia de poblaciones bacterianas de P. acidilactici localizadas en el lumen intestinal y en
estrecha asociacion con las microvellosidades del intestino anterior de trucha arcoiris (O. mykiss).

A diferencia de los estudios previamente descritos, en esta investigacion se dificultd identificar a la
bacteria probidtica en el tejido intestinal mediante éstas técnicas de microscopia, lo cual podria
explicarse en el bajo numero de muestras observadas, errores en los procedimientos de preparacion
de muestras para TEM u otros relacionados. Por tanto, para poder visualizar mejor a la bacteria
objeto de estudio y diferenciarla del resto de bacterias presentes en el intestino, se recomienda
contar con numero representativo de muestras intestinales y continuar profundizando en estos
mecanismos de adherencia mediante el uso conjunto de técnicas de marcaje con proteina verde
fluorescente 0o GFP (Green Fluorescent Protein), hibridacion fluorescente in situ (FISH) o
isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) (Salinas et al., 2008; Merrifield et al., 2010b).

8.6 Determinacion del efecto de Lactobacillus plantarum Lab 9 sobre el crecimiento de tilapia roja
(Oreochromis sp.) a través de parametros biométricos.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de los parametros de crecimiento en alevinos y
juveniles de tilapia roja sometidos a las condiciones del ensayo piloto EE-I, donde se determiné en
que estadio la bacteria probiotica tuvo un efecto significativo en el crecimiento, informacion que
sirvio para ser aplicada en el disefio experimental EE-II.

8.6.1 Determinacion del efecto de L. plantarum Lab 9 sobre el crecimiento de los alevinos y
juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) que fueron sometidos a las condiciones del EE-I.

Los alevinos de tilapia roja del grupo probidtico y grupo control, presentaron inicialmente pesos y
longitudes sin diferencias estadisticamente significativas (P>0,01). Los valores promedio de peso
estuvieron entre 3,00 + 0,11 g (grupo probidtico) y 2,99 + 0,08 g (grupo control), y los valores de
longitud, 4,7 + 0,09 cm (grupo probiédtico) y 4,8 + 0,10 cm (grupo control).

En los juveniles los pesos y longitudes iniciales no presentaron diferencias significativas al inicio
del experimento (P>0,01). Los valores promedio de peso estuvieron entre 20,36 + 0,40 g (grupo
probidtico) y 20,40 + 0,45 g (control), y los valores de longitud entre 10 + 0,56 cm (grupo
probidtico) y 9,8 + 0,60 cm (grupo control).

En la Tabla 19, se resumen los valores promedio del peso inicial, longitud inicial, peso final (PF),
ganancia de peso (GP), tasa especifica de crecimiento (TEC), ganancia diaria de peso (GDP) e
incremento de longitud (IL) de los alevinos y juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) que fueron
sometidos a las condiciones del EE -I.
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Tabla 19
Parametros de crecimiento de alevinos y juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) posterior a
30 dias de alimentacién con el concentrado probidtico y concentrado control.

Alevinos Juveniles
Parametro de crecimiento GWP ° Grupo control Gr_up ° Grupo control
probiético probiédtico
Peso Inicial (g) 3,00+0,11 2,99 + 0,08 20,36 + 0,40 20,40 + 0,45
(PI)
Long't“d('LrBC'a' (cm) 4,7 +0,09 4,8+0,10 10 +0,56 9,8 + 0,60

Peso Final (g)

(PF) 11,94 + 1,26 11,87 +1,13 52,82+1,21 46,83 +1,28

Ganancia de Peso (g)

(GP) 8,94 + 1,27 8,87+ 1,09 32,45 + 1,28 26,43 +1,45
Tasa especifica de 4,58 + 0,38 457+030  3,18+0,10 276 +0,13
Crecimiento (%) (TEC) = Y= = o=
Ganancia Diaria de Peso
(9) 0,30 + 0,04 0,29 + 0,04 1,08 + 0,04 0,88 + 0,05
(GDP)
Incremento de Longitud
(cm) 4,08 + 0,27 3,98 +0,23 2,32 +0,76 1,31+0,78

(IL)

Valores (media + desviacién estandar)

Los resultados de la Tabla 18 demuestran que L. plantarum Lab 9 no tuvo un efecto significativo
sobre los parametros de crecimiento en los alevinos tratados con el concentrado probidtico, los
cuales fueron estadisticamente iguales a los parametros del grupo de alevinos que se alimentaron
con el concentrado control. Resultados similares se hallaron en el estudio de Nikoskelaine et al.
(2001), quienes no encontraron un efecto significativo de la inclusién de L. rhamnosus sobre la tasa
especifica de crecimiento de los grupos de trucha arcoiris (O. mykiss) alimentados durante 51 dias
con el probidtico; Ferguson et al. (2010), quienes notaron que la administracion de P. acidilactici
durante 32 dias no influy6 en la ganancia de peso, tasa especifica de crecimiento, tasa de eficiencia
proteica y tasa de conversion alimenticia en tilapia negra (O. niloticus); Merrifield et al. (2010c),
quienes reportaron que no hubo mejoras significativas en la ganancia de peso y tasa especifica de
crecimiento en trucha arcoiris (O. mykiss), luego de un tratamiento por 10 semanas con B. subtilis,
B. licheniformis y E. faecium; Barbosa et al. (2011), concluyeron que el suministro de L. plantarum
por 10 semanas, no altera el crecimiento y conversion alimenticia de Centropomus parallelus;
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Carvalho et al. (2011), obtuvieron que 70 dias de tratamiento con B. subtilis no mejoran los
parametros de crecimiento de alevinos de tilapia negra (O. niloticus); Vaz (2012), informaron que
60 dias de alimentacion con B. subtilis y B. cereus, no ejercen ningin efecto significativo sobre el
desempefio zootécnico de pacus (P. mesopotamicus).

Una posible explicacion, a este resultado es que el tiempo o periodo de experimentacién durante el
cual se administré el probidtico en la dieta de los alevinos fue corto como para detectar diferencias
significativas en las tasas de crecimiento de estos organismos. En este contexto, existen reportes en
los cuales durante los primeros 30 dias de tratamiento con el probiético, no se evidencia un efecto
positivo de dicho tratamiento sobre el crecimiento de los peces en estudio. Apan (2007), observo
que cepas de Lactococus y Bacilos favorecieron el crecimiento de tilapia negra (O. niloticus) a
partir del dia 75 de tratamiento y no durante los primeros 45 dias; Quifidnez (2008), detectd que una
mezcla probidtica (BAL y levadura) no alteré el crecimiento de tilapias rojas y negras después de
29 y 64 dias de alimentacion, sin embargo los cambios en el crecimiento se hicieron notorios luego
de 92 dias de tratamiento; Nakandakare (2010), encontr6é que el suministro de Bacillus toyoi y B.
subitilis en la dieta de tilapias negras (O. niloticus), no mejoran el peso y longitud final de estos
organismos al cabo de 21 dias, pero si después de haber transcurrido 42 dias de tratamiento; Lopez
y Cruz (2011), reportan que las tilapias rojas (Oreochromis sp.) alimentadas con B. subtilis y S.
cerevisiae, alcanzan Optimos rendimientos en el crecimiento a partir del cuarentavo dia de
tratamiento. A partir de estos estudios, se puede inferir que se requiere un tiempo de
experimentacion mas prolongado para determinar si L. plantarum Lab 9 influye significativamente
sobre el crecimiento de alevinos de tilapia roja.

Teniendo en cuenta que el objeto de este estudio no fue abordar aspectos diferentes al crecimiento,
es importante aclarar que un probi6tico no solo esta destinado a favorecer este parametro, sino que
ademas brinda multiples beneficios en la salud del organismo, esto significa que en los estudios
previamente descritos donde el probiético no fue efectivo como promotor de crecimiento, éste fue
capaz de favorecer otros aspectos en la salud del animal, por ejemplo, L. rhamnosus brindo mayor
proteccién a trucha arcoiris (O. mykiss) contra Aeromonas salmonicida (Nikoskelainen et al., 2001),
P. acidilactici modulé las comunidades bacterianas intestinales y estimulé algunos aspectos de la
respuesta inmune no especifica de tilapias (O. niloticus) (Ferguson et al., 2010), B. licheniformis, B.
subtilis y E. faecium incrementaron la actividad de lisozima en suero, aumentaron los niveles de
leucocitos y modularon la microbiota intestinal de trucha arcoiris (O. mykiss) (Merrifield et al.,
2010c), L. plantarum mejor6 la microbiota bacteriana en el tracto intestinal y aument6 el nimero de
leucocitos, trombocitos y linfocitos que circulan en Centropomus parallelus (Barbosa et al., 2011),
B. subtilis provoco una mayor altura de las vellosidades y espesor del epitelio en los intestinos de
tilapias negras (O. niloticus) (Carvalho et al., 2011), B.subtilis y B.cereus proporcionaron mayores
tasas de supervivencia en pacus (Piaractus mesopotamicus), después del desafio con A. hydrophila
(Vaz, 2012).

En contraste a los resultados encontrados en los alevinos, L. plantarum Lab 9 mejoro
significativamente (P<0.01) los pardmetros de crecimiento de los juveniles que recibieron el
tratamiento con el concentrado probiético durante 30 dias, hecho que también se encuentra
documentado en los estudios de Abumourad et al. (2013) con L. plantarum; Mehrim (2009) con B.
subtilis y Wang et al. (2008b) con E. faecium, en los cuales el microorganismo probi6tico ejercio un
efecto benéfico y significativo sobre el crecimiento en tilapia negra (O. niloticus)
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A partir de los anteriores resultados, en el EE-I1 s6lo se trabajé con juveniles de tilapia roja, debido
a que en este estadio se hizo méas evidente el efecto de la bacteria probiotica sobre los pardmetros de
crecimiento.

8.6.2 Determinacién del efecto de L. plantarum Lab 9 sobre el crecimiento de los juveniles de
tilapia roja (Oreochromis sp.) que fueron sometidos a las condiciones del EE-II.

Al inicio del experimento, las medidas de peso y longitud de todos los juveniles de tilapia roja
mostraron ser uniformes, con valores promedio de 9,7 - 9,9 g y 8,2 - 8,4 cm, sin diferencias
estadisticamente significativas (P>0.01).

En la tabla 20 se resumen los valores promedio del peso final (PF), la ganancia de peso (GP), la tasa
de crecimiento especifica (TCE), la ganancia diaria de peso (GDP) e incremento de longitud (IL),
de los juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) que fueron sometidos a las condiciones del EE-II.

Tabla 20
Parametros de crecimiento de juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) posterior a 10, 20
y 30 dias de alimentacion con el concentrado probi6tico y concentrado control.

Parametro 10 Dias 20 Dias 30 Dias
de Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
crecimiento  Probiético Control probiético Control probiético control
Peso(gl}r)nmal 9,95 +0,98 9,72 +1,03 9,79+0,78 980+0,76  977+080  9,87+086
L_o_ngltud 8,26 + 0,34 8,33 +0,37 8,26 + 0,34 830+031  834+019  841+0,18
Inicial (cm)
Peso Final 14,54 +1,66 1297+181  21,25+154  1981+147  2872+188  2453+141
@
Ganancia 4,58 +1,82 3,24 +1,66 1146+1,87 1001 +1,68 1896+192 14,65 +1,76
de Peso (g)
Tasa
especifica
de 377+139 2,84+136 3,87 +0,59 352+055  360+032  3,04+037
crecimiento
(%)
Ganancia
Diaria de 0,46 +0,18 032+0,16 0,57 +0,09 050+008  063+006  049+0,06
Peso ()
Incremento
de Longitud 1,31+0,40 0,82 + 0,44 2,09 0,52 161+045  288+036  213+026
(cm)

Valores (media + desviacion estandar)

A partir de los datos registrados en la Tabla 20, se puede decir que todos los pardmetros de
crecimiento evaluados en los juveniles del EE-II fueron significativamente mayores (P<0.01) en los
individuos que se alimentaron con el concentrado probiético durante los 10, 20 y 30 dias, con
respecto a los que recibieron el concentrado control. Estos resultados demuestran que las dietas
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suplementadas con L. plantarum Lab 9 durante 10, 20 y 30 dias, promueven un mayor crecimiento
en los juveniles de tilapia roja, que las dietas no suplementadas.

Estos resultados van en paralelo con lo obtenido por Apan et al. (2009), quienes detectaron que
cepas de Bacillus y bacterias acido lacticas (BAL) promueven eficientemente el crecimiento de
tilapias negras (O. niloticus) aun en condiciones sub-0ptimas de temperatura y densidad; Son et al.
(2009) y Essa et al. (2010), concluyeron que E. coioides y tilapias negras (O. niloticus) alimentadas
con L. plantarum por cuatro semanas y 60 dias, respectivamente, presentan incrementos
significativos en la ganancia en peso y eficiencia alimenticia; Faramarzi et al. (2011), manifestaron
que L. acidophilus suplementado en el alimento mejora el desempefio en el crecimiento de trucha
arcoiris (O. mykiss); Mohapatra et al. (2012), evidenciaron que después de 60 dias de cultivo, los
alevinos de rohu (L. rohita) que recibieron una dieta suplementada con tres probidticos (B. subtilis,
L. lactis, S. cerevisiae), demuestran mayor crecimiento, tasa de eficiencia proteica y retencion de
nutrientes. En todos estos reportes al igual que en esta investigacion, todas las dietas suplementadas
con probidticos dieron lugar a mayores crecimientos en los organismos que recibieron el
tratamiento, esto significa que la adicion de este tipo de microorganismos en el alimento puede
inducir mejoras en el crecimiento y en la eficiencia alimenticia en el hospedero.

El incremento en los pardmetros de crecimiento en los juveniles de tilapia roja que fueron
alimentados con el concentrado probiotico pueden atribuirse a la permanencia de L. plantarum Lab
9 al intestino de estos organismos. Segun Merrifield et al. (2010a) y Denev et al. (2009), la
permanencia de los probidticos en el intestino evita que otros microorganismos nocivos puedan
aprovechar la energia y los nutrientes disponibles en este lugar, aumentando de esta manera el area
de absorcion intestinal y con ello la disponibilidad de nutrientes que son indispensables para el buen
crecimiento del organismo hospedero.

El efecto benéfico que aporta la administracion de probidticos sobre el crecimiento de los peces,
también se debe a que estos microorganismos favorecen la sintesis de vitaminas (como la biotina y
vitamina B12), acidos grasos de cadena corta y acidos organicos que contribuyen a la acidificacion
del alimento y por ende mejoran la solubilidad y absorcion de nutrientes (Ali et al., 2010; Denev et
al., 2009; EI-Rhman et al., 2009; Villamil y Martinez, 2009)

Ademas el alto rendimiento en el crecimiento puede ser producto de la actividad enzimatica
digestiva inducida por los probidticos. Muchas bacterias probidticas contienen enzimas
extracelulares tales como amilasa, lipasa, proteasa que hidrolizan carbohidratos, lipidos y proteinas
en particulas estructuralmente mas pequefias (azlcares, acidos grasos, péptidos y aminoacidos),
haciendo mas facil la asimilacion y digestibilidad de los alimentos ingeridos, lo que se traduce en
una mejor absorcién de nutrientes y con ello un mayor crecimiento y estado nutricional del animal
(Mohapatra et al., 2012; Welker y Lim, 2011; Wang et al., 2008a).

Algunos reportes en donde los suplementos probidticos han tenido un marcado efecto sobre la
actividad enzimética de la proteasa, amilasa y lipasa ha sido en carpa comin (Cyprinus carpio)
alimentada con Bacillus sp. (Yanbo y Zirong, 2006), en la dorada (Sparus aurata) alimentada con
Lactobacillus spp. (Suzer et al., 2008), en tilapia nilética (O. niloticus) alimentada con L. plantarum
NIOFSDO018 (Essa et al., 2010), en rohu (L. rohita) alimentada con B. subtilis, L. lactis y S.
cerevisiae (Mohapatra et al., 2012).

Es necesario tener en cuenta que el rendimientos en el crecimiento de los juveniles de tilapia roja
posterior al tratamiento con L. plantarum Lab 9, probablemente sean ain mayores en condiciones
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reales de cultivo (estanques de tierra, jaulas flotantes), debido a que en los acuarios, estanques de
pléstico o de concreto gque son las unidades experimentales cominmente utilizadas para realizar este
tipo de ensayos, la produccidn de microalgas y zooplancton es insignificante y con bajos niveles de
nutrientes suspendidos en el medio, condiciones que también son indispensables y que aportan al
crecimiento del animal. Esta situacion se pone de manifiesto en el estudio de Balan y Martinez
(2007), quienes reportaron un efecto significativo de microorganismos eficientes (EM) sobre el
incremento de peso y longitud en tilapias (O. niloticus) que fueron criadas en estanques de tierra,
sin embargo el crecimiento de tilapias que fueron mantenidas bajo condiciones de laboratorio
(acuarios), los rendimientos en el crecimiento no fueron tan favorables. Estos autores atribuyen la
diferencia en los resultados, a la manipulacion constante de los peces y al mantenimiento diario de
las peceras.

8.7 Estimacion de la sobrevivencia de tilapia roja (Oreochromis sp.) luego de la alimentacion con
Lactobacillus plantarum Lab 9.

8.7.1 Estimacion de la sobrevivencia de alevinos y juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) que
fueron sometidos a las condiciones del EE I.

Durante el periodo de adaptacion de los alevinos y juveniles de tilapia roja a las condiciones de
cautividad (15 dias), se registro un porcentaje de sobrevivencia del 91,4% en los alevinos y del 94%
en los juveniles, quedando vivos un total de 329 alevinos y 282 juveniles, con los cuales se inicio el
ensayo experimental con el probiético.

Después de 30 dias de alimentacion con el concentrado probidtico, los juveniles presentaron un
porcentaje de sobrevivencia del 98,58%, muy similar al obtenido en el grupo de tilapias que
recibieron el concentrado control, las cuales también mantuvieron una alta sobrevivencia
equivalente al 94,33%. Aunque estas diferencias no son significativas (P> 0.01) (Figura 7). En
alevinos que recibieron el tratamiento probidtico y control por 30 dias, no se observo diferencias
significativas en los porcentajes de sobrevivencia (P>0.01), los cuales fueron equivalentes al 93.3%
y 90.9%, respectivamente (Figura 7).

Figura 7. Porcentajes de sobrevivencia de los alevinos y juveniles de tilapia roja
(Oreochromis sp.) a los 30 dias de tratamiento con el concentrado probidtico y
control.
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8.7.2 Estimacion de la sobrevivencia de los juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) que fueron
sometidos a las condiciones del EE 1.

En el periodo de adaptacion (n: 180 individuos) no se registrd la mortalidad de ningdn individuo,
por lo tanto durante este periodo la sobrevivencia fue del 100%. En todos los acuarios que
recibieron el concentrado probidtico y control durante 10, 20 y 30 dias, se registré una
sobrevivencia del 93.33%, a excepcion del grupo de juveniles que recibieron el tratamiento control
por 10 dias (Figura 8). No hubo diferencias significativas en las tasas de sobrevivencia en ninguno
de los tratamientos (P > 0.01).

Figura 8. Porcentajes de sobrevivencia de los juveniles de tilapia roja
(Oreochromis sp.) a los 10, 20 y 30 dias de tratamiento.
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Los resultados obtenidos en el EE Il, reflejan que los porcentajes de sobrevivencia no fueron
estadisticamente diferentes (P>0.01) entre los tratamientos probi6tico y control, situacion contraria
a la que se describe en otros reportes, en los cuales el suministro de probi6ticos favorecio la
sobrevivencia de los individuos. Por ejemplo, Aly et al. (2008), reportan porcentajes de
sobrevivencia equivalentes al 96% y 86% en crias de tilapia negra (O. niloticus) alimentadas con L.
acidophilus y alimento control durante 30 dias, respectivamente; Ferguson et al. (2010),
encontraron una sobrevivencia del 100% en las tilapias que fueron alimentadas con P. acidilactici
durante 32 dias, contrario a las tilapias del tratamiento control que alcanzaron sobrevivencias del
88,3%; Lara et al. (2010), registran sobrevivencias mayores al 91% en tilapia negra alimentada con
una mezcla probidtica a base de S. faecium, L. acidophilus y S. cerevisiae durante 9 meses y
porcentajes de sobrevivencia del 75% en las tilapia alimentadas con el alimento control;
Abumourad et al. (2013); comprobaron que la adicion de L. plantarum en la dieta de tilapia negra
durante 30 dias, mejora significativamente la sobrevivencia con porcentajes del 91%, frente al 81%
registrado en los juveniles que recibieron el tratamiento control; de Mello et al. (2013), encontraron
que el porcentaje de sobrevivencia fue mayor en las tilapias alimentados con B. cereus y B.subtilis
(89,47%) en relacion a los peces del grupo control (76,61%).

Aunque en estos estudios ha quedado en evidencia el efecto benéfico del probidtico en la
sobrevivencia del hospedero, existen otras investigaciones en los cuales el probi6tico no genera
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dicho efecto, tal como sucedié en esta investigacion. Por ejemplo, Meurer et al. (2006),
manifestaron que la utilizacion de S. cerevisiae como probidtico no mejora las tasas de
sobrevivencia en tilapias negras (O. niloticus); Apun (2007), encontrpé que la sobrevivencia de
tilapias (O. niloticus) que fueron tratadas durante 132 dias con Lactococus en el alimento y Bacilos
en el agua, presentaron igual tasa de sobrevivencia que aquellas que no recibieron el tratamiento;
Nakandakare (2010), observd que no hubo influencia del probiético PAS TR® (B. toyoi y B.
subitilis) en la sobrevivencia de tilapia negra (O. nitoloticus); Barbosa et al. (2011), hallaron igual
sobrevivencia tanto en los juveniles de robalo (C. parallelus) que se alimentaron con L. plantarum
como en los que no les fue suministrada la bacteria en el alimento; Carvalho et al. (2011) y
Tachibana et al. (2011), evidenciaron que el tratamiento con B. subtilis no altero la sobrevivencia de
alevinos y larvas de tilapia negra, respectivamente; Vaz (2012), concluy6 que B. subtilis y B. cereus
no incide en la sobrevivencia de juveniles de pacu (P. mesopotamicus).

A diferencia de estos estudios, otra situacion fue notable en la investigacion de Sridhar et al. (2006),
en donde las bacterias probidticas no mejoraron la sobrevivencia de truchas arcoiris (O. mykiss)
durante el periodo de tratamiento, sin embargo, incrementaron las tasas de sobrevivencia cuando los
peces fueron sometidos a un desafio con Aeromonas salmonicida. En este contexto, algunos autores
declaran que para poder observar el efecto real del probi6tico, se requiere algin estimulo estresante
gue permita expresar los efectos benéficos del probiotico en el hospedero, asi lo considera Bucio
(2004), quien sostiene que los probidticos son principalmente eficaces cuando prevalecen
condiciones estresantes, consideracion que también es relevante para Merrifield et al. (2010c),
quienes manifiestan que el alcance total de los beneficios que pueden aportar los probioticos, son
mejor expresados cuando existen pobres condiciones de crianza, condiciones de estrés o pruebas de
desafio. Asi lo demuestran algunos estudios en donde los animales han sido sometidos alguna
condicion de estrés como, altas densidades (Gongalves et al., 2011), alimentos con niveles de
proteina inapropiados (Lara et al., 2010), desafios con patdégenos como A. salmonicida (Sridhar et
al., 2006; Irianto y Austin, 2002), Aeromonas hydrophila (Kumar et al., 2006), Edwardsiella tarda
(Pirarat et al., 2006; Taoka et al., 2006), Streptococcus sp. (Son et al., 2009), V. anguillarum
(Sharifuzzaman y Austin, 2010), en todos estos reportes el probiético ha demostrado efectos
significativos.

Con base a lo anterior y teniendo en cuenta que las condiciones que se manejaron en esta
investigacion fueron aparentemente Gptimas (no hubo desafios, los pardmetros del agua estuvieron
dentro del rango establecido, condiciones medio ambientales estables, alimento apropiado), es
factible que esta haya sido la razon por la que fue menos evidente el efecto de L. plantarum Lab 9
sobre la sobrevivencia de alevinos y juveniles de tilapia roja.
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CONCLUSIONES

-La adherencia de la L. plantarum Lab 9 en el intestino de juveniles de tilapia roja y la ausencia de
esta bacteria en el intestino de los alevinos, demostré que el estadio del animal puede influir en la
adherencia la bacteria probidtica.

- La disminucion en el nimero de UFC/g de L. plantarum Lab 9 tras incrementar el periodo de
alimentacion con el concentrado probidtico (10, 20 y 30 dias) en los juveniles de tilapia roja,
demostrd que no existe un relacion directa entre los tiempos de administracién prolongados y la
permanencia o la adherencia de bacterias probioticas en el intestino.

- A partir del analisis de permanencia de L. plantarum Lab9 en el intestino de los juveniles de
tilapia roja, se establecié un régimen de alimentacion que incluye 10 dias de tratamiento con el
concentrado probiédtico y 10 dias de suspension, por ciclos alternados.

- Se logr6 confirmar la adherencia de L. plantarum Lab 9 al intestino mediante analisis
microbiol6gico y microscopia de luz en el intestino de juveniles de tilapia que recibieron el
tratamiento probidtico durante 10 dias, sin embargo la confirmacion por TEM requiere mejorar las
condiciones para su analisis.

- La adherencia de L. plantarum Lab 9 influyé para que los juveniles de tilapia roja presentaran
mejores parametros de crecimiento, contrario a los alevinos donde no fue posible encontrar a la
bacteria probidtica en el intestino.

-La ausencia de un factor de éstres en los dos ensayos experimentales, puede incidir para que no
fuese evidente el efecto de L. plantarum Lab9 en la sobrevivencia de alevinos y juveniles de tilapia
roja.

- L. plantarum Lab 9 mejora los parametros de crecimiento de los juveniles de tilapia roja, pero no

genera un efecto significativo en el crecimiento de los alevinos, de hecho tampoco influye en la
sobrevivencia de ambos estadios.
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RECOMENDACIONES

- Los probioticos que se pretendan incorporar en la dieta de algun pez en particular, deben venir
incluidos en la racion de alimento y en una dosis determinada, con la finalidad de evitar que el
personal de campo encargado haga una mala dosificacion del probiético, prepare mal la mezcla o
que utilice implementos e instalaciones inadecuadas que pueden alterar la calidad y viabilidad final
del producto.

- Aunque los microorganismos probioticos han demostrado efectos favorables en el hospedero
luego de un suministro a corto o a largo plazo, surge la necesidad de establecer los tiempos de
administracion Optimos para este tipo de productos, con el fin de maximizar los efectos del
probiético.

- Se debe evaluar mediante técnicas moleculares el tiempo de permanencia de L. plantarum Lab9 en
el intestino de juveniles de tilapia roja, con el fin de determinar si los tiempos permanencia de esta
bacteria son mas prolongados que los establecidos en esta investigacion.

-En un futuro estudio seria importante determinar si la alimentacion por ciclos alternados con L.
platarum Lab9 resulta ser efectiva sobre pardmetros de crecimiento, en condiciones reales de
cultivo.

- Se debe contemplar la posibilidad de evaluar el efecto de L. plantarum Lab9 sobre la
sobrevivencia de alevinos y juveniles de tilapia roja, pero incluyendo alguna variable o condicién
de estrés, que permita esclarecer si esta bacteria es capaz de mantener altas tasas de sobrevivencia
en los organismos, frente algun tipo de desafio.

- Teniendo en cuenta que en Colombia la disponibilidad de probidticos para uso en acuicultura es
limitada, se espera que nuevos estudios se centren en la bdsqueda rigurosa de microorganismos
probidticos nativos potenciales, que puedan mejorar la sobrevivencia, fortalecer el sistema el
sistema inmunolégico e incrementar las tasas de crecimiento de los peces de importancia acuicola
comercial de nuestro pais.
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ANEXOS

ANEXO A. Composicién proximal e ingredientes del concentrado Mojarra 38

Lista de ingredientes y composicion proximal del concentrado extrudizado Mojarra 38.

Ingredientes

Harina de Pescado Biotina
Torta de soya y algodon Pantotenato de Calcio
Salvado de trigo Acido félico
Yuca harina Sulfatos de hierro y cobre
Arroz Integral Oxidos de zinc y manganeso
Carbonato de Calcio Antioxidantes B.H.T
Harina de hueso Yoduro de Potasio
Cloruro de colina Vitaminas
Niacina
Composicion Proximal
Proteina minima 38%
Grasa minima 4%
Ceniza maxima 12%
Humedad maxima 13%
Fibra maxima 4%

Fuente: http://www.solla.com
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