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INTRODUCCION

La acuicultura ha tenido el mas rapido crecimiento en el sector de produccion
de alimentos de origen animal, participando de manera importante dentro de la
seguridad alimentaria. Para poder mantener este patrén de crecimiento con
sostenibilidad, es necesario el desarrollo de herramientas sanitarias mas alla
del uso de antibidticos y quimioterapias que pueden ser contraproducentes a
largo plazo, ya que inducen resistencia bacteriana e inmunosupresion en el
hospedero, aunado a los problemas de tipo ambiental. Desde hace varias
décadas los inmunoestimulantes han despertado gran interés, ya que que
basan su principio en la estimulacién del sistema inmune innato, mostrando
mejoramiento del estado sanitario de los animales por el incremento de la
resistencia frente a patégenos. Dentro de los inmunoestimulantes mas
utilizados en peces se encuentran los B-glucanos, los lipopolisacaridos y se
incluyen las bacterias benéficas, denominadas probioticos. Los estudios
realizados en peces se han enfocado en evaluaciones in vitro e in vivo de las
respuestas celulares y humorales, acerca de la modulacién de transcripcion
genica y los efectos de resistencia frente a patégenos de interés; mostrando de
manera general efectos positivos sobre el estado inmunoldgico de los peces y

resistencia a enfermedades.

Sin embargo, es importante tener en cuenta, que para acercarse al
entendimiento y futuro establecimiento de practicas alternativas de manejo
sanitario donde se incluya el suministro de inmunoestimulantes y probiéticos,
se hace necesario el planteamiento de trabajos dentro de un contexto local,
que apunten a la rigurosa evaluacion de cada uno de los componentes
potenciales inmunoestimulantes de interés, aplicados a especies de
importancia comercial de la regién, que se,estén viendo afectadas por el
crecimiento e intensificacion de los sistemas; trabajos que permitan el
establecimiento a futuro, de herramientas tecncldgicamente viables y que

satifagan las necesidades sanitarias regionales mas apremiantes.
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El siguiente documento recoge el trabajo de investigacion que se presenta
dividido en tres capitulos de la siguiente manera: Capitulo |, aborda la revisién
de literatura de los trabajos realizados con inmunoetimulantes, principalmente
de LPS (Lipopolisacaridos), B-glucanos y bacterias probidticas en peces,
presentando las definiciones, de inmunoestimulantes, diversidad, mecanismos
de accion, usos en acucicultura y se discuten las perspectivas de los trabajos
en el area. En el segundo capitulo se describe, como se lleva a cabo la
consecusion de los inmunoestimulantes y probioticos, a través de la extraccion
de LPS, B-glucanos y la seleccion de cepas microbianas con potencial
probiotico, y posteriormente evaluando su inlcusién en el alimento para dar
paso a las evaluaciones in vivo a través del monitoreo de algunos parametros
del sistema inmune innato en peces. El tercer capitulo, describe la evaluacion
que pone a prueba la capacidad de los inmunoestimulantes para generar
mayor resistencia frente a un patdégeno de importancia regional, realizando
previamente la estandarizacion de técnicas apropiadas para la infeccion

experimental.

Este trabajo constituye un paso preliminar para la experimetacién de
herramientas alternativas para el control y prevencion de enfermedades en el

area acuicola del pais.
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RESUMEN

La presente investigacion muestra el trabajo recolectado de diferentes
experimentos llevados a cabo con el fin de establecer una dieta con mezclas
inmunoestimulantes que confirieran un mejor estado de salud y una mejor
resistencia a enfermedades en alevinos de tilapia hibrida. Para tal fin se
establecieron dos fases experimentales, descritas en los dos dltimos capitulos.
El segundo capitulo, describe la primera fase experiemental, en donde se
extrajeron LPS de cepas de Escherichia coli, y B-glucanos provenientes de la
levadura Saccharomyces cerevisiae mediante dos técnicas que permitieran el
mejor rendimiento; adicionalmente se evaluaron de manera in vitro diferentes
cepas acido lacticas, en donde la cepa Lactobacillus casei mostrd las mejores
caracteristicas probidticas, por lo que se selecciond para incluirlas dentro de las
mezclas experimentales, asi mismo esta bacteria demostr6 una éptima
viabilidad durante los procesos de inlcusion en el pelet y mantenimiento
durante la fase experimental. Posteriormente, se describen las pruebas in vivo
en alevinos de tilapias hibridas alimentadas por cuatro semanas con diferentes
dietas, que constaban de mezclas de LPS con B-glucanos, Lactobacillus casei
con B-glucano y Lactobacillus casei con LPS, los resultados mostraron que
luego de dos semanas con la dieta con Lactobacillus casei y B-glucanos, los
peces mostraron los valores mas altos de explosién respiratoria de leucocitos,
incremento en el porcentaje de linfocitos y activacion de centros
melanomacrofagos (CMM), las otras dietas con inclusion de LPS con B-
glucanos, Lactobacillus casei con B-glucanos y Lactobacillus casei con LPS, no

mostraron diferencias significativas con respecto al control.

Debido a que esta mezcla de inmunoestimulantes fue la de mejor desempefio,
se utilizd para la evaluacion del efecto protector en peces al desafio contra
Aeromonas hydrophila que se describe en el tercer capitulo. En este ultimo
capitulo se evalluan técnicas de infeccién experimental por inmersion con
Aeromonas hydrophila, en donde se evidencian signos clinicos tipicos y

lesiones microscopicas leves en intestino y estomago, se determina la LDsg
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para A. hydrophila en alevinos de tilapia hibrida, con un valor de 1,1 x 10"°
UFC por pez en ocho dias. Para finalizar, la dieta seleccionada en la fase
anterior, se suministr6 por dos semanas a alevinos de tilapia que
posteriormente fueron desafiados intraperitonealmente con una LDsp de
Aeromonas hydrophila, observando que la dieta otorgé un incremento de la
resistencia ante este patégeno. En conclusion, la mezcla de Lactobacillus casei
y B-glucanos suminitrada en la dieta, es adecuada para su uso como una

posible herramienta de prevencion de enfermedad.
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CAPITULO |
ARTICULO DE REVISION

PROBIOTICOS E INMUNOESTIMULANTES EN PECES: BETA-GLUCANOS,
LPS y Lactobacillus sp.

Vasquez-Pifieros MA'
'Bidloga Marina, Esp. cMSc Grupo de Investigacion en Sanidad de Organismos
Acuaticos, |ALL.

Email: mandreavasquez@gmail.com

RESUMEN

Los inmunoestimulantes son principalmente, elementos estructurales de
microorganismos, que basan su principio en la estimulacion del sistema inmune
innato, mostrando mejoramiento del estado sanitario de los animales e
incremento de la resistencia frente a patéogenos. Dentro de los
inmunoestimulantes mas utilizados en peces se encuentran los B-glucanos, los
lipopolisacaridos y se incluyen las bacterias benéficas, denominadas
probidticos. Los estudios realizados en peces se han enfocado en evaluaciones
in vitro e in vivo de las respuestas celulares y humorales, acerca de la
modulacidon de la transcripcién génica y los efectos de resistencia frente a
patégenos de interés; mostrando de manera general efectos positivos sobre el
estado inmunologico de los peces y resistencia a enfermedades. El objetivo del
presente capitulo es revisar algunos mecanismos de accidon de los
inmunoestimulantes, conceptualizar su uso en acuicultura, y discutir acerca de
algunos trabajos actuales de investigacion del tema, como base para el
planteamiento de investigaciones pertinentes y factibles para abordar
preliminarmente, algunas de las problematicasactuales de la region en el area

sanitaria piscicola.
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Palabras clave: sistema inmune, enfermedad, peces, acuicultura, sanidad,

control de enfermedades.

ABSTRACT

Immunostimulants are mainly structurally elements of micorganisms, it is
principle it is based on immune innate system stimulation, showing a health
status improvement of animlas and increased of disease resistance against
pathogens. Among the immunostimilants more used in fish, are B-glucanas,
lipopolysaccharide and it is included benefic bacteria, called probiotics. The
studies made in fish, are being focused on testing in vitro and in vivo cellular
and humoral responses, and about modulation of the transcriptional genes, and
the resistance effect against pathogens of interest; showing, in general way,
positive effects on the immunological status of fish and disease resistance. The
aim of the present chapter is to review about some mechanism of actions of
immunostimualnts, conceptualizing about its use in aquaculture, and discuss
about some current research works about this topic, taking them as a base to
setting fasibles research works to approach preliminarily, some of the current

problems of the region in health fish area.

Key words: immune system, disease, fish, aquaculture, health ,disease control.
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INTRODUCCION

Actualmente, la acuicultura incluyendo la piscicultura tiene un amplio
crecimiento considerando las necesidades de seguridad alimentaria en
diversos paises y, dadas sus caracteristicas de producciéon que incluyen mayor
aprovechamiento del espacio comparada con otros sistemas de produccion y
un rapido ciclo de produccion, constituye uno de los pilares de la economia
pecuaria (Kapetsky y Nath, 1997; FAO, 2009; SOFIA, 2009), por lo cual se han
disefiado alianzas estratégicas y redes internacionales que fortalezcan este
sector, que estimulen los sistemas de produccion y reduzcan el impacto
ambiental (SOFIA, 2009; FAO, 2010). No obstante, el incremento en la presion
de produccion, con el fin de ser mas competitivos frente a las exigencias de los
mercados y la necesidad de elevar la eficiencia de la produccion, propicia la
aparicion de enfermedades principalmente en sistemas intensivos, por lo que
se opta por la terapéutica farmacolégica como respuesta inmediata. No
obstante, la demanda de productos organicos asi como la evidencia de
resistencia a antibidticos y antimicrobianos en peces requiere la blusqueda de
alternativas preventivas que mitiguen la morbi-mortalidad en las producciones
acuicolas. Aunque algunas sustancias inmunoestimulantes responden a esta
necesidad, se requieren estudios rigurosos en diferentes especies de consumo
que validen la efectividad del uso de estos productos de manera cotidiana en la

disminucion de la casuistica patoldgica en los sistemas de produccion.

INMUNOESTIMULANTES: DEFINICION Y USOS

Los inmunoestimulantes se han definido como sustancias que potencian el
sistema inmunitario y aumentan la resistencia frente a las enfermedades
infecciosas (Rodriguez et al, 2003). Raa (2000), los enmarca como
compuestos quimicos, los cuales existen como elementos estructurales
principaimente de las bacterias, hongos miceliales y levaduras, que activan los
leucocitos y por tanto confieren al animal mayor resistencia a las enfermedades

causadas por virus, bacterias, hongos y parasitos. Por otro lado, Sahoo (2007),
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los defini6 como compuestos quimicos, (sintéticos o naturales), que actuan
sobre los mecanismos de respuesta inmune del hospedero para el control de

patégenos.

Los inmunoestimulantes se caracterizan por tener repeticiones de ciertas
moléculas (tales como glucosa, ribosa, acidos grasos, ciertas lipoproteinas,
entre otras moléculas) que son estructuras abundantes y conservadas en
comunidades microbianas de procariotas (Dalmo y Bggwald, 2008),y estan
ausentes o difieren en estructura de las células eucariotas, tales estructuras
son denominadas: Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos (PAMPS)
(estructuras encontradas también en microorganismos potencialmente

patdégenos).

Los PAMPs son capaces de unirse a receptores de células centinelas, como
macrofagos, células dentriticas, células mast (para el caso de mamiferos) o
granulares eosinofilicas para el caso de los peces. La union de los PAMPs a
los receptores, activa vias de sefalizacion intracelular y causa que las células
centinelas secreten moléculas que disparan la respuesta inmune (Tizard,
2009).

Dentro de los inmunoestimulantes se pueden encontrar: a) elementos
estructurales de las bacterias (Lipopolisacaridos LPS, lipopéptidos,
glicoproteinas capsulares y muramilpéptidos); b) productos de B-1,3/1,6
glucanos, provenientes de bacterias, hongos miceliales y levaduras; c)
carbohidratos con estructuras complejas (glucanos) de varias fuentes
biolégicas incluyendo algas; péptidos presentes en extractos de ciertos
animales o hechos por hidrodlisis enzimatica de proteinas de peces; nucleotidos
y productos sintéticos; d) también se encuentran algunos alimentos poseedores
de un efecto beneficioso sobre la salud (también conocidos como
nutracéuticos) (Raa, 2000), vitaminas (C, E, A, D), carotenos, minerales (zinc,
cobre, manganeso, cobalto, yodo, fltor, entre otros), que acttan principalmente
como inmunomoduladores (Rondén, 2004); e) probioticos, definidos como

microorganismos vivos que confieren un efecto fisioldgico benéfico sobre el
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hospedero (Fuller, 1989), estos incluyen bacterias del genero Lactobacillus,
Carnobacterium, Vibrio, Enterococcus, Baciilus, Leuconostoc, Lactacoccus,
Pediococcus y Shewanella y levaduras como Saccharomyces cerevisiae entre
otros (Verschuere, 2000).

A finales de la década de los ochenta comenzaron a emplearse
inmunoestimulantes y probidticos en acuicultura, principalmente para aumentar
la duracion de la actividad de ia respuesta inmunitaria inespecifica, que se
caracteriza por tener un modo de accion generalizado (no actian contra un
microorganismo especifico), por lo que tienen un uso profilactico general.
(Rodriguez et al., 2003).

Los primeros estudios sobre inmunomodulacion de teledsteos se realizaron in
vitro y, posteriormente, in vivo. In vivo estas sustancias pueden administrarse
por inyeccidn (técnica costosa que implica manipulacion de los peces), o bien
disueltas en el agua, es decir, mediante bafo de los animales (que también
implica manipulacion y con ello, estrés). El modo mas reciente de aplicacion de
inmunoestimulantes es a través de la dieta, lo que ofrece muchas ventajas ya

que resulta menoscostoso y no implica manipulacién de ejemplares (Rodriguez
et al., 2003).

En la actualidad, se estudia su uso combinado con vacunas y antibiéticos, asi
como el efecto de mezclas de inmunoestimulantes, evaluados a través de
diferentes mecanismos de defensa inespecificos; sin embargo, muchas veces
los resultados son dificiles de evaluar y no ha sido facil identificar un
biomarcador efectivo para la resistencia a enfermedades en peces. Aoshima et
al (2005) (citado por Rodriguez, et al., 2003), plantearon que un incremento en
las respuestas de defensa no especificas in vitro no siempre reflejan el
incremento de resistencia a la enfermedad, por tanto, las respuestas integradas
adecuadas de varios mecanismos deben ser probadas con un desafio artificial
estandarizado con un agente infeccioso. Asi, la mayoria de reportes han
descrito la resistencia a infecciones bacterianas principalmente en los desafios
de enfermedad (Nakagawa, 2007).
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En Colombia, se han desarrollado pocos trabajos en el area. En 2004, se
reportd por primera vez la utilizacién de microorganismos en la dieta de peces,
en donde se evalué el efecto de la inclusion de bacterias probioticas
(Lactobacillus acidophillus 'y Bacillus subtilis) y prebidticos (pared de
Saccharomyces cerevisiae) en la dieta para la alimentacion de alevinos de
cachama blanca (Piaractus brachypomus), como promotores del crecimiento
(Perez, 2004). Mas recientemente, se reportd un mejoramiento de la tasa de
conversion alimenticia, tasa de crecimiento especifico e incremento diario de
peso en tilapias niidticas alimentadas con Bacillus y Lactobacillus (Martinez et
al., 2008a), adicionalmente los autores revelaron antagonismo in vitro de
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus contra dos patdgenos de peces
Streptococcus agalactiae y Aeromonas hydrophila, paralelamente realizaron
ensayos in vivo, donde se demostré mayor sobrevivencia de peces alimentados
con Bacillus sp., y Lactobacillus casei y desafiados a estos patéogenos
(Martinezet al., 2008b). Sin embargo, a pesar de los resultados favorables,
tanto en productividad como sobre el estado de salud de los peces, la
investigacion en esta area es aun muy incipiente en el pais, limitando su uso y
aplicacion tecnolégica que favoreceria la productividad de los sistemas

piscicolas en Colombia.

Dentro de los inmunoestimulantes mas comunmente utilizados en peces, se
encuentran los f-glucanos (principalmente extraidos de la levadura
Saccharomyces cerevisiae), |las bacterias acido lacticas (género Lactobacillus)
y LPS (lipopolisacaridos).

2.2 B-GLUCANOS

Estructura de B-glucanos

El nombre de los B-glucanos proviene del prefijo Gluc, que significa poliglucosa

y an, que es sufijo para (homopolisacaridos). B (1,3)-D glucanos, es el termino

mas comun para los homopolisacaridos que tienen uniones B (1,3)-D en el
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esqueleto, y también pueden poseer uniones B-D glucosidicas en posicion 6
(Dalmo y Beggwald, 2008) (Figura 1).

En la naturaleza, los B-glucanos se encuentran en plantas, algas, bacterias,
hongos y levaduras (Selvaraj ef al., 2005a). Los B-glucanos de las levaduras
son carbohidratos que consisten en glucosa y manosa como principales
constituyentes de la membrana celular (Dalmo y Bggwald, 2008; Mantovani et
al; 2008).

B-Glucano de Levadura

H2OH c Hgon
B-(1,6)D-
glucosa

H

[

CHzOH CHoOH CHa
o—l o o JR— S L o 0
@ OM M
OH OH QH
B- (1, 3) D-glucosa B-(1,3)D- B B- (1, 3) D-glucosa
B- (1, 3) D-

Polimero de B- (1, 3) D con ramificaciones en unidades B- (1, 6)

Figura 1. Estructura de B-glucanos de la pared celular de una levadura (Tomado de Volman ef
al., 2008).

Reconocimiento de B-glucanos

Existe la colaboracion de diferentes familias de receptores de membrana para
el reconocimiento de los B-glucanos, las opsoninas no clasicas y el
complemento mejoran la afinidad de unién y la especificidad. Dentro de los
receptores que pueden reconocer estas estructuras estan: receptores
scaverngers, dectina 1, receptores de complemento 3 (CD11/CD18) (CD
moleculas de superficie marcadoras de diferenciacion) y el complejo TLR 2/6
(por sus siglas en ingles, {oll like receptor) (Dalmo y Bggwald, 2008; Brown y
Gordon, 2003).
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Efecto de B-glucanos en peces

Se ha demostrado que el reconocimiento de B-glucanos activa directamente los
leucocitos, estimula la fagocitosis, la actividad citotoxica y antimicrobiana,
incluyendo la produccion de especies reactivas intermediarias de nitrogeno y
oxigeno; adicionalmente, estos carbohidratos estimulan la produccién de
mediadores  proinflamatorios, citoquinas y quimioquinas, como IL-8
(Interleuquina), IL.1B3, IL-6 y TNFa (Factor de necrosis tumoral alfa), otorgando
una mejor y mas rapida capacidad de respuesta, que repercute en una mayor
resistencia a patogenos (Palic et al., 2005; Brown y Gordon, 2003; Rodriguez et
al., 2003; Misra et al., 2006, Selvaraj et al., 2006).

En peces, se ha demostrado que el efecto de los B-glucanos, depende de: la
cantidad incorporada en la dieta, la duracién en la alimentacion, temperatura
ambiental y la especie de estudio. Los B-glucanos solubles pueden ser
absorbidos por el intestino y por tanto ser nutritivos. Se ha demostrado su
efecto en: inmunoestimulacién de peces sanos, inmunoestimulacion en peces
inmunocomprometidos, inmunoestimulacién por inyecciéon (asi como su efecto
adyuvante), estimulacién de la inmunidad adaptativa y su efecto junto a
vacunas (Selvaraj et al, 2006; Palic et al., 2006; Dalmo y Begwald, 2008).
Algunos de los estudios de inmunoestimulacion por B-glucanos en peces, se

resumen en la tabla 1.

LIPOPOLISACARIDOS (LPS)

Estructura de los LPS

Los Lipopolisacaridos son componentes complejos de la membrana externa
celular de bacterias Gram negativas, conocidos como endotoxinas.
Generalmente son sustancias de gran peso molecular con una Unica estructura
quimica, que consta de tres regiones: una region externa (conocida como
antigeno O, componente lineal o ramificado de residuos de oligosacaridos), una

region de polisacaridos dei nlcleo (que consiste en cadenas cortas de
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azucares), y una region interna rica en acidos (i.e. lipido A con unidades de
diglucosamina con &cidos grasos de cadena larga) (Swain et al, 2008:
Madigan et al., 1995) (Figura 2).

Antigeno O
Repeticiones de 40
unidades

4

Nucleo polisacarido

Lipido A . Disacarido difosfato

Acidos grasos

\ Vi

Figura 2. Unidad tipica de polisacarido mostrando las diferentes regiones. (Modificado de
Swain ef al., 2008).

Los animales superiores son extremadamente sensibles a la endotoxina,
incluso a dosis bajas, pero vertebrados inferiores como las ranas y los peces
son resistentes al choque endotéxico (Berczi et al., 1966 citado por Swain et
al., 2008).

Reconocimiento de LPS

En mamiferos, el TLR 4 (por sus siglas en ingles, toll like receptor) es el
principal componente del complejo receptor (CD14/TLR4/MD2) (receptores
CD14 y TLR4 asociados a proteina MD-2) que esta relacionado con la
activacion del sistema inmune por LPS.

EI'LPS es capaz de unirse a la proteina de unién LBP (por sus siglas en inglés

lipopolysaccharide binding protein), la unién se hace especificamente a través



27

] ’ S

de la estructura endotéxica del LPS denominada lipido A; esta union a su vez
acelera la union de la endotoxina al receptor CD14 que acta junto con el
complejo TLR4/MD2, resultando en la homodimerizacion y activacién del TLR4
seguido del reclutamiento de las moléculas adaptadoras intracelulares (dentro
de las cuales participan la MyD88, TIRAP, TICAM 1 y TICAM 2), a través de
sus dominios TIR, que por ultimo permite la expresién de genes
proinflamatorios (Fitzgerald et al., 2004).

Sin embargo, segun llievet al., (2005), el complejo CD14/TLR4/MD2 en peces
esta ausente, asi como la LBP y la proteina adaptadora TICAM2, por lo que se
explicaria la atenuada sensibilidad a los LPS en peces. Los autores proponen
que la respuesta de los leucocitos a los LPS puede estar dado por otras
proteinas de unién a membrana como la CD11/CD18, también conocidas como
B-integrinas; las proteinas de choque térmico 70 (HSP70), HSP 90, receptores
de quimioquina, receptor CXCR4 y el factor de diferenciacién 5 (GDF5). Las B-
integrinas reconocen la estructuras hidrofilicas expuestas al ambiente de los
carbohidratos de los LPS, no la parte hidrofébica endotéxica (como es el caso
de la LBP). lliev et al., (2005), hipotetizan la posibilidad que diferentes
receptores, incluyendo TLRs, estén relacionados en la activacion de los
fagocitos mononucleares de peces, a través de las interacciones colaterales
con las B-integrinas y la subsecuente transmisién de sefales de activacion

intracelular (Figura 3).



28

S e o e

Modelo actual._de actlvacign celular | ; Diferencias en peces
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@  lasdeBPlen mamiferos, mas que funciones en
directamente de bacterias o formados 'g i
por LPS monoméricos a altas 0 -
g Los leucocitos de peces son activados solo en
r . Q altas concentraciones de LPS, posiblemente
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Lipido A © S B ot
L :ndotoxm 2 Polimixina B no interfiere con la activacion de
£ e i
Ambiente B . P—— . AR
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a i ==
_ TRARI 2 LTICAM2 | e -
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MyD8s | TICAK -

V A
/ b
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Genes antivirales
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Genes inflamatorios

Resulta en la |nducr:|_én dela

Figura 3. Esquema de las diferencias en entre peces y mamiferos a la respuesta por LPS
(Modificado de lliev et al., 2005).

Efecto de LPS en peces

Los LPS pueden disparar varios componentes inmunes en peces, asi como
mejorar su sobrevivencia (Swain et al., 2008). Se ha reportado induccion leve
de TNF-2 (factor de necrosis tumoral 2) en monocitos de Oncorhynchus mykiss
(llievet al. 2005) con LPS de Escherichia coli, mejoramiento de la inmunidad y
mejoramiento de la sobrevivencia inmunizando carpas comunes con LPS de A.
hydrophifa (Selvaraj et al., 2006). En la tabla 2, se resumen algunos de los

trabajos en peces y su efecto sobre componentes inmunes.
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BACTERIAS PROBIOTICAS: Lactobacillus sp.

La FAOMWHO (2001), define los probidticos como: “microorganismos vivos que
confieren un efecto fisiolégico benéfico sobre el hospedero cuando se
administran en cantidades adecuadas’. Estos microorganismos son capaces de
modular muchos aspectos del sistema inmune innato. La mayoria de las
bacterias probidticas propuestas para el uso en acuicultura pertenecen a los

geéneros Lactobacillus, Carnobacterium, Vibrio y Bacillus (Verschuere, 2000).

El género Lactobacillus ha sido uno de los géneros mas estudiados, pertenece
a la microbiota comensal gastrointestinal de humanos y animales, y se
encuentra normalmente en alimentos fermentados junto con ofras bacterias
acido lacticas (bacterias gram positivas que se caracterizan por fermentar

carbohidratos en energia y acido lactico) (Kekkonen, 2008).
Mecanismo de accién y efecto en peces

El género Lactobacillus ha mostrado modular la composicion y el metabolismo
de la microbiota comensal, la competencia con patégenos incluyendo la
inhibicion o bloqueo de su adhesién, e inducir ia produccion de mucina,
adicionalmente es capaz de producir compuestos antimicrobianos, como acidos
organicos, peroxido de hidrégeno, acidos grasos de cadena corta vy
bacteriocinas que refuerzan la barrera intestinal, ayudan a la regeneracion de
celulas epiteliales y al reforzamiento de las uniones estrechas de los
enterocitos (Kekkonen 2008; Vasquez et al., 2005). En el caso de los peces
alimentados con Lactobacillus se ha demostrado proteccion contra las
enfermedades infecciosas de los peces, tales como las causadas por:A.
hydrophila, A. salmonicida, Edwardsiella tarda y Vibrio anguillarum, (Aly et al.,
2008; Balcazar et al., 2006, Nopadon, et al., 2006; Taoka, et al., 2006; Vasquez
et al,, 2005; Kim y Austin, 2006; Nikoskelainen et al., 2003; Nopadon et al.,
2006; Chang y Liu, 2002); colonizacion del intestinc por periodos de tiempo en
que se suministra el probiético y después de hasta tres semanas (Kim y Austin,

2006, Chang vy Liu, 2002); mejoramiento de la respuesta inmune,
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incrementando la actividad fagocitica, actividad dei complemento, explosion
respiratoria, expresion de citoquinas, actividad de la lisozima, actividad
citotoxica, (Wang et al., 2008; Panigrahi et al., 2007b; Balcazar et al., 2006;
Chang y Liu, 2002; Kim y Austin, 2006, Salinas et al., 2006; Taoka et al., 2006;
Nopadon et al., 2006; Panigrahi et al., 2005), e interferencia del Quorum
sensing de bacterias (Nguyen et al., 2008), que se refiere al mecanismo por el
cual los miembros de wuna poblacion bacteriana se comportan
cooperativamente, como respuesta a la densidad de la poblacién, de esta
manera los probidticos pueden alterar la respuesta estratégica de una
poblacion bacteriana patégena, por ejemplo a través de la alteracion de

patrones de expresion génica de algunos de sus factores de virulencia.

Algunos trabajos se han enfocado en el mejoramiento de parametros
productivos como ganancia de peso, eficiencia de retencion de proteina, entre
otros, asociando estas propiedades a la actividad de enzimas de las bacterias,
que mejoran la utilizacién de nutrientes en los peces (Saha ef al., 2006; Haroun
et al., 2006; Yanbo y Zirong, 2006; Wang et al., 2008).

La tabla 3 resume algunos de los trabajos recientes realizados con
Lactobacillus como probidticos y su efecto tanto in vitro como in vivo en peces
de cultivo. Por otro lado la tabla 4, muestras algunos estudios de la mezcla de

diferentes inmunoestimulantes en peces.



Tabla 1. Estudios de B-glucanos como inmunoestimulantes en peces.

Especie

Sparus aurata

Pimephales
promelas

Cyprinus carpio

Labeo rohita

Danio rerio

Inmunoestimulante

S. cerevisiae silvestre
y mutante

B-glucano

B-glucano

B-glucano

B-glucano

Fuente

Silvestre
1A); Mutante

inhibicién de la B-1,3

glucano sintetasa

B-glucano
panaderia

B-glucano
panaderia

Saccharomyces
cerevisiae

Comercial

Saccharomyces
cerevisiae

(BMAG64-

levadura

levadura

Dosificacion y administracién

Dieta: 10 g cepa’kg alimento
alimentado con 10 g (dieta
seca)/kilogramo peso diario. Dieta
por tres semanas, evaluando
pardmetros a la 2, 4 o 6 semanas

Dieta: 10 g/kg alimento, alimentando
dos veces a saciedad

Intraperitoneal a 100, 500 ¥
1000pg/pezenel 1, 3 y 5 dia,

Dieta: 100 mg B-glucano/Kg

alimento; 250 mg [-glucano/Kg
alimento; 500 mg f-glucano/Kg
alimento.

Intraperitoneal: 5, 2, 0.5 mg pB-
glucano /ml, en dia 6, 4, 2 anterior al
desafio

Efecto

Cepa  mutante:  incremento
fagocitosis, actividad citotoxica y explosién
respiratoria

Cepa silvestre: aumento de actividad
citotoxica y explosion respiratoria (4 semana)

Incremento en degranulacion de neutrdfilos
en peces no estresados y disminucion en
peces estresados

Incremento de leucocitos, actividad
bactericida y explosion respiratoria. Mayor
proteccién frente a 4. hydrophila con
dosificacién media.

Incremento de leucocitos, fagocitosis,
actividad lisozima, del complemento y
actividad bactericida luego de cuarenta y dos
dias con 250 mg B glucano/kg

Incremento en células monomielociticas del
rifion, mayor actividad bactericida de células
de rifion y modulacion de la expresion de
IFNy (interferon gama) y quimioquinas.
Mejora resistencia con S. Inice

lisozima,

—a

Autor

Rodriguez et al.,
2003

Palic er al., 2006

Selvaraj el
al.,2005a

Misra et al., 2006

Rodriguez ei al.,
2008



Tabla 1 Continuacion. Estudios de B-glucanos como inmunoestimulantes en peces.

Especie Inmunoestlmulante Fuente Dos:fcac:én y Admlmstracnén
Oreochromis Saccharomyces ; S
niloticus M Comercial Dieta; 0. 50, 100 y 200 mg B-glucano

el e he ~ Baiio: 150, 750, 1500 ng/ml; dleta 1,2, 4%
L7 Tyaus - B-glucano - _Sacch.a:.?'amy s dial,3y5 e ml:rapentoneal 100, 500 y 1000
carpio : . cerevisiaze }l g/pez

Efecto Autor

Los [-glucanos no tuvieron efecto sobre

la estimulacién de la respuesta de o

. . £ Whittington
anticuerpos especificos a S inige (en

: ;: : - 2005
animales inmunizados), ni sobre la
resistencia a S. iniae

' Intraperitoneal: Incremento sobrevivencia

-

et al,

a A. hydrophila, leucocitos, produccu&n de Selvara;; . ai.,2_005b

" anién superdxido, expreslén de ILI
~efecto adyuvante.




Tabla 2. Estudios de efectos in vivo de LPS en peces (modificado de Swain et al., 2008).

Especie

Danio rerio

Labeo rohita

Labeo rohita

G. morhua

. Salmo salar

Sparus aurata

Salmo salar

Salmo salar

Oncorhynchus
mykiss

Fuente

E. coli

E. coli

E. coli

A
salmonicida

LPS

E. coli

Aeromonas
salmonicida

LPS

Aeromonas
salmonicida

Dosificacion Y

Administracion

Inmersién

Intraperitoneal 1
EU/pez

Intraperitoneal 10
EU/pez

Dieta y baiio

Baiio (0.25%
LPS+1%p-
glucanos )

Baiio

Inmunizacion

In vivo

Intraperitoneal 50
ng/pez

Efecto

Mejora la actividad de citoquinas proinflamatorias

Incrementa niveles de lisozima, globulina total,
mieloperoxidasa y actividad de explosion
respiratoria

Disminuye niveles de lisozima, globulina total,
mieloperoxidasa y actividad de explosion

respiratoria

Incrementa la sobrevivencia ante desafio con A.
salmonicida.

Incrementa actividad de lisozima en rifién craneal,

intestino de macrofagos y células
polimorfonucleares
Incrementa  actividad  antiproteasa. = Mejora

proteccion contra Photobacterium damsela

Mejora el nivel de anticuerpos especificos

Mejora  fagocitosis,  actividad  pinocitosis,
produccion de anién superdxido intracelular

Incrementa la titulacion de anticuerpos que
persisten hasta por 2-4 semanas

Autor

Watze et al., 2007

Nayak et al., 2008

Nayak et al., 2009

Konzisca et al.,
2004

Paulsen et al., 2003

Hanifetal et al.,
2005
Albut et al., 1998

Baba et al., 1988

Nakhla er al., 1997



Especie

Oncorhynchus
mykiss

Sparus aurata

Onceorhynchus
mykiss

Sparus aurata

Scophthalmus
maximus

Cepa

Lactobacilius
rhamnosus

L. delbrieckii

L. sakei

L. fructivorans

L. plantarum

L.delbrieckii -
subsp. Lactis

L. acidophilus

L. brevis

L. casei ssp. Casei

L. delbrieckii

lactis

L. helveticus

Fuente

Laboratorio

Sparus aurata

Oncorhynchus
mykiss

Sparus aurata

Heces
humanas

Laboratorio

Queso

Carne
fermentada

Queso gruyer

Dosificacién ¥
Administracion

Dieta

Dieta

Dieta

Dieta con
alimento vivo y
pellet

Dieta con cepas
inactivadas

Scophthalmus
maxiuos

Tabla 3. Estudios de Lactobacillus como probiéticos en peces (recopilacién de la autora).

Efecto

Incremento de anion superéxido por leucocitos del rifion cefilico y
actividad del complemento. Sobre-regulacién genes expresan IL 1 B
I, TNF, y TGF en bazo y rifion cefilico

Incremento en actividad citotéxica y el mantenimiento de fagocitosis
luego de tres semanas de alimentacién.

Incremento de actividad fagocitica de Aeromona salmonicida, mayor
incremento con L. lactis spp.

Incremente numero de células Ig+ y granulocitos acidofilos

Cepas poseen buenas propiedades inmunoestimulantes in vitro,
Pdpll tuvo efecto mas débil sobre la respuesta innata. Dosis altas
(5x107 CFU/g) promueven estimulaciéon parimetros de la respuesta
inmune innata.

Incrementa resistencia a Vibrio splendius, V. pelagius, V.

alginolyticus, Carnobacterium piscicola.

Autor

Panigrahi et
al., 2007

Salinas et al.,
2008

Balcédzar, et
al., 2006

Picchietti et
al., 2007

Salinas et al,
2006

Viésquez, et
al, 2005

o



Especie

Scophthalmus
mdximos

Oncorlynchus

mykiss

Oreachromis
niloticus

Oncorhynchus
mykiss

Oreochromis
niloticus

Cepa

L. plantarum

L. lactis ssp. Lactis

Leuconostoc
mesenteroides

Pediococcus
acidilactici

L. rhamnosus

L. rhamnosus

L. rhamnosus

Lactobacillus
acidophillus

Fuente

Ensilado de
pasto

Leche

Embutidos

Carne curada

Humano

LAB

LAB

Comercial

Dosificacion

Administracion

Scophthalmus
maximus

Dieta

Dieta

Dieta

Diecta

Efecto

Incrementa resistencia a Vibrio splendius,
alginolyticus, Carnobacterium piscicola.

Vibrio pelagius, V.

Incrementa resistencia a Aeromona salmonicida

Incrementa resistencia a . tarda , actividad fagocitica y actividad del
complemento por via alterna y prevencién de necrosis timica.

Incremento de actividad fagocitica y de complemento con forma
activa. Incremento de inmunoglobulina solo durante alimentacion.

Incrementa niveles de lisozima, migracién de neutréfilos y actividad
bactericida del plasma. Mejor resistencia a Edwardsiella tarda.

Autor

Vasquez et al,
2005

Nikoskelainen

etal., 2003

Nopadon et
al., 2006

Panigrahi et
al.. 2005

Taoka, et al.,
2006



Tabla 4. Estudio in vivo del efecto de mezclas de componentes microbianos, administrados por diferentes vias.

Especie Inmunoestimulante
Cyprinus p
carpio B giucau}o y LPS

Fuente

LPS de A. hydrophila

p-glucano de
Saccharomyces cerevisiae

Dosificacion y Administracién

: 'I'nt'r'zipé'fitoné"éi

(IP)
100 pg B-glucano +
10 pg LPS/pez

500 pg p-glucano +
50 ug LPS/pez

1000 pg B-glucano
+ 100 ug LPS/pez

Inyeccidn dia 7, 14,
28

Baiio

100 ug B-glucano
+ 10 pg LPS/ml x
90 min

500 pg B-glucano
+ 50 pg LPS/ml x
90 min

1000 pg  B-
glucano + 100 ug
LPS/ml x 90 min

Bafio en dia 7, 14,
28

Dieta

0.1% B-glucano +
0.025 LPS

0.5% B-glucano +
0.125% LPS/pez

1% pB-glucano +
0.25%IL.PS/pez

Dieta mafiana y
tarde en dia 1, 7,
14

Efecto

Incremento  de monocitos y
neutréfilos, anidén superdxido .
efecto adyuvante. Mejora |la
resistencia a A.  hyvdrophila
(intraperitoneal y oral)

Autor

Selvaraj
et
al.,2006



37

PERSPECTIVAS Y CONCLUSIONES

El uso de inmunoestimulantes en piscicultura posee un gran potencial como
herramienta de manejo sanitario. Han despertado gran interés porque se
caracterizan por tener un modo de accion generalizado, capaces de aumentar la
respuesta inmunitaria especifica, respondiendo ante varios microorganismos
patégenos y pudiéndose utilizar de manera profilactica. Sin embargo, actualmente,
el sector productivo se encuentra ante una gran oferta de sustancias o productos
para mejorar las condiciones sanitarias de los sistemas, esto sin respaldo técnico ni

rigor cientifico..

Por esta razén se hace necesario la realizacion de trabajos acerca de cada una de
las sustancias de interés para poder definir cual es la respuesta que generan en el
sistema inmune innato; trabajos que se pueden extrapolar de estudios previos en
especies similares adecuando metodologias para la evaluaciéon en condiciones
locales, en donde estos trabajos puedan responder acerca de cuales serian las
cantidades y tiempos adecuados de suministro para mantener la respuesta inmune
apropiada, ya que se ha visto que el suministro permanente y dosis muy elevadas
de sustancias inmunoestimulantes, pueden tener incluso efectos adversos sobre la
salud de los peces; también se requiere la realizaciéon de trabajos que pongan a
prueba el grado de protecciéon de las sustancias ante un patégeno determinado, a
través de infecciones experimentales, evaluando la supervivencia de los peces
como parametro mas acertado de la respuesta de todo el organismo.
Adicionalmente, es de apuntar las diferencias intraespecificas de los peces dentro
de los estudios, por lo cual estos, deben dirigirse a cada una de las especies de

interés.

Aunque existen en la actualidad una gran cantidad de trabajos acerca del efecto
benéfico de probidticos e inmunoestimulantes en el mundo, poco se ha hecho en

nuestra region, esto aunado a que varias sustancias inmunoestimulantes evaluadas
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con rigor cientifico, sonde aito costo y dificii consecucién, se requeriria apoyo
gubernamental para tal proposito. Se propone asi el uso de sustancias evaluadas
que puedan extraerse y producirse de manera industrial sin afectar gravemente los
costos de produccion, sustancias que puedan incluirse en el pienso, para facilitar el
proceso de asimilacion sin inducir la manipulacion y estrés de los animales. De esta
manera constituir a los inmunoestimulantes como una estrategia preventiva
tecnologicamente viable a futuro para el incremento de la capacidad de respuesta
inmune de los peces, reduciendo asi los problemas sanitarios y pérdidas

econdmicas en los sistemas de cultivo de nuestra region.
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CAPITULO Il

EFECTO DE MEZCLAS EXPERIMENTALES DE Lactobacillius sp., LPS Y
B-GLUCANOS SOBRE PARAMETROS HEMATOLOGICOS,
ANATOMOPATOLOGICOS Y DE EXPLOSION RESPIRATORIA EN TILAPIA
HIBRIDA

Vasquez-Pifieros MA'
'Bivloga Marina, Esp. cMSc.Grupo de Investigacion en Sanidad de Organismos
Acuaticos, IALL.

Email: mandreavasquez@agmail.com

RESUMEN

Para la obtencion y seleccion de los inmunoestimulantes experimentales, se
extrajeron LPS de cepas de Escherichia coli ATCC 31617, y B-glucanos
provenientes de la levadura Saccharomyces cerevisiae mediante dos técnicas que
permitieran el mejor rendimiento. Para la seleccion de bacterias probioticas, se
probaron sies cepas de Lactobacillus sp, en lo que concierne al potencial probiético,
como: ensayo de antagonismo in vitro a Aeromonas hydrophila, tolerancia a
diferentes pH, tolerancia a diferentes temperaturas, adicionalmente, se evaluo la
viabilidad de la bacteria durante los proceso de inclusion en el pienso. Posterior a la
elaboracion de las mezclas inmunopotenciadoras y la evaluacion de los procesos
de extraccion de compuestos e inclusion en alimento, se realizd la evaluacién in
vivo en alevinos de tilapia hibrida, utilizando tres mezclas diferentes de
inmunoestimulantes (B-glucanos y LPS; Lactobacillus sp., y LPS; Lactobacillus sp y
B-glucanos) en las dietas que fueron suministrados durante cuatro semanas.
Durante este periodo se monitorearon parametros hematologicos (porcentaje de
hematocrito y recuento diferenciales leucocitos), actividad de explosion respiratoria

de neutrdfilos y la evaluacion anatomopatologica para observar el estado de salud
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de los peces. La cepa acido lactica Lactobacillus casei, mostré las mejores
caracteristicas probioticas in vitro, (mejor tolerancia a pH y temperaturas y
antagonismo con A. hydrophila), ademas de una apropiada viabilidad en el
alimento. Durante la evaluacién in vivo, los valores de reduccion de azul de
tetrazolio nitrado NBT de fagocitos de peces alimentados con B-glucanos vy
Lactobacillus casei, asi como LPS y Lactobacilius casei; fueron significativamente
mayores (p<0.05) que el tratamiento control durante la segunda semana de
alimentacion, el porcentaje de linfocitos con estas dietas fue mayor en la tercera
semana (p<0.05). En el tratamiento con suplemento de LPS y Lactobacillus casei
los porcentajes de neutrdfilos disminuyeron significativamente durante la segunda y
tercera semana de suministro, con respecto al grupo control (p<0.05). La dieta con
B-glucanos y Lactobacillus casei suministrado a la segunda semana, mostré mayor
incremento de leucocitos y mayor activacion de CMM del bazo de los peces. Se
comprobo la inocuidad de las sustancias LPS y B-glucanos y la bacteria lactica
utilizada como inmunopotenciadora través del examen anatomopatologico. Por
ultimo dietas con las mezclas de L. casei con LPS y L. casei con B-glucanos,
presentaron mayor activacion de centros melanomacréfagos (CMM). El incremento
en los valores de explosion respiratoria, porcentaje de linfocitos, y activacion de
CMM mostraron que esta mezcla de inmunoestimulantes con L. casei y B-glucanos,
suministrada por dos semanas, fue la mejor para la evaluacion del efecto protector

contra Aeromonas hydrophila que se describe en el tercer y Gltimo capitulo.

Palabras clave: (3-glucanos, LPS, Lactobacillus casei, explosién respiratoria,

recuento de leucocitos, sistema inmune innato

ABSTRACT

For Getting and selecting experimental immunostimulants, LPS were extracted from
Escherichia coli ATCC 31617 strain, and B-glucans from Saccharomyces cerevisiae
yeast, through two techniques that allowed the best yield; for selecting probiétics,

parallelly, six strains of Lactobacillus sp., were taken for making phenotypic and



48

potential probiotics test, such as: in vitro antagonist test, surviving different pH test,
different bilis concentration and different temperature test, additionally, the viability
of bacteria in feed was tested at the beginning and through the experimental period.
After extraction and evaluation of bacteria viability, the in vivo evaluation of fry of
hybrid tilapia, using three different immunostimulants (B-glucans and LPS:;
Lactobacillus sp., and LPS; Lactobacillus sp and B-glucans) in diet, feeding during
four weeks, was made. During this period the hematological parameters (hemotocrit
and leukocytes differential count), respiratory burst activity of neutrophils, an
anatomopathologic evaluation, were monitored to see the health fish status. The
lactic acid strain Lactobacillus casei, sowed the best probiotic characteristically of
potential probiotics in vitro (pH, temperature tolerance and antagonism against
Aeromonas hydrophila), besides a good viability in feed. During in vivo evaluation,
NBT values of fish feed with B-glucans with Lactobacillus casei and LPS with
Lactobacillus casei, were significantly higher (p<0.05) that control group,
duringsecond week of feeding, the lymphocytes percentage with these diets were
higher in the third week (p<0.05). Thetreatment with LPS and Lactobacillus casei,
showed percentages of neutrophils significantly lower during the second and third
week, that control group (p<0.05). B-glucans and Lactobacillus casei diets during
two weeks, showed the best increase and activation of the defense cell of the
organism. The harmlessness of substances and bacteria were probed through
anatomopathological examination. At last, diets with L. casei with B-glucans, present
the best melonomacrophage centers (MMC) activation, this sum to burst respiratory
and lymphocytes values, showed that this mix was the best for the protect effect
against Aeromonas hydrophila evaluation that is described in the third and last

chapter.

Key words: B-glucans, LPS, Lactobacillus casei, respiratory burst, leukocytes

count, innate immune system
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INTRODUCCION

El crecimiento de los ultimos afios del cultivo de la tilapia hibrida, como la principal
especie de cultivo del pais, posicionada asi por los grandes volimenes de
produccién (27.953 toneladas por afio) (FAO, 2006), estuvo acompafiado de una
mayor intensificacion de los sistemas de cultivo de esta especie, y la presentacion
de una considerable presion sobre estos sistemas de cultivo, por tal razon la tilapia
hibrida en Colombia, se ha convertido en una de las especies mas afectadas por
infecciones por Aeromonas spp., Edwardsiella spp. y Streptococcus spp. (Rey,
2002). Asi el uso de farmacos, especialmente antibidticos en el manejo sanitario de
los sistemas de cultivo se ha convertido en una practica comdn entre los
piscicultores, lo que ha conllevado a la generacion de bacterias resistentes y
eliminacién de bacterias benéficas, limitando su competencia con microorganismos

patdégenos.

Para poder mantener el patrén de crecimiento de los sistemas piscicolas de tilapia
del pais de manera competitiva y sostenible, sera necesario el desarrollo de
herramientas sanitarias mas alla del uso de antibidticos y quimioterapias para el
control de enfermedades. Desde hace varias décadas, los inmunoestimulantes se
han propuesto como una alternativa para mejorar el estado de salud tanto de
humanos como de animales, utilizandose actualmente para el control y prevencién
de enfermedades. De la misma forma, su uso se ha trasladado al area productiva
piscicola con diversas investigaciones que evidencian resultados positivos sobre la
estimulacion del sistema inmune, proteccion contra patdgenos y mejoramiento de

parametros productivos.

Por otro lado es importante tener en cuenta la evaluacion de sustancias que a
futuro puedan estar al alcance de sector productivo, es decir que sean de facil
adquisicion, que no incrementen sustancialmente los precios y sobre todo que
puedan suministrarse sin inducir la manipulacion y estrés de los animales, una

manera adecuada seria por ejemplo a través de suplementos dietarios que puedan



50

permanecer dentro del pellet. Aunado a esto se requiere, la evaluacion de la
evaluacion in vitro para determinar el potencial inmunoestimulante, e in vivo, que
permitan evaluar la inocuidad, y la respuesta sobre los parametros inmunes innatos,
que en el caso del presente trabajo se enfoc en la respuesta de leucocitos de la
sangre periférica. De esta manera proponer el uso de sustancias que incrementen
la respuesta del sistema inmunitario y por tanto puedan también incrementar la

resistencia a enfermedades de importancia en piscicultura.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar y comparar el desempefio de
mezclas inmunoestimulantes de B-glucanos, Lactobacillus sp y LPS, suministradas
en la dieta sobre la inocuidad de las sustancias sobre los peces y los parametros
inmunes y estado de salud de alevinos de tilapia hibrida Oreochromis sp., a través
de la evaluacién parametros fagocitarios, hematolégicos y evaluacion
anatomopatolégica. Realizando previamente trabajos in vitro para el establecimiento
de técnicas de extraccion de LPS y beta-glucanos y seleccién de probidticos viables

para la incorporacion en el alimento de peces.



51

OBJETIVO GENERAL
Evaluar y comparar el desempefio de mezclas inmunoestimulantes suministradas

en la dieta sobre parametros inmunes y estado de salud de la tilapia hibrida

Oreochromis sp.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar técnicas de extraccion de LPS y beta-giucanos y seleccion de bacterias

probioticas viables para la incorporacion en el alimento de peces.

Monitorear parametros fagocitarios y hematologicos de peces alimentados con y sin

suplementos inmunoestimulantes.

Monitorear el estado de salud a través de la evaluacion anatomopatoldgico de

peces con y sin suplemento inmunoestimulante.



52

METODOLOGIA

Localizacion y descripcion del area del estudio

La investigacion se llevé a cabo en los Laboratorios de Bioensayos del Instituto de
Acuicultura (IALL) y de Microbiologia Veterinaria de la Universidad de los Llanos,
ubicados en la ciudad de Villavicencio, Meta; y en el Laboratorio de Microbiologia
Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia, localizado en la cuidad de
Bogota D.C.

Preparacion de inmunoestimulantes

Los inmunoestimulantes a evaluar en las dietas fueron: lipopolisacaridos, B-
glucanos y Lactobacillus sp., obtenidos del cepario del Laboratorio de la
Universidad Nacional de Colombia. Los inmunoestimulantes se trasladaron del
Laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la Universidad Nacional al Instituto de

Acuicultura de los Llanos, manteniéndose a una temperatura no menor a 4°C.

Lipopolisacaridos (LPS): El LPS se extrajo de cepas de E. Coli ATCC 31617,
donada por la Dra. Judith Figueroa, Laboratorio Microbiologia Veterinaria de la
Universidad Nacional, mediante dos técnicas: la técnica fenol-agua caliente
(Westphal y Jann, 1965) y mediante la técnica butanol-agua (Morrison y Leive,
1975), a excepcion de los procesos de purificacion, para seleccionar la técnica de

mejor rendimiento.

Obtencion de biomasa bacteriana para LPS: Para realizar cada una de las
tecnicas de extraccion, se obtuvo la biomasa bacteriana a través de siembras de la
bacteria Escherichia coli, en tubos de vidrio con 6ml de caldo BHI incubado a 37°C
por 24 horas, cumplido este tiempo se centrifugo a 4000 rpm por treinta minutos y el
pellet se resembro en frascos tapa rosca de capacidad 100 ml con 60 ml de caldo
BHI (Brain Heart Infusion), incubando bajo las mismas condiciones. Luego de la

incubacion, la suspension bacteriana se centrifugo a 4000 rpm por treinta minutos,
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realizando tres lavados seriados con solucion salina. Se determiné el peso himedo
de la bacteria mediante pesaje en balanza analitica y la biomasa final se
resuspendié en 300 ml de SSFE (solucion salina fisiologica esteril), se adiciond
timerosal en concentracién 0.1% para la inactivacion y conservacion de las cepas

bacterianas. La solucion fué refrigerada a 4°C por 24 horas (Jimenez, 2002).

Técnica Fenol-Agua caliente: La mitad de la suspensiéon obtenida anteriormente,
fue de nuevo centrifugada a 4000 rpm por treinta minutos y re-suspendida en 100
ml de agua destilada precalentada a 68°C, adicionando el mismo volumen de fenol
al 90%, la mezcla se mantuvo en bafio maria con agitacion constante por 30
minutos, se refrigero a 4°C por 24 horas, posteriormente se centrifugo a 4000 rpm
por 60 minutos y se separo la fase acuosa, interface fendlica del precipitado; a las
dos primeras fases se le adicionaron etanol al 95% en proporcion 1:10 (LPS:etanol),
se refriger6 a -20°C por 18 horas, la solucién luego se ultracentrifugé a 32000 rpm
por tres horas, se retiro el sobrenadante, recuperando el sedimento, que se
deposito en vasos Beacker estériles para someterlo a desecacion en estufa a 40°C,

durante dos dias para obtener el peso del extracto seco (Westphal y Jann, 1965).

Técnica de butanol agua: A la mitad de la suspension restante del proceso de
recoleccion de biomasa bacteriana. se le adiciond un volumen igual de agua
saturada de 1-butanol, mezclando por cinco minutos. La mezcla se centrifugé a
4000 rpm, durante 20 minutos, a 4°C. La fase acuosa mas baja fue recuperada y
almacenada; la fase butanolica y el precipitado insoluble se extrajeron dos veces
mas, con la mitad del volumen inicial de SSFE para cada extraccién.Los extractos
acuosos combinados de las tres extracciones fueron centrifugados para remover
cualquier material insoluble. Posteriormente se adiciond una cantidad similar de
etanol al 98% a cada extracto, para precipitar los LPS; procedimiento llevado a cabo
por 24 horas a -20°C. Una vez el LPS se precipit6, se procedié a centrifugar a 4000
rpm durante quince minutos, eliminado sobrenadante y recuperando el sedimento

que se deposito en vasos Beacker estériles para someterlo a desecacion en estufa
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a 40°C, durante dos dias para obtener el peso del extractocrudo seco(Morrison y
Leive, 1975).

B-Glucanos: Los f-glucanos se extrajeron de la levadura Saccharomyces
cerevisiae comercial de panaderia, seglin la metodologia de Northcote (1952). La
levadura completa se dispersé en 15 ml del 3% (peso/volumen) de NaOH acuoso y
se calenté a 100°C por seis horas. Se centrifugd a 4000 rpm por treinta minutos
descartandose el sobrenadante. El residuo insoluble se extrajo consecutivamente
con NaOH al 3% a 100°C por seis horas, posteriormente se adiciond acido acético
0.5 N y se calentd por seis horas a 75°C. Finalmente se lavd con etanol y éter
proporcion (1:1). El sedimento que se depositd en vasos Beacker estériles para
someterlo a desecacion en estufa a 40°C, durante dos dias para obtener el peso del

extracto crudo seco.

Control de esterilidad: Tanto a los precipitados de LPS crudos obtenidos mediante
ambas técnicas, como a los beta-glucanos extraidos, se le tomaron muestras para
siembra en agar BHI y agar Saboreaud, incubando a 37 y 28°C, respectivamente
durante ocho dias, observando si habia crecimiento de bacterias, levaduras y

hongos.

Potencial probiético Lactobacillus sp.

Se tomaron siete cepas de Lactobacillus sp., del cepario del laboratorio de la
Universidad Nacional, cultivadas en agar MRS, se realizé tincion de Gram, prueba
de catalasa y se realizaron pruebas de potencial probiético: ensayo de antagonismo
in vitro, tolerancia a diferentes pH, tolerancia a diferentes temperaturas (Verdenelli
et al,, 2009; Klayraung et al., 2008; Mishra y Prasad, 2005; Vinderola y Reinheimer,
2003; Cai et al., 1999, Alyet al., 2008).
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Todas las pruebas in vitro se realizaron por duplicado y a la cepa escogida por su
potencial probidtico se le realizo el perfil de fermentacién del Kit API 50 CHL®, para

la identificacion de Lactobacillus.

Ensayo de antagonismo in vitro con Aeromonas hydrophila. Para este ensayo
se utiliz6 la cepa de A. hydrophila AhTiAI09-44 aislada de tilapias e identificada
previamente mediante pruebas bioquimicas y moleculares, donacion del Laboratorio
de Patobiologia Veterinaria de la Universidad Nacional. La bacteria se mantuvo
congelada en viales de caldo BHI (Brain Heart Infusion) con glicerol al 20% a -20°C,
hasta su uso.

Se sembro 20 pl de a solucion bacteriana de la cepa lactica (crecida previamente
durante 24 horas en caldo BHI), en forma de punto en agar TSA, se incub6 a 48
horas por 37°C. Se preparo un agar blando compuesto por caldo TSA con adicién
de 0.7% agar bacteriolégico con 5% del cultivo fresco de A. hydrophila, luego del
crecimiento del punto, se adiciono la solucion del agar blando sobre el agar TSA, se
incubd a 30°C por 24 horas. La inhibicion se registré midiendo la ausencia del
crecimiento del patégeno alrededor del punto (Aly et al., 2008). A las cepas lacticas

con antagonismo positivo, se les realizé pruebas de tolerancia a diferentes pH.

Tolerancia a diferentes pH. Las cepas seleccionadas se sometieron a una
evaluacion de tolerancia a diferentes pH, para esto se prepararon soluciones
salinas estériles con niveles de pH de 4 y 7,5, ajustando el pH con HCL y NaOH 1N,
las soluciones se mantuvieron refrigeradas hasta su uso. 1 mililitro de una
suspension bacteriana de Lactobacillus 0,5 Mc Farland, se le adicioné a nueve
mililitros de cada solucion de pH y se llevo a incubar a 37°C por tres horas. Tanto
inmediatamente después de colocar la suspensién bacteriana en el tubo
(concentracion inicial), como después del tiempo de incubaciéon (concentracion
final), se tomo 0.1 mililitro de la mezcla para realizar diluciones seriadas 1:10, las
diluciones fueron vertidas en agar MRS para la determinacién de células viables
luego de 48 horas de incubacion. Las pruebas se realizaron por duplicado. La tasa
de sobrevivencia se calculé dividiendo el nimero final sobre el nimero inicial de

colonias crecidas en el agar y multiplicando por cien (Verdenelli et al., 2009).
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Tolerancia a diferentes temperaturas. A las cepas seleccionadas con
antagonismo positivo y mejor tolerancia a pH, se les realizaron pruebas de
tolerancia a elevadas temperaturas, en donde se tomé un mililitro de una
suspension bacterianaseleccionada 0,5 Mc Farland en 9 ml de solucién salina
esteril, la mezcla se colocé a incubar 9 ml del inoculé a 37°C y otros 9 ml del
inoculo a 45°C en bario de Maria. Luego de un periodo de incubacion de tres horas,
se determin6 el porcentaje de sobrevivencia, a través del conteo en placa por

diluciones seriadas como se describié arriba.

Dietas experimentales

Las dietas experimentales contuvieron la cantidad basada en los estudios del efecto
de la inclusion de LPS y B-glucanos en la dieta en carpas infectadas con A.
hydrophila (Selvaraj et al., 2006; Selvaraj et al., 2005a; Selvaraj et al 2005b,
Selvaraj et al., 2009), y las dosis del uso de Lactobacillussp., como probidtico en
tilapia (Aly et al., 2008; Taoka et al., 2006).

Dieta control: Alimento comercial (AC)
Dieta experimental 1: AC con 0.25% de LPS + 1% de B-glucanos
Dieta experimental 2: AC con 1% de B-glucanos + =10"UFC/ gr en alimento de

Lactobacillus casei.
Dieta experimental 3: AC con 0,25% de LPS + 210'UFC/ gr en alimento de

Lactobacillus casei.
Viabilidad del probiético en el alimento

Antes de adicionar las mezclas inmunoestimulantes en el alimento, se estandarizo
la viabilidad de la bacteria lactica en el concentrado, para obtener como minimo
1x10% UFC/mlI por gramo de concentrado, para esto, la bacteria acido lactica se
sembré en caldo MRS, se incubd a 37°C en condiciones anaerdbicas, durante 48

horas, luego se centrifugé a 4000 rpm por treinta minutos, posterior a la
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centrifugacion la bacteria se lavé tres veces con SSFE, y se re-suspendio en 9 ml
de SSFE. Se realizaron diluciones 1:10. De los tubos de las diluciones 107 a 167
se sirvieron 0.1 ml por tubo a cada placa de MRS (teniendo en cuenta esta dilucion
como 10 veces menor al tubo seleccionado), se dejé incubar anaerébicamente por
48 horas a 30°C, para finalmente realizar el recuento de UFC por gramo de
alimento. Para disminuir el error del conteo se utilizé la férmula para correccion de
APHA (1984), en donde se tiene en cuenta las placas que tengan entre 30 y 300
UFC:

N=CS/[(1*n)+(0,1*ny)]*(d)

Donde N = Numero de colonias por gramos de producto

2 C = Suma de todas las colonias en todas las placas contadas (de 30 a 300 UFC)
n 1 = Numero de placas en la primera diluciéon contados

n 2 = Nimero de placas en la segunda dilucién contados

d = dilucién de la que los primeros recuentos se obtuvieron

La viabilidad de la bacteria se determin6 igualmente posterior a la elaboracién del
pellet, para determinar si las bacterias toleraban el proceso de peletizacion, en

donde se alcanzan temperaturas hasta de 45°C.
Inclusion de inmunoestimulantes en la dieta

Una vez obtenida una concentracion minima de 1x10® UFC/gr de la cepa lactica
seleccionada, (evaluando previamente esta viabilidad durante el proceso de
peletizacion); se adiciond al concentrado comercial (ITALCOL® 38% proteina)
previamente molido y tamizado, junto con el LPS y el B-glucano, mezclando
manualmente por quince minutos, adicionando el 22% de SSFE vy realizando de

nuevo el pellet (Tabla 1).
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Tabla 1. Cantidad de los inmunoestimulantes, probiéticos y SSF adicionada al concentrado para la
realizacion del pellet control y experimental. Control: Alimento comercial sin suplemento; Dieta 1:
suplemento con LPS y B-glucanos; Dieta 2: suplemento con B-glucanos y Lactfobacillus casei; Dieta
3: suplemento con LPS y Lactobacillus casei.

Dietas

CONTROL DIETA1 DIETA2 DIETA3

Concentrado 38% ITALCOL®

(9 400 395 396 399

P Lactof;acﬁfus casef(uFCJg) 0 0 >107 >107
LPS (g) 0 1 0 1

B—glqcanos (é) i - ,: :.'0 ' 4 4 0

SSFE (ml) 88 88 88 88

Al inicio del experimento y cada ocho dias se continué realizando recuento de
bacterias viables por gramo de alimento, como se menciona anteriormente. El

alimento se mantuvo refrigerado durante el periodo experimental (Aly et al., 2008).
Animales experimentales

130 alevinos de tilapia hibrida (Oreochromis sp.), se obtuvieron de una granja
comercial del Departamento del Meta, provenientes del mismo lote, con un peso
promedio de 5,47 + 0,61 g. Los peces se trasladaron a la sala de bioensayos de
nutricion en el IALL, y se mantuvieron en 9 tanques de fibra de vidrio de 500 L, con
aireacion y temperatura constante (11 peces por tanque), los peces fueron
aclimatados quince dias previos a la fase experimental, en donde fueron
alimentados con concentrado comercial (ITALCOL®) con nivel de proteina del 38%,
alimentados al 4% diario de la biomasa total. Los parametros de calidad de agua se
mantuvieron dentro de los siguientes rangos: temperatura 26°C + 1.2, oxigeno
disuelto: 7,87 £ 0,9, pH: 7.1 £ 0.6, dureza total: 9,13 + 2,1mg L™"; alcalinidad total:
4,7 +0,5L™", amonio total 0,8 + mg L.
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Adicionalmente, se realizo la verificacion del estado sanitario del lote, sacrificando y
tomando muestras para anélisis histopatoldgico a un pez por tanque para un total
de nueve peces, siete dias posteriores a la recepcion. Esto para cada lote de
alevinos experimentales utilizados. Seis peces por tratamiento cada semana
durante cuatro semanas fueron sangrados y sacrificados para la toma de muestras

abajo senaladas.

Muestra de sangre

6 peces se colectaron al azar por cada tratamiento y grupo control, cada ocho dias
los peces se anestesiaron por inmersion en una solucién de 100 mg/L de Eugenol.
Un volumen de sangre de 0.2 ml se colectd por puncion de la vena caudal, a la
altura de la insercién de la aleta anal, a 1.5 cm., por debajo de la linea lateral,
mediante la utilizacién de una aguja 28G con heparina sodica como anticoagulante,
para pruebas de parametros hematolégicos y actividad de la explosion respiratoria
por medio de la reduccion del azul de tetrazolio nitrado (NBT) (Anderson, et al,
1992). Posterior a la extraccién de sangre, los peces se sacrificaron para la toma de

muestras abajo descritas.

Evaluacion de parametros leucociticos y hematocrito: Se tomaron 0.2 ml de
sangre para determinar el hematocrito y leucocrito mediante el uso de capilares
para microhematocrito por centrifugacion a 12.000 rpm durante 5 minutos. El
porcentaje del volumen de empacado celular se determiné por medio de lector del
microhematocrito. De la misma muestra se realizaron extendidos, los cuales fueron
tefiidos con Hemacolor® (Merck Chemicals, Germany), para realizar los recuentos
diferenciales y determinar el porcentaje de linfocitos, neutréfilos, eosindfilos,

monocitos y basofilos.

Actividad de explosion respiratoria de neutréfilos: La muerte de un

microorganismo después de su fagocitosis se debe principalmente a la produccion
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del radical anion superoxido. El azul de tetrazolio nitrado (NBT) es un compuesto
claro, amarillo y soluble en agua que al reducirse forma el formazan, tincién de color
azul oscuro. Los neutréfilos pueden reducir el colorante después de la ingestion de
latex u otras particulas, subsecuente a la descarga metabdlica abrupta generada
por la via derivada del monofosfato de hexosa (Fonseca, 2005). La reduccién del
NBT es una prueba Util para analizar la integridad metabélica de los neutrofilos por
la generacion del radical anion superoxido (Stites, 1999), y sirve también como un

parametro de inmunoestimulacion.

Para determinar la actividad del NBT, 0.1 ml de sangre se colecté en celdas
multipozos, a las cuales se adicionara la misma cantidad de solucién al 0.2% NBT
y se incub6 a temperatura ambiente por 30 minutos. Una muestra con suspensién
de sangre y NBT (0.05 ml) se adicion6 a un tubo de ensayo con 2 ml de N, N,
dimetil formamida y fue centrifugado por 5 minutos a 3000 rpm. Posteriormente se

leyo por espectofotometria a 620 nm (Siwicki et al, 1985) en celdas de quarzo.

Evaluacién anatomopatoldgica

Durante el tiempo de experimentacion se realizé el examen clinico. Posterior a la
toma de sangre se procedié a realizar la necropsia (a seis animales por cada
tratamiento cada ocho dias) siguiendo el protocolo descrito por Yannong (2003)
para toma de muestras de higado, bazo, intestino y estomago. Los érganos fueron
fijados en formalina buferada al 10% para posterior imbibicién en parafina y tincién
con Hematoxilina y Eosina (H&E), para la realizaciéon de cortes de 3-5 pm; para

evaluacion histoldgica con un microscopio Nikon ECLIPSE 80i.
Analisis estadistico
Se utilizd un disefio experimental completamente aleatorizado efecto fijo

balanceado con la tecnica de ANOVA y MANOVA donde las variables respuesta

fueron: densidad optica (NBT), hematocrito, leucocrito, porcentaje de neutrdfilos,
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linfocitos, monocitos, baséfilos y eosindfilos. Se utilizaron las pruebas de contraste
de Tukey y analisis canonico de indice ortogonal con un 95% de confiabilidad. Se
validaron los supuestos del modelo y se empleo un analisis descriptivo exploratorio
unidimensional para hallar media, desviacion y coeficiente de variacion. Los datos
se transformaron mediante arco seno y se presentaron como el promedio + error
estandar de la media (ESM). Los resultados fueron analizados mediante el software
SAS/STAT ®version 9.0 y SPSS version 17 multilenguaje para Windows.
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RESULTADOS

Extraccion de LPS

De la siembra de E. coli en 1.200 ml de caldo BHI, se obtuvo un rendimiento total de
52 gramos de la bacteria con base en su peso humedo. Veinticinco gramos
obtenidos se tomaron para la extracciéon con butanol-agua (Morrison y Leive, 1975)
y otros 25 gramos se tomaron para la extraccion mediante la técnica de fenol-agua
caliente (Westphal y Jann, 1965).

Con la técnica de fenol-agua caliente (Westphal y Jann, 1965), posterior y
desecacion en estufa, se obtuvo un extracto de LPS crudo de 400 mg. Mientras que
el extracto obtenido por butanol-agua (Morrison y Leive, 1975) se obtuvo una
biomasa de 1200 mg de LPS crudo. Esta Ultima técnica se escogié para obtener el
LPS crudo para adicionar a las dietas inmunoestimulantes, ya que el rendimiento
fue optimo para obtener la cantidad necesaria para incorporar en la dieta. El
procedimiento de extraccion con la técnica de butanol-agua se repitié, aumentando

la biomasa recolectada, obteniendo 3000 mg de LPS crudo (Fig. 1).

Extraccion de B-glucanos.

Para la extraccion de B-glucanos, se utilizaron 40 gramos de Saccharomyces
cerevisiae comercial, mediante el método de Northcote (1952) se obtuvieron doce
gramos de B-glucanos, en peso seco, con un rendimiento del 30% (Fig. 2). Método
adecuado para obtener la cantidad necesaria de incorporacion a la dieta.

Control de esterilidad.

En las siembras realizadas en agar Saboreaud y agar BHI, no se observo

crecimiento micotico ni bacteriano, para las muestras de LPS.
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Figura 1. Fase acuosa donde se encuentra el Figura 2. Precipitado en donde se encuentra

LPS crudo, ohtenido mediante el método B-glucano, la fase acuosa corresponde al

butanol-agua (Morrison y Leive, 1975) componente manosa de la pared de S.
cerevisae.

Potenciai probiotico Lactobacilius sp.

Las cepas utilizadas correspondieron en su totalidad a bacilos gram positivos,
catalasa negativos,no obstante hubo una heterogeneidad en la evaluacion
comparativa de los tamafos asi como del caracter liso o rugoso de las cepas. A
excepcion de las cepas 4 y b5, el crecimiento fue evidenciado a las horas de
siembra. Solo las cepas 3, 5 v 7 evidenciaron un halo antagénico para A. hydrophila
(Figura 3).

En la tabla 2 se resumen las caracteristicas de las siete cepas acido lacticas usadas

para evaluar su potencial probiotico.
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Flgura 3 Halo de InhiblClOn mostrado por
tres cepas de bacterias acido lacticas
evaiuadas sobre A hiydrophiia

Tabia 2. Caracteristicas de tincion, crecimiento, catalasa y haio de inhibicion de cepas acido lacticas
con potencial uso probiotico

Cepa Gram Colonias Crecimiento Cat Halo
(Horas) inhibicion

1 Racilos G + medianos gruesos en Irreguiar rugosa 24 - -
cadenas

2 Bacilos G+ pequefios delgados en Lisa grande 24 - -
cadena

2 Bacilos G+ medianos delgados Lisa nequefa 24 - +
cadena

4 Racilos G+ medianos gruesos en Irregular rugosa A8 - -
cadenas

5 Racilos G+ gruesas v larans irreaular ruansa 48 = +

““““ rl 7 o b e St A e
6 cocos G+ medianos, cadenas colonias redondas 24
lisas
7 Bacilos G+ medianos gruesos en Colonia irregular 24 - +

Como se evidencia en

las tabias 3 v 4,

las cepas tuvieron porcentaje de

sobrevivencia mayor o igual al 90% en los valores de pH evaluados. Asi mismo,

para las cepas 5 y /, ias cuales tuvieron una sobrevivencia del 100 % en los valores
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de pH de 4 y 7,5; se evalud la sobrevivencia a la incubacién por 3 horas a 37 y 45
°C, siendo de 100 % y menor o igual a 85 %, respectivamente. De acuerdo a sus
caracteristicas de potencial probiético: mejor tolerancia a pH y temperaturas y
antagonismo con A. hydrophila, la bacteria correspondiente a la cepa numero 7 se
escogio para realizar el perfil de fermentacion del Kit API 50 CHL, el cual arrojo que

la cepa acido lactica correspondia a Lactobacillus casei.

Tabla 3. Porcentaje promedio de sobrevivencia a pH 4 y pH 7,5 después de tres horas de
incubacioén, de cepas acido lacticas antagénicas de Aeromonas hydrophila.

pH = Cepal Cepa3 Cepab5 Cepa7
4 90% 95% 100% 100%
Fi 100% 100% 100% 100%

Tabla 4. Porcentaje promedio de sobrevivencia a 37°C y 45°C, después de tres horas de incubacion,
de cepas acido lacticas antagénicas de Aeromonas hydrophilay tolerantes apH 4 y 7,5.

Temperatura  Cepa 5 Cepa 7
37°C 100% 100%
45°C 75% 85%

De acuerdo a sus caracteristicas de potencial probiético: Mejor tolerancia a pH y
temperaturas y antagonismo con A. hydrophila, la bacteria correspondiente a la
cepanumero 7 se escogio para realizar el perfil de fermentacion del Kit API 50 CHL,

el cual arrojo que la cepa acido lactica correspondia a Lactobacillus casei.
Preparacion del alimento con probioticos
La preparacion del probidtico se llevé a cabo inoculando L. casei, en caldo MRS

incubado a 30°C por 48 horas. Posterior a la centrifugacion y los lavados con

solucion salina fisiologica estéril (SSFE), se obtuvo una suspensién con 5,1
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x10"?UFC/ml. La suspension bacteriana se adicioné a cada una de las dietas
experimentales que contenian la bacteria lactica.El recuento de bacterias viables
fue hecho inmediatamente a la re-elaboracion del pellet y de la misma manera cada
ocho dias hasta el dia 27. Los resultados del recuento arrojaron bacterias viables
desde 4,2 x 10" UFC/gr, para el dia 27 en la dieta 2 (Tabla 5).

Tabla 5. Viabilidad de la bacteria posterior a la adicidn del concentrado mantenido a 4°C (Aplicando
el factor de correccion de APHA,1984). Dieta 2: suplemento con B-glucanos y Lactobacillus casei:
Dieta 3: suplemento con LPS y Lactobacillus casei

- Concentracion DIETA2  DIETA

-  (UFClg) 3(UFC/g)
inicial

(post re-elaboracion del pellet) 1 210" 3,9x10"

14 dias 9,3x10° 2,4x10°

27 dias 4,2x10’ 8,5x10"

Recuento diferencial, hematocrito, explosion respiratoria del peces

alimentados con dietas inmunoestimulantes.

La tabla 6 resume los valores de NBT, porcentaje del hematocrito (%HTO),
linfocitos  (%LINF), monocitos (%MON), neutréfilos(%NEUTRO), eosindfilos
(%EOSINO) y basdfilos (%BASOF), obtenidos durante el suministro de las dietas

inmunoestimulantes durante las cuatro semanas experimentales.
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Tabla 6. Valores de los parametros inmunes obtenidos durante el suministro de las dietas. C: peces
alimento sin suplemento, T1: peces con suplemento de LPS y B-glucanos; T2: peces con suplemento
de B-glucanos y Lactobacillus casei; T3: peces con suplemento de LPS y Lactobacillus casei.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

SEMANA TTO  NBT % % % % % %
DO620 Hematocrito Linfocitos Monocitos Neutrofilos Eosinéfilos Basofilos
nm.
DIA O 0,33 3519 7325 20,25 6,44 0,00 0,00
£0,07 6,57 +5,99 +4,82 3,67
1 G 0,3035 34,5 69,67 25,17 517 0,00 0,00
+0,09 +5,61 +7,87 +6,18 +4,40
T LG 32,17 T Jasy 4,67 0,00 0,00
+0,06 +6,11 +919 6,86 +3,33
T2 032 31 64,33 31,83 3,83 0,00 0,00
+0,08 +6,42 +9,71 +7 57 +5,08
s 04 33 66,33 29,33 417 0,17 0,00
+0,08 +529 - 044 +8,33 +2 48 +0,41
2 ¥ 0,42 33 75 18,33 6,67 0,00 0,00
+0,12 +6 +7,56 +6,8 +32a
THE 3155 77.5 {77 5] 0,00 0,00
+012ab  +7,97 +8,67 +8.4 +3,88 ab
T2 043 27,67 80,5 15,5 4 0,00 0,00
+0,06a  +2,94 +4,85 +5,75 +2.28 ab
T3 043 35 79,67 19 1,33 0,00 0,00
+009a +548 +3,08 395 . #121b
3 G 0,30 29,67 80,33 14,17 55 0,00 0,00
+0,04 +4.08 +6,12 ab +8,82 +3.89 a
T 0 28,67 TS ey 6,5 0,00 0,00
+0,06 +4,32 +572 b +3,08 +3,78 ab
T2 035 35,67 86 11,33 25 0,00 0,00
+0,07 +3,5 +522 a +4.5 +1,38 ab
T3 7032 134,33 g4 14,5 1,8 0,00 0,00
+0,06 +6,09 #6,13ab  +4,85 t13b
4 C 0,34 32+ 76,83 18,67 45 0,00 0,00
+0,05 498 +9,02 + 8,45 +2,26
035 31,17 75,67 20,33 4 0,00 0,00

+ 0,06 £53d. = g +7.79 + 253
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T2 034 3233 74 2147 483 0.00 0.00
+ 0,06 + 5,39 + /.69 +6,18 + 3,43
T3 0.34 31.67 7567} 20,6 3.67 0,00 0.00
+ 0,06 + 5,56 £ 6,53 + 6,06 1,91
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Grafica 1. . Valores de explosion respiratoria (Densidad optica DO 620 nm),
en peces alimentados con diferentes inmunoestimulantes. C= Control, 11=
lratamiento 1; 12= Tratamiento 2; 13= iratamiento 3.vaiores expresados
como promedio = £.5.M. Barras con letras diterentes expresan diferencias

B Y

Los valores de reduccion del NB1 (DO s20 nm), mostraron que Ios tratamientos de
peces alimentados con supilemento de p-giucanos y Lactobaciius casei y el
tratamiento con suplemento de LPS v Lactobacillus casei, fueron significativamente
mayores (p<0.05) que el resto de tratamientos, durante la sequnda semana de

alimentacion. Durante el resio de semanas no se gobservaron diferencias

significativas entre los tratamientos v el grupo control (Gratfica 1).
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Grafica 2. Valores de Hematocrito en peces alimentados con diferentes
inmunoestimuiantes C= Control, 11= Iratamiento 1; 2= Iratamento 2; 13=
Tratamiento 3. Vaiores expresados como promedio = E.5.iM. Barras con ieiras
diferentes expresan diferencias significativas (p<0.05)
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Los valores de recuento de linfocitos mostraron que la dieta con suplemento de B-
glucanos vy Lactobacillus casei, mostré un incremento significativo durante la tercera
semana de suministro. Durante la primera, segunda y cuarta semana no se

observaron diterencias significativas entre los grupos (p<0.05) (Gratfica 3).
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Los porcentaies de hematocrnto y monocitos de los tratamientos con suplemento

inmunoestimulantes y grupo control no mostraron diferencias significativas, entre los
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(Grafica 2 y Grafica 4).
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Los porcentajes de neutrofilos dei tratamiento con dietas LPS y Lactobacillus casel
disminuyeron significativamente durante ia segunda y tercera semana de
suministro, con respecto al grupo control. Durante la primera y cuarta semana no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos y el grupo control
{p<0.095) (Gratica 5).
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B-glucanos) y la dieta control durante la primera y la segunda semana de
alimentacion. A pesar de la activacion, el bazo se mostré de apariencia normal en

las dos dietas.

En el higado de manera general, se observaron cambios degenerativos
parenquimatosos, de leves a moderados asociados a lipidosis, cambios observados
a partir de la primera semana, hasta la cuarta semana incluso en la dieta control
(Fig.12, 13 y 14).
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Figura 4. Estémago. Apariencia
normal dieta LPS con B-glucanos,
durante la primera semana 400x

aw i o she

Figura 5. Estomago. Apariencia
normal. Dieta control segunda
semana 400x.

Figura ©. Estémago. Apariencia

normai, segunda semana L,
caseicon B-giucanos. 400x.



Figura 7. Intestino. Apariencia
normal. Dieta B-glucanos con |/

S rcera semana 400x,

Figura 9. Bazo dieta control,
durante la primera semana de
alimentacidn. 100x.
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Figura 10. Bazo dieta con L. caseiy B-
glucanos, durante la segunda semana
de  alimentacidn Notese  mayor

e ;
abundancia de CMM 100x.

Figura 11. Bazo dieta con L. caseiy B-
glucanes, durante la segunda semana
de aiimentacion. Aumenio de Ciivi
4000x.

Figura 12, Higado dieta LPS con B-
giucanos durainte ia piimera seimana de
alimentacion  400x. Se observa
cambios degenerativos leves.
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Figura 13. Higado dieta control durante
la tercera semana de alimentacidn
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DISCLISION
Los resultados de extraccion de LPS crudo vy B-giucanos, mediante Ia técnica de
Morrison y Leive (1975) v Westphal y Jan (1965), respectivamente, mostraron que
son téecnicas viabies para la obtencion de cantdades necesarias de estas
sustancias microbianas, para la utilizacion como inmunoestimulantes, pudiendo ser
tecnologias viables para su utilizacién a gran escala, va que se pueden llevar a
cabo de manera mas sencilla en comparacion con otras técnicas de extraccion que

incrementarian el cosio.
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De las cepas acido lacticas evaluadas, la que mostré mejor potencial probiético in
vitro, fue Lactobacillus casei. Se ha determinado que dentro de las bacterias
lacticas, bacterias del género Lactobacillus son generalmente reconocidas como
seguros (GRAS por sus siglas en inglés Generally Recognized as Safe), mientras
otros miembros de bacterias &cido lacticas, como los miembros del género
Streptococcus 'y Enterococcus contienen muchos patégenos oportunistas (Salmien
y Ouwehand, 2002). En el presente estudio L.casei demostro tolerancia a pH 4y 7,5
(sobrevivencia del 100%); se ha demostrado en estudios previos que L.caseipuede
sobrevivir el transito gastrointestinal y colonizar el intestino en humanos (Crittenden
et al., 2002; Verdenelli et al., 2008). En estudios previos, L. casei, aislada de heces
humanas, mostro sobrevivencia a condiciones bajas de pH 3, por cinco horas
(Verdenelli et al., 2008); diferentes cepas de L. Casei de laboratorio y aisladas de
productos lacteos, mostraron viabilidad sobre 10" UFC/ml luego de tres horas de
incubacién en un pH de 3 (Mishra y Prasad, 2005). Adicionalmente, esta bacteria
lactica posee tolerancia a acido biliares incluso a concentraciones altas (0.5%).
Aunado a estas caracteristicas, L. casei, mostré una fuerte inhibicion in vitro contra
patégenos de humanos como Candida albicans, Staphylococcus aureus vy
Clostridium perfinges (Verdenelli et al., 2008). Mishra y Prasad (2005) mostraron
antagonismo de cinco diferentes cepas de L. casei contra: Salmonelia typhimurium,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Shigella dysenteriae, Por
otro lado Kivanc (1990) mostré propiedades antibacteriales de L. casei aislada de
queso cheddar ante bacterias gram positivas y gram negativas. En este estudio se
reporta adicionalmente, efecto inhibitorio contra el patégeno de importancia en

peces Aeromonas hydrophila.

Adicionalmente, L. casei, mostro resistencia temperaturas de 37°C y 45°C, lo que
proporciond sobrevivencias éptimas durante el proceso de la re-elaboracion del
pellet (en donde se alcanza temperaturas de 45°C), permitiendo que posterior a la
peletizacion viabilidades de la bacteria de 1.2x10'° y3.9x10'°UFC/gr para las dietas
2 y 3 respectivamente, concentraciones suficientes para mantener la viabilidad

durante 27 dias a 4°C, con la concentracion de 4.2x10” para las dietas dosy8.5x10’
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UFC/gr para la dieta tres, manteniéndose el minimo reportado para ejercer los
efectos benéficos de un probidtico en raciones de alimentos. Adicionalmente, el
proceso de pelletizacion garantizé una homogeneidad y permanencia de la bacteria

dentro del pellet.

Debido a las caracteristicas mencionadas L. casei, es una cepa lactica con
caracteristicas de potencial probidtico, con caracteristicas de tolerancia a ambientes
intestinales en humanos y animales, capaz de tolerar temperaturas de procesos
para su incorporacion en alimentos. Asi L. casei, se emple6 como probiético para
incorporarse con otras sustancias inmunoestimulantes para evaluar los efectos in

vivo en tilapia hibrida.

La manera en la cual los inmunoestimulantes y las bacterias probioticos
suministradas a través de las dietas, ejercen su efecto benéfico no esta
completamente dilucidada. Sin embargo, una de las implicaciones mas importantes
esta dada por el efecto de inmunomodulacién mediado por el sistema de mucosas
intestinal, el cual se refleja a nivel sistémico (Kekoken, 2008). Por esta razén
durante el suministro de las mezclas probidticas (LPS+B-glucanos,
LPS+Lactobacillus casei y Lactobacillus casei+LPS), se evaluo la respuesta celular

a través del porcentaje del hematocrito, recuento diferencial y reduccién del NBT.

Los valores de reduccién de NBT, de peces alimentados con suplemento de B-
glucanos y Lactobacillus casei y el tratamiento con suplemento de LPS vy
Lactobacillus casei, fueron significativamente mayores (p<0.05) que el tratamiento
control, durante la segunda semana de alimentacion (Grafica 1). Los valores de
densidad optica del NBT, nos indica la reduccién de este compuesto a formazan por
la produccién del radical superéxido, que asi mismo se incrementan de manera
importante por la reduccion del oxigeno por los electrones que pasan del NADPH
generados dramaticamente, a una citocromo Unica de membrana, proceso que se
incrementa significativamente al inicio de la fagocitosis. Por tanto el suplemento de

las bacterias acido lacticas viables en el alimento puede afectar directamente la
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actividad bactericida de los leucocitos. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado
por Salinas et al. (2005), que reportaron un incremento en la actividad bactericida
de Sparus aurata con suministré en la dieta de Lactobacillus delbrueckii y Bacillus
subtilis después de dos semanas de alimentar con cada una de las cepas
individuales, tiempo de activacion similar a lo hallado en el presente estudio, el
autor encontré ademas que la actividad se mantuvo alta por mas tiempo durante el
suministro con combinaciéon de ambas cepas probidticas, después del periodo de
dos semanas sin embargo el efecto dismunuye. Otros estudios también han
reportado mayor durabilidad en los efectos con la combinacién de bacterias
probidticas (Ali et al., 2010; Salinas et al., 2005). Anteriormente, también se ha
determinadoel incremento significativo en la actividad bactericida de leucocitos de
peces alimentados con bacterias probidticas (Balcazaret al., 2006; Kim y Austin,
2006; Nopadon et al., 2006; Salinaset al., 2005; Panhigrahi et al., 2005; Marzouk et
al., 2008).

A pesar gue la actividad bactericida, también ha sido ampliamente reportada en
peces alimentados con B-glucanos provenientes de Saccharomyces cerevisiae
(Rodriguez et al., 2009; Misra et al., 2006; Selvaraj et al., 2005), no se observé en el
presente estudio un efecto sinérgico de la mezclas con L. casei, al no observar
diferencias significativas entre las mezclas con y sin B-glucanos. Sin embargo los
valores de recuento de linfocitos mostraron que la dieta con suplemento de B-
glucanos y Lactobacillus casei, mostré un incremento a partir de la segunda
semana, siendo significativo en la tercera semana de suministro (p<0.05) (Grafica
3). También en estudios de Marzouk et al., (2008), acerca de la incorporacién de
probioticos (Bacillus subtilis y Saccharomyces cerivisiae) en la dieta de tilapia
nilotica (Oreochromis sp), se evidenci6 un elevado nimero de linfocitos, sugiriendo
que los cambios en los niveles sanguineos de algunas células puede ser atribuido a
la estimulacion de la hematopoyesis por parte de los probiodticos. Asi la la mezcla
del B-glucano y el lactobacilo favorece el incremento de estas células. A pesar que
la produccion de aniéon superdxido del tratamiento con suplemento de LPS vy

Lactobacillus casei, fue significativamente mayor (p<0.05) que el tratamiento control
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durante la segunda semana igual que la mezcla del glucano y el lactobacilo, los
porcentajes de neutrofilos de este tratamiento disminuyeron significativamente
durante la segunda y tercera semana de suministro, con respecto al grupo control
(p<0.05) (Grafica 5); sugiriendo asi que la mezcla en la dieta a partir de la segunda
semana, no es la mas adecuada para el incremento de las células de defensa del

organismo.

Tanto la carencia de signos clinicos, como la carencia de diferencias de tipo
patolégico entre los tratamientos con inmunoestimulantes y grupo control,
evaluados mediante el examen macroscopico y microscopico, indican que ninguna
de las dietas ejerce un efecto adverso sobre la salud los peces durante las cuatro

semanas de administracion.

Durante el analisis microscopico del bazo, se observé que en las dietas con las
mezclas de L. Caseicon LPS y L. Caseicon B-glucanos, se presentaba mayor
cantidad de centros melanomacrofagos (CMM) (Fig. 11 y 12), que aquellos en la
dieta de LPS y B-glucanos y la dieta control durante la primera y la segunda
semana de alimentacion. Manteniéndose la arquitectura normal de este 6rgano.En
estudios de Marzouk et al., (2008), se demostré que alevinos de tilapia nilotica
(Oreochromis niloticus) alimentados con probidticos (Saccharomyces cerevisae y
Bacillus subtilis), mostraronactivacion de centros melanomacréfagos en el higado y
bazo lo cual esconcordante con lo hallado en esta investigacion. De la misma
manera, trabajos de Rajesh ef al., (2006) demuestran que la exposicion a dietas
suplementadas con probidticos incrementan la activacion de centros
melanomacroéfagos en carpas de la india.

En el higado, los cambios degenerativos leves en hepatocitos se presentaron en
todos los grupos experimentales y grupo control (Fig. 12, 13 y 14), por el cual este

efecto no se atribuye a los suplementos inmunoestimulantes.

De acuerdo a los parametros sanguineos evaluados y analisis microscépico, el

tratamiento con suplemento de Lactobaciilus casei y B-glucanos, suministrados por



81

dos semanas, demostré mayor porcentaje de linfocitos, reduccion de NBT,
mantenimiento de monocitos y neutréfilos, junto con una activacién de CMM en el
bazo; por tal razén se escogié para la realizacion de la evaluacion del efecto

protector contra Aeromonas hydrophila que se describe en el tercer y ultimo
capitulo.
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CONCLUSIONES

Las técnicas de extraccion utilizadas de LPS crudo y B-glucanos, demuestran ser
técnicas viables para la obtencién de cantidades necesarias para la incorporacion

en el pienso de peces de cultivo.

La bacteria acido lactica Lactobacillus casei mostrd las caracteristicas adecuadas
de potencial probiético en peces, debido a sus caracteristicas in vitro, como los son
antagonismo ante A. hydrophila, tolerancia a pH gastrointestinal en peces vy

resistencia a elevadas temperaturas (45°C).

El suministro de dietas con mezclas inmunoestimulantes de L. casei, B-glucanos y
LPS, a alevinos de tilapia hibrida, no mostré efectos deletéreos sobre la salud de

los peces, suministrado durante cuatro semanas.

Tilapias hibridas (Oreochromis. spp) alimentadas con suplementos de L. caseiy B-
glucanos, suministrados por dos semanas, muestran una mayor estimulacion del
sistema inmune, a través del incremento en la produccion del anién superoxido e

incremento en linfocitos, asi como una mayor activacion de CMM en el bazo.
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RESUMEN

Las bacterias oportunistas como A. hydrophila se relacionan con brotes de
septicemia hemorragica en tilapias de cultivo en nuestro pais, siendo los agentes
etiologicos de mayor participacion en el diagnostico de enfermedades infecciosas
en cultivos de Oreochromis sp., en el Departamento del Meta. Este capitulo
describe tres experimentos, el primero consiste en el intento de replicaciéon de la
enfermedad por A. hydrophila a través de inmersién en suspension bacteriana, y
posterior confirmacién a través del examen anatomopatologico de estémago e
intestino y sobrevivencia. Adicionalmente, reporta la dosis letal 50 (LDsp) de la cepa
experimental por inyeccion intraperitoneal en alevinos de tilapia hibrida. Finalmente,
establece el grado de proteccién de dietas con suplementos de B-glucanos y
Lactobacillus casei, previamente evaluadas y seleccionadas por su efecto positivos
sobre el sistema inmune, y el mejoramiento de la resistencia ante el desafio

intraperitoneal de A. hydrophila, después de dos semanas de suministro.

Los resultados mostraron que a pesar de la aparicion de signos clinicos posterior al
bafio con A. hydrophila y algunas lesiones microscopicas leves, la técnica de

infeccion no fue suficiente para causar la replicacion de la enfermedad en la primera
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etapa de estudio. Posteriormente se realizd una infeccion mediante inyeccion
intraperitoneal, determinando previamente la dosis letal LDsy. Se establecié que la
LDso para la cepa de Aeromonas hydrophila en alevinos de tilapia hibrida fue de 1,1
x 10 "® UFC por pez en ocho dias, teniendo en cuenta, esta concentracion para la
evaluacion de la proteccion de la dieta inmunoestimulante. Durante la determinacion
del efecto protector, la dieta con B-glucanos y L. casei suministrada durante dos
semanas a alevinos de tilapia hibrida, otorgo un indice relativo de supervivencia del

24%, mayor que los animales control.

Este trabajo complementa los resultados de estudios de evaluaciones tanto in vitro,
como in vivo de la dieta inmunoestimulante de B-glucanos y L. casei realizados en
el estudio anterior, el cual confirman que el incremento de la explosion respiratoria,
el incremento de linfocitos y la activaciéon de centros melanomacréfagos en bazo,
reportados alli, repercute en un aumento a la resistencia a la infeccion por A.

hydrophila.

Palabras clave: DLsg, infeccion experimental, tilapia hibrida, Inmunoestimulante,

probiotico
ABSTRACT

Opportunistic bacteria as A. hydrophila are related to haemorrhagic septicaemia
outbreaks in cultured tilapias in our country, being the aetiological agents of highest
participation on the diagnosis of infection disease in cultures of Oreochromis sp., in
Departamento del Meta. This chapter described three trials, the first one, consist in
the attempt of disease replication of A. hydrophila through dive in bacterial
suspension, through anatomopatological evaluation of stomach and intestine and
survival. Additionally, it is reported the lethal dosis LDsg of experimental strain by
intraperitoneal inyection in fry hybrid tilapia. Finally, it is test the level of protection of
diets with supplies of B-glucanos and Lactobacillus casei, previously evaluated and

selected because its positives effects on immune system, and the improvement of
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resistance of intraperitoneal challenge with A. hydrophila, after two weeks of
feeding. Results showed, that in spite of appearance of clinical sings and slight
microscopical lesions, the technique was not enough to cause the disease
replication for it is use as model to evaluated protection of the immunostimulants diet
tested during the first phase. An infection through intraperitoneal inyection was
made, determinating the lethal dosis 50 LDso. in fry hybrid tilapia, that was reported
as, 1,1 x 10"°UFCper fish in 8 days, taking on count this concentration to asses the
protection of the immunostimulants diet. To finish, the diet with B-glucanos y L. casei
supplied for two weeks to fry hybrid tilapia, gave a suvival relative index of 24%,
higher that control groups.

This work it is a complement, of results aboutin vitro and in vivo test of the
immunostimulant diet with B-glucanos y L. casei made in the previus study; that
confirms that the increase of respiratory burst, the increase in lymphocytes and the
MMC activation, reported there, have repercussions in an increase of A. hydrophila

disease resistance.

Key words: LDsp, experimental infection, bacterial disease, hybrid tilapia, disease

resistance.
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INTRODUCCION

Aeromonas hydrophila, se considera uno de los agentes etiolégicos mas
importantes de enfermedades bacterianas en peces, asociados a altas
mortalidades en los cultivos. Estas bacterias oportunistas hacen parte de la flora
intestinal de peces y otros animales poiquilotermos (Cipriano, 2001) y pueden
causar enfermedad en animales bajo condiciones de estrés. En peces se describen
tres tipos de presentacion clinica: septicémica (aguda), cutanea (crénica) y latente
(Iregui et al., 2004). Algunos estudios han reportado que la bacteria, puede ingresar
al hospedero por una o mas de tres rutas diferentes, piel, branquias y tracto
gastrointestinal (Ringo et al., 2004). Dentro de los principales factores de virulencia
de la bacteria se encuentra algunos productos extracelulares como las
enterotoxinas, hemolisinas y proteasas (Cahill 1990; Zhang et al., 2000). Estos
aunados a componentes bacterianos como el flagelo, pilli, adhesinas, polisacaridos
capsulares y la capa S, que podrian interactuar de manera individual o conjunta
para la adhesion y posterior invasién de la bacteria. Trabajos in vivo en los cudles se
inocularon intraperitonealmente A. hydrophila en Oreochromis sp., y Piaractus
brachypomus, han mostrado generacién de cambios hemodinamicos, sistémicos y

locales asociados también a productos extracelulares (PEC) de la bacteria (Rey et
al., 2009).

Una de las especies de cultivo del Departamento del Meta, mas afectada por
enfermedades infecciosas causadas por Aeromonas hydrophila es la tilapia hibrida,
posicionada como la principal especie de cultivo del pais (FAO, 2006), En este
Departamento, Aeromonas spp., es el principal agente causal de enfermedades
infecciosas en peces con prevalencias del 20% en el diagndstico de infecciones
bacterianas (lregui ef al., 2004).

Por otro lado, como se abordé en el primer y segundo capitulo, los
inmunoestimulantes han despertado gran interés dentro del sector piscicola, para el

control y manejo de las enfermedades de tipo infeccioso. Para establecer que una
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sustancia posee propiedades inmunoestimulantes y propicie el incremento de la
resistencia a patégenos, es necesario establecer el alcance de la investigacion para
la eleccion del inmunoestimulante, obtencion y métodos de aplicacion, lo que se
puede llevar a cabo mediante ensayos in vitro; una vez establecido el potencial de
las sustancias se llevan a cabo las evaluaciones in vivo, que tengan en cuenta las
respuesta celular, humoral o la respuesta sobre la modulacién de la expresién
genica que afecte el sistema inmune inespecifico relacionado con el suministro de
los inmunoestimulantes; temas, abordados en parte, durante la primera etapa de
este trabajo. Por Ultimo, y teniendo en cuenta el contexto de la problematica
sanitaria, es indispensable soportar los estudios anteriores con trabajos
determinantes que evallen el grado de proteccién de las sustancias o bacterias de
interés ante patogenos de importancia, a través de infecciones experimentales,
evaluando la supervivencia de los peces como uno de los argumentos con mayor
validez para poder recomendar el uso de suplementos inmunoestimulantes de Ia

dieta de peces.

Teniendo en cuenta el contexto departamental, el presente trabajo tuvo como
propdsito evaluar el efecto protector de una dieta con suministro de B-glucanos y L.
casel, como potenciales inmunoestimulantes en tilapias hibridas desafiadas con A.
hydrophila; estableciendo previamente las técnicas adecuadas y dosis necesarias

para la replicacion de la enfermedad causada por A. hydrophila.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto protector de la dieta inmunoestimulante de B-glucanos y L. casei

en alevinos de tilapias hibridas (Oreochromis sp) desafiados con A. hydrophila.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar una técnica de infeccién experimental por inmersion con Aeromonas
hydrophila, para involucrar las mucosas como vias de ingreso del patégeno, a

través de la determinacion de lesiones microscopicas en intestino y estémago.

Determinar la dosis letal 50 (LDsp) para desafio intraperitoneal de Aeromonas

hydrophila en alevinos de tilapia hibrida.

Evaluar el porcentaje relativo de supervivencia de alevinos de tilapia alimentados
con una dieta suplementada con B-glucanos y L. casei luego de dos semanas de

alimentacion, desafiados con A. hydrophila.
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MATERIALES Y METODOS

INFECCION EXPERIMENTAL DE Aeromonas hydrophila EN TILAPIA HIBRIDA
POR INMERSION

Animales experimentales

Treinta alevinos de Oreochromis sp., con peso entre 4,7 a 5,2 g provenientes de un
mismo lote y adquiridos de una granja comercial del Departamento del Meta fueron
trasladados al Laboratorio de Bioensayos del Instituto de Acuicultura de los Llanos
(IALL), Universidad de los Llanos. Los alevinos se ubicaron en acuarios de vidrio de
54 L, mantenidos a una densidad no mayor a 1 g/L, con aireacion constante y bajo
condiciones controladas. Los animales se sometieron a un periodo de aclimatacion
minimo de 96 horas, donde se mantuvieron en ayuno previo al periodo

experimental.
Cepas bacterianas

La cepa de A. hydrophila AhTiAi09-44 aislada de tilapias e identificada previamente
mediante pruebas bioquimicas y moleculares, fue donada por el Laboratorio de
Patobiologia Veterinaria de la Universidad Nacional. La bacteria se mantuvo
congelada en viales de caldo BHI (Brain Heart Infusion) con glicerol al 20% a -

20°C, hasta su uso.
Incremento de la virulencia y preparacion de indculos
Se incrementé la virulencia de A. hydrophila, mediante cinco pasajes por tilapia

hibrida a traves de la inoculacién intraperitoneal de 100 ul de una solucion madre

de aproximadamente 10° UFC/ml (escala de Mc Farland), para posterior aislamiento
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de las bacterias a partir de érganos como: higado, rifion y bazo, en agar TSA,

incubando a 28°C por 24 horas (Jiménez et al., 2008).

Una vez obtenida la cepa virulenta, se recolecté la biomasa bacteriana mediante
siembras masivas en agar TSA, y recolectada con solucién salina estéril. La
concentracion se cuantificé a través de diluciones seriadas (1:10) en solucién salina
al 0.85%, siembra en placa por duplicado y posterior incubacién a 28°C por 24
horas para conteo en placa en agar triptona soya (TSA) (Jiménez et al., 2008). Para
disminuir el error del investigador, se aplico la formula de correccién para recuento
en placa, segun APHA (1984):

N=CZ/[(1*ny)+(0,1%*n)]*(d)

Donde N = Namero de colonias por gramos de producto

2 C = Suma de todas las colonias en todas las placas contadas (de 30 a 300 UFC)
n 1+ = Numero de placas en la primera dilucién contados

n 2 = Numero de placas en la segunda dilucién contados

d = Dilucion de la que los primeros recuentos se obtuvieron

La concentracion bacteriana se ajusté para obtener una concentracion final de 5.8 x

10" UFC en dos litros de solucion salina.
Infecciéon experimental por inmersion

Se prepararon 4L de solucion salina a la cual se le incremento la temperatura a
29°C para generar condiciéon de estrés, posteriormente se dividi® en dos
contenedores con 2 | de solucién salina cada uno, en donde a uno se le adiciond
una solucién con concentracién final de 2,3 x 10" UFC de A. hydrophila, el otro
bafio se colocd 9 ml adicionales de solucién salina sin bacteria como control. Los
alevinos se sometieron previamente a un minuto y medio al aire para estresarlos y

predisponerlos a la infeccién, posteriormente se iban colocando uno a uno en los



96

diferentes recipientes, 10 peces en cada recipiente, mantenidos en bafio por una
hora (modificado Wei-Hua y Cheng-Ping, 2008). Posterior al bafio, los peces se
colocaron en acuarios con una temperatura del agua de 26°C (3 grados menor al
bafo, como factor adicional de estrés) para observacion clinica y posterior toma de

muestras de intestino y estémago.

Toma de muestras y analisis microscépico

Posterior al bario, cada 2 horas hasta las 18 horas, dos peces por tratamiento y dos
peces control fueron insensibilizados con hielo y sacrificados mediante seccién de
la medula espinal, dorsal a los opérculos. Después del sacrificio de cada animal, se
realizo6 examen macroscopico y los érganos (intestino y estomago) se fijaron por
inmersion en formalina buferada al 10%. Posteriormente, se procesaron por la

técnica histologica de rutina para H&E para su analisis microscépico.

Animales experimentales

Cuarenta alevinos de Oreochromis sp., con peso entre 4,9 a 5,5 g provenientes de
una granja comercial del Departamento del Meta fueron trasladados al Laboratorio
de Bioensayos del Instituto de Acuicultura de los Llanos (IALL), Universidad de los
Llanos. Los alevinos se ubicaron en acuarios de vidrio de 54 L; mantenidos a una
densidad no mayor a 1 g/L, con aireacion constante y bajo condiciones controladas.
Los animales se sometieron a un periodo de aclimatacion de ocho dias,

alimentados al 1% de la biomasa total.

Se realizo6 un control sanitario, tomando muestras para analisis histopatolégico de
higado, rifion, bazo y cerebro, a diez peces del lote experimental, después de siete

dias del traslado al laboratorio para asegurar el buen estado de salud de los peces.
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Cepas bacterianas virulentas y preparacion de inéculos

Se utilizaron inoculos virulentos de la cepa de A. hydrophila AhTiAI09-44, siguiendo
el protocolo mencionado anteriormente, ajustando la concentracidon mediante el

recuento en placa y corregido segun la APHA (1984)

Dosis letal 50 para Aeromonas hydrophila en tilapia hibrida

Se tomaron 5 concentraciones bacterianas a partir del indculo calculado, segun
ensayos preliminares, que causaran porcentajes mayores y menores al 50% de la
mortalidad del total de la poblacién. De cada uno de los tubos de concentracion
conocida, mediante el previo recuento en placa y correccion del valor de viabilidad
obtenido segun la APHA (1984), se tomd 100 pl para la aplicacién intraperitoneal,
cada concentracion se aplico a un grupo de diez peces, adicionalmente se incluyo
un control negativo inoculando 100 pl de SSFE. Diariamente se registro la

mortalidad durante ocho dias y se calculé la LD 50 segtin Reed and Much (1938).

Efecto protector de la dieta con Lactobacillus casei y B-glucanos suministrado

a tilapias retadas intraperitonealmente con Aeromonas hydrophila.

Para la evaluacion del efecto protector de la dieta con la mezcla de L. casei y B-
glucanos, se tomaron 60 alevinos de tilapia hibrida con peso promedio entre 3,9 y
9,2 g, treinta peces se alimentaron con la dieta inmunoestimulante y treinta con la
dieta control siguiendo el protocolo para la preparacion de las dietas del capitulo 1.
Al cabo de dos semanas de alimentacion cada grupo se dividié en dos subgrupos,
para la realizacion del reto intraperitoneal con la LDsg de A. hydrophila, siguiendo la
metodologia de la LDsg, de la siguiente manera: grupo 1: peces alimentados con la
dieta control e inyectados con SSFE (control negativo dieta control); grupo 2: peces
alimentados con la dieta control e inyectados con la LDsg de A. hydrophila (control
positivo dieta control); grupo 3: peces alimentados con la dieta inmunoestimulante e

inyectados con SSFE, grupo 4 (control negativo dieta experimental): peces
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alimentados con la dieta inmunoestimulante y retados con la LDs, de A. hydrophila
(control positivo dieta experimental). Cada tratamiento consistio en diez peces
divididos en dos acuarios, con dos réplicas cada uno. Diariamente durante ocho

dias se registro la mortalidad y se determin el porcentaje relativo de supervivencia
(PRS).

La viabilidad de la dieta fue determinada mediante la realizacion de diluciones en
base diez y recuento de células viables en placa, como se ha descrito

anteriormente.

Analisis estadistico

Para la evaluacion de la replicacion de la enfermedad se realizé analisis descrptivo

de la lesién, como leve, moderada o severa.

La determinacion de la dosis letal para inyeccion intraperitoneal se calculé a partir
del método de Reed and Muench (1938), en donde:

indice= % Acumulado de Muertos en la dilucion inmediatamente sobre 50% - 50%

% Acumulado muertos en la dilucién sobre el 50%-% Acumulado muertos en la dilucion por debajo del
50%

indice: Dilucién con suspension bacteriana que contiene LDsp

indice se adiciona a la potencia de la dilucién bacteriana que posee unalDsp.

El efecto protector ante la bacteria de la mezcla inmunuestimulante suminitrada se

calculé como porcentaje relativo de supervivencia (Ellis 1988), en donde:

% Mortalidad grupo dieta inmunoestimulante retado con A. hydrophila
RPS = 1- x 100
% Mortalidad grupo dieta control retado con A. hydrophila
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RESULTADOS

Los peces expuestos por inmersion a la bacteria patogena, evidenciaron boqueo y
aumento de frecuencia opercular en mayor medida que animales no expuestos.
Adicionalmente el grupo expuesto mostré letargia durante las 18 horas post-

exposicion y se les observé perdida de moco y algunas escamas.

Las lesiones microscopicas observadas en estémago e intestino, se describen en la
tabla 1.

Tabla 1. Resumen de los hallazgos microscépicos encontrados en intestino y estémago de animales
expuestos, segun su aparicion por horas después del bafio conA. hydrophila y control. Se describe la
lesion como leve +, moderada ++ 0 severa +++.

TIEMPO POST- LESIONES MICROSCOPICAS LESIONES MICROSCOPICAS EN
EXPOSICION EN INTESTINO ESTOMAGO
(HORAS)
0 - Edemas mucosa +
0 Edema)lémina propia +
0 ' Incremento secrecion moco Incremento secrecién moco en
. Jumen +++ . ” lumen +++
2 Cambios micru.ocirculator'ios + Ed.ema mucosa +
4 Infiltracién de CGE ++
4 Cambios .rﬁicrocirculatorios ++ Cambios microcirculatorios +
-4 ~ Infiltracién l&mina propia + Infiltracion lamina propia +
6 Edema'de lamina propi'a ++ '
8

Vacuolizacién +
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Figura 1. Intestino de
animales control, posterior al
bafio. 100x

Figura 2. Estdmago control
post-bario 8 horas A
hydrophila 400x
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Figura 7. intestino peces 8 horas
post-bano con A. hydrophila

400x.
irnitra 2 FEctamann ran lava
—igura <. —sigmage con igve
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LDso de Aeromonas hydrophila

Preparacion inéculo bacteriano
De acuerdo al conteo en placa, se obtuvo que 300 mg del peso humedo de la

bacteria diluido en 1200 ul de solucion (solucion madre), contenia los valores en

UFC/placa registrados en la tabla 2:
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Tabla 2. Valores de UFC/placa de los recuentos de viables realizados en las diferentes diluciones de
la solucion madre

Recuento Log 10 dilucién
-9 -8 -7
91 15 1
UFC/placa 123 25 2

Aplicando la correccidon segin APHA (1984):
N=CZ/[(1*nq)+(0,1*n)]*(d)

Donde N = Numero de colonias por mililitro de solucién

2 C = Suma de todas las colonias en todas las placas contadas (de 30 a 300 UFC)
n 1 = Numero de placas en la primera dilucién contados

n > = Numero de placas en la segunda dilucién contados

d = dilucion de la que los primeros recuentos se obtuvieron

N = 91 +123 214

= = 107 x10°= 1,1 x 10" UFC/mI
(1°2)+ (0,1*0) * 10°® 2,

1,1 x 10" UFC/mI posee la solucién madre.
Dosis letal 50 intraperitoneal para Aeromonas hydrophila en tilapia hibrida

De la solucion madre, se tomo el quinto, sexto, séptimo y octavo tubo de las
diluciones seriadas en base 10, correspondiente a la dilucion 10, 107, 10 y 10°
(de acuerdo al recuento en placa). Se tomd 100 pl de cada uno de los tubos para la
aplicacion intraperitoneal a los peces de cada grupo, después de ocho dias se

obtuvieron los valores reportados en la tabla 2.
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Tabla 3. Valores del promedio de nimero de peces muertos, vivos, porcentajes y valores
acumulados de peces inyectados con diferentes concentraciones de A. hydrophila.

Valores Acumulados SUMA % Mortalidad

log10  N°  N°vivos Muertos  Vivos A+B A/(A+B)*100
dilucion  muertos o wne B |

-9 10 o 21 0 21 100

saE ey - o 7 iy BiiiEaeag

7 2 g 2 9 11 18

6 Loan0n e a0 49 19 0

1 Indica el sentido de adicién para el valor acumulado

* Indica la dilucion que contiene porcentaje sobre el 50% de mortalidad

Normalmente el 50% del efecto buscado no corresponde exactamente a una de las
diluciones de trabajo, se hizonecesario hacer una interpolacion matematica para
definirla. EI método méas empleado para este fin es el de Reed y Muench (1938),
este método que se basa en la suposicion de que el nimero de unidades de prueba
afectadas varia proporcionalmente al logyo de la dilucion, es decir que a diluciones
menores (mayor concentracion bacteriana) el porcentaje de efecto sera mayor que
a diluciones mayores (menor concentracion bacteriana). Ademas, se supone que en
la zona cercana al 50% de efecto, éste varia linealmente con la dosis. Para esto se

calculo:

LD 50= (% Acumulado de Muertos en la dilucién inmediatamente sobre 50% - 50%)
! (% Acumulado muertos en la dilucion sobre el 50% - % Acumulado muertos en la

dilucion por debajo del 50%)
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LD 50 = 92-50

92- 18

Se aplicd el indice calculado adicionandolo a la potencia de la dilucion que produce

mortalidad sobre el 50%, entonces = 108*%6= 1088

Como se aplicd 100 pl por pez de la dilucién, la mortalidad corresponde a un
volumen 10 veces menor que el volumen calculado, finalmente se obtiene: 10”°
UFC/pez.

Entonces, segun el recuento final de placa se obtiene una LDsy para la cepa
experimental de Aeromonas hydrophila en tilapia hibrida de 1,1 x 10"°UFC por pez

en ocho dias..

Los peces inoculados con solucién salina estéril utilizados como control no

presentaron mortalidad.

Efecto protector de la dieta con Lactobacillus caseiy B-glucanos suministrado

a tilapias retadas con Aeromonas hydrophila.

A la segunda semana, después de la alimentacion con las dietas experimentales, se
inyectaron los peces desafiados con A hydrophila en concentraciones de 9,1 x
10%/pez (corregido por método APHA, 1984).
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Tabla 4. Promedio del porcentaje de mortalidad de los grupos de control negativo (inyectados con
SSFE) y control positivo (inyectadas con LD50 de A. hydrophila) de dietas control y dieta
inmunoestimulante.

Dieta control Dieta Experimental

Control Desafio Control  Desafio
1% 92% 1% 70%

Los controles negativos correspondientes a la inoculacion con solucién salina
estéril, mostraron para ambas dietas (dieta control y dieta tratamiento) el 1% de
mortalidad. Para el caso de los controles positivos, es decir los inoculados con una
LD 50 de A. hydrophila, se observé una mortalidad del 92% para la dieta control y
70% para la dieta tratamiento. Asi aplicando el porcentaje relativo de supervivencia
(Ellis, 1988):

PRS = 1- (70%/92%) * 100
PRS = 24%

Se obtiene un porcentaje relativo de proteccion del 24% conferido por la dieta

experimental suplementada con la mezcla de Lactobacillus sp y B-glucanos.
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DISCUSION

Infeccion experimental de Aeromonas hydrophila en tilapia hibrida por

inmersion

La defensa mas efectiva de un organismo involucra la proteccion contra el ingreso
de microorganismos a través de las mucosas, sin las barreras fisicas una defensa
exitosa no seria posible. Ademas de las barreras fisicas superficiales existen
algunos factores inmunes innatos que hacen parte de tal proteccion y juegan un
papel importante en el sistema de defensa de los peces (lectinas y otras proteinas
de adhesion a carbohidratos en el moco, imunoglobulinas, marcadores de células T,
citoquinas y factores de complemento) (Rombout et al, 2010; Tizard 2009). Para
poder producir enfermedad las bacterias patégenas deben enfrentarse y sobrevivir
a estas primeras barreras de defensa. Para el entendimiento de esta relacién se
hace necesario estudiar modelos de invasion y patogénesis que involucren las
barreras fisicas como piel o intestino, los cuales son las principales rutas de ingreso

de muchos patdgenos en peces.

Los resultados mostraron que a partir de las primeras hora post-inmersion con A.
hydrophila, los animales presentaron incremento en la produccion de moco en el
intestino y estdmago. En los trabajos de Schroers et al. (2009), luego de la
aplicacion oral de diferentes cepas A. hydrophila a la carpa comun (Cyprinus carpio)
encontraron que la cepa de menor virulencia incrementd la cantidad total de
glicoproteinas del moco, al contrario que cepas mas virulentas que son capaces de
degradar las glicoproteinas del moco y por tanto dafar la capa de moco,
desestabilizando la barrera intestinal. Un incremento en la secrecion del moco se
considera que permite la eliminacion de bacterias invasoras junto con el moco hacia
el lumen intestinal (Schroers et al., 2009). Reaccién que se observdé en mayor

medida durante las primeras horas post-infeccion.
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A partir de la segunda y cuarta hora post-exposicién en intestino y estémago se
empezaron a evidenciar cambios leves microcirculatorios en mucosas y lamina
propia principalmente, cambios como: edema en lamina propia y edema
intraepitelial, cambios microcirculatorios moderados (a partir de la cuarta hora),
como: edematizacion leve; cambios que también se reportan durante las primeras
horas en infecciones con A. hydrophila administrada intraperitonealmente (Rey,
2002). A partir de las 10 horas esta autora reporta focos severos de hemorragias en
mucosa, serosa y muscular y presencia de bacterias, que no se apreciaron en el
presente estudio, puede ser debido a la via de administracién, en donde los
mecanismos de defensa en el intestino pudieron evadir la colonizacion y
establecimiento de la bacteria y por tanto las lesiones tipicas generadas por este

patégeno.

A pesar que reportes previos de Wei-Hua y Cheng-Ping (2008), durante la
administracion A. hydrophila marcada con proteina verde fluorescente, en bafio a
carpas (Carassius auratus gibelio) sin y con injurias en piel y con remocion de
moco, los autores reportaron que el mayor nimero de bacterias se encontré en
tejidos hacia las dos horas post-exposicion, adicionalmente los resultados indicaron
que en peces intactos, la piel no es la principal ruta de entrada de la bacteria y los
principales organos afectados branquia e intestino. Sin embargo en el presente
estudio no fue posible la deteccién de la bacteria en las superficies epiteliales de las

mucosas con la técnica utilizada (H&E).

No se tienen reportes de lesiones microscopicas causadas por exposicidn por
inmersion de Aeromonas hydrophila en peces, por lo que el actual reporte presenta
un primer avance en este tipo de estudio, resulta importante darle continuidad
utilizando tecnicas de inmunohistoquimica u otro tipo de marcacion para seguir de

manera detallada la interaccién de la bacteria con las mucosas del hospedero.

A pesar de que se evidenciaron algunas lesiones microscépicas leves, durante la

infeccion por inmersion, esta técnica no fue suficiente para causar mortalidades o
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para evidenciar lesiones moderadas o severas compatibles con septicemias o
presentaciones dérmicas generadas por Aeromonas hydrophila y por tanto no fue
posible en el presente experimento usar la técnica para evaluar proteccion de la
dieta inmunoestimulante. Por tal razén se procedid a utilizar una infeccion
experimental mediante inyeccion intraperitoneal, determinando previamente la dosis

infectiva LDsy.
Dosis letal 50 para Aeromonas hydrophila en tilapia hibrida

La LDsg de A. hydrophila, en peces obtenida en el presente trabajo, con valor de 1,1
x 10%8 fue mayor a lo reportado para otras especies foraneas, como lo descrito por
Jun et al., (2010) en el pez koreano Misguinus anguillicaudatus con LDso de 6 x10’
UFC/pez; Pachanawan et al., (2008) con 3,44 x 10° UFC/ml en tilapia nilotica
(Oreochromis niloticus); 2,3 x 10° en 30 dias en goldfish (Carassius auratus)
(Harikrishnan et al., 2010), esta dosis presenta menores valores que lo reportado
para especies de aguas calidas tropicales como la Matrinxa (Brycon amazonicus),
con una LDs de 6,66 x 10"'cel/ml (Oliviera et al., 2011).

Efecto protector de la dieta con Lactobacillus casei y B-glucanos suministrado

a tilapias posteriormente retadas con Aeromonas hydrophila.

Los inmunoestimulantes son sustancias que potencian el sistema inmunitario y por
tanto aumentan la resistencia frente a enfermedades infecciosas, por aumentar en
rapidez y prolongar la actividad de la respuesta inmunitaria inespecifica, los
estudios planteados para su identificacion in vitro no son suficientes, pues dan poca
informacién del efecto inmunoestimulante en el organismo completo. Evaluaciones
in vivo se hacen necesarias para revelar tal efecto sobre los mecanismos de
defensa inespecificos, a través de la evaluacion de la respuesta tanto humoral
como celular, sin embargo estos procesos poseen una complejidad y variabilidad

biolégica, en donde no todas las veces se obtienen resultados consistentes
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(Rodriguez et al.,, 2009; Raa, 2000), por eso una de las herramientas mas
confiablemente utilizada es el uso de infecciones experimentales con patogenos de

interés.

Durante el presente estudio se evalu6 el efecto de la dieta con mezcla de L. caseiy
B-glucano, a través de la infeccion experimental con A. hydrophila. Dada su
importancia en el ambito regional, A. hydrophila se encuentra entre los agentes
causales mas importantes de enfermedades infecciosas en Colombia junto con
otras bacterias como, Streptococcus agalactiae y Edwardsiella tarda 'y
Flavobacterium columnaris para peces de aguas calidas (Iregui et al., 2004: Rey
2002). Por esta razén es importante determinar ademas de los estudios de
patogénesis de esta bacteria, herramientas alternativas al uso de farmacos para el

control de esta enfermedad.

Las bacterias del género Aeromonas son bacterias esencialmente ubicuas, se
puede aislar en casi cualquier ambiente donde existen poblaciones bacterianas,
nichos como: ambientes acuaticos, peces, alimentos, aves, invertebrados e insectos
(Janda y Abbott, 2010). Aeromonas hydrophila se caracteriza por ser un patégeno
oportunista, habitante normal de la flora acuatica y tracto gastrointestinal de
animales acuaticos y terrestres (Cipriano, 2001), adicionalmente se ha encontrado
que puede afectar diferentes especies de peces, anfibios, humanos y otros
mamiferos (Cirpiano, 2001; Janda y Abott, 2010). En peces se describen tres tipos
de presentacion clinica: septicémica (aguda), cutanea (cronica) y latente (Iregui et
al., 2004). Debido a la importancia y el impacto sobre la industria piscicola, la
bacteria ha sido ampliamente utilizada en estudios de patogénesis (Rey et al.,
2009), resistencia a antibidticos (Jun et al, 2010) y diversos tratamientos para
aumentar la resistencia de los peces a la bacteria (Pachanawan et al,2008;
Harikrishnan et al., 2010; Rodriguez et al., 2009; El-Boshy ef al.,, 2010; Kumari y
Sahoo, 2006), entre otros.
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El efecto de sustancias inmunoestimulantes, entre los cuales se encuentran
tambien los probiéticos, han sido evaluadas con anterioridad para determinar el
incremento en la resistencia de enfermedades de tipo infeccioso. Para el caso de B-
glucanos de Saccharomyces cerevisiae y Lactobacillius sp, principalmente se ha
evaluado su efecto mediante el suministro individual de cada una de estas

sustancias.

Estudios sobre el suministro de B-glucanos, han demostrado que la mortalidad
debida a la infeccion por Aeromonas hydrophila, se reducia mediante la inyeccion a
diferentes concentraciones de B-glucanos (0,5; 2 y 5 mg/ml) provenientes de
Saccharomyces cerevisiae durante el segundo, cuarto y sexto dias previo al desafio
(Rodriguez et al, 2009). El-Boshy et al, (2010), reportaron que durante el
suministro de raciones suplementadas con Sacharomyces cerevisiae, B-glucanos y
laminaria en la tilapia nilética (Oreocrhomis niloticus) inmunosuprimidos con
mercurio, el suministro de B-glucanos mejor6 de manera importante la resistencia
ante la infeccion bacteriana Aeromonas hydrophila. Choudhuryet al., (2005)
reportaron que la incorporacion del 0.4% de acido ribonucleico de levadura en la
dieta de juveniles de Labeo rohita, mejord también la resistencia a A. hydrophila.
Oftros trabajos también han reportado que esta sustancia es capaz de mejorar la
resistencia contra A. hydrophila en el catfish africano (Clarias batrachus) (Kumari y
Sahoo, 2006) y la carpa comun, suministrado solo o en mezclas con LPS (Cyprinus

carpio) (Selvaraj et al., 2005; Selvaraja et al, 2006).

Entre los mecanismos de accién de los B-glucanos, se ha estudiado que son
capaces de unirse a moléculas receptoras en la superficie de los fagocitos (Engstad
y Robertsen, 1994). Una vez la sustancia es reconocida, las células empiezan a
volverse mas activas en el proceso de endocitosis y destruccion de la bacteria, asi
como en la secrecion de citoquinas, como moléculas de sefalizacién que permiten
ampliar la respuesta inmune. Dentro de los receptores capaces de reconocer los B-
glucanos se encuentran los receptores de dectina 1 que actdan en conjunto con el

TLR 2, permiten la secrecion de IL-12 y IFN; también el reconocimiento puede estar
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dado por la interaccion de los receptores TLR2 y TLR 4, que permite la sefializacion
via MyD88, lo que desencadena una inmunidad mediada por células (Células Th,
CD 4+, células Th1), activacion de macréfagos y activacion de células NK (Dalmo y
Begwald, 2008), razon por la cual los B-glucanos también se utilizan ampliamente
como adyuvantes, durante la administracion de vacunas (Whittington, et al., 2005;
Rodriguez et al., 2009).

Muchos trabajos se han enfocado en evaluaciones in vivo suministrando diferentes
cepas del genero Lacfobacillus en la dieta para protecciéon contra patégenos. En
trabajos de Ali et al, (2010) se demostrd que alevinos de tilapia nilética
(Oreochromis niloticus) suplementados en la dieta con Lactobacillus and Bacillus
sp., tuvieron unarespuesta inmune mayor y una mayor resistencia a la infeccién
experimentalcon Aeromonas hydrophila comparados con el grupo control. Truchas
(Oncorhynchus mykiss) con suplemento de L. rhamnosus, incrementd la resistencia
a Aeromonas salmonicida (Nikoskelain et al., 2003); el suministro de L. rhamnosus
a tilapias nildticas (Oreochromis niloticus), mejoré la sobrevivencia ante el desafio
con Edwardsiella tarda (Nopadon et al., 2006),el suministro de L. acidophillus a
tilapias nildticas incrementé la resistencia a Aeromonas hydrophila y Streptococcus
iniae (Aly et al., 2008), Balcazar et al., (2006), mostraron que este mismo lactobacilo
confirid mayor actividad fagocitica a Oncorhynchus mykiss ante Aeromonas
salmonicida y Salinas et al., (2008), demostré la resistencia de Oreochromis

niloticus a A. salmonicida, a través del consumo de L. delbrueckii subsp lactis.

A pesar de los numerosos estudios acerca de los efectos de proteccion de
probioticos contra patégenos, aun no se ha dilucidado completamente su
mecanismo de accion, sin embargo, se han sugerido como probables: antagonismo
(Verchuere et al., 2000); competencia con patégenos por sitios de adhesion o por
receptores (Balcazar et al., 2006; Kekkoken, 2008; Verchuere et al, 2000),
produccion de compuestos inhibitorios, competencia por energia disponible

(Verchuere et al., 2000, Nguyen et al., 2008); y estimulacion de la respuesta inmune
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celular y humoral (Balcazar et al., 2006, Nguyen et al., 2008, Irianto y Austin, 2002;
Kekkoken, 2008).

Para el caso de L. casei, se determiné que durante la administracién de la bacteria
en la dieta, el contenido de proteina del moco se increment6 en comparacién con el
grupo control (Hernandez et al., 2010). El contenido de proteina en el moco es un
indicador de la cantidad de moco secretado y el incremento en esta indica la
posibilidad de una mejor respuesta de defensa (Gémez y Balcazar, 2008;
Hernandezet al, 2010). Por tanto el trabajo indicdé que la inclusion de L. casei.,
contribuyé a reforzar la primera linea de defensa, en P. gracilis (Hernandez et al.,
2010). Las propiedades de L. casei, como probiotico fueron demostradas por sus
caracteristicas in vifro, como se mencioné en el primer capitulo; produccion de
sustancias inhibitorias contra patégenos: Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Clostridium perfingens (Verdenelli et al., 2008), Salmonella typhimurium, Bacillus
cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Shigella dysenteriae (Mishra y
Prasad 2005); y como se reportd en el anterior capitulo de este estudio antagoniza
también la bacteria patdgena de estudio Aeromonas hydrophila. L. Casei
adicionalmente posee la capacidad de sobrevivir el transito gastrointestinal y
colonizar el intestino (Crittenden et al., 2002; Verdenelli et al., 2008); tolerar
caracteristicas del ambiente intestinal como bajos pH y sales biliaresy presenta
Optimas caracteristicas de adhesion a enterocitos (Verdenelli et al., 2008; Mishra y
Prasad, 2005).
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CONCLUSIONES

La técnica de infeccion experimental con Aeromonas hydrophila por inmersiéon con
una concentracion 2,3x10"" UFC en dos litros de SSFE, y previa induccion de
hipoxia y variacion de temperatura como factores de estrés, no fue apropiada como
técnica de replicacion de la enfermedad producida por la bacteria, debido a que no

induce lesiones importantes atribuibles al patégeno.

La dosis letal 50 (LDso), intraperitoneal de la cepa Aeromonas hydrophila AhTiAiI09-
44, en tilapia hibrida es de 1,1 x 10"°UFC por pez, en ocho dias.

El presente estudio reporta que alevinos de tilapia hibrida (Oreochromis sp),
alimentados con una dieta suplementada con B-glucanos y L. casei durante dos
semanas de suministro, presentan un porcentaje relativo de supervivencia del 24%,
superior a peces alimentados sin la mezcla, ante el desafio experimental con

Aeromonas hydrophila.
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CONCLUSION GENERAL

La inclusién de diferentes mezclas potencialmente inmunoestimulantes, que
incluyen B-glucanos, LPS y la bacteria probiética L. casei en la dieta de alevinos de
tilapias hibridas (Oreochromis. spp), mostré6 que solo la dieta de B-glucanos
mezclado con L. casei, proporciona una adecuada estimulacion del sistema inmune
innato, a través del incremento en la produccién del anion superdxido, incremento
en linfocitos y activacion de CMM en el bazo, durante la segunda semana de
suministro. Adicionalmente los alevinos de tilapia alimentados con esta dieta
inmunoestimulante, mostraron un incremento en la sobrevivencia ante el desafio

intraperitoneal con el patégeno oportunista Aeromonas hydrophila.
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