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RESUMEN

Las enfermedades constituyen un factor limitante en el desarrollo de la produccion, es por
eso que se buscan herramientas de control para el tratamiento de patologias infecciosas. La
rutina para el manejo de los microorganismos patdogenos ha implicado el suministro de
antibidticos, sin embargo, por su uso indiscriminado se han presentado inconvenientes
como la presencia de resistencia bacteriana. En la busqueda de alternativas para el control
y prevencion de enfermedades se destaca el uso de probidticos, que actGan mediante
mecanismos de exclusion competitiva de bacterias patdogenas e incremento de la respuesta

inmune en el hospedero.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar mezclas de cepas probiodticas observando
colonizacién, supervivencia, incremento de peso, inhibicion de bacterias patdgenas,
inmunoestimulacion y respuesta a la presencia del Virus de la Mancha Blanca (WSV) en
camarones juveniles Litopenaeus vannamei. Se evaluaron la interaccion de cuatro cepas
(Vibrio P62, Vibrio P63, Vibrio alginolyticus y Bacillus P64) in vitro para obtener mezclas
que presenten proporciones similares. Las mezclas escogidas fueron sometidas a una
prueba de inhibicion in vitro con vibrios patégenos (Vibrio harveyi E22, V. vulnificus S2 y
V. parahaemolyticus PA2) para demostar su efecto antagonico. Las mezclas P63-Ili, P62-

P64 y P62-P63-1li presentaron porcentajes de inhibicion mayores al 50 %.



Las mezclas seleccionadas fueron sometidas a evaluaciones in vivo en los animales con un
peso promedio de 1.38+0.1g a una concentracion de 3.6x10" UFC/ml de las mezclas
probioticas por gramo de alimento durante 45 dias, logrando incrementar el peso de los
animales y porcentajes superiores al 70% de colonizacion en los tratamientos. El andlisis
histologico, desplies de los bioensayos de colonizacion, demuestran la inocuidad de las

mezclas P62-P63-11i y P63-Ili.

Al final del bioensayo los animales fueron sometidos a una prueba de desafio, logrando
inhibir el crecimiento de Vibrio harveyi. Se observo un 23%, 32% y 48%, de ingreso de la

cepa patdgena en los tratamientos P62-P64, P62-P63-1li y P63-1li respectivamente.

El efecto inmunoestimulante, fue evaluado in vivo mediante pruebas inmunitarias en los
animales mantenidos con las mezclas probidticas. El numero total de hemocitos no se vio
incrementado por la exposicion de bacterias durante 45 dias, la mezcla P63-1li presento
menor actividad fenoloxidasa y la actividad antibacteriana aument6 por la presencia de

mezclas probidticas en los tratamientos.

En los tratamientos con mezclas probidticas se reportaron diferencias significativas
(p<0.05) con respecto al control en la supervivencia de los animales, cuando fueron
sometidos a una prueba de desafio con el Virus de la Mancha Blanca (WSV), en cuatro dias

de infeccion.



L INTRODUCCION

La produccion acuicola a nivel mundial enfrenta problemas relacionados con el
desequilibrio ambiental y enfermedades infecciosas como producto de su desarrollo. De
acuerdo con Peeters y Rodriguez (1999), estos inconvenientes estdn estrechamente

relacionados con las practicas de manejo en los ciclos de produccion.

Hasta hace unos afios, la rutina de manejo de las poblaciones bacterianas, era el uso de
antibidticos y quimioterapeuticos, esto ha conducido a que actualmente se presenten
dificultades derivadas de su utilizacion, tales como resistencia bacteriana y acumulacion de
residuos que afectan la exportacion. Asi, se emprendio la busqueda de nuevas herramientas
para el control de las enfermedades, surgiendo como una alternativa el uso de probidticos.
La utilizacion de bacterias probidticas, bajo el principio de exclusién competitiva de
patogenos, incremento de la nutricidn y estimulacion de la respuesta inmune, constituye en

una herramienta viable para incrementar la produccion.

El habitat microbiano estd sometido a constantes alteraciones, que permiten cambios en la
composicion estructural y funcional de las comunidades microbianas y es improbable que
una séla cepa empleada como probidtico pueda mantenerse predominando la poblacion en
los continuos cambios. Sin embargo, la probabilidad para que un probidtico pueda
dominar, es mayor, cuando varias cepas bacterianas son administradas en el sistema de

cultivo (Verschuere et al., 2000).

Considerando el criterio del uso de mezclas de cepas probidticas, el presente estudio tuvo el
objetivo de evaluarlas en camarones juveniles Litopenaeus vannamei con el propésito de

obtener una alternativa para la prevencion y tratamiento de enfermedades bacterianas.
Los objetivos planteados para la realizacion de la presente investigacion fueron:

* Estudiar las caracteristicas enzimaticas de las cepas probidticas in vitro.



* Evaluar in vitro la interacciéon de mezclas de cepas probidticas.

e Evaluar in vitro el efecto inhibidor de las mezclas probidticas sobre el crecimiento
de vibrios patdgenos.

* Evaluar in vivo las mezclas probidticas en juveniles L. vannamei.

e Evaluar in vivo las mezclas probidticas en juveniles L. vannamei desfiados con
vibrios patégenos.

e Evaluar in vivo las mezclas probidticas en juveniles L. vannamei desfiados con el

Virus de la Mancha Blanca (WSV).
II. REVISION DE LITERATURA

2.1. ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR BACTERIAS EN EL
CULTIVO DE CAMARON

2.1.1 GENERALIDADES

La producciéon de camarén a nivel mundial presenta progresos tecnoldgicos en su
desarrollo. Sin embargo, durante este proceso no han existido iguales avances en el
diagnostico y prevencion de patologias, situaciones, que han desencadenado grandes

pérdidas econdémicas debido a la presencia de enfermedades.

Las patologias de origen infeccioso en el cultivo de peneidos son ocasionados por
microorganismos clasificados como patégenos oportunistas. Normalmente estos
microorganismos se encuentran en el agua, sedimento y formando parte de la microflora
intestinal de muchas especies acuaticas (Moriarty, 1999). Es importante senalar que los
patdégenos oportunistas asumen su perfil patolégico en determinadas condiciones

ambientales o fisiologicas en que el hospedero se encuentra.



El establecimiento de patologias infecciosas y no infecciosas pueden ser de orden fisico,
quimico o biologico y el contacto con estos agentes invariablemente resultard en una
reduccion de la capacidad inmunitaria de los animales provocando asi la incidencia de una

variedad de enfermedades (Johnson, 1989).

Las enfermedades que afectan los cultivos de camardn son atribuidas a una variedad de
agentes bioldgicos y no biologicos tales como bacterias, hongos, protozoarios, virus,
factores nutricionales y ambientales (Lightner, 1992). Siendo las bacterias del género
Vibrio sp., causantes de la mayoria de patologias en L. vannamei (Brown, 1989), P.
monodon (Moriarty, 1998) y P. chinensis (Vandenberghe et al., 1998), especies de

importancia comercial.

Entre las especies de vibrios, reportados como patogenos en el cultivo de camardn se
menciona al Vibrio alginolyticus (Lightner, 1992), Vibrio parahaemolyticus (Mohney et
al., 1994), Vibrio splendidus (Baticados et al., 1990), Vibrio harveyi (Morales, 1992),
Vibrio damsela (Song et al., 1993) y Vibrio campbellii (Hammed, 1995). Estos agentes
patdégenos han sido responsables de grandes pérdidas econdémicas en la produccion de

camaron.

2.1.2. ENFERMEDADES EN EL ECUADOR

En la actualidad, la industria acuicola ecuatoriana presenta su mayor depresion como
consecuencia del virus de la mancha blanca (WSV) (Intriago, 2001). Al igual que otros
paises productores, Ecuador, ha reducido sus volimenes exportables a causa de diversos
fendémenos patoldgicos. En el afio 2000, se presentd una disminucion del 60% en volumen
de exportacion y 52% en doélares con respecto a la produccion del afio 1999 (CNA, 2001),

generando un impacto econémico y social.



Al igual que el virus de la mancha blanca, agentes patdgenos de origen bacteriano han
estado implicados en la desestabilizacion del sector acuicola en el pais. Entre las
enfermedades bacterianas, que han afectado al sector camaronero en el Ecuador podemos

mencionar;

El Sindrome de la Gaviota, apareci6 a finales de 1989 en camaroneras aledafias
al Estero Salado, se lo denomind asi por la observacion de bandadas de aves marinas que se
alimentaban de animales muertos y moribundos de los estanques afectados. Perdiéndose el
total de las poblaciones por causa de este sindrome (Mohney et al., 1994). Por estudios
realizados, se establecid que las mortalidades se debian a bacterias, principalmente del
género Vibrio sp.  Anderson et al. (1988), en muestras de hemolinfa de los camarones

afectados, lograron aislar especies de vibrios como V. alginolyticus y V. parahaemolyticus.

Hepatopancreatitis necrotizante (NHP); asociada a bacterias intracelulares, en
cultivos de Litopenaeus vannamei en el pais, ocasiond grandes mortalidades en piscinas
de cultivo durante los primeros meses de 1995 en todo el Golfo de Guayaquil (Jiménez et

al., 1996).

Sindrome de Bolitas; las primeras mortalidades atribuidas a esta enfermedad
fueron observadas a finales del afio 1987, causando pérdidas en los laboratorios. Morales
(1992) aisl6 una cepa de V. harveyi E22 de larvas enfermas, cepa que demostrd ser causante

de esta patologia (San Miguel, 1996).

Sindrome de Zoea; ha afectado en los ultimos afos a los laboratorios de larvas,
provocando altas mortalidades, principalmente en los estadios de Zoea II (Intriago, 1999).
El agente causal de este sindrome se le atribuy6 a V. harveyi mediante pruebas de ADN

(Vandenberghe et al., 1999).



2.2. TECNICAS DE PREVENCION Y CONTROL DE
ENFERMEDADES

En los ultimos afios, muchas investigaciones se han encaminado al desarrollo de técnicas
preventivas y terapetticas, para reducir o impedir la incidencia de enfermedades en los
cultivos. Peeters y Rodriguez (1999) senalan que los problemas de enfermedades muchas
veces son ocasionados por el manejo inadecuado de los antibidticos en el tratamiento de

ataques bacterianos.

La tendencia actual es de restringir y/o reducir el uso de antibioticos debido a la aparicion
de resistencia bacteriana, problemas ecoldgicos, restriccion de las exportaciones por

presencia de residuos en los tejidos de camarones y su incidencia en la salud humana.

Las estrategias de control han sido encaminadas hacia el uso de técnicas mejoradas en
larvicultura (Alday, 1999), programas de seleccion genética (Pérez y Gomez, 2001),
vacunas a partir del uso de virus inactivo (Melena, 2000) y aplicacion de B-glucanos (Otero
et al., 2000; Newman, 2000) para incrementar el rendimiento y resistencia a enfermedades

de origen viral o bacteriano.

Una estrategia de control bacteriologico muy interesante y con resultados prometedores, se
enfoca al empleo de probidticos, como alternativa al uso de antibidticos vy
quimioterapeuticos, bajo el principio de exclusion competitiva. Es una herramienta viable,
ya que las bacterias probiodticas ocupan espacios y demandan nutrientes del agua y del
fondo del estanque, asi como directamente del tracto digestivo de los camarones,
reduciendo las posibilidades de colonizacién y desarrollo de otros microorganismos que
sean patdgenos 0 puedan convertirse en nocivos (Berger, 2000; Newman, 2000 ; Moriarty,

2001; Benetti, 2001; Chamberlain, 2001).



Varios estudios han demostrado que el uso de mezclas probidticas son mas efectivas que
las cepas independientes en el control de patégenos, ya que la posibilidad de establecer
poblaciones probidticas a pesar de las variaciones medio ambientales es mayor. Ademas,
se han observado procesos sinergisticos entre cepas, que han incrementado los resultados

deseados (Douillet, 2000).

2.3. PROBIOTICOS

El concepto de Probiotico nace a principios del siglo pasado con los trabajos de
Metchnikoff en humanos, quien sostenia que la ingestion de microorganismos benéficos
hacia posible controlar los microorganismos patdogenos (Aguirre, 1993).  Fuller (1989)
modifica la definicion, sefialando que los probidticos son un suplemento alimenticio
microbiano vivo que beneficia al huésped animal con una mejoria del balance microbiano
intestinal. Posteriormente, se ha relacionado el término probidtico respecto al hospedero y
al habitat de la microflora, menciondndolo como un cultivo simple o mixto viable de
microorganismos, los cuales aplicados a un animal o al hombre lo afectan
beneficiosamente, mejorando las propiedades de su microflora endégena (Havenaar y Huis
in't Veld , 1992 fide Mulder et al., 1997).

Desde entonces, la utilizacion de bacterias benéficas como herramienta de control bioldgico
se ha aplicado en la alimentacién, salud humana (Gibson et al., 1997) y en la industria
ganadera (Mulder et al., 1997), con excelentes resultados. Asi, mediante estas
experiencias, en la Ultima década varios paises involucrados en la industria acuicola estan

utilizando probidticos dentro de sus protocolos de cultivo.

En acuicultura, se define al término probidtico como suplemento microbiano que
permanece vivo dentro del hospedero con el préposito de mejorar la salud (Gatesoupe,
1999) tener la capacidad de mejorar la calidad del agua y sedimento (Douillet, 1998;
Gomez, 1998).



Sin embargo, al mencionar el uso de microorganismos con potencial para mejorar la
descomposicion de la materia organica y controlar los niveles de amonio y nitrito, se ha
creado una confusion con la definicion original que engloba la colonizacion en el
hospedero, en este caso el término adecuado seria bioremediadores (Moriarty, 1997) para

referirnos a los microrganismos que mejoran la calidad del agua y sedimento.

2.3.1. MECANISMOS DE ACCION DE LOS PROBIOTICOS

Los probioticos compiten con microorganismos nocivos por sitios de adhesion, nutrientes y
energia disponible. Los mecanismos de accion de las bacterias, constituyen un factor
determinante de la composicion de la microflora intestinal y medioambiental de las

especies acudticas de cultivo.

Entre los criterios que caracterizan los probidticos en los cultivos acuicolas se menciona la
exclusion competitiva de bacterias patdgenas; produccion de sustancias que inhiben el
crecimiento de patdgenos oportunistas; mejoramiento en la nutricion del hospedero por el
suministro de nutrientes y enzimas esenciales; degradacion de la materia orgéanica
(Garriques y Arévalo, 1995) y estimulaciéon de la respuesta inmune del hospedero

(Rengpipat et al., 2000, Gullian, 2001).

2.3.2. SELECCION DE CEPAS PROBIOTICAS

Usualmente los probiodticos empleados en el cultivo del camaron son aplicados sin estudios
que demuestren su beneficio en los sistemas de cultivo, pues su seleccion es normalmente
empirica debido a la limitada evidencia cientifica (Gomez et al., 2000) o por basarse en
investigaciones realizadas en otras especies. Para definir la seleccion es necesario entender

sus mecanismos de accion, métodos de produccion y administracion.



Las cepas candidatas deben someterse a pruebas experimentales con las especies acudticas
en cultivo con el proposito de valorar los pardmetros de crecimiento y supervivencia
(Figura 1). Naturalmente, ademas de mejorar la supervivencia, es importante que el
incremento de peso no sea afectado. Finalmente es necesario realizar una evaluacion

econdémica para la produccion y uso a escala comercial del probidtico (Gomez, 1998).

Sin embargo, la seleccion de cepas candidatas es un tema controversial, ya que existen
géneros probidticos que se encuentran dentro de las especies patégenas (Monhey et al.,
1994). Vandenberghe et al. (1999) identificaron Vibrios sp. asociados al cultivo de L.
vannamei, encontrando la especie de V. alginolyticus en larvas y juveniles en estado sano y
enfermo. Sin embargo, Serrano (1996) utiliz6 V. alginolyticus cepa Ili a nivel experimental
como herramienta de control bioldgico para la prevencion de patologias por la incidencia

de V. harveyi cepa E22 en larvas de L. vannamei.
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Figura 1. Esquema de seleccion de probidticos para larvas de organismos acuéticos.

Tomado de Gomez (1998).

2.3.3. CAPACIDAD DE COLONIZACION DEL PROBIOTICO

Se define la capacidad de colonizacion como el suministro de microorganismos vivos, los
cuales ingresan al hospedero y continuan multiplicAndose (Aguirre, 1993). Sin embargo,
la permanencia del probiodtico dentro del hospedero, estd sujeto a factores fisiologicos,

antagdnicos y medioambientales (Mulder et al., 1997).

Para establecer la capacidad de colonizacion es necesario detectar la cepa por largo tiempo
y cuando esta forma parte de la flora bacteriana del tracto intestinal. Asi, Gatesoupe (1999)
considera que es esencial evaluar la persistencia del probidtico para establecer la frecuencia

de administracion en los sistemas de cultivo.



Al colonizar el tracto digestivo de la especie bajo cultivo, logran impedir y/o disminuir el
establecimiento de microorganismos nocivos. Gullian (2001) demostré que el suministro
de cepas probidticas de Vibrios sp. y Bacillus sp. lograron disminuir la proliferacion de V.

harveyi cepa S2 en el hepatopancreas de L. vannamei.

Ademas, le transmiten beneficios al hospedero, mediante una mejora substancial del
proceso digestivo.  Intriago y Jones (1993) reportaron la presencia de una cepa de

Flexibacter (Inp3), en la dieta de Artemia sp. que le asiste en el proceso digestivo.

2.34. INTERACCION Y ANTAGONISMO BACTERIANO

El uso de probioticos ha sido ampliamente estudiado en vertebrados, siendo demostradas
las relaciones simbidticas de mezclas bacterianas, y la metodologia de administracion por
Huber (1997); Mulder et al. (1997) y Dehority (1998). En acuicultura, esta practica es

reciente, por lo que muchas inquietudes necesitan ser investigadas y verificadas.

La microflora bacteriana desempefia un rol importante en la prevencion de enfermedades,
al impedir la incursién de nuevos microorganismos, que ocasionalmente son patdégenos
(Gibson et al., 1997). Asi, la interacciéon microbiana contribuye a la homeostasis de la
microflora enddgena del animal, por lo cual, cuando existen problemas en la microflora se

asocia con frecuencia a la desestabilizacion del ecosistema (Gomez, 1998).

El antagonismo entre bacterias marinas es un mecanismo natural. Esta capacidad se debe a
que algunas bacterias pueden inhibir el crecimiento de otras por poseer ciertas
caracteristicas como; produccion de sustancias quimicas que tienen un efecto bactericida o
bacteriostatico sobre otras, produccion de bacteriocinas, siderdforos, lisozimas, perdxido de
hidrogeno y formacién de amonio (Sugita et al., 1996; Gatesoupe, 1999; Verschuere et al.,

2000).



Dopazo et al. (1988) reportaron, que bacterias marinas (Pseudomonas sp. y Alteromonas
sp.) producen antibidticos que inhiben el crecimiento de ciertas bacterias del género Vibrio,
Aeromonas, Pasteurella y Yersinia, asociadas a problemas patoldgicos en cultivos de

peces.

Estas propiedades antigonicas han sido aprovechadas por varios investigadores, para
realizar pruebas de desafio con patogenos, con el fin de demostrar la capacidad probidtica
de la bacterias en estudio. De esta forma se han realizado pruebas in vivo para la seleccion
de cepas probidticas, utilizando bacterias extraidas de ambientes acuaticos (Garriques y
Arévalo, 1995 y Gomez et al., 2002), del intestino (Wang et al., 1996) y hepatopancreas
(Gullian, 2001) del camarén.

24. PROBIOTICOS EN ACUICULTURA

Los probidticos mas utilizados en acuicultura son del género Lactobacillus sp.,
Carnobacterium sp., Vibrios sp., Bacillus sp. y Pseudomonas sp. (Verschuere et al., 2000).

Ver tablal.

24.1. PECES

En el cultivo de peces, existen varios trabajos, Austin et al. (1995) utilizaron cepas de V.
alginolyticus para realizar pruebas de desafio con Aeromona salmonicida, Vibrio
anguillarum y V. ordalii, reportando que la aplicaciéon de este probidtico redujo las

mortalidades en salmones.

Sakai et al. (1995) reportaron incremento de la resistencia a vibriosis en truchas arco iris,
Oncorhynchus mykiss, por administracion oral de la bacterina Clostridium butyricum

durante 3 dias consecutivos.



Ali (2000), utiliz6 una mezcla probidtica Add-B, compuesta por Rhodospirillum rubrum,
Rhodospirillum viridis, Rhodospirillum palustris y Rhodospirillum vanniellii para realizar
pruebas frente al patogeno A. salmonicida, encontrando mayor supervivencia de los peces

Oncorhynchus mykiss con respecto al control.

Robertson et al. (2000) aislaron cepas de Carnobacterium sp. del intestino de Salmo salar
L., para evaluar su uso como probiotico en el cultivo de salmones, observando que después
de 14 dias de administracion se redujo la incidencia de bacterias patdégenas como A.

salmonicida, V. ordalii y Yersinia ruckeri.

Ademas se ha reportado en pruebas in vitro el efecto antagonico de la bacteria probidtica
Pseudomona fluorescens, cepa AH2 contra V. anguillarum (Gram et al., 1999) y A.

salmonicida (Gram et al., 2001) en el cultivo salmon.

2.4.2. MOLUSCOS BIVALVOS

Riquelme et al. (1997) en el cultivo de scallop Argopecten purpuratus, observaron que la
bacteria Alteromona haloplanktis y un Vibrio cepa 11, produjeron inhibicién del V.
anguillarum, bacteria patdégena asociada a infecciones en larvas de scallop. Ademas, se ha
reportado el uso de Arthrobacter sp., cepa 77, como método de control y prevencion de
infecciones provocadas por V. esplendidus, V. alginolyticus y A. hidrophyla, en el cultivo

de scallop 4. purpuratus (Riquelme et al., 2000).

Gibson et al. (1998) aislaron una cepa A199 del género Aeromonas media, con la
capacidad de producir inhibicion del crecimiento de varias cepas de Aeromonas sp. 'y
Vibrio sp., asociadas a enfermedades en el cultivo de larvas de ostras Crassostrea gigas,
ademas, la cepa A199 demostrd su efecto probidtico cuando las larvas de ostras fueron

sometidas a pruebas de desafio con V. tubiashii.



2.4.3. CRUSTACEOS

En las diferentes especies de peneidos, las cepas probioticas corresponde al género Vibrio,
reportandose el uso de las siguientes especies: V. alginolyticus (Garriques y Arévalo, 1995;
Griffith, 1995; San Miguel, 1996; Serrano, 1996; Zherdmant, 1996), V. fluvialis y
V.campbellii (Wang et al., 1996). Ademas, se ha utilizado especies del género Bacillus
sp. (Moriarty, 1998; Rengpipat et al., 1998 y Rengpipat et al., 2000).

Una cepa de V. alginolyticus, aislada del mar, se aplicé en postlarvas de L. vannamei,
obteniéndose mayor crecimiento y supervivencia en comparacion con el tratamiento que
utilizaron antibidticos. Ademads, observaron que la bacteria constituia una alternativa en la

profilaxis de los sistemas intensivos de cultivo de larvas (Garriques y Arevalo, 1995).

Los beneficios del uso de probiodticos han sido observados por Rengpipat et al. (1998) en
pruebas con P. monodon, utilizando la cepa Bacillus S11. Se reportdé 100% de
supervivencia en los tanques con probidtico con respecto al control que presentd 26% de

supervivencia, luego de 10 dias de exposicion en pruebas de desafio con V. harveyi.

De igual forma Moriarty (1998) en estanques de engorde de camaron P. monodon en
Indonesia, demostrd que la incorporacion de Bacillus sp. durante 160 dias de cultivo en el
agua, cambié la composicion de las especies bacterianas, decreciendo la proporcion de

Vibrio sp. luminiscente y mejorando la produccion del cultivo.

Es importante sefialar que el uso de probidticos, puede tener un efecto estimulante sobre el
sistema inmune de los camarones. Rengpipat et al. (2000) reportaron en cultivos de
camardon P. monodon en Tailandia, mayor supervivencia en camarones tratados con
probidticos por 90 dias con Bacillus S11, que el control.  Wang et al. (1996) utilizando

cepas de V. fluvialis 'y V. campbellii aisladas del intestino de Penaeus chinensis,



reportaron mayor tasa de supervivencia y peso que el control, atribuyéndose los resultados
al aumento de la inmunidad del animal y a mecanismos de exclusion competitiva frente a

patogenos.

Ademas, se han realizado estudios, involucrando el uso de bacterias probidticas para
incrementar la eficiencia en la produccion de especies acuaticas al utilizarlas con algas
(Gomez et al., 2002), rotiferos (Makridis et al., 2000; Douillet, 2000) o artemia
(Verschuere et al., 1999).

Verschuere et al. (1999) demostraron que el suministro de las cepas bacterianas LVS4 y
LVSS5 brindaron mayor crecimiento y supervivencia en el cultivo de Artemia. Igual
resultado observé Douillet (2000) al suministrar una de cepa de Alteromonas y una mezcla

de cepas M2 en el cultivo de rotiferos Brachionus plicatilis con respecto al control.

2.4.6. USO DE PROBIOTICOS EN EL ECUADOR

Desde 1992, en el Ecuador, se ha empleado V. alginolyticus como probidtico en la
larvicultura de L.vannamei (Griffith, 1995). Los primeros trabajos corresponden a
Garriques y Arévalo (1995), quienes utilizaron una cepa V. alginolyticus en larvicultura
comercial de L. vannamei, reportando mayor supervivencia y crecimiento con respecto al

control.

Desde 1995, en el CENAIM se han realizado investigaciones encaminadas al uso de
probidticos en larvicultura. Asi, San Miguel (1996) realizé un modelo experimental in vivo
con V. alginolyticus cepa Ili como probidtico y V. harveyi cepa E22 como patéogeno en
larvas de L. vannamei, sefialando que es posible controlar la flora bacteriana en larvas, con

exposiciones del probidtico en el estadio Zoea I.



En pruebas in vitro, Zherdmant (1996) estudi6 la actividad del V. alginolyticus y su
capacidad de resistencia al ser expuesta a productos profilacticos utilizados en larvicultura

de L. vannamei.

Serrano (1996) demostrd, que es posible controlar los procesos de monocolonizaciéon en
larvas utilizando V. alginolyticus cepa Ili. Ademads, Tapia (1997) en pruebas de evaluacion

inmunitaria encontrd una respuesta estimulante a nivel hemocitario.

Gulliam (2001) estudi6 el efecto inmunoestimulante de bacterias probidticas asociadas al
cultivo de P. vannamei, encontrando un indice inmunitario mayor en camarones inoculados

con Bacillus cepa P64y V. alginolyticus cepa Ili, respecto del control.

2.5. LA RESPUESTA INMUNE EN LOS CRUSTACEOS

Como en todos los invertebrados, el sistema inmunitario de los crustaceos se diferencia de
los vertebrados por la falta de produccion de anticuerpos. Sin embargo, son capaces de

reaccionar contra patdgenos a través de mecanismos inmunitarios, celulares y humorales

(Bachére, 2000).

En los crustaceos la respuesta inmune se presenta en dos fases, una inmediata no inducible
asociada a los efectores celulares, quienes son responsables de los procesos de fagocitosis,
encapsulacion, formacion de nddulos y sintesis del pigmento melanina por la enzima
fenoloxidasa (Soderhédll y Cerenius, 1992). La segunda fase inducida humoral, se
caracteriza por la participacion de proteinas y péptidos con propiedades microbicidas

(Destoumieux et al., 1997).

2.5.1 ESTIMULACION DE LA RESPUESTA INMUNE



La estimulacion del sistema inmune en organismos acudticos por el uso de cepas
probidticas (Gatesoupe, 1999, Rengpipat et al., 2000 y Gullian, 2001), constituye una
alternativa para mantener el sistema de defensa activo, aumentando la resistencia al ataque

de diversos microorganismos de naturaleza patdogena.

En la actualidad, se conoce que el sistema inmunitario del camarén puede ser estimulado
por moléculas microbiales, como lipopolisacaridos, peptidoglucanos, f-glucanos (Newman,
2000) y por lo general, estas substancias son extraidas de las paredes de las bacterias y

hongos.

Los f-glucanos provienen de las paredes de diversos hongos y levaduras. Los
peptidoglucanos son una mezcla de aminoécidos y azticares presentes en la pared celular de
bacterias Gram (+) y se ha experimentado su uso frente a virus y bacterias con resultados

positivos.

Los lipopolisacaridos son los componentes estructurales de la pared celular de bacterias
Gram (-) y a este grupo corresponden especies del género Vibrio. Han sido objeto de
estudios y son conocidos por ejercer efectos especificos y no especificos sobre el sistema
inmune de muchos animales y potentes efectos no especificos en crusticeos (Newman,

2000).

2.5.2. TECNICAS INMUNITARIAS

2.5.2.1 Hemograma



Los hemocitos son responsables del proceso de fagocitosis, eventos de nodulacion y
encapsulaciéon.  Ellos catalizan procesos de coagulacion y almacenan las enzimas
responsables de la melanizacion que involucra la actividad fenoloxidasa (PO) presente en

los sitios de inflamacion de los crustaceos (Johansson et al., 2000).

Soderhéll y Cerenius (1992) sefialan que los hemocitos tienen la capacidad de reconocer,

reaccionar y remover cualquier particula extrafia que penetran en la cavidad corporal.

Los crustaceos presentan tres tipos de hemocitos clasificados de acuerdo a su morfologia:
hialinos (H) vinculados en el proceso de coagulacion y fagocitosis; semigranulosos (SG)
involucrados en el proceso de encapsulacién, nodulacién, fagocitosis (limitado) y
activacion del sistema profenoloxidasa (proPO); y granulosos (G) intervienen en el
mecanismo de encapsulacion y contienen las enzimas del sistema proPO (Johansson et al.,

2000).

El hemograma consiste en el conteo hemocitario total (THC) y el conteo hemocitario
diferencial (DHC), de acuerdo a los 3 tipos de hemocitos. Los hemocitos G son facilmente
diferenciables por la presencia de granulos. Sin embargo, los otros hemocitos presentan
una compleja identificacion que se basa en su refringencia en un microscopio de contraste
de fases con filtro azul. Los H presentan poca refringencia que se traduce en una
coloracién azul marino, los SG mas refringentes presentan un color celeste y los G
presentan una coloracion amarillo brillante por su elevada refringencia. Esta técnica
presenta las ventajas de ser rapida, sencilla y de no requerir de ninglin tratamiento especial

para las células (Muifioz, 1996).

2.5.2.2. Sistema fenoloxidasa (PO)



La enzima clave en la sintesis de la melanina es la fenoloxidasa, la cual es activada al
liberarse la proPO por estimulacion de componentes de la paredes celulares microbiales y

acompafia en la respuesta inflamatoria de todos los crusticeos (Sritunyalucksana y

Soderhill, 2000).

La PO cataliza la oxidacion de los fenoles a quinones, los cuales a su vez, se polimerizan de

forma no enzimatica para formar la melanina (S6derhéll y Cerenius, 1992).

Estudios indican una relacion directa entre la desencadenacion de la actividad PO por los
polisacaridos microbianos. Asi, Sotomayor (2000) sefiala que la estimulacion provocada
por los vibrios, activan con fuerza el sistema proPO, factor favorable en la deteccion de

procesos de vibriosis en formacion.

2.5.2.3. Actividad Antibacteriana

Estudios en invertebrados han registrado numerosas moléculas que matan células extranas
como microorganismos. Destoumieux et al. (1997) reportd una nueva familia de péptidos
antimicrobiales aislado de P. vannamei, denominadas peneidinas, las cuales contribuirian

en la eliminacion de hongos y bacterias en especial Gram positivas.

Para la cuantificacion de la actividad antibacteriana de la hemolinfa de Penaeus monodon,
se han utilizado ensayos cuantitativos basados en la inhibicion del crecimiento bacteriano
en placas de agar (Adams, 1991; Rengpipat ef al., 2000). Otros han utilizado en Penaeus
vannamei un método turbidométrico cuyo principio se basa en la medicion de la turbidez de
suspensiones bacterianas en un espectrofotometro, en presencia o ausencia del plasma de

camaron (Tapia, 1996).



III. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE REALIZACION

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Centro Nacional de Acuicultura e
Investigaciones Marinas (CENAIM), ubicado en San Pedro de Manglaralto, en la Peninsula

de Santa Elena, Provincia del Guayas.

3.2 MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1. CEPAS PROBIOTICAS

Se utilizarébn 4 cepas probiodticas proporcionadas por CENAIM para realizar las

evaluaciones experimentales,:

La cepa Ili (Vibrio alginolyticus) aislada por (Morales fide San Miguel 1996) y
caracterizada por San Miguel (1996). Serrano (1996) demostr6 su efecto probiodtico en
larvas de camarén.

Las cepas P62 y P63 (Vibrios sp.) y P64 (Bacillus sp.) fueron aisladas del hepatopancreas de
animales silvestres sanos de L. vannamei y estudiados sus efectos probidticos en camarones
juveniles por Gullian (2001).

3.2.2. CEPAS PATOGENAS

Se utilizaron 3 cepas patdgenas para realizar las evaluaciones experimentales:



La cepa bacteriana E22 fue aislada por Arauz en 1994 de larvas de camardn que presentaron
el sindrome de “bolitas” y fue identificada bioquimicamente como Vibrio harveyi

(Serrano, 1996).

La cepa S2 (V. vulnificus), aislada de larvas que presentaron el Sindrome de “Bolitas”.

Sotomayor (2000), demostro6 la naturaleza patdgena de la cepa en camarones juveniles.

La cepa PA2 (V. parahaemolyticus), aislada de camarones enfermos por el Centro de

Servicios para la Acuicultura (Guayaquil, Ecuador).

3.2.3. MANEJO DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Las cepas puras mantenidas a -80 °C en medio Lennox L Broth Base (LB) modificado al
2% NaCl con 15% de glicerol, fueron aisladas en placas de agar Tryptic Soy Agar (TSA) al
2% NaCl, utilizando la técnica de rayado. Se incubo a 30 °C por 12 horas.

3.3. ESTUDIO in vitro DE LAS CARACTERISTICAS ENZIMATICAS
DE LAS CEPAS PROBIOTICAS

En la determinacion de la produccion de enzimas, las cuatro cepas probioticas fueron
sometidas a pruebas hidrolisis de gelatina, almidon, lipasa y caseinasa. Se utiliz6 3 réplicas

con una adaptacion de la metodologia descrita por Wang et al. (1996).

3.3.1 PROTOCOLO PARA DETERMINAR PRODUCCION DE ENZIMAS

Prueba de gelatina, se utilizd6 Agar Marino (MA) con 1.5% de gelatina, se
inoculd la bacteria a 1x10° Unidades Formadoras de Colonia/mililitro (UFC/ml) y se la

mantuvo por 24 h. a 28°C. Se utilizdé como agente precipitante una solucion 15% HgCl,



(w/v) con 20% de HCI (v/v) concentrado. El halo claro alrededor de la colonia indico la

hidrdlisis de la gelatina.

Prueba hidrolisis de almidon, se utilizo MA con 0.1% de almidon soluble, se
inocul la bacteria a 1x10° UFC/ml y se la mantuvo por 24 h. a 28°C. Se utilizo 2 ml Lugol
(033% I, y 0.66% KI en agua destilada) como indicador. El halo de color purpura

alrededor de la colonia indic6 la reaccion positiva.

Prueba de lipasa, se utiliz6 MA con 1% de Tween 80, se inocul6 la bacteria a
1x10° UFC/ml y se la mantuvo por 48 h. a 28°C. La presencia de actividad fue indicada

por el acido oléico insoluble, formando halos blancos alrededor de las colonias.

Prueba de caseinasa, se utilizd6 Agar marino con 1% de caseina, se inoculd la
bacteria a 1x10° UFC/ml y se la mantuvo por 24 h. a 28°C. El halo claro alrededor de la

colonia indicd la reaccion positiva.

En todas las pruebas se midio la distancia expresada en mm entre el borde de la colonia y el

limite del halo hidrolizado.

34. EVALUACION in vitro DE LA INTERACCION DE MEZCLAS DE
CEPAS PROBIOTICAS

Para determinar la interaccion de las cepas, se evaluaron en total seis combinaciones de dos
cepas, cuatro combinaciones de tres cepas y una combinaciéon de cuatro cepas, para

observar inhibicidn 0 tolerancia entre ellas.

La preparacion consisti6 en sembrar las cepas individualmente considerando su fase

exponencial en LB 2% NaCl para obtener una concentracion base de 10° UFC/ml de cada



cepa. Para medir la concentracion bacteriana requerida, se utilizd un espectrofotdmetro
JENWAY 6400 a una longitud de onda de 550 nm. La cantidad de UFC/ml se registré
multiplicando el valor obtenido por espectrofotometria con el nimero de colonias de cada

cepa, establecido por Gullian (2001).

Una vez obtenida la concentracion deseada para cada cepa, se procedid a realizar las
mezclas para observar interaccion entre ellas, agregando 1 ml de cada cepa en tubos de 10
ml con Caldo LB 2% NaCl, manteniéndolas por 5 horas y media, a 28 °C en constante

movimiento.

Para realizar la siembra y el posterior conteo de las UFC se utilizd Agar Mueller Hinton
(AMH) (DIFCO®) al 2% CINa, ya que este agar permitid establecer diferencias
morfoldgicas entre las cepas. En cada mezcla se realizaron diluciones con solucion salina
al 2% CINa. Se sembro 100 ul de las diluciones 10 a 10°. Luego, las cajas fueron
incubadas durante 8 horas a 30 °C, antes de iniciar el conteo de las colonias. Cada mezcla

se realiz6 por duplicado.

Se escogieron las mezclas en que las cepas utilizadas no produjeron inhibicion entre ellas o

aquellas en que la inhibicion fue hasta el 25% como maximo.

Cuando se presentd una inhibicion mayor al 25% en las mezclas, se procedid a probar
concentraciones de 1x10°, 1x107, 1x10® y 1x10° UFC/ml de la cepa inhibida con una

concentracion de 1x10° UFC/ml de la cepa dominante.

En base a los resultados obtenidos en la mezcla de dos cepas, se procedid a realizar la

mezcla de tres y cuatro cepas, manteniéndose el mismo criterio de seleccion.



3.5. EVALUACION in vitro DEL EFECTO INHIBIDOR DE MEZCLAS
DE CEPAS PROBIOTICAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE
VIBRIOS PATOGENOS.

Se utilizé las mezclas probidticas que presentaron iguales proporciones en la mezcla y las
cepas E22, S2 y PA2 como agentes patdogenos. La concentracion final de las mezclas

utilizadas fue de 1x10° UFC/ml.

Para la preparacion de las cepas patogenas (E22, S2 y PA2), se partid de una siembra en
agar TSA, incubada por 8 horas a 30 “C. Una colonia de cada cepa patogena fue replicada
en 10 ml de Caldo LB al 2% CINa, incubandose por 6 horas a 28 °C, en bafio maria y

agitacion continua. La concentracion de E22, S2 y PA2 utilizada fue de 1x10° UFC/ml.

Con el fin de determinar el efecto probiodtico de las mezclas, se empleo una adaptacion de la

técnica descrita por Gomez (1998).

La técnica consisti6é en sembrar 1 ml de cada mezcla con 1 ml del patégeno correspondiente
en tubos con 10 ml de Caldo LB 2% CINa, manteniéndolas por 5 horas y media a 28 °C en

constante movimiento.

Para realizar el conteo de las UFC se utiliz6 AMH al 2% CINa. Se sembr6 100 pl de cada
mezclas utilizando diluciones 10> a 10” UFC/ml en las cajas, que posteriormente fueron

mantenidas en una incubadora a 30 °C. La lectura se realiz6 después de 8 horas.

3.6. EVALUACION in vivo DE LAS MEZCLAS DE CEPAS
PROBIOTICAS EN JUVENILES L. vannamei.



El objetivo del bioensayo fue determinar el efecto de las mezclas sobre el crecimiento y
supervivencia de los juveniles L. vannamei, inoculando las mezclas probidticas mediante el
suministro del alimento. Las mezclas seleccionadas, fueron aquellas que presentaron
mayor inhibicion del crecimiento de las cepas patogenas E22, S2 y PA2 en las pruebas in
vitro. El estado de salud de los camarones se determind por histologia luego de la

colonizacion.

3.6.1. PREPARACION DE LAS MEZCLAS PROBIOTICAS

Se realiz6 un cultivo de 8 horas en agar TSA 2% NaCl, utilizando el método de rayado. Se
repico una colonia en 10 ml de caldo de cultivo LB 2% NacCl, incubandose durante el
tiempo requerido en la fase de crecimiento exponencial de cada bacteria, establecidas por
Gullian (2001). Se determind la concentracion y proporcion, basandose en los datos por
espectrofotometria e interaccion (item 3.4) respectivamente. Se ajustd la dosis de indculo

en el alimento a una concentracion final de 1x10° UFC/ml.

3.6.2.  DISENO EXPERIMENTAL
El disefio experimental utilizado en éste trabajo fue completamente aleatorio, ya que los
tratamientos fueron asignados al azar de tal forma que cada unidad experimental tuvo la

misma oportunidad de recibir cualquiera de los tratamientos.

El niimero de tratamientos fue 4 (P63-11i, P62-P64, P62-P63-1li y control sin bacterias) con 5
réplicas. Cada tratamiento presentd una densidad de 50 animales con un peso promedio de
1.38+0.1 g en tanques de 250 1 de capacidad. Se alimentd al 6% de la biomasa con un

recambio del 50% del agua (08:00 AM) diariamente.

La aplicacion de las mezclas fue a través del alimento 360 pl/g, utilizando una
concentracion 1x10® UFC/ml, reportandose 3.6x10" UFC/ml en cada gramo de alimento. La

frecuencia de aplicacion fue de 2 veces al dia (02:00 PM y 08:00 PM) durante 45 dias.



Para determinar el estado de salud de los animales y porcentaje de colonizacion del
probiotico, se realizaron analisis microbidlogicos, histolégiocos e inmunitarios, al final del

ensayo.

3.6.3. ANALISIS MICROBIOLOGICO
Se sembrd macerados de hepatopancreas en AMH 2% CINa, las diluciones de 107, 10° y

10, Se analiz6 una mezcla de 5 animales por réplica de cada tratamiento.

3.64.  ANALISIS HISTOLOGICO
Se analizar6on 5 animales por replica de cada tratamiento. Se utilizé la metodologia descrita

por Lightner (1998).

3.6.5. TECNICAS INMUNITARIAS
Las pruebas inmunitarias utilizadas para evaluar el efecto estimulante de las mezclas
probioticas fueron: determinacion de hemogramas, cuantificacion de la actividad PO y

estimacion de la actividad antimicrobiana del plasma.

3.6.5.1. Hemograma

Con el proposito de facilitar el conteo en caso de que existan muchos hemocitos en la
muestra, mantenerlos con un buen aspecto morfoldgico y evitar la agregacion celular, se
diluy6 10ul de hemolinfa total en 10ul de formaldehido al 10%.

Protocolo descrito por Muiioz (1996):

Se colocaron 10 ul de la muestra tratada con formaldehido en el hemocitoémetro (Camara de
Neubauer, Erma), y se determiné el nimero y los tipos hemocitarios en un microscopio
optico, provisto de un dispositivo de contraste de fases (Olympus BH2, objetivo A20 PL).
Se estimaron los conteos de acuerdo al nimero de hemocitos/ml que existian en la muestra

de hemolinfa.



3.6.5.2. Cuantificacion de la actividad fenoloxidasa (PO)

Para la realizacion de esta prueba se empled el protocolo modificado por Echeverria (1998).
1. La muestra de hemolinfa fue centrifugada a 3000 rpm. durante 12 min., obteniéndose
un precipitado de hemocitos. Los hemocitos se resuspendieron cuidadosamente en Acido
cacodilico 10 mM (tampon Cac), utilizando un volumen equivalente al inicial de
hemolinfa.

2. Los hemocitos fueron centrifugados a 13.000 rpm. por 3 min. Se recuperd el
sobrenadante y se descarto el precipitado conteniendo los restos celulares.

3. Se llend la placa con 50 ul de muestra correspondiente a una concentracion de 500.000
hemocitos/hoyo diluidos en Cac 10 mM.

4. Se coloco el estimulante en dos pozos: laminarina (2 mg/ml). Con solucion tampon Cac
10 mM conteniendo 20 mM de calcio.

5. Se incubd por 70 minutos en oscuridad., luego se afiadi6 50 pl de L-Dopa
(L - 3.4 - Dihydroxyphenyl - Alanine ,3mg/ ml) disuelto en Cac 10 mM como sustrato. Se
incubd en oscuridad por 10 minutos mas.

6. Se realizo la lectura en el lector de microplacas a una longitud de onda de 490 nm.

3.6.5.3. Actividad antibacteriana

La prueba se baso en detectar y cuantificar por medio del método turbidométrico (Tapia,

1996) el crecimiento de suspensiones bacterianas en presencia o ausencia de plasma de

camaron. Los resultados fueron expresados en porcentajes de inhibicién de crecimiento

bacteriano, relacionando el valor de DO obtenido en presencia del plasma frente al control

negativo constituido por las mezclas probidticas mantenidas en solucion salina.

Procedimiento:

4. Se cultivo la bacteria Escherichia coli en medio liquido LB toda la noche a 37 °C.

5. Se repic6 200ul de la bacteria cultivada en 20 ml de medio liquido LB. Se mantuvo en
agitacion constante y temperatura ambiente por 4 horas a 37°C.

6. Se lleno la placa microelisa con 10 pul de muestra de plasma por pozo.



7. Se coloc las bacterias a una concentracion de 4x10" UFC/ml para Escherichia coli.
8. Seincubd 1 hora a temperatura ambiente y se efectu6 la primera lectura.
9. Se realizo la lectura en las 8 horas posteriores a la incubacion a 37°C para E. coli en el

lector de microplacas a una D.O. 540 nm.

3.7. EVALUACION in vivo DEL EFECTO PROBIOTICO DE LAS
MEZCLAS ENFRENTANDO LOS JUVENILES L. vannamei A UNA
PRUEBA DE DESAFiO CON V. harveyi.

Posterior a la fase de evaluacion in vivo de las mezclas probidticas, los juveniles L.
vannamei fueron sometidos a una prueba de desafio con V. harveyi. El tiempo de
exposicion fue de 96 horas, utilizando una concentracion de 1x10° UFC/ml e inoculando la

bacteria por inmersion a las 08:00 PM de cada dia.

Los tratamientos P63- Ili, P62-P64, P63-P62-1li y control sin bacterias tuvieron cinco
réplicas. Cada tratamiento presentd una densidad de 20 animales en acuarios con 20 1 de
agua. Se aliment6 al 6% de la biomasa con un recambio del 50% del agua (08:00 AM)

diariamente.

3.7.1. ESTADO DE SALUD DE LOS ANIMALES
Para determinar el estado de salud de los animales, se realizé analisis microbiologico, luego

de 24 horas de la ultima inoculacion de las cepas patogenas.

3.7.1.1. Analisis microbiologico
Se sembrd macerados de hepatopancreas en AMH 2% CINa, las diluciones de 107, 10° y

10™*. Se analiz6 una mezcla de 5 animales por réplica de cada tratamiento.



3.8.  EVALUACION in vivo DEL EFECTO PROBIOTICO DE LAS
MEZCLAS ENFRENTANDO LOS JUVENILES L. vannamei A UNA
PRUEBA DE DESAFIO CON EL VIRUS DE LA MANCHA
BLANCA (WSV)

Los juveniles L. vannamei mantenidos con probidticos (57 dias) fueron sometidos a una
prueba de desafio con WSV. La aplicacion del virus fue mediante el suministro de papilla
infectada proporcionada por el Departamento de Virologia (CENAIM), suministrando el

alimento al 6% de la biomasa por acuario.

Los tratamientos [li-P63, P64-P62, 11i-P63-P62 y control sin bacterias tuvieron siete réplicas.
Cada tratamiento presentd una densidad de 13 animales en acuarios con 20 1 de agua. Se
considerd una sola aplicacion del virus para observar el efecto de las mezclas probidticas en

infecciones de menor grado.

El tiempo de duracion del ensayo fue de cuatro dias posterior a la infeccion. Se evalud

supervivencia de los tratamientos al final del tiempo de exposicion.

Al inicio y al final del ensayo los animales fueron analizados por PCR, Kit de Kimura, e?

al. (1996) utilizdndose las branquias de los animales para el diagndstico.

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos durante la realizacion de los biensayos fueron evaluados por analisis de
varianza (ANOVA) a un nivel de confianza del 95% bajo principios de normalidad y
homogeneidad de varianza . Una vez que se verificaron diferencias significativas (P<0.05)
los datos fueron analizados por la prueba de Fisher (Least Significant Difference, LSD)
para contrastes entre tratamientos. Se utilizo los paquetes estadisticos Data Desk® (6.1,

Ithaca EU, 1997) y Statistica (StatSoft, EU, 1994).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PRODUCCION DE ENZIMAS

En la seleccion de cepas probidticas se debe considerar la capacidad de mejorar la nutricion
del hospedero a través del suministro de enzimas esenciales, las cuales ayudardn a
incrementar la eficiencia digestiva de los animales (algas, rotiferos, artemia, etc). Por esta
razon se realizaron estudios in vitro, para evaluar la produccion de enzimas que hidrolicen
ciertos nutrientes por parte de las cepas probidticas. La técnica descrita por Wang et al.
(1996) permitié medir la distancia de los halos hidrolizados, por la actividad enzimatica de

las cepas en estudio.

Enzimas P62 | i) Po4 i
Lipasa 4.0 7.0 4.0 6.0
Amilasa 5.0 14.0 10.0

9.0

Proteasa 9.0 21.0 14.0 10.0
Caseinasa 3.0 19.0 5.0

7.0

Tabla 2. Distancia (mm) del borde de la colonia hasta el limite del halo hidrolizado.

En la tabla 2, se observa la produccioén enzimética de cepas probioticas, donde la cepa P63
presentd mayor produccion a nivel de proteasas y amilasas. Mientras que los otros vibrios
P62 e Ili mantuvieron menor produccion de las mismas enzimas con respecto al Vibrio P63.
Estos resultados evidenciaron que cada cepa posee una caracteristica individual de
produccion de enzimas a pesar de pertenecer al mismo género. Wang et al. (1996)
reportaron resultados semejantes al analizar la cepa X4B-1 que posteriormente fue

identificada como Vibrio fluvialis.



Se debe considerar que los probidticos al colonizar el tracto digestivo de la especie en
cultivo, transmiten beneficios al hospedero, mediante un incremento sustancial del proceso
digestivo gracias al suministro de ciertas enzimas. Intriago y Jones (1992) reportaron la
presencia de una cepa de Flexibacter Inp3 en la dieta de Artemia que le sirve de alimento y

ademas le asiste en el proceso digestivo.

Riquelme et al. (2000), en el cultivo de larvas Argopecten purpuratus, encontraron una
rapida ingestion y establecimiento de las cepas Pseudomonas sp. y Arthrobacter sp. en el
sistema digestivo de las larvas, sugiriendo que estas bacterias participarian en procesos de
digestion de los bivalvos a través la produccion de enzimas extracelulares tales como

proteasas y lipasas.

Las bacterias benéficas pueden servir directamente como nutrientes al hospedero, por su
compocion de niveles protéicos y vitaminicos altos. Gorospe ef al. (1996) observaron que
en una cepa Pseudomona sp. constituia un buen suplemento alimenticio para el crecimiento

y supervivencia de Artemia, por la presencia de altos niveles de aminoécidos esenciales.

4.2 INTERACCION in vitro DE LAS MEZCLAS PROBIOTICAS

Para la seleccion de mezclas probidticas es necesario estudiar el comportamiento de las

cepas candidatas, con el fin de observar inhibicion o tolerancia entre ellas.

El presente estudio tuvo la finalidad de obtener mezclas que permiten a las cepas
probidticas crecer en iguales proporciones. La evaluacion se la realizé utilizando medios
liquidos. A continuacion se presentan los resultados obtenidos en la mezcla de dos (Tabla

3), tres (Tabla 4) y cuatro (Tabla 5) cepas.



Concentracion
1x10° P64 - 1x10°I1i ®
1x10° P63 - 1x10° P64 *
1x10° P63 - 1x10°I1i ®

1x10° P63 - 1x10° Tli
2.5x10° P63 - 1x10°Ili
1x10° P62 - 1x10° P64
5x10° P62 - 1x10° P64 *
1x10° P62 - 1x10° P4
1x107 P62 - 1x10° P64
1x10® P62 - 1x10° Po4
1x10® P62- 1x10° P64
1x10° P62 - 1x10°Ili
1x10°P62 - 1x10°1li
1x107 P62 - 1x10°Ili
1x10* P62 - 1x10°Tli
7x10° P62 - 1x10°11i *
1x10° P62 - 1x10° P63
1x10° P62 - 1x10° P63
5x10° P62 - 1x10° P63
7x10° P62 - 1x10° P63 *

Total UFC/ml

4.50x10’
8.25x107
1.34x10°
1.10x10®
8.33x10’
2.71x107
5.24x10’
8.00x10’
2.79x10’
4.50x10’
5.72x107
5.45x107
5.83x10’
6.57x10’
7.68x10’
5.72x107
6.92x10’
1.35x10*
8.26x10’
6.81x10’

% UFC£SD
41.944+2.30 Po4
55.15+5.93 Pe63
40.20+1.10 Pe3
89.62+2.34 P63
61.24+2.30 P63
19.80+3.37 P62
44.60+5.23 P62
78.80+1.62 P62
91.92+3.76 P62
98.80+0.35 P62
99.92+0.05 P62
10.32+2.15 P62
63.46+2.69 P62
91.324+1.31 P62
97.38+0.28 P62
40.80+4.86 P62
16.94+1.45 P62
78.81+1.47 P62
45.72+1.73 P62
64.66+4.89 P62

% UFC£SD
58.06+2.30 Ili
44.85+5.93 Po4
59.80+1.10 Ili
10.38+2.34 1li
38.76+2.30 Ili
80.20+3.37 Po4
55.4045.23 Po4
21.20£1.62 Po4
8.08+3.76 Po4
1.20+0.35 P64
0.08+0.05 Po4
89.68+2.15 Ili
36.54+2.69 1li
8.68+1.31 1li
2.62+0.28 Ili
59.20+4.86 Ili
83.06+1.45 P63
21.19+1.47 P63
54.28+1.73 P63
35.34+4.89 P63

? Mezclas seleccionadas.



Tabla 3. UFC/ml recuperadas con sus porcentajes correspondientes en mezclas de dos

cepas.

Concentracion

1x10°P62 - 1x10°P63 - 1x10°Tli
4x10°P62 - 1x10°P63 - 6x10°Tli
4x10°P62 - 1x10°P63 - 5x10°Tli
1x10°P62 - 1.5x10°P63 - 1x10°T1i
1x10°P62 - 1x10°P64 - 1x10°Tli
1x10°P62 - 7x10°P64 - 2x10°Tli
1x10°P62 - 5x10°P64 - 2x10°Tli
1x10°P62 - 7x10°P64 - 1x10°11i *
1x10°P64 - 1x10°P63 - 1x10°P62
1x10°P64 - 1x10°P63 - 2x10°P62
2x10°P64 - 1x10°P63 - 2x10°P62 *
1x10°P64 - 1x10°P63 - 1x10°Tli
2x10°P64 - 1x10°P63 - 1x10°Tli
3x10°P64 - 1x10°P63 - 1x10°T1i *

Total UFC/ml

4.80x10’
1.18x10®
7.91x10’
4.11x10’
3.13x10’
1.27x10’
3.80x10’
4.45x107
7.80x10’
8.18x10’
6.81x10’
1.47x10°
2.18x10°
8.68x10’

% UFC£SD
33.47+3.05 P62
19.06+1.41 P62
32.86+2.03 P62
27.58+0.23 P62
28.70+2.17 P62
19.69+0.07 P62
14.35+1.78 P62
21.86+0.34 Pé62
12.76+1.39 Pe4
13.82+1.42 Pe4
30.5743.92 Po4
15.42+1.24 Pe4
18.21£1.06 Pe4
22.77+£3.71 Pe4

% UFC+£SD
26.07+0.81 P63
7.06+0.79 P63
6.32+0.68 P63
40.47+0.29 P63
5.20+0.36 P64
36.61+0.94 Po4
35.22+1.95 Po4
37.87+0.31 Po4
59.36+3.17 P63
53.3342.50 P63
45.44+3.56 P63
34.47+1.20 P63
45.82+0.87 P63
48.13+4.95 P63

% UFC+SD
40.46+3.84 Tli
73.87+1.41 Ili
58.20+2.70 Ili
31.95+0.49 1li
66.11£2.27 1li
43.70+0.87 1li
50.43+3.08 Ili
40.27+0.30 Tli
27.88+2.30 P62
32.84+3.21 P62
23.99+1.44 P62
50.11+0.24 Tli
35.97+1.87 Ili
29.114+3.33 1li

? Mezclas seleccionadas.

Tabla 4. UFC/ml recuperadas con sus porcentajes correspondientes en mezcla de tres

cepas.

Concentracion

1x10°P62 - 1x10°P63 - 1x10°P64 - 1x10°T1i
1.5x10°P62 - 1x10°P63 - 6x10°Ps4 - 1x10°Tli

UFC/ml
6.47x107 17.32+1.44 53.11=1.32
7.25x107 32.5942.17 23.17+1.11

Total

% UFC
P62+SD

P63+SD

% UFC

% UFC
P64+SD
3.48+0.57
16.03+1.61

% UFC
1i+SD
26.09+1.88
28.21+1.69




2x10°P62 - 1x10°P63 - 8x10°P64 - 1x10°1li *  8.02x10" 24.64£1.77 20.34+2.88 29.07+1.58 25.95+2.22
* Mezcla seleccionada.
Tabla 5. UFC/ml recuperadas con sus porcentajes correspondientes en mezcla de cuatro

cepas.

Los resultados de las mezclas de dos cepas, presentaron porcentajes dentro de los rangos
establecidos para cada mezcla, al presentarse en iguales concentraciones las cepas Pe4-1li,

P63-P64 y P63-1li.

Los datos obtenidos demostraron que la cepa P62 es inhibida por la cepa P63, P64 e Ili al
formar una mezcla de dos cepas. Siendo necesario establecer la participacion de estas 3
cepas en las mezclas con P62 a una concentracion de 7x10°, 7x10°, 5x10° respectivamente,

para mantener las proporciones.

En mezclas de tres cepas, la cepa Ili influy6 sobre el crecimiento de las cepa P62, P63 y P64,
estableciéndose que las cepas P63 yP64 son mas sensibles por la concentracion presente de
Ii.

Mientras al combinarse la cepa P63 con P64 y P62, se observo mayor crecimiento de P63 en

la mezcla de iguales porporciones.

En mezclas de cuatro cepas, la cepa Ili y P63 mantuvieron su capacidad de inhibicion sobre
las otras dos cepas, observandose que al aumentar la concentracion de la cepas P62 y Po4, la

cepa P63 fue la que presentd variacion en la mezcla de cuatro cepas.

Es importante mencionar que el suministro de proporciones adecuadas en las mezclas
probioticas en los tanques de cultivo permiten mejorar la produccién. Douillet (2000),
estudid el comportamiento individual de cepas probidticas para desarrollar mezclas que

permitieron incrementar la produccion de rotiferos.



4.3. EFECTO INHIBIDOR in vitro DE LAS MEZCLAS PROBIOTICAS
SOBRE EL CRECIMIENTO DE VIBRIOS PATOGENOS

Las mezclas que presentaron proporciones adecuadas, fueron sometidas a una prueba de
inhibiciéon in vitro con Vibrios sp. patégenos. La adaptacion de la técnica descrita por
Gomez (1998) permitid conocer el porcentaje de inhibicion de las mezclas probioticas

sobre el crecimiento de cepas patdgenas E22, S2 y PA2.

Porcentaje
3

E22 P64-lli P63-P64 P63-lli P62-P64 P62-li P62-P63 P62-P63-lli P62-P64-lli P62-P63-P64 P64-P63-lli P62-P63-P64-lli
Tratamiento

% Probiéticos o % E22

Figura 2. Porcentajes de inhibicion de las mezclas probidticas sobre el crecimiento de E22.

Esta evaluacion in vitro permitié determinar el efecto antagonico de las mezclas sobre el
crecimiento de E22 (Figura 2). Las mezclas bacterianas, reportaron porcentajes de
inhibiciéon mayores al 50%, a excepcion de Po4-1li y P62-P63-P64 que presentaron un efecto
menor, reduciendo el crecimiento de E22 en un 44%. Las mezclas P62-P64 y P62-P63-1li
presentaron porcentajes de inhibicion significativamente mayores (p<0.05) entre las

mezclas que lograron inhibir a la cepa patdgena.
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Figura 3. Porcentajes de inhibicion de las mezclas probidticas sobre el crecimiento de S,.

Todas las mezclas bacterianas lograron inhibir a la cepa S, en porcentajes mayores al 50%
(Figura 3). Las mezclas P63-P64, P63-1li, P62-P64, P62-P63-1li, P62-Po4-11i y P64-P63-1li
presentaron superiores porcentajes de inhibicidn, sin embargo la mezcla P62-P63-1li registrd

diferencias significativamente mayores (p<0.05) entre las mezclas.
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Figura 4. Porcentajes de inhibicion de las mezclas probioticas sobre el crecimiento de PA2.

En la evaluacion con PA2, para observar la capacidad de inhibicion de las mezclas, los

resultados demostraron un efecto de inhibicion mayor al 50% en las mezclas P63-Ili, P62-



P64, P62-P63-Ili, P62-Po4-Ili y P64-Pe3-Ili (Figura 4). No se registraron diferencias

significativas (p<0.05) entre las mezclas que lograron inhibir al patégeno PA2.

Las mezclas P64-11i, P63-P64, P62-11i, P62-P63, P62-P63-P64 y P62-P63-P64-1li presentaron un
efecto menor al 50% de inhibicion sobre el crecimiento de PA2, por lo cual fueron

descartadas para pruebas posteriores.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las evaluaciones in vitro con E22, S2 y PA2, las
mezclas P63-1li, P62-P64, P62-P63-1li, presentaron mayor capacidad de inhibicién sobre el

crecimiento de Vibrios sp. patdgenos.

Las bacterias por naturaleza presentan mecanismos antagdnicos que les permite subsistir en
determinados ecosistemas. Asi, varios investigadores en pruebas in vitro han utilizado la
propiedad antagoénica para la seleccion de cepas candidatas. Dopazo et al. (1988)
utilizando medios liquidos, observdé que una bacteria marina cepa FP6 inhibio el
crecimiento de cepas patogenas A. hydrophila B-32, A.salmonicida ATCC 14174 y V.
anguillarum R-82 por la produccion de una substancia antibidtica.

Chythanya et al. (2002) encontraron una bacteria marina Pseudomonas 1-2, que produce
una substancia de bajo peso molecular, estable al calor, soluble al cloroformo y resistente a
enzimas proteoliticas que inhibe el crecimiento de vibrios (V. harveyi, V. fluvialis, V.

parahaemolyticus, V. damsela y V. vulnificus) patdgenos en camarones .

La inhibicion encontrada en las mezclas con el patdégeno, puede ser producto de sustancias

antibidticas de las cepas probidticas o por competencia de nutrientes en el medio.

4.4. EVALUACION in vivo DE LAS MEZCLAS PROBIOTICAS EN
JUVENILES L. vannamei



La permanencia del probidtico en el hospedero es un mecanismo complejo que involucra
diversos factores como capacidad de adhesion de las bacterias, produccion de substancias
que antagonicen con la flora endoégena para fomentar su proliferacion y resistencia a
mecanismos fisiologicos del animal. Ademads, Skjermo y Vadstein (1999) senalan que las

bacterias tienen especificidad de lugares para su establecimiento.

En esta evaluacion se utilizé las mezclas probidticas que presentaron mayor capacidad de
inhibicion de cepas patdgenas in vitro. Se utilizé un control negativo sin probiodticos. En el
numero total de UFC/g de hepatopancreas (HP) no se registraron diferencias significativas
(p>0.05) en los animales inoculados con las mezclas con respecto al control. Ademas los
animales inoculados con la mezcla P62-P64 tuvieron un porcentaje de colonizacion
significativamente mayor (p<0.05) que los inoculados con P62-P63-Ili y Pe63-1li. Los
porcentajes de colonizacion y los valores medios de concentracidon bacteriana alcanzados

por cada mezcla, estan representados en la figura 5.
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Figura 5. Porcentajes de colonizacion de las mezclas P62-P64, P62-P63-1li y P63-Ili.



Las mezclas probioticas P62-Pe4, P62-P63-1li 'y P63-1li obtuvieron porcentajes de
colonizacién por encima del 70%. Por su alta capacidad colonizadora éstas mezclas fueron

sometidas a una prueba de desafio con Vibrio sp. patdgenos.

En pruebas experimentales en juveniles L. vannamei, Gullian (2001) observo que las cepas
Vibrio P62, Vibrio P63 y Bacillus P64 indivialmente, presentaron porcentajes de
colonizaciéon por encima del 50%. Sin embargo, los resultados obtenidos en el ensayo
indicaron que las mezclas presentan una mayor capacidad de colonizaciéon que cuando se
administran individualmente con respecto a los porcentajes obtenidos por Gullian (2001).
Posiblemente este incremento estd relacionado con la forma de aplicacion del probiodtico
(mediante el alimento) o de acuerdo con Douillet (2000) las mezclas probioticas

presentaron una mayor eficiencia por procesos sinergisticos en el hospedero.

4.4.1 SUPERVIVENCIA

En la prueba in vivo los valores de supervivencia fueron significativamente mayores
(p<0.05) en los animales que se les suministro alimento con las mezclas P62-P63-1li y P63-
Ili con respecto a la mezcla P62-P64 y control. Los porcentajes de supervivencia estan

representados en la figura 6.
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Figura 6. Porcentaje de animales supervivientes, después de 45 dias de aplicacion con

mezclas probiodticas mediante alimento.

Los porcentajes de supervivencia en el tratamiento P62-P64, no registro diferencias

significativas (p>0.05) con respecto al control.

Estos resultados fueron encontrados por Moriarty (1998), Rengpipat et al. (1998),
Gatesoupe (1999) y Phianphak (1999), quienes concluyeron que los probiodticos ejercen
mecanismos de proteccion a los animales, influenciados por la produccién de sustancias
microbicidas o incremento de la respuesta immune que permiten mejorar la supervivencia y

el crecimiento.

El analisis histologico demostré que las mezclas P62-P63-1li y P63-1Ili no afectan el estado
de salud de los camarones, sin embargo los animales inoculados con la mezcla P62-P64

presentaron necrosis intestinal, al parecer por la presencia de Po4.

4.4.2 INCREMENTO DE PESO

Se registro el peso de los camarones al inicio y final del periodo experimental,
determinandose que el peso promedio de los animales con mezclas probioticas fue
significativamente mayor con respecto al control no tratado. Los resultados de incremento
de peso, no registraron diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos con

probidticos (Figura 7).
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Figura 7. Peso promedio alcanzado por los juveniles L. vannamei, luego de 45 dias de

aplicacion de las mezclas mediante el alimento.

Gullian (2001) reportd resultados similares en juveniles L. vannamei con la utilizacién de
las cepas Bacillus Pe4, Vibrio P62 y V. alginolyticus (cepa 1li) como probidticos,
encontrando diferencias significativas en crecimiento (p<0.05) respecto al control después

de 20 dias de ensayo.

Garriques y Arévalo (1995) en larvicultura de P. vannamei, reportaron mayor peso

promedio en los animales tratados con probidticos (7.8 mg) con respecto al control (7.1

mg).

En Tailandia, Rengpipat et al. (1998) en un cultivo de P. monodon utilizaron cepas de
Bacillus (S11) durante 100 dias, administrandolas independientemente como células
frescas, células en solucion salina normal y liofilizadas como probidtico en el alimento, no
encontrando diferencias significativas en crecimiento (p>0.05) entre los tratamiento con
probidticos, pero si encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos

tratamiento y el control. = Ademds, la supervivencia después de 100 dias fue



significativamente mayor (p<0.05) en el grupo tratamiento comparado con el grupo control.
Rengpipat et al. (2000) reportaron resultados similares en cultivos de camaréon P. monodon,
encontrando mayor supervivencia en camarones tratados con probidticos por 90 dias con

Bacillus (S11), que el control.

El incremento de peso observado en los animales cuando se les ha suministrado probidticos
puede estar influenciado de manera directa si son utilizados como fuente de alimento o
indirectamente como productores de enzimas o vitaminas. Hood (1974) senala que la
microflora enddgena en los camarones estd involucrada en la absorcidon de particulas
alimenticias que ayudan al crecimiento. Sin embargo, Fuller (1989) sefhala que varios
factores influyen en los resultados obtenidos con los probidticos, por que se desconoce el
mecanismo exacto por el cual operan y ademas los resultados estan sujetos a variabilidad

bajo diferentes condiciones.

44.3.  EVALUACION INMUNITARIA

4.4.3.1. Hemograma

Los resultados de los hemogramas se muestran en la figura 8. No se registraron diferencias
significativas para el conteo total de hemocitos entre los tratamientos. EI valor medio
alcanzado fue 1.95x10” hemocitos/ml de plasma. El porcentaje de células H, G y SG no

registro diferencias significativas entre los tratamientos y el control (Figura 9).
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H (hialinos), A (atipicos).

Gullian (2001) realizando ensayos inmunitarios, con estas cepas probidticas en camarones
juveniles L. vannamei, no encontré diferencias significativas en el porcentaje de hemocitos
G entre los tratamientos Bacillus P64, Vibrio P62 y en el control V. alginolyticus (1li). Sin

embargo, encontr6 un incremento significativo en la poblacion de células hialinas.

La utilizacion de estas cepas en mezclas durante una exposicion prolongada de 45 dias, no
mostro diferencias significativas con el control posiblemente, el sistema inmunitario se ha
adaptado a la presencia de estas bacterias. Es decir el sistema inmunitario estimulé la
produccion de hemocitos durante las primeras semanas, para luego llegar a un nivel de

equilibrio en la producion de hemocitos.



4.4.3.2. Cuantificacion de la actividad fenoloxidasa (PO)
En la prueba in vivo los valores de fenoloxidasa fueron significativamente mayor (p<0.05)
en los animales del tratamiento P62-P64 con respecto al tratamiento P63-1li. Sin embargo,

P62-P64 no registro diferencias significativas (p>0.05) con respecto al control. (Figura 10).
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Figura 10. Densidad optica relacionada con la estimulacion de actividad fenoloxidasa

producida por las mezclas P63-11i, P62-P64 y P62-P63-1li.

Gullian (2001), encontré después de 10 dias de aplicacion con cepas probiodticas, valores de
actividad fenoloxidasa significativamente mas altos (p<0.05) en los animales estimulados

con Bacillus P64, Vibrio P62y V. alginolyticus (Ili) que en el control.

Los resultados indican que la bacteria P64 en las mezclas presenta mayor estimulacion en la

actividad PO que Ili y P63.

4.4.3.1. Cuantificacion de la actividad antibacteriana del plasma (A.A)
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Figura 11. Porcentaje de la actividad antibacteriana del plasma de los tratamientos.

El ensayo establecido por Tapia (1996), nos permiti6 evaluar la actividad antibacteriana de
las muestras de plasma de animales tratados con mezclas probidticas durante 45 dias, se

utiliz6 el plasma de los animales sin tratamiento con probidticos como control.

La actividad antibacteriana en los tratamientos con mezclas probioticas present6 diferencias
significativamente mayores (p<0.05) respecto al control. No se registraron diferencias

significativas (p>0.05) entre los tratamientos.

Gullian (2001) utilizando cepas probioticas Ili, P64 y P62 en la cuantificacion de la
actividad antibacteriana, reportd porcentajes bajos de inhibicion entre los tratamientos y el
control. Ademas, Sotomayor (2000) utilizando como control la cepa Ili en una prueba
experimental, reportd que ésta cepa desarrolla niveles bajos de inhibicion de la actividad

antibacteriana del plasma de camaron.

Sin embargo, los porcentajes de inhibicidon registrados, demuestran una mayor actividad
antibacteriana al parecer por la presencia de péptidos antimicrobianos en los tratamientos

con mezclas probidticas. Destoumieux et al. (2000), reportaron la presencia de peneidinas,



las cuales contribuirian en la eliminacion de microorganismos durante el proceso de

fagocitosis en camarones L. vannamei.

4.5. EVALUACION in vivo DE LAS MEZCLAS PROBIOTICAS DESAFIANDO
JUVENILES L. vannamei CON V. harveyi.

Las mezclas probioticas P62-Pe4, P62-P63-1li y P63-1li obtuvieron porcentajes de
colonizacién mayores al 70%. Por su alta capacidad colonizadora éstas mezclas fueron

sometidas a una prueba de desafio con una mezcla de cepas patogenas.

En este bioensayo se probd la competencia entre las mezclas P62-P64, P62-P63-1li y P63-1li
contra V. harveyi. Se utilizé un control con patdgenos. El diagndstico de interaccion entre
probioticos-patdogenos se realizéo mediante microbiologia. Los porcentajes de interaccion y

los valores medios de concentracion bacteriana estan representados en la figura 12 .
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Figura 12. Interaccion de las mezclas P62-P64, P62-P63-1li y Pé63-Ili-contra vibrios
patogenos (V. harveyi.)



Se registraron diferencias significativas (p<0.05) entre los animales tratados con las
mezclas probidticas y el control patogeno, al analizar los porcentajes de colonizacion de V.

harveyi.

La mezcla P62-P64 logrd el mayor porcentaje de inhibicion sobre el crecimiento de V.
harveyi. y sobre la flora natural del HP. La mezcla , P62-P63-1li compitié con las cepas
patdgenas y con la flora natural, sin embargo su capacidad de inhibir el crecimiento de V.
harveyi. patdgeno fue menor que la mezcla P62-P64. La mezcla P63-Ili presentdé menor

efecto de inhibicion en la colonizacion de V. harveyi .

La supervivencia fue de 100% durante el periodo experimental en todos los tratamientos.
Los analisis microbioldgicos reportaron un 77.8% de las cepas positivas en el control con

patogenos.

Se han realizado ensayos in vivo para demostrar su efecto con Vibrios sp. patdgenos.
Phianphak et al. (1999) reportaron el efecto probidtico de una mezcla de Lactobacillus sp.
en camarones P. monodon al someterlos a una prueba de desafio por 10 dias con V. harveyi
D331, encontrando 100% de supervivencia en los grupos tratamientos y 26% de

supervivencia en el grupo control.

Gullian (2001) reporté que la cepa Vibrio P62 mostré su efecto antagonista in vivo
reduciendo la entrada de S2 en un 60% y desplazando la microflora autoctona. Ademas
report6 un efecto menor en Bacillus P64 y Vibrio P63 en la exclusion de cepas patdogenas

en un 34% a 19% respectivamente.

Los resultados indican que la cepa P62, al participar en las mezclas, P62-P63-1li y P62-P64

permite mayor inhibicion del V. harveyi.



Rengpipat et al. (1998) en pruebas con P. monodon, suministrando la cepa Bacillus S11,
reportaron en los tanques con probidtico con una concentracion de 10" a 10 UFC/ml, bajas
concentraciones de Vibrio sp. 10° UFC/ml en el agua y 10? UFC/ml en el intestino del

camardn, con respecto al control que presentd concentraciones entre 10° a 10’ UFC/ml de

Vibrios sp. en el agua y camaron.

Moriarty (1998) en estanques de engorde de camarén P. monodon en Indonesia, demostrd

que la incorporacion de Bacillus sp. durante 160 dias de cultivo a una concentracion de

(104 a 10° UFC/ml) en el agua, cambié la composicion de las especies bacterianas,
decreciendo la proporcion de Vibrios sp. luminiscentes mejorando la produccion del

cultivo.

4.5.1. Evaluacion inmunitaria

4.5.1.1. Hemograma

En el conteo total de hemocitos de los tratamientos no se registraron diferencias
significativas para el conteo total de hemocitos entre los tratamiento P63-Ili, P62-P63-1li y el
control (Figura 13). El tratamiento no registrd diferencias significativas con el tratamiento
P62-P63-Ili en el conteo total de hemocitos, sin embargo P62-P64 registré diferencias

significativas menores (p<0.05) con Ili-P63 y el control.
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Figura 13. Conteo total de células plasmaticas en los, Figura 14. Porcentaje de hemocitos. Donde:
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Con respecto al porcentaje de tipos hemocitarios, las células G, no registraron diferencias
significativas (p>0.05) entre los tratamientos (Figura 14). La cantidad de células H fue
significativamente mayor (p<0.05) en los animales tratados con P62-P63-1li con respecto a
los demads tratamientos. El tratamiento P62-P64 presentd menor porcenteje de células SG
con respecto al control. Mientras los porcentajes de células atipicas fue mayor (p>0.05) en
el tratamiento P62-P64 respecto a los demas tratamientos, existiendo una disminucion de

este porcentaje en el tratameinto P62-P63-Ili.

Trabajos de Rengpipat et al. (2000) en P. monodon utilizando Bacillus S11 como

probidtico en ensayos de infeccion con V. harveyi, encontraron un alto indice en la



respuesta inmunitaria, en el tratamiento con bacterias con respecto al control. Donde el
indice inmunitario, nimero total de hemocitos disminuy6 al incluirse el vibrio patéogeno en
todos los tratamientos. En nuestros resultados, se observd disminucioén de namero total de

hemocitos en la mezcla P62-P64, respecto las otras mezclas.

4.5.1.2. Cuantificacion de la actividad fenoloxidasa (PO)
Los valores de fenoloxidasa fueron significativamente mayor (p<0.05) en el tratamiento
P62-P64 con respecto a P63-Ili. Los tratamientos P63-Ili, P62-P63-Ili y el control no

registraron diferencias significativas (p>0.05) (Figura 15).
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Figura 15. Valores de densidad Optica para la cuantificacion de la actividad fenoloxidasa

de los tratamientos P63-11i, P62-P64, P62-P63-1li y el control.

Comparando la respuesta inmunitaria del sistema fenoloxidasa de este ensayo con respecto

a los animales estimulados por 45 dias con probidtico, no se encontrd diferencias entre los



tratamientos (P62-P64, P62-P63-1li y control), pero si en la mezcla P63-Ili al incluirse el

patogeno.

4.5.1.3. Cuantificacion de la actividad antibacteriana del plasma (A.A)
Los valores de actividad antibacteriana, no reportaron diferencias significativas (p<0.05)
entre los tratamientos P63-1li, P62-P63-I1i y el control. Sin embargo, P62-P64 registrd

diferencias significativas mayores (p<0.05) con respecto a todos los tratamientos. (Figura

16).
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Figura 16. Porcentajes de actividad antibacteriana del plasma de los tratamientos P63-Ili,

P62- P64, P62-P63-1li y el control, al ser desafiados con vibrios patdogenos.

Resultados semejantes fueron obtenidos por Rengpipat et al., 2000, quienes al incluir el V.
harveyi aumentaron la actividad antibacteriana del plasma en P. monodon. La mezcla
P62-P64 mostrd ese comportamiento, posiblemente atribuible su capacidad de inhibicion

observada sobre la colonizacion del patdgeno en el hospedero.



4.6 EVALUACION in vivo DE LAS MEZCLAS PROBIOTICAS
ENFRENTANDO JUVENILES L. vannamei A UNA PRUEBA DE
DESAFIO CON VIRUS DE LA MANCHA BLANCA (WSV)

Con la finalidad de observar “un efecto” de las mezclas probidticas en camarones juveniles,
en presencia de virus, estos fueron sometidos a una prueba de desafio con WSV. Los
resultados en la prueba in vivo, reportaron en los tratamientos diferencias

significativamente mayores (p<0.05) con respecto al control (Figura 17).
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Figura 17. Porcentajes alcanzados después de 4 dias de infecciéon con WSV.

Los tratamientos reportaron una supervivencia del 55%, mientras el control reportd una
supervivencia promedio del 35%. Los resultados indicarian wuna posible
inmunoestimulacion sobre los camarones, preparandolos de una manera no especifica al

ataque de agentes bacterianos y virales.
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Tabla 1. Probioticos utilizados como agentes de control en acuicultura

Probioético

Hospedero

Patogeno

Peces

* Mezcla de Rhodospirillum rubrum

R. viridis, R. palustris y R. vanniellii

* Pseudomonas fluorescens AH2

* Carnobacterium sp.

Moluscos Bivalvos

* V. tubiashi cepa C33
Pseudomonas cepa 11 y
Arthrobacter cepa 77

* Aeromonas medis

Crustaceos

* Bacillus sp. cepa S11

* Cepas de Bacillus sp.

* Vibrio alginolyticus

* Vibrio alginolyticus cepa Ili

* Cepas de Vibrio sp. y Bacillus sp
* Cepas de Lactobacillus sp.

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Salmo salar L.

Argopecten purpuratus

Crassostrea gigas

Penaeus monodon
Penaeus monodon
Litopenaeus vannamei
Litopenaeus vannamei
Litopenaeus vannamei

Penaeus monodon

A. salmonicida

A. salmonicida
A. Salmonicida

Y. ruckeri

V. alginolyticus
V. esplendidus y
A. hidrophyla

V. tubiashii

Y. ruckeri

V. harveyi D331
Vibrio sp. luminicentes
V. parahaemolyticus

V. harveyi E22

V. harveyi S2

Vibrio harveyi




V. CONCLUSIONES

Los resultados observados en el incremento de peso con el suministro de mezclas
probidticas, indicarian posible contribucion de los probidticos al proceso digestivo

de los animales a través del suministro de enzimas esenciales.

Este estudio demuestra que es esencial evaluar la interaccion de las cepas
bacterianas, para suministrarlas en proporciones adecuadas al desarrollar diversos
tipos de mezclas, dependiendo de las concentraciones y numero de cepas

participantes.

Las mezclas de cepas probioticas P62-P64 y P62-P63-Ili mostraron mayor inhibicion

de las cepas patogenas in vitro.

Las mezclas probidticas presentaron mayor capacidad de colonizaciéon que las cepas

individuales evaluadas en estudios anteriores.

La mezcla P62-P64 en ensayos in vivo, presentd mayor capacidad en colonizacion,
inhibicion de patdgenos, y aumento de la actividad antibacteriana frente a

patdgenos, sin embargo se observo leves dafios histologicos en los animales.

La mezcla P62-P63-11i demostro su efecto probiotico, al inhibir tanto in vitro como
in vivo el crecimiento de vibrios patégeno y no provocando dafos histologicos en

los animales.

El estudio preliminar de evaluacion del efecto de las mezclas probidticos sobre el
Virus de la Mancha Blanca (WSV), indica que existiria un efecto “protector” frente
a este agente viral, cuando el grado de infeccion es moderado, siendo la mezcla

P62-P63-1li la que presentdé mayor supervivencia.



RECOMENDACIONES

* Evaluar las mezclas probidticas a diferentes concentraciones, para determinar la
concentracion maxima y minima que permita una buena colonizacion sin causar

dafios en el hospedero.

* La mezcla P62-P64 presento leves dafios histologicos en los animales, por lo que se

recomienda establecer la concentracion y frecuencia de aplicacion.

* Evaluar el tiempo 6ptimo de aplicacion de las mezclas, para establecer periodos que

permitan mantener la colonizacion de las mezclas en el hospedero.

e Evaluar la exposicion de las mezclas a diferentes parametros abidticos (temperatura

y salinidad).

* Estudiar la dindmica poblacional de las cepas probioticas.

* (aracterizar sustancias antimicrobianas que esten involucradas en la prevencion de

enfermedades.

* Evaluar las cualidades inmunoestimulantes de los probidticos, en camarones para

prevenir infecciones virales.

* Realizar estudios sobre la produccion de enzimas que incrementen la nutricion en el

hospedero.



VI. RESUMEN

Las enfermedades constituyen un factor limitante en el desarrollo de la produccion, es por
eso que se buscan herramientas de control para el tratamiento de patologias infecciosas. La
rutina para el manejo de los microorganismos patdogenos ha implicado el suministro de
antibidticos, sin embargo, por su uso indiscriminado se han presentado inconvenientes
como la presencia de resistencia bacteriana. En la busqueda de alternativas para el control
y prevencion de enfermedades se destaca el uso de probidticos, que actian mediante
mecanismos de exclusion competitiva de bacterias patdogenas e incremento de la respuesta

inmune en el hospedero.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar mezclas de cepas probiodticas observando
colonizaciéon, supervivencia, incremento de peso, inhibicion de bacterias patdgenas,
inmunoestimulacion y respuesta a la presencia del Virus de la Mancha Blanca (WSV) en
camarones juveniles Litopenaeus vannamei. Se evaluaron la interaccion de cuatro cepas
(Vibrio P62, Vibrio P63, Vibrio alginolyticus y Bacillus P64) in vitro para obtener mezclas
que presenten proporciones similares. Las mezclas escogidas fueron sometidas a una
prueba de inhibicion in vitro con vibrios patégenos (Vibrio harveyi E22, V. vulnificus S2 y
V. parahaemolyticus PA2) para demostar su efecto antagonico. Las mezclas P63-Ili, P62-

P64 y P62-P63-1li presentaron porcentajes de inhibicion mayores al 50 %.

Las mezclas seleccionadas fueron sometidas a evaluaciones in vivo en los animales con un
peso promedio de 1.38+0.1g a una concentracion de 3.6x10" UFC/ml de las mezclas
probioticas por gramo de alimento durante 45 dias, logrando incrementar el peso de los
animales y porcentajes superiores al 70% de colonizacion en los tratamientos. El andlisis
histologico, desplies de los bioensayos de colonizacion, demuestran la inocuidad de las
mezclas P62-P63-1li y Pe63-1li, sin embargo la mezcla P62-P64 presentd leves dafios

histopatologicos.



Al final del bioensayo los animales fueron sometidos a una prueba de desafio, logrando
inhibir el crecimiento de Vibrio harveyi. Se observo un 23%, 32% y 48%, de ingreso de la

cepa patdgena en los tratamientos P62-P64, P62-P63-1li y P63-1li respectivamente.

El efecto inmunoestimulante, fue evaluado in vivo mediante pruebas inmunitarias en los
animales mantenidos con las mezclas probidticas. El numero total de hemocitos no se vio
incrementado por la exposicion de bacterias durante 45 dias, la mezcla P63-1li presento
menor actividad fenoloxidasa y la actividad antibacteriana aument6 por la presencia de

mezclas probidticas en los tratamientos.

En los tratamientos con mezclas probidticas se reportaron diferencias significativas
(p<0.05) con respecto al control en la supervivencia de los animales, cuando fueron

sometidos a una prueba de desafio con el Virus de la Mancha Blanca (WSV).



VII. ABSTRACT

Diseases constitute a limiting factor for the development of the commercial production
systems. Therefore, there is an inminent need for the development of control tools of
infectious pathologies. The actual routine management of pathogenic microorganisms
implies the use of the antibiotics, nevertheless, its indiscriminate use has resulted in the
development of bacterial resistance to these antibiotics. In order to find new alternatives
for the control and prevention of diseases, probiotics have been proposed as an substitute,
which act by means of competitive exclusion mechanisms of the pathogenic bacteria and by

increasing the immune response in the host.

The objective of this work was to evaluate mixtures of probiotic strains by their capacity to
colonize, increase host survival, increase of host weight, inhibition of pathogenic bacteria
growth, immunostimulation and response to the presence of the White Spot Virus (WSV)
in juvenile Litopenaeus vannamei shrimp. The interaction among the mixtures of the for
four strains of probiotic bacteria (Vibrio P62, Vibrio P63, Vibrio alginolyticus and Bacillus

P64) were evaluated in vitro, in order to obtain mixtures that present similar proportions.

The selected mixtures were challeged under an in vifro inhibition test with pathogenic
vibrios (Vibrio harveyi E22, V. wvulnificus S2 and V. parahaemolyticus PA2) in order to
confirm its antagonistic effect. The mixtures P63-Ili, P62-P64 and P62-P63-Ili presented a
percentage of inhibition greater than 50 %. The selected mixtures were put under
evaluations in vivo in animals with average weights of 1.38+0.1g at a 3.6x10 concentration
of CFU/ml of the probiotics mixtures per grams artificial diets for 45 days, obtaining an
increase in animal weight and a colonization percentage higher than 70% in the treatments.

After the colonization experiments, the histological analysis, demonstrated the



innocuousness of the P62-P63-Ili mixtures and P63-Ili alone, nevertheless the P62-P64

mixture presented slight histopatologics damages.

At the end of experiment the animals were put under a challenge test, being able to inhibit
the growth of Vibrio harveyi. A 23%, 32% and 48%, entrance percentaje was observed for

pathogenic strains in the treatments, P62-P64, P62-P63-1li and P63-1li, respectively.

The immunostimulant effect, was evaluated in vivo by means of immune tests in the
animals maintained with the probiotic mixtures. The total number of hemocytes did not
increase when exposed to the probiotic mixtures of bacteria for 45 days. The P63-Ili
mixture presented less phenoloxidase activity, while the antibacterial activity increased due

to the presence of probiotic mixtures in the treatments.

In the treatments with probiotic mixtures significant differences (p<0.05) in terms of
survival were observed with respect to the control, when they were put under a challenge

test with the White Spot Virus (WSV).
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IX. ANEXOS



Colonizacion de las mezclas probiéticas en juveniles L. vannamei.

Tratamiento Total Mezclas probioticas Flora natural
Control 2.8x10°+3.3x10° 2.8x10°+3.3x10°
P63-1li 2.7x10%+1.7x10° 1.9x10°+2.0x10°“ 7.4x10%1.3x10°

P62-P63-1li 3.0x10°+3.5x10° 2.2x10°+3.8x10°? 7.9x10°+6.1x10*
P62-P64 3.3x10°+3.1x10° 2.6x10%1.4x10°¢ 7.0x10°+3.9x10*

Valores promedios de las UFC/g HP en los tratamientos con sus respectivas desviacion estandar.

Mezcla %P62 %P63 % P64 %Il

Pe63-1li 29.2 70.8
P62-P63-1li 48.4 13.1 38.5
P62-Po4 58.6 41.4

Porcentajes de las cepa en las mezclas al final del bioensayo.

Inhibicion del crecimiento de V. harveyi en juveniles L. vannamei, mediante el uso de

mezclas probioéticas.

Tratamiento Flora natural

6.0x10°+8.3x10*

V. harveyi
Control 2.1x10%£2.6x10°“

Mezclas probioticas

P63-1li 8.4x10°+1.3x10°°
P62-P63-1li  6.2x10°+1.5x10°¢
P62-Pé64 6.3x10°+3.7x10*¢

5.0x10°+6.6x10"
1.2x10°+2.0x10°
1.9x10%+3.0x10*

4.0x10°+7.5x10*
2.0x10°+3.8x10"
2.3x10°+2.7x10*

Valores promedios de las UFC/g HP en los tratamientos con sus respectivas desviacion estandar.



Desafio con el Virus de la Mancha Blanca (WSV).

Analisis inicial.

Tratamiento Muestra Positivo*
Pe3-111 7 0
P64-Pé62 6 1
P62-P63-111 7 0
Control 7 1

*Diagnoéstico de WSV por PCR, mediante el Kit Kimura ef al. (1996).

Andlisis al final de la infeccion.

Tratamiento Muestra Positivo*
Pe3-111 10 3
P64-Pé62 10 6
P62-Pe3-111 10 0
Control 10 9

*Diagnoéstico de WSV por PCR, mediante el Kit Kimura ef al. (1996).

Técnica de histologia descrita por Lightner (1998).

Las muestras fueron fijadas en solucién Davidson durante 24 horas y transferidos después a
alcohol al 70% para su almacenamiento en celdas para ser procesadas.

Deshidratacion: posterior a la fijacion de las muestras estas fueron deshidratadas en

varios bafos de etanol.



Mecanismo y tiempos de deshidratacion

Baiio Tiempo
Etanol al 70% 1 hora
Etanol al 80% 1 hora
Etanol al 90% 1 hora
Etanol al 95% 1 hora
Etanol al 100% (I, II, I1I) 1 hora
Xilol (I'y II) 1 hora

Posteriormente a la deshidratacion las muestras fueron incluidas en tres bafios de parafina

sucesivos a una temperatura de 67 °C, por una hora cada bafio.

Después de la inclusion en parafina, se corté con un micrétomo ERMA INC. los bloques

parafinados. Estos cortes se desparafinaron e hidrataron antes de ser sometidos a tincion.

10 min 10 min 10 min. 3 min. 3 min. 3 min. 3 min. 3 min.

s sssisis]

Xilol 1 Xilol II Xilol I Alc. 100%  Alc. 100%  Alc. 90%  Alc. 80% Ale. 50%

Tiempos de desparafinado e hidratacién
Los bafios sucesivos de desparafinado, hidratacién y tincidn son detallados a continuacion.
Tiempos para la tincién (Hematoxilina - Eosina)

Xilol (3 veces) 10 min.
Etanol al 100% 3 min.



Etanol al 90% 3 min.

Etanol al 80% 3 min.
Etanol al 50% 3 min.
Agua Destilada 3 min.
Hematoxilina (Anexo 1) 5 - 10 min.
Agua de la llave 5 min.
Eosina-Floxina (Anexo 1) 1 - 3 min.
Agua destilada 2 — 3 inmersiones
Etanol al 70% 1 min.
Etanol al 90% 1 min.
Etanol al 100% (dos veces) 1 min.
Xilol Iy II 5 min.

El montaje de las placas se realizd con una gota de solucion Permount®- Las muestras
teflidas y montadas fueron observadas en el microscopio marca Olympus modelo BH-2 en
un objetivo de inmersién 100 X, mientras que placas no tefiidas fueron mantenidas a

temperatura ambiente.



