Probioticos

Uso de probioticos para prevenir
problemas bacterianos durante la
larvicultura del camaron

Jenny Rodriguez, Lourdes Cobo, Cristobal Dominguez, Rosa

Malavé, Maria Panchana

Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM),
Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), San Pedro de Manglaralto

- Ecuador
Jjrodrigu@cenaim.espol.edu.ec

Introduccion

Bacterias patégenas, tales como
Vibrio harveyi y Vibrio parahaemolyti-
cus, han sido asociadas con mortalida-
‘des durante la larvicultura y el engor-
de de camarén. El uso de probiédticos
y/lo B-glucanos se encuentra entre las
estrategias cominmente empleadas
para mitigar ese efecto o robustecer el
sistema inmune del camarén. Los pro-
bidticos constituyen un suplemento mi-
crobiano vivo que tiene un efecfo bene-
ficioso sobre el hospedero, modificando
la comunidad microbiana de su ambien-
te, asegurando el aprovechamiento del
alimento o mejorando su valor nutricio-
nal, incrementando la respuesta inmu-
ne o mejorando la calidad del medio de
cultivo.

Ademas, se demostré que la ma-
nipulacion de la microbiota endégena
puede afectar los mecanismos de re-
gulacién inmune y el desarrollo de la
mucosa gastrica, siendo por lo tanto de
vital importancia considerar las interac-
ciones de los probiéticos con las muco-
sas del hospedero. Lo mas adecuado
es utilizar microorganismos aislados
del propio hospedero o del ambiente de
cultivo.

Muchos problemas en la larvicul-
tura del camarén estan asociados a
las artemias. Estas son consideradas
vectores de bacterias, algunas de ellas
potencialmente patégenas. Los quistes
de artemia estan cargados de bacte-
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rias y muchas de ellas son eliminadas
durante el proceso de decapsulacion.
Sin embargo, los nutrientes liberados
durante la eclosién de los nauplios de
artemia promueven el crecimiento de
bacterias presentes en el medio de cul-
tivo (Fig. 1).

Un estudio publicado recientemente
demostré que vibrios potencialmente
patégenos pueden crecer durante la
eclosion y los desinfectantes, como el
agua oxigenada, producen resultados
muy variables y no garantizan la limpie-
za total de las artemias. De tal modo
que aplicar probiéticos a los cultivos de
rotiferos y artemias cumpliria la doble
funcién de limitar el crecimiento de bac-
terias potencialmente patégenas y pro-
mover la salud del hospedero.

Previamente hemos reportado el

aislamiento y evaluacion de tres bac-
terias probidticas. La cepa "ili" de Vi-
brio alginolyticus fue aislada a partir de
postlarvas saludables y se demostro
que controla de forma eficaz el sindro-
me de bolitas y el sindrome de la zoea.
Tendria ademas un efecto sobre la ma-
duracién del sistema inmune del cama-
rén, ya que su uso durante la larvicul-
tura (desde Nauplio 5 hasta Postlarva
4) incrementa de manera significativa la
supervivencia del camarén en piscinas
de engorde (Tabla 1).

De la misma manera, las cepas P62
de Vibrio hepatarius y P64 de Bacillus
sp. fueron aisladas del tracto digestivo
de camarones silvestres saludables.
Su uso en juveniles de camar6n tiene
un efecto inmunoestimulante, incre-
menta su tasa de crecimiento, interac-
tia con la flora endégena del camarén
desplazandola y evitando la coloniza-
cién de V. harveyi e incrementa la su-
pervivencia en piscinas de engorde.

En este articulo describimos un es-
tudio en el que se evalud el uso de los
probidticos ili, P62 y P64 en larvas de
camaroén (a partir de Postlarvas 4) y en
artemias durante la eclosion.
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que favorecen el crecimiento de bacterias
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Figura 1: Proceso de eclosién de nauplios de artemia.
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Tabla 1: Resultados de producciéon en piscinas experimentales sembradas con larvas de camarén P. vannamei

cultlvadas con la cepa probidtica ili (desde Nauplio 5 hasta Postlarva 4).

Densu:lad ala

Tratamiento

cosecha (#/m?)
49+13
6.5+0.8

Control
ili (N5 - PL4)

Tasa de Rendimiento
supervivencia (%) (libras/hectarea)
60.8 + 16.2 101+14
80.8+9.8 10.7+1.3

Peso final Factor de
(gramos) conversion alimenticia
10114 17+03
10.7£1.3 11+£0.0

Tabla 2: Crecimiento competitivo durante la eclosién de nauplios de Artemia entre la cepa P62 de V. hepatarius (a tres
concentraciones) y la flora endégena (FE), comprobado utilizando tres medios de cultivo (agar marino, TCBS
y GSP).

: Agar marino
FE

)

Tratamiento

Aeromonas Pseudomonas

Control 1.18 108 £ 1.37 107 0.00 £ 0.00 8.94 106 +6.73 108 0.00 £ 0.00 2.58 107 +2.06 107 7.07 103

P62 (10) 6.72107 +7.47 10" 2.67 10" +2.22 107 1.1310°+9.69 105 3.20 10+ 1.62 106 2.30 106 + 7.07 10* 0.00 £ 0.00
P62 (107) 111107 +1.56 10° 1.70 10+ 9.84 107 4.00 105+ 5.66 10° 1.07 107 +1.15 107 1.22 106 + 1.70 10° 0.00 £ 0.00
P62 (10°) 0.00 +0.00 1.02 10° £ 0.00 0.00+0.00 2.06 108 +9.70 107 3.42 10+ 1.81 10* 0.00 £ 0.00

Efecto de los probidticos so-
bre la carga bacteriana de las
artemias

En este primer ensayo se aplicé los
probidticos ili, P64 y P62 durante la
eclosion de nauplios de artemia. Los
probioticos fueron aplicados en tres
concentraciones (10%, 107 y 108 UFC/
mL). La cepa bacteriana mas eficaz
fue P62, quien desplazé a la flora endé-
gena de las artemias e inhibié comple-
tamente el crecimiento de otros vibrios,
pseudomonas y, en menor grado, aero-
monas (Tabla 2).

Exclusion competitiva in vitro
entre ili, P62 y P64 y cuatro
bacterias aisladas de tanques
con mortalidad

El segundo ensayo fue de exclusion
competitiva (in vitro), donde se evalué
las tres cepas probiéticas (ili, P62 y
P64) contra cuatro bacterias aisladas
de tanques de larvicultura con morta-
lidad. Los halos de inhibicién de ma-
yor tamafno se consiguieron utilizando
los probidticos en una concentracion
de 107 UFC/g. Los mejores resultados
de exclusion se observaron con la cepa
probidtica P62, registrandose a las 36
horas la presencia de halos de inhibi-
cién contra las ‘cuatro bacterias pat6-
genas ensayadas. La cepa P64 no fue
efectiva contra Pseudomonas y la cepa
ili no mostré actividad contra Aeromo-
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nas.

El ensayo se realizd también en
sentido contrario, sembrando los pro-
biéticos en el agar a una concentra-
cién de 10° UFC/g y evaluando su ca-
pacidad de resistir a la invasion de las

Figura 2 Excluslé competmv
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posibles bacterias patogenas. Estas
ultimas fueron ensayadas a concentra-
ciones de 104, 108y 107. En este caso,
la cepa ili mostré6 mayor predisposicion
para resistir a la invasion de las posi-
bles bacterias patégenas (Fig. 2).




Probioticos

Tabla 3: Efecto de la aplicacion de la cepa esporulada P64 (Bacillus sp.) sobre
la tasa de supervivencia de postlarvas de P. vannamei (desde PL5
hasta PL10).

Tratamiento Ta.sa de.
supervivencia (%)

Control 61.0+11.2

P64 esporulada 740495

Tabla 4: Comparacién de la carga microbiana de larvas cultivadas sin (control)
y con la cepa probiética P64 (Bacillus sp.).

Bacterias totales Vibrios
Tratamiento Agar Marino TCBS
(UFClg) (UFClg)
Control 1.85 107 1.2 10° 1.1 10°
P64 esporulada 2.9 10° (P64) 3.1 105 3.210°

Tabla 5: Comparacién de la tasa de supervivencia de larvas de camarén P.
vannamei cultivadas sin (control) y con una mezcla de dos cepas
probiéticas (P62 V. hepatarius y P64 Bacillus sp.).

Tratamiento EncEansayo. Segundo ensayo
Tasa de supervivencia Tasa de supervivencia

Control _ 63% 82%

P62 + P64 80% 94%

Set experimental donde se llevé a cabo parte de los bioensayos presentados en
este articulo.

4 Aqua

Efecto de los probioticos P62
y P64 sobre la supervivencia
de larvas de camaron

Larvas (PL5) del camaron blanco
del Pacifico, Penaeus vannamei fueron
cedidas por BIOGEMAR y sembradas
en 10 conos de un litro a razén de 100
larvas por cono. Los conos fueron asig-
nados aleatoriamente a los tratamien-
tos, cinco conos para el control y cinco
para un tratamiento con aplicaciéon de
cepas probidticas. El tratamiento con-
sistio en la aplicacion de las esporas de
la cepa P64 a una concentracion final
en el agua de 10*. Después de cinco
dias de cultivo (PL10), se cosecho las
larvas y se evalu6 su tasa de supervi-
vencia. Ademas, se realiz6 analisis mi-
crobiolégicos.

La presencia del probiotico P64 in-
cremento significativamente (p=0.04) la
supervivencia de las larvas (Tabla 3).
Ademas, se observo una menor canti-
dad de bacterias totales en los conos
que recibieron probiéticos en compara-
cién con los conos control (Tabla 4). El
porcentaje de la cepa P64 recuperada
fue muy alto (36%) a una concentracién
de 108, indicando que esta cepa pro-
biética posee una gran capacidad de
proliferaciéon en el agua de cultivo y una
capacidad de desplazamiento de la flo-
ra natural (Tabla 4).

En un ultimo experimento, se utilizé
una mezcla de dos cepas probidticas
(P62 y P64) de manera combinada en
tanques de precria de larvas de P. van-
namei (ocho toneladas de capacidad).
En los ensayos realizados, la supervi-
vencia de las larvas tratadas con los
probidticos fue mayor en comparacion
con larvas cultivadas sin la adicion de
cepas bacterianas beneficiosas (Tabla
5).

Conclusiones

Las cepas probidticas P62 (Vi-
brio hepatarius) y P64 (Bacillus sp.)
fueron eficaces en controlar la carga
bacteriana de las larvas de camarén
y nauplios de artemias, resultando en
un incremento de la supervivencia de
las postlarvas durante |la etapa de lar-
vicultura.m
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