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RESUMEN

La acuicultura es uno de los sectores de produccion de alimento de més rapido
crecimiento que provee actualmente casi la mitad de todo el pescado para
consumo humano. Con la acuicultura intensiva en expansion a nivel mundial,
los riegos asociados a la aparicion y transmisién de bacterias patdégenas
aumentan. Un probidtico para acuicultura es un suplemento microbiano vivo
gue proporcionado a través de la dieta o en el agua beneficia la condicion de
los peces modificando la flora asociada a los mismos y al ambiente, mejorando
el valor nutricional de los alimentos, la respuesta inmunoldgica de los peces, la
eficiencia reproductiva, y la calidad del agua y del ambiente que los rodea. El
objetivo de esta Tesis fue aislar cepas bacterianas autéctonas de ambientes
acuaticos de la region patagoénica y estudiar sus propiedades probioticas in
vitro e in vivo, para evaluar su potencial utilidad en acuicultura. A partir de
muestras del tracto gastrointestinal de organismos acuaticos de Patagonia se
obtuvieron 149 aislamientos. Utilizando la técnica de la doble capa, se
detectaron 58 aislamientos con actividad antimicrobiana contra alguno de los
patdogenos indicadores Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida,
Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri y Carnobacterium piscicola. De dichos
aislamientos, las Unicas cepas cuya actividad antimicrobiana fue del tipo
extracelular fueron T4, T15 y M5, y solo contra C. piscicola. Estas cepas
correspondieron al género Carnobacterium (99,93% homologia en la secuencia
del gen ARNr 16S con Carnobacterium maltaromaticum DSM 20345(T)).
Ademas, se sumo al estudio la cepa H16, previamente aislada y parcialmente
caracterizada, con actividad antimicrobiana extracelular contra A. salmonicida
subsp. salmonicida y V. alginolyticus. La secuencia del gen ARNr 16S de H16
mostréo 100% de homologia con la de Lactobacillus pentosus JCM 1558(T).
Carnobacterium sp. T4, Carnobacterium sp. T15, Carnobacterium sp. M5 y
Lactobacillus pentosus H16 mostraron baja resistencia a los antibioticos y
ausencia de actividad hemolitica, las cuales son caracteristicas positivas en
cuanto a la seguridad microbiolégica de estas cepas. La actividad
antimicrobiana contra V. alginolyticus y A. salmonicida subsp. salmonicida
presentada por H16 estuvo asociada con la produccién de acidos organicos. En
cambio, la actividad antimicrobiana presentada por las cepas T4, T15 y M5
contra C. piscicola fue causada por la produccion de bacteriocinas. Debido a la
produccion temprana del agente antimicrobiano y a su mayor titulo de
inhibicién, T4 fue elegida entre las cepas del género Carnobacterium para
continuar los estudios. Asi, las propiedades probidticas de T4, H16 vy
Lactococcus lactis TW34 (una cepa proveniente de la coleccion del laboratorio)
fueron evaluadas en ensayos in vitro e in vivo. T4, H16 y TW34 mostraron
tolerancia a la bilis de trucha arco iris (TAIl) y resistencia a pH acido, sugiriendo
gue podrian adaptarse a las condiciones del tracto digestivo de los peces.
Ademas, las tres cepas fueron capaces de adherirse al mucus de TAI. La
capacidad de adhesion al mucus es una condicion favorable para posibilitar la
colonizacion del intestino del pez. En particular, H16 fue capaz de inhibir la
adhesion de V. alginolyticus y A. salmonicida subsp. salmonicida al mucus de
TAI, bioencapsularse en nauplios de Artemia franciscana y protegerlos de la
infeccion con V. alginolyticus. Estos resultados sugieren que H16 se podria
administrar a través de portadores vivos, por ejemplo, en el cultivo de larvas.



En ensayos in vivo utilizando el pez cebra como modelo, después de 14 dias
de administracion de T4, H16 o TW34, los recuentos de bacterias totales
disminuyeron en el intestino de los peces probablemente a expensas de las
enterobacterias y Vibrio spp. que disminuyeron en promedio un orden y medio
orden de magnitud, respectivamente. En cambio, las bacterias acido lacticas
(BAL) aumentaron aproximadamente dos ordenes de magnitud en los tres
grupos tratados. T4 y TW34 se recuperaron del intestino sélo durante su
administracién mientras que H16 se recuperd 48 h después de la suspension
de su administracion, con una abundancia similar a los valores registrados en
el periodo de administracion. Esto demostraria la capacidad de colonizacion del
intestino del pez cebra de H16. En ensayos de crecimiento del pez cebra,
también los recuentos de BAL en el intestino de los peces cebra fueron
mayores y los de Vibrio spp. y enterobacterias menores que los del grupo
control sin probidtico, luego de 90 dias de tratamiento con T4, H16 o TW34. A
su vez, el peso corporal promedio de los peces en los tratamientos con T4 o
H16 fue significativamente mayor que en el control. Particularmente, los peces
tratados con H16 presentaron una mayor tasa de crecimiento especifica, un
mejor factor de condicion y un menor factor de conversion del alimento,
comparado con el control. Asi, el presente estudio demostr6 que existen
microorganismos en los ambientes acuaticos de la region patagonica que
cumplen con los criterios de seleccion de probidticos. Ademas, las cepas T4,
H16 y TW34 lograron modificar la microbiota intestinal del pez cebra,
promoviendo la poblacion beneficiosa de BAL y disminuyendo otros grupos
bacterianos conocidos por incluir patégenos oportunistas. La evaluacion in vivo
demostré que las cepas L. pentosus H16 y Carnobacterium sp. T4 tuvieron
efectos positivos sobre el crecimiento del pez cebra. Por lo tanto, estas cepas
son prometedoras para futuros estudios de desarrollo de alimentos probidticos
para acuicultura.



SUMMARY

Aquaculture is one of the fastest-growing food producing sectors and today
provides almost half of all fish for human food. With worldwide intensive
aquaculture expanding, the risks associated with the emergence and
transmission of pathogenic bacteria increased. An aguaculture probiotic is a live
microorganism which when provided via the diet or rearing water produces
benefits on the host by modifying the host-associated or ambient microbial
community, by ensuring improved digestion and feed utilization, by stimulating
the immune system and the reproductive efficiency, and by improving the water
quality and the surrounding environment. The main goal of the present Thesis
was to isolate autochthonous bacterial strains from aquatic environments of the
Patagonian region and to study their probiotic properties in vitro and in vivo, to
evaluate their potential usefulness in aquaculture. From the gastrointestinal
tract of aquatic organisms from Patagonia, 149 isolates were obtained. Using
the double layer assay, 58 isolates with antimicrobial activity against at least
one of the indicator pathogens Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida,
Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri, and Carnobacterium piscicola were
detected. From them, only strains T4, T15, and M5 showed extracellular
antimicrobial activity and just against C. piscicola. Such strains belonged to
Carnobacterium genus (99.93% homology of rRNA 16S to Carnobacterium
maltaromaticum DSM 20345(T)). Moreover, it was included in this study the
strain H16, a previously isolated and partially characterized bacterium, with
extracellular antimicrobial activity against A. salmonicida subsp. salmonicida
and V. alginolyticus. H16 rRNA 16S gene sequence showed 100% homology to
that of Lactobacillus pentosus JCM 1558(T). Carnobacterium sp. T4,
Carnobacterium sp. T15, Carnobacterium sp. M5, and Lactobacillus pentosus
H16 showed low resistance to antibiotics and absence of hemolytic activity.
These are positive characteristics regarding microbial security of these strains.
H16 antimicrobial activity against V. alginolyticus and A. salmonicida subsp.
salmonicida was associated with organic acid production. In contrast, T4, M5,
and T15 antimicrobial activity against C. piscicola was due to bacteriocin
production. In view of T4 early production and high titer of antimicrobial activity,
it was chosen among Carnobacterium strains to continue the studies. Thus, the
probiotic properties of T4, H16, and Lactococcus lactis TW34 (a strain from the
laboratory collection) were assessed through in vitro and in vivo experiments.
T4, H16, and TW34 showed tolerance to rainbow trout bile and acid pH
resistance, suggesting that they could adapt to the gastrointestinal tract
conditions of fish. In addition, the three strains were able to adhere to rainbow
trout mucus. This capability is a favorable property related with the possibility of
colonizing the fish intestine. Particularly, H16 was able to inhibit the adhesion of
V. alginolyticus and A. salmonicida subsp. salmonicida to rainbow trout mucus,
to bioencapsulate in Artemia franciscana nauplii, and to protect them from V.
alginolyticus infection. This suggests that it is possible to use live carriers in its
administration, for instance in larvae culture. In in vivo experiments using the
zebrafish as a model, after administrating T4, H16 or TW34 for 14 days, the
total viable counts of bacteria significantly decreased in fish intestine which
could be related with a declined in average of an order and a half order of
magnitude of enterobacteria and Vibrio spp. counts, respectively. On the other
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hand, lactic acid bacteria (LAB) increased approximately two orders of
magnitude in the probiotic treated groups compared to the control. T4 and
TW34 were recovered from the intestine only during their administration while
H16 was recovered 48 h after suspending its administration, in a number similar
to those registered in the administration period. This revealed the colonization
capability of zebrafish intestine by H16. In zebrafish growth experiments, after
90 days of treatment with T4, H16, or TW34, intestine LAB counts were also
higher and Vibrio spp. and enterobacteria lower than in the control group. At the
same time, the fish weight of the group fed with T4 or H16 was significantly
greater than the control. Particularly, the fish treated with H16 showed a higher
specific growth rate, a better condition factor, and a lower feed conversion ratio
than the control group. The present study demonstrated that there are
microorganisms in aquatic environments of the Patagonian region that meet
probiotic selection criteria. Furthermore, strains T4, H16, and TW34 modified
zebrafish intestinal microbiota, promoting beneficial LAB population and
reducing other groups which include opportunistic pathogens. The evaluation of
growth parameters demonstrated that proposed probiotics L. pentosus H16 and
Carnobacterium sp. T4 had positive effects on zebrafish growth. Therefore,
these strains are promising for future studies of probiotic food development for
aquaculture.
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1- Acuicultura

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
la Agricultura (FAO, del inglés Food and Agriculture Organization of the United
Nations) la acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos, incluyendo peces,
moluscos, crusticeos y plantas acuaticas, con la intervencién del hombre en el
proceso de cria para aumentar la produccién, en operaciones como la siembra,
la alimentacion y la proteccion de depredadores (FAO/NACA/WHO, 1999). A
partir de 1985, la acuicultura se convirtié en una de las principales industrias de
produccién animal (Done et al., 2015). Al principio, era una actividad
mayormente no comercial, representando un estilo de vida tradicional durante
siglos y, a menudo, proporcionando la unica fuente confiable de alimentacion
para sus productores (Cole et al., 2009). En la actualidad, la acuicultura es uno
de los sectores de produccion de alimento de mas rapido crecimiento, asi en el
2004 la produccion de peces representaba un 31,1 % de la produccién acuicola
mundial, en el 2012 un 42,1 % y desde el 2014 ofrece casi la mitad de todos los
peces para alimentacion humana, tendencia que esta presente en todos los
continentes (FAO, 2016). Este crecimiento de la acuicultura tiene varias
razones: mayor demanda de lo que ahora se reconoce como una eleccidon
saludable de proteinas, avances en la produccion de alimentos marinos,
agotamiento de las poblaciones de peces silvestres y mejoras en las
instalaciones que permiten una acuicultura de alta densidad (Cole et al., 2009;
Done et al., 2015).

En Argentina la acuicultura es una actividad joven y en desarrollo,
originada a fines del siglo pasado. En los ultimos 20 afios ha mostrado un
crecimiento lento pero sostenido, desde las 1.000 toneladas en 1996, hasta un
maximo de 4.027 en el afio 2014, con una leve disminucion en los afios 2015y
2016 causada mayormente por los costos del alimento balanceado, la falta de
financiamiento y razones climéticas (Panné Huidobro, 2016). El principal cultivo
es el de pacu (Piaractus mesopotamicus) en las provincias de Misiones y
Chaco. En el 2016, el pacu contribuyd con el porcentaje mas alto (58,32 %) de
la produccién de organismos acuaticos del pais. En segundo lugar, se ubicé la

producciéon de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con un 29,16 % y en
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tercer lugar el cultivo de varias especies, principalmente carpas (Cyprinus
carpio, Hypophthalmichthys molitrix, Aristichthys nobilis, Ctenopharyngodon
idella), surubi (Pseudoplatystoma fasciatum y P. corruscans) y tilapia
(Oreochromis niloticus), (Panné Huidobro, 2016).

La region patagdnica ocupa un lugar muy importante en la produccion
acuicola nacional. Alli se desarrolla la mayor produccion de trucha arcoiris,
principalmente en dos de los embalses hidroeléctricos del rio Limay (embalse
Alicuréd y embalse Piedra del Aguila), en la provincia de Neuquén (Fig. 1).
Ademas, se cultivan en sus costas marinas dos especies de mejillon (Mytilus
edulis y M. chilensis), la cholga (Aulacomya atra) y la ostra clncava
(Crassostrea gigas) en Tierra del Fuego y Chubut (Panné Huidobro, 2016).

6,46 %
312% _—

[J Misiones

39,05 % e
25,31 % cuquen

[ Chaco
M Formosa

O Otras

26,05 %

Figura 1: Participacion por provincias en la produccién acuicola total afio 2016. Otras:
La Rioja, Rio Negro, Tierra del Fuego, Mendoza, Buenos Aires, Corrientes, Cordoba,
Santa Fe, Chubut, Jujuy, La Pampa y Entre Rios. (Fuente: Panné Huidobro, 2016)

Segun el informe de la FAO n° 549 (Kapetsky et al., 2013), Argentina
tendra un rol cada vez mas protagonico en la acuicultura debido a que posee
una amplia extension de mar propicia para la produccién acuicola. Ademas,
posee diversidad climatica, agua dulce de calidad y la ventaja de poder

producir alimento balanceado. En este marco, en 2017, Argentina inici6 el
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llamado a su primer proyecto estratégico nacional en acuicultura para la Region
Patagonica “Innovacion Acuicultura Argentina — INNOVACUA”; una propuesta
gue incluye el disefio, desarrollo e instalacion de una Granja Marina Multitréfica
Integrada, donde se combina el cultivo de varias especies en el mar. Entre
ellas, trucha arcoiris, mejillon azul (Mytilus edulis) y alga parda (Macrocystis
pyrifera), ademas de la captura y repoblacion de la centolla. Este proyecto se
desarrollara en la provincia de Tierra del Fuego y constituira una experiencia
piloto que brindar& los conocimientos necesarios para el posterior escalamiento
y desarrollo del sector productivo, con vistas a replicarlo en diferentes lugares
de la costa patagodnica.

2- Enfermedades bacterianas que afectan a la acuicultura

El crecimiento de la produccidon acuicola ha generado la expansion,
intensificacion y diversificacion de los sistemas de cultivo, exponiendo a los
peces de cultivo a diversos factores de estrés como la manipulacion de los
organismos, el hacinamiento, la falta de higiene y la nutricion con dietas no
balanceadas (Makridis et al., 2005). Esto ha provocado un aumento en la
vulnerabilidad de los peces aumentando la incidencia de enfermedades,

principalmente bacterianas, causando una alta mortalidad (Kurath, 2008).

Las enfermedades de origen bacteriano en peces pueden ser
originadas por un gran niumero de especies, en la presente tesis se utilizaran
principalmente los patdgenos: Aeromonas salmonicida, Lactococcus garvieae,
Yersinia ruckeri y Carnobacterium piscicola. Estos patdgenos afectan a nivel
mundial diferentes especies de peces de agua dulce y de mar entre las que se
encuentran trucha arcoiris, tilapia, rodaballo (Scophthalmus maximus) y robalo
(Dicentrarchus labrax), entre otras (Wiklund y Dalsgaard, 1998; Vendrell et al.,
2006; Menanteau-Ledouble et al., 2016; Zorriehzahra et al., 2017).



2.1- Aeromonas salmonicida

Aeromonas salmonicida es un bacilo Gram negativo, anaerobio
facultativo, inmévil, no esporulado ni encapsulado. Esta bacteria se puede
encontrar en casi todo el mundo en ambientes marinos y de agua dulce (Hiney
y Olivier, 1999). Si bien es conocido como un patégeno de salmonidos, tiene un
amplio rango de hospedadores y puede afectar tanto a peces de aguas
continentales como marinos (Wiklund y Dalsgaard, 1998). Aeromonas
salmonicida es el principal agente etiolégico de la forunculosis, enfermedad que
se desarrolla como una septicemia hemorragica crénica o aguda, a menudo
con extensa necrosis licuefactiva. La forunculosis se caracteriza por la
aparicion de foranculos, coloracion oscura de la piel, exoftalmia,
esplenomegalia, nefritis y enteritis (Hiney y Olivier, 1999). Aeromonas
salmonicida es un patdégeno distribuido globalmente que histéricamente ha
estado entre las bacterias mas importantes que afectan a la acuicultura
(Menanteau-Ledouble et al., 2016).

2.2- Lactococcus garvieae

Lactococcus garvieae es un coco Gram positivo anaerobio facultativo,
no movil y no formador de esporas. Esta especie es el agente causal de la
lactococosis, una enfermedad emergente que afecta a varias especies de
peces de agua dulce y marinos, entre ellos la trucha arcoiris y la tilapia
(Vendrell et al., 2006). La enfermedad que produce se caracteriza por una
septicemia hiperaguda y hemorragica, que evoluciona dependiendo de las
condiciones ambientales del habitat del pez, con especial importancia de la
temperatura y la calidad microbioldgica del agua (Vendrell et al., 2006). Los
sintomas que causa son anorexia, melanosis, natacién erratica, exoftalmia a
menudo con hemorragias en la camara del ojo, agrandamiento del bazo,

abdomen hinchado y prolapso anal (Bekker et al., 2011).



La lactococosis es una de las enfermedades de peces mas importantes
en Europa, Asia, Australia y América (Nelson et al., 2016). Cabe destacar que
este patégeno causa grandes pérdidas econdémicas debido a las elevadas
tasas de mortalidad (hasta 50 %), la disminucién de las tasas de crecimiento y
la apariencia de los peces que los hace no comercializables (Vendrell et al.,
2006).

2.3- Yersinia ruckeri

Yersinia ruckeri es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, que
puede presentar movilidad por flagelos peritricos. Este patdégeno es el agente
causal de la enfermedad de la boca roja, una de las enfermedades mas
comunes en salmonidos, especialmente en trucha arcoiris juvenil, pero se lo ha
reportado en peces marinos como bacalao (Gadus morhua), rodaballo y robalo,
entre otros. La enfermedad de la boca roja es altamente contagiosa y ha sido
reportada en Ameérica, Australia, Nueva Zelanda, Africa, Europa y Asia
(Zorriehzahra et al.,, 2017). Los signos mas caracteristicos son el
enrojecimiento de la garganta y la cavidad bucal debido a una hemorragia
subcutanea, una congestion de los vasos de la zona oral y hemorragias en la
boca (Woo y Bruno, 2011). Ademas, se encuentran hemorragias en la
superficie externa, en la base de las aletas, en las branquias y alrededor de la
linea lateral, en la base de las aletas pélvicas, ano y zonas ventrales
(Zorriehzahra et al., 2017).

2.4- Carnobacterium piscicola

Carnobacterium piscicola es un cocobacilo Gram positivo, fermentativo
no movil. Este patdgeno es uno de los agentes causales de la estreptococosis,
enfermedad con sintomas variados, incluyendo septicemia, abdomen
distendido con liquido ascitico, abscesos musculares, ampollas de sangre justo

debajo de la piel y hemorragia interna (Austin y Austin, 2012). Esta enfermedad
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de agua dulce que se distribuye en Europa y América (Austin y Austin, 2012)
afecta a distintas especies incluyendo salménidos, carpa, lubina rayada y bagre
(Michel et al., 1986; Baya et al., 1991; Starliper et al., 1992; Toranzo et al.,
1993).

2.5- Situacion sanitaria acuicola en Argentina

En Argentina la habilitacion sanitaria de los productos originados en
acuicultura, asi como los trabajos de prevencion y de vigilancia y monitoreo se
encuentran a cargo del Servicio Nacional de Sanidad Alimentaria (SENASA)
(FAO, 2005-2018). Dicho Ente Illeva adelante un Programa sobre
enfermedades de los animales acuaticos que tiene como objetivo principal
determinar la presencia/ausencia de aquellas enfermedades de los peces,
moluscos y crustaceos de denuncia obligatoria para la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE) y para nuestro pais. La produccion acuicola de nuestro
pais cuenta con una situacion sanitaria muy favorable ya que los estudios que
se llevan a cabo en las diferentes especies de produccion han demostrado la
ausencia de las principales patologias. Hasta el momento este programa de
enfermedades de animales acuaticos se ha implementado Unicamente para

salmonidos y en los ultimos afios, para moluscos bivalvos (SENASA).

En la region patagonica, la Cuenca alta del Rio Limay incluyendo el
embalse Alicura fue declarada como libre de enfermedades de los salmonidos
por SENASA en el afio 2013. Dentro de estas enfermedades se incluyen 5
viricas (necrosis hematopoyética epizoética (EHNV), necrosis hematopoyética
infecciosa (IHNV), septicemia hemorragica viral (VHS), necrosis pancreatica
infecciosa (IPN) y anemia infecciosa del salméon (ISA)) y 2 bacterianas,
enfermedad bacteriana renal (BKD) producida por Renibacterium
salmoninarum y el sindrome Rickettsial del salmén (SRS) por Piscirickettsia
salmonis. Sin embargo, el Centro de Ecologia Aplicada de Neuquén (CEAN)
gue desarrolla proyectos aplicados a la produccién de trucha, abarcando

aspectos como la sanidad acuicola, nutricibn y manejo de la reproduccion en
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salménidos, ha reportado en el afio 2016 mortalidad subaguda de la trucha
arcoiris cultivada, asociada con sintomas de necrosis dérmica y ha identificado
al agente bacteriano causante de esta enfermedad como Flavobacterium
psycrophilum (Moreno et al., 2016).

Los resultados sobre la sanidad relacionada a moluscos bivalvos hasta
el afo 2013/2014 arrojaron ausencia de las enfermedades de notificacidon
obligatoria para la OIE que se encuentran bajo vigilancia en nuestro pais
(SENASA).

3- Medidas de control de las enfermedades bacterianas

A nivel mundial, la produccion acuicola intensiva se ve obstaculizada
por mortandades impredecibles debidas a interacciones negativas entre los
peces y las bacterias patdégenas (Romero et al., 2012). Estas infecciones
surgen generalmente como consecuencia del estado inmunitario deficiente de
los organismos en cultivo, que esta asociado con la alta densidad y con una
calidad de higiene suboptima (Cabello et al.,, 2013). Por lo tanto, la
implementacion de buenas practicas de cria que minimicen el nivel de estrés
en los peces, aumenten la calidad del agua y que reduzcan las probabilidades

de las infecciones es primordial.

3.1- Antibi6ticos

Los antibidticos han sido muy utilizados para tratar infecciones
bacterianas en el sector acuicola. Sin embargo, el uso incorrecto y el abuso de
antibidticos para prevenir y tratar infecciones durante el cultivo de peces e
invertebrados ha provocado la aparicion de patdgenos resistentes y la
acumulacién de antibiéticos en los o6rganos internos de los organismos
producidos, haciéndolos inapropiados para el consumo humano (Cabello, 2006;

Romero et al., 2012). Ademas, algunas de estas sustancias son excretadas
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persistiendo en el ambiente durante largo tiempo (Diaz-Cruz et al., 2003). La
liberacion de forma continua de efluentes contaminados con antibiéticos genera
una constante presion de seleccion incrementando la aparicion de cepas
resistentes y propiciando un cambio en la microbiota del entorno (Boon y
Cattanach, 1999). Las altas proporciones de bacterias resistentes a los
antibidticos que persisten en los sedimentos de los criaderos y en sus
proximidades representan una amenaza para la industria acuicola, ya que
pueden servir como fuentes de genes de resistencia a antibidticos para
patdgenos de peces en las cercanias de los criaderos. Asimismo, muchas
bacterias patégenas son capaces de diseminar los genes de resistencia a los
antibidticos desde las zonas de produccién acuicola hasta los humanos,
pudiendo generar cepas resistentes en la flora intestinal humana (Sorum y
L"Abee-Lund, 2002).

En los dltimos afios, los productores acuicolas han tenido que
adaptarse a las restricciones en el uso de antibiéticos que estan comenzando a
implementarse a nivel mundial (Cabello et al., 2013). Asi, paises como Canada,
Estados Unidos y Noruega han aprobado el uso de un niumero muy limitado de

antibioticos.

En relacién a lo expuesto, en la actualidad hay un creciente interés por
los tratamientos ambientalmente amigables para el desarrollo de una
acuicultura mas sustentable (Balcazar et al., 2006; Lazado y Caipang, 2014). El
control de enfermedades es un campo de investigacion activo, en el cual
alternativas a los tratamientos con antibidticos como lo son las vacunas, los
bacteriéfagos, los prebidticos y probidticos estan siendo constantemente

explorados (Romero et al., 2012).

12



3.2 Tratamientos alternativos al empleo de antibiéticos en acuicultura

3.2.1- Vacunacién

La vacunacion es un tratamiento utilizado en acuicultura para prevenir
enfermedades, cuya implementacién es relativamente nueva en comparaciéon
con su uso en humanos. En 1976, se comercializé la primera vacuna que fue
desarrollada para proteger a los salmonidos de la yersiniosis (enfermedad de la
boca roja), (Ringg et al., 2014). Este tipo de tratamiento puede prevenir
enfermedades infecciosas en ciertos casos, pero presenta varias dificultades,
por ejemplo, la efectividad es solo contra un tipo especifico de patégeno (Ardo
et al., 2008), no es un tratamiento para infecciones ya existentes y las vacunas
disponibles comercialmente son todavia muy limitadas (Romero et al., 2012).
Otros inconvenientes son la falta de efectividad cuando se aplica a peces
juveniles, inmunolégicamente inmaduros (Balcazar et al., 2008), y la
problematica de la aplicacion, ya que no es una tarea sencilla la vacunacion de
peces muy pequefios 0 a un gran namero de individuos (Gram et al., 1999).
Ademas, las vacunas pueden tener un elevado costo, retardar el crecimiento y
producir estrés en los individuos cuando se administran por inyeccion (Toranzo
et al., 2009).

3.2.2- Fagoterapia

La fagoterapia es el empleo de bacteriéfagos para tratar enfermedades
causadas por bacterias. Los bacteri6fagos son virus que pueden infectar de
forma especifica a bacterias, multiplicarse utilizando la maquinaria celular de la
misma y destruirla mediante lisis. Los bacteriéfagos son ubicuos y abundantes,
especialmente en el agua de mar existen 10*° bacteriéfagos por litro de agua,
con una proporcion de 10 fagos por bacteria aproximadamente y son
responsables de un tercio de las muertes de bacterias marinas (Weinbauer et

al., 2009). Si bien los fagos se han estudiado por sus propiedades terapéuticas
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y por su capacidad de controlar infecciones bacterianas desde su
descubrimiento en el aflo 1915, estos estudios fueron abandonados con el
descubrimiento de antibidticos de amplio espectro (Romero et al., 2012). En la
actualidad, debido a la problematica que ha provocado el uso indiscriminado de
antibidticos, la fagoterapia es uno de los métodos emergentes para el control
de enfermedades bacterianas.

Esta terapia presenta caracteristicas interesantes tales como: la alta
especificidad por una especie bacteriana sin afectar a la microbiota intestinal
normal del hospedador; la autorreplicacién en la bacteria diana reduciendo el
numero de aplicaciones y la capacidad de penetrar en cualquier tejido infectado
(Mathur et al., 2003). No obstante, la fagoterapia también presenta limitaciones
como lo son su costo, la liberacion de endotoxinas bacterianas a causa de la
lisis bacteriana, el riesgo de transferencia de genes de virulencia a las bacterias
hospedadoras, el desarrollo de anticuerpos que reduzcan la eficacia de los
fagos (Mathur et al., 2003; Romero et al., 2012).

3.2.3- Prebidticos

Los prebioticos se definen como ingredientes alimenticios no digeribles
gue afectan beneficiosamente al huésped estimulando selectivamente el
crecimiento y/o actividad de bacterias especificas que pueden mejorar la salud
del huésped (Gibson y Roberfroid, 1995). Los prebioticos son carbohidratos
gue se pueden clasificar segun el tamafio molecular y/o el grado de
polimerizacion en: monosacaridos, oligosacaridos o polisacéaridos (Ringg et al.,
2010). Como ejemplo se pueden mencionar los fructo-oligosacaridos, manano-

oligosacaridos, inulina y 3-glucanos, entre otros.

A pesar de que algunos resultados han revelado beneficios potenciales
de los prebidticos en la salud y rendimiento de crecimiento en algunas especies
de peces (Merrifield et al., 2010a; Ringg et al., 2014; Hoseinifar et al., 2015), el
uso de prebiodticos en acuicultura ha sido menos investigado (Ringe et al.,
2014).
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3.2.4- Probidticos para acuicultura

El término probidtico deriva del griego, pro y bio significan “a favor de la
vida” (Schrezenmeir y De Vrese, 2001). La definiciobn de probittico ha ido
cambiando con el tiempo, asi Fuller (1989) los defini6 como “un suplemento
dietético a base de microbios vivos que afecta beneficiosamente al huésped
mejorando su equilibrio intestinal”. En el afo 1998, Guarner y Schaafsma los
definieron como "microorganismos vivos que, cuando se consumen en

cantidades apropiadas, confieren al huésped efectos saludables”.

Estas definiciones son aplicables para humanos y animales terrestres.
En cambio, en acuicultura la microbiota gastrointestinal de los animales
acuaticos tiene una gran dependencia del ambiente, debido al flujo de agua
gue pasa a través del tracto digestivo durante el proceso de osmorregulacion y
de la alimentacion (Verschuere et al., 2000a; Martinez Cruz et al., 2012). Varios
estudios han demostrado que las bacterias presentes en el ambiente acuatico
influyen en la composicion de la microbiota intestinal y viceversa (Cahill., 1990;
Verschuere et al., 2000a). También los patdogenos oportunistas pueden ser
ingeridos ya sea con el alimento o a través del agua (Verschuere et al., 2000a).
Por lo tanto, el entorno ambiental adyacente tiene una influencia mucho mayor
en el estado de salud de los animales acuaticos que en los animales terrestres
(Balcazar et al., 2006). Por este motivo, las bacterias probiéticas en acuicultura
pueden beneficiar no solo al huésped sino también al entorno circundante
(Verschuere et al., 2000a). En base a la importante influencia que tiene el
ambiente en la salud de los organismos acuaticos, la definicion mas completa
es la siguiente: “Un probidtico es un suplemento microbiano vivo que tiene un
efecto beneficioso sobre el huésped, capaz de modificar la flora asociada al
mismo Yy la flora asociada al ambiente, asegurando un mejor uso del alimento,
mejorando su valor nutricional, la respuesta del huésped hacia las
enfermedades y/o la calidad del ambiente que lo rodea” (Verschuere et al.,
2000a).

Por lo comentado anteriormente, en los organismos acuaticos el

desarrollo de una enfermedad puede ser el resultado de un desequilibrio entre
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los organismos cultivados, la calidad del agua de cultivo y la presencia de
patdbgenos oportunistas dentro de los sistemas acuicolas (Fig. 2). Los
probidticos para acuicultura podrian actuar sobre alguno o los tres
componentes, previniendo asi la enfermedad (Fig. 2) (Sequeiros et al., 2016).

Probiodticos

Organismos acuaticos

[Enfermedades

Ambiente Patogenos
acuatico oportunistas

Figura 2: Representacidon esquematica de la relacion entre los probibticos y los
componentes de la acuicultura.

Los probidticos son cada vez mas aceptados como tratamiento
profilactico alternativo para humanos y animales ya sea para tratar
enfermedades relacionadas con patégenos o para ser utilizado en tratamientos
preventivos (Ringg et al., 2014), y son por lo tanto una alternativa muy atractiva

para el control de patologias en acuicultura (Martinez Cruz et al., 2012).

A pesar de que el uso de probidticos para acuicultura es un concepto
Mas nuevo en comparacion con su uso en humanos y animales terrestres, en
los ultimos afios se han empleado diferentes cepas a nivel comercial como
alternativa al uso de antibiéticos para mejorar la tasa de supervivencia y el
crecimiento de animales en cultivo (Lauzon, 2010). En este sentido
BACTOCELL®, que contiene a Pediococcus acidilactici CNCM MA18/5M, fue el
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primer probiético autorizado por la Unién Europea para el cultivo intensivo de
peces y crustaceos (Mufioz-Atienza et al.,, 2014). Una amplia gama de
microorganismos (bacterias Gram negativas y Gram positivas, levaduras y
microalgas) han sido propuestos como probidticos para acuicultura, pero las
bacterias &cido lacticas (BAL) son el grupo mas caracterizado debido a su
extensa aplicacion en animales y formulaciones probiéticas humanas (Ringg y
Gatesoupe, 1998).

4- Bacterias acido lacticas

Las BAL son microorganismos Gram positivos de morfologia cocoide,
bacilar o cocobacilar, no esporulados, por lo general no moviles y catalasa
negativos. Ademas, carecen de citocromos, poseen metabolismo fermentativo,
son microaerofilos o anaerobios facultativos y acido-tolerantes (Carr et al.,
2002). Las BAL pertenecen a la familia Lactobacillales, orden Bacilli del filo
Firmicutes y comprende alrededor de 20 géneros: Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy
Weissella, entre otros (Holzapfel et al., 2001). Ademas, las bacterias
pertenecientes a este grupo bacteriano son buenas candidatas probioticas ya
gue la mayoria son consideradas GRAS (del inglés Generally Recognized As
Safe, establecido por la Agencia de Alimentos y Medicamentos [FDA] de
EE.UU.) (Hugas, 1998).

Los mecanismos relacionados con la proteccién de las BAL contra
patégenos incluyen la produccion de compuestos antimicrobianos (por ejemplo,
peroxido de hidrégeno, &cidos organicos, bacteriocinas y compuestos
tensioactivos) y la competencia por sitios de adhesion mediada por su
capacidad de adherirse a las células epiteliales y a superficies mucosas
(Pascual et al., 2008; Siciliano et al., 2008; Gotek et al., 2009). De esta manera,
las BAL pueden mejoran la barrera defensiva de la mucosa intestinal y actuar

de barrera anti-antigenos (Salminen et al., 1996; Fang et al., 2000).
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La administracion de BAL propuestas como probidticos en acuicultura
ha demostrado efectos positivos tanto en peces como en crustaceos (Ringg y
Gatesoupe, 1998; Balcizar et al., 2007a; Dimitroglou et al., 2011). Estos
efectos benéficos incluyen: el mejoramiento en la tasa de supervivencia luego
de la infeccion con patégenos, la estimulacion del sistema inmune, mejoras en
la nutricion, modificaciones en la microbiota intestinal del hospedador,
estimulacion del crecimiento y mejoras en la calidad del agua (Verschuere et
al., 2000a; Balcazar et al., 2006; Gatesoupe, 2008; Merrifield et al., 2010a). En
la Tabla 1 se muestran diferentes géneros de BAL, con propiedades
antagonicas contra patégenos de usual frecuencia en acuicultura, utilizados en

ensayos in vivo.
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Género de BAL Patégeno Referencia
Carnobacterium A. salmonicida Joborn et al. (1997)
Robertson et al. (2000)
V. anguillarum Gildberg et al. (1997)
Joborn et al. (1997)
Gildberg y Mikkelsen (1998)
Robertson et al. (2000)
V. ordalii Robertson et al. (2000)
Y. ruckeri Robertson et al. (2000)
Enterococcus E. tarda Chang y Liu (2002)
V. harveyi Swain et al. (2009)
V. parahaemolyticus Swain et al. (2009)
Lactobacillus A. salmonicida Nikoskelainen et al. (2001a)
E. tarda Pirarat et al. (2006)
L. garvieae Vendrell et al. (2008)
P. fluorescens Aly et al. (2008)
S. iniae Aly et al. (2008)
V. alginolyticus Lamari et al. (2014)
Lactococcus V. anguillarum Harzevili et al. (1998)
Leuconostoc L. garvieae Vendrell et al. (2008)
Pediococcus V. anguillarum Adel et al. (2017)
Streptococcus V. harveyi Swain et al. (2009)
Vagococcus V. anguillarum Sorroza et al. (2012)

Tabla 1: Géneros de BAL (bacterias acido lacticas) empleados como probidticos para
acuicultura que actlian sobre patdgenos especificos in vivo. A.: Aeromonas, V.: Vibrio,
Y.: Yersinia, E.: Edwarsiella, L.: Lactococcus, P.: Pseudomonas, S.: Streptococcus.
(Adaptada de Newaj-Fyzul et al., 2014)
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5- Mecanismos de accion de los probioticos

Se han descripto mdltiples mecanismos para explicar los efectos
beneficiosos de los probidticos. Entre los principales se encuentran: la
produccién de compuestos antimicrobianos, la competencia por sitios de
adhesion y colonizacion, el mejoramiento de la respuesta inmune y el
mejoramiento de la calidad del agua (Verschuere et al., 2000a; Balcazar et al.,
2006; Merrifield et al., 2010a).

5.1- Producciéon de compuestos antimicrobianos

La produccion de compuestos antimicrobianos, tales como acidos
organicos, peroxido de hidrégeno y bacteriocinas, es uno de los principales
modos de accion para explicar los efectos beneficiosos de los probidticos.
Estos compuestos producidos por bacterias probidticas ya sea en el intestino
del huésped, en su superficie o en el agua pueden constituir una barrera contra
la proliferacion de patdégenos oportunistas, reduciendo la probabilidad de

desarrollo de enfermedades (Verschuere et al., 2000a).

5.1.1- Acidos orgéanicos

El metabolismo de las BAL se caracteriza por la produccién y
acumulaciéon de los acidos organicos que disminuyen el pH del medio. La
fraccion no disociada de los acidos organicos puede atravesar la membrana
celular, disociarse en el citoplasma y ejercer dos tipos de efectos. Uno de ellos
es aquel en el cual interfieren con funciones celulares como la translocaciéon de
sustratos y la fosforilacion oxidativa (Vasquez et al., 2009). El otro efecto que
provocan es el incremento de protones en el interior celular y una vez que la
concentracion de protones citoplasmatica excede su capacidad tampoén,

desciende el pH interno y como consecuencia se desnaturalizan las proteinas y
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desestabilizan otros componentes estructurales y funcionales afectando la
viabilidad de la célula (Davidson y Taylor, 2007; Vasquez et al., 2009).

5.1.2- Per6xido de hidrégeno

El peréxido de hidrégeno tiene un efecto bactericida debido a su poder
oxidante. Este actGa oxidando grupos sulfhidrilos, provocando la
desnaturalizacion de proteinas y la peroxidacion de los lipidos que componen
la membrana celular de las bacterias (Kong y Davison, 1980). La mayor parte
de las BAL pueden producir peréxido de hidrogeno, en presencia de oxigeno
libre a través de la accion de flavoproteinas (oxidasa o peroxidasa), el cual es
liberado al medio donde puede resultar altamente toxico para otras bacterias
gue comparten el mismo habitat, y de esta manera eliminarlas (Sorroza, 2012).

5.1.3- Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos sintetizados
ribosbmicamente que poseen distintos mecanismos de accion, niveles y
espectro de actividad, peso molecular y propiedades fisicoquimicas (Tagg et
al., 1976; Klaenhammer, 1993). El mecanismo de accion de las bacteriocinas
implica la destruccién de la integridad de la membrana plasmatica de la célula
diana mediante la formaciobn de poros que provocan un vaciamiento
intracelular, generando la pérdida de iones K*, de ATP y en algunos casos, de
aminoéacidos y moléculas de bajo peso molecular (Bemena et al., 2014). Todo
esto se traduce en la disminucién del potencial de membrana y de reservas
energéticas disponibles, que conduce a la disminucion de la sintesis de ADN,
ARN vy proteinas, y finalmente a la muerte celular (Vasquez et al., 2009;
Heredia-Castro et al., 2017).

Si bien las bacteriocinas pueden ser sintetizadas tanto por bacterias

Gram negativas como Gram positivas las producidas por éstas ultimas, donde
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se encuentran las BAL, son las que mas interés han despertado ya que se las
considera seguras para su consumo (GRAS) debido a que se encuentran o se
utilizan en alimentos y productos fermentados (FAO/WHO, 2002). Estas
bacteriocinas no presentan toxicidad para las células eucariotas y tienen un
espectro de inhibicion mas amplio que las producidas por bacterias Gram
negativas y, ademas, algunas de ellas ejercen actividad directa contra bacterias
patégenas en acuicultura (Sahoo et al., 2016).

La clasificacion de las bacteriocinas ha sido un tema discutido a lo
largo de los afios, debido en parte a la creciente informacién y actualizacién
respecto de este campo. Diferentes autores han propuesto distintos tipos de
clasificacion (Klaenhammer, 1993; Nes et al., 1996; Drider et al., 2006; Nissen-
Meyer et al., 2009, Tulini et al., 2014). Sin embargo, el eje central y comun a
todos ha sido la base propuesta por Klaenhammer en 1993, quien plante¢ la
clasificacion de acuerdo a la similitud en sus propiedades, tales como la
secuencia aminoacidica, modificaciones quimicas, propiedades fisicoquimicas
y secuencia lider. Las bacteriocinas segun Tulini et al. (2014) se pueden

clasificar en 3 clases diferentes:

Clase I. Lantibiéticos: son bacteriocinas de pequefio tamafio molecular
(<5 kDa), resistentes a altas temperaturas (termoresistentes) y con
aminoacidos poco usuales resultantes de modificaciones postraduccionales. La
nisina, pertenece a esta clase (Klaenhammer et al., 1993). La mayoria de los
lantibidticos interfieren con la sintesis de la pared celular bacteriana y

promueven formacion de poros (Ross y Vederas, 2011).

Clase II. No lantibiéticos: son péptidos de pequefio tamafio (<10 KDa),
con aminoacidos no modificados y termoresistentes (Nissen-Meyer et al.,
2009). Estas bacteriocinas generalmente actian permeabilizando la membrana

de la célula diana. A su vez esta clase esta dividida en 4 subgrupos:

Clase lla, son bacteriocinas que actuan fuertemente contra Listeria y
poseen un elevado grado de homologia estructural (40-60 %), presentan una
secuencia altamente conservada en la regién N-terminal YGNGVXC (Tyr-Gly-

Asn-Gly-Val-Xaa-Cys, donde X representa un residuo aminoacidico no
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conservado) y un puente disulfuro en la mitad N-terminal del péptido, esencial
para la actividad antimicrobiana.

Clase lIb, son bacteriocinas formadas por dos péptidos diferentes, cuya
actividad antimicrobiana total depende de la accion complementaria de éstos
dos péptidos.

Clase lic, son bacteriocinas con sus extremos N y C terminales unidos

covalentemente (bacteriocinas circulares).

Clase IId, son las bacteriocinas restantes que no se ajustan a los otros
subgrupos.

Clase Ill, son aquellas bacteriocinas de elevado peso molecular (>30
kDa) y termolabiles, se inactivan mediante tratamientos térmicos a 60-100 °C
durante 10-15 min. Catalizan la hidrolisis de la pared celular bacteriana.

Esta gran diversidad estructural de bacteriocinas provenientes de las
BAL proporcionan una ventaja para superar los problemas de resistencia que
generalmente ocurren con una Unica clase de bacteriocina y ademas ofrece
diferentes modelos para el disefio de nuevos péptidos antimicrobianos (Metivier
et al., 1998).

5.2- Competencia por sitios de adhesion y colonizacion

La capacidad de adhesion y posterior colonizacion de los probidticos al
mucus intestinal y a otras superficies mucosas (piel y branquias) de los
organismos acuaticos es la primera barrera contra la proliferacion de
microorganismos patdgenos, en un mecanismo llamado exclusién competitiva.
Este mecanismo involucra la adhesién del probidtico y posterior exclusién de
los patégenos a través de la competencia por los sitios de unién y nutrientes
(Westerdahl et al., 1991), lo que impediria la etapa inicial de infeccion de los
patdégenos (Balcazar et al., 2006). Esta adhesion puede ser inespecifica
(mediada por uniones no covalentes como las interacciones electrostaticas,

puente de H, fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrofébicas) o
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especifica (donde intervienen estructuras moleculares como las adhesinas que
se ubican en la superficie de las cepas probidticas y los receptores en las
células del epitelio intestinal) (Salminen et al., 1996; Verschuere et al., 2000a;
Nikoskelainen et al., 2001b). Por lo cual, varios autores han evaluado la
capacidad de distintas bacterias probiéticas de adherirse al mucus de los peces
y la capacidad para desplazar patdgenos, también sobre mucus (Nikoskelainen
et al., 2001b; Balcazar et al., 2008; Sica et al., 2012).

Algunas bacterias probidticas tienen ademas la capacidad de producir
compuestos tensioactivos, también llamados biosurfactantes, los cuales
favorecen la adhesion de éstas al epitelio intestinal del hospedador,
brindandoles mayor capacidad para competir con patégenos por sitios en el
epitelio intestinal (Salazar y Montoya, 2003). Los compuestos tensioactivos son
un grupo diverso de compuestos quimicos tales como lipopéptidos,
glucolipidos, glicopéptidos y polimeros de proteinas, polisacaridos y lipidos
tales como glicoproteina, lipopolisacaridos y lipoproteinas (Banat et al., 2010).
Estas sustancias son compuestos extracelulares anfipaticos, en su estructura
presentan grupos hidrofilicos e hidrofobicos, los cuales brindan la capacidad de
modificar la tension superficial (Cortes et al., 2013). Algunos de ellos, también
poseen actividad antimicrobiana, ya que pueden penetrar la membrana
plasmatica alterando su integridad estructural o la permeabilidad generando la

lisis celular (Thimon et al., 1995).

5.3- Mejoramiento de la respuesta inmune

Como en otros vertebrados, los peces presentan dos tipos de
mecanismo de defensa, la inmunidad innata y la adaptativa (Ellis, 1999). Se ha
evaluado, mediante diversos modelos animales, la interaccion entre probioticos
y células inmunes, demostrando que dichas interacciones son vitales para la
homeostasis del tejido de la mucosa intestinal y la inmunidad innata (Patel et
al., 2015). Los probidticos pueden reforzar la inmunidad innata y actuar sobre
los mecanismos inmunoldgicos en la restauracién de la mucosa y la eliminacion

de patégenos (Patel et al., 2015).
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Diferentes estudios han demostrado, en distintas especies de peces,
qgue los probidticos tienen la capacidad de modular tanto el sistema inmune
innato como el especifico aumentando la actividad fagocitica en leucocitos
(Irianto y Austin, 2003; Balcazar et al., 2007a; Pirarat et al., 2011), favoreciendo
el estallido respiratorio en leucocitos (Nikoskelainen et al., 2003; Zhou et al.,
2010), aumentando la lisozima (Kim y Austin, 2006; Balcazar et al., 2007b), la
actividad del complemento (Salinas et al., 2008) y la produccion de
inmunoglobulinas (Nikoskelainen et al., 2003; Song et al., 2006).

5.4- Mejoramiento de la calidad del agua de cultivo

El uso de probidticos ha demostrado su eficacia para mejorar la calidad
del agua de cultivo de peces y crustaceos. Esto se debe a que mejoran la
descomposicion de la materia organica (Rengpipat et al., 1998; Verschuere et
al., 2000a), reducen las concentraciones de nitrogeno y fosforo en los
sedimentos (Wang et al., 2005) y mejoran la calidad del agua al reducir el

numero de bacterias patégenas (Dalmin et al., 2001; Hai, 2015).

6- Criterios de seleccién de cepas probioticas

Los criterios utilizados para el aislamiento y la seleccion de
microorganismos son criticos para lograr probidticos eficientes. Este proceso
debe incluir rigurosas evaluaciones de microorganismos en condiciones in vitro

e in vivo.

El proceso de seleccion de microorganismos probidticos es
multidisciplinar (Verschuere et al., 2000a). Dentro de los criterios de seleccion
mas utilizados estd la capacidad de los microorganismos de producir
sustancias antimicrobianas. Pero también, se debe tener en cuenta otros

criterios de gran importancia que consideran la seguridad microbioldgica y las
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propiedades fisiologicas tales como tolerancia a las condiciones adversas del
tracto gastrointestinal (TGI) y la capacidad de adhesion a superficies mucosas.

Dentro de las propiedades a evaluar para la seleccion de potenciales
cepas probioticas, hay una que es esencial, la seguridad microbioldgica, el
resto son caracteristicas deseables y muy favorables (Merrifield et al., 2010a).
A continuacion, se describen dichas propiedades probioticas.

6.1- Seguridad de las cepas probidticas

Los candidatos probioticos deben estar exentos de patogenicidad y
resultar seguros no solo para las especies hospedadoras sino también para los
animales acuaticos en general y para los humanos (Irianto y Austin, 2002;
Merrifield et al., 2010a). En consecuencia, la evaluacion de la seguridad de las
cepas debe ser abordada mediante diferentes ensayos, entre los que se
destacan la actividad hemolitica y la resistencia a antibiéticos. En Argentina la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica,
(ANMAT, 2007) en el Cadigo Alimentario Argentino, (CAA) en el articulo 1389,
exige la realizacion de pruebas de inocuidad que incluyen la resistencia a

antibidticos y la capacidad hemolitica (Sica, 2013).

Actividad hemolitica. Las bacterias hemoliticas tienen la capacidad de
sintetizar exotoxinas que provocan la lisis de los eritrocitos de la sangre de
diferentes animales. Estas proteinas dafian la membrana plasméatica del
globulo rojo y lisan las células provocando la muerte celular (Madigan et al.,
2009). Estas toxinas se conocen con el nombre de hemolisinas porque su
accion se puede observar facilmente mediante la prueba de hemdlisis (Madigan
et al., 2009). La capacidad hemolitica entonces se relaciona con la posible
patogenicidad de las cepas (Zamora-Rodriguez, 2003). Por este motivo, se

considera esencial que la cepa seleccionada no posea actividad hemolitica.

Resistencia a antibidticos. La baja resistencia a antibidticos es uno de los
requisitos que debe cumplir un candidato probidético. Esto se debe a la seria

preocupacion gue existe en el mundo sobre la aparicion de resistencia a los
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antibioticos (Vizoso-Pinto et al., 2006) y a que las cepas probidticas, asi como
las bacterias utilizadas en los alimentos, puedan albergar genes de resistencia
que pueden transferirse a bacterias patdogenas (Teuber et al., 1999; Mathur y
Singh, 2005). Por lo tanto, las consideraciones de seguridad en los estudios de
probidticos incluyen la confirmacion de que las posibles cepas probiodticas no
sean resistentes a los antibioticos (Shahid et al., 2016).

6.2- Actividad antimicrobiana contra patégenos

Como se menciond anteriormente, la produccion de compuestos
antimicrobianos tales como acidos organicos, peréxido de hidrégeno y
bacteriocinas, es uno de los principales modos de accion para explicar los
efectos beneficiosos de los probioticos. Por lo tanto, se utiliza la evaluacion de
esta propiedad, contra patdégenos de usual frecuencia en acuicultura, como
criterio para la seleccion de potenciales bacterias probioticas para su utilizacion

en sistemas acuicolas (Verschuere, 2000a).

6.3- Resistencia al pH y a bilis

En acuicultura, los probidticos generalmente se administran con la
alimentacion y es el TGI la ruta de entrada al huésped. En consecuencia, es
importante que los probidticos sean resistentes a la bilis de los peces y a
condiciones de bajo pH para sobrevivir en su paso por el estbmago y colonizar
la superficie intestinal (Nikoskelainen et al., 2001b; Balcazar et al., 2008; Pérez-
Sanchez et al., 2011).

La tolerancia al pH &cido y a la bilis ha sido explicada por diferentes
mecanismos con los que cuentan algunas bacterias para eliminar factores de
estrés relacionados con estos compuestos (Lebeer et al., 2008). Algunos de
estos mecanismos son por ejemplo la presencia de ATPasas que facilitan la

salida de protones del citoplasma, de transportadores para exportar bilis y de
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hidrolasas de sales biliares, éstas Ultimas se han encontrado principalmente en
microorganismos aislados del TGI (Lebeer et al., 2008).

6.4- Capacidad de adhesion

Una eficiente adherencia de bacterias probidticas a las células
epiteliales intestinales podria reducir o prevenir la colonizacién del TGI por
patégenos oportunistas (Vine et al., 2004; Kesarcodi-Watson et al., 2008). Por
lo tanto, la habilidad que presentan algunas bacterias de adherirse a diferentes
superficies, incluyendo capas de mucus, es considerada un buen criterio para
la preseleccion de bacterias probioticas (Verschuere et al., 2000a). Por tal
motivo, los potenciales probiodticos deberian ser evaluados, también, por su
capacidad de colonizar y persistir en el organismo hospedador o en su

ambiente.

7- Utilizacion de Artemia como modelo invertebrado para el estudio de

probidticos

Artemia es el alimento vivo que mas se utiliza en larvicultura, ya que
por su tamafio es adecuada para las larvas, tiene un alto valor nutricional y es
facil de digerir (Sorgeloos et al., 1986; Kolkovski et al., 2004). Existen varias
especies de artemias, las mas conocidas son Artemia franciscana y Artemia
salina. Artemia posee varias caracteristicas que le permiten un uso como
modelo de investigacidon, entre ellas se destaca que es un organismo de
tamafo pequefio por lo que puede ser cultivado facilmente usando sistemas de
cultivos sencillos, y también que posee un tiempo de generacion corto, alta
resistencia a la temperatura, a la deshidratacion y a los radicales libres (Clegg y
Trotman, 2002). También, como es un organismo filtrador no selectivo puede
ser alimentado utilizando distintas fuentes de alimentos como microalgas,

bacterias y detritus.
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Artemia es un organismo modelo particularmente adecuado para
estudiar las interacciones microbio-huésped en condiciones gnotobibticas
(Verschuere et al., 2000b; Marques et al., 2004; Gunasekara et al., 2011). Este
crustaceo puede ser cultivado en condiciones axénicas (libre de gérmenes) y
gnotobidticas (microbiota conocida) con buen rendimiento y con equipamiento
basico (Verschuere et al., 1999, 2000a), ya que el alimento necesario para su

cultivo y desarrollo puede ser facilmente obtenido en las mismas condiciones.

Otra ventaja fundamental que posee Artemia es que puede emplearse
como vector o transportador de bacterias probidticas ya que las puede
incorporar mediante un proceso llamado bioencapsulacién (Makridis et al.,
2000). En acuicultura, la bioencapsulacion se emplea para enriquecer
alimentos vivos como Artemia, rotiferos y claddceros, mediante la incorporacion
de sustancias o microorganismos, y de esta forma funcionan como vectores
gue facilitan la administracion de tales componentes (Dey et al., 2015;
Vazquez-Silva et al., 2016).

Debido a las interesantes caracteristicas que presenta este modelo,
varios autores han evaluado el potencial probidtico de distintos
microorganismos utilizando bioensayos con Artemia spp. Por ejemplo,
Verschuere et al. (2000b) observaron que 9 cepas bacterianas lograron
proteger a Artemia sp. de la infecciébn con Vibrio proteolyticus. Otros, han
realizado ensayos de desafios con Artemia sp. gnotobidtica (Orozco-Medina et
al., 2002; Marques et al., 2005, 2006). Respecto a las BAL, Villamil et al. (2003)
estudiaron la influencia de seis especies de bacterias lacticas y la del acido
lactico, uno de sus principales productos metabdlicos, sobre la carga
bacteriana presente en el cultivo de Artemia sp. y determinaron que el
tratamiento con Lactobacillus brevis (1x10® bacterias/ml) eliminé a V.
alginolyticus del cultivo de Artemia. Por otra parte, Lamari et al. (2014)
evaluaron 4 especies de Lactobacillus y una de Leuconostoc y comprobaron
gue la cepa L. casei X2 fue capaz de mejorar el crecimiento de Artemia sp. en

presencia o ausencia del patégeno V. alginolyticus.
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8- Pez cebra como modelo vertebrado para acuicultura

El pez cebra (Danio rerio) presenta multiples atributos que lo hacen
excelente como especie modelo para investigar la interaccién probiético/
huésped/ patégeno (Ribas y Piferre, 2014). Estos atributos incluyen alta
fecundidad, rapido crecimiento, rapida obtencion de las ovas y tejidos
transparentes en los estadios tempranos de desarrollo. También, el pez cebra
ofrece otras interesantes caracteristicas como por ejemplo el conocimiento
completo de su genoma, una amplia variedad de herramientas moleculares y
bioinforméticas y un rapido desarrollo embrionario bien caracterizado (Kimmel
et al., 1995; Ulloa et al., 2011). Ademas, se necesita un reducido espacio y un
bajo costo para las instalaciones de investigacion (Ribas y Piferrer, 2014). Con
esas ventajas y como un modelo experimental, el pez cebra cumple con las
caracteristicas necesarias para ser empleado como organismo modelo para
investigaciones en acuicultura de peces (Sullivan y Kim, 2008; Rendueles et al.,
2012; Ribas y Piferre, 2014; Gioacchini et al., 2014; Rurangwa et al., 2015).

Un claro ejemplo es la propuesta realizada por Ulloa et al. (2014),
qguienes proponen emplear al pez cebra como modelo para estudiar como
mejorar los procesos de produccion acuicola. Ellos proponen utilizar el pez
cebra como plataforma para evaluar como diferentes ingredientes nutricionales
pueden afectar la expresion génica e inmunoldgica. De esta manera, pudieron
realizar importantes aportes a la genomica nutricional y la inmunidad
nutricional, para luego seleccionar aquellos ingredientes con el mayor potencial
para ser aplicados a peces de relevancia comercial (Ulloa et al., 2014). Otro
trabajo interesante relacionado a la nutricion ha sido el de Rurangwa et al.
(2015), en el que han evaluado el impacto de un nuevo alimento proteico sobre

la fisiologia y la microbiotia intestinal del pez cebra.

En los dltimos afios, el pez cebra ha sido utilizado para evaluar
enfermedades infecciosas producidas por diferentes patdgenos acuaticos
pertenecientes a los géneros Aeromonas, Edwardsiella, Mycobacteria,
Streptococcus y Vibrio (Rowe et al., 2014). También, se ha empleado para

investigar el efecto y modo de accién de los probiéticos (Rendueles et al., 2012;
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Gioacchini et al., 2014, Caruffo et al., 2015; Qin et al., 2017; Girija et al., 2018).
Entre los probidticos bacterianos ensayados en pez cebra se destaca
Lactobacillus rhamnosus IMC 501°, el cual ha sido extensamente estudiado
(Gioacchini et al., 2010a y b; Giorgini et al., 2010; Avella et al., 2012; Gioacchini
et al., 2012; Gioacchini et al., 2014, Falcinelli et al., 2015). Estos trabajos han
demostrado que este probidtico es capaz de modular la microbiota intestinal y
producir varios beneficios en el hospedador. Por otra parte, algunas levaduras
aisladas de intestino de peces sanos, Saccharomyces cerevisiae Yy
Debaryomyces hansenii, han demostrado tener potencialidad probiotica
reduciendo la mortalidad de larvas de pez cebra ocasionada por el patégeno V.
anguillarum (Caruffo et al., 2015). Otros trabajos han demostrado que el efecto
beneficioso ha sido producido por compuestos expresados por diferentes
bacterias, algunos de ellos liberados extracelularmente. Asi, recientemente
Girija et al. (2018) han demostrado que el sobrenadante de la cepa probiotica
Bacillus licheniformis Dahb1 previno la infeccion producida por el patégeno V.
parahaemolyticus Dahv2, y mejoré la supervivencia y el crecimiento del pez
cebra, aunque aun no han podido identificar el agente causante de dicho
efecto. En otro trabajo, un complejo exopolisacarido-proteina (EPSP) extraido
de una cepa probidtica, Lactobacillus casei BL23, fue el responsable de
aumentar significativamente la supervivencia de larvas libre de gérmenes de
pez cebra luego de una infeccion producida por el patbgeno Aeromonas veronii
(Qin et al., 2017). Se demostré que el efecto protector de dicho compuesto

(EPSP) estuvo mediado por una respuesta inmune (Qin et al., 2017).

9- Probidticos para acuicultura en Patagonia

Frente al escenario mundial donde el crecimiento acelerado e intensivo
de la acuicultura se ve limitado por mortandades impredecibles, debidas a
interacciones negativas entre los peces y bacterias patégenas, y frente a las
restricciones actuales en el uso de antibiéticos; hoy en dia existe una concreta
y creciente demanda del sector acuicola por el empleo de probibticos. La

contribucion beneficiosa de las bacterias probidticas a la salud de los animales
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acuaticos ha sido ampliamente descrita, y actualmente estas bacterias son
demandadas por este sector para el control de las enfermedades de manera
amigable con el ambiente y para la promocion del crecimiento. Debido a que
los probidticos comerciales son poco eficaces en peces, principalmente porque
la mayoria de ellos incluyen cepas que no provienen de organismos acuaticos y
carecen de la capacidad de sobrevivir y permanecer viables en el ambiente
intestinal de los mismos, se vuelve necesario estudiar microorganismos
autoctonos como probidticos putativos, que estdn mas adaptados a residir en el
tracto gastrointestinal de los peces.

En Argentina, el estudio de bacterias con propiedades probioticas para
Su uso en acuicultura comenz6 solo hace unos afios (Pasteris et al., 2009,
2011; Sequeiros et al., 2010, 2015; Sica et al. 2012; Garceés et al., 2015; Lopez
Cazorla et al. 2015, Sequeiros et al.,, 2016). Los datos que existen sobre
aislamientos de bacterias con actividad antimicrobiana provenientes de peces
gue pueblan los rios y costas de la region patagonica argentina surgen de los
estudios realizados por Sequeiros et al. (2010, 2015) y de la presente tesis
doctoral (Garceés et al., 2015; Sequeiros et al., 2016). Patagonia cuenta con
ambientes pristinos y casi sin explorar, los cuales constituyen un reservorio de
microorganismos con posibles nuevas propiedades biotecnologicas que

pueden ser Utiles en la produccion acuicola.
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OBJETIVO GENERAL

Aislar cepas autoctonas de ambientes acuédticos de la region
patagénica y estudiar sus propiedades probidticas in vitro e in vivo, para

evaluar su potencial utilidad en acuicultura.

Hipotesis general: en los organismos acuéticos y en su entorno estan
presentes de forma natural microorganismos que pueden conferir beneficios a
la salud del hospedador cuando son administrados periédicamente. Dichos
microorganismos denominados probioticos pueden ser utilizados en acuicultura
ya que al ser suministrados en forma periédica actuarian modulando la

microbiota intestinal y mejorando el cultivo de especies acuéticas.
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CAPITULO I

Materiales y meéetodos
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1-Sitios de muestreo y ejemplares analizados

Las muestras analizadas fueron recolectadas entre mayo del afio 2010 y
julio del 2013 a partir de organismos acuaticos de la region patagonica. Ls
ejemplares incluyeron 8 truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) provenientes
del rio Santa Cruz (Santa Cruz) y 3 del Centro de Salmonicultura Bariloche (Rio
Negro) (Fig. 3), 1 trucha marrén (Salmo trutta) del rio Santa Cruz, 1 mero
(Acanthistius patachonicus) y 1 turco (Pinguipes brasilianus) de arrecifes
ubicados la zona de Puerto Lobos (Chubut) (Fig. 3), 1 escréfalo (Sebastes
oculatus) de Punta Este (Chubut) y 1 pulpo (Enteroctopus megalocyathus) de
Cerro Avanzado (Chubut) (Fig. 3). Las muestras se recolectaron en frascos
estériles, se mantuvieron y transportaron refrigeradas en conservadora (8 °C) y
procesadas dentro de las 24 h del muestreo.

Centro de
Salmonicultura
Bariloche

-------

olfo
San José

Golfo Nuevo

\
640

650 64.50
Cerro Avanzado
-42.8333 S -64.8833 0

Rio Santa Cruz

e - Estancia San Ramén
- . .'d

-50.19159 S -69.89556 O

Cuenca Alta
-50.2244 S -71.5291 O

Figura 3: Sitios de muestreos
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2- Medios de cultivo y condiciones de aislamiento

Cada ejemplar se diseccion6 en condiciones de esterilidad utilizando
material quirargico estéril. Las muestras de intestino o parte de é€l, en el caso
de peces, o el sistema digestivo en el caso del pulpo, se trituraron y
homogenizaron con 5 ml de solucién fisiolégica o solucion salina marina
estériles (0,9 o0 2 % p/v de NaCl, respectivamente) de acuerdo a la procedencia
del organismo acuatico, agua dulce o de mar, respectivamente. A partir de
estas muestras, se realizaron diluciones seriadas, y se sembraron 100 pl de
cada dilucién con espétula de Digralsky en placas de Petri conteniendo medio
sélido De Man Rogosa and Sharpe (MRS, Britania) y Tripticasa Soja (TS,
Britania). Para las muestras provenientes de organismos marinos los medios
de cultivo fueron suplementados con 2 % p/v de NaCl. Las placas se incubaron
durante 7 dias a 25 °C. Una vez crecidas las colonias se eligieron al azar, se
repicaron y organizaron sobre una placa de TSA o MRS de acuerdo al medio
en que se aislaron. Luego de 24-48 h de incubacién a 25 °C, de cada placa se
realizaron réplicas mediante la técnica de la réplica en placa utilizando sellos
con terciopelo (Roberts, 1959). Se presiond el sello estéril cubierto de
terciopelo sobre la placa con colonias crecidas y, luego, para obtener las
réplicas se presiond el sello sobre la superficie de placas de Petri nuevas y
estériles. Las réplicas se incubaron a 25 °C durante 24-48 h. Para seleccionar
aquellas colonias con actividad antimicrobiana se utilizo la técnica de la doble
capa descripta por Dopazo et al. (1988). Una vez crecidas las colonias, cada
réplica fue cubierta con 10 ml de agar blando (0,8 % p/v de agar) previamente
inoculado con el patdgeno indicador para llegar a una concentracion final de
aproximadamente 1x10° UFC/ml. Los patégenos utilizados como cepas
indicadoras en esta etapa de seleccion fueron: A. salmonicida subsp.
salmonicida ATCC 33658, L. garvieae 03/8460, Y. ruckeri ATCC 29473 y C.
piscicola 4020. Cada patdégeno fue previamente cultivado en los medios y
temperaturas indicadas en la Tabla 2. Una vez armada la doble capa, las
placas se dejaron 1 h en heladera para que las sustancias inhibitorias difundan
a través del agar. Luego de un periodo de incubacion de 24-48 h todas las
colonias que presentaron halo de inhibicidn notorio contra alguna de las cepas

indicadoras fueron seleccionadas para posteriores estudios. Las colonias
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bacterianas que presentaron actividad antimicrobiana se purificaron mediante
repiques sucesivos en los medios correspondientes en las que fueron aisladas
y se conservaron a -80 °C en caldo de cultivo con glicerol (concentracion final
20 % v/v).

La cepa H16 perteneciente a la coleccidén bacteriana del Laboratorio de
Microbiologia y Biotecnologia (IPEEC-CONICET) se incorporé al trabajo
realizado en la presente tesis. Esta cepa fue aislada del tracto intestinal de
merluza (Merluccius hubbsi) de igual modo al descripto anteriormente. Las
condiciones de cultivo de H16 son caldo o agar MRS suplementado con 1,5 %
p/v de NaCl a una temperatura de 25 °C.

. Medio de Temperatura de
Patogeno ) ] .
cultivo incubacién (°C)
A. salmonicida subsp. salmonicida
TS 25
ATCC 33658
L. garvieae 03/8460 MRS 30
Y. ruckeri ATCC 29473 TS 30
C. piscicola 4020 MRS 30
L. piscium 23.3.92 MRS 25
S. iniae 2378 MRS 30
V. anguillarum 1603 TS 2 % NacCl 30
V. alginolyticus 03/8525 TS 2 % NacCl 30
V. parahaemolyticus ATCC 17802 TS 2 % NacCl 30
V. harveyi ATCC 14126 TS 2 % NacCl 30

Tabla 2: Medios de cultivo y temperatura de incubacién de los patégenos utilizados en

toda la tesis.
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La relacién entre la Absgonm Y las UFC/ml para todas las cepas
utilizadas en esta tesis (bacterias aisladas y patégenas), se obtuvo mediante
una curva de Abseoonm VS recuento en placa. Para esto, se obtuvo un cultivo de
18 h de cada cepa en el medio y condiciones de cultivo indicado anteriormente
y se realizdé una dilucion hasta un valor de Absgoonm de 0,01. Luego, esta
dilucién se inoculé al 1% en erlenmeyers con 50 ml de medio de cultivo fresco.
Se incubd a temperatura adecuada para cada cepa y cada 2 h hasta el inicio de
la fase exponencial y cada una hora durante la fase exponencial, se tomaron
muestras para medir Abssoonm Y para realizar el recuento en placa mediante la
técnica de la microgota (Nievas et. al., 2006). Este procedimiento se realizé por
triplicado. De la curva de Absgionm Vs recuento (UFC/ml), durante la fase

exponencial, se obtuvo la ecuacion de la recta para calcular dicha relacion.

2.1- Actividad antimicrobiana mediante la técnica de difusion en agar

Las cepas que presentaron actividad antimicrobiana por la técnica de la
doble capa fueron cultivadas en 10 ml de caldo MRS o TS (segun el medio en
el que fueron aisladas) durante 24 h a 25 °C. Los cultivos obtenidos fueron
centrifugados (7.000 g, 15 min) y los sobrenadantes libres de células

analizados mediante la técnica de difusion en agar (Tagg et al., 1976).

El procedimiento consistio en preparar diferentes placas de Petri, cada
una con una cepa indicadora (L. garvieae 03/8460, Y. ruckeri ATCC 29473 y C.
piscicola 4020) sembrada en profundidad con una concentracion final de
aproximadamente 1x10° UFC/ml. Excepto para la cepa A. salmonicida subsp.
salmonicida ATCC 33658 que fue sembrada en superficie. El agar utilizado fue
el adecuado para cada cepa indicadora segun la Tabla 2. En las placas una
vez solidificadas, se realizaron pocillos de 6 mm de didmetro con un
sacabocado estéril. En cada pocillo se sembraron 50 pyl de cada uno de los
sobrenadantes libres de células. Las placas se dejaron 1 h en heladera para
dejar difundir el agente antimicrobiano. Luego se colocaron en estufa a 25 °C

durante 24-48 h. Se consideraron positivos todos aquellos sobrenadantes que
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presentaron halo notorio de inhibicion del crecimiento de la cepa indicadora en
la placa de agar.

Para ampliar el estudio del espectro antimicrobiano extracelular de las
cepas seleccionadas, también se empled la técnica de difusiébn en agar con los
siguientes patdégenos: Lactococcus piscium 23.3.92, S. iniae 2378, V.
anguillarum 1603, V. alginolyticus 03/8525, V. parahaemolyticus ATCC 17802 y
V. harveyi ATCC 14126, los medios y condiciones se describen en la Tabla 2.

2.2- Procedimientos y disposicion de residuos peligrosos y patogénicos

Los procedimientos para la disposicion de residuos peligrosos y
patogeénicos se realizaron de acuerdo a los Instructivos de Gestidon Interna de
Residuos Peligrosos (GIRP) y a las Normas para la disposicion de Residuos
Patogénicos (RP) vigentes en la Institucion, y elaboradas por el Comité de
Seguridad Laboral y Bioseguridad (COSELABI) del CCT CONICET- CENPAT.

3- Caracterizacion de las cepas seleccionadas

En la presente Tesis se estudiaron bacterias que fueron aisladas durante
la etapa de busqueda y seleccion (seccion 2) como las cepas T4, T15 y M5;
ademas, debido a la escasa cantidad y diversidad de bacterias encontradas
con actividad antimicrobiana extracelular, se incorporaron al estudio dos cepas
con interesantes propiedades que fueron previamente aisladas y parcialmente
caracterizadas por nuestro grupo de investigacion. Dichas cepas fueron H16
con capacidad de inhibir patdbgenos Gram negativos (seccion 2) y Lactococcus
lactis TW34 capaz de producir una de las pocas bacteriocinas aprobadas para
su aplicacion en alimentos (seccion 5). Por este motivo y de acuerdo al grado
de caracterizacion previo que presentd cada una es que fueron incorporadas

en diferentes etapas de la presente Tesis. Las cepas T4, T15 y M5 fueron
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aisladas de trucha arcoiris (Tabla 4), H16 de merluza y L. lactis TW34 de
pejerrey (Odontesthes platensis).

3.1-Tincién de Gram

Para realizar la tincion de Gram se tomd una colonia de la cepa
bacteriana con un ansa y se extendié sobre un portaobjetos (frotis). Luego se
fijo a la llama del mechero. Para la tincion de Gram se utiliz6 el kit de Gram
(Britania, Argentina) siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente,

el frotis se observo al microscopio.

3.2- Prueba de la catalasa

Se tomo una colonia con ansa estéril, se la coloco en un portaobjetos y
se agreg06 una gota de peroxido de hidrogeno (30 %) sobre la colonia, usando
un gotero. La prueba se consideré positiva al observar de inmediato la
formacion de burbujas (Mac Faddin, 2003).

3.3- Identificacién molecular

El ADN de las 4 cepas seleccionadas (T4, T15, M5 y H16) se extrajo a
partir de cultivos en caldo MRS utilizando el kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega). Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
se amplificé el gen que codifica ARNr 16S con un termociclador Multigene
Gradient (Labnet International Inc., Woodbridge, NJ), usando los cebadores
universales para procariotas 5- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG- 3’ y 5'-
GGT TAC CTT GTT ACG ACT T - 3, segun lo descripto en DelLong (1992).
Ambas hebras de los productos de PCR se secuenciaron utlizando los
servicios comerciales del Laboratorio de Identificacion Genética |deGEN
(IDEAus-CONICET). Las secuencias obtenidas se compararon con las

depositadas en la base de datos del NCBI utilizando el programa BLAST (Basic
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Local Alignment Search Tool; Altschul et al., 1990) y con la base de datos
EzTaxon-extended (Kim et al., 2012). Las secuencias fueron depositadas en la
base de datos del GenBank, registradas con los nimeros de acceso KC921993
para H16 y MH350426 para T4 (las secuencias de ARNr 16S de las cepas T15
y M5 presentaron 100 % de homologia con la secuencia de T4).

3.4- Capacidad hemolitica y susceptibilidad a los antibiéticos

Capacidad hemolitica

La actividad hemolitica fue determinada de acuerdo a Cowan y Steel
(1993). Se emplearon placas con agar base (Britania) suplementado con 5% de
sangre humana. La sangre, obtenida de dadores sanos, fue previamente
desfibrinada con perlas de vidrio en condiciones estériles y agregada al agar
base (Bgyum, 1976). Las cepas se cultivaron en caldo MRS y se incubaron 48
h a 25 °C. Posteriormente, y a partir de esos cultivos, se realizé una estria de
cada cepa BAL en las placas de agar sangre. Vibrio parahaemolitycus ATCC
17802 fue empleado como control positivo. Luego de la incubacion (48 h a
25°C), se consider6 como hemoliticas a aquellas cepas que presentaron halos

verdes y/o incoloros alrededor de las colonias.

Susceptibilidad a los antibidticos

La susceptibilidad a los antibiéticos fue evaluada por el método de
difusion en discos en agar Mueller-Hinton utilizando el método de Kirby-Bauer
(Bauer et al., 1966) y siguiendo los lineamientos del Comité Nacional de
Estandares para el Laboratorio Clinico (NCCLS, 2000). Se prepar6é una
suspension de cada cepa en buffer fosfato salino (PBS: NaCl 150 mM, KH,PO4
5 mM, Na;HPO,4 5 mM, pH=7) tomando entre 3 y 5 colonias, y se ajusté a una
densidad optica final equivalente a 0,5 de la escala Mac Farland. Hisopos
embebidos en estas suspensiones se utilizaron para diseminar las cepas sobre
la superficie del agar Mueller-Hinton. Los discos de antibidticos utilizados

(Laboratorios Britania SA, Argentina) contenian: penicilina (10 U), oxacilina (1
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Hg), eritromicina (15 pg), clindamicina (2 pg), trimetoprima /sulfametoxazol
(1,25 / 23,75 pg), vancomicina (30 pg), levofloxacina (5 pg), gentamicina (10
pg), rifampicina (5 pg), minociclina (30 ug), cloranfenicol (30 ug) y teicoplanina
(30 pg). Los discos de antibioticos se colocaron en la superficie del agar (6
discos en cada placa) y las placas se incubaron durante 24 h a 35 °C. Una vez
finalizado este periodo se llevo a cabo la medicion de los halos de inhibicion, y
los antibiogramas fueron interpretados de acuerdo con el Comité Nacional de
Estandares para el laboratorio clinico (NCCLS, 2000). Los ensayos fueron
realizados por triplicado y los resultados se expresaron como sensible,

resistente y resistencia intermedia.

4- Produccion del agente causante de la actividad antimicrobianay su
caracterizacion

4.1- Curva de crecimiento bacteriano y produccion del agente

antimicrobiano de las cepas T4, T15y M5

Las cepas Carnobacterium sp. T4, Carnobacterium sp. T15,
Carnobacterium sp. M5 fueron cultivadas en caldo MRS inoculado al 1 % con
un cultivo overnight con una concentracion de 1x10° UFC/ml, e incubadas a 25
°C durante 50 h. Alas 0, 4, 12, 24 y 48 h se tomaron muestras de cada cultivo
para evaluar el crecimiento microbiano midiendo absorbancia (A=600nm) y para
cuantificar la actividad antimicrobiana segun el protocolo descripto en la

seccion 4.3-. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

4.2- Curva de crecimiento bacteriano y produccién del agente

antimicrobiano de la cepa H16

H16 fue cultivada en caldo MRS inoculado al 1 % con un cultivo
overnight con una concentraciéon de 1x10” UFC/ml, e incubada a 25 °C durante
36 h. Alas 0, 3,6, 9, 12, 15, 23, 27, 33 y 36 h se tomaron muestras del cultivo
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para evaluar el crecimiento microbiano midiendo absorbancia (A=600nm) y la
produccién de antimicrobianos asociada al pH del sobrenadante del cultivo.
También, se midid la actividad antimicrobiana del sobrenadante contra A.
salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 y V. alginolyticus 03/8525
mediante la técnica de difusibn en agar (seccion 2.1-). Los ensayos se

realizaron por triplicado.

4 .3- Cuantificacion de actividad antimicrobiana del sobrenadante libre de

células

Se realizaron diluciones seriadas al medio (1/2) de los sobrenadantes
de los cultivos de T4, T15, M5 y H16 en agua estéril, posteriormente se
cuantificé la actividad inhibitoria mediante la prueba de difusion en agar
(seccidn 2.1-), sembrando 50 ul de cada dilucidn. Los resultados se expresaron
como unidades arbitrarias /ml (Sequeiros et al., 2010). Las unidades arbitrarias
(UA) equivalen a la inversa de la mayor dilucidon con actividad antimicrobiana
(halo de inhibicion), dividido por los mililitros sembrados (UA=dilucién™/ 0,050

ml).

4.4- Evaluacion de acidos organicos y proteinas de alto peso molecular

Las cepas T4, T15, M5 y H16 fueron cultivadas en caldo MRS, durante
24 h a 25 °C. Luego los cultivos fueron centrifugados (7.000 g, 15 min). Los
sobrenadantes libres de células se fraccionaron en 3 alicuotas, la primera se
denomind “crudo”, la segunda a la que se le ajusto el pH a un valor de 6,5 con
NaOH (0,5 M) se denominé “alcalinizado” y a la tercera, que ademas de
alcalinizarla, fue sometida a un calentamiento a 100 °C por 5 min se la
denominé “calentado”. Luego, estos sobrenadantes fueron evaluados mediante
la técnica de difusion en agar (seccién 2.1-). La neutralizacion tuvo como

propdsito eliminar la posible actividad bactericida o bacteriostatica de los acidos
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organicos y el calentamiento a 100 °C de inhibir la posible actividad
antimicrobiana de proteinas de alto peso molecular (Sequeiros et al., 2010).

4 5- Sensibilidad a la catalasa

Este ensayo se realiz6 con el fin de analizar si el agente causante de la
actividad antimicrobiana fue el peroxido de hidrégeno (Sorroza 2012). Se
cultivaron T4, T15, M5 y H16 en MRS durante 24 h a 25 °C. Se obtuvieron los
sobrenadantes libres de células los cuales fueron neutralizados. Luego, a 250
pl de cada sobrenadante se adicion6 200 ul de buffer fosfato 0,05 M pH=7 y 50
pl de catalasa a una concentracion de 50 mg/ml (50 mg de catalasa disueltos
en 1 ml de buffer fosfato 0,05 M pH 7) (Gilliland, 1969). Como control positivo
se utilizd una alicuota de sobrenadante neutralizado y diluido, y como control
negativo la enzima mas el buffer. Las muestras fueron incubadas por 1 h a 25
C° y la actividad antimicrobiana residual fue evaluada mediante la técnica de
difusion en agar contra C. pisciola 4020 para las cepas T4, T15 y M5; y contra
V. alginolyticus 03/8525 y A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 para
H16.

4.6- Sensibilidad a la tripsina

Para determinar si el agente antimicrobiano era de naturaleza proteica
se determind la sensibilidad a tripsina (Sequeiros et al., 2010). Se cultivaron las
cepas T4, T15 y M5 en MRS durante 24 h a 25 °C y se obtuvieron los
sobrenadantes libres de células. El pH de estos sobrenadantes fue ajustado a
6,5 con NaOH 0,5 M. Se prepar6 la mezcla de reaccion tomando 250 ul de
sobrenadante de cada cepa y adicionando 50 pl de un stock de tripsina
(conteniendo 10 mg de tripsina (Sigma)/ml de buffer Tris-HCI 0,15 M pH=8 con
CaCl,; 40 mM), 100 ul de CaCl, 100 mM y 100 pl de agua estéril. Como control
positivo se utilizé una alicuota de 250 ul sobrenadante neutralizado y diluido

con 250 ul agua estéril, y como control negativo 50 pl de enzima mas 450 pl del
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buffer. Las mezclas fueron incubadas por 3 h a 25 °C y la actividad
antimicrobiana residual fue evaluada mediante la técnica de difusion en agar

contra C. pisciola 4020 (seccion 2.1-).

4.7- ldentificacion de bacteriocinas mediante cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masa (LC-MS/MS)

Se cultivaron las cepas T4, T15 y M5 en MRS durante 48 h a 25 °C. Se
obtuvieron los sobrenadantes libres de células, éstos fueron calentados a 100
°C por 5 min con el fin de inactivar enzimas hidroliticas. Se tomaron 9 ml de
cada sobrenadante y se adicion6 1 ml de NaCl 3,4 M con el fin de minimizar
interacciones ionicas entre polipéptidos altamente cargados (como suele pasar
con una gran mayoria de bacteriocinas), se homogeneizo y luego se volvié a
centrifugar (10.000 g,15 min) con el objetivo de eliminar cualquier precipitado
proteico. Con el fin de purificar parcialmente las bacteriocinas de otras
proteinas de mayor peso molecular se utilizaron unidades de filtracion para
centrifuga CENTRICON Ultracel YM-10 (Millipore), conteniendo una membrana
fillrante de celulosa regenerada con un limite nominal de peso molecular
(NMWL) de 10 kDa. Los sobrenadantes de cada una de las cepas fueron
colocados en las unidades de filtracion y se procesaron siguiendo las
indicaciones del fabricante. Posteriormente, con el fin de corroborar donde se
encontraban las bacteriocinas se evaluo la actividad antimicrobiana en ambos
compartimentos de la unidad de filtracion, en el retenido y en el filtrado,
utilizando la técnica de difusion en agar con la cepa indicadora C. piscicola
4020. Las tres cepas T4, T15 y M5 mostraron actividad antimicrobiana

solamente en el retenido.

Posteriormente, cada fraccion retenida fue liofilizada y enviada al
Servicio de espectrometria de masas del Centro de Estudios Quimicos y
Biologicos por Espectrometria de Masa (CEQUIBIEM) en la Universidad de
Buenos Aires (UBA - CONICET) para su andlisis. Las muestras fueron
resuspendidas en buffer bicarbonato de amonio 50 mM pH=8, reducidas con

DTT 20 mM durante 45 min a 56 °C y alquiladas con lodoacetamida 20 mM
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durante 45 min en oscuridad. Luego, cada muestra se digirid con tripsina
durante toda la noche. Los digeridos con tripsina se limpiaron con Zip-Tip C18
para extraer sales. Las muestras se analizaron por nanoHPLC (Thermo
Scientific, modelo EASY-nLC 1000) acoplado a un espectrémetro de masa con
tecnologia Orbitrap (masa exacta), que permitié la separacion de los péptidos
obtenidos por digestidn triptica de cada muestra y una posterior identificacion
de los mismos. La ionizacion de las muestras se realizé por electrospray y el
analisis de los datos obtenidos con el programa Proteome Discoverer 1.4
(Thermo Fisher Scientific). Las busquedas en la base de datos se realizaron
usando el motor de busqueda SEQUEST, contra bases de datos de secuencias
de proteinas de Carnobacterium sp. y de bacteriocinas en general en UniProt
(UniProt, 2016), y bases de datos armadas con las secuencias de las
bacteriocinas de Carnobacterium encontradas hasta el momento. Se aplicaron
los siguientes parametros de busqueda; enzima: tripsina; sitios de escision
faltantes: 2; tolerancia de masa para precursor: 10 ppm, tolerancia de masa
para fragmento: 0,05 Da; Modificaciones dinamicas: oxidacion (M);
modificaciones fijas: carbamidometilo (C). De acuerdo a las indicaciones del
CEQUIBIEM las proteinas se consideraron con impacto significativo si
cumplieron con la tasa de falso descubrimiento menor al 1 % y la identificacion

de al menos dos péptidos de alta confianza diferentes.

5- Propiedades Probidticas

La cepa Lactococcus lactis TW34 perteneciente a la coleccion
bacteriana de los Laboratorios de Microbiologia y Biotecnologia (IPEEC-
CONICET) y de Bioquimica (CESIMAR-CONICET) fue incorporada al
desarrollo de la presente tesis para evaluar sus propiedades probidticas in vitro
e in vivo. Esta cepa fue aislada del intestino de pejerrey (Odontesthes
platensis) y posee una importante actividad antimicrobiana contra el patdgeno
L. garvieae 03/8460, baja resistencia a antibiéticos y no es hemolitica
(Sequeiros et al., 2010). Esta cepa con potencial probidtico pertenece a un

género distinto de las cepas mencionadas anteriormente y es productora de la
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bacteriocina nisina Z, Unica bacteriocina aprobada para aplicaciones
alimentarias (Sequeiros et al., 2015). Las condiciones de cultivo de TW34
fueron caldo o agar MRS a una temperatura de 25 °C.

5.1- Resistencia a la bilis

Para obtener la bilis se sacrificaron 5 ejemplares de trucha arcoiris
sanas, de aproximadamente 300 g, usando tricaina (1 mg/ml) por 15 min
(Underwood et al., 2013). Los peces fueron procesados 72 h después de la
tltima comida. Se realizé la diseccion en forma aséptica y se extrajo la bilis
mediante puncidén de la vesicula biliar (Fig. 4). La bilis fue almacenada en

recipientes estériles a -20 °C hasta el momento de su uso.

Figura 4: Obtencion de bilis de trucha arcaoiris.

El ensayo de resistencia a bilis se realiz6 de acuerdo a la técnica
descripta por Nikoskelainen et al. (2001b). T4, H16 y TW34 fueron cultivadas
en caldo MRS a 25 °C durante 24 h. Las células se recogieron por

centrifugacion (7.000 g, 15 min), se lavaron dos veces en buffer fosfato salino
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(PBS: NaCl 150 mM, KH,PO, 5 mM, NaHPO, 5 mM, pH=7,2) y se
resuspendieron en el mismo buffer. La densidad Optica de las suspensiones se
ajusté a un valor de absorbancia (A=600nm) igual a 0,250 que corresponde
aproximadamente a 1x10® UFC/ml. Se distribuyeron 500 ul de las
suspensiones en tubos de 1,5 ml, se centrifugaron (7.000 g, 15 min), se
descart6 el sobrenadante y se adicionaron 500 pl de buffer PBS estéril (control)
0 500 pl PBS estéril conteniendo bilis de trucha arcoiris al 10 % (v/v). Las
muestras se incubaron durante 90 min a 30 °C. Después del periodo de
incubacion se realizaron diluciones seriadas en buffer PBS estéril y se
realizaron los recuentos de viables en placas de agar MRS. Los resultados se
expresaron como el logaritmo en base 10 de las UFC/ml. La exposicién a la
bilis se ensay6 por triplicado.

5.2- Resistencia al pH

Se obtuvieron suspensiones celulares de cada una de las cepas (T4,
H16 y TW34) como se indico en la seccion 5.1-, utilizando buffer PBS a pH 2, 3
y 6,5 (ajustado con HCI 1N) y como control pH 6,5. Se tomaron muestras de 1
ml a tiempo 0 y luego de 90 min de incubacion a 25 °C. Se realizaron diluciones
seriadas al décimo en buffer PBS y se realizé el recuento en placa en agar
MRS. Los resultados se expresaron como el logaritmo en base 10 de las

UFC/ml. Los ensayos se realizaron por triplicado.

5.3- Capacidad de adhesion

5.3.1- Test de hidrofobicidad

La hidrofobicidad de la superficie de las células bacterianas se evaluo
segun lo descripto por Pérez-Sanchez et al. (2011). Las cepas T4, H16 y TW34
fueron cultivadas en caldo MRS a 25 °C durante 48 h. Estos cultivos se

centrifugaron (7.000 g, 15 min), se lavaron tres veces con PBS y se
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suspendieron en el mismo buffer. La densidad optica de las suspensiones se
ajusté a una absorbancia (A=600nm) de 1,0. Se colocaron 3 ml de la
suspension bacteriana en un tubo y se agregaron 600ul de tolueno, se mezclé
en vortex a maxima velocidad durante 2 min y se dejo reposar la mezcla hasta
la completa separacion de las dos fases. Luego se extrajo cuidadosamente la
fase acuosa y se leyd la absorbancia (A=600nm) El porcentaje de
hidrofobicidad (H %) se calculé de acuerdo con la siguiente formula:

H % = [(Abs; - Absy) / Absi] x 100

Donde Abs;y Abs; son la absorbancia (A=600nm) de la suspension original y
luego de la exposicion al tolueno, respectivamente. El ensayo fue realizado por
triplicado. La clasificacion fue realizada de acuerdo a Mattos-Guaraldi et al.
(1999) (Tabla 3).

Porcentaje de

Clasificacion hidrofobicidad

Hidrofilica <20 %
Moderadamente

hidrofébica 20-50 %
Hidrofdbica > 50 %

Tabla 3: Clasificacion de las cepas bacterianas en base al porcentaje de
hidrofobicidad.

5.3.2- Adhesion selectiva al mucus de trucha arcoiris

Obtencidn de suspensiones celulares
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Para la obtencion de las suspensiones celulares las cepas T4, TW34 y
H16 se cultivaron en caldo MRS durante 48 h a 25 °C. A continuacion, los
cultivos se centrifugaron (7.000 g, 15 min) y las células se lavaron dos veces
con buffer PBS. Finalmente, éstas se suspendieron en buffer PBS hasta una
absorbancia (A=600nm) de 0,250 (aproximadamente 1x10® UFC/ml), y luego
cada suspension se diluy6 a 1x10” UFC/ml (Sica, 2013).

Obtencién de mucus

El mucus se obtuvo a partir de la superficie del cuerpo de trucha
arcoiris sana inmediatamente después de ser sacrificada, raspando
cuidadosamente la piel con una espatula de goma (Fig. 5). EI mucus se recogio
en un pequefio volumen de buffer PBS y luego se centrifugé (3.500 g, 5 min)
para eliminar las particulas y el resto de material celular. Las suspensiones de
mucus se homogeneizaron y la concentracion de proteina se ajustdo a 0,5
mg/ml (Sica et al., 2012). Las proteinas se determinaron utilizando el método
de Bradford (1976). Se empled albumina de suero bovino (Sigma) para realizar
la curva patron. Las suspensiones de mucus se almacenaron en alicuotas de 1

ml a -80 °C hasta su uso.

Figura 5: Obtencién de mucus de trucha arcoiris.
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Adhesién al mucus

La adhesion de las cepas T4, TW34 y H16 al mucus de trucha arcoiris
se evalu6 de acuerdo al protocolo descripto por Sica et al. (2012). Brevemente,
para inmovilizar el mucus de trucha arcoiris previamente preparado, se
colocaron 100 pl del mismo sobre un cubreobjeto de vidrio, limpio y estéril, y se
incubo durante 18 h a 4 °C. El exceso de mucus se elimindé mediante 2 lavados
sucesivos con 150 ul de buffer PBS estéril. Se afiadié una alicuota de 100 ul de
la suspensiéon celular, obtenida como fue detallado al comienzo de esta
seccion, a cada cubreobjeto que contenia el mucus inmovilizado. Se repitio
este procedimiento para cada cepa. Después de la incubacion durante 1 h a 18
°C, los cubreobjetos se lavaron dos veces con 250 ul de buffer PBS para
eliminar las bacterias no adheridas. Para evaluar si la adhesion al mucus de las
cepas se debia a una adhesion no especifica, también se midié su adhesién al
vidrio (Sica et al., 2012), para lo cual se procedié de igual modo, pero los
vidrios no estuvieron en contacto con mucus. La adhesion se evalué mediante
microscopia optica (Estandar RA, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) después
de la tincion de Gram (seccion 3.1-) con un kit (Britania). Los ensayos se
realizaron por triplicado y se expresaron como el logaritmo en base 10 del
nimero de células por cm? después de contar al menos 20 campos con un

cubreobjetos.

5.3.3- Ensayo de exclusién competitiva contra patégenos de peces

Se evalué la capacidad que presentd H16, por ser la Unica que
presentd adhesion especifica a mucus, de evitar la adhesién de V. alginolyticus
03/8525 y A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 al mucus de trucha
arcoiris. Se preparo la suspension de H16 y el mucus de trucha arcoiris como
se describid en la seccidén 5.3.2-. V. alginolyticus se cultivé en caldo de TS con

2 % p/v de NaCl y A. salmonicida subsp. salmonicida en TS, ambos a 25 °C
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durante 48 h. Las células se recogieron por centrifugacion, se lavaron dos
veces con buffer PBS y se ajustaron a una absorbancia (A=600nm) de 0,250 en
PBS (aproximadamente 1x10® UFC/ml). La suspensién de H16 se mezclé con
cada suspensién de patogenos (1: 1) y se afiadieron alicuotas de 100 pl sobre
el mucus inmovilizado sobre el cubreobjetos. Después de la incubacion durante
1 h a 18 °C, los cubreobjetos se lavaron dos veces con 250 ul de buffer PBS
para eliminar las bacterias no adheridas (Sica, 2013). La adherencia se evalu6
mediante microscopia 6ptica como se indicdé en la seccion 5.3.2-. Dado que
H16 es una cepa Gram positiva, se distingui6 de los patégenos Gram negativos
sobre la base de la tincibn de Gram. Los resultados de tres repeticiones
independientes se expresaron como el numero de patégenos adheridos por
cm® y se compararon con la adhesion del patégeno sin la adicién de H16
(control).

5.3.4- Evaluacién de sustancias tensioactivas

Se evaluo la capacidad que presenté H16, por ser la Unica que presento
adhesion especifica a mucus, de producir sustancias tensioactivas. Se cultivd
H16 en agar MRS con 1,5 % p/v de NaCl durante 48 h a 25 °C. Se recuperaron
las células de la placa (~ 30 mg de peso seco) teniendo cuidado de no recoger
medio sdlido, se lavaron dos veces con solucion salina y se resuspendieron en
15 ml de solucién salina tamponada con PBS pH 7,2. Las suspensiones se
agitaron en un agitador orbital a 120 rpm y 25 °C durante 2 h para promover la
liberacion de las sustancias tensioactivas (biosurfactante). Las bacterias se
eliminaron por centrifugacion (7.000 g, 10 min) y se determind la tensién
superficial con un tensiometro de anillo Du Nouy (Decalab) a 25 °C. También,
H16 se cultivo en caldo MRS con 1,5 % p/v de NaCl a 25 °C durante 48 h, y se
determind la tension superficial de los sobrenadantes del cultivo y de los
controles sin inoculo con el fin de evaluar la produccion extracelular de

biosurfactante.
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6- Obtencion de Artemia franciscana axénica

Con el fin de obtener quistes de Artemia franciscana estériles y
posteriormente nauplios de Artemia estériles o axénicos, se pesaron 0,2 g de
quistes y se hidrataron durante 60 min en agua estéril. Inmediatamente
después se removieron sus capsulas utilizando una solucion de hipoclorito de
sodio al 50 % (partiendo de 60 g/l de cloro activo) durante 35 segundos, y se
enjuagaron con abundante agua destilada estéril (Garcés et al., 2015).
Finalmente, los quistes se desinfectaron en una solucion de cloruro de
benzalconio al 0,1 % v/v por 15 segundos para eliminar las bacterias asociadas
y se enjuagaron con agua destilada estéril (Garcés et al., 2015). Luego, los
quistes fueron colocados en un tubo eclosionador estéril con 100 ml de agua de
mar estéril, con aireacion estéril (para lo cual se utilizé un filtro de 0,20 um) y se

incubaron durante 19 h a 28 °C con luz artificial (Fig. 6).

Figura 6: Eclosion de Artemia: tubo eclosionador sumergido en bafio termostatico a 28
°C, con aireacion estéril y luz artificial.
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A fin de constatar la ausencia de bacterias sobre los nauplios de
Artemia, se realizd el recuento de viables presentes en los nauplios recién
eclosionados. Para esto, se recolectaron 100 nauplios y se colocaron en 1 ml
de agua de mar estéril. Luego se homogeneizaron con un micropistilo estéril,

se realizaron diluciones seriadas y se sembraron en agar TS.

6.1- Efecto de V. alginolyticus y A. salmonicida subsp. salmonicida sobre

nauplios de Artemia franciscana

Para evaluar el efecto de cada patbégeno sobre nauplios de A.
franciscana, primero se obtuvieron nauplios de Artemia axénicos como se
describié en la seccion 6-. Luego, se prepararon nueve recipientes con tapa
con 100 ml agua de mar estéril y se colocaron 100 nauplios axénicos en cada
uno. A tres recipientes se le agregé un inéculo conteniendo 5,3x10° UFC/ml del
patogeno V. alginolyticus 03/8525. Otros tres recipientes fueron inoculados con
4x10% UFC/ml A. salmonicida ATCC 33658 y tres recipientes fueron empleados
como control, conteniendo solo nauplios axénicos. Luego de 48 h de
incubacion a 28 °C se registro la supervivencia de los nauplios contando el

namero de nauplios vivos.

6.2- Bioencapsulacion de H16 en Artemia franciscana

Se obtuvieron nauplios de Artemia axénicos como se describié en la
seccion 6-. Por otro lado, se prepararon suspensiones de H16 como se
describid en la seccion 5.3.2-. Los nauplios se cosecharon y se distribuyeron a
una densidad de 100 nauplios por tubo con 10 ml de agua de mar estéril.
Inmediatamente, los tubos se inocularon con la cepa H16, en las
concentraciones finales 1x10°; 0,5x10° y 1x10° UFC/ml de agua de mar. Los
controles se realizaron con agua de mar estéril y nauplios axénicos sin la
adicion de H16. Se realizaron triplicados de cada tratamiento. Luego de incubar

los tubos a 28 °C durante 24 h, se realizé el recuento de H16 bioencapsulado
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en Artemia. Los 100 nauplios de cada tubo fueron lavados a fondo con agua de
mar estéril para remover bacterias no adheridas a Artemia. Luego, los nauplios
se homogeneizaron en forma estérii con un micropistilo, se realizaron
diluciones seriadas y se sembré6 en agar MRS. Los resultados fueron
expresados como UFC/nauplio de Artemia (Garcés et al., 2015).

6.3- Desafio in vivo de Artemia franciscana enriquecida con H16 frente a la
accion de V. alginolyticus

Se realizaron dos experimentos de desafio usando nauplios de A.
franciscana infectados con V. alginolyticus 03/8525 para evaluar la actividad
probidtica de H16 in vivo. Se obtuvieron nauplios axénicos como se describio
en la seccion 6-. Después de 19 h de incubacion de los quistes a 28 °C, se
distribuyeron 100 nauplios axénicos en 100 ml de agua de mar estéril en

recipientes esteériles con tapa.

En el primer experimento de desafio se realizaron tres tratamientos, por
triplicado, utilizando los recipientes con nauplios axénicos antes mencionados.
El primer tratamiento consistié en inocular los recipientes con H16 de manera
de obtener una concentracién final de 4,6x10° UFC/ml de agua de mar. En el
segundo tratamiento, los recipientes fueron inoculados con V. alginolyticus
03/8525 con una concentracion final de 5,3x10° UFC/ ml de agua de mar. En el
tercer tratamiento los recipientes fueron inoculados simultaneamente con H16 y
V. alginolyticus 03/8525, wusando las concentraciones finales antes
mencionadas. Ambas cepas, H16 y V. alginolyticus se inocularon
inmediatamente después de distribuir los nauplios en los recipientes, en una
sola dosis. Luego de 48 h de incubacion a 28 °C, se registré la tasa de

supervivencia de los nauplios.

En el segundo experimento de desafio, se evalu6é el efecto de la
inoculaciéon de H16 previamente a la infeccién por V. alginolyticus. En este caso
también se realizaron tres tratamientos, por triplicado, con nauplios axénicos en

agua de mar estéril. El primer tratamiento consistié en inocular los recipientes,
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inmediatamente después de distribuir los nauplios, con H16 (concentracion final
4,6x10° UFC/ml agua de mar). En el segundo tratamiento, los recipientes
fueron inoculados con V. alginolyticus 03/8525 (concentracién final 5,3x10°
UFC/ml agua de mar), después de 24 horas de incubacion del recipiente con
los nauplios axénicos. En el Ultimo tratamiento los recipientes fueron
inoculados, inmediatamente después de distribuir los nauplios, con H16
(4,6x10° UFC/ml agua de mar) y 24 h después fueron inoculados con el
patégeno V. alginolyticus 03/8525 (5,3x10°> UFC/ml agua de mar). Los inéculos
H16 y V. alginolyticus se administraron en una sola dosis. La duracién del
ensayo fue de 72 h y luego se registré la tasa de supervivencia de los nauplios.

En ambos experimentos, se usaron como control tres recipientes

estériles con nauplios axénicos en agua de mar estéril.

7- Conservacion de las cepas probidticas para los ensayos in vivo

Con el fin de conservar la viabilidad de las cepas probioticas hasta el
momento de su incorporacion en el alimento, se realizaron ensayos de
congelacion y almacenamiento a -20 y -80 °C. Se evalud la supervivencia de
las cepas a las 24 h y a los 60 y 90 dias de almacenamiento a dichas
temperaturas. Para este fin, se prepararon las suspensiones celulares de T4,
H16 y TW34 como se describié en la seccidon 5.3.2-. Los pellets celulares una
vez centrifugados (7.000 g, 15 min) y lavados 3 veces con PBS estéril, fueron
resuspendidos en leche descremada estéril al 10 % p/v. Estas suspensiones
fueron fraccionadas de a 500 ul, congeladas a -20 y -80 °C y almacenadas por
90 dias. Se realizaron recuentos a tiempo cero (antes de congelarlas), a las 24
h para evaluar el proceso de congelamiento, y a los 60 y 90 dias para evaluar
el almacenamiento. A los diferentes tiempos se descongelaron las
suspensiones celulares, se lavaron 2 veces con buffer PBS, se realizaron
diluciones seriadas y se sembraron sobre placas de agar MRS que fueron
incubadas a 25 °C por 24 h. Los resultados se expresaron como el porcentaje

de viabilidad respecto al tiempo cero.
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8- Ensayos in vivo empleando el pez cebra (Danio rerio) como modelo

experimental vertebrado

Para realizar los ensayos in vivo, como parte fundamental del desarrollo
de la presente tesis, utilizando como modelo de experimentacion al pez cebra
fue necesario disefar, construir y optimizar un bioterio para dicho pez en las
instalaciones del acuario experimental del CCT CONICET- CENPAT. El disefo
y la optimizacién del bioterio se encuentran detallados en el Anexo de la
presente tesis.

Los procedimientos para el cuidado y uso del pez cebra se realizaron
conforme a la guia del cuidado y uso de animales de laboratorio (NAS, 2010).

8.1- Disefio experimental: ensayo de colonizacibn y ensayo de

crecimiento

En los dos ensayos in vivo realizados (ensayo de colonizacion y
persistencia y ensayo para evaluar los parametros de crecimiento del pez) se
utilizaron 4 sistemas independientes con recirculacion de agua, con tres
peceras cada uno (ver Anexo). Cada pecera se considerd6 una unidad
experimental. Uno de los sistemas de recirculaciéon se us6 como control sin
probidtico y los otros tres fueron usados para evaluar los diferentes probioticos
T4, H16 y TW34, uno por sistema.

En ambos ensayos se utilizaron individuos juveniles de pez cebra, de 4
meses de edad para el ensayo de colonizacién y de 2 meses para el ensayo

gue estudié los efectos de los probidticos sobre los parametros de crecimiento.

En cada pecera se colocaron 30 individuos de pez cebra para el ensayo
de colonizacion y 18 individuos para el ensayo de crecimiento, todos ellos
obtenidos y criados en nuestro laboratorio/bioterio (ver Anexo). Los peces se
alimentaron con una racion diaria de alimento comercial (TetraMin)
correspondiente al 4 % de su peso corporal. Esta racion de alimento se dividio

en dos fracciones iguales que se administraron dos veces al dia (una por la
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mafana y otra por la tarde), durante 14 dias para el ensayo de colonizacién y
durante 90 dias para el ensayo de crecimiento.

En los tratamientos con probidticos el alimento comercial fue
suplementado con T4, H16 o TW34 en una concentracion de 1x10’ UFC/g de
alimento. Para la preparacion del alimento con cada probiético, las cepas
almacenadas a -80 °C fueron descongeladas diariamente y lavadas dos veces
con PBS estéril antes de ser incorporadas al alimento. La mezcla de cada cepa
individual con el alimento se realiz6 en el momento de suministrar el alimento.
El grupo control se aliment6 con el alimento comercial con el agregado de un
volumen de buffer PBS estéril, igual al volumen que se utilizé en la preparacion
de los probidticos. Al momento de alimentar los peces, cada sistema de
recirculacion fue detenido, la pecera abierta y se esperd que los peces
consumieran todo el alimento. Luego, se realizO la limpieza diaria y se

acondicion6 cada pecera para volver a conectar la recirculacion.

Con el fin de evaluar la persistencia de las cepas probioticas en el tracto
intestinal del pez cebra, en el ensayo de colonizacion a partir del dia 14 todos
los grupos fueron alimentados con alimento comercial (sin probidticos) hasta el

dia 16, ultimo dia del ensayo.

Los peces fueron mantenidos a una temperatura de 28,5 °C + 0,5 °C,
con fotoperiodo 12:12 y Optima calidad de agua siguiendo los protocolos
sugeridos por Westerfield (2000) y http://zfin.org/zf_info/zfbook/ zfbk. html.

8.1.1- Andlisis de la microbiota intestinal

La evaluacion de la microbiota intestinal de los peces, tanto en el ensayo
de colonizacién como en el de crecimiento, se realizé segun el protocolo que se
describe a continuacion. A los 2, 7, 14 y 16 dias del ensayo de colonizacién y a
los 90 dias del ensayo de crecimiento, 3 peces por pecera (unidad
experimental) para el ensayo de colonizacién y 5 peces para el ensayo de
crecimiento fueron sacrificados con Tricaina (500 mg/ml) (Underwood et al.,

2013). Antes de proceder a su diseccion, cada pez fue lavado mediante tres
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inmersiones en diferentes recipientes con agua estéril. Luego, el pez fue
colocado sobre una esponja (envuelta en papel aluminio y previamente
esterilizada), fijado a la misma mediante agujas estériles y el intestino completo
fue extraido en condiciones de esterilidad (Fig. 7).

Figura 7: Diseccion del pez cebra y extraccion del intestino.

El contenido intestinal se removid haciendo presion, para luego enjuagar
dos veces el intestino con buffer PBS estéril. Luego, se realizé un pool de 3
intestinos por microtubo (2 ml), provenientes de tres peces de la misma pecera
para minimizar la variacion intra-individuo para el ensayo de colonizacion,
mientras que se usaron 5 peces para realizar el pool en el ensayo de
crecimiento.

El microtubo con los intestinos fue pesado para calcular por diferencia de
peso los gramos de intestino. A continuacion, la muestra fue homogeneizada
con 800 pl de buffer PBS estéril con un micropistillo estéril. Finalmente,
mediante diluciones seriadas se realiz6 el recuento en placa de bacterias
viables en diferentes medios: bacterias totales en medio TSA (Britania),
bacterias acido lacticas en agar MRS (Britania), bacterias del género Vibrio en
agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS, Biokar) y enterobacterias en agar
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bilis rojo violeta glucosado (VRBG, Biokar). La preparacion de cada medio se
realizo siguiendo las indicaciones del fabricante. Todas las placas se incubaron
a 25 °C por 72 h. Los recuentos se expresaron como el logaritmo en base 10

de las UFC/g de intestino.

8.1.2- Deteccidn de las cepas probidticas en el intestino de los peces

La deteccién de los probiodticos administrados se realizé analizando la
actividad antimicrobiana frente a las cepas indicadoras especificas de cada
probidtico en placas con agar MRS. Para detectar la presencia de T4 se
empled C. piscicola 4020 como cepa indicadora, para H16 se empled V.
alginolyticus 03/8525 y para TW34 L. garvieae 03/8460.

Las diluciones seriadas de cada muestra intestinal obtenidas como se
describid6 en la seccion 8.1.1-, a los 2, 7, 14 y 16 dias del ensayo de
colonizacion, como asi también a los 90 dias del ensayo de crecimiento, para
cada tratamiento probidtico, se sembraron en placas de Petri con medio MRS.
Luego, las placas se cultivaron por 24-48 h a 25 °C. Las placas con recuentos
entre 30 y 300 colonias fueron evaluadas mediante la técnica de la doble capa
descripta por Dopazo et al. (1988) y detallada en la seccién 2- con el fin de
detectar la actividad antimicrobiana especifica de cada probiotico en las cepas
provenientes del intestino. Para el grupo control donde hubo que analizar la
actividad antimicrobiana contra las tres cepas indicadoras, como medida de la
actividad antimicrobiana debida a las cepas propias del intestino de los peces,
se utilizé la técnica de réplica en placa con sello de terciopelo, detallada en la
seccion 2-. Las réplicas se incubaron 24-48 h a 25 °C y se procedié de la
misma manera que para los tratamientos. Los recuentos se expresaron como el

logaritmo en base 10 de las UFC/g de intestino.
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8.2- Pardmetros medidos durante el ensayo de crecimiento

Durante el ensayo de crecimiento (seccion 8.1-) los peces fueron
pesados a los 0, 15, 30, 60 y 90 dias usando una balanza con una precision de
0,001 g. También, se midi6 su longitud (mm) desde el extremo anterior del
hocico hasta la base de la aleta caudal (largo estdndar) usando fotografia
digital y el software de analisis de imagenes TPSdig2 v2. 12 (Ulloa et al., 2013)

(Fig. 8).

Figura 8: Medicion del largo corporal.

A partir de dichas mediciones se calcularon los siguientes parametros de
crecimiento:
Ganancia de peso corporal (Ap) (mg)= P;- P;
Ganancia de longitud (Al) (mm)= L¢- L;
Factor de condicion (k)= (P x 100) /L®
Tasa de crecimiento especifica (TCE)= 100 x [(In Ps - In P)) /T]

Factor de conversion de alimento (FCA)= AC / (Ps - P)

Donde P es el peso del pez; L es largo del pez; Psy P; son los pesos promedio
final e inicial, respectivamente; T, duracion de la alimentacion en dias; AC es el

peso de alimento consumido en el periodo.
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8.3- Desafio de larvas de pez cebra con patégenos de peces

Para determinar el efecto de los patégenos, V. alginolyticus 03/8525, C.
piscicola 4020, L. garvieae 03/8460 y A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC
33658, en la supervivencia de las larvas de pez cebra se procedio de acuerdo a
Caruffo et al. (2015). Se obtuvieron larvas de pez cebra como se encuentra
detallado en el Anexo de la presente tesis. A los 5 dpf (dias post fecundacién),
se distribuyeron 20 larvas por pocillo (en placas de cultivo de tejidos de 6
pocillos) en presencia de embriomedio (E3) (ver Anexo).

Los patdégenos de peces se cultivaron como se detalld en la seccién 2-,
luego se centrifugaron (7.000 g, 15 min), se resuspendieron en E3 estéril
(Anexo) y se transfirieron a cada pocillo en una concentracion final de 1x10’
UFC/ml de E3, maxima concentracion usada habitualmente para ensayos de
desafio en larvas de pez cebra (Caruffo et al., 2015). Las larvas se expusieron
por inmersion a los patdogenos durante 20 h a 28 °C, luego se lavaron con E3
estéril, se colocaron en pocillos con E3 nuevo y estéril para observacion por un
periodo de una semana. Las larvas del control fueron mantenidas siempre con
E3. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de supervivencia a

los 7 dias post infeccion.

9- Andlisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como la media = un error
estandar, se consideraron como resultados estadisticamente significativos
aquellos con un nivel de confianza igual o mayor al 95 % (p < 0,05). Los
analisis estadisticos se realizaron con los paquetes estadisticos SPSS 7.0 para
Windows (Norusis, 1997).

Se realizd Test de Student

a) Para determinar diferencias significativas entre el recuento de las
bacterias expuestas a pH 6,5y pH3.
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b) Para comparar la supervivencia de las cepas bacterianas
almacenadas a -20 y -80 °C.

c) Para comparar los recuentos de bacterias totales, bacterias del
género Vibrio, enterobacterias y BAL a los 14 y 16 dias en el ensayo de
colonizacion.

Previamente fue analizada la distribucién normal de los datos (prueba de
Shapiro-Wilks) y la homogeneidad de las varianzas (prueba de Levene). De no
cumplirse los supuestos del Test de Student las comparaciones se realizaron
con la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Esta prueba se aplicé para
analizar la tolerancia a bilis, la adhesion a mucus y vidrio de las cepas

probidticas y para ensayo de exclusién competitiva sobre mucus.
Se realiz6 Andlisis de la Varianza (ANOVA) de un factor:

a) Para evaluar la supervivencia de las cepas probioticas a distintos

tiempos de almacenado a -20 °C y a -80 °C.

b) Para evaluar el efecto de las cepas probidticas en los recuentos de
bacterias totales, bacterias del género Vibrio, enterobacterias y BAL a los 2, 7,

14 y 16 dias en el ensayo de colonizacion.

c) Para evaluar el efecto de las cepas probidticas en los recuentos de
bacterias totales, bacterias del género Vibrio, enterobacterias y BAL a los 90

dias del ensayo de crecimiento del pez cebra.

d) Para evaluar el efecto de las cepas probidticas en los parametros de
crecimiento: ganancia de peso, ganancia de largo, Ky TEC a los 90 dias del
ensayo de evaluacion de las cepas probidticas como promotoras del

crecimiento del pez cebra.

En todos los casos se chequearon los supuestos del ANOVA, para lo
cual previamente fue analizada la distribucion normal de los datos (prueba de
Shapiro-Wilks) y la homogeneidad de las varianzas (prueba de Levene).
Cuando el analisis mostrd significancia estadistica se hizo una prueba de

comparacion de medias de Tukey.
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De no cumplirse los supuestos del ANOVA, las comparaciones se
realizaron con la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. Mediante esta
prueba se analizaron los ensayos de bioencapsulacion y los desafios con
Artemia franciscana, FCA y los desafios con larvas de pez cebra.
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CAPITULO IlI

Aislamiento y seleccion de bacterias
con potencial probidtico de la region

patagonica
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1- Introduccién

Los primeros probi6ticos orientados al cultivo de organismos acuaticos
fueron preparaciones comerciales disefiadas para organismos terrestres. Sin
embargo, por su origen, muchas veces éstos han sido relativamente ineficaces
para la acuicultura debido a que no son capaces de sobrevivir y/o permanecer
viables en la concentracion Optima en el intestino de los animales acuéticos
(Gatesoupe, 1999; Nayak, 2010). Por el contrario, cuando los probidticos
provienen de los propios animales o del ambiente acuatico que los rodea
pueden ser mas eficaces, ya que poseen mayor probabilidad de competir con
los microorganismos residentes en el tracto intestinal de los organismos
acuaticos, de llegar a ser predominantes dentro de un periodo corto de ingesta
y de persistir durante algun tiempo después de la supresion de su
administracion (Carnevali et al., 2004; Nayak, 2010). Ademas, ofrecen varias
ventajas, especialmente en algunas cuestiones biotecnologicas como son la
temperatura, salinidad y la adaptacion al medio ambiente (Zorriehzahra et al.,
2016).

Uno de los criterios mas utilizados para la seleccion de microorganismos
probidticos es su capacidad de producir sustancias antimicrobianas, la cual
puede ser evaluada in vitro exponiendo a los candidatos probiéticos a
patdogenos (Sotomayor y Balcazar, 2003; Vine et al., 2004; Balcazar et al.,
2006; Sha et al., 2016). Otra de las caracteristicas indispensables que debe
poseer un probidtico es no solo no ser patogénico con respecto a la especie
huésped sino también con respecto a los animales acuaticos en general y los
seres humanos, consumidores de los productos acuicolas (Merrifield et al.,
2010a). Por eso, uno de los primeros pasos en la seleccion de un
microorganismo probiotico es evaluar su inocuidad analizando la produccion de

hemolisinas y la resistencia antibiética de las cepas seleccionadas.

El objetivo del presente capitulo fue aislar y seleccionar bacterias,
provenientes del tracto intestinal de organismos acuaticos de la regién

patagoOnica, por sus caracteristicas probidticas mediante ensayos in vitro que
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contemplaron el estudio de la actividad antimicrobiana frente a patégenos y la
seguridad microbiol6gica de las cepas.

Hipoétesis: Las bacterias aisladas de los organismos acuaticos de la
region patagonica presentan actividad antimicrobiana contra patégenos de

usual ocurrencia en acuicultura.

2- Resultados y discusion

2.1- Aislamiento y seleccion de bacterias con potencial probidético

Se aislaron 149 cepas bacterianas a partir de diferentes organismos de
agua dulce y de mar de la region patagonica. La Tabla 4 presenta el origen, el
medio de cultivo y la actividad antimicrobiana contra patégenos de cada uno de
esos aislamientos. También, se incorpor6 a este estudio la cepa H16
correspondiente a la coleccion bacteriana del Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia (IPEEC-CONICET), aislada previamente del tracto intestinal de

merluza (Merluccius hubbsi) (Olivera et al., 2012).

En una primera etapa, se preseleccionaron los aislamientos con
actividad antimicrobiana utilizando la técnica de la doble capa con patdgenos
como indicadores. Asi se obtuvieron 58 aislamientos con diferente intensidad
de inhibicién contra alguno de los 4 patdégenos testeados (Tabla 4). El 25,5 %
de los aislamientos inhibié a A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658,
el 26,8 % a L. garvieae 03/8460, el 14,1 % a Y. ruckeri ATCC 29473 y el 29,5
% a C. piscicola 4020.
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Procedencia Fecha Origen Medio Aislamiento A. salmonicida L. garvieae Y.ruckeri C. piscicola

subsp. 03/8460 ATCC 4020
salmonicida 29473
ATCC 33658

DC DA DC DA DC DA DC DA

Rio Santa Cruz- Estancia San TS T1aT3 - - - -
Ramoén 2010-mavo Trucha TS T4 - - - + +
Latitud: -50.19159 y arcoiris TS T5aT8 - - - -
Longitud: -69.89556 MRS M1y M2 - - - -
Rio Santa Cruz -cuenca alta Trucha
Latitud:-50.2244 2010-junio 3 TS T9aTil4 - - - -
Longitud: -71.5291 marron
T15 - + - ] + +
T h T16 - + - - + _
rucha TS T17y T18 - - - -
arcoiris
T19y T20 - + - - + -
T21aT23 - - - .
T24 aT27 - + - - + .
TS
Rio Santa Cruz- Estancia San 128 - - - -
Ramon 2010 M3 - + - - -
Latitud: -50.19159 septiembre M4 - - - -
Longitud: -69.89556 M5 - - - + +
Truc,h_a M6 - - - -
arcoiris
MRS M7 - + - - + .
M8 - - - .
M9 - - - + .
M10 - - - .
M11 a M14 - + - - + .
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Puerto Lobos
Latitud : -42
Longitud : -65.1

2012
marzo

Mero

T29
TS

T30

M15

MRS M23 a M28

Turco

TS  T32,T33yT37

MRS M16 a M22

+ 4|+ ]|+

o I e R

Centro de Salmonicultura
Bariloche

2013-julio

Trucha
arcoiris

TS Tla TXIV

ME1

MRS ME3,ME18 y ME28

ME4

ME14

Punta Este
Latitud: -42.7833
Longitud: -64.95

2013-julio

Escrofalo

ET1a ET13

ET14

ET15

ET16

TS ET17yET18

ET19

ET20 a ET25

ET26y ET27

ET28

MRS EM4 a EM11

EM12 a EM17

Cerro Avanzado
Latitud: -42.8333
Longitud: -64.8833

2013-julio

Pulpo

TS PT1a PT14

PM1, PM3y PM4

MRS PM2

PM19 a PM26
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Tabla 4: Origen y analisis cualitativo de la actividad antimicrobiana de los aislamientos
obtenidos a partir de organismos de agua dulce y de mar de la region patagdnica.
Trucha arcoiris (O. mykiss), trucha marrén (S. trutta), mero (A. patachonicus) turco
(P. brasilianus), escroéfalo (S. oculatus) y pulpo (E. megalocyathus). DC= doble capa,
DA= difusion en agar. TS= Tripticasa Soja, MRS=De Man Rogosa and Sharpe.

La actividad antimicrobiana extracelular, presente en los sobrenadantes
libres de células, de los 58 aislamientos preseleccionados fue evaluada
mediante la técnica de difusién en agar (Tabla 4). Solo las cepas T4, T15y M5
presentaron actividad antimicrobiana extracelular y las tres lo hicieron contra el
patdbgeno C. piscicola 4020 (Fig. 9). Con el fin de ampliar el estudio del
espectro antimicrobiano extracelular de estas cepas, también fueron evaluados
los siguientes patdégenos: L. piscium 23.3.92, S. iniae 2378, V. anguillarum
1603, V. alginolyticus 03/8525, V. parahaemolyticus ATCC 17802 y V. harveyi
ATCC 14126. Los aislamientos T4, T15 y M5 no presentaron actividad contra

ninguno de ellos.

Estas tres cepas con actividad antimicrobiana extracelular (T4, T15 y
M5) representaron el 2 % del total de los aislamientos. En coincidencia con
otros estudios, la ocurrencia de aislamientos bacterianos con actividad
antimicrobiana extracelular contra patdogenos de usual frecuencia en acuicultura
fue baja (Hjelm et al., 2004a y b; Ravi et al., 2007; Thankappan et al., 2015).
Lin et al. (2013) observaron que de un total de 194 aislamientos solamente 4
presentaron actividad antimicrobiana extracelular frente al menos a una cepa
indicadora, lo cual representd un 2 % del total. Un porcentaje similar obtuvieron
Vine et al. (2004) al analizar la actividad antimicrobiana extracelular de
aproximadamente 3.700 aislamientos obtenidos del intestino del pez payaso,
contra los patégenos V. alginolyticus y Aeromonas hydrophila. También se han
encontrado bajos porcentajes (4,4 %) de aislamientos bacterianos con actividad
inhibitoria extracelular contra el patégeno V. anguillarum en el intestino de

trucha arcoiris (Spanggaard et al., 2001).
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Figura 9: Ensayo de difusion en agar del sobrenadante libre de células de T4, T15 y
M5 contra C. piscicola 4020.

Las cepas T4, T15 y M5 correspondieron a bacilos Gram positivos,
catalasa negativos. Las tres se afiliaron al género Carnobacterium con un 99,93
% de homologia, en la secuencia casi completa del gen que codifica ARNr 16S,
con Carnobacterium maltaromaticum DSM 20345(T). A su vez, el porcentaje de
homologia entre las secuencias de ARNr 16S de T4, T15 y M5 fue del 100%.
Carnobacteriaceae es probablemente la familia mas comuan en el TGI de peces
(Gatesoupe et al., 2008). El género Carnobacterium es parte de la microbiota
intestinal de distintos peces como por ejemplo la trucha arcoiris (Starliper et al.,
1992; Huber et al., 2004), la trucha marron (Gonzalez et al., 2000) y el salmén
del atlantico (Joborn et al., 1999), siendo C. maltaromaticum predominante en
salmonidos (Balcazar et al., 2007c). Existen antecedentes que demuestran que
cepas de Carnobacterium tienen la capacidad de inhibir patégenos in vitro y
proteger a la trucha arcoiris en desafios in vivo (Irianto y Austin, 2003; Kim y
Austin, 2006) y, por otro lado, que sobrenadantes libres de células de cepas
pertenecientes al género Carnobacterium, también, producen inhibicién del
crecimiento de la cepa patdgena C. piscicola CCUG34645 (Ringg, 2008). Esta
inhibicién no es inusual ya que algunas bacteriocinas producidas por BAL

inhiben especies estrechamente relacionadas (Tagg et al., 1976).

La estrecha relacion filogenética entre las cepas T4, T15 y M5 y la
especie C. maltaromaticum también podria ser positiva en cuanto a la
seguridad de su aplicacion en acuicultura. Varias cepas de la especie C.
maltaromaticum tales como CB1, CB2, CB3, LV17, UAL26, ATCC 35586 y
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ATCC43225 han sido reconocidas como bacterias GRAS (por sus siglas en
inglés, generalmente reconocidas como seguras) por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (Food and Drug
Administration, 2005). Ademas, en el afio 2012, tres especies del género
Carnobacterium (entre ellas C. maltaromaticum) fueron incorporadas a la lista
autorizada de microorganismos con uso documentado en alimentos
(Bourdichon et al.,, 2012), originalmente publicada en el afio 2002 como
resultado de un proyecto conjunto entre la Federacion Internacional de
Lecheria (IDF) y la Asociacion Europea de Alimentos y Cultivos Alimentarios
(EFFCA) (Mogensen et al., 2002).

Otra de las cepas con actividad antimicrobiana fue H16, un bacilo Gram
positivo catalasa negativo, que presentdo 100 % de homologia en la secuencia
casi completa del gen que codifica ARNr 16S con Lactobacillus pentosus JCM
1558(T). Las especies miembros del género Lactobacillus son generalmente
reconocidas como seguras (GRAS-status) ya que tienen una larga historia de
uso en alimentos fermentados (Korhonen, 2010). El género Lactobacillus
incluye 82 especies en la lista autorizada de microorganismos con beneficios
tecnoldgicos entre los que se encuentra L. pentosus (Bourdichon et al., 2012).
Numerosos estudios han aislado L. pentosus de varios nichos ambientales
como lacteos, vegetales, carnes, asi como también del TGI y urogenital de
humanos y animales terrestres (Liu et al., 2008; Jensen et al., 2012; Lee et al.,
2012; Anukam et al., 2013). Sin embargo, los estudios sobre cepas salvajes de
L. pentosus procedentes de fuentes marinas son escasos (Lee et al., 2010). En
acuicultura la mayoria de los estudios que han probado cepas del género
Lactobacillus como probiéticos han utilizado cepas no marinas. No obstante,
las cepas marinas pueden presentar la ventaja de estar adaptadas a la
salinidad y competir con cepas patdégenas en la piscicultura eurihalina y la

maricultura.

El sobrenadante libre de células de L. pentosus H16 inhibi6 el
crecimiento de A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 (Fig. 10A).
Solamente existe un registro de 3 cepas de L. pentosus con actividad inhibitoria
sobre dicho patdgeno, las cuales fueron aisladas de sedimentos del estuario de

Bahia Blanca, provincia de Buenos Aires (Sica et. al, 2010). Al ampliar el
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espectro antimicrobiano con otros patdégenos de organismos acuéticos como L.
piscium 23.3.92, S. iniae 2378, V. anguillarum 1603, V. alginolyticus 03/8525,
V. parahaemolyticus ATCC 17802 y V. harveyi ATCC 14126, se observo que L.
pentosus H16 logré inhibir a V. alginolyticus (Fig. 10B). La procedencia de H16,
intestino de merluza, puede resultar ventajosa para la utilizacibn como
probidtico para acuicultura por su adaptacion al tracto intestinal del pez.
Ademas, su actividad inhibitoria sobre V. alginolyticus es otra propiedad
interesante dado que las enfermedades causadas por Vibrio spp. estan
comunmente relacionadas con episodios de mortalidad de animales marinos
cultivados (Toranzo et al., 2005; Kesarcodi-Watson et al., 2008; Grzeskowiak et
al., 2012).

Figura 10: Ensayo de difusibn en agar del sobrenadante libre de células de L.
pentosus H16 contra A) A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 y B) V.
alginolyticus 03/8525.

2.2- Capacidad hemolitica y susceptibilidad a los antibidticos

Las cepas Carnobacterium sp. T4, Carnobacterium sp. T15,
Carnobacterium sp. M5 y L. pentosus H16 no produjeron halo de lisis de
células sanguineas en placas de agar sangre (Fig. 11). Evaluar la capacidad
hemolitica es muy importante en el proceso de seleccidén de probidticos ya que
la hemolisina es un factor de virulencia muy comudn entre patdégenos que

frecuentemente causan anemia y edema en el huésped y, por lo tanto, las
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cepas hemoliticas deberian ser descartadas como posibles probioticos
(Ouwehand et al., 2005; Nandi et al., 2017).

H16

M5
VP

Figura 11: Prueba de hemdlisis en agar sangre de las cepas T4, T15, M5 y H16.

Como control positivo se utilizo la cepa V. parahaemolyticus ATCC 17802 (VP).

Las cepas Carnobacterium sp. T4 y T15 fueron sensibles a 9 de los 12
antibidticos evaluados, siendo solamente resistentes a oxacilina, clindamicina y
gentamicina (Tabla 5). La cepa Carnobacterium sp. M5 fue sensible a 10 de los
antibidticos, mostrando sensibilidad intermedia a oxacilina y resistencia a
gentamicina (Tabla 5). La baja resistencia antibiotica de las cepas T4, T15y M5
podria deberse al origen de las mismas, ambientes naturales y con baja
intervencion humana. Por el contrario, C. maltaromaticum B26 vy
Carnobacterium divergens B33 aisladas de trucha arcoiris provenientes de una
piscicultura presentaron sensibilidad a solamente 4 de los 14 antibioticos
evaluados (Kim y Austin, 2008). La multiresistencia antibidtica en las
pisciculturas esta relacionada con el excesivo uso de antibiéticos (Cabello et
al., 2013).
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L. pentosus H16 fue resistente a teicoplanina, penicilina, oxaciclina,

vancomicina y levofloxacina (Tabla 5). Los lactobacilos parecen ser
intrinsecamente resistentes a vancomicina (EFSA, 2008; Jose et al., 2015) y a
las quinolonas, como la levofloxacina (Hummel et al., 2007; Egervéarn, 2009).
Un estudio que evalué la susceptibilidad a los antibiéticos de 59 cepas de L.
pentosus mostré que un alto porcentaje presentd resistencia a 7 de los 15
antibidticos testeados, tales resistencias resultaron de un mecanismo
intrinseco, no transferible o no adquirido (Casado Mufioz et al., 2014). La
mayoria de los genes de resistencia a los antibidticos de los lactobacilos son
intrinsecos e inherentes, lo que significa que no son transferibles a través de la
transferencia genética horizontal (Seale y Millar, 2013) y no representarian una
amenaza para la seguridad alimentaria ni para el consumidor (Jose et al.,

2015).

Susceptibilidad a los antibiéticos

Antibidtico T4 T15 M5 HL6
Penicilina 10 U Sensible Sensible Sensible Resistente
Oxacilina 1 pg Resistente  Resistente Intermedio Resistente
Eritromicina 15 pg Sensible Sensible Sensible Sensible
Clindamicina 2 ug Resistente  Resistente  Sensible Sensible
-SI-S&Z?;QET;Z;ZZZ’%% ug Sensible Sensible Sensible Sensible
Vancomicina 30 ug Sensible Sensible Sensible Resistente
Levofloxacina 5 ug Sensible Sensible Sensible Resistente
Gentamicina 10 pg Resistente  Resistente Resistente  Sensible
Rifampicina 5 ug Sensible Sensible Sensible Sensible
Minociclina 30ug Sensible Sensible Sensible Sensible
Cloranfenicol 30 pg Sensible Sensible Sensible Sensible
Teicoplanina 30 ug Sensible Sensible Sensible Resistente

Tabla 5: Susceptibilidad a los antibi6ticos de las cepas Carnobacterium sp. T4,
Carnobacterium sp. T15, Carnobacterium sp. M5y L. pentosus H16.
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Segun la patente Lactic Acid Bacteria for the Treatment of Food (Stiles
et al., 2007) los principales antibiéticos que cominmente se asocian con
elementos genéticos transferibles en bacterias comensales Gram positivas son
eritromicina, cloranfenicol y tetraciclina. Las 4 cepas preseleccionadas (T4,
T15, M5 y H16) fueron sensibles a los dos primeros y a monociclina, que
pertenece al grupo de las tetraciclinas. Si bien actualmente, en las pisciculturas
se ha comenzado a restringir el uso de antibiticos para evitar y/o detener
brotes infecciosos, éstos han sido a lo largo del tiempo incorrectamente
utilizados ocasionando graves problemas de resistencia bacteriana (Romero et
al.,, 2012; Cabello et al., 2013). Por este motivo es recomendable que los
probidticos sean sensibles a los antibioticos utilizados en las pisciculturas, de
esta manera se evita el riesgo de transferir genes de resistencia a bacterias
patbgenas 0 potencialmente patdogenas. En este sentido, las cepas
preseleccionadas fueron sensibles a trimetoprima/sulfametoxazol uno de los
pocos antibidticos permitidos en acuicultura en paises como Canada y Estados
Unidos en los cuales el uso de antibioticos es muy restringido (Cabello et al.,
2013).

2.3- Produccién y caracterizacion del agente causante de la actividad

antimicrobiana

2.3.1- Carnobacterium sp. T4, T15y M5

Si bien Carnobacterium sp. T4, T15 y M5 han sido cultivadas bajo las
mismas condiciones y con la misma concentracion de inéculo inicial (Fig. 12),
T4 fue la primera en producir el agente antimicrobiano, detectandose a las 4 h
de incubacién, seguido por T15 a las 12 h y luego Carnobacterium sp. M5 a las
24 h de incubaciéon (Tabla 6). Luego de 24 h de incubacién los titulos de la
actividad antimicrobiana fueron de 40.960; 5.110 y 40 UA ml™ para T4, T15y
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M5, respectivamente (Tabla 6). La cepa T4 fue la que presentd el mayor titulo
de actividad antimicrobiana (327.680 UA/ml) luego de 48 h de incubacion.
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Figura 12: Curva de crecimiento de las cepas T4, T15 y M5 en medio liquido

MRS a 25 °C.
Cepa Actividad antimicrobiana (UA/ml) a distintos tiempos (h)
0 4 12 24 48
T4 0 40 320 40960 327680
T15 0 0 80 5120 40960
M5 0 0 0 40 160

Tabla 6: Actividad antimicrobiana del sobrenadante libre de células de las
cepas T4, T15 y M5 a distintos tiempos de cultivo en MRS a 25 °C.

La actividad antimicrobiana producida por T4, T15 y M5 no se debié a la
produccion de acidos organicos ni a proteinas de alto peso molecular debido a

gue los diametros de los halos de inhibicién, contra el patégeno indicador C.
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piscicola 4020, se mantuvieron constantes después de neutralizar (pH 6,5) y
calentar (100 °C por 5 minutos) sus sobrenadantes (Tabla 7). Ademas, dichos
sobrenadantes mantuvieron su actividad antimicrobiana luego del tratamiento
con catalasa indicando que la inhibicibn que producen no es debida a la
produccién de peréxido de hidrégeno.

Cepa Sobrenadante Halo (mm)
Extracto crudo 20,5
T4 Neutralizado 20,5
Calentado a 100°C 5' 20,5
Extracto crudo 18,5
T15 Neutralizado 18,5
Calentado a 100°C 5' 18,5
Extracto crudo 19,5
M5 Neutralizado 19,5
Calentado a 100°C 5' 19,5

Tabla 7: Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de células de cultivos

provenientes de las 3 cepas preseleccionadas.

Estos resultados sugirieron que la actividad antimicrobiana presentada
por dichas cepas podria deberse a la produccién de péptidos antimicrobianos.
La actividad antimicrobiana producida por T4, T15 y M5 fue completamente
inhibida por tripsina confirmando que el agente causante de la actividad
antimicrobiana, en los tres casos, podria ser un péptido antimicrobiano o

bacteriocina.

Con el fin de identificar péptidos antimicrobianos en los sobrenadantes
de las cepas, éstos fueron analizados mediante LC-MS/MS. En el
sobrenadante de la cepa T4 se identificaron 4 péptidos con un nivel de
confianza alto, pertenecientes a bacteriocinas de Clase lla (Tabla 8). Los 4
péptidos identificados abarcaron casi la totalidad de la secuencia de la
bacteriocina divercin V41 (Metivier et al., 1998), (Fig. 13). Uno de los 4 péptidos

identificados, que contiene la secuencia consenso YGNGVXC tipica de la
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porcion N-terminal de las bacteriocinas de Clase lla, es compartido por otras 2
bacteriocinas como divergicin M35 (Tahiri et al., 2004) y bavaricin-MN (Kaiser y
Montville, 1996) (Tabla 8, Fig. 13). A partir del sobrenadante de la cepa T15 se
identificaron 2 péptidos con alta confianza, también pertenecientes a
bacteriocinas de Clase Ila, ambos compartidos entre las bacteriocinas divercin
V41, divergicin M35 y bavaricin-MN (Tabla 8 y Fig. 13). Ningun péptido fue

identificado para la muestra perteneciente a la cepa M5.

Cepa Descripcion  Cédigo Organismo  N°de Péptidos identificados por
de péptidos LC- MS/MS
acceso
T4 Divercin V41  Q9z4J1 C. divergens 4 KCWVDWGQASGCIGQTVVGGWLGGAIPGKC

CWVDWGQASGCIGQTVVGGWLGGAIPGKC
CWVDWGQASGCIGQTVVGGWLGGAIPGK

YYGNGVYCNSK
Divergicin M35 P84962 C. divergens 1 YYGNGVYCNSK
Bavaricin-MN  P80493 L. sakei 1 YYGNGVYCNSK
T15 Divercin V41  Q9z4J1 C. divergens 2 TKYYGNGVYCNSK
TKYYGNGVYCNSKK
Bavaricin-MN ~ P80493 L. sakei 2 TKYYGNGVYCNSK
TKYYGNGVYCNSKK
Divergicin M35 P84962 C. divergens 2 TKYYGNGVYCNSK
TKYYGNGVYCNSKK

Tabla 8: Péptidos identificados por LC-MS/MS para las cepas T4 y T15. En negrita se
resalta la secuencia consenso YGNGVXC tipica de las bacteriocinas de Clase lla. C.:
Carnobacterium; L.: Lactobacillus.

Divercin V41 TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGOASGCIGOTVVGGWLGGAIPGKC
Bavaricin-MN TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGQAAGGIGQTVVXGWLGGAIPGK-
Divergicin M35 TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGTAQGCID—=VVIGQLGGGIPGKGKC

Figura 13: Secuencias aminoacidicas de las bacteriocinas maduras divercin V41,
bavaricin-MN y divergicin M35. Los péptidos identificados por LC-MS/MS para la cepa
T4 se muestran resaltados en amarillo y verde. Los péptidos identificados para la cepa
T15 se muestran subrayados. Los aminoacidos resaltados en gris sefialan aquellos
diferentes, que presentan bavaricin-MN y divergicin M35, respecto a divercin V41.
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Las bacteriocinas divercin V41 (Metivier et al., 1998) y divergicin M35
(Tahiri et al., 2004) son producidas por la especie C. divergens y la bacteriocina
bavaricin-MN es producida por Lactobacillus sakei (Kaiser y Montville, 1996).
Ninguno de los péptidos encontrados en el sobrenadante de las cepas T4 y
T15 han sido descriptos hasta el momento en la especie mas relacionada

filogenéticamente con ellas que fue C. maltaromaticum.

Se ha observado que varias cepas de BAL de diferente origen, género y
especie pueden producir la misma bacteriocina de Clase lla (Ennahar et al.,
2000). Por ejemplo, la bacteriocina Leucocin A/B producida por la cepa
Leuconostoc gelidum UAL187, aislada en Canada de carne envasada al vacio
(Hastings y Stiles, 1991), es igual en su secuencia a la bacteriocina producida
por Leuconostoc carnosum Talla aislada de carne procesada y envasada al
vacio en Sudafrica (Felix et al., 1994). Otro ejemplo es la bacteriocina Pediocin
PA-1 producida por Pediococcus parvulus ATO34/ATO77 aislada de achicoria
(Bennik et al., 1994), la cual presenta la misma secuencia aminoacidica que
Pediocin AcH producida por Pediococcus acidilactici H (Bhunia et al., 1987) y
por Lactobacillus plantarum WHE 92 (Ennahar et al., 1996), dos cepas de
diferente género aisladas de dos tipos de alimento, un embutido y un queso
respectivamente. Estas observaciones sugieren que la produccion de
bacteriocinas de Clase lla, limitadas a BAL, parece ser un rasgo bastante movil
y ninguna estructura primaria de Clase lla seria distintiva de un género o

especie de BAL en particular (Ennahar et al., 2000).

Respecto al modo de accion, se estima que las bacteriocinas de Clase
lla actuan principalmente mediante la permeabilizacion de las membranas de
microorganismos susceptibles, probablemente mediante dos pasos (Drider et
al., 2006). En el primer paso, la bacteriocina parece interactuar con la
membrana y/o alguna molécula receptora, cuya union puede estar influenciada
por la composicion y la carga de la membrana, asi como por la presencia y
disponibilidad de esta molécula diana que actuaria de receptor (Drider et al.,
2006). En el segundo paso, la bacteriocina permeabiliza la membrana a través
de la formacion de poros, este paso probablemente dependa de la composicion
de la membrana, de la porcion C-terminal de la bacteriocina que esta

involucrada en la permeabilizacion de la membrana y de la presencia de
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proteinas inmunitarias (Drider et al., 2006). La formacién de poros causa la
disipacion de la fuerza protomotriz provocando un desequilibrio iénico, la fuga
de fosfato inorganico (Ennahar et al., 2000) y la reduccion del ATP intracelular
(Drider et al., 2006).

2.3.2- Lactobacillus pentosus H16

Luego de la neutralizacion, el sobrenadante de L. pentosus H16 perdio
su actividad antimicrobiana (Tabla 9), sugiriendo que el principio activo estaria
relacionado con la produccion de acidos organicos caracteristicos del
metabolismo de las BAL. La cepa H16 pertenece al género Lactobacillus el cual
es estrictamente fermentativo, productor de grandes cantidades de &acido
lactico y pequefas cantidades de otros acidos organicos como resultado del
metabolismo de carbohidratos (Hammes y Hertel, 2006). La produccion de
acido reduce el pH del medio y suprime el crecimiento de muchas otras
bacterias (Hammes y Hertel, 2006). Lactobacillus pentosus K34, aislado del
intestino delgado de pollo, mostré una fuerte actividad antimicrobiana, frente a
las bacterias patdégenas gastrointestinales, atribuida a la producciéon de acidos
organicos, principalmente acido lactico, acido oleico, acido succinico, acido
piravico y acido fenilacético (Lee et al.,, 2012). Coincidentemente, los acidos
lactico y acético fueron los responsables del efecto antimicrobiano, de varias
BAL aisladas de la leche y el queso, sobre bacterias patégenas de peces
(Vazquez et al., 2005). Los acidos organicos débiles no disociados pueden
atravesar las membranas y disociarse dentro de la célula, causando
acidificacion intracelular y promoviendo la expulsion de los iones H* de la célula
y el desacoplamiento de la bomba Na’-K' (ATPasa) (Huang et al., 1986;
Vazquez et al., 2005). Este modo de accion es dependiente del pH porque las
formas no disociadas son frecuentes cuando el valor de pH esta por debajo del
pKa del acido organico (Cortés-Zavaleta et al., 2014; Arena et al., 2016).
Ademas, se ha demostrado que el acido lactico también funciona como un
permeabilizante de la membrana externa de las especies Gram negativas ya

gue actlia como un agente desintegrador de la misma causando la liberacién
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de lipopolisacaridos y potenciando los efectos de otras sustancias
antimicrobianas (Alakomi et al., 2000).

Cepa Sobrenadante Halo (mm)

Extracto crudo 11,5

H16 .
Neutralizado -

Tabla 9: Actividad antimicrobiana del sobrenadante libre de células del cultivo
proveniente de la cepa H16.

Con respecto a la produccién del agente antimicrobiano por la cepa
H16, se observo que cuando comienza la fase de crecimiento exponencial
también empieza a disminuir el pH, registrandose un valor minimo de 3,99 en la
fase estacionaria (Fig. 14). Coincidentemente, la actividad antimicrobiana
contra los patdgenos A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 y V.
alginolyticus 03/8525 comienza a detectarse a las 12 h de incubacion (fase de
crecimiento exponencial) y se mantiene durante la fase estacionaria con halos
de inhibicion de 11 y 14 mm, respectivamente (Tabla 10). La actividad
antimicrobiana de H16 no pudo ser cuantificada por el método de las diluciones
seriadas debido a que en la primera dilucion ya no se detect6 actividad

antimicrobiana.
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Figura 14: Curva de crecimiento bacteriano y cambios de pH en el sobrenadante de L.

pentosus H16 cultivado en medio liquido MRS a 25 °C.

Halo en mm
Tiempo A, salmonicida subsp. V. alginolyticus
(h) salmonicida 03/8525
ATCC 33658
0 0 0
3 0 0
9 0 0
12 10 11
27 11 14
36 11 14

Tabla 10: Actividad antimicrobiana del sobrenadante libre de células proveniente del
cultivo de la cepa H16 en MRS a 25 °C a distintos tiempos de cultivo.
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3- Conclusién

Algunos organismos acuéticos de la region patagonica presentaron
bacterias con actividad antimicrobiana contra patégenos de usual ocurrencia en
acuicultura. Estas bacterias ejercieron su accién inhibitoria mediante la
produccién de diferentes agentes antimicrobianos. Las cepas Carnobacterium
sp. T4, T15 y M5 produjeron bacteriocinas y la cepa L. pentosus H16 produjo
acidos organicos. Se preseleccionaron estas cuatro cepas debido a que estos
agentes antimicrobianos podrian ejercer su accion inhibitoria dentro del
intestino y ayudar a colonizar el tracto gastrointestinal de peces y de otros
organismos acuaticos, y proteger al huésped ante la presencia de patégenos

oportunistas de relevancia en acuicultura.

Debido a que T4, T15 y M5 pertenecieron al mismo género y
presentaron actividad antimicrobiana contra el mismo patdgeno se decidio
elegir solo una de ellas para la siguiente etapa. Dado las caracteristicas
relacionadas a la produccion temprana del agente antimicrobiano y su mayor
titulo de inhibicién, la cepa T4 fue la elegida entre los Carnobacterium para
proseguir con el estudio de otras propiedades probidticas para evaluar su

utilizacion en acuicultura.

La cepa L. pentosus H16 también fue seleccionada para continuar la
evaluacion de sus propiedades probidticas ya que presenta actividad
antimicrobiana extracelular contra dos patdégenos de peces Gram negativos, A.

salmonicida y V. alginolyticus.
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CAPITULO IV

Evaluacion de las propiedades
probidticas de Carnobacterium sp. T4,
Lactobacillus pentosus H16 y
Lactococcus lactis TW34
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1- Introduccién

Los microorganismos con potencial probiético deberian satisfacer una
serie de requisitos para poder ser utilizados como tales. Uno de ellos es que
presenten la capacidad de ser resistentes a las condiciones adversas del TGl
del hospedador para poder alcanzar el intestino en forma viable y colonizarlo, al
menos en forma transitoria (Tuomola et al., 2001). Para muchas bacterias la
bilis es tdxica ya que puede desnaturalizar proteinas y dafiar el ADN, actuar
como detergente provocando cambios en la permeabilidad de la membrana
plasmatica y afectar la homeostasis bacteriana, siendo letal para muchos
microorganismos (Suarez, 2013). Algo similar sucede con el pH acido presente
en el TGI, el cual podria afectar la viabilidad de las cepas probioticas. Si bien
en Argentina no existen pautas nacionales especificas sobre la evaluacion de
los probidticos destinados a la acuicultura, hay recomendaciones
internacionales (Organizacion Mundial de la Salud, FAO/WHO 2002) y
nacionales (CAA, 2011) para la evaluacion de probioticos en los alimentos.
Dentro del protocolo de evaluacion in vitro, el CAA (Capitulo XVII, Alimentos de
régimen o dietéticos, articulo 1.389) establece la evaluacion de la capacidad
del probidtico para sobrevivir a las condiciones gastricas y a la bilis. Estas
pruebas permitiran conocer si las cepas tienen posibilidades de resistir el
transito gastrointestinal para luego colonizar el intestino (Nikoskelainen et al.,
2001b; Irianto y Austin, 2002; Balcazar et al., 2008).

La capacidad de adhesion de los microorganismos probidticos a las
capas de mucus que recubren los epitelios de los peces, las cuales contribuyen
a proteger la superficie de la piel, las branquias y el TGl también es
considerado otro requisito favorable previo a la colonizacion (Collado et al.,
2007; Grzeskowiak et al., 2012; Jensen et al., 2012). Cuando las bacterias
probidticas presentan la capacidad de adherirse a superficies mucosas, éstas
pueden competir con patdgenos por los sitios de adhesion evitando la etapa

inicial de una infeccién bacteriana (Balcazar et al., 2006; Vine et al., 2006).

86



En la evaluacion de las propiedades probiéticas, también es valioso
utilizar organismos modelo que permitan analizar los mecanismos de accion de
las cepas probidticas, especialmente cuando se encuentran en presencia del
patdgeno. Para estudiar la interaccién probiético-patdgeno en acuicultura
frecuentemente se recurre al crustaceo Artemia. Este modelo invertebrado es
facil de cultivar y obtenerlo en condiciones gnotobibticas para desarrollar
ensayos experimentales. Ademas, este mini crutaceo es muy utilizado como
alimento vivo de larvas de peces y otros crustaceos (Verschuere et al., 2000b,
Gunasekara et al., 2011).

En el capitulo anterior se seleccionaron 2 cepas que cumplieron con los
requerimientos de seguridad y con la capacidad de producir actividad
antimicrobiana extracelular. Una de ellas fue Carnobacterium sp. T4, aislada de
trucha arcoiris y productora de una bacteriocina con actividad antimicrobiana
contra el patégeno C. piscicola, y la otra, L. pentosus H16 aislada de merluza y
productora de &acidos organicos capaz de inhibir el crecimiento de A.
salmonicida y V. alginolyticus. En el presente capitulo se incorporé a la cepa L.
lactis TW34 para, también, evaluar sus propiedades probidticas ya que
presenta actividad antimicrobiana contra un patégeno diferente a las dos
anteriores. TW34 fue previamente aislada del intestino de pejerrey
(Odontesthes platensis) y es productora de la bacteriocina nisina Z que posee
potente actividad inhibitoria contra el patdgeno L. garvieae, baja resistencia a

antibidticos y no es hemolitica (Sequeiros et al., 2010).

Los objetivos de este capitulo fueron analizar las propiedades
probidticas de T4, H16 y TW34 relacionadas con la capacidad de colonizar el
TGI de los organismos acuaticos y, ademas, evaluar para la cepa que presenté
mayor adhesion especifica a mucus de trucha arcoiris el posible efecto
protector contra V. alginolyticus y el mecanismo de acciéon en un ensayo de

desafio utilizando A. franciscana.

Hipotesis 1: Las cepas T4, H16 y TW34 poseen propiedades
probidticas favorables para sobrevivir y colonizar el TGl de organismos

acuaticos.
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Hipotesis 2: Las cepas con adhesion especifica a mucus de trucha
arcoiris y capacidad de desplazar patdégenos in vitro, brindan proteccion frente

a desafios in vivo.

2- Resultados y discusién

2.1- Propiedades probidticas relacionadas con la capacidad de sobrevivir

y colonizar el tracto intestinal de organismos acuéticos

2.1.1- Resistencia a la bilis y al pH acido

Los recuentos de bacterias viables para la cepa L. lactis TW34
disminuyeron significativamente (p < 0,05) luego de la exposicion de la misma
tanto a bilis de trucha arcoiris (10 % p/v) como a pH acido (pH 3), (Tabla 11). El
recuento de Carnobacterium sp. T4 y L. pentosus H16 aumentd
significativamente (p< 0,05) luego de su exposicion a bilis de trucha arcoiris
(Tabla 11). Varias bacterias gastrointestinales son capaces de tolerar y crecer
en presencia de sales biliares (Vinderola y Reinheimer, 2003; Pennacchia et
al., 2004). Los acidos biliares presentes en la bilis pueden ser hidrolizados por
enzimas bacterianas como las hidrolasas de sales biliares (Moser y Savage,
2001). Estas enzimas son producidas por bacterias gastrointestinales de varios
géneros, incluidos Enterococcus, Bifidobacterium y Lactobacillus entre otras
(Tanaka et al., 1999; Moser y Savage, 2001). Aun no esta clara la funcion
ecoldgica de estas enzimas, se cree que, estas hidrolasas darian una ventaja
nutricional a las cepas productoras ya que los compuestos liberados podrian
usarse como fuentes de carbono, nitrégeno y energia (Begley et al., 2005). Los
resultados obtenidos para T4 y H16 podrian estar relacionados con el origen de
ambos debido a que provienen de intestino de trucha arcoiris y merluza,
respectivamente; y podrian estar adaptadas a crecer en presencia de sales
biliares. Esto deberia ser probado utilizando cepas de la misma especie pero

de otro origen como control para analizar si la respuesta es especifica de la
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especie. Por otra parte, al igual que sucedié con TW34, el recuento de T4
disminuy6 al descender el pH en aproximadamente 3 érdenes de magnitud (p<
0,05) (Tabla 11). Lactobacillus pentosus H16 mostré una reduccion del
recuento menor a 2,5 unidades logaritmicas (Tabla 11). Esta mayor tolerencia a
pH &cido de H16 respecto de las otras dos cepas coincide con otros estudios
gue demuestran una alta tolerancia de los lactobacilos al pH acido (Balcazar et
al., 2008; Pérez-Sanchez et al., 2011; Sica et al.,, 2012). Tanto la mayor
tolerancia de H16 al pH &cido como no verse afectada negativamente por la
bilis de trucha podria relacionarse con que muchos de los mecanismos de
adaptacion a bilis son comunes a los de resistencia al pH (Lebeer et al., 2008).
La forma protonada de las sales biliares presenta toxicidad a través de la
acidificacion intracelular de modo similar a la de los acidos organicos, como el
acido lactico, producido por los mismos lactobacilos (Begley et al., 2005;
Lebeer et al., 2008).

Cepas Tolerancia a bilis Tolerancia a bajo pH
logio UFC /ml logio UFC /ml
Control (s/bilis)  Bilis 10 % viv Control pH=3
(pH=6,5)
TW34 10,28 + 0,40° 9,51 + 0,452 7,72 +0,10° 4,44 + 0,032
T4 7,47 + 0,552 7,66 +0,01° 7,48 +0,12° 4,10 £ 0,112
H16 8,16 + 0,022 8,72 + 0,04° 7,77 £ 0,04° 5,46 + 0,112

Tabla 11: Resistencia a bilis de trucha arcoiris y a valores de pH acido de L. lactis
TW34, Carnobacterium sp. T4 y L. pentosus H16. Los resultados estan expresados en
logi;o UFC /ml y corresponden a la media = 1 error estandar. Las letras minusculas

(7]

indican diferencias significativas con respecto al control (p<0,05) la letra “a” indica el
menor valor y la “b” el mayor valor.

Los resultados para estas cepas muestran que, aunque algunas hayan
disminuido su viabilidad, serian capaces de sobrevivir con un recuento de al
menos 10* UFC/ml en condiciones hostiles, similares a las del TGI. Ademas,

como las bacterias probidticas generalmente son suministradas mezcladas con
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el alimento, la accion del pH &cido y la bilis no impactaria en forma tan directa
como in vitro (Nikoskelainen et al., 2001b; Sorroza et al., 2012).

2.1.2 Capacidad de adhesion

2.1.2.1 Test de hidrofobicidad y de adhesién

De acuerdo a Mattos-Guaraldi et al. (1999) las cepas se consideran
fuertemente hidrofébicas cuando los porcentajes de hidrofobicidad son
superiores al 50 %, moderadamente hidrofébicas cuando se encuentran en el
rango entre 50 y 20 %, e hidrofilicas cuando el valor es inferior a 20 %. Las
cepas L. lactis TW34 y Carnobacterium sp. T4 resultaron moderadamente
hidrofébicas y la cepa L. pentosus H16 hidrofilica (Tabla 12). Estos resultados
coinciden con otros estudios que han descripto bajos porcentajes de
hidrofobicidad para cepas con potencial probidtico para acuicultura, también,
aisladas de organismos y ambientes acuaticos (Balcazar et al., 2008; Pasteris
et al., 2009; Pérez-Sanchez et al., 2011; Sica et al., 2012; Montel Mendoza et
al., 2012).

. . Adhesion (células/cm?)
Cepa % Hidrofobicidad

Vidrio Mucus
TW34 22,56 +1,63 1,64 x 10° +6,32 x 10°® 8,42 x 10+ 7,56 x 10% 2
T4 20,34 +1,10 3,16 x10°+1,43x 10" 1,16 x 10° £ 9,97 x 10° 2
H16 19,15 +1,32 3,80 x 10 £3,90 x 10° * 1,20 x 10° + 8,00 X 10% °

Tabla 12: Hidrofobicidad de la superficie celular y adhesion a vidrio y a mucus de
trucha arcoiris de L. lactis TW34, Carnobacterium sp. T4 y L. pentosus H16. Los
valores corresponden a la media = 1 error estandar. Las letras mindsculas indican
diferencias significativas entre la adhesion al vidrio y al mucus (p<0,05) la letra “a”
indica el menor valory la “b” el mayor valor.
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La adhesion de TW34 y T4 fue significativamente mayor (p<0,05) en
las superficies de vidrio que en mucus (Tabla 12). Estos resultados sugieren
qgue el tipo de interacciones que podrian predominar en estas cepas son
aquellas de caracter inespecifico mediada por uniones mas labiles, como por
ejemplo puente de H, fuerzas de Van der Waals, e interacciones hidrofébicas,
éstas Ultimas en congruencia con la hidrofobicidad presentada por TW34 y T4
(Tabla 12).

En contraste, L. pentosus H16 se adhirid selectivamente (p <0,05) al
mucus de piel de trucha arcoiris (Tabla 12). Este resultado podria estar
indicando la presencia de moléculas, en la superficie celular de H16, con cierta
especificidad por el mucus. Diferentes aislamientos de L. pentosus de distintas
procedencias mostraron que solo ciertas cepas de esta especie poseen
capacidad de adherirse selectivamente al mucus, tal fue el caso de L. pentosus
S19 aislada de sedimentos estuariales (Sica et al., 2012) y L. pentosus PL11
proveniente de anguilas (Anguilla japonica) de un criadero comercial (Lee et al.,
2015). Algunos autores han asociado este comportamiento diferencial entre las
cepas con la naturaleza de las moléculas que se encuentran en la superficie
celular, las cuales son responsables de la capacidad de adhesion especifica al
mucus y que seria diferente entre cepas de una misma especie (Sorongon et
al., 1991; Sica et al., 2012). Abriouel et al. (2017) secuenciaron el genoma L.
pentosus MP10, detectando in silico varias proteinas de superficie y proteinas
de secrecion que podrian estar involucradas en la adhesion al huésped. Entre
ellas, se encuentran las proteinas del dominio MucBP que son proteinas
bacterianas de unién a peptidoglucano implicadas en los mecanismos de
adhesion al huésped, de autoagregacion y/o de co-agregacion con bacterias
patégenas (Pérez Montoro et al., 2016). También, la proteina A de superficie de
Lactobacillus (LspA) que ha sido definida como una proteina de unién al mucus
en L. salivarius UCC118 (van Pijkeren et al., 2006), y otras como la proteina de
unién al colageno y el factor de elongacion Tu (Abriouel et al., 2017). También,
se ha descripto que moléculas de superficie como pili (o fimbria) en
Lactobacillus rhamnosus GG y otras proteinas con estructuras altamente
repetitivas en Lactobacillus reuteri ATCC 53608 estuvieron involucradas en la

adhesion al mucus (Lebeer et al.,, 2010). Proteinas relacionadas con las
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anteriormente mencionadas podrian estar presentes en H16 y participar en su

mecanismo de adhesién al mucus.

2.1.2.2. Exclusion competitiva sobre mucus de trucha arcoiris

Debido a la adhesion especifica presentada por L. pentosus H16 al
mucus de trucha arcoiris, se evalu6 mediante un ensayo de exclusion
competitiva la capacidad de esta cepa de inhibir la adhesion de los patdégenos
V. alginolyticus 03/8525 y A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658. La
capacidad de adhesion al mucus de estas cepas patdégenas disminuyo
significativamente (p <0,05) cuando fueron co-incubadas con L. pentosus H16
(Fig. 15 Ay B).
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Figura 15: Adhesion a mucus de trucha arcoiris: (A) V. alginolyticus 03/8525 en
ausencia y presencia de H16, (B) A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 en
ausencia y presencia de H16. Los datos corresponden al valor medio y las lineas
verticales indican un error estandar. Las letras indican diferencias significativas entre
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los valores medios (p <0,05) la letra “a” indica el menor valor y la “b” el mayor valor.

La capacidad que presentd H16 de inhibir la adhesion de V.
alginolyticus al mucus es algo novedoso. Si bien se ha evaluado la capacidad
de distintas cepas de L. pentosus de inhibir la adhesién al mucus de distintos
patdgenos que afectan organismos acuaticos como Y. ruckeri y A. salmonicida
(Sica et al., 2012), Edwardsiella tarda (Lee et al., 2015) y V. parahaemolyticus
(Sha et al., 2016), hasta la fecha no habia registro de la inhibicion de V.

alginolyticus por cepas de la especie L. pentosus.

La capacidad de H16 de atenuar la adherencia de V. alginolyticus
03/8525 y A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 a mucus sugiere un
mecanismo de exclusion competitiva que involucraria tanto el impedimento
estérico como la competencia por los sitios de adhesion (McGroarty, 1993). En

el impedimento estérico, el tamafio o la gran cantidad de células del probidtico
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ocupa los sitios de unién de forma inespecifica (McGroarty, 1993). Mientras
qgue en la competencia por sitios de interaccion especifica, el probiético ocupa
sitios de adhesion especifica que de otra forma estarian disponibles para los
patdgenos (McGroarty, 1993; Balcazar et al., 2008; Lee et al., 2015). Otros
factores que podrian haber colaborado en disminuir la adhesion de estos
patégenos al mucus son la actividad antimicrobiana que presenté H16 contra
ellos (Fig. 10) y la capacidad que posee H16 de producir sustancias
tensioactivas (biosurfactantes) (Olivera et al., 2012). Luego de suspender las
células de H16 en buffer salino (PBS) e incubarlas para promover la liberacion
de sustancias tensioactivas, la tension superficial del buffer descendié de 71,5
+ 0,3 a 46,4 + 0,4 mN m™*. Estos resultados indican que H16 produce
biosurfactantes asociados a la célula (extraibles en PBS). Por el contrario, no
se observo descenso de la tension superficial de los sobrenadantes de cultivos
de H16 en medio MRS, confirmando que no produce biosurfactantes
extracelulares. La cepa L. pentosus CECT4023T es la uUnica que se ha
reportado como productora de un biosurfactante asociado a la célula que
podria ser una glicoproteina o un glicopéptido (Moldes et al., 2013; Bustos et
al., 2018). Los biosurfactantes pueden actuar en los procesos de adhesion y
desorcion microbiana, y han demostrado contribuir a la prevencion de la
colonizacion de los tractos urogenital y gastrointestinal por microorganismos
patogenos (Reid, 2000; Gudifia et al., 2010).

2.2- Desafio in vivo de Artemia franciscana enriquecida con L. pentosus

H16 frente a la accion de V. alginolyticus

Los resultados obtenidos para la cepa H16 mostraron que ésta fue
capaz de desplazar ambos patdgenos (V. alginolyticus y A. salmonicida) del
mucus, por este motivo se decidié probar su accién en un modelo sencillo in
vivo. Para realizar el desafio in vivo utilizando A. franciscana, previamente se
evalué si los patégenos inhibidos por H16 (V. alginolyticus 03/8525 y A.
salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658) afectaban la supervivencia de

los nauplios de Artemia. La supervivencia de A. franciscana sélo se vio
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afectada por V. alginolyticus. Este patégeno es ubicuo en los ambientes y
organismos marinos y estd asociado a enfermedades oportunistas debido a su
capacidad de adhesién a mucus (Thompson y Austin, 2006), factor crucial en
su mecanismo de virulencia (Luo et al., 2016; Fernandez Espinel et al., 2017).
Vibrio alginolyticus puede causar una importante disminucion en la tasa de
crecimiento y de supervivencia de Artemia durante el proceso de produccion
como alimento vivo, ocasionando importantes pérdidas econémicas para el

sector acuicola (Rico-Mora y Voltolina 1995; Verschuere et al., 1999).

El siguiente paso fue evaluar si H16 era capaz de bioencapsularse en
los nauplios de A. franciscana. Los resultados mostraron que L. pentosus H16
bioencapsul6 exitosamente en A. franciscana después de 24 h de exposicion y
gue la bioencapsulacion aumento al incrementar el tamafio del inéculo (Tabla
13). Ademas, es importante remarcar que la supervivencia de los nauplios de
A. franciscana fue del 100 % luego de la exposicion a H16 durante 24 h,
periodo frecuentemente aplicado en la técnica de bioencapsulacion,
demostrando que no causa efectos negativos sobre este crustaceo (Makridis et
al., 2000; Sorgeloos et al., 2001). En cambio, Van Hai et al. (2010) observaron,
utilizando otras cepas probidticas con igual concentracién (10° UFC/ml) y
durante el mismo periodo de tiempo, que los nauplios de A. franciscana

alcanzaron un porcentaje de supervivencia entre el 84 y el 86 %.

Los valores de bioencapsulacién obtenidos para H16 estuvieron en el
rango de los encontrados en otros estudios (2,4x10° a 1,2x10°> UFC/Artemia),
(Campbell et al., 1993; Gémez-Gil et al., 1998; Makridis et al., 2000; Van Hai et
al., 2010). La cantidad de probidtico bioencapsulado en los nauplios de Artemia
depende de las diferentes cepas bacterianas, concentraciones, tiempos de
exposicién y estado (vivo o muerto) del microorganismo (Gémez-Gil et al.,
1998; Makridis et al., 2000).
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In6culo H16 (UFC/mNy ~ JFC por nauplio de

Artemia
1,0 x 10° 1,2x10%+3,6 x10°*®
0,5 x 10° 3,5x10°+2,6 x 10°°
1,0 x 10° 6,0 x 10° £5,7 x 10*°

Tabla 13: Bioencapsulacion de L. pentosus H16 en nauplios de Artemia franciscana
(media + 1 error estandar). Las letras indican diferencias significativas entre los

tratamientos (p < 0,05) la letra “a” indica el menor valor y la “c” el mayor valor.

Con el objetivo de evaluar el posible efecto protector de L. pentosus H16
sobre A. franciscana, sus nauplios fueron desafiados con el patogeno V.
alginolyticus 03/8525 inmediatamente después (0 h) (Fig. 16) y luego de 24 h
(Fig. 17) de la administracion de L. pentosus H16. En ambos casos los
resultados fueron leidos 48 h después de la administracion del patégeno, por lo
gue en la Figura 17 las lecturas fueron tomadas a las 72 h de comenzado el
ensayo. Por este motivo, se observa una disminucién en el porcentaje de
supervivencia de los nauplios de A. franciscana en el control de la Figura 17,

respecto al control de la Figura 16.

El porcentaje de mortalidad de un cultivo de Artemia, producida por una
infeccion causada por V. alginolyticus depende de la variedad de Vibrio y de las
diferentes especies de Artemia. Algunos autores han informado un 100 % de
mortalidad de A. franciscana luego de 24 a 48 h de la administracion de V.
alginolyticus (Rico-Mora y Voltolina, 1995; Mahdhi et al., 2011a; Lamari et al.,
2014), mientras que otros estudios no revelaron mortalidad durante el mismo
periodo en contacto con otras cepas de V. alginolyticus (Gémez-Gil et al.,
1998). En este caso, V. alginolyticus 03/8525 redujo significativamente la
supervivencia de los nauplios de A. franciscana después de 48 y 72 h de la
administracién (Fig. 16 y 17, respectivamente), mientras que la colonizacién
previa de los nauplios con la cepa probidtica H16 aumenté la supervivencia de
los mismos brindando un efecto protector (Fig. 17). Por el contrario, cuando se

administré L. pentosus H16 junto con V. alginolyticus 03/8525 (Fig. 16), H16 no
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fue efectivo en proteger a los nauplios de A. franciscana. Esto sugiere que la
colonizacion y persistencia de la cepa L. pentosus H16 en el TGl de Artemia
son necesarias para una accion probidtica.

El efecto protector de H16 sobre Artemia se podria explicar sobre la
base de las propiedades que demostré tener la cepa. Tanto la adhesion
especifica al mucus, como la capacidad de bioencapsulacién y de producir
biosurfactante estarian contribuyendo a la rapida colonizacion del TGl de A.
franciscana. Asimismo, la actividad antimicrobiana que presenté H16, también
podria estar inhibiendo el crecimiento del V. alginolyticus. Cabe destacar que
hasta la fecha no existe ningun estudio que haya evaluado el efecto de L.
pentosus sobre la proteccion de Artemia spp. contra la infeccion por V.

alginolyticus.
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Figura 16: Efecto de la co-inoculacion de L. pentosus H16 y de V. alginolyticus
03/8525 en la supervivencia de los nauplios de Artemia luego de 48 h de la
administracion. Artemia estéril control (A), Artemia mas L. pentosus H16 (A + H16),
Artemia mas V. alginolyticus (A + VA), Artemia co-inoculada con H16 y V. alginolyticus
(A + H16 + VA). Los datos corresponden al valor medio y las lineas verticales indican
un error estandar. Las letras indican diferencias significativas entre los valores medios

(p <0,05) la letra “a” indica el menor valor y la “c” el mayor valor.
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Figura 17: Efecto de la administraciéon de L. pentosus H16, 24 h antes de la
inoculacion de V. alginolyticus 03/8525, en la supervivencia de los nauplios de
Artemia. Artemia estéril control (A), Artemia mas L. pentosus H16 (A + H16), Artemia
mas V. alginolyticus después de 24 h de incubacién (A + VA 24), Artemia inoculada
con H16 al inicio del experimento y V. alginolyticus después de 24 h de incubacién (A
+ H16 + VA 24 h). La duracién de las pruebas fue de 72 h. Los datos corresponden al
valor medio y las lineas verticales indican un error estandar. Las letras indican
diferencias significativas entre los valores medios (p <0,05) la letra “a@” indica el menor
valor y la “b” el mayor valor.

En la mayoria de los estudios que han evaluado el efecto protector de
BAL sobre Artemia spp. contra V. alginolyticus han utilizado concentraciones
mas altas de la cepa probidtica que del patégeno, en un rango de 10°-10°
UFC/ml para el probiético y 10°-10° UFC/ml para V. alginolyticus (Mahdhi et al.,
2011b; Mahdhi et al., 2012; Ina-Salwany et al., 2015). Por este motivo resulta
interesante destacar que la cepa H16 se empleé en menor concentracion
(4,6x10° UFC/ml) que el patégeno (5,3x10° UFC/ml). Esto sugiere que, con
concentraciones relativamente bajas, H16 tiene la capacidad de proteger a

Artemia de uno de los patdgenos que mas afectan su cultivo.
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3- Conclusién

Las cepas T4, H16 y TW34 podrian sobrevivir al transito por el TGl de
organismos acuaticos confirmandose la hipétesis planteada (Hipotesis 1).
Ademas, las tres cepas fueron capaces de adherirse a mucus de trucha
arcoiris, T4 y TW34 mediante adhesién inespecifica y H16 mediante adhesién
especifica. La capacidad de tolerar el paso por el TG, de adherirse a mucus y
de producir actividad antimicrobiana que presentaron las tres cepas, las
convierte en candidatas interesantes para evaluar su efecto in vivo sobre un

modelo vertebrado como lo es el pez cebra.

Las cepas Carnobacterium sp. T4 y L. lactis TW34 se destacan por la
fuerte actividad antimicrobiana asociada a la produccion de bacteriocinas
contra C. pisciola 4020 y L. garvieae 03/8460, respectivamente. En cambio, L.
pentosus H16 se destaca por su adhesion especifica al mucus de trucha
arcoiris, por desplazar a los patdégenos V. alginolyticus 03/8525 y A.
salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 in vitro y proteger a A.
franciscana de la mortalidad causada por la infeccion con V. alginolyticus
03/8525 (Hipotesis 2). Por todo esto, H16, una bacteria marina del tracto
intestinal de merluza, es un probiotico interesante para el cultivo de Artemia y
también, podria serlo para otras actividades acuicolas como el cultivo de

crustaceos y larvas de peces.
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CAPITULO V

Evaluacion del efecto probiotico in
vivo de Carnobacterium sp. T4,
Lactobacillus pentosus H16 y
Lactococcus lactis TW34, utilizando el
pez cebra como modelo
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1- Introduccién

La microbiota intestinal tiene una influencia muy importante en los
vertebrados, desempefiando un papel fundamental en la nutricién, el desarrollo,
la inmunidad y la resistencia a los patégenos invasores (Ley et al., 2005; Sanz
et al.,, 2010; Wang et al.,, 2017). Los beneficios de los probidticos son
impulsados, en gran parte, por la modificacién de la microbiota del huésped,
siendo la colonizacién probiética sobre el TGl uno de los procesos clave
responsable de estos beneficios producidos en el huésped (Carnevali et al.,
2017).

Los probidticos pueden modular la microbiota intestinal al colonizar la
superficie de la mucosa intestinal, dominar la poblacion, reprimir a la poblacion
de patdégenos y coexistir con comensales beneficiosos (Gisbert et al., 2013;
Lazado y Caipang, 2014; Carnevali et al., 2017). Entre los efectos positivos que
producen los probidticos como consecuencia de la modulacion de la microbiota
intestinal se encuentran: la accidon protectora en las células de la mucosa
intestinal modificando su morfologia y estimulando la respuesta inmune innata
(Cerezuela et al., 2011; Abid et al., 2013), la estimulacién de la funcién
digestiva (Balcazar et al., 2006; Dimitroglou et al., 2011), la resistencia al
estrés, la estimulacion de la fecundidad (Giorgini et al.,, 2010; Vilchez et al.,
2015), la supervivencia frente a patdgenos (Kongnum y Hongpattarakere, 2012;
Zheng y Wang, 2017) y la estimulacion del crecimiento de los peces (Gisbert et
al., 2013; Ramos et al., 2013; Hassaan et al., 2018).

Entre los efectos beneficiosos que pueden producir los probidticos uno
de gran interés para la industria acuicola es la mejora en la asimilacién del
alimento y la promocion del crecimiento (Lépez Cazorla et al., 2015). Entre los
pardmetros que pueden evaluarse para monitorear el crecimiento de los
organismos cultivados se encuentran la tasa de crecimiento especifica (TCE),
gue representa una medida del aumento del peso corporal diario y el factor de
conversion alimentaria (FCA), que representa la relacion entre la cantidad de

alimento consumido y la ganancia de peso. Otros parametros importantes son
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la ganancia de peso corporal y el factor de condicion (K), este dltimo es un
parametro que tiene en cuenta el peso y el largo del pez, y representa la
condicién corporal del pez, se emplea para comparar la condicién o bienestar
de los peces.

El uso de probidticos en acuicultura ha demostrado mejorar el equilibrio
de la microbiota intestinal y también la disponibilidad y la absorcion de
nutrientes, produciendo una mayor tasa de crecimiento especifica y una
reduccion del factor de conversion alimentaria (Yanbo y Zirong, 2006; Adineh et
al., 2013). Dado que usualmente el alimento representa uno de los mayores
costos que tiene la actividad acuicola, leves mejoras en la eficiencia de
utilizacién del alimento pueden traducirse en una importante disminucion de los

costos de produccion (Morales, 2004).

El objetivo del presente capitulo fue analizar la capacidad que presentan
Carnobacterium sp. T4, L. pentosus H16 y L. lactis TW34 para modificar la
microbiota intestinal y promover el crecimiento en ensayos in vivo utilizando el
organismo modelo pez cebra. Previamente, se evaluaron formas de

conservacion de estas cepas para adicionarlas al alimento comercial.

Hipotesis: Las cepas Carnobacterium sp. T4, L. pentosus H16 y L. lactis
TW34 con diferentes propiedades probioticas poseen la capacidad de modificar

la microbiota intestinal y de promover el crecimiento del pez cebra.

2- Resultados y discusién

2.1- Conservacioén de las cepas probioticas para los ensayos in vivo

Un modo basico para disponer de las bacterias probidticas para
adicionarlas al alimento es su conservacion a bajas temperaturas, sin embargo,
el estrés por frio puede afectar la supervivencia de algunas de ellas (Tripathi y
Giri, 2014). Asi, Carnobacterium sp. T4, L. pentosus H16 y L. lactis TW34
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fueron conservadas a -20 y -80 °C, y su viabilidad fue evaluada luego de 1, 60
y 90 dias de almacenamiento (Fig. 18). T4 fue la cepa menos afectada por el
proceso de congelamiento con un 85,3 y 95,1 % de viabilidad a -20 y -80 °C,
respectivamente, evaluado a las 24 h (Fig. 18). H16 conservé una mayor
viabilidad cuando fue congelada a -80 °C (93,7 %) en comparacion con -20 °C
(58,3 %), en el mismo periodo (Fig. 18). TW34 fue la cepa mas afectada por el
proceso de congelamiento presentando una viabilidad de 16,5y 21,1 % a-20y
-80 °C, respectivamente (Fig. 18).

Durante 90 dias de almacenamiento a -20 °C y -80 °C, la viabilidad de
las cepas T4 y TW34 se mantuvo sin diferencias significativas (p<0,05; Fig. 18).
H16 no present6 diferencias en su viabilidad al ser almacenada a -80 °C, en
tanto que la misma disminuyo significativamente (p<0,05) entre los dias 1y 60,
al ser conservada a -20 °C (Fig. 18). En términos generales, se observd una
mayor supervivencia cuando las cepas se almacenaron a menor temperatura,
en particular T4 y H16. Estos resultados coincidieron con otros estudios en los
gue la conservacion a -80 °C fue capaz de garantizar la mayor supervivencia
de cepas de las especies Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus y Lactobacillus rhamnosus (Fonseca et al., 2001; Succi et al.,
2007). En concordancia, la viabilidad de Lactobacillus paracasei CRL 1251, L.
acidophilus CRL 1259, L. crispatus CRL 1266, L. paracasei CRL 1289, L.
acidophilus CRL 1294 y L. salivarius CRL 1328 fue en promedio un 22 % mayor
para el almacenamiento a -70 °C en comparacion con -20 °C (Tomas et al.,
2004). Particularmente, la mayor tolerancia a las bajas temperaturas
demostrada por T4 podria estar asociada con la capacidad que presentan
algunas especies del género Carnobacterium, como C. divergens, C.
maltaromaticum, C. alterfunditum y C. pleistocenium de habitar ambientes
polares (Leisner et al., 2007). Estos microorganismos también pueden
sobrevivir a la congelacién durante considerables periodos de tiempo y a
numerosos ciclos de congelacién-descongelacion (Katayama et al., 2007;
Walker et al., 2006).
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Figura 18: Porcentajes de viabilidad de Carnobacterium sp. T4, L. pentosus H16 y L.
lactis TW34 almacenados a -20 y -80 °C. Las letras mayusculas indican diferencias
significativas entre las distintas temperaturas de almacenamiento para cada cepa y las
minUsculas diferencias significativas entre los periodos de almacenamiento (1, 60 y 90
dias) a la misma temperatura. Valores (media £ 1 error estdndar, p <0,05). La letra “A”
indica el menor valor y la “B” el mayor valor.

Una baja tolerancia al proceso de congelamiento, también ha sido
observada en otras cepas de la misma especie que TW34 (McDonald et al.,
1973; Kim et al., 1997). Kim et al. (1998) observaron que soélo un 34 % de

células de L. lactis subsp. lactis LL41-1 sobrevivieron luego de 24 h a -20 °C.

Las diferencias observadas en el comportamiento de las 3 cepas podrian
ser explicadas en parte sobre la base de uno de los factores que afecta la
supervivencia microbiana durante la congelacion, que es el tipo de
microorganismo en si mismo (Johnson y Etzel, 1995). Asi, la sobrevida a bajas

temperaturas de algunos géneros bacterianos respecto a otros se ha
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relacionado con diferencias en el tamafo, y en la estructura y composicion
celular (Klaenhammer et al., 1981; Bozoglu et al., 1987). Se ha demostrado que
las cepas que poseen menor tamafio tienen mayor resistencia a la congelacién
(Mazur 1970, 1977; Bozoglu et al., 1987; Fonseca et al., 2000). Ademas, la
tolerancia a la congelacion suele ser mayor en las células bacterianas
enriquecidas en componentes de la membrana que aumentan la fluidez de la

misma, como acidos grasos poliinsaturados y esteroles (Tanghe et al., 2003).

2.2- Evaluacion del efecto de T4, H16 y TW34 sobre la microbiota
intestinal del pez cebra, ensayo de colonizacién

Peces cebra de 4 meses fueron alimentados diariamente durante 14
dias con alimento comercial suplementado con las cepas T4, H16 o TW34
(1x10” UFC/g de alimento), y con alimento comercial sin probiético. Los dias 15
y 16 todos los grupos fueron alimentados solamente con el alimento comercial
(sin probidtico). Durante los 16 dias que durd el ensayo no se observaron
patologias, ni cambios en el comportamiento ni en el estado general de los
peces y no se registré ningln pez muerto.

El recuento de bacterias totales en el intestino de los peces al inicio de la
experiencia fue significativamente mayor en los tratamientos con T4, H16 o
TW34 respecto del control sin probiodtico, posiblemente debido a la
bioaumentacion producida por la adicion de estos probioticos (Fig.19 A). Esta
tendencia se revirtido durante el resto del experimento dado que los recuentos
de bacterias totales en el tratamiento control fueron significativamente mayores
(p<0,05) que en los que contenian probidticos (Fig. 19 A). Al menos en parte,
los valores mas bajos en el recuento de bacterias totales para los grupos
tratados con probidticos podrian estar relacionados con la disminucién
observada en los recuentos de bacterias del género Vibrio y de
enterobacterias, los cuales presentaron aproximadamente medio orden y un
orden de magnitud, respectivamente, por debajo de los recuentos del control
(Fig. 19 B y C). En contraste, el recuento de BAL aumentd significativamente

(p<0,05), aproximadamente dos oOrdenes de magnitud, en todos los grupos
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tratados con probidticos en comparacion con el control (Fig. 19 D). Este
aumento en los recuentos de las BAL probablemente fue debido a los
probidticos suministrados diariamente. La disminucion de la presencia de
bacterias del género Vibrio y enterobacterias en los grupos tratados con T4,
H16 y TW34 es favorable dado que estos grupos bacterianos son conocidos
por ser patdégenos oportunistas (Toranzo et al., 2005). Este descenso en el
recuento de ciertas bacterias podria estar inducido, entre otras causas, por la
actividad antimicrobiana de estas cepas probidticas y su capacidad de
adhesion al mucus que puede contribuir a impedir el establecimiento de otras
bacterias.
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Figura 19: Efecto de Carnobacterium sp. T4, L. pentosus H16 y L. lactis TW34 sobre
la microbiota intestinal del pez cebra. Valores (media + 1 error estandar) de: (A)
recuento de bacterias totales en medio TS; (B) recuento de bacterias del género Vibrio
en medio TCBS; (C) recuento de enterobacterias en medio VRBG; (D) recuento de
BAL en medio MRS. Los datos corresponden al valor medio y las lineas verticales
indican un error estandar. Las letras indican diferencias significativas entre los valores
medios de los recuentos de bacterias entre los distintos tratamientos en cada tiempo
(p <0,05), la letra “a” indica el menor valor y la “c” el mayor valor.

El aumento en los recuentos de BAL observado en el intestino de los
peces podria deberse no s6lo a los propios probiéticos suministrados en la
dieta, sino también al aumento de otras BAL como consecuencia de la
presencia de los probioticos como ha sido descripto para el caso del probidtico
L. rhamnosus suministrado a peces cebras (Gioacchini et al., 2012, 2014;
Falcinelli et al., 2015). L. rhamnosus no solo fue capaz de colonizar el TGI del
pez, sino que ademas aumento la abundancia de otras especies indigenas de
BAL como la de la especie S. thermophilus (Gioacchini et al., 2012). Los
autores sugieren que podria haber una relacion simbiotica entre las BAL, en el
tracto digestivo de pez cebra, tal como ocurre en cultivos iniciadores de
productos lacteos con las interacciones entre S. thermophilus y lactobacilos,
donde S. thermophilus proporciona acido fdlico y &acido férmico a los
lactobacilos que a su vez proporcionan una fuente de aminoacidos (Sieuwerts
et al., 2010; Gioacchini et al., 2012; Falcinelli et al., 2015).

Los cambios observados en la microbiota intestinal del pez cebra,
referidos al aumento de bacterias pertenecientes al grupo de las BAL en
desmedro de otros grupos bacterianos luego de la administracion del
probidtico, también han sido descriptos por Falcinelli et al. (2015) y Borrelli et
al. (2016), en los cuales L. rhamnosus ha sido capaz de modular la microbiotia
intestinal del pez cebra aumentando el phylum Firmicutes, incluyendo
Streptococcus spp. y Lactobacillus spp., a expensas de varios representantes
del phylum Proteobacteria, entre los que se encontraban Vibrio spp. y
Plesiomonas spp. (Borrelli et al., 2016). La modulacion de la microbiota
intestinal ha producido diferentes beneficios al hospedador, ya sea en la

maduraciéon de foliculos, en la respuesta inmune innata intestinal, en la
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regulacién de moléculas implicadas en el metabolismo de los lipidos y en la
modulacion de moléculas neuroactivas endodgenas del pez cebra (Gioacchini et
al., 2012 y 2014, Falcinelli et al., 2015; Borrelli et al., 2016).

A los 2 dias de la suspension del suministro de las cepas probiéticas (dia
16), los recuentos de bacterias totales no presentaron diferencias significativas
(p<0,05) con respecto al dia 14 para el control ni para los tratamientos con T4y
TW34 (Fig. 19A). En cambio, el recuento de bacterias totales aumento6 (p<0,05)
para el grupo tratado con H16, ya que presenté a los 14 dias un recuento de
6,80 Log1oUFC/g de intestino y 7,50 Log1oUFC/g de intestino a los 16 dias. Este
aumento podria relacionarse con el aumento que presenté el recuento de BAL
en ese periodo (de 6,94 a 7,47 Log10UFC/g de intestino, entre los 14 y 16 dias).
En contraste, el recuento de BAL disminuyo significativamente (p<0,05) en los
grupos tratados con T4 y TW34 entre los dias 14 y 16 (Fig. 19D). En el mismo
periodo, los recuentos de Vibrio y enterobacterias no presentaron diferencias
significativas en el control ni en los grupos tratados con las cepas probidticas
(Fig. 19 By C).

La capacidad de cada cepa probidtica para permanecer en el intestino
fue diferente. T4 y TW34 se recuperaron del intestino solo durante su
administracién, presentando un recuento de 6,11 y 5,35 LogioUFC/g de
intestino a los 14 dias, respectivamente (Fig. 20 A y 20 B). Estos resultados
sugieren gque las cepas no permanecen en el intestino del pez cebra luego de la
suspension de su administracion o que su abundancia disminuy6 y no pudieron
ser detectadas por la técnica utilizada (Davis et al., 2014). No obstante, la
representacion proporcional de bacterias en una comunidad no necesariamente
predice sus capacidades funcionales (Rolig et al., 2015). Asi, por ejemplo,
Faecalibacterium prausnitzii comprende solo entre el 4 y 6 % de la microbiota
asociada a la mucosa del ser humano y, sin embargo, es el que reduce la
sefalizacion de citoquinas proinflamatorias y la gravedad de la colitis a través
de la secrecion de un factor antiinflamatorio (Sokol et al., 2008; Rolig et al.,
2015). La ausencia de F. prausnitzii directamente causa enfermedad intestinal

inflamatoria (Cao et al., 2014).
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Figura 20: Recuento de (A) Carnobacterium sp T4, (B) L. lactis TW34 y (C) L.
pentosus H16, en el tracto intestinal del pez cebra en los grupos tratados y el control.
Para la deteccion de las cepas se emple0 la técnica de doble capa. Valores (media + 1
error estandar).
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Por el contrario, el probiético H16 fue recuperado del intestino 48 horas
después de la suspensién de su administracion (dia 16), incluso con una
abundancia similar a los valores registrados en el periodo de administracion
(6,11 LogioUFC/g de intestino) (Fig. 20 C). Esto podria asociarse con la
capacidad de H16 de adhesién especifica al mucus, lo que podria favorecer su
permanencia en el intestino del pez cebra. En este sentido, un estudio que
utilizé peces cebras gnotobidticos demostré la importancia de la presencia de
factores de adhesion especificos no sélo para el establecimiento de las
bacterias probidticas en el intestino, sino también para su efecto protector
contra la infeccion de patdgenos (Rendueles et al., 2012). Otras especies de
Lactobacillus como L. plantarum, L. brevis, L. rhamnosus y L. casei también
fueron capaces de adherirse y colonizar el intestino del pez cebra (Zhou et al.,
2012; Rieu et al., 2014; Russo et al., 2015).

2.3- Evaluacion de las cepas probidéticas como promotoras del

crecimiento del pez cebra

A lo largo de 90 dias de administracion de los probioticos (T4, H16 o
TW34) como suplemento del alimento comercial (1x10” UFC/g de alimento), no
se observaron anormalidades, alteraciones en el comportamiento ni en el
estado general de los peces. Tampoco se observaron diferencias en la
supervivencia de los peces entre los grupos tratados y el grupo control sin
probidtico (p < 0,05). Los porcentajes de supervivencia registrados fueron 96,4;
98,1; 100 y 94,4 % para los tratamientos suplementados con T4, H16, TW34 y

para el control, respectivamente.

Los peces de 60 dpf utilizados para este ensayo se encontraban aun en
fase de crecimiento, en un estadio juvenil (Reed y Jennings, 2011; Stephen et
al., 2015). El peso corporal y el largo de los peces fue medido periodicamente
(Fig. 21). Al inicio del ensayo no se detectaron diferencias significativas (p<
0,05) en el peso corporal de los peces entre los grupos tratados con probiéticos
y el control. Sin embargo, al final del experimento, los peces alimentados con

T4 y H16 presentaron un aumento significativo en el peso corporal respecto a

111



los peces del grupo control (p< 0,05) (Fig. 21 A). Con respecto al largo de los
peces, no hubo diferencias significativas al inicio ni al final de la experiencia
entre el control y los tratamientos con probi6ticos (p< 0,05) (Fig. 21 B).
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Figura 21: Crecimiento del pez cebra alimentado con una dieta control ( H) vy
suplementada con 1x10° UFC/g de alimento de: Carnobacterium sp. T4 ( W), L.
pentosus H16 ( B) o L. lactis TW34 (B ) durante 90 dias. Valores (media = 1 error
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estandar) de (A) peso corporal y (B) longitud corporal. Las letras indican diferencias

significativas entre los valores medios de los tratamientos (p<0,05), la letra “a” indica el

menor valor y la “c” el mayor valor. Solamente se colocaron letras cuando hubo
diferencias significativas.

Respecto a los diferentes parametros de crecimiento evaluados, se
observé que los peces alimentados con H16 y T4 alcanzaron una mayor
ganancia de peso corporal que los que recibieron la dieta control (p<0,05)
(Tabla 14). Con respecto al largo ganado, ninguno de los tratamientos presento
diferencias significativas respecto del control (p<0,05) (Tabla 14). La dieta
suplementada con H16 fue la Unica que aumentd significativamente la tasa de
crecimiento especifica y el factor de condicion de los peces respecto del
tratamiento control (Tabla 14), éste ultimo estima la condicién corporal de los
peces. Ademas, el tratamiento con H16 disminuyé significativamente (p<0,05)
el factor de conversion de alimento (Tabla 14), indicando que los peces
tuvieron una mayor ganancia de peso por la misma cantidad de alimento

consumido respecto al control.

Parametros Control T4 H16 TW34

Ganancia de
peso corporal 152,51 +3,57% 169,38+3,90° 181,32+3,34° 161,39+29%®
(Ap) (mg)

Ganancia de
longitud (Al) 7,89+0,23% 8,31+0,28°% 7,90+0,25% 8,10+0,20 %
(mm)

Factor de

I 1,62 +0,03° 1,65+0,04° 1,82 £0,04° 1,62 £0,04°
condicion (k)

Tasa de
crecimiento 1,38 +0,26° 1,46 +0,25 2 1,51 +0,21° 1,42 +0,20 2
especifica (TCE)

Factor de
conversion de 2,71+0,50°" 2,52 +0,51% 2,37+0,34 2 2,58 + 0,45
alimento (FCA)

Tabla 14: Parametros de crecimiento del pez cebra luego de 90 dias de alimentacién
con una dieta control o suplementada con 1x10’ UFC/g de alimento de las cepas
Carnobacterium sp. T4, L. pentosus H16 o L. lactis TW34. Valores (media + 1 error
estandar). Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p< 0,05),

la letra “a” indica el menor valor y la “c” el mayor valor.
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El aumento del crecimiento observado en los peces cebra tratados con
H16 y T4 probablemente se encuentre relacionado con la capacidad que
presentan estas cepas de modular la microbiota intestinal. Se ha demostrado
gue la microbiota intestinal afecta una amplia variedad de procesos biol6gicos
incluyendo el procesamiento y la absorcion de nutrientes (Verschuere et al.,
2000a; Wang et al., 2017), el desarrollo del sistema inmune de la mucosa
intestinal, el fortalecimiento del sistema inmune innato y la proliferacién del
epitelio intestinal (Rawl et al., 2004), por lo que juega un rol fundamental tanto
en el crecimiento como en el bienestar de los individuos. Asi, Rawls et al.
(2004) demostraron, mediante el empleo de larvas de pez cebra de 6 dpf
criadas de diferente manera (larvas criadas de manera convencional y larvas
libres de gérmenes), que la microbiota intestinal puede regular la expresion de
212 genes, donde estan incluidos aquellos implicados en la estimulacion de la
proliferacion del epitelio intestinal, en la captacion y el metabolismo de los

nutrientes y en la respuesta inmune innata.

Las cepas H16 y T4 también podrian haber afectado la morfologia del
epitelio intestinal, diversos estudios han confirmado que el consumo de
probidticos puede mejorar el crecimiento al aumentar el largo de las
vellosidades intestinales, y como consecuencia la superficie intestinal, lo que
produciria una mejora en la absorcion de nutrientes (Merrifield et al., 2010b;
Pirarat et al., 2011; Gisbert et al., 2013).

Uno de los probidticos mas estudiados usando el pez cebra como
modelo ha sido L. rhamnosus IMC 501. Varios estudios han demostrado que
este probidtico actla sobre diferentes érganos y sistemas del pez, por ejemplo,
acelerando la tasa de crecimiento y la calcificacion de la columna vertebral, a
través de la estimulacion de la expresion de genes claves implicados en la
osificacion, y también, estimulando la maduracion temprana de las gonadas
(Avella et al., 2012; Carnevali et al., 2013; Maradonna et al., 2013). Hasta el
momento no se han encontrado estudios que evallen el efecto de bacterias
pertenecientes a la especie L. pentosus sobre los parametros de crecimiento

del pez cebra, aunque si se han reportado dos cepas de esta especie (L.
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pentosus HC-2 y AS13) que mejoraron el crecimiento del camarén Litopenaeus
vannamei (Sha et al., 2016; Zheng y Wang, 2017) y una (L. pentosus PL11)
gue estimulo el crecimiento y el sistema inmune de la anguila Anguilla japonica
(Lee et al., 2013).

2.3.1- Andlisis de la microbiota intestinal a los 90 dias de experimentacion

En el intestino de los peces alimentados durante 90 dias con los
suplementos probidticos T4 o TW34, el recuento de bacterias totales fue
significativamente menor que en el grupo control sin probiotico (p<0,05), (Fig.
22 A). El grupo tratado con H16 también tuvo un recuento de bacterias totales
menor que el grupo control, pero no presento diferencia significativa con éste
(p<0,05). De igual modo a lo sucedido en el ensayo de colonizacion, los valores
mas bajos en el recuento total de bacterias para los grupos tratados con
probidticos podrian correlacionarse con la disminucion observada en los
recuentos de bacterias del género Vibrio (Fig. 22 B) y de enterobacterias (Fig.
22 C), con un valor aproximadamente un orden de magnitud inferior respecto
del control sin probiotico (p<0,05). Respecto a las BAL, los recuentos fueron
significativamente superiores (2 Ordenes de magnitud) en los peces
alimentados con cada una de las cepas probidticas respecto del control
(p<0,05), (Fig. 22 B).

A los 90 dias, también se detect6 en la microbiota intestinal la presencia
de la cepa T4 con un recuento de 6,8 Log10UFC/g de intestino, y las cepas H16
y TW34 con recuentos de 7,24 y 7,4 Log10UFC/g de intestino, respectivamente.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en el ensayo de colonizacién de
las cepas probioticas, en el cual la administracion de las mismas provoco un
aumento en los recuentos de BAL y una disminucion en los del género Vibrio y
de las enterobacterias, y, asimismo, fueron detectadas en el intestino durante

su administracion.
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Figura 22: Recuento de bacterias en el tracto intestinal del pez cebra luego de 90 dias
de administracion de las cepas Carnobacterium sp. T4, L. pentosus H16 o L. lactis
TW34 en el alimento. Valores (media = 1 error estandar) de: (A) recuento de bacterias
totales en medio TSA (B) recuento de BAL en medio MRS (C) recuento de bacterias
del género Vibrio en medio TCBS (D) recuento enterobacterias en medio VRBG. Las
letras indican diferencias significativas entre los valores medios (p <0,05), la letra “a”

indica el menor valory la “c” el mayor valor.

2.4- Efecto de los patégenos usados en la presente tesis sobre larvas de
pez cebra

Con el fin de realizar una evaluacion del efecto protector de las cepas
probidticas utilizando larvas de pez cebra, primero se realizaron desafios de los
patogenos V. alginolyticus, C. piscicola, L. garvieae y A. salmonicida, que son
inhibidos por los probioticos seleccionados, sobre larvas de 5 dpf.

Cada cultivo con larvas de pez cebra fue inoculado con un patdégeno
diferente con una concentracion final de 1x10’ UFC/ml de E3, excepto el
control sin patdgeno. A los 7 dias post infeccion ninguno de los cultivos en
presencia de patdégenos mostrd diferencias significativas en el porcentaje de
supervivencia de las larvas respecto del control (p<0,05) (Fig. 23). Las larvas
de pez cebra han demostrado ser tolerantes a los patdégenos evaluados en las
condiciones de infeccidn ensayadas, por lo que no se pudo demostrar el efecto

protector de las cepas probidticas utilizando este modelo experimental.

La tolerancia de larvas del pez cebra a diferentes patdgenos de
organismos acuaticos también ha sido encontrada por Rendueles et al. (2012),
guienes demostraron que solo uno, Edwardsiella ictaluri, de los 25 patdgenos

intestinales de peces probados, pertenecientes a los géneros Aeromonas,
117



Vibrio, Edwardsiella, Listonella, Photobacterium y Yersinia, causé mortalidad en
larvas de pez cebra.
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Figura 23: Supervivencia de larvas de pez cebra luego de 7 dias de la infeccién
experimental con 10’ UFC/ml de V. alginolyticus 03/8525, C. piscicola 4020, L.
garvieae 03/8460 y A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658. Los datos
corresponden al valor medio y las lineas verticales indican un error estandar (No hubo

diferencias significativas entre los valores medios, p<0,05).

Otra forma de provocar infecciones bacterianas en larvas de pez cebra
es por medio de microinyectores especialmente disefiados para manipular
larvas de tan pequefio tamafio (Takaki et al., 2013). La infeccién se puede

lograr utilizando micro-agujas especiales para la inoculacién de la cepa a
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evaluar o para provocar injurias sobre la larva que luego es puesta en contacto
por inmersion en una suspensién del patdgeno. En varios estudios que
produjeron infecciones experimentales, ya sea en larvas como en peces, €stos
fueron lastimados antes de infectarlos o directamente inyectados, debido a que
el pez cebra saludable es relativamente refractario a la infeccion por contacto
con los patégenos (Neely et al. 2002; Pressley et al., 2005; Zhang et al., 2016).
Estos antecedentes refuerzan el concepto que en acuicultura los peces
saludables y en buenas condiciones pueden ser refractarios a la mayoria de los
patdgenos oportunistas mientras que, cuando se producen heridas sobre la piel
en condiciones de estrés y hacinamiento, como frecuentemente sucede en la

acuicultura intensiva, son mas susceptibles a las infecciones bacterianas.

3-Conclusién

La congelacion y conservacion a -80 °C resulté ser un método adecuado
para la conservacion de Carnobacterium sp. T4, L. pentosus H16 y L. lactis
TW34. Esto nos permiti6 conservar un mismo stock de cada cepa para
utilizarlos en todos los ensayos in vivo. En los ensayos de colonizacién y de
crecimiento se pudo comprobar la seguridad de las tres cepas probidticas,
debido a que no causaron mortalidad ni cambios en el comportamiento de los
peces. T4, H16 y TW34 lograron modificar la microbiota intestinal del pez
cebra, promoviendo la poblacién beneficiosa de BAL y disminuyendo la de
vibrios y enterobacterias, conocidos por incluir especies patdgenas frecuentes
en acuicultura como V. alginolyticus, V. anguillarum, V. parahaemolyticus, E.

tarday Y. ruckeri.
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Muy limitada es la informacién sobre el efecto de los probioticos sobre el
crecimiento del pez cebra, remarcando la originalidad de los resultados
obtenidos que demostraron que probidticos autdctonos de peces de Patagonia
estimulan el crecimiento de este pez. Particularmente, Carnobacterium sp. T4y
L. pentosus H16 indujeron un aumento del peso corporal de los peces.
Ademés, H16 mejord el factor de condicion de los peces, aumentd la tasa de
crecimiento especifica y disminuy6é el factor de conversion del alimento,
resultando en una de las cepas mas prometedoras de este estudio para
acuicultura.
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Conclusiones

En algunos organismos acudticos provenientes de rios y costas
marinas de la region patagdnica se encontraron presentes microorganismos

con propiedades probidticas valiosas para la acuicultura.

Se demostré que la ocurrencia de cepas autdctonas con actividad
antimicrobiana extracelular contra patégenos de peces existe, pero es limitada.

Las tres cepas seleccionadas y caracterizadas en esta Tesis fueron
microbiolégicamente seguras y presentaron diferentes estrategias para
enfrentar a patdogenos de importancia acuicola. Carnobacterium sp. T4 y
Lactococcus lactis TW34 produjeron bacteriocinas con actividad antimicrobiana
contra patdégenos Gram positivos C. piscicola y L. garvieae, respectivamente.
Lactobacillus pentosus H16 inhibio a A. salmonicida subsp. salmonicida y V.
alginolyticus, ambos Gram negativos, mediante la produccion de &acidos
organicos y adhesion selectiva a mucus asociada a mecanismos de exclusion

competitiva de patdgenos.

Estas tres cepas fueron capaces de atravesar el tracto gastrointestinal
del pez cebra, ser detectadas en el intestino y modificar su microbiota intestinal,
aumentando poblaciones bacterianas beneficiosas y disminuyendo aquellas

gue pueden incluir patégenos oportunistas como enterobacterias y Vibrio spp.

L. pentosus H16 presento valiosas propiedades para ser aplicada en el
cultivo de crustaceos ya que demostré la capacidad de proteger a Artemia de la
infeccion de un patdégeno oportunista como V. alginolyticus. Ademas, su

bioencapsulacion en Artemia la vuelve apta para su administracién a peces y
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crustaceos en su etapa larval mas vulnerable, bioencapsulada en portadores

vivos (“carriers”) como rotiferos o Artemia spp.

Las cepas T4 y H16 mostraron beneficios concretos sobre el
crecimiento de los peces aun cuando éstos fueron cultivados en sus
condiciones 6ptimas de alimentacion, calidad de agua, densidad y bienestar
animal. Seria esperable que los efectos positivos de estos probiéticos fueran
aln mas notorios en organismos acuaticos expuestos a algun tipo de estrés,

como los que sufren en la acuicultura intensiva.

H16 también mejoré otros parametros de interés econdémico para la
produccion acuicola entre ellos el factor de conversiéon del alimento, logrando

un mayor aumento de biomasa del pez con el mismo alimento suministrado.

Si bien el pez cebra es un modelo experimental bien conocido, recién
en los ultimos afios ha sido utilizado para evaluar procesos aplicados a la
acuicultura, por lo que para transpolar los resultados a especies comerciales,
como por ejemplo trucha arcoiris, sera necesario realizar ensayos con las

mismas.

Como conclusion final, en el presente estudio se demostré que existen
en los ambientes acuéticos de la region patagonica bacterias que cumplen con
los criterios de seleccion de probidticos para acuicultura, y que pueden
constituir nuevas alternativas biotecnologicas ambientalmente amigables para

contribuir a mitigar la ocurrencia de patdégenos en esa actividad.
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ANEXO

Optimizacion de lacriay
mantenimiento del pez cebra
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1-Introduccién

En el marco del trabajo experimental de la presente Tesis Doctoral se
desarrolld, disefid y optimizd un bioterio de pez cebra en las instalaciones del
acuario experimental del CCT CONICET CENPAT. Hasta momento dicho
acuario no contaba con este modelo experimental. Se destaca este desarrollo
por el tiempo demandado durante la ejecucién de la Tesis y por el avance que
implicé para la Institucién contar con este bioterio experimental. Actualmente el

bioterio se encuentra a cargo de nuestro grupo de investigacion.

El pez cebra es un modelo animal bien establecido para una amplia
gama de areas de investigacion como la biomedicina, el comportamiento
animal, la fisiologia y la toxicologia (Roush, 1996; Lawrence, 2007). En los
ultimos afos, el uso de este pez como modelo para mejorar diferentes
aspectos del proceso de produccion en acuicultura se ha convertido en un
valioso campo de investigacion (Ulloa et al.,, 2011). En particular, se han
llevado a cabo investigaciones orientadas a mejorar la supervivencia, la
reproduccion, la respuesta inmune, la nutricion y el crecimiento, y se espera
gue estos resultados sean aplicables a peces comerciales (Caruffo et al., 2015;
Oyarbide et al., 2012; Ulloa et al., 2014).

El pez cebra es un pez teledsteo (con esqueleto osificado) y pertenece
a la familia de los ciprinidos, cuyo habitat natural se encuentra en India,
Pakistan y Bhutan (Van der Sar et al., 2004). Estas regiones poseen climas que
pueden provocar cambios tanto en las condiciones fisico-quimicas como en la
disponibilidad de recursos en el agua, por lo que este pez esta adaptado a
sobrevivir en ambientes variables en los cuales la salinidad, el pH o

temperatura no son estables (Lawrence, 2007). Estas caracteristicas podrian
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explicar su amplio rango de tolerancia ante distintos factores y la posibilidad de
mantenerlo en cautiverio (Harper y Lawrence, 2011).

El pez cebra suele medir menos de 5 cm de longitud (De Tolla et al.,
1995). Las hembras se pueden distinguir de los machos con bastante fiabilidad
por su apariencia. Las hembras reproductivamente maduras tienen un
abdomen mas prominente debido a los huevos en desarrollo en los ovarios.
Los machos son generalmente mas delgados (Ruhl et al., 2009; Schilling,
2002).

2-Disefio y construccion de los sistemas de recirculacion

El disefio y construccion del bioterio del pez cebra (Danio rerio) fue
realizado con el asesoramiento y colaboracion del Técnico acuarista Mariano
Moris, Director Técnico del acuario experimental del CCT CONICET —CENPAT.

Para el mantenimiento y cria del pez cebra se disefiaron 6 sistemas
independientes con recirculacion de agua, con tres tanques-pecera cada uno,
un tanque con el sistema de filtracion (filtro mecéanico/biologico, tanque A) y un
tanque decantador (tanque B) con una bomba de agua, calefactor y anillos
ceramicos (Fig. Al). Cuatro sistemas fueron usados para realizar las
experiencias (Fig. A1 A) y dos sistemas para mantener los reproductores (Fig.
Al B). La temperatura requerida por el pez cebra fue de 28,0 + 0,5 °C
(Lawrence, 2007), y se mantuvo estable por medio de un calefactor colocado
en el tanque B de cada sistema. El ciclo de claridad oscuridad de la sala se
mantuvo con un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, requerido por

el pez cebra (Lawrence, 2007).

157



Los tanques-pecera fueron recipientes de plastico transparente, para
permitir la entrada de luz y una facil observacion y monitoreo de los peces.
Estos recipientes fueron adquiridos con tapa para evitar pérdida de calor en el
sistema de recirculacion y, también por seguridad ya que el pez cebra puede
saltar (Fig. Al). Sobre las tapas se hicieron 2 orificios, uno para la entrada de
una manguera que proveyo el aire y el otro para el ingreso del agua. A cada
recipiente se le hizo un orifico de salida de agua (por rebalse) sobre un lateral
en la parte superior del recipiente (Fig. A1 C). La capacidad de cada tanque fue
de 7 litros, con una profundidad adecuada ya que, si bien los peces cebra a
menudo se describen como peces de vida superficial, estudios de campo
muestran que ocupan la totalidad de la columna de agua (Spence et al., 2006).
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Figura Al: Sistemas independientes con recirculacion de agua, con tres tanques-
pecera cada uno, un tanque con el sistema de filtros y un tanque decantador cada uno;
(A) sistemas de experimentacion; (B) sistemas para reproductores; (C) tanques-pecera
y cafieria de recirculacion.

El sistema de recirculacibn de agua fue construido con cafios de
polipropileno. Un cafio recolectd el agua de rebalse proveniente de los tres
tanques-pecera (Fig. Al C) y la dirigi6 hacia el tanque del filtro
mecanico/biolégico (tanque A). La entrada de agua al tanque A se realiz6é con
un cafio de polipropileno multi-perforado para que ésta cayera sobre el sistema
de filtros (mecénico y bioldgico) en forma de lluvia (Fig. A2 A y B). El sistema
de filtracion del agua fue colocado en el tanque A (Fig. A2 B) y estuvo
compuesto por 3 recipientes apilados uno encima del otro con la base
perforada, que contenian (i) recipiente superior, guata como filtro mecanico
para retener el material solido en suspension; (ii) recipiente del medio, carbén
activado con capacidad de adsorber moléculas organicas y sustancias
coloidales presentes en el agua, con el fin de purificar y decolorar el agua vy (iii)
recipiente inferior de mayor capacidad y con perforaciones en todas las
paredes y base, con trozos de cafio corrugado de aproximadamente 2 cm de
largo, para aumentar la superficie de contacto y permitir el establecimiento de
las bacterias nitrificantes (filtro biolégico, Fig. A2 B) (Merino y Sal, 2007).
Posteriormente, el agua paso al tanque B (decantador) el cual contenia anillos
ceramicos como complemento del filtro biolégico, un calefactor (300 watts) para
mantener la temperatura del agua y una bomba de agua (3.000 I/h) para elevar

y transportar el agua hacia las peceras (Fig. A2 Ay C).
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Figura A2: Tanques del sistema de recirculacion y sus componentes; (A) Tanques Ay
B y sus conecciones, (B) Tanque A, con sistema de filtro mecénico/bioldgico; (C)
Tanque B (decantador) con bomba, calefactor y anillos ceramicos.

3-Adquisicion de los peces cebra

Los peces cebra fueron comprados en tres negocios de acuarismo. Dos

de ellos de la ciudad de Puerto Madryn, vivero y acuario “El amamnecer” y en
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el acuario “Discus”. Otra camada de reproductores fue adquirido en un acuario

de la ciudad de Mar del Plata, acuario “Océano”.

4-Optimizacion de los sistemas de recirculacion

4.1-Calidad del agua, pardmetros fisicos y quimicos

Una buena calidad de agua es fundamental para el bienestar de los
peces en cautiverio y puede lograrse mediante un buen sistema de filtracion del
agua, filtro mecéanico como biolégico, sumado a los protocolos de limpieza, al
manteniendo del biofiltro y la renovacion adecuada de agua (Reed y Jennings,
2011; Merino y Sal, 2007). En nuestro caso, el agua utilizada para los sistemas
de recirculacion se obtuvo de la red, se filtrd (1 micrén), se tratd con luz
ultravioleta (UV) (Reed y Jennings, 2011) y luego se elimino el cloro. El agua
asi obtenida, se almacend en un tanque de 100 litros con aireacion y un
calefactor, para conservarla en las mismas condiciones que la de los sistemas
(filtrada, tratada con UV, sin cloro, aireada y a 28 °C) y disponer de ella para los

recambios periédicos.
Temperatura del agua

El pez cebra se clasifica como euritérmico, lo que significa que puede
tolerar un amplio rango de temperatura. En su habitat natural, se ha observado
gue el pez cebra sobrevive a temperaturas tan bajas como 6 °C en invierno a
mas de 38 °C en verano (Spence et al., 2008). Una temperatura del agua de
28,5 °C es ampliamente citada como la temperatura 6ptima para la cria del pez
cebra y su reproducciéon exitosa (Westerfield, 2000; Reed y Jennings, 2011;

Lawrence y Mason, 2012).
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pH

Los estudios de campo han observado que el pez cebra esta presente
en aguas entre 59 y 8,1 (Engeszer et al.,, 2007). En la mayoria de las
instalaciones de laboratorio mantienen el pH en un valor proximo a 7,0
(Lawrence, 2007).

Oxigeno disuelto

Los peces tropicales de tamafio pequefio, como el pez cebra, suelen
tener altas tasas de metabolismo por lo cual consumen mas oxigeno por
unidad de peso que los peces mas grandes (Helfman et al., 1997). Este hecho,
junto con la temperatura de mantenimiento relativamente alta, la densidad de
poblacién y los niveles de entrada de alimento que son tipicos de las
instalaciones intensivas de pez cebra requieren que los niveles de oxigeno
disuelto se mantengan en aproximadamente 7 mg/l a 28 °C para asegurar la

salud del pez (Lawrence, 2007).
Compuestos nitrogenados

En peces de agua dulce, el amoniaco (NH3) se excreta a través del
epitelio branquial por difusion pasiva, y en menor medida, en las heces
(Lawrence, 2007). También es producido durante la descomposicion de la
materia organica. Niveles de NH3 en exceso son toxicos para la mayoria de los
animales acuéticos y, por lo tanto, no tiene que exceder los 0,02 mg/l y debe
ser eliminado (Lawrence, 2007). En sistemas de recirculacion, esto se logra
mediante el proceso de nitrificacion mediado por bacterias presentes en el filtro
biolégico que oxidan amoniaco/amonio a nitrito (NO2) y luego a nitrato (NO3")
(Lawrence, 2007). El nitrito, producto intermedio de esta conversion, también
es toxico para los peces y puede ser problematico debido a que se absorbe a

través de las branquias e interfiere con la capacidad de los peces para
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absorber oxigeno y puede causar la muerte, por lo que debe ser inferior a 1

mg/l (Lawrence, 2007). El nitrato generalmente no es toxico para los peces,

pero una exposicion prolongada a concentraciones mayores a 200 mg/l puede

causar problemas (Lawrence, 2007).

En la tabla Al se muestra el rango y los valores medios de los

parametros de temperatura, pH, oxigeno disuelto y compuestos nitrogenados

utilizados en la mayoria de las instalaciones del pez cebra para su cria y

mantenimiento (Lawrence, 2007; Reed y Jennings, 2011, Lawrence y Mason,

2012).

Parametro Valor o rango recomendado Método de testeo
Temperatura 28,5 °C (24-30 °C) Termdmetro

pH 6,8-8,5 Kit colorimétrico, eletrodo de

Oxigeno disuelto
NH3 (amoniaco)
NO; (nitrito)

NO;" (nitrato)

> 4 mg/l, éptimo 7 mg/l
< 0,02 mg/l
<1 mgll

< 200 mg/Il

vidrio

Kit colorimétrico, oximetro
Kit colorimétrico comercial
Kit colorimétrico comercial

Kit colorimétrico comercial

Tabla Al: ParAmetros de calidad de agua recomendados para la cria del pez cebra

Durante el proceso de optimizacion de los sistemas de recirculacion se

logr6 mantener estable una temperatura de 28 = 0,5 °C, la cual fue medida
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diariamente con termémetro. El pH del agua se mantuvo entre 7y 7,5, y para
su medicion se utilizé un electrodo de vidrio. Se logré obtener un buen sistema
de aireacion en cada tanque-pecera, como en los tanques del filtro
mecénico/biolégico y decantador. Los niveles de oxigeno se mantuvieron en
aproximadamente 8 mg/l, el cual fue medido con un oximetro. Para mantener
los compuestos nitrogenados en niveles aceptables, sin tener que realizar
recambio de agua diarios, fue necesaria la optimizacion de los filtros bioldgicos

como se describe a continuacion.

4.2-Optimizacién de los filtros biolégicos

En todo sistema de recirculacion de agua uno de los procesos mas
importantes es el que se desarrolla en el filtro biolégico, denominado
nitrificacion. Este proceso involucra bacterias especializadas que transforman
del nitrogeno excretado al medio por los organismos cultivados en forma de
amoniaco (NHs), el cual es toxico para los peces, a otro compuesto

relativamente inofensivo como el nitrato (NO3") (Candarle, 2014).

El nitrégeno amoniacal en el agua de cultivo, se compone de amoniaco
(NHz) y amonio ionizado (NH;"), ambos se encuentran en equilibrio y dependen
de la temperatura y pH del agua. Durante la nitrificacién, en una primera etapa
los compuestos de amonio (NHs/NH4") son paulatinamente convertidos por
oxidacion a nitrito (NO2) por accion de bacterias quimioautotrofas como las
Nitrosomonas, que emplean como sustrato compuestos inorganicos reducidos
para obtener energia, utilizando oxigeno molecular (Candarle, 2014). En una
segunda etapa, los nitritos (NO,) formados se oxidan a nitrato (NOz~) por

medio de bacterias de los géneros Nitrobacter y Nitrocystis (Lawson, 1995).
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Todas estas bacterias nitrificantes son estrictamente aerobicas, ya que el
proceso, es basicamente una oxidacion (Candarle, 2014).

Para lograr que el proceso de nitrificacion funcione correctamente fue
necesario que se establezca la poblacion de bacterias nitrificantes en el filtro
biolégico. Estas bacterias que normalmente estan presentes en el agua y
ambiente, frente a la presencia de estos compuestos inorganicos y a las
condiciones adecuadas de oxigeno y temperatura comienzan a colonizar los
filtros y reproducirse (Candarle, 2014). Este proceso de colonizacion se
denomina maduracion del biofiltro, es lento debido al lento crecimiento de las
bacterias nitrificantes y puede durar hasta dos meses (Candarle, 2014).
Durante este proceso deben ser monitoreados los niveles de nitrégeno en
todos sus compuestos, nitrogeno amoniacal (NHs/NH4"), nitrito (NO2) y nitrato
(NO3"), para poder evaluar el estado del proceso de maduracion.

Para optimizar este proceso en nuestros sistemas, se colocaron algunos
peces cebra en los tanques-pecera y diariamente se registraron los valores de
los compuestos nitrogenados en el agua. La medicion de los compuestos

nitrogenados se realizd empleando kits comerciales (SERA, Alemania).

Durante los primeros 10 dias se detectdé un aumento en la concentracion
de compuestos amoniacales (NHs/NH4") con un valor de 0,5 mg/l (minima
concentracion detectada por el Kit Amonio marca SERA). En cambio, los
valores de nitrito (NO) y nitrato (NO3") fueron 0 mg/l, en el mismo periodo. Los

valores de NH3s/NH,4" se redujeron con recambios de agua cada vez.

Luego de aproximadamente 13 dias, disminuyeron los compuestos
amoniacales y comenz0 a detectarse nitrito (0,5 mg/l, minima concentracién
detectada por el Kit Nitrito marca SERA) y nitrato (10 mg/l, minima

concentracion detectada por el Kit Nitrato marca SERA) en el agua de los
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sistemas. Esto indic6 que comenzd la oxidacion de los compuestos de
amoniacales a nitrito, que a su vez estimulo la oxidacion de éstos y la aparicion
de nitratos, solapadamente. Los compuestos amoniacales no se detectaron
mas a partir de los 13-14 dias. Los nitritos comenzaron a descender a partir de
los 20 dias, a la vez que se elevaron sostenidamente los valores de nitrato. A
partir de los 25 dias aproximadamente se completo la colonizaron de los filtros
biolégicos y la maduracion de los mismos. A partir de ese momento se
registraron solo aumentos en los valores de nitrato, indicando que el amonio se
trasformé activamente a nitrato. El aumento de los valores de nitrato cercanos
a 25 mg/l se registraron aproximadamente cada 7-9 dias, los cuales se

redujeron mediante recambio de agua.

4.3-Limpieza

La limpieza de los acuarios y los filtros es una practica muy importante
para el bienestar de los peces y, sobre todo, para mantener la calidad del agua
(Brand et al., 2002). La limpieza diaria consistio en el sifoneo de las heces y
residuos del fondo, asi como también la limpieza con esponja de las paredes y
fondo. Durante los recambios de agua los peces fueron mantenidos en los
tanques-pecera con un nivel de agua minimo, y luego se procedio al llenado de

los mismos.

Los tanques del filtro mecanico/biolégico y decantador se limpiaron
cuando se requiri6 recambios de agua. La guata y el carbon activado de los
filtros se recambiaron cada 15 dias y una vez al mes, respectivamente. Para
preservar las comunidades bacterianas presentes en los filtros biol6gicos éstos

solo se enjuagaron muy rapidamente una vez al mes.
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5-Alimentacién

La alimentacion del pez cebra depende del estadio en que se
encuentra. Los peces juveniles y adultos se alimentaron, fuera de los ensayos
de experimentacion, con alimento comercial en una proporcion de 4 % del peso
corporal (TetraMin) y con nauplios de Artemia spp. (obtenidos como se detallé
en la seccion 6- sin esterilidad) en una proporcion de nauplios diluida 1:3 cada
8 peces adultos (Westerfield, 2000). Durante los ensayos con probidticos solo

se alimentaron con alimento comercial.

En todos los casos los peces fueron alimentados dos veces al dia. Al
momento de alimentar los peces se cortd la recirculacion de agua y el
suministro de oxigeno para facilitar el acceso al alimento y una vez
desaparecido el alimento se volvio a conectar el suministro de aire y agua. El
tiempo de alimentacién se utilizé como una oportunidad para observar la salud

y el comportamiento de los animales.

Las larvas recién eclosionadas de los peces cebra no se alimentan
hasta el dia 5 dpf, a partir de ése dia comienzan a comer paramecios
(Westerfield, 2000). Luego del dia 9 dpf las larvas son alimentadas con Artemia

spp. recién eclosionada (Westerfield, 2000).

Cultivo de paramecios

Los paramecios utilizados para alimentar las larvas durante los dias 5 a
9 dpf se aislaron de las guatas de los filtros mecanicos. Estos filtros
normalmente se encuentran habitados por protozoarios que degradan la
materia organica retenida. La guata se escurrié sobre una placa de Petri y bajo

la lupa se seleccionaron paramecios que se colocaron en un tubo con agua
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destilada limpia. EI medio de cultivo para los paramecios consistié en 10 granos
de trigo hervido y 0,3 g de levadura por cada 175 ml de agua destilada
(Westerfield, 2000). A esta preparacion se le agregaron los paramecios, y se
incubd con luz y aireacién durante una semana a temperatura ambiente. El
cultivo de paramecios se monitore6 diariamente bajo la lupa. Luego de
aproximadamente una semana el cultivo alcanzé su maxima concentracion.
Para cosechar los paramecios, el cultivo se coloc6 en un matraz de cuello largo
tapado con una bolsa negra y papel aluminio salvo el cuello del matraz. Se
coloc6 un tapon de goma espuma en la parte inferior del cuello, dejando todo el
cuello del matraz con agua limpia y bien iluminada. Se dej6é reposar toda la
noche y al dia siguiente, como los paramecios tienen fototropismo positivo,
estos atravesaron la goma espuma y se recuperaron del agua presente en el
cuello de matraz. Los paramecios se cosecharon mediante una pipeta de vidrio.
Estos paramecios se usaron para escalar el cultivo hasta obtener 5 litros o
mas, necesarios para alimentar miles de larvas de pez cebra. La concentracion
de paramecios se determiné utilizando una camara de recuento celular de

Neubauer con una gota de lugol para inmovilizarlos.

6-Optimizacion de la reproduccién del pez cebra

Los peces cebra hembras pueden tener alrededor de 200 huevos en
cada puesta. Esto depende del estado de los peces, que a su vez depende de
la alimentacion durante los dias previos y de la calidad del agua (Westerfield,
2000).

Para realizar la cruza se seleccionaron machos provenientes de un
proveedor y hembras de otro. Las hembras seleccionadas fueron aquellas que
presentaron el abdomen mas ancho, ya que esto indica que estuvieron bien
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alimentadas y provistas de huevos. En el caso de los machos, se seleccionaron
los mas grandes y de buena apariencia. Los machos y hembras seleccionados
se alimentaron con Artemia dos dias previos a la cruza, y la noche anterior se

colocaron en una paridera (Fig. A3) con agua de calidad 6ptima a 28,5 °C.

La paridera fue construia con 2 tanques-pecera de plastico de 7 | cada
uno (igual al de los sistemas). Uno de los recipientes fue desprovisto de su
base, la cual fue reemplazada por una red, para que pasen los huevos, pero no
los peces, y se colocO dentro del otro recipiente conteniendo agua de calidad
Optima, con aireacién y a 28,5 °C, que se mantuvo con un calefactor. De esta
forma, el fondo de la paridera quedé dividido para que los huevos pasen al
fondo del recipiente y no sean comidos por sus progenitores, y facilitar su
posterior recoleccion. Se colocaron 8 hembras y 4 machos.

=

—

Figura A3: Paridera utilizada para realizar las cruzas y posterior recoleccion de los

huevos.

Al dia siguiente, por la mafiana, los huevos fueron recolectarlos con un
colador y enjuagados en abundante agua. Luego se enjuagaron 6 veces con
agua utilizando una pipeta Pasteur para eliminar los restos dificiles de sacar.
Posteriormente los huevos se transfirieron a placas de Petri con embriomedio
(E3, Tabla A2), 30 huevos por placa, y se observaron bajo la lupa, para

descartar los huevos sin embriones. Los huevos fertilizados se reconocieron
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facilmente por su transparencia de los que no contenian embriones por ser
blancos y opacos. El E3 se prepard con las soluciones que se muestran en la
Tabla A2, se colocaron 959 ml de H,O destilada, 10 ml del stock #1, 1 ml del
Stock #2, 10 ml del Stock #3, 10 ml del Stock #4 y 10 ml del Stock #5 fresco,
preparado en el momento. Luego se agitd y se ajustd el pH a 7,2 con NaOH 1
M.

Denominacion Ingredientes
Stock #1 8,0 g de NaCl
0,4 g KCI

100 ml de H,O destilada

Stock #2 0,36 g de Na,HPO,
0,60 g de KH2PO4
100 ml de H,O destilada

Stock #3 0,72 g CaCl,
50 ml de H,O destilada
Stock #4 1,23 g de MgSO4x7H,0
50 ml de H,O
Stock #5 0,35 g NaHCO;

10ml de H,O destilada

Tabla A2: Soluciones stock utilizadas para la preparacién de E3.

Posteriormente se colocaron 30 huevos fertilizados por placa con E3 y
se incubaron a 28,5 °C. Durante los 3 dias posteriores se retiraron los huevos
en mal estado y se realizé el recambio del E3 diariamente. La higiene es
especialmente importante ya que los huevos de pez cebra son muy

susceptibles a las infecciones fangicas (Overstreet et al., 2000).
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Las larvas suelen eclosionar dentro de los 2-3 dpf (Westerfield, 2000).
Después de la eclosién, se adhieren a superficies duras por medio de células
especializadas en la cabeza (Laale, 1977). Aproximadamente a los 5 dpf las
larvas inflan sus vejigas natatorias al tragar aire en la superficie del agua
(Goolish y Okutake, 1999). Las larvas subsisten en gran medida gracias a las
reservas del saco vitelino hasta el inicio de la alimentacion exdgena, que es
coincidente con la finalizacion del desarrollo del sistema digestivo (Holmberg et
al., 2004) y la capacidad de regular la posicién en la columna de agua (Goolish
y Okutake, 1999). Esta transicion tiene lugar entre 5-6 dpf (Kimmel et al., 1995).
Las reservas del saco vitelino se agotan rapidamente a los 7 dpf, por este

motivo es conveniente comenzar a alimentar a las larvas antes que esto ocurra.

A partir del 5 dpf las larvas fueron trasvasadas a recipientes con 100 ml
de E3 con 30 larvas cada uno y alimentadas con paramecios (100
paramecios/ml E3). Durante los primeros dias de la alimentacion, las larvas del
pez cebra tienen un tamafo de boca de aproximadamente 100 um y las presas
deben, en consecuencia, estar dentro de un rango similar. Los paramecios
tienen un tamafio adecuado de aproximadamente 50 a 200 um. Las larvas se
desarrollaron y crecieron rapidamente; en el dia 9 dpf se solapé la alimentacion
de los paramecios con nauplios de Artemia (500 pm), ya que algunos
comenzaron a comerlos. A partir del dia 15 dpf se alimentd solo con Artemia.
Diariamente los recipientes se limpiaron y se realiz6 un recambio del 50% de
volumen de E3. A partir de los 21 dias, los peces fueron mantenidos en los
sistemas de recirculacion como los adultos y alimentados con alimento

comercial y Artemia.
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