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RESUMEN

Las bacterias probioticas en la acuicultura representan una alternativa de control y
prevenciéon sobre agentes patdgenos, ademads, reducen el uso de antibidticos. Sin
embargo, resulta necesario la busqueda de otros grupos de bacterias con similares o
mejores propiedades, obtenidas incluso de la misma fuente. El proposito del estudio fue
identificar de forma molecular, bacterias acido-lacticas con propiedades probidticas
aisladas del intestino posterior de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). Desde
noviembre del 2017 hasta marzo del 2018 se desarrolld el estudio evaluandose las
actividades, proteolitica, amilolitica, de sensibilidad antibidtica y antagonica frente a los
siguientes patogenos: Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida'y Plesiomonas shigelloides. Se identifico mediante el
secuenciamiento del gen ARNr 16S que, Enterococcus faecium (IP5-2a) y Pediococcus
pentosaceus (IP5-2b) inhibieron el crecimiento de agentes patégenos, ademas,
presentaron sensibilidad frente a los antibidticos cloranfenicol, amoxicilina/acido
clavulanico, gentamicina, eritromicina y tetraciclina, respectivamente. Los resultados
muestran que E. faecium 'y P. pentosaceus poseen las mejores actividades antagdnicas,
propiedad de mayor relevancia para determinar una bacteria potencialmente probiotica.
Por lo tanto, se concluye que las bacterias identificadas en el presente estudio son buenos
candidatos para ser considerados probidticos, sin embargo, se recomienda confirmar sus
propiedades mediante estudios in vivo.

ABSTRACT

Probiotic bacteria in aquaculture represent a control alternative and prevention of
pathogens, in addition, reduce the use of antibiotics. However, it is necessary to search
for other groups of bacteria with similar or better properties, obtained even from the same
source. The aim of the study was to identify molecularly lactic acid bacteria with
probiotic properties isolated from the posterior intestine of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus). The study was carried out from November 2017 to March 2018 evaluating the
antagonistic, proteolytic, amylolytic, and antibiotic sensitivity activities, and
antagonistic to the following pathogens: Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida and Plesiomonas shigelloides. 1t was
identified by sequencing the 16S rRNA gene that Enterococcus faecium (IP5-2a) and
Pediococcus pentosaceus (IP5-2b) inhibited the growth of pathogens, in addition, were
sensitive to the antibiotics chloramphenicol, amoxicillin/clavulanic acid, gentamicin,
erythromycin and tetracycline, respectively. The results show that E. faecium and P.
pentosaceus possess the best antagonistic activities, property of greater relevance to
determine a potentially probiotic bacterium. Therefore, it is concluded that the bacteria
identified in the present study are good candidates to be considered probiotic, however, it
isnecessary to confirm their iz vivo properties.
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Identificacién molecular de bacterias dcido ldcticas con propiedades probioti

isladas del i ino posterior de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)

INTRODUCCION

Después de la carpa (Cyprinus carpio), la tilapia
(Oreochromis sp.) se ha convertido a nivel mundial, en
la especie de mayor produccion acuicola por su
acelerado crecimiento, tasa comercial y estabilidad de
sus precios (Wang & Lu, 2016; FAO, 2018). Sin
embargo, existe mayor susceptibilidad a enfermedades
y comportamiento animal debido a, la carga ambiental
que se generan (Argota et al., 2018) incluyendo a las
propias producciones de intensificacion acuicolas
(Peso-Echarri et al., 2012). Bajo las condiciones de
estrés, la proliferacion de agentes patdgenos como los
virus, protozoos, hongos y bacterias se favorece. En el
caso de las bacterias, representan el grupo microbiano
fundamental sobre la aparicion de enfermedades
infecciosas y entre las especies se hallan Aeromonas
hydrophila, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
iniae, Vibrio sp., Edwarsiella tarda, Flavobacterium
columnare y Pseudomonas sp. entre otras (Asencios et
al.,2016; Hiucab-Pechetal.,2016,2017).

Dentro de las aplicaciones para la reduccion de
enfermedades infecciosas estd el uso o administracion
oral de antibioticos (Rodgers & Furones, 2009) pero
el principal efecto perjudicial o limitante son las
bacterias oportunistas que aparecen ante la
modificacion sobre la microbiota intestinal (Romero
et al., 2012; Modi et al., 2014) siendo mas acuciante
por la baja eficiencia metabolica relacionada con los
antibioticos donde se excretan en alto porcentaje
mediante las heces y la orina (Burridge et al., 2010;
Cabello et al., 2013). De este modo, gran alerta existe
por la presencia de antibidticos (contaminacion) en el
medio acudtico como la resistencia bacteriana
(Bidhan et al., 2014; Yang et al., 2014). Como
consecuencia preventiva para proteccion y
mantenimiento de la sanidad acuicola (Martinez et al.,
2012; Zorriehzahra et al., 2016), algunas alternativas
como los probidticos (Lazado & Caipang, 2014;
Mohapatra et al., 2014) son considerados y entre
ellos, las bacterias acido-lacticas extraidas del
intestino de los peces siguen siendo referencias (Hai,
2015; Redaetal.,2017). Entre las diversas respuestas

observadas mediante el uso de las bacterias como
probidticos esta la produccion de enzimas proteasas 'y
lipasas (Zorrichzahra et al., 2016), modulacion del
sistema inmune (Pirarat et al., 2011; Lazado et al.,
2011) y la produccion de péptidos antimicrobianos
(Sihag & Sharma, 2012; Bidhan et al., 2014; Akhter et
al.,2015). A pesar de lo planteado, contintia siendo un
reto cientifico para la acuicultura, la busqueda de

bacterias con estas propiedades.

El proposito del estudio fue identificar de forma
molecular, bacterias acido-lacticas con propiedades
probidticas aisladas del intestino posterior de tilapia

delnilo (Oreochromis niloticus).
MATERIALESY METODOS

El presente estudio se desarrolld en el laboratorio de
investigacion y capacitaciéon en biotecnologia
molecular Incabiotec ubicado en el Departamento de
Tumbes — Perq, durante los meses de noviembre 2017 a
marzo 2018. Para su elaboracion se seleccionaron dos
individuos de Oreochromis niloticus aparentemente
sanos con un peso corporal de 60+5g del Centro
Colectivo Educativo Experimental de Biologia y
Biotecnologia Acuatica y Acuicola de Puerto Pizarro
(CEBAP) ubicado en Puerto Pizarro, Tumbes.

Los peces fueron eutanasiados cumpliendo con los
estandares de ética de manejo de animales, se realizo
una anestesia previa con eugenol a concentracion de
286.55 mg/l (Vidal et al., 2008). La piel se desinfecto
con etanol al 70% y se disecciond la cavidad
peritoneal con bisturi estéril. Posteriormente se realizo
un frotis intestinal de la region posterior utilizando
hisopos estériles y se colocaron en caldo Man Rogosa
Sharpe (MRS) a 28°C en microaerofilia durante 24 h.
Se realizaron seis diluciones en (desde 10" hasta 10°) y
se subcultivaron en placas Petri con agar MRS a 28°C
durante 24 a 32 horas. Las colonias bacterianas se
subcultivaron en placas con medio MRS hasta lograr
su purificaciéon mediante la visualizacién de un solo
tipo de morfologia bacteriana por tincion de Gram y se

les asignd una codificacién de acuerdo a su
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localizacion como IP (intestino posterior), los codigos
fueron los siguientes: P3-2a, IP3-2b, IP3-d, 1P4-1a,
IP4-2a, IP5-2a, e IP5-2b. Las bacterias se
almacenaron a -20°C con una solucion de glicerol a 18

% del volumen.

Se evalud la actividad hemolitica de los aislados
utilizando placas Petri con agar Sangre (BAPS),
siguiendo el protocolo de do Vale Pereira et al.
(2017). Los aislados se sembraron BAPs e incubaron
a 28°C por 24 h. Se evaluo el potencial probidtico de
los aislados mediante los signos de hemolisis beta,
hemolisis alfa, y hemdlisis gamma.

Se determino la actividad antagdnica frente a cinco
patogenos de peces previamente aislados: Aeromonas
hydrophila, Aeromonas veronii, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida y Plesiomonas
shigelloides, utilizando el método de difusion en agar
adaptado de Balcazar er al. (2008). Las bacterias
patogenas se subcultivaron en Caldo Tripticasa de
Soya (TSB) y se sembraron 100 pl de cada bacteria
patogena en placas Petri con medio agar Nutritivo.
Posteriormente, se hicieron pocillos en la superficie
del agar con ayuda de una pipeta Pasteur estéril. Se
agregaron 30 pl (5 x 10" unidades formadoras de
colonia, UFC) de los aislados potencialmente
probidticos en los respectivos pocillos. Finalmente,
se incubaron a 28 °C durante 24 h. Se calcul6 el
diametro de las zonas de inhibicién en milimetros
(mm) considerandose positivas a las cepas que
mostraron una zona clara de inhibicion.

La prueba de sensibilidad a los antibidticos se realizo
en agar Mueller Hilton (MHA) utilizando el método de
difusion en disco de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966).
Se utilizaron cinco antibioticos (discos de
sensibilidad): cloranfenicol 30pg, amoxicilina/acido
clavulanico 30 pg, gentamicina 2ug, eritromicina
15ug, tetraciclina 30pug y trimetoprima/sulfametoxazol
25ug. Luego se sembraron 100 pl de 10° cfu/ml en
placas Petri con agar MHA, se colocaron los discos de
sensibilidad en el medio de cultivo y las placas se
incubaron a 28°C durante 24 horas. Se midid la zona de
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inhibicion en milimetros y se calificd como sensible

(>20 mm) o resistente (< 20mm) a los antibidticos.

Los ensayos se realizaron para evaluar la capacidad
de produccion de enzimas proteoliticas y amiloliticas.
Se evaluo la actividad proteolitica sobre agar Skim
Milk (10%) utilizandola como fuente de proteina. Se
sembraron 30 pl de cada bacteria potencialmente
probidtica en sus respectivos pocillos y se incubaron a
28°C durante 24 horas. Los aislados con actividades
proteoliticas mostraron zonas transparentes
alrededor.

En cuanto a la actividad amilolitica, se sembraron 30
pl de cada bacteria en agar Starch (2.5%) y se
incubaron a 28°C durante 24 horas. Posteriormente se
cubrio el crecimiento bacteriano con Lugol al 1%y se
observo la produccion de amilasa como una zona
transparente alrededor (Reda et al.,2017).

Se extrajo el ADN total de las bacterias analizadas
utilizando el método CTAB y se procedio a realizar la
amplificacion del gen ARNr 16S utilizando los
cebadores universales F518 (Forward 5'-
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3") y 16S R800
(Reverse 5'-TACCAGGGTATCTAATCC-3"). Para
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se
utilizaron las siguientes condiciones: un ciclo a 94 °C
durante 5 min, seguido de 35 ciclos a 94°C durante 30
s, 58°C durante 45 s, 7°C durante 1 miny 30 s, y un
ciclo final de 72°C durante 6 min. Se verificaron los
productos de PCR enun gel al 1.5% de agarosa tefiido
con bromuro de etidio. Los productos amplificados se
enviaron a Macrogen (USA) para su respectivo
secuenciamiento. Las secuencias obtenidas se
analizaron con las secuencias homodlogas mas
cercanas del GenBank utilizando el programa
BLAST.

RESULTADOS
Se aislaron siete bacterias correspondientes a la

region posterior (Figura 1). Se consideraron bacterias

con actividad antagonica a aquellas que mostraron
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actividad frente a A. hydrophila, A. veronii, P.
aeruginosa, P. putida o P. shigelloides. Cinco de las
siete bacterias aisladas incluyendo Enterococcus
faecium (1P5-2a) y Pediococcus pentosaceus (IP5-
2b) inhibieron el crecimiento de al menos una cepa
patogena. Cinco aislados inhibieron el crecimiento de
A. hydrophila, ademas, E. faecium (IP5-2a) y P
pentosaceus (IP5-2b) inhibieron el crecimiento de A4.
veronii, P. aeruginosa, P. putida y P. shigelloides
(Figura 2) con halos de inhibicién mayores a 10 mm
frente a A. hydrophila y A. veronii, mostrando las
mejores actividades antagonicas (Tabla 1).
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Figura 1. Aislamiento de bacterias acido-lacticas: A)
aislamiento y purificacion bacteriana en agar MRS;
B) andlisis morfoldgico mediante tincién de Gram

Tabla 1. Ensayos de actividad in vitro de candidatos a
probidticos aislados del intestino posterior de tilapia
frente a cinco patogenos bacterianos

Zona de inhibicion (mm)
Localizacion

Codigo intestinal Aeromonas Aeromonas Pseudomonas Pseudomonas Plesiomonas

hydrophila veronii aeruginosa  putida shigelloides

IP3-2a Posterior

IP3-2b Posterior ++

IP3-d  Posterior

IP4-la Posterior — ++

IP4-2a Posterior ++

IP5-2a Posterior +++ +++ ++ ++ ++

IP5-2b Posterior ~ +++ ++ ++ ++ ++

«

no hubo halo de inhibicién, “+” zona de inhibicion de 2 a 5 mm,
“++” zona de inhibicion de 6 a 10 mm, “+++" zona de inhibicion
mayor a 10 mm.

isladas del i ino posterior de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)

~ 0 / ‘
Figura 2. Actividad antagénica de las cepas E.
faecium (IP5-2a) y P. pentosaceus (IP5-2b), frente a
diferentes patdgenos: A) IP5-2a e [P5-2b frente a A.
hydrophila; B) IP5-2a frente a P. putida; C) IP5-2a e
[P5-2b frente a P. aeruginosa; D) IP5-2a frente a A.
veroniiy E) IP5-2b frente a A. veronii

Elensayo reveld que los aislados [P3-2a e IP3-
d mostraron actividad hemolitica debido a la
formacion de zonas claras alrededor de sus
colonias (B-hemolisis) sugiriendo su potencial
patogenicidad, por lo que fueron descartados.

Las bacterias E. faecium (IP5-2a) y P.
pentosaceus (IP5-2b) mostraron fuerte actividad
proteolitica evidenciadas en la formacion de
zonas claras alrededor de los pocillos. En cuanto
a la actividad amilolitica, los mismos aislados

fueron capaces de hidrolizar el agar almidon.

Los resultados del ensayo de susceptibilidad

antibiotica se describieron en la tabla 2.

Tabla 2. Susceptibilidad antibidtica de bacterias
candidatas a probioticos frente a seis antibidticos

Cepas aisladas
IP5-2a IP5-2b IP4-2a IP4-1a IP3-2b
Cloranfenicol 30 S S R R R

Antibiéticos pg/disc

Amoxicilina/acido clavula. 30 S S S R S
Eritromicina 15 S S R R R
Tetraciclina 30 R S S S S
Gentamicina 02 S R R R R

R R S S S

Trimetoprima/sulfametox. 25

Resistente (R) y sensible (S).

El secuenciamiento del gen ARNr 16S de los aislados
bacterianos que exhibieron las mejores propiedades
probidticas mostré que IP5-2a e IP5-2b poseen alta
similitud de secuencias con Enterococcus faecium
(99%) y Pediococcus pentosaceus (100%) (Tabla 3).
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Tabla 3. Identificacion molecular de cepas
bacterianas con mejores propiedades probidticas

Cédigo Localizacién intestinal Descripcion N° de accesion

IP5-2a Posterior Enterococcus y 66033961
faecium
. Pediococcus
IP5-2b Posterior CP020018.1
pentosaceus
DISCUSION

Los animales acudticos estdn continuamente
expuestos a una amplia variedad de microorganismos
que pueden llevarlos a la presentacidén de
enfermedades. Sin embargo, varias alternativas han
sido consideradas para contrarrestar dichas
enfermedades, siendo una de ellas los antibioticos
(Hai, 2015). En la presente investigacion se aislaron
bacterias acido-lacticas (BAL) del intestino de tilapia
y se evaluaron sus actividades antagdnicas, carencia
de actividad hemolitica, resistencia a los antibidticos,
y actividades proteoliticas y amiloliticas.

La presente investigacion mostré que dos bacterias
identificadas como Enterococcus faecium y
Pediococcus pentosaceus fueron capaces de inhibir el
crecimiento tanto de P aeruginosa, P. putida y A.
hydrophila. Estudios realizados por Reda etal. (2017)
mostraron que ocho de diez bacterias aisladas del
intestino de tilapia tuvieron actividad antagdnica
frente a 4. hydrophila. Otras investigaciones
similares demuestran la capacidad de aislados
bacterianos de inhibir el crecimiento tanto de A.
hydrophila y P. aeruginosa (Aly et al., 2008;
Vijayabaskar & Somasundaram, 2008; Chemlal-
Kherraz et al., 2012; del'Duca et al., 2013; Kaktcham
etal.,2017). Ademas, estudios en otras especies como
Arapaima gigas, Oncorhynchus mykiss, Mystus
vittatus 'y Common carp revelaron actividad
antagonica comun de aislados bacterianos frente a A.
hydrophila, una bacteria Gram negativa (Castillo et
al.,2017; do Vale Pereiraetal.,2017; Kaktcham etal.,
2017; Nandi et al., 2017); sin embargo, un solitario
estudio en salmoénidos reportdé que las BAL tienen
mayor actividad antagénica frente a bacterias
patégenas Gram positivas que a Gram negativas
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(Ringo, 2008). Por otro lado, algunas BAL son
capaces de producir sustancias con efectos
bactericidas o bacteriostaticos como bacteriocinas,
perdoxido de hidrégeno, proteasas, indol, entre otras,
las cuales inhiben el crecimiento de bacterias Gram
negativas (De B et al., 2014; Zorriechzahra et al.,
2016), lo cual podria explicar la capacidad antagdnica
de los aislados en el presente estudio, ademas, de
acuerdo con Banerjee y Ray (2017) la actividad
antagonica es la propiedad mas importante de una
bacteria potencialmente probiotica.

Otra caracteristica importante que se debe tener en
cuenta para determinar bacterias probidticas es la
ausencia de actividad hemolitica, propiedad presente
en algunas bacterias patogenas potenciales. Dicha
actividad esta determinada por la produccion de
hemolisina, un factor de virulencia que produce lisis
de los eritrocitos. Las cepas hemoliticas son
causantes frecuentes de anemia y edema, motivo por
el cual es preferible no seleccionarlas (Nandi et al.,
2016). En este estudio, como en el referido por do
Vale Pereira et al. (2017), se descartaron las bacterias
productoras de hemolisina debido a su potencial
patogenicidad.

Aunque la resistencia a los antibidticos es una
caracteristica no deseada debido a la presencia de
genes de resistencia transmisibles, existe sin embargo
la resistencia intrinseca, la cual no se transmite y
ademas podria ayudar en restaurar la microbiota
benéfica luego de un tratamiento con antibidticos
(Reda et al., 2017). Los hallazgos en este estudio
fueron similares a los expuestos por Vlkova et al.
(2006) en donde se evidencia que las BAL aisladas
mostraron resistencia a los antibidticos de la familia
de aminoglucosidos y a antibioticos de espectro
frente a Gran negativas. De manera similar, existe
otro estudio en donde se concluye que la mayoria de
bacterias aisladas e identificadas como Enterococcus
faecium fueron resistentes a los aminoglucosidos y
otros antibidticos utilizados contra bacterias Gram
negativas (Termerman et al., 2003). Por lo tanto, la
resistencia a estos antibioticos es de caracter
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intrinseco, por mutaciones, es decir, no hay
transferencia de estos genes de resistencia a otras

bacterias de lamicrobiota (Ammoretal., 2007).

La evaluacion de actividades proteoliticas como
amiloliticas es importante sobre todo en el campo de
la nutricién. Ray et al. (2012) mencionan que la
microbiota de los peces cumple una funcidn relevante
en la digestion debido principalmente a la produccion
de enzimas. El presente estudio, como en el referido
por Nandi et al. (2016), se lograron confirmar las
habilidades para la produccidon de proteasas y
amilasas extracelulares, sugiriendo su capacidad de
produccidn enzimatica.

Las bacterias que exhibieron las mejores propiedades
probidticas fueron identificadas como Enterococcus
faecium (1P5-2a) y Pediococcus pentosaceus (IP5-
2b). De manera similar, Lara-Flores & Olvera-Novoa
(2013) lograron aislar e identificar E. faecium a partir
del intestino de tilapia, demostrando en estudios in
vivo que su adicion en dietas mejoro la ganancia de
pesoy crecimiento de tilapias. Tanto E. faecium como
P. pentosaceus fueron aislados de diferentes especies
de agua dulce como Oncorhynchus mykiss, Arapaima
gigas'y Zacco koreanus (Bajpai et al., 2016; Abedian
et al., 2017; do Vale Pereira et al., 2017;). Existen
reportes que muestran diferentes BAL con
propiedades probidticas aisladas a partir del intestino
de tilapia como: Lactococcus sp. y Lactobacillus sp.
(Aly et al., 2008; Chemlal-Kherraz et al., 2012;
Kaktcham et al., 2017). De acuerdo con Petersen &
Dalsgaard (2003), la especie E. faecium fue la mas
predominante aislada del intestino de peces en
granjas integradas, considerandose como parte de la
microbiota normal, ademas, un estudio basado en
analisis metagenomico de la microbiota intestinal de
peces mostro que el filum Firmicutes, el cual incluye
tanto a E. faecium como a P. pentosaceus, es uno de
los mas dominantes, representando cerca del 90% de
las comunidades (Tarnecki et al., 2017). Se ha
demostrado también el efecto probiotico in vivo de P,
pentosaceus sobre la composicidon corporal y la
microbiota intestinal en Acipenser baerii (Moslehi et

al., 2016), ademas, Martinez et al. (2017)
demostraron que P. pentosaceus aislado a partir de O.
mykiss fue capaz de absorber y degradar aflatoxinas
causantes de enfermedades en la acuicultura. Sin
embargo, hasta el desarrollo del escrito no se encontro
reportes sobre P. pentosaceus con propiedades
probidticas demostradas in vitro aisladas a partir del

intestino de tilapia Nilotica.
CONCLUSION

Se lograron aislar siete bacterias nativas del tracto
gastrointestinal posterior de Oreochromis niloticus,
las cuales fueron sometidas a pruebas para evaluar sus
propiedades probidticas como actividad antagoénica,
actividad hemolitica, actividades proteoliticas y
amiloliticas, y sensibilidad a los antibidticos. Las
bacterias que presentaron mejores caracteristicas
fueron identificadas molecularmente como
Enterococcus faecium y Pediococcus pentosaceus.
Sin embargo, aunque el presente estudio mostrd dos
buenos candidatos a probidticos, se recomienda una
confirmacion mediante estudios in vivo para evaluar
su capacidad de colonizacion gastrointestinal y el
mejoramiento de la salud e inmunidad.
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