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RESUMEN

Antecedentes: Microorganismos patdgenos como Aeromonas sp y Streptococcus agalactiae, producen
grandes pérdidas en la industria acuicola, especialmente por su capacidad virulenta. Una forma de
controlar estas pérdidas es mediante el empleo de microorganismos probidticos. Objetivos: En esta
investigacion se evalud el efecto bactericida de los extractos de bacterias probidticas Lactococcus lactis
y Bacillus megaterium, aislados de intestino de tilapia (Oreochromis sp) frente a A. veronii y S. agalactiae,
patégenos de tilapia. Metodologia: El efecto bactericida de los extractos de L. lactis y B. megaterium se
determiné por el ensayo de difusiéon en pozos, encontrando halos de inhibicién frente a A. veronii hasta
de 35 mm. El extracto de L. lactis fue evaluado por cromatogratia HPLC vy el de Bacillus megaterium por
espectrofotometria de masas. Resultados: Los resultados mostraron que ambos extractos controlaron el
crecimiento de A. veronii y S. agalactiae, los andlisis estadisticos no presentaron diferencias significativas
(p>0.05) en la inhibicién generada entre los dos extractos de probidticos, todos controlaron el crecimiento
de estos patégenos in vitro. E1 L. lactis produjo s6lo dcido lictico, el cual se determiné por HPLC, mientras
que los anilisis obtenidos en masas para el extracto de B. megaterium evidenciaron la presencia de acido
palmitico, estedrico e imidazol. Conclusién: Todos estos hallazgos evidencian el efecto positivo de los
microorganismos probidticos en el control del crecimiento de patégenos en la tilapia.
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ABSTRACT

Background: Microorganisms and pathogens such as Streptococcus agalactiae and Aeromona sp produ-
ce large losses in the aquaculture industry, especially ability they possess virulent species. One way to
control these losses is through the use of probiotic microorganisms. Aims: In this research bactericidal
effect extracts two bacteria Lactococcus lactis and Bacillus megaterium, Isolated tilapia gut (Oreochromus sp)
and characterized as probiotics, evaluated against A. veronii and S. agalactiae. Methods: The extract of
Lactococcus lactis and Bacillus megaerium controlated A. veronii and S. agalactiae for diffused assay in vitro. Both
extracted were evaluated by HPLC and Bacillus megaterium by mass spectrometry. The results showed that
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the extracts controlled the growth A. veronii and S. agalactiae, statistical analyzes showed no significant
differences (p> 0.05) in inhibiting generated among the three extracts probiotics, they controlled all the
growth of these pathogens in vitro. The determined study by HPLC detected lactic acid alone while
analyzes masses obtained showed the presence of palmitic, stearic acid and imidazole. Conclusion:
These findings demonstrate the positive eftect of probiotic microorganisms in controlling the growth of

pathogenic in the aquaculture industry.

Keywords: bactericide, inhibition, Aeromonas, Streptococcus, probiotics.

INTRODUCCION

En los dltimos afios la acuicultura ha tenido un
desarrollo importante a nivel mundial (1), este creci-
miento ha implicado intensificacién y mayor estrés
en el cultivo, generando problemas con enferme-
dades, deterioro ambiental y pérdidas econémicas;
la prevencién y control de enfermedades en peces
emplea por lo general antibiéticos, provocando
resistencia en los patégenos por su uso continuado
(2). Ante este panorama, se han buscado alterna-
tivas que permitan controlar los patégenos sin los
efectos colaterales que regularmente producen los
antibidticos.

El uso de probidticos puede ser una opcién
para la reduccién de antibidticos en acuicultura
(3), debido a las propiedades metabdlicas que ellos
presentan como la produccién de sustancias inhi-
bitorias, competencia por espacio y nutrientes o por
modulacién de respuesta inmune (4).

Las bacterias acido licticas y algunas especies
de Bacillus sp han sido ampliamente usadas como
probidticos por los innumerables beneficios tanto en
humanos como en animales (5). Las bacterias acido
lacticas producen acidos orginicos como el dcido
lctico, dcido acético y peréxidos entre otros; algu-
nas especies de Bacillus generan enzimas y también
acido organicos. Ambos grupos bacterianos, cuando
son consumidos en cantidades adecuadas, tienen la
capacidad de promover la integridad intestinal en
el organismo huésped, mediante la excrecién de
enzimas y moléculas bioactivas con caracteristicas
inmunomoduladoras (6).

Una de las propiedades mis importantes de
los probidticos es la capacidad bactericida frente a
diferentes organismos patégenos, diversos estudios
han demostrado la habilidad del genero Lactobacillus
Sp para antagonizar contra varios patégenos: Esche-
richia coli entero-hemorragica (7), Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium Shigella dysenteriae,
entre otros (8, 9). Ademis estudios realizados en
acuicultura han reportado que diferentes especies
de Bacillus sp y de bacterias 4cido licticas han pre-

sentado actividad antagénica contra Aeromonas sp,
Pseudomonas sp y Vibrio sp (10, 11).

En peces, una de las pérdidas en produccion se
origina a partir de las infecciones por Aeromonas sp,
A. hydrophila, A. salmonicida y A. veronii. Ellas son
consideradas patdgenos emergentes y tiene un rol
importante en los desérdenes gastrointestinales.
La patogenicidad del género Aeromonas es mul-
tifactorial y atribuido a factores como citotoxinas,
aerolisinas, hemolisinas, adhesinas y sistemas secre-
torios. A. veronii por ejemplo, presenta una elevada
actividad hemolitica, factor de virulencia que pro-
mueve las lesiones histolégicas en el animal (12).
Este factor se puede incrementar cuando los peces
son sometidos a pésimas condiciones de manejo de
cultivo, bajos niveles de oxigeno, variaciones en la
temperatura o épocas reproductivas (13).

Otro grupo de microorganismos también re-
portado como patégenos especialmente en tilapia
son los Streptococcus y en ellos especies como S. iniae,
S. agalactiae (S. difficile), S. parauberis, S. dysgalactiae,
S. milleri, Lactococcus garviae (Enterococcus seriolicida),
y Vagococcus salmoninarum (14) considerados los
causantes de las tasas de mortalidad mas altas en
tilapia en etapa juvenil, posiblemente por presentar
altos volimenes de produccién y distribucién con
manejos no adecuados.

ElS. iniae ha sido considerado una de las especies
mids importantes dentro del grupo de cocos, sin
embargo, el S. agalactiae caracterizado inicialmente
como S. difficile, se ha considerado un patégeno
emergente con efectos letales en peces como tilapia
(15).

Por el nivel de importancia que ha cobrado estos
microorganismos en los procesos infecciosos de ti-
lapia y la basqueda de alternativas mis limpias para
su control se planted este trabajo con el objeto de
evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos
de bacterias probidticas como Lactococcus lactis y Ba-
cillus megaterium aislados de intestino de tilapia frente
a dos cepas patégenas de tilapia Aeromona veronii y
Streptococcus agalactiae, determinando algunos de los
metabolitos producidos por los microorganismos
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probidticos por cromatografia HPLC y cromatogra-
fia de gases con detector selectivo de masas GC-MS.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizé en el laboratorio de
Microbiologfa de la Corporacién Universitaria La-
sallista. Las cepas de Bacillus megaterium y Lactococcus
lactis fueron aisladas directamente del intestino de
tilapia roja (Oreochromis sp) en estado juvenil iden-
tificadas molecularmente y caracterizadas como
probidticas por pruebas de resistencia a sales 0,3%
p/v, NaCl 2% p/vy pH 2,5 y a enzimas proteoliticas
como tripsina y lisozima 0,5UL

Pruebas de actividad bactericida

Para la preparacién de los extractos de los mi-
croorganismos, se emplearon caldo nutritivo y caldo
MRS (Man Rogosa y Sharpe, Merck), el primero
se enriqueci6 con 0,2% p/v de extracto de levadura,
0,05% p/v de peptona 'y 0,05% p/v de NaCl, el Ba-
cillus megaterium crecié de forma independiente en
10 mL de este medio, a 37°C y aerébicamente, por
48 horas. El Lactococcus lactis crecié en caldo MRS
en condiciones anaerdbicas a 37°C por 48 horas.
Al cabo de este tiempo, los cultivos se sometieron
a centrifugacién, a 6000 rpm durante 15 minutos
a una temperatura de 4°C, para remover las células
y solo obtener el sobrenadante.

En el ensayo de difusién en pozos, se emplea-
ron cajas de Petri servidas con agar nutritivo para
el extracto obtenido de B. megaterium y en agar
MRS para el ensayo con el extracto de Lactococcus
lactis. Se realizaron 4 pozos en cada medio de cul-
tivo capacitados para contener 100 uL del extracto
previamente obtenido. Una vez se adicionaron los
extractos en cada pozo, se procedié al ensayo doble
capa, el cual consistia en mezclar 10 mL del medio
Miiller Hinton (0,8% p/v agar/agar) con 1x10° mi-
croorganismos/mL del microorganismo patégeno
Aeromona veronii aislado directamente de lesiones en
piel de tilapia (Oreochromis sp). Esta mezcla se adicio-
naba encima del medio que contenia los extractos,
se dejaba solidificar y se incuban a 37°C durante
24 horas de manera aerdbica, el mismo ensayo se
realiz con Streptococcus agalactiae, proporcionado por
el laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Nacional Sede Medellin. El control empleado para
estas pruebas fueron sensidiscos de antibidticos.

Los resultados se leyeron como el didmetro de
inhibicién del crecimiento de la bacteria patégena
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en Miiller-Hinton, mostrando un halo transpa-
rente alrededor del pozo que contenia el extracto
de los microorganismos. El disefio empleado para
las pruebas fue disefio por bloques completamente
aleatorizado y para los andlisis estadisticos se empled
una prueba de comparacién de medias con un nivel
de confianza del 95%, usando el programa Statgra-
phics Centurién con licencia para la Corporacién
Universitaria Lasallista.

Los extractos generados por los microorganis-
mos fueron centrifugados, filtrados y enviados al
laboratorio de Instrumentacién de la Universidad
Nacional, para ser evaluados por cromatogratia
liquida HPLC para Lactococcus lactis y por croma-
tografia de gases con detector selectivo de masas
GC-MS para el extracto de Bacillus megaterium. Los
analisis HPLC se realizaron en el equipo Agilent
Modelo: 1100 series Detector: UV/VIS, 2 uL, Flujo:
0,5 ml/min Fase moévil: Solucién de 4dcido orto-
fosférico 0.05% p/v. Columna: SUPELCOGELTH
H, ref.:59304-U, 30 cm x 7.8 mm ID.

RESULTADOS

Se encontré que en los ensayos de difusién
en pozos, A. veronii fue sensible al efecto de los
extractos del B. megaterium y del L. lactis con halos
de inhibicién hasta de 35 mm, Figura 1, siendo el
extracto del L. lactis el que presenté mayor accién
sobre las dos bacterias blancas estudiadas, A, veronii
y S. agalactiae. Estos resultados se muestran en la
Figura 2.

-

Figura 1. Zona de inhibicién del extracto de L. lactis
frente a A. veronii.



S22

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5 4

Inhibicién en cm

VITAE

LA. Gutiérrez Ramirez ef al.

S.agalactiae

Lactococcus lactis

A.veronii

0,0 I I I [

S.agalactiae A.veronii

‘ Bacillus megaterium

Figura 2. Zonas de inhibicién producidas por los extractos de probiéticos frente a S. agalactiae y A. veronii.

Los anilisis de varianza, no mostraron dife-
rencias significativas (P>0.05) entre la actividad
bactericida del extracto de L. lactis y B. megaterium,
frente a cada uno de los patégenos estudiados.

El perfil mostrado por cromatografia de gases
con detector selectivo de masas GC-MS evidencia
que el extracto de Bacillus megaterium genera en su
mayorfa icidos orginicos, mostrando la presencia
de 4cido n-hexadecanoico, dcido octadecenoico
y produccién de imidazoles. Por cromatografia
liquida HPLC, se comprob6 la presencia de acido
lactico confirmando el caricter homofermentador
del Lactococcus lactis.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en las
pruebas de inhibicién se encontrd un efecto positivo
de los extractos de L. lactis y B. megaterium frente a
las cepas patégenas de A. veronii y S. agalactiae, sin
diferencias estadisticamente significativas entre
ellos. En investigaciones realizadas con el ensayo
de difusién se encontrd que A. hidrophila, disminuy6
su crecimiento ante la presencia de tres tipos de
probiéticos (16, 17). Estos resultados soportan los
encontrados en esta investigacion.

Hallazgos similares fueron encontrados en es-
tudios realizados por Kumar y colaboradores (17,
18), los cuales mostraron el poder inhibitorio de
bacterias dcido licticas como Lactobacillus plantarum,
trente a A. veronii, P. aeruginosa y E. coli. Investiga-
ciones realizadas por Hatje y colaboradores en 2014
(19), confirmaron el control que ¢jercen las bacterias
lacticas cuando se sometieron conjuntamente con A.
veronii en las lineas celulares Caco2, disminuyendo
notablemente la adhesién de estos microorganismos
a las lineas celulares y generando lisis en ellas.

Murnoz y colaboradores (15), encontraron un
amplio espectro de inhibicién para bacterias Gram
negativas y Gram positivas patdégenas de peces
usando bacterias dcido licticas, determinando que
la actividad de estas bacterias se deba probablemente
a la produccién de bacteriocinas. Para el presente
estudio el efecto inhibidor del crecimiento en A.
veronii y S. agalactiae , posiblemente se deba a la
produccién de dcido lactico por L. lactis, como fue
determinado por HPLC.

En el presente estudio se encontré que los
extractos de L. lactis y B. megaterium, limitaron el
crecimiento de S. agalactiae. Similares hallazgos
fueron encontrados por Serna y Colaboradores
(20), quienes evaluando la actividad microbiana in
vitro de Weisella confusa, comprobaron la inhibicién
de los patégenos S. aureus y S. agalactiae, los cuales
no solo causan efectos deletéreos en peces sino
también en otros monogistricos (20,21). Adineh
y colaboradores (22), probaron en células Caco, el
efecto de las bacterias licticas, Aeromona veronii y
Aeromona hidrofila, encontrando que las bacterias
licticas compitieron por los sitios de adhesién a
las células y disminuyé considerablemente la via-
bilidad de las bacterias patégenas, estos hallazgos
concuerdan con los resultados del presente estudio,
donde los extractos de bacterias licticas inhibieron
considerablemente el crecimiento de A. veronii, in
vitro (10).

Dentro del género Bacillus sp, la especie Bacillus
licheniformis ha demostrado ser un potente antiftin-
gico mediante la secrecién de antibidticos, tales
como, bacilomicina, licheniformina, proticina y
bacitracina principalmente, ademds de imidazol
(23). En especies como Bacillus circulans también se
ha detectado la produccién de ciertos metabolitos de
origen antibidtico tales como la butirosina, circuli-
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na, polipeptina, xilosantina, entre otras, explicando
su amplio uso como bioprotector. Estos resultados
soportan los encontrados en el andlisis de masas
realizado al extracto de Bacillus megaterium, en don-
de se obtuvo imidazol, compuestos con actividad
antifiingica ampliamente usados para el control de
crecimientos de mohos y levaduras (24). Asi mismo
Kumar y colaboradores (17), revelaron actividad
inhibitoria in vitro del extracto de Bacillus sp, frente
a patégenos del suelo como Sclerotinia sclerotiorum. El
cultivo filtrado inhibié también Fusarium oxysporum
y Macrophomina phaseolina, también comprometidos
en la inhibicién de estos patégenos. Estos hallaz-
gos concuerdan con los reportados en el anilisis
de masas de esta investigacién, donde se revel6 la
presencia de estos componentes en el extracto libre
de células del bacilo esporulado.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion
evidenciaron que los extractos de los microorga-
nismos probidticos controlaron de forma efectiva
el crecimiento de patégenos como A. veronii y S.
agalactia. En el extracto de L. lactis se evidencid la
produccién de acido lictico y en el extracto de B.
megaterium, la produccion de dcido palmitico, dcido
estedrico e imidazol. Estos resultados soportan la
importancia de emplear probidticos de bacilos es-
porulados y de bacterias licticas como promotores
de crecimiento en la industria acuicola.
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