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RESUMEN

Se aislaron 120 morfotipos bacterianos de intestino de tilapia y se seleccionaron seguin su actividad antibacteriana contra patégenos
como Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae y Edwardsiella tarda, su capacidad de adherencia a mucus intestinal y cinética de
crecimiento. Las bacterias seleccionadas se identificaron mediante secuenciacién de 16S rRNAy se identificaron como Exigobacterium
sp. 19, Enterococcus faecalis 115 y Myroides odoratimimus 119. Ademds, se evalué su efecto in vivo sobre el crecimiento de los peces,
mediante su adicién al alimento de juveniles de Oreochromis niloticus (10 UFC / g, por 15 dias). Se determind la supervivencia luego de
un desafio experimental con Edwardsiella tarda por inyeccién intraperitoneal (100 pL 10° UFC / mL). Las tres bacterias seleccionadas
incrementaron la tasa de crecimiento especifico, redujeron la mortalidad de los peces durante el desafio experimental con E. tarda y
no causaron mortalidad durante la adicién en el alimento. Los efectos positivos in vivo se relacionan posiblemente con actividad in
vitro; sin embargo, por motivos de bioseguridad se recomienda efectuar estudios posteriores a Exigobacterium sp. 19y E. faecalis 115 dado
que se han reportado miembros de este género como causantes de mortalidad en peces, mientras que en el caso de M. odoratimimus
119, es necesario efectuar futuros estudios para verificar su actividad positiva a mayor escala productiva.

Palabras clave: Fdwardsiella tarda, enfermedad de peces, piscicultura, promotor de crecimiento.

ABSTRACT

120 bacteria were isolated from tilapia intestine and screened according to the antibacterial activity against pathogens such as
Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda and Streptococcus agalactiae, the ability to adhere to intestinal mucus and growth kinetics. The
selected bacteria were identified by 16S rRNA sequencing of and were identified as Exigobacterium sp. 19, Enterococcus faecalis 115 and
Myroides odoratimimus 119. Furthermore, the in vivo effect on fish growth was assessed by the addition of selected bacteria to juvenile
Oreochromis niloticus feed (10 CFU / g, for 15 days). Survival was also determined after a challenge by intraperitoneal injection of E.
tarda (100 pL of 10° UFC / mL). The three selected bacteria increased the specific growth rate, reduced mortality of fish during the
experimental challenge with E. tarda and did not cause mortality during the addition in the feed. The positive effects observed in vivo
are possibly associated with in vitro activity; however, for biosafety reasons, it is recommended that further studies of Exigobacterium
sp. 19 and E. faecalis 115 may be carried out since this genus have been reported of as causative agents of fish mortality, whereas in the
case of M. odoratimimus 119, verification of positive effects at a higher production scales is desirable.

Keywords: Edwardsiella tarda, fish culture, fish diseases, growth promoter.
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INTRODUCCION

Laacuiculturaesunaactividad productiva con un crecimiento
considerable en Colombia y el mundo, sin embargo enfrenta
limitaciones tecnoldgicas y de bioseguridad que ponen en
peligro su sostenibilidad (FAO, 2014). La incidencia de
bacterias patégenas como Streptococcus agalactiae, Francisella
sp. (Assis et al., 2016), Streptococcus iniae (Baiano y Barnes,
2009), Aeromonas salmonicida (Dallaire-Dufresne et al., 2014),
Aeromonas hydrophila, virus y pardsitos causa mortalidades
en tilapia cultivada en todo el mundo, generando pérdidas
econémicas importantes.

Para combatir las infecciones en el cultivo de tilapia el
uso indiscriminado de antibiéticos de amplio espectro fue
comun hasta hace pocos afios, ya que lograban controlar
las enfermedades al interferir en funciones vitales de las
bacterias, como sintesis de la pared, replicacién de ADN
y sintesis de proteinas. Sin embargo, su inclusién habitual
en las granjas desencadend problemas como la aparicién
de cepas bacterianas multiresistentes, cambios en la
microbiota propia del medio, e incluso efectos en la salud
de los animales cultivados y de los consumidores finales
(Montalban-Arques et al., 2015; Chuah et al., 2016).

Como alternativa, el uso de probidticos se ha integrado
en los protocolos de cultivo en diversas granjas piscicolas ya
que limita el tratamiento con antibidticos e incrementa la
productividad gracias a diversos mecanismos de accién como
son el fortalecimiento de sistema inmunoldgico de los peces,
actividad antibacteriana por produccién de compuestos
inhibitorios, competencia por espacio y nutrientes, entre otros
(Villamil y Novoa, 2009). A pesar de los numerosos trabajos
publicados recientemente sobre el tema, una gran parte de
probidticos comerciales contienen bacterias acido lacticas de
origen terrestre, que si bien tienen el estatus GRAS “Generally
Recognized as Safe” presentan limitaciones para colonizar y
establecerse en la microbiota de los peces y en el sistema de
cultivo, asi como restricciones en cuanto a su espectro de
accién antimicrobiana, pues generalmente solo son efectivas
contra bacterias Gram positivas (Hai, 2015). Por este motivo,
el presente estudio propone analizar la idoneidad del uso de
bacterias aisladas del intestino de tilapias cultivadas y estudiar
distintas actividades invitro e invivo. Especificamente se analizara
el potencial probidtico de los aislados 19, 115, 119 de los
géneros Enterococcus, Exigobacterium y Myroides, respectivamente.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de bacterias asociadas a tilapia
Se usaron juveniles de tilapia (Oreochromis niloticus) sanos,
obtenidos del SENA agropecuario de Gaira, Magdalena.
Los peces se aclimataron a 26 °C en acuarios de 20 L,
con aireacién continua, con 12 horas de luz y oscuridad y
recambio diario de agua del 75 %.

Después de un dia sin alimentacién, los peces se
sacrificaron siguiendo los principios de bioética de Russel y
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Burch (1959) y en condiciones de esterilidad se obtuvieron
muestras de macerados de intestino. Las muestras se
sembraron en distintas diluciones (10, 103, 10, 10, 10,
107) en agar tripticasa soya (TSA, Becton and Dickinson,
USA) a temperatura ambiente durante 48 a 72 horas. Se
procedié al aislamiento de las colonias y su posterior
almacenamiento en el medio correspondiente con 25 % de
glicerol para su conservacién a -80 °C.

Evaluacion de actividad antimicrobiana de los productos
extracelulares
Los productos extracelulares (ECPs) se obtuvieron segtn
Cabo etal. (1999), para ello cada bacteria se sembré en 10
mL de caldo tripticasa soya (TSB) durante 24 horas a 30
°C. Después de la incubacién el pH se ajusté a 3,5 con HCL
2 N, se calenté a 80 °C por tres minutos y se centrifugd a
500 g por 30 minutos, posteriormente se filtré a 0,45 pm,
se ajusté a pH 6,0 y se almacenaron en alicuotas a -80 °C.
En placa estéril de 96 pocillos (Corning, Sigma-Aldrich,
USA) se agregaron por triplicado 50 pL de los ECPs obtenidos
delos aislados 19,115,119y 50 pL de las bacterias patégenas,
a 10 UFC / mL. La placa se incubé 24 horas a 30 °Cy se
midié la absorbancia cada 12 h a 600 nm y los valores de
absorbancia se expresaron como porcentaje de inhibicién.

Inhibicién del Quorum Sensing

Se llevé a cabo seglin metodologia propuesta previamente
(Villamil etal., 2014). Brevemente, se realizé siembra masiva
de Chromobacterium violaceum en agar CASO (Sigma-Aldrich,
USA)y se impregnaron discos de papel filtro estériles con los
ECPs de las bacterias seleccionadas. Se incubé a 30 °C por
24 horas y registraron las medidas de los halos de inhibicién
de produccién de pigmento (violaceina) segin la técnica de
disco de difusién. El resultado se expresé en milimetros y se
consideré como positivo para la disrupcién del QS.

Adherencia bacteriana a mucus intestinal

Se emplearon adultos de tilapia (O. niloticus) sanos,
mantenidos en las mismas condiciones mencionadas antes.
Sellevé a cabo la extraccién de mucus intestinal de tres peces
adultos segtin metodologia propuesta previamente (Vine
et al., 2004), con algunas modificaciones; en condiciones
asépticas se obtuvo el mucus intestinal, se resuspendid
en solucién NSS (NaCl, 17,6 g; Na,SO,, 1,47 g; NaHCO,,
0,08 g; KCl, 0,25 g; KBr, 0.04; MgCl.6H,0, 1,87 g; CaCl,.
H,0, 0,41g; SrCl,.6H,0, 0,008 g; H,BO,, 0,008 g en 1000
ml de agua destilada), se centrifugé dos veces a 8000 g
por 15 minutos para eliminar la materia particulada y el
sobrenadante se filtré a 0,22 pm, se ajusté a 0,25 mg / mL
de proteina por el método de Bradford.

Se inmovilizaron 300 pL del sobrenadante filtrado de
mucus intestinal de tilapia en un portaobjetos y dej6 secar
12 horas, posteriormente se fij6 la placa con metanol por 20
minutos. Aparte se prepard una suspensién de la bacteria
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a una concentracién de 108 cel / mL y se afiadieron 200 pL
de la suspensién bacteriana sobre el portaobjetos con el
mucus intestinal previamente fijado. Se incubé a 20 °C por
dos horas con agitacién suave, se lavd, y fij6 en metanol
por 20 minutos y se tiid con cristal violeta para recuento
al microscopio de las células bacterianas adheridas. Este
procedimiento fue realizado por triplicado.

Cinética de crecimiento bacteriano

Se siguié la metodologia Zamora et al. (2003), que consistié
en cultivar por separado cada aislado bacteriano y el patégeno
en medio TSB. Posteriormente, se sembraron por triplicado
100 mL de cada suspensién bacteriana en una microplaca de
96 pocillos, ajustada a una absorbancia aproximada de 0,05
(600 nm) con el fin de realizar un andlisis espectrofotométrico
(Modulus Microplate Reader, Turner) a 600 nm cada 12
horas durante tres dias. A partir de los datos de absorbancia
se construyé una curva de crecimiento que estima la
concentracién de microorganismos. Se estudié la cinética de
crecimiento de 19, 115, 119 y E. tarda como control.

Para determinar las caracteristicas del crecimiento de
las bacterias se tuvo en cuenta la velocidad especifica de
crecimiento (pendiente de la recta que se obtiene de la
representacion grafica del logaritmo neperiano de los valores
de absorbancia final menos inicial en funcién del tiempo en
fase de crecimiento exponencial).

Identificacion bacteriana
Se realizé la caracterizacién morfolégica y bioquimica de
cada aislado previamente seleccionado de acuerdo con las
caracteristicas morfolégicas y bioquimicasy la identificacion
molecular mediante la extraccién de ADN de las bacterias
seleccionadas (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen, USA).

Para la amplificacién de los genes se usaron los iniciadores
y condiciones de amplificacién descritas previamente
(Chakravorty et al., 2007). Las secuencias obtenidas se
analizaron mediante Blast en la base de datos de GenBank
del NCBI (National Library of Medicine, National Center for
Biotechnology Information, 1982)y del Ribosomal Database
Project (Cole et al., 2014). Para la asignacién de género y
especie se siguieron las recomendaciones para el empleo
de genes 16S en la identificacién bacteriana. Como son:
minimo de 500-550 bases secuenciadas con un porcentaje
de ambigiiedad menor al 1 %, para la identificacién especies
se usoé el criterio de minimo 99 % ideal 99,5 % de similaridad
a la cepa de referencia.

Preparacién del alimento para ensayos in vivo
Los aislados seleccionados se incubaron en TSB 24 horas
a 30 °C, se tomaron indculos y se lavaron en tampdn PBS
estéril, se ajusté a 10® UFC / mL y se verificé por posterior
recuento en placa en agar TSA.

Se utilizé alimento comercial para tilapias con
24 % de proteina y se mezclé la dilucién de la bacteria

correspondiente hasta que quedara himedo de manera
homogénea. Posteriormente se dejé secar y se refrigeré a 4
°C por un periodo maximo de cuatro dias. Al alimento para
el grupo control se le agregé el buffer PBS estéril en el mismo
volumen de los demads tratamientos.

Evaluacion del crecimiento de tilapia

Se usaron tilapias (O. niloticus) sanas de 0,2 a 2 g, obtenidas
del SENA agropecuario de Gaira, Magdalena. Los peces se
aclimataron a 26 °Cy se alimentaron con pienso comercial
ad libitum; para luego ser distribuidos en acuarios de 20 L, a
la misma temperatura con aireacién continua y recambio
diario del 25 % de agua.

Para evaluar el efecto de los aislados de bacterias nativas
(aislados 19, 115, 119), se conté con tres tratamientos
correspondientes a cada aislado bacteriano, cada uno con
cuatro réplicas independientes (n = 15 peces sanos). Se
administré el alimento correspondiente a cada tratamiento
(10% UFC / g) y control, tres veces al dia en raciones que
suman el 5 % de su peso corporal, hasta completar cuatro
semanas. Se tomaron longitud total y peso en los dias uno
y 30 del experimento, para su posterior andlisis estadistico.
Cada tratamiento y el control se efectuaron por triplicado.

Evaluacion del efecto de los aislados seleccionados
durante una infeccién experimental con E. tarda

Después de 15 dias de suplementacién en el alimento con
los aislados nativos 19, 115, 119 usando el mismo protocolo
indicado en el punto anterior de la metodologia , se efectué
un desafio experimental mediante inyeccién intraperitoneal
con la bacteria patégena E. tarda 100 pL (10° UFC / mL) y se
emple6 PBS para los controles. Se estimé la sobrevivencia
en cada uno de los grupos teniendo en cuenta el n de los
peces al iniciar el periodo de infeccién. E. tarda fue aislada
nuevamente de los organismos que murieron para confirmar
el agente etioldgico de acuerdo con los postulados de Koch
(Evans, 1976). Cada tratamiento fue evaluado por triplicado.

Tratamiento de datos

Se realizaron célculos de incremento en peso mediante la
determinacién de la tasa de crecimiento especifica, TCE
segin Martin etal. (2013).

TCE (% dia)= In Wf-In Wi /t x 100

W.: Peso promedio inicial, Wf: Peso promedio final, t:
tiempo de tratamiento.

Para los tratamientos mencionados anteriormente, se
realizé un andlisis exploratorio de los datos, involucrando
medidas de tendencia central (Orozco-Medina et dl.,
2002) y medidas de variabilidad de tipo inferencial (error
estdndar) (Cumming et al., 2007). Adicionalmente después
de comprobar la normalidad (Curtosis) y homogeneidad
(Test Bartlet) de los datos, se realizaron andlisis de varianza
(ANOVA) para la adherencia a mucus intestinal, TCE y
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la sobrevivencia, tanto en el periodo de tratamiento con
alimento suplementado, asi como para el ensayo de la
infeccién. Se utilizé el programa Statgraphics Plus 5.0.

Consideraciones éticas

Todos los experimentos con peces se realizaron teniendo
en cuenta las normas para la investigacién en animales
contenidas en la Ley 84 (Congreso Nacional de Colombia,
1989). El manejo y cultivo de los aislados bacterianos
se llevé a cabo conforme al manual de Seguridad de
Laboratorio de la Universidad. No se requirié un permiso de
ICA, ya que tilapia es un recurso de pesca y acuicultura en
Colombia y los experimentos planteados fueron realizados
en laboratorio a pequefia escala.

RESULTADOS

Evaluacién de actividad antimicrobiana e inhibicién de
QS de los productos extracelulares

Se aislaron un total de 120 morfotipos bacterianos, de
los cuales el 30 % aproximadamente tuvieron actividad
antibacteriana contra alguna de las bacterias patégenas
estudiadas. Se seleccionaron tres morfotipos bacterianos
aislados de intestino que presentaron mayor actividad
antibacteriana, contra E. tarda y S. agalactiae: 19 inhibié 24,5
y 31 % respectivamente, 115 18 % en ambos casos y el aislado
119 inhibi6 21.4 y 22 % respectivamente.

Las pruebas de inhibicién de quorum sensing (QS),
indicaron que los aislados 19 e 119 tienen capacidad para
limitar la produccién de violaceina de la bacteria indicadora,
C. violaceum y generaron halos de inhibicién de produccién
de pigmentos de 6,5y 7,5 mm respectivamente.

Adherencia bacteriana a mucus intestinal

Se observé una diferencia significativa (p<0,001) en la
capacidad de adherencia al mucus intestinal. Los aislados 115,
119 tienen una capacidad de adherencia superior al aislado 19 y
a la bacteria usada como referencia, E. tarda (Fig. 1).

600 -
500 |
400 -
300 |
200 -

100 -

Nuamero de bacterias adheridas

I ==

Cinética de crecimiento

Se observé diferencia en la curva de crecimiento de los
aislados estudiados; a las 24 horas el aislado 19 presenté el
crecimiento mds rdpido en comparacién con los aislados
115, 119 y similar a E. tarda. A partir de las 36 horas el
crecimiento de 19 se estabilizé, mientras que el de E. tarda
aumentd significativamente, seguido de 115, por su parte
el de 119 se mantuvo muy bajo durante todo el tiempo
de estudio (Fig. 2). La velocidad especifica de crecimiento
para E. tarda fue 1,906; para 19 0,84; para 115 1,81 y para
119 0,11.

Identificacion

Se encontré una homologia de 100 %, en el caso de los
aislados 115, identificado como Enterococcus faecalis, y el
aislado 119 identificado como Myroides odoratimimus. El
aislado 19, solo pudo ser identificado a nivel de género
como Exiguobacterium sp.

Evaluacion del crecimiento de tilapia

El tratamiento con los aislados seleccionados causé un
incremento en |a tasa de crecimiento especifico de los peces
superior al control sin probidticos. A pesar de no encontrar
diferencias estadisticas entre tratamientos, los mejores
resultados se observaron con el suplemento en el alimento
con el aislado 115 E. faecalis (Fig. 3).

Evaluacion del efecto de los aislados seleccionados
durante una infeccién experimental con E. tarda

Los peces infectados experimentalmente que no consumieron
el alimento suplementado con los aislados seleccionados
como potencial probidtico (19, 115, 119) o tratamiento
control tuvieron una supervivencia promedio de 55,7 %;
mientras que los tratamientos con suplemento probidtico
superaron la supervivencia del 70 % (Fig. 4).

E. tarda
19

Exiguobacterium sp.

E. faecalis M.odoratimimus 119

115

Figura 1. Comparacién de la adherencia bacteriana de posibles probidticos y patégeno E. tarda, a mucus intestinal de tilapia nilética expresada
como el niimero de bacterias adheridas al mucus intestinal por recuento con tincién con cristal violeta, comparacién entre los tres aislados con
potencial probidtico 19 Exiguobacterium sp., 115 Enterococcus faecalis, 119 Myroides odoratimimus. y E. tarda + E.S. n=3. Existen diferencias significativas

entre tratamientos (p < 0,001).
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0,25 -

Densidad Optica (600 nm)
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—t—F. tarda

== Exigiobccterium sp.

19

—tr—F. faecalis 115

i V. OlOFaTImMimMuS 119

12 24 36 48 60 72

Horas

Figura 2. Cinética de crecimiento bacteriana expresada como la densidad éptica (O.D a 600 nm) de aislados bacterianos con potencial
probidtico 19 Exiguobacterium sp., 115 Enterococcus faecalis, 119 Myroides odoratimimus y el patégeno E. tarda a diferentes horas de incubacién. Datos

presentados como la media + SD. n=3.

TCE (porcentajef dia)

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

Control Exiguobacterium sp. 19 E. faecalis 115 M. odoratimimus 119

Figura 3. Tasa de Crecimiento Especifico de tilapia nilética, (TCE porcentaje/dia) con alimento suplementado con aislados con potencial
probidtico 19 Exiguobacterium sp., 115 Enterococcus faecalis, 119 Myroides odoratimimus a 10° UFC / g y control durante cuatro semanas.
TCE (% dia)= In Wf-In Wi/t x 100. W.: Peso promedio inicial, Wf: Peso promedio final, t: tiempo de tratamiento. n=4. No se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos (p = 0,12).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Supervivencia (%)

Control Exiguobacterium sp. 19  E. faecalis 115 M. odoratimimus 119

Figura 4. Supervivencia de tilapia nildtica durante una infeccién experimental con E. tarda, después de 15 dias de alimentacién con los aislados
con potencial probidtico 19 Exiguobacterium sp., 115 Enterococcus faecalis, 119 Myroides odoratimimus a 10° UFC / gy control. Promedio de supervivencia
+S.D. n=3. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p = 0,142).
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DISCUSION

Los aislados bacterianos de tilapia evaluados en este estudio
presentaron actividades in vitro y efectos in vivo que permiten
su postulacién como posibles probidticos para el cultivo de
tilapia, con algunas consideraciones que se expondrén.

Exiguobacterium sp. (19)

En el caso de Exiguobacterium sp. 19, hasta el momento,
este es el primer estudio en el que se reporta el género
como potencial probidtico para el cultivo de tilapia. Este
aislado, presenté la mayor actividad antimicrobiana
contra bacterias patdgenas para tilapia como E. tarda y S.
agalactiae, probablemente relacionado con la produccién de
compuestos antimicrobianos que ha sido también descrita
en otras especies del género como Exiguobacterium mexicanum,
en la que se ha encontrado descrito la produccién de dos
compuestos: 3,6,18-trion, 9,10-dihydro-12’-hydroxyl-
2metil-5-(fenil metil) (5’-alfa, 10-alfa)-dihidroergotamina
(C3) y dipropil-S-propil ester (C4) con actividad bactericida
contra Shigella flexneri, Klebsiella pneumonia y Salmonella enterica
(Shanthakumaretal., 2015).

Por otra parte, los resultados indican actividad disruptora
del QS por Exiguobacterium sp. 19, tras evidenciarse el halo
de inhibicién de violaceina de la bacteria biosensora
(C. violaceum); el mecanismo especifico para interferir
en el QS, requiere ser estudiado en el futuro con mayor
detalle; se presume pueden ser de caracter enzimdatico con
potencial para degradar la acil homoserin lactona (AHL)
(Grandclément et al., 2016). Esta actividad se asocia con
el potencial de inhibir la expresién de factores de virulencia
que se regulan por QS en bacterias patdgenas, sin afectar
directamente su division y crecimiento representa una
ventaja al no ejercer presién selectiva y eventual resistencia.
En acuicultura, otras especias bacterianas han sido efectivas
en la disrupcién del QS, por ejemplo Bacillus sp. QSI-1,
aislado del tracto gastrointestinal de Carassius auratus,
con capacidad degradadora de AHL (Chu, et al., 2014).,
permitié un incremento en la tasa de supervivencia de pez
cebra (Danio rerio) infectado experimentalmente.

Se sabe que a su vez, Exiguobacterium produce una
molécula de comunicacién tipo acil homoserin lactona AHL,
3-oxo-octanoyl homoserin lactona (30C8-HSL), que regula
la formacién de biopeliculas y produccién de compuestos
extracelulares (Biswa y Doble, 2013).

Invivo, lainclusién del aislado 19 en el alimento de la tilapia
no generé mortalidad en los peces, al contrario causé un
incremento considerable en la tasa de crecimiento especifica,
posiblemente también relacionado con la produccién de
proteasas y antioxidantes descrita previamente en el género
(Kumary Suresh, 2014). La actividad celulitica y alginolitica
encontrada en especies del mismo género también pudo
contribuir a la mejor asimilacién de nutrientes presentes
en el alimento (Mohapatra et al., 2012). Por otra parte,
estudios previos indican que este género bacteriano tiene

un efecto positivo en el crecimiento y el desarrollo de los
nauplios de Artemia franciscana (Orozco-Medina et al., 2002).

La inclusién de Exiguobacterium sp. 19, en la dieta generd
un aumento en la supervivencia durante la infeccién
experimental con E. tarda. Estos resultados sugieren que
a pesar de tener un crecimiento menos rapido que el
patégeno y mostrar una adherencia al mucus intestinal
relativamente bajo, su administracién continua durante 15
dias ejerce un efecto positivo en pardmetros productivos de
alta importancia como son supervivencia e incremento en
peso de tilapia.

En otros campos se han descrito aplicaciones
biotecnoldgicas de Exiguobacterium ya que posee la capacidad
de neutralizar aguas residuales de la industria textil y
de remover pesticidas (Lopez et al., 2005), también alta
actividad degradadora de poliestileno (Yang et al., 2015) y
de generar condroitina / glicosaminoglicanos (Bhotmange
y Singhal, 2015).

Enterococcus faecalis (115)

En cuanto a 115 Enterococcus faecalis, se observé actividad
antibacteriana in vitro contra los patégenos estudiados, que
puede estar relacionada con la produccién de metabolitos
secundarios y bacteriocinas capaces de inhibir el crecimiento
de patdégenos Gram positivos y negativos descritos
previamente en este género (Araujo et al., 2015; Schubiger
etal., 2015, Ghomarassi et al., 2016). E. faecalis también se
aisl6 del pez Channa striatus presentando actividad contra
A. hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, Shewanella putrefaciens,
al ser administrado en el alimento causé efectos positivos
en el incremento de la supervivencia durante una infeccién
experimental con A. hydrophila (Allameh et al., 2014). En el
presente estudio se evidencié que su inclusién en la dieta
causé un aumento en la tasa de crecimiento especifico de los
pecesy unadisminucién en la mortalidad de tilapia infectada
experimentalmente en comparacién con el control. De igual
manera, se ha descrito que otras especies del mismo género
como Enterococcus faecium, generan incremento en el peso y
respuesta inmunoldgica en tilapia cultivada (Wang et dl.,
2008), asi mismo, nuestros resultados indican que 115 E.
faecalis, presenta una alta adherencia al mucus intestinal
de tilapia, lo cual puede estar relacionado con la tasa de
crecimiento especifica superior observada en estudios
previos.

Por otra parte, se ha descrito que la administracién a
través del alimento vivo de E. faecium IMC 511 a larvas de
Solea solea, causd una disminucién del recuento de vibrios
con respecto a las larvas control, asi como una reduccién
en la expresién de la proteina de choque térmico, HSP70
indicadora de estrés y miostatina, relacionada con la
limitacién del crecimiento de tejido muscular (Avella et al.,
2011). Recientemente, (Matsuura et al., 2014), mostraron
que E. faecalis inactivada por calor e inoculada por inyeccién
intraperitoneal en la carpa Carassius auratus langsdorfii, tiene
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un efecto inmunomodulador causando un incremento en
los linfocitos CD4-1y CD8a+.

No obstante, es preciso advertir que algunas especies
de Enterococcus han sido identificadas como patdgenas para
tilapia (Martins et al., 2009), asi como portadoras de genes
de resistencia a antibiéticos (Osman et al., 2016), por esta
razén es importante verificar que la especie con potencial
uso probidtico no genere ninglin efecto adverso para el
hospedero. Se aclara que en el presente estudio, no se
evidencié mortalidad o signos de enfermedad causada por el
aislado evaluado (115), por lo que se recomienda tener mayor
informacidn relacionada con la bioseguridad de la especie.

Myroides odoratimimus (119)

Respecto a 119 M. odoratimimus, se sabe que esta especie
bacteriana ha sido aislada de peces marinos previamente
asi como de tilapia Oreochromis mossambicus, encontrandose
una alta capacidad de adherencia a sustratos (Wu et al.,
2010) ademds, M. odoratus también se aislé de tilapia O.
mossambicus y mostré ser una especie que tiende a agregarse
y generar crecimiento en biofilms (Jacobs y Chenia,
2009). Los resultados de adherencia a mucus intestinal
de tilapia nildtica encontrados en el presente estudio,
muestran una alta capacidad de adherencia del aislado 119,
significativamente superior a E. tarda.

Otro de los mecanismos, por medio de los cuales esta
especie puede ejercer accién probidtica es mediante
la actividad antibacteriana a través de la produccién
de metabolitos (Dharne et al, 2008), asi como por la
produccién de lactonasas que causan una interferencia
relevante en el QS (Ma et al., 2013). En el presente estudio
se encontré que el aislado 119 tiene actividad antibacteriana
contra E. tarda y S. agalactiae y también interfiere en el QS,
tal como pudo observarse por el halo de inhibicién de
produccién de violaceina en C. violaceum.

El aislado M. odoratimimus 119 incrementé la TCE en
comparacién con los peces control y también aumenté la
sobrevivencia de los peces tratados, en aproximadamente el
20 % durante la infeccién experimental con E. tarda, bacteria
patdgena en la que es conocida la produccién de moléculas
como N-acyl-homoserin lactona y auto inductor A2 como
moléculas mediadoras de QS.

Otra posible manera de incrementar la supervivencia
de los peces, es a través de la estimulacién del sistema
inmune, mecanismo demostrado en Myroides pelagius PTH7,
que redujo la expresién de citoquinas pro inflamatorias en
ratones (Islam eal., 2014).

Sin embargo, es necesario aclarar, que a pesar de que en el
presente estudio el aislado 119 no causé mortalidad ni algin
sintoma de enfermedad, Ravindran et al. (2015) sefialaron
a Myroides odoratimimus (NIOCR-12) como el agente causal
de mortalidad en lisa, Mugil cephalus, por lo que se requiere
mayor estudio del presente aislado, antes de ser evaluado en
el cultivo de tilapia a escala comercial.

CONCLUSIONES

Las bacterias aisladas de tilapia nildtica; Exiguobacterium sp.
19, Enterococcus faecalis 115 'y Myroides odoratimimus 119 tienen
capacidad para aumentar la tasa de crecimiento especifico,
al ser administradas en el alimento y aumentar el porcentaje
de sobrevivencia en juveniles de O. niloticus, después de una
infeccién experimental con E. tarda. Su uso como probidticos
podria estar explicado por varios mecanismos evaluados
in vitro, sin embargo, existen riesgos de bioseguridad que
demandan futuros estudios para los aislados E. faecalis 115 y
M. odoratimimus 119, mientras que el efecto de Exiguobacterium
sp. 19 deberia ser estudiado a escala piloto antes de su uso
como probidtico en cultivos comerciales de tilapia.
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