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1. Que son los probidticos?

La palabra se origina de dos vocablos griegos “pro” y “bios” que
significan “para la vida” (Castro y Rovetto, 2006; Gismondo et al.,
1999). El termino probidtico fue introducido por Parker (1974),
y fue definido originalmente como “organismos y sustancias que
contribuyen al balance intestinal microbiano”. Fuller 1989, lo define
como microorganismos vivos que adicionados en el alimento
mejoran el balance microbiano del organismo huésped. Por otro lado
los probioticos también pueden definirse como células microbianas
que una vez suministradas entran en el tracto gastrointestinal y se
mantienen vivas contribuyendo a mejorar la salud de los animales
(Gatesoupe et al., 1999).

En términos generales podemos definir los probidticos como
suplementos alimenticios con microorganismos vivos que ingeridos
periddicamente en las cantidades adecuadas, contribuyen al balance
microbiano intestinal, permitiendo controlar el crecimiento de otros
microorganismos perjudiciales mediante la estimulacion del sistema
inmune, acidificando el contenido intestinal y aportando bacterias
benéficas, ademas de levaduras que aportan vitaminas y enzimas
bacterianas que contribuyen con la mejor degradacion del alimento
consumido (Guevara et al., 2001; Eissa y Abou; 2014; Van Hai,
2015).

La aplicacion de los probidticos en la acuicultura, se relaciona con el
control biolégico frente a enfermedades infecciosas, la sobrevivencia,
el aumento del crecimiento y la actividad enzimatica, la mejora de
la respuesta inmunitaria frente al estrés y la mejora de la calidad del
agua (Sorroza, 2012; Gupta y Dhawan, 2013; Newaj et al., 2014).
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Los probidticos comtiinmente usados en acuicultura, pertenecen a
diferentes grupos como las bacterias acido lacticas y los géneros
Vibrio, Pseudomonas, Roseobacter. Igualmente, aunque de menor
interés los géneros Aeromonas, Alteromonas y Flavobacterium,
entre otros; al igual que algas unicelulares y levaduras (Ringo et al.,
2010)

2. Papel de los microorganismos en los organismos vivos

El conjunto de microorganismos intestinales (microbiota) juega
un papel importante e influye de manera directa sobre la nutricion
y salud de los animales, por lo que su alteracion afecta el estatus
fisiologico de los organismos incluyendo la inmunidad, crecimiento,
desarrollo general y la calidad final del producto. La microbiota en
animales acudticos no existe como una entidad absoluta, sino que
hay una interaccion constante entre el ambiente y el pez, de tal
forma que los peces y los microorganismos comparten el mismo
ecosistema (Al-Harbi y Uddin, 2005).

Lamicrobiotay la barrera gastrointestinal se desarrolla gradualmente
desde el nacimiento, en peces a diferencia de los animales terrestres
(la flora microbiana materna es la fuente inicial de colonizacion
bacteriana), la colonizacién bacteriana esta determinada por su
contacto con el ambiente circundante y es influenciada por la ingesta
de alimento, la secrecion hormonal y la absorcion de nutrientes, la
presencia de proteinas y enzimas digestivas (Isolauri et al., 2001;
Escobar et al., 2006; Sorroza 2012).

Inicialmente cepas anaerobias facultativas dominan el intestino y
posteriormente la diversidad de la microbiota dependera del tipo
de dieta ingerida, la edad, la ubicacion geografica y el estatus del
organismo (Isolauri et al., 2001), asi como de los microorganismos
presentes en el agua y el sistema de cultivo donde se crien lo que
permitira que se dé un equilibrio entre la gran diversidad de bacterias
benéficas y patdgenas, cuyos géneros y especies se encuentran
directamente afectados por el ambiente (Escobar et al., 2006).

La microbiota presenta funciones metabolicas, troficas y protectoras.
La metabélica tiene como proposito colaborar en los procesos de
digestion y absorcion de nutrientes para proporcionar energia al
organismo. La trofica fomenta el crecimiento y diferenciacion
celular, ademas de estimular el sistema inmune del organismo;
mientras que la funcion protectora se desarrolla desde el nacimiento,
actuando como la primera linea de defensa contra microorganismos
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externos patdogenos oportunistas (Escobar et al., 2006; Sorroza,
2012). Por lo que se hace necesario conocer la microbiota de los
animales de cultivo y el efecto que podrian tener diferentes factores
sobre la misma (Escobar et al., 20006).

Se ha demostrado que la microbiota de los peces controla la
proliferacion bacteriana en el intestino, el desarrollo metabolico de
los nutrientes y la respuesta inmune innata a través de la regulacion
de la expresion de mas de 200 genes (Rawls et al., 2004).
Actualmente se considera a la microflora intestinal de los peces
como especifica, la cual se vuelve estable al llegar a la etapa adulta.
En los peces de agua dulce los grupos predominantes en el tracto
gastrointestinal pertenecen a los géneros Aeromonas, Pleisomonas,
Enterobacteriaceae y Pseudomonas mientras que en los peces
marinos la flora esta dominada por los géneros Vibrio y Pseudomonas
(Cahill, 1990).

3. Eleccion de cepas probioticas

La selecciébn de cepas probidticas es un proceso complejo,
debido a las constantes alteraciones y cambios en la estructura y
funcionamiento de las comunidades microbianas, causado por la
interaccidn de estas con el medio ambiente (Verschuere et al., 2000).
Algunas investigaciones sugieren que los probidticos deben ser
seleccionados del propio huésped sobre el cual van a ser empleados,
minimizando de esta manera los efectos provocados por la diferencias
entre los ambientes en que se desenvuelven los organismos (Duwat
et al., 2000). Aunque existen trabajos donde se evidencia el efecto
benéfico de bacterias aisladas de otros organismos sobre el bienestar
de los peces.

Igualmente diversos autores mencionan que la mejor opcion para la
eleccion de la cepa probiotica adecuada, es a través del aislamiento
del tracto gastrointestinal de la misma especie (Van Hai, 2015), por
lo que se hace necesario tener un conocimiento claro de la flora
y la ecologia microbiana del intestino para asi poder identificar
aislar y caracterizar los microorganismos presentes, y poder
seleccionar aquellos que por sus efecto beneficiosos puedan tener
el efecto esperado. Un amplio rango de microorganismos incluidas
bacterias gram negativas y gram positivas han sido empleadas como
probioticos en acuicultura, tales como, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Enterococcus, Carnobacterium, Shewanella, Bacillus,
Aeromonas, Vibrio, Enterobacter, Pseudomonas, Clostridium, and
Saccharomyces species (Nayak, 2010), para el caso de las tilapias las
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bacterias mas comunes encontradas son los generos Pseudomonas,
Aeromonas, Enterobacteraceae, Vibrio, Citrobacter, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus coryniformis,
Lactobacillus farciminis, y Streptococcus (Escobar et al., 2006; Van
Hai, 2015). De la misma manera las bacterias acido lacticas son
utilizadas comtiinmente en el cultivo de tilapia (Apun et al., 2009).

Para que una cepa sea considerada como probidtica, esta debe
cumplir con las siguientes caracteristicas:

a. Efecto antagonista frente a diferentes patdgenos

b. Resistencia al pH y a la bilis: capacidad de esta de llegar viva al
intestino, mantenerse y proliferar una vez ingerida, las bacterias
seleccionadas como probidticos deben resistir las enzimas de la
cavidad oral (lisozima, amilasa), el pH bajo del estomago, asi
como las concentraciones de sales biliares y juegos pancreaticos
secretados en el intestino delgado (Escobar et al., 2006; Sorroza,
2012)

c. Inocuidad: La cepa debe estar exenta de patogenicidad y ser
incapaz de ocasionar dafio al huésped, ofreciendo efectos
beneficiosos en la interaccion con el mismo (Irianto y Austin,
2002).

d. Capacidad de adhesion a células intestinales: La capacidad de
adherirse al epitelio intestinal le permitira competir y sobrevivir
en dicho ecosistema (constante movimiento y flujo), ya que solo
las que poseen dicha capacidad pueden colonizar el intestino,
formando parte de la primera barrera defensiva de los peces
frente a los patogenos. Si no se posee esta capacidad, esta se
convierte en un organismo transitorio (Escobar et al., 2006;
Vine et al., 2006).

4. Mecanismo de accion de los probidticos

Los probioticos administrados con el alimento o en el agua de cultivo
tienen un efecto beneficioso en el huésped al modificar la comunidad
microbiana asociada al mismo o su ambiente, garantizando una
mejora en el uso del alimento o un aumento en el valor nutricional del
mismo, ademas de incrementar la respuesta inmune del hospedero
a enfermedades (Verschuerer et al., 2000), mejora el crecimiento,
reduce las malformaciones, mejora la morfologia del intestino
y el equilibrio microbiano (Merrifield, 2010). Al colonizar de
manera adecuada estos microorganismos al huésped, contrarrestan
la proliferacion de microorganismos patdogenos en al intestino,
contribuyendo a estimular el sistema inmune y mantener el ambiente
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de cultivo adecuado mejorando la calidad del agua (Nikoskelainen
etal., 2001).

El efecto beneficioso de las bacterias dependera de la exactitud con
la que lleguen al lugar donde deben actuar y en el que ejerceran
su poder inhibitorio (Verschuerer et al., 2000), ejerciendo su accion
protectoraen el huésped através del empleo de diferentes mecanismos
(Verschuerer et al., 2000; Sorroza, 2012). Estos mecanismos
pueden presentarse de manera individual o en conjunto, pero las
consecuencias para el organismo sera normalmente la supresion de
microorganismos patogenos, alteracion del metabolismo bacteriano
y estimulacion del sistema inmunologico (Escobar et al., 2006).

Produccion de compuestos inhibidores: La produccion de
compuestos antibacterianos bactericidas o bacteriostaticos es comun
entre bacterias y hongos; de ellos solo algunos son de amplio espectro
de accion y son utilizados en el control de agentes patogenos. La
presencia de microorganismos que producen sustancias inhibidoras
en el intestino constituye una barrera a la proliferacion de patogenos
oportunistas (Naiud et al.., 1999). Dichas sustancias pueden ser
bacteriocinas, peroxido de hidrégeno y la produccion de acidos
organicos de cadena corta y diacetilo que producen alteraciones en
el pH (Vine et al., 2006).

Bacteriocinas: Son metabolitos peptidicos de sintesis ribosomal,
siendo la nisina y la pediocina producidas por las bacterias acido
lacticas. Estos metabolitos ejercen actividad letal bacteriana a
través de receptores definidos ubicados en la superficie externa
de las bacterias, seguida por cambios metabolicos, fisiologicos y
morfologicos que trae como consecuencia la muerte del patogeno,
debido a la destruccion de la membrana citoplasmatica por la
formacion de poros que causan la salida de compuestos o alteran la
sintesis de proteinas o acidos nucleicos (Montville y Chen, 1998).

Peréxido de hidrogeno: Las bacterias acido lacticas utilizan el
oxigeno para formar peroxido mediante la flavoproteina oxidasa o
peroxidasa, el cual es liberado al medio, siendo altamente toxico
para otras bacterias que comparten su mismo habitad. El peroxido
de hidrogeno puede inhibir o destruir bacterias por medio de la
inactivacion de enzimas (Bjorn et al., 2003). El efecto bactericida
del perdxido se atribuye a su potente poder oxidante en la célula
bacteriana y a la destruccion de estructuras moleculares basicas de
las proteinas (Jang et al., 2008).
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Alteracion del pH por la produccion de compuestos organicos
de cadena corta: Algunas levaduras (S. cerevisiae y D. hansenii)
y bacterias, en su mayoria acido lacticas, son evaluadas como
probidticos en acuicultura por ser consideradas inocuas y por su
capacidad fermentativa, produciendo cantidades significativas de
acidos organicos de cadena corta (acidos acético, formico y acido
lactico y etanol) a partir de carbohidratos simples, lo cual produce un
aumento en la acidez intestinal que limita el crecimiento de bacterias
patogenas (Klewicki y Klewicka, 2004; Balcazar et al., 2007). Estos
acidos causan cambios del pH intracelular que son altamente toxicos
para los microorganismos porque atraviesan la membrana bacteriana
en forma no ionizada y se acumulan en forma ionizada en el interior
de la célula (Aguirre, 1993). Y asi, por ejemplo, algunos estudios in
vitro han demostrado que el acido acético y el acido lactico son los
responsables de la disminucidn del crecimiento de Carnobacterium
piscicola, Vibrio alginolyticus, Vibrio pelagius y Vibrio splendidus
(Vazquez et al., 2005).

Diacetilo: Algunos géneros bacterianos como Enterococcus pueden
producir diacetilo a partir del citrato siguiendo la via del piruvato,
que es el metabolito intermediario. Este compuesto, que es producido
en la fermentacion no acida, presenta un potente efecto inhibitorio
frente a microorganismos Gram positivos y negativos, siendo muy
utilizado en la industria alimenticia (Vallejo et al., 2008).

Produccion de acidos grasos: Algunos microorganismos producen
acidos grasos con actividad antibacteriana, la cual se encuentra
relacionada con el grado de insaturacion y tamaio de la cadena del
acido producido. Este compuesto inhibitorio produce un desbalance
en la membrana celular de las bacterias y le ocasiona la muerte
(Midolo et al., 1995; Kao y Frazier, 1996).

Competicion por energia disponible o por compuestos
quimicos: En un ecosistema abierto como el de los peces, entre los
microorganismos existe competencia por los nutrientes que hay en el
medio y por la energia que pudiera obtenerse de estos. El compuesto
quimico mas importante para la mayoria de los microorganismos
es el hierro, y su captacion es a través de siderdforos, por lo que
privandoles de este elemento se podria inhibir el crecimiento
de microorganismos indeseables cuya virulencia dependa de la
disponibilidad de hierro para su crecimiento. En un ecosistema
los colonizadores dominantes presentan sistemas avanzados de
sideroforos — hierro que les permite inhibir el crecimiento de otros
organismos privandolos de este elemento (O’Sullivan, 2001). Las
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bacterias benéficas productoras de sideroforos se pueden usar como
probidticos, ya que inhiben el crecimiento de otros microorganismos
que dependen de la disponibilidad de hierro para su crecimiento
(O’Sullivan, 2001).

El carbono es otro elemento que necesitan los microorganismos para
su metabolismo. En la microbiota intestinal de los peces predominan
organismos heterotroficos que compiten por sustratos organicos
como el carbono, pero se necesita un mayor conocimiento de los
factores que rigen la microbiota para su manipulacion (Verschuere
et al., 2000).

Competicion por lugares de fijacion: el establecimiento de la
microbiota es un componente clave para promover la salud de los
animales por mecanismos competitivos (Tapia-Paniaguaetal.,2010).
La mucosa intestinal en los peces representa uno de los principales
lugares en los que las bacterias presentes en el medio ambiente
interactiian con la microbiota intestinal, y asi, los tejidos linfoides
asociados al intestino desarrollan mecanismos para diferenciar entre
los microorganismos patégenos y comensales (Pérez et al., 2010).

La capacidad de adhesion y posterior colonizacion de bacterias
benéficas al mucus intestinal forma la primera barrera de defensa
contra la proliferacion de bacterias patogenas. Este fenémeno se
conoce como exclusion competitiva, y si esto no se lleva a cabo,
las bacterias benéficas son consideradas como microorganismos
en transito y son eliminadas junto con las heces sin haber ejercido
su funcion probidtica de manera adecuada. Debido a esto, este
mecanismo se considera como pre-requisito para seleccionar una
cepa como probiotica (Nikoskelainen et al., 2001).

Este mecanismo de adhesion y posterior exclusion de patdgenos
puede estar basado en factores fisico-quimico como la hidrofobicidad,
o factores especificos donde intervienen las adhesinas que se unen
a células receptoras presentes en el epitelio intestinal, y que estan
presentes en la superficie de las cepas probioticas (Salminen et al.,
1996).

Aumento de la respuesta inmune: El sistema inmune de los peces
presenta dos tipos de respuesta, la innata y la adquirida. La respuesta
inmune innata o sistema de defensa no especifico estda formado
por una serie factores humorales solubles (mucus, proteinas, etc),
células citotoxicas inespecificas y células fagociticas, y constituyen
la primera barrera defensiva de los peces frente a los patdogenos
(Nayak et al., 2007). La segunda linea de defensa de los peces es la
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inmunidad adquirida o respuesta inmune especifica, pudiendo ser
una respuesta celular y/o humoral, basada en una serie de cambios
adaptativos que tiene lugar dentro de las poblaciones linfoides
(linfocitos T y B) (Sorroza, 2012; Eissa y Abou, 2014). Se ha
determinado que las bacterias acido lacticas pueden influir en el
sistema inmune del huésped, ya que la interaccion de ciertas cepas
probidticas en lugares especificos del intestino puede estimular la
inmunidad general del huésped (O’Sullivan, 2001, Nayak, 2010)

Muchos de los inmunoestimulantes usados en acuicultura
como probidticos son bacterias vivas o inactivadas, esporas, y
componentes de la pared celular de bacterias y levaduras (Irianto
y Austin, 2002). Estas sustancias tienen un efecto positivo en las
funciones que regulan el sistema inmune del hospedador, debido a
que las alteraciones de estas funciones por un desequilibrio en la
microbiota pueden contribuir al desarrollo de enfermedades (Pérez
et al., 2010; Aly et al., 2008).

En trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), la utilizacion de varias
cepas probidticas como Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus
lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus
sakel administrada en la dieta durante 2 semanas, activo el sistema
inmune y protegio a los peces frente a enfermedades bacterianas
como la lactococosis y la forunculosis, mostrando porcentajes de
sobrevivencia entre 97-100% (Brunt et al., 2007; Vendrell et al.,
2007).

Mejora de la calidad del agua: La contaminacion del agua ya sea
por excretas o por desechos de alimentos son uno de los principales
factores que afectan los sistemas productivos, por lo que diferentes
estudios resaltan la importancia de mantener la calidad de esta
mediante el empleo de cepas probioticas (Biorremediadoras) para
garantizar el bienestar de los organismo alli cultivados, convirtiendo
la materia organica en CO2, ya que controlan los niveles de amoniaco
y nitritos (por lo que reciben el nombre de bacterias nitrificantes).
Entre los géneros encontrados se destacan Bacillus, Phenibacillus,
Nitrobacter, Enterobacter, Pseudomonas, Cellulomonas y
Rhodopseudomonas (Antony y Philip, 2006; Zhou et al., 2010).

Contribucion enzimatica para la digestion: Diversos estudios han

evaluado bacterias extraidas del sistema digestivo de los peces, en

las que se observa que su empleo aumenta la actividad enzimatica

del hospedador y por tanto la digestibilidad de proteinas, almidon y

lipidos, mejorando la calidad de agua (Guptay Dhawan, 2013). Tovar
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et al (2004), observaron un incremento en la actividad enzimatica y
concentracion de tripsina y lipasas en larvas de lubina (Dicentrarchus
labrax) alimentadas con levadura viva (Debaryomyces hansenii),
permitiendo la maduracion temprana del sistema digestivo de estas.
Asi mismo se reporta que el empleo en nutricion acuicola de cepas
del genero Leuconostoc sp aumenta la actividad enzimatica del
intestino y contribuye con el crecimiento y sobrevivencia de larvas
de esturion (Acipenser persicus) (Askarian et al., 2011).

Aporte de macronutrientes: Dentro del aporte de nutrientes y
produccion de metabolitos secundarios, la produccion de vitamina
B12 es el mas estudiado (Sugita et al., 1991). Esta vitamina ha sido
aislada de los microorganismos presentes en el tracto digestivo de
especies como trucha (Oncorhynchus mykiss), bagre (Ictalurus
punctatus), carpa (Cyprinus carpio), tilapia (Oreochromis niloticus),
lo que sugiere que no se requiere la administracion de esta en la
dieta. Igual sucede con la vitamina K que puede ser suministrada
por la microbiota intestinal de trucha (Salvelinus fontinalis) (Poston,
1964).

Vine et al (20006), sugiere el empleo de microorganismos probidticos
para la produccion de ciertos lipidos que contribuyen en la dieta
de especies como trucha alpina (Salvelinus alpinus), rodaballo
(Scophthalmus maximus) y tilapia (Oreochromis niloticus) alterando
la morfologia del sistema digestivo.

Las bacterias acido lacticas son las mas empleadas como probidticos
en acuicultura, debido a la capacidad de inhibir el crecimiento o matar
otras bacterias relacionadas estrechamente con ellas (antagonismo
lactico), debido a la produccion de compuestos inhibitorios como
acido lactico y otros acidos de cadena corta, al igual que metabolitos
como el peroxido de hidrogeno y bacteriocinas, con los que inhiben
el crecimiento de otros microorganismos (Sorroza, 2012; Escobar et
al., 2006).

5. Empleo de probiéticos en la prevencion de enfermedades

La cada vez mas creciente produccion en acuicultura y el aumento
de los sistemas intensivos de producciéon han causado que la
industria se enfrente a la proliferacion de enfermedades causadas
en su mayoria por una depresion del sistema inmune de los peces
producto del estrés o por la gran cantidad de materia organica
encontrada en dichos sistemas productivos que afecta la calidad del
agua. El incremento de las enfermedades causados por bacterias y
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parasitos, se ha intentado resolver empleando desinfectantes y drogas
antimicrobianas, produciendo resultados limitados y un elevado costo
para los productores (Escobar et al., 2006). El uso indiscriminado
de estos medicamento, principalmente los antibidticos ha causado
la aparicion de bacterias resistentes, al igual que la acumulacion
de residuos de los mismos en los productos finales que terminan
afectando a los consumidores finales y afectando la microflora
gastrointestinal de los organismos y la ecologia microbiana de los
sistemas de cultivo (Verschuerer et al., 2000; Al-Harbi y Uddin,
2005).

Muchos paises estan regulando el empleo de la mayoria de los
antibioticos usados en la acuicultura para la prevencion y tratamiento
de enfermedades, al igual que los usados como promotores de
crecimiento (Swann, 1969; Escobar et al., 2006).

Se ha demostrado que la manipulacion de las comunidades
microbianas juega un papel importante e influye directamente sobre
la nutricion y salud general de los animales reduciendo o eliminando
la incidencia de enfermedades y surgiendo como una alternativa al
empleo agentes quimioterapéuticos (Sorroza, 2012) antibioticos
y drogas, por lo que se han denominado a los probioticos como
amigos del medio ambiente (Wang et al., 2008). Aunque es amplia la
cantidad de especies de microorganismos con actividad probidtica,
dentro de los mas empleados podemos encontrar bacterias de los
géneros: Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium, Pediococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Vibrio, Bacillus, Pseudomonas,
Aeromonas, Alteromonas, Roseobacter y Zooshikella, al igual que
levaduras, bacteriofagos y algas unicelulares (Thalassboacter utilis
y Skeletonema costatum) (Ringo et al., 2010), los cuales act@ian
como fagos o a través de la produccion de toxinas que inhiben el
crecimiento de especies como Vibrio anguillarum entre otros (Nakai
y Park, 2002; Sorroza, 2012, Abbass et al., 2010). Aunque es amplia
la cantidad de microorganismos empleadas, los beneficios esperados
difieren significativamente de una especie a otra, asi como la etapa
y sistemas del cultivo, afectando el rendimiento de los mismos
(Sorroza, 2012).

Estudios en tilapia han aislado e identificado bacterias acido lacticas
del tracto intestinal en condiciones de cultivo, encontrando como
genero dominante a Enterococcus, de las bacterias acido lactica
aisladas se obtuvo Enterococcus durans, la cual en pruebas in
vitro presentd accion inhibitoria contra dos bacterias patogenas
(Aeromonas hydrophila y Spingomonas paucimobilis) (Poot, 2001),
[ 4
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mientras que en otra prueba de aislamiento e identificacion de
bacterias acido lacticas se obtuvo Streptococcus sp como organismo
mas viable, que al utilizarse como probiotico en dietas para tilapia
logro disminuir el estrés, aumentando el crecimiento y causando
un efecto benéfico sobre el medio ambiente, al disminuir los
microorganismos patogenos circundantes (Lara-Flores, 2003).

Tabla 1. Probioticos usados en acuicultura actian sobre patdogenos
especificos (Tomado de Akhter et al., 2015)

Categoria Genero probiotico (patogeno sobre el
que actua)
Bacterias gram positivas Arthrobacter (q, s), Bacillus (b, d, q,

x), Brevibacillus (m), Brochothrix (a),
Clostridium (b, n), Carnobacterium (n,
1, x), Enterococcus (e, q, s), Kocuria (n,
r), Lactobacillus (c, g, j, 1), Lactococcus
(n), Leuconostoc (g), Microbacterium
(n), Micrococcus (b, c), Pediococcus (h,
n), Rhodococcus (n), Streptococcus (q),
Streptomyces (q, u), Vagococcus (n) y
Weissella

Bacterias gram negativas Aeromonas  (a, ¢, g [ w)
Agarivorans,  Alteromonas  (p,
v), Bdellovibrio (b), Burkholderia,
Citrobacter (b), Enterobacter (f),
Neptunomonas (p, t, v), Phaeobacter
(n, s), Pseudoalteromonas (n, t, v),
Pseudomonas (c, h, n, q), Rhodobacter
(n), Rhodopseudomonas, Roseobacter
(n), Shewanella (i), Synechococcus
(q), Thalassobacter,Vibrio (c, n, q, x) y
Zooshikella (1)

Candidatos no bacterias

Bacteriofago Myoviridae (k) y Podoviridae (k)

Microalgas Dunaliellasalina, D. tertiolecta,
Isochrysisgalbana, Navicula,
Phaedactylumtricornutum y
Tetraselmissuecica

Levadura Debaryomyceshansenii,

Phaffiarhodozyma, Saccharomyces
cerevisiae (b, 1), S. exiguous 'y

Yarrowialipolytica
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Patogenos: a / A. bestiarum, b/ A. hydrophila, ¢/ A. salmonicida, d
/Edw. Ictaluri, e / Edw. tarda, f/ F. psychrophilum, g / Lc. Garvieae,
h/ Photobacteriumdamselae subsp. damselae, i/Ph. damselae subsp.
piscicida, j/Ps. fluorescens, k/Ps. plecoglossicida, l/Streptococcus
sp./St. iniae, m/Vibrio spp., n/V. anguillarum, o/V. campbellii, p/V.
coralliilyticus, q/V. harveyi, v/V. ordalii, s/V. parahaemolyticus, t/V.
pectenicida, u/V. proteolyticus, v/V. splendidus, w /V. tubiashii, x /Y.
ruckeri.

6. Métodos de aplicacién y administracion

Alimento o aditivos en el agua: Los probiodticos pueden ser
administrados via alimento o en el agua de cultivo (Merrifield et
al., 2010), la administracion de probioticos a peces de cultivo se
suministra a través de la alimentacion, como aditivo para alimento
balanceado, como: pellets, granulos y microencapsulacion, o como
bioencapsulacion de alimento vivo enriquecido con probiotico. Los
aditivos para el alimento balanceado son los mas empleados en
acuicultura, debido a que la mayoria de probidticos estan disefiados
para ser mezclados con los alimentos. Los probidticos también
pueden ser administrados directamente en el agua de cultivo (Apun
et al., 2008). No existe evidencia que pruebe cual método de
aplicacion es mejor (Van Hai, 2015).

Solo o combinado: Los probidticos pueden ser administrados solos
o en combinacion (Kesarcodi et al., 2008), la administracion de
suplementos ya sea solos o mezcla han dado resultados positivos,
la mezcla de microorganismos puede brindar beneficios adicionales
al hospedero, mientras que los administrados solos son menos
efectivos (Verschuere et al., 2000), aunque no siempre la mezcla
de microorganismos trae beneficios al hospedero (Iwashita et al.,
2015).

Dosificacion: Un amplio rango de dosificaciones ha sido aplicado
para el uso de probioticos en acuicultura de los cuales la mezcla
con alimento en dosis de 105 — 109 UFC g-1 es la manera mas
comun de trasmitirlos a los peces (Van Hai, 2015). Mientras que
las bacterias probioticas son utilizadas en altas concentraciones,
almidones y levaduras son utilizados a razon de unos pocos gramos
por kilogramo de alimento. De hecho, el nivel optimo de levadura
de panaderia viva fue de un gramo por kilogramo de alimento para
el cultivo de tilapia nilotica (Abdel et al., 2008).

Tiempo de duracion: Los probioticos administrados en los cultivos
de tilapia tienen un rango de duracion entre 15 y 94 dias, aunque
existen experimentos con tiempos de duracion prolongados que van
desde los 3 a los 8 meses, desafortunadamente no existe evidencia
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probada del efecto del tiempo de administracion de los probidticos
en los sistemas de cultivo (Van Hai, 2015).

7. Que son prebioticos

Se ha definido prebiotico como una serie de ingredientes alimentarios
no digestibles como fibras y azucares (sacaridos) (Akhter, Memon
y Mohsin, 2015; Song et al., 2014; Merrifield et al., 2010; Zhou,
Buentello y Gatlin, 2010; Talpur, Munir, Mary y Hashim, 2014;
Mona et al., 2015), que pueden ser usados en acuicultura con
multiples fines:

* Promover la abundancia de bacterias benéficas en el tracto
gastrointestinal o mejorar su actividad

»  Contribuir indirectamente a mejorar la produccion, a mantener
la salud y aumentar la resistencia a enfermedades en animales
acuaticos

*  Estimular el sistema inmune

* Proveer una fuente de energia para las bacterias intestinales

*  Mejorar la sobrevivencia en el cultivo

*  Megjorar la ultraestructura de la mucosa intestinal

* Afectar positivamente la concentracion de las proteinas del
cuerpo

* Aumentar la eficiencia de utilizacion del alimento y mejorar
crecimiento

Merrifield et al. (2010), sugieren que estos prebidticos deben
de resistir todas las condiciones del tracto gastrointestinal como
acidez, hidrolisis enzimatica y la absorcion; ademds permitir ser
fermentados por bacterias presentes en el intestino y estimular de
manera selectiva el crecimiento de mocroorganismos que mejoran
las condiciones de salud del animal o que aumenten su actividad.
Adicionalmente los prebioticos deben de regular la viscosidad del
intestino, tener bajo valor calorifico e incorporarse facilmente en
las raciones alimenticias; no producir efectos residuales y generar
un ambiente antiadhesivo para microrganismos peligrosos en el
intestino (Ganguly, Paul y Mukhopadhayay; 2010).

Los sacaridos pueden ser clasificados dependiendo del tamafio
de la molécula o del grado de polimerizacion que tenga; asi, un
monosacarido tiene una solaunidad y un oligosacarido o polisacaridos
tiene entre 3 y 10 unidades (Akhter, Memon y Mohsin; 2015).
Algunos son: fructo-oligosacaridos (FOS), manano-oligosacaridos
(MOS), galacto-oligosacaridos (GOS) o transgalacto-oligosacaridos
(TOS), lactulosa, inulina y B-glucanos.
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Los FOS y la inulina son obtenidos a partir de algunas plantas
fanerogamas (es decir, aquellas que tienen flores visibles); entre
ellas la cebolla, el ajo, las papas, la banana, el yacon, la chicoria,
la alcachofa, trigo y cebada (Lavanda, Saad y Colli, 2011). Son
carbohidratos del grupo de los fructanos y poseen polimeros de
fructosa con enlaces B-(2,1) y en su extremo una molécula de
glucosa. Los FOS son comunmente obtenidos de manera natural a
partir de la chicoria o sintéticamente de la oligofructosa. El método
de obtencion de la inulina, es similar al utilizado con la remolacha
azucarera para la obtencion de sacarosa (Velasco y Rebolé, 2014).
Ambos compuestos difieren por el grado de polimerizacion; en
el caso de la inulina, varia de 2 a 60 unidades, mientras que los
FOS tienen alrededor del 10% de las cadenas de fructanos con un
grado de polimerizacion entre 2 y 5. De esta manera, estos ultimos
se pueden obtenerse también mediante una enzima indoinulinasa
llevando a cabo una hidrolisis parcial de la inulina (Dominguez,
Vasquez, Ramos; 2009).

Los MOS son complejos glucomano proteinicos presentes en
diferentes formas, que comunmente tienen un azucar y enlaces
glucosidicos de tipos diferentes alfa-1,6-glucosido, alfa-1,2-
glucosido, alfa-1,3-glucosido o beta-1,3-glucdsido. Son obtenidos
por hidrolisis enzimatica de la pared celular de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, y de hongos como los Paecilomyces
y el Ganoderma lucidum. Recientemente se ha incluido su uso en
salmonidos (Merrifield et al., 2010).

Los galacto-polisacaridos son obtenidos a partir del suero de la
industria quesera mediante el empleo de una enzima denominada
B-galactosidasa, que es ampliamente estudiada y de facil
disponibilidad. El proceso de transgalactosilacion, se presenta
bajo condiciones especificas de temperatura, pH, concentracion
de sustrato y fuente enzimatica. Pueden producirse mezclas de tri,
tetra o pentasacaridos con enlaces B 1-3, 1-6 y 1-4 (Dominguez,
Vasquez, Ramos; 2009). Los GOS son moléculas de bajo peso
molecular, solubles, contribuyen a una mejor absorcion de calcio y
magnesio, son estables a bajos pH y altas temperaturas a diferencia
de otros oligosacaridos.

Segtin Chirdo et al. (2011), la lactulosa es un disacarido sintético
formado por monosacaridos de galactosa y fructosa. Es de color
amarillo. Su ingesta protege de microorganismos patégenos via
disminucion del pH por formacion de acidos grasos de cadena corta
como el acido acético y el acido lactico.
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El B-glucano es un polisacarido no almidonoso de alto peso
molecular formado por polimeros de glucosa que forman largas
cadenas ramificadas unidas por enlaces f (1-4) y B (1-3). Hacen parte
de la pared celular de hongos y levaduras; de bacterias y plantas,
abundantes en los cereales como la cebada y la avena (Pizarro,
Ronco y Gotteland; 2014)

8. Mecanismo de accion de los prebioticos y su actividad
inmunolodgica

Existe reporte que los prebidticos pueden beneficiar los organismos
que los consumen potenciando el crecimiento de biota benéfica
que se encuentra en el intestino o estimulando directamente su
sistema inmune innato (Seong et al., 2014). En el primero de los
casos actuan como un factor de crecimiento especifico que impide
que otros microorganismos patogenos se adhieran al intestino por
competencia por los glucoconjugados que se encuentran a nivel
superficial en las células del intestino, modificar el pH intestinal
con la produccion de acidos grasos de cadena corta, aumentar la
produccion de moco e inducir la produccion de citoquinas (Akhter,
Memon y Mohsin; 2015). Ganguly, Paul y Mukhopadhayay (2010),
sugieren que es necesario identificar cuales prebidticos promueven
el crecimiento de bacterias especificas en las diferentes especies de
importancia comercial. La induccion de los acidos grasos volatiles
de cadena corta, es un indicativo de la presencia de bacterias
benéficas y adicionalmente les proporciona energia que pierden en
los procesos de inhibicion de las bacterias patogenas.

Con respecto al segundo caso, se ha descrito que los compuestos
prebidticos cuando son suministrados en peces inducen diferentes
tipos de respuesta inmune (Seong et al., 2014):

e Actividad fagocitica: El sistema inmunologico de los peces
esta conformado por los globulos blancos 1lamados leucocitos,
que son un grupo de células con diferentes funciones y formas
que se encargan de defender el organismo cuando es atacado
por agentes infecciosos. Algunas de estas células llevan a cabo
el mecanismo conocido como fagocitosis que es el proceso
mediante el cual un microorganismo es ingerido por la célula
para su destruccion. Cuando el microrganismo ingresa al pez,
y alcanza sitios donde estan estas células, hay contacto con
unos receptores ubicados en la membrana conocidos como
TLRs que se encargan de reconocer patrones moleculares que
se encuentran en las bacterias identificandolos como “dafiinos”;

[ 4
SENA 45
A\ SENNGVA

Sistema de Investigacion,
Desarrollo Tecnolégico e Innovacion

\

(ij‘

GIFOA




GIFON, |

46

una vez esto ocurre, son envueltos completamente por los
fagosomas y llevados a los lisosomas, que son una organela de
la célula que contiene enzimas que son capaces de destruir la
bacteria por un mecanismo llamado proteolisis (rompimiento de
proteinas). Posteriormente, unas células llamadas macrofagos
disponen residuos de este rompimiento denominados antigenos
y son dispuestos en la superficie del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad para que sean reconocidos por las células
Ty se establezca memoria inmunoldgica, para que en proximos
ataques se dé una respuesta efectiva. Los prebioticos entonces
promueven que la actividad fagocitica se haga de manera mas
eficiente, reflejado en un mejor estado de salud del animal y
evitando el uso indiscriminado de antibioticos.

Activacion de macrofagos: Los macréfagos son células
mononucleadas que se originan de monocitos derivados de
la médula o6sea y se diferencian en el tejido conectivo. Son
encargados de degradar material particulado y del proceso
de fagocitosis. Ademas de matar patdogenos, contribuyen al
sistema inmune innato para generar las repuestas maximas. El
interferébn gamma es el encargado de activar los macrofagos y
una vez esto sucede, induce la liberacion de citoquinas que son
proteinas de bajo peso molecular que regulan el mecanismo de
la inflamacion. Pueden liberar el Factor de Necrosis Tumoral
(TNF) que activa la produccion de otros mediadores de
respuesta inmune como algunas interleucinas (IL1-IL2 y otras)
cuya accion es proinflamatoria o antiinflamatoria. Funciones
similares son también llevadas a cabo por las denominadas
células dendriticas.

Estallido respiratorio: Los microorganismos patdgenos o
materiales que son fagocitados, son degradados con la ayuda
de sustancias como el perdxido de hidrogeno y los aniones de
hipoclorito, que tienen actividad microbiocida, que producen
los mismos macrofagos. Este proceso involucra un aumento
significativo en la demanda de oxigeno y el consumo de energia
intracelular que es conocido como el estallido respiratorio o
el estallido oxidativo. Como consecuencia hay produccion de
especies reactivas de oxigeno como el peréxido de hidrogeno,
aniones superoxido y radicales hidroxilo.

Fosfatasa acida: Es un conjunto de enzimas que se reparten
en diferentes organos y tipos celulares del organismo, cuya
actividad se optimiza a pHs dacidos. La también llamada
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fosfomonoesterasa, se encarga de eliminar los grupos fosfato
de las moléculas fosforiladas activando las proteasas. Via este
mecanismo, es que se lleva a cabo la actividad bactericida. Esta
enzima se almacena en los lisosomas de los macrofagos o células
dendriticas. Una vez se activan y se fusionan los endosomas de
pH bajo con los lisosomas, se activa la enzima y aumenta la
acidez interna en la organela. Entre mayor sea la actividad de
la fosfatasa acida, mayor es la activacion de los macréfagos,
mayor actividad fagocitica y se presenta el estallido respiratorio.

Actividad del complemento en suero: En la respuesta inmune,
el sistema del complemento juega un papel especial ya que
genera una de las respuestas mas potentes, donde el conjunto de
moléculas plasmaticas que lo conforman, llevan a cabo diferentes
cascadas bioquimicas para potenciar la respuesta inflamatoria,
facilitar la fagocitosis y dirigir la lisis celular, una vez son
activadas por anticuerpos de antigenos especificos, superficies
de algunas células microbianas o lectinas que son compuestos
proteicos unidos especificamente a carbohidratos. En su fase
efectora, es decir, donde implica destruccion del antigeno;
contribuye a la lisis principalmente de bacterias gramnegativas,
virus encapsulados, parasitos y células nucleadas; mediante
complejos de ataque a la membrana (MAC). El complemento
se fragmenta y algunos de estos fragmentos se unen a células
especificas y la interaccion resulta en la liberacion de histamina
producto de la degranulacion y consecuentemente hay una
inflamacion en el sitio de la infeccion. Posteriormente se da el
proceso de opsonizacion, donde algunos antigenos cubiertos con
la opsonina se unen a células fagociticas, mejorando el proceso.
Luego se da la neutralizacion del patogeno y la eliminacion de
complejos inmunes que se da posterior a su traslado hasta el
higado o el bazo.

Actividad fenoloxidasa: En algunos invertebrados marinos
incluyendo el camarodn, se diferencian 3 tipos de hemocitos:
hialinos, de granulos pequefios o semigranulados y de granulos
grandes o granulares; los cuales circulan en la hemolinfa y ante
un proceso de infeccion, responden con mecanismos como la
fagocitosis, el encapsulamiento y la formacion de noédulos
(Hernandez, 1995). En estos organismos, existe un sistema de
reconocimiento de agentes extrafios y defensa que se conoce
como la profenoloxidasa, la cual se activa mediante una enzima
a polifenoloxidasa como respuesta a estimulos que reciben los
hemocitos anivel de membrana celular originados principalmente
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por sacaridos, peptidoglucanos y lipopolisacaridos. Este
sistema de complemento en invertebrados esta compuesto por
enzimas tirosinasa, catecolasas y lacasas. Una vez se activa
la polifenoloxidasa, hay un potenciamiento de la actividad
microbiocida como consecuencia del estallido respiratorio y la
fagocitosis a partir de la opsonizacion.

Actividad lisozima: la lisozima en una enzima que cataliza
la hidrolisis de los peptidoglicanos presentes en las paredes
celulares de las bacterias rompiendo enlaces § (1-4) del acido
N-acetilglucosaminay acido N-acetilmuramico. Los macréfagos
son los principales productores de esta pero adicionalmente se
puede encontrar deforma abundante en mucus, suero y huevos
de animales marinos.

Nivel de anticuerpos en suero: Los anticuerpos son proteinas
producidas por los linfocitos B en respuesta al reconocimiento
de antigenos microbianos especificos. Estos actiian uniéndose
a la superficie del antigeno para prevenir la union con células
blanco; facilitan la fagocitosis a través de la opsonizacion y se
encargan de activar el sistema del complemento y la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos.

Hematocrito y nimero de leucocitos: Dado que el conteo de
hematocrito incrementa cuando hay una respuesta inmune, este
puede ser utilizado como una herramienta para determinar el
estatus inmunoldgico del organismo; reflejando el nimero total
de células de la linea roja, de la linea blanca y las plaquetas.
Se deben analizar las variaciones en linfocitos, monocitos,
eosinofilos, basoéfilos y neutrofilos.

9. Consideraciones finales

Del’Duca et al. (2013) recomiendan el empleo de la técnica de FISH
por sus siglas en inglés (hibridacion fluorescente “in situ”) como
herramienta potencial para caracterizar la dindmica de las bacterias
con potencial probidtico y su eficiencia en el control de bacterias
patogenas en los sistemas de produccion acuicola. Adicionalmente
las investigaciones se deben centrar en el empleo de técnica
moleculares para obtener una mayor comprension de los modos de
accion.

La preparacion de los alimentos juega un papel importante,
suministrando las condiciones adecuadas a los probidticos,
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para un buen desempefio en el huésped. La comprension de las
condiciones adecuadas (temperatura, tiempo de duracion) de
preparacion y almacenamiento son una necesidad fundamental para
el entendimiento de las cepas probidticas, por lo que para aumentar
la viabilidad o sobrevivencia de los probiodticos se deben realizar
pruebas de almacenamiento. Adicionalmente se deben realizar mas
investigaciones acerca de las proporciones de mezcla de probidticos,
la capacidad de inhibicion entre especies probioticas (cepas) y
diferentes condiciones ambientales, si se quieren obtener buenos
resultados.

El efecto de los probioticos y los prebioticos se ve potenciado cuando
se dan al animal conjuntamente (Simbidticos). Varios trabajos
han sido llevados a cabo para evaluarlos. Algunos se mencionan
a continuacion. Mona et al. (2015), en juveniles de Procambarus
clarkii encontraron mejoras en crecimiento y parametros inmunes al
suplementar dietas con un probidtico comerial (Biogen), alginato de
sodio como prebidtico y Allium sativum y Cynodon dactylon como
inmunoestimulantes. En dedinos de Channa striata, fueron evaluados
tasa de crecimiento, parametros inmunoldgicos y la resistencia
a Aeromonas hydrophila al suministrar levadura, L. acidophilus
y P-glucano; encontrandose mejoras en cada una de las variables
(Talpur et al., 2014). En el caso de hibridos de lubina a los que se
les proporciono prebidtico comercial GroBioticR-A y levadura de
cerveza bajo condiciones de infeccidn con Mycobacterium marinum;
Li y Gatlin (2005), evidenciaron moderada pero significativa
proteccion contra el patdgeno y mejoras en el crecimiento.

Aunque en el mercado existen infinidad de marcas de probidticos
y prebiodticos, se hace necesario verificar la calidad de cada uno de
ellos, idoneidad de los mismos especie especificos y verificacion de
las condiciones de desempefo de los mismos ya que el empleo de
estos no garantiza siempre los resultados deseados.

Con todo esto los probioticos y prebiodticos contintian siendo una
alternativa viable para el empleo en acuicultura ya que mejora
dos factores claves en el cultivo de especies acuicolas, como son
crecimiento y resistencia a enfermedades.
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