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USO DE EXTRACTOS VEGETALES EN LA ALIMENTACION EN CRIAS DE
TILAPIA Oreochromis niloticus EN AGROECOSISTEMAS ACUICOLAS

Zulema Guadalupe Huicab Pech, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2017.

En la acuacultura, el uso de extractos vegetales es una demanda internacional en respuesta al
impacto excesivo por aplicaciéon de compuestos quimicos, a fin de evitar las enfermedades
bacterianas, viricas y fungicas en los sistemas de produccion. Entre las enfermedades
bacterianas, en cultivo de tilapia, Aeromonas hydrophila es una bacteria que causa el 80% de
mortalidad y que estd presente a lo largo de todo el periodo de produccion. Una de las
alternativas para controlar el brote bacteriano es la creacion e innovaciéon de productos con
ingredientes vegetales y probioticos. Es por ello, que el objetivo del presente estudio fue
disminuir la mortalidad de crias de tilapia Oreochromis niloticus en agroecosistemas acuicolas,
causada por la presencia de bacterias patdgenas, mediante la aplicacion de extractos vegetales,
como aditivos alimenticios, para mejorar la calidad de la produccién de organismos y de
efluentes. Se realizaron andlisis externos y pruebas bioquimicas para conocer la presencia de
bacterias en la especie de Tilapia del Nilo. Se determinaron las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) de la combinacion de extractos y probidticos con medios selectivos para
especies de bacterias lacticas y se establecié una metodologia para la activacion, crecimiento,
antibiogramas y medios envenados. Mediante pruebas in vitro, se encontrd que el probidtico
Enterococcus faecium a una concentracion de 9.0x10* UFC mL™ inhibi6 el crecimiento de A.
hydrophila (2.0x10° UFC mL™) en cada uno de los tratamientos. Posteriormente, la combinacion
de los extractos de orégano y nopal con E. faecium mostro un halo de inhibicién superior a
8.5£1.5 mm en comparacion con el extracto de sabila. Por otra parte, la combinacion de L.
acidophilus, a una concentracion de 3.24x10° UFC mL", con orégano, mostré mayor inhibicion
del patogeno en comparacion con los extractos de nopal y sabila. Para el extracto de pozol con
bacterias E. faecium a una concentraciéon de 2.8x10* UFC mL" indic6 que cuando el probiotico
se combin6 con orégano y sabila, la inhibicion fue superior en comparacion con nopal, el cual no
present6 inhibicion de A. hydrophila en ninguno de las concentraciones. Por su parte, el extracto

de alfalfa compuesto por bacterias de B. subtilis a una concentracién de 1.0x10° UFC mL™" en



combinacion con el extracto de nopal mostrod la expansion del probidtico en la superficie del
medio (20.0£2.0 mm) evitando el crecimiento del patdégeno. El extracto de maiz con
Lactobacillus plantarum a concentraciones de 2.8 x10%, 2.0x10* y 1.0x10° UFC mL" en
combinacion con los extractos de nopal y sabila mostré halos de inhibicion de 5.0+0.1 mm. Los
diferentes resultados expresan que la combinacion de probidticos con extractos, tales como;
orégano, nopal y sabila permitié la inhibicion del patégeno, por lo que su uso seria una

contribucion para lograr sistemas acuicolas mas sustentables.

Palabras clave: Probioticos, halo de inhibicion, agroecosistemas.



USE OF EXTRACTS VEGETABLE IN THE FOOD IN BREENDING OF TILAPIA
Oreochromis niloticus IN AGROECOSYSTEMS AQUACULTURE

Zulema Guadalupe Huicab Pech, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2017.

In aquaculture, the use of vegetable extracts is an international demand, in response to the
excessive impact of the application of chemicals to prevent the tilapia breeding mortality by
bacterial diseases in cultivation systems. Among the bacterial diseases, cultivation of tilapia,
Aeromonas hydrophila is a bacterium that causes 80% of mortality, which occurs throughout the
production period. One of the alternatives to control the bacterial outbreak is the creation and
innovation of products with natural probiotics and vegetable ingredients. For this reason, the
objective of the present study was to decrease the mortality of tilapia breeding Oreochromis
niloticus in agroecosystems aquaculture, caused by the presence of pathogenic bacteria, through
the application of plant extracts, such as food additives, to improve the quality of organisms
production and effluents. Internal and biochemical tests were performed for the presence of
bacteria in the Nile Tilapia species. The minimal inhibitory concentration (MIC) of the
combination of extract and probiotics with selective media for species of lactic acid bacteria
(BAL) was determined. A methodology for activation, growth, antibiograms and poisoned media
was developed. As a result of in vitro tests of Enterococcus faecium at a concentration of 9.0x10?
CFU mL", the growth of A. hydrophila (2.0x10° CFU mL™") in each treatments was inhibited.
Subsequently, the combination of extracts of oregano and nopal with E. faecium showed an halo
of inhibition was larger than 8.5+1.5 mm compared with Aloe vera extract. Furthermore, the
combination of L. acidophilus 3.24x10° CFU mL™" with oregano concentration showed greater
inhibition of the pathogen compared with nopal and sabila extracts. The bacteria E. faecium with
a concentration of 2.8x10*> CFU mL" indicated that when this probiotic was combined with
oregano and sabila, the inhibition was greater than that with nopal, which did not present
inhibition of A. hydrophila in none of the concentrations. Moreover, B. subtilis being a probiotic
from alfalfa with a concentration of 1.0x10° CFU mL" in combination with nopal showed an
expansion of the probiotic on the surface of the medium (20.0+2.0 mm) preventing the growth of

the pathogen A. hydrophila. For Lactobacillus plantarum obtained from the extract of corn to a
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concentrations of 2.8x102, 2.0x10? and 1.0x10° UFC mL'in combination with cactus and sabila
extracts showed halos of inhibition of 5.0+0.1 mm against the pathogen A. hydrophila. The
combination of probiotics with vegetable extracts such as oregano, nopal and sabila gave as a
result the pathogen growth inhibition, which may contribute to produce tilapia in a more

sustainable way in aquaculture systems.

Keywords: Probiotic, inhibition halo, agroecosystem.
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1. INTRODUCCION

El género tilapia se considera un grupo de peces de importancia econdémica, comercial y
nutritiva. Entre las especies comerciales se encuentra Oreochromis niloticus, Oreochromis
mossambicus, Oreochromis aureus, Oreochromis hornorum, Tilapia rendalli y Tilapia zilli
(FAO, 2008). De acuerdo con la FAO (2010) 99% de la especie se cultiva fuera de su habitat
original, y su cultivo se posiciona en segundo lugar a nivel mundial, principalmente en los paises
de Filipinas, Indonesia, Tailandia, Malasia, China, Chile, México, Ecuador, Brasil y Colombia,
con producciones que superan el cultivo de salménidos y carpas (FAO, 2010). El éxito de la
produccion de tilapia se debe a que presentan: rapido crecimiento, facilidad de propagacion,
tolerancia a condiciones ambientales, facil aceptacion a los alimentos naturales y suplementos

alimenticios, resistencia a enfermedades y mala calidad de agua.

El 90% de las enfermedades en los sistemas de cultivo estdn asociados con las deficientes
practicas de manejo, pobre aplicacion de los programas de bioseguridad y falta de conocimiento
del productor sobre la ausencia y presencia de riesgos patdgenos, todo relacionado con la
produccion de alimentos a bajo costo a partir de la intensificacion de cultivos acuicolas. Entre las
enfermedades que causan mortalidades en tilapia se localizan los patdgenos bacterianos de
Flavobacterium columnare, Edwardsiella tarda, Aeromonas sp., Vibrio sp., Francisella sp.,
Streptococcus iniae y Streptococcus agalactiae (Huicab-Pech et al., 2016). Algunos de estos
patogenos presentan una distribucion geografica en regiones tropicales y templadas donde
comunmente se cultivan especies de agua calidas, como es el caso de la tilapia del Nilo. La MSD
(Merck Sharp & Dohme Corp.) Animal Health (2011) menciona que las mortalidades
corresponden al incremento de densidades de siembra (nimero de peces por metro cubico) y
Bondad-Reantaso et al. (2005) indican que los problemas sanitarios y la introduccion de especies

son el resultado de la aparicion de enfermedades emergentes.

Segun Snieszko (1975) indica que la enfermedad se relaciona con la interaccion que existe entre
los peces, el agente patdogeno y el medio acuatico como habitat; es decir, cuando un organismo se
expone a una bacteria patégena en ambientes desfavorables, por ejemplo; mala calidad de agua o
exceso de materia orgénica, la incidencia de la enfermedad es mayor, debido a que se rompe el
equilibrio entre el huésped, hospedero y medio ambiente acudtico. Sin embargo, los peces

presentan una gran diversidad bacteriana, efecto simbidtico entre bacterias, que los protege para



adaptarse a cambios nutricionales y asimilacion de alimento en el tracto digestivo (Al-Harbi y

Uddin, 2005).

Actualmente, la acuacultura considera el uso de la medicina herbolaria “fitoterapia”, como una
alternativa para reducir el impacto ambiental y mejorar la calidad sanitaria del cultivo, y al
mismo tiempo prevenir enfermedades en organismos acuaticos (Prieto et al., 2005). La
fitoterapia es clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la ciencia que
estudia aquellos productos de origen vegetal para la fabricacion de medicamentos y sintesis de
farmacos (Prieto et al., 2005). La OMS indica que el 80% de la poblacion terrestre usa
organismos vegetales en aplicacion terapéutica (WHO, 2008). Este concepto inicia desde la
aplicacion de la medina tradicional la cual se define como la suma de saberes, aptitudes y
practicas de cura basadas en teorias, creencias y conocimientos de pueblos indigenas de diversas

culturas.

El uso de probidticos en la acuacultura aun es minimo, sin embargo, Gomez-Gil et al. (2000)
indican que el aumento en la produccion respecto con la talla (longitud y peso) y la resistencia de
enfermedades favorece la relacion costo-beneficio. Dentro de los métodos de seleccion se
utilizan pruebas in vitro e in vivo; con la finalidad de conocer mediante pruebas antagonicas el
mejor candidato contra bacterias patdgenas en un tiempo determinado (Balcazar et al., 2006).
Estas pruebas se establecen con el objetivo de que las autoridades legislativas, la industria y el
consumidor requieran un documento sobre los probioticos con el fin de conocer las propiedades
microbianas de los productos (Qi et al., 2009). Para la seleccion de cepas probiodticas se
consideran los siguientes criterios: no ser patdogeno para los organismos acudticos y el
consumidor final; que se encuentren libres de plasmidios codificados; resistentes a sales biliares
y pH bajos; que mantengan la capacidad de adhesion y colonizacion en el intestino (periodos
cortos de duplicacion); ser organismos antagdnicos, poseer sustancias antimicrobiales y modular

la respuesta inmune.



2. MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1 Modelo tedrico conceptual para el analisis del agroecosistema acuicola y el efecto de la
concentracion minima inhibitoria de extractos vegetales y probioticos contra bacterias

patdgenas

En esta seccion se hard una breve argumentacion sobre la interpretacion del concepto de
agroecosistemas, asi como algunos elementos tedricos-filosoficos de corrientes de pensamiento y

posturas epistemologicas que explican el modelo de analisis del agroecosistema acuicola.
2.1.1 Episteme

Esta investigacion se fundamenta en la corriente empirico analitica, desde la vision positivista,
debido a que aplica el método cientifico como su principal herramienta. Durkheim explica que la
corriente positivista usa la razén y la objetividad. La corriente empirico de tipo clasico,
manifiesta que el origen del conocimiento es a través de la experiencia, donde cada uno de los
atributos e indicadores dependeran del objeto de estudio, los cuales seran evaluados a partir de la
observacion, la medicion y la comparacion de resultados (Pérez-Tamayo, 2008). En esta
corriente se disefian teorias sobre el fendémeno que se observa, tal y como lo menciona Mach
(Pérez-Tamayo, 2008), y se fundamenta por el modelo cientifico de Galileo por el uso de
numeros y disefios experimentales a partir de una pregunta de investigacion, objetivos e
hipotesis. Lo anterior permite buscar las causas que expliquen la naturaleza de los fendémenos, la
confrontacion de teorias y praxis, y al mismo tiempo establece conexiones entre variables y un

método Unico de investigacion (Mardones J. M. y Ursua N, 1994).

El filosofo positivista Augusto Comte hace referencia a la evolucion del espiritu humano para
explicar los fenomenos en relacion a los hechos histéricos, y menciona que todo lo que esta
dentro del conocimiento cientifico se considera cognoscible, es decir, que se fundamenta en la
experiencia, y obedecen a las leyes naturales, las cuales son constantes y necesarias, sin
embargo, el conocimiento cientifico reside también en la sociedad y sus costumbres, Comte
clasifica a la ciencia como el Uinico conocimiento verdadero, sin dejar de descubrir y explicar el

comportamiento de las cosas para ser utilizadas en provecho de la humanidad.



2.1.2 Teoria de sistemas y sistemas complejos

La Teoria General de Sistemas (TGS) es una linea de pensamiento que permitid el
desplazamiento de principios reduccionistas (método cartesiano). La TGS tiene un enfoque
expansionista, es decir, cada objeto y acontecimiento parte de un sistema mayor (Suprasistema),
por lo tanto, un sistema es mas que la suma de sus componentes y requiere de un trabajo con

equipos multidisciplinarios.

La TGS es un término acufiado por el bidlogo austriaco Ludwig von Bertalanffy en 1976, la
postulacion de la teoria integra a las ciencias naturales y sociales (Bertalanffy, 1973). La TGS ha
presentado diversos cambios en su concepto desde los afios 70. Un ejemplo lo demuestra Rosnay
(1975) el cual relaciona el caracter dindmico de las interacciones entre los componentes y Dillon
(1976) menciona la uniéon de los componentes por un objetivo comun, coincidiendo actualmente
con Herrscher (2003). Dent y Blackie (1979) consideran que un sistema es aquel que esta
integrado por subsistemas con una relacion dindmica y estructura jerarquica organizada, es decir,
que todos los sistemas pertenecen a sistemas superiores compuestos de sistemas (Subsistemas)
con un caracter abierto y evolutivo, sensible al ambiente donde se ubiquen y diferente a través

del tiempo.

Los sistemas se consideran una abstraccion de la realidad con estructura y funcion, y cumplen
con los procesos de control y comunicacion a partir de la cibernética kybernetes, es decir, el ente
controlador (hombre o familia) quien modifica, interviene, orientan y define el agroecosistema
(Altieri, 1995) con el objetivo de participar en el equilibrio ecologico y econdmico del

Desarrollo Rural Sustentable de los AES (Martinez-Davila et al., 2011) de manera holistica.

La TGS indica que cualquier actividad, como la agricultura, no puede ser separada de sus
elementos, y que la sintesis, es el resultado de una totalidad mayor (la produccion de alimentos)

que la suma de sus partes.

Los sistemas tienen como elementos; la materia prima, la interaccion de los componentes,
entradas, salidas y limites (Hart, 1985). Sin embargo, la funcion del sistema es determinada por
criterios de productividad, eficiencia y variabilidad, ademas de que el hombre con el uso de la

percepcion decide ver a los sistemas como un conjunto que posee propiedades, y sefialaron que
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los sistemas no son cosas, sino que hay cosas a las que tratamos como sistemas (Herrscher,

2003).

Ahora bien, desde el enfoque de sistemas complejos, un sistema complejo es una representacion
de un recorte de la realidad conceptualizado como una totalidad organizada, en la cual los
elementos no son separables y por lo tanto, no pueden ser estudiados aisladamente (Garcia,
2007). Lo anterior demuestra que estos sistemas representan una parte de la realidad y que su
interpretacion permite conocer aspectos fisicos, biologicos, sociales, econémicos y politicos,
donde supuestos problemas o situaciones seran transformados por el uso de la investigacion

cientifica y tecnoldgica a partir de una vision compleja y holistica (Garcia, 2007).

Garcia (2007) indicd que un sistema se construye por la abstraccion e interpretacion del objeto
de investigacion, y que el enfoque de sistemas complejos se establece por la percepcion del
controlador, el cual incluye aspectos de orden temporal y espacial que se manejan por la
evolucion y posibles transformaciones del sistema. El objetivo de estas teorias, tiene como
funcién principal el desarrollo de nuevos enfoques de la investigacion que pueda percibirse como
modelos complejos de la realidad. Gliessman (2002) sefiald que los objetos de estudio presentan
en sus principios la complejidad entre las interacciones que existen en los procesos ecologicos y

socioculturales, lo cual se observa desde el enfoque de agroecosistemas.
2.1.3 Concepto de Agroecosistemas AEST

El agroecosistema es una palabra compuesta agro-eco-sistema; donde el termino agro proviene
del latin ager que significa campo, tierra, fuente de produccion (Real Academia Espafola, 1992),
el termino eco proviene del latin 0ikos que significa lugar donde se vive o estudio de las
relaciones de los organismos con su medio, y sistema de define como un conjunto de cosas que
ordenadamente relacionados entre si contribuyen a determinado objeto y actGan como una
unidad, una entidad o un todo (Becht, 1974). El agroecosistema (AEST) se considera la unidad
optima de estudio y desarrollo. Antes de conceptualizar el agroecosistema, se tendrd que conocer
que es un sistema desde la perspectiva de la Teoria general de sistemas (Bertalanfti, 1976) y

sistemas complejos (Garcia, 2007).



El concepto de agroecosistemas involucra cadenas troficas, ciclos de nutrimentos, comunidades
de vegetales y animales, y el manejo del sistema por el hombre “cibernético”. El agroecosistema
tiene el objetivo de usar el pensamiento y el andlisis a fin de solucionar problemas complejos de
manera holistica a través de la unificacion de varios campos de conocimiento (multidimensional)
(Kast and Rosenzwaig, 1981). Lo anterior permite, desde un enfoque de sistemas, una vision
amplia sobre aspectos y problemas del agro ager. El enfoque de sistemas en la agricultura, de
acuerdo con Jones et al. (1997), presenta tres postulaciones; la primera es la naturaleza de los
problemas contempordneos, la necesidad del conocimiento de los sistemas agricolas y los

métodos convencionales inadecuados.

Ruiz-Rosado (1995) definié a los agroecosistemas como sistemas de relaciones entre los
organismos coparticipes con la agricultura en sentido estricto y como la unidad agricola donde
intervienen factores econdmicos, sociales y tecnologicos, éstos promueven la sustentabilidad a

través de las dimensiones sociales, econdémicas, politicas, tecnologicas y ecologicas.

El concepto de agroecosistema tiene sus raices en la conceptualizacion de la agricultura. En
1977, Hernandez-Xolocotzi considerd el agroecosistema como ecosistemas modificados para
producir alimento y fibra para satisfacer las necesidades del hombre. Sin embargo, Gliessman
(1990a) mencion6 que el AEST debe ser expandido, restringido o alterado como una respuesta
de las culturas humanas y su medio ambiente fisico, bioldgico y social; y que se consideran mas
complejos que los ecosistemas naturales, principalmente por la interacciéon del hombre
(Gliessman, 1990b). Desde el enfoque de sistemas, un agroecosistema es la unidad fisica donde
se desarrolla la actividad agropecuaria, forestal y acuicola, e inciden factores econdémicos y
ecoldgicos. El agroecosistema requiere de un analisis, disefio, manejo y evaluacion, a fin de

administrar los recursos naturales. Este manejo incluye la politica local, nacional e internacional.

Como primera linea de complejidad, el agroecosistema presenta propiedades emergentes, por
ejemplo; el cuadro agro-ecolégico (productividad, estabilidad y sustentabilidad) y socio-

econdémico (equidad); y como segunda linea se agrega el factor humano (cibernética).

Estos agroecosistemas incluyen el componente biodtico y abidtico y la interaccion entre ellos. De
acuerdo con Martinez-Davila (2001) el AEST “...es un modelo conceptual de la actividad

agricola en su nivel minimo de control cibernético humano. Es considerado unidad optima para
6



el estudio de la agricultura y para su propia transformacion; esta integrado a un sistema
agricola y rural regional a traves de cadenas produccion-consumo, con interferencias de
politica y cultura de instituciones publicas y privadas. EI AEST es un sistema contingente
abierto y construido a partir de la modificacion social de un sistema natural, para contribuir a:
1) La produccion de alimentos, materias primas y servicios ambientales que la sociedad en su
conjunto demanda; 2) al bienestar de la poblacion rural, y 3) a su propia sostenibilidad
ecolégica. EI AEST posee procesos dinamicos de retroalimentacion y control, regulados y
autoregulados, como respuesta a las variaciones internas y de su entorno. La dimension
espacial, biodiversidad y objetivos del agroecosistema dependen del tipo de controlador que lo

regula, de los recursos que éste maneja y de su interrelacion con el entorno complejo”.

Posteriormente a este concepto Martinez-Davila et al. (2004) integro el papel que desempeiia el
hombre, el cual se encarga del manejo y la transformacion del agro. E1 AEST aplica la relacion
objeto-sujeto, esto permite conocer las necesidades de la sociedad y ubica a las investigaciones
en la escala espacial o jerarquica que va desde subsistemas, sistemas y supra sistemas
(subsistema bioldgico, de trabajo, financiero, operacional, decision y de informacién) ejemplo;

desde una parcela hasta el planeta (Ruiz y Oregui, 2001).

Posterior a conocer las relaciones que existen entre los sistemas y agroecosistemas, los sistemas
complejos son una representacion de un recorte de la realidad, conceptualizado como una
totalidad organizada, este concepto debe ser aplicado para comprender y abordar el estudio de
los sistemas de produccion desde un enfoque epistémico. Los sistemas complejos permiten
abordar el estudio de los sistemas a partir de un trabajo interdisciplinario, es decir, los grupos de
investigacion no son interdisciplinarios, son multidisciplinarios. Lo que es interdisciplinario es la

metodologia que implica el estudio del sistema complejo.

Un sistema complejo (SC) estudia una parte de la realidad donde se incluyen los aspectos fisicos,
bioldgicos, sociales, econdmicos y politicos, mediante la observacion, hechos y teorias. Se
gobiernan por una pregunta conductora que servira de guia para la seleccion de los componentes
del sistema, los limites y sus interrelaciones (interno y externo). La integracion de informacion
que se genere en los sistemas complejos es transformada durante la investigacion. En primera,

los limites pueden ser aquellas formas de produccion y organizacion, economicas y culturales de
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una region determinada. Los flujos de un sistema complejo pueden ser de materia, de energia, de
crédito o de informacion, la cual se relaciona con la velocidad de cambio. Por su parte, los
elementos son inter definibles y se constituyen por unidades complejas (subsistemas). En los
sistemas complejos el primer proceso de andlisis es el diagnoéstico, el cual describe la situacion
real del fendmeno. De acuerdo con Garcia (2007) estos sistemas incluyen procesos de primer,
segundo y tercer nivel. Asimismo cuando se aplica el estudio a partir del enfoque de sistemas
complejos es necesario estudiar el fenomeno bajo un marco conceptual y metodoldgico, a fin de
conocer las caracteristicas propias del sistema de estudio. Conway (1985,1987) en su definicion,
senal6 que un AEST se considera como un ecosistema modificado por el hombre, el cual maneja
los elementos para la produccion de alimentos, fibras, productos y servicios. Con el paso del
tiempo se incluyen elementos relacionados a niveles jerarquicos, (interaccion vertical y

horizontal) y propiedades emergentes tal y como lo postula Hart (1987).
2.1.4 El agroecosistema en cultivos de tilapia O. niloticus y uso de extractos naturales

El sector productivo acuicola demanda la intensificacion de los cultivos con el objetivo de
producir alimentos y mejorar la calidad de vida para la sociedad. La acuacultura maneja diversos
elementos y componentes para transformar la materia prima que requiera el mercado regional,
nacional e internacional. Esta actividad forma parte de los sistemas de produccion agricola con

un manejo minimo cibernético.

Un sistema de produccion acuicola puede verse desde diversos enfoques conceptuales. Su
concepto puede ser evolutivo, modelador, diagndstico, espacio-temporal, sistémico y cibernético.
Estos modos de conceptualizacién se relacionan con el sistema acuicola, por ejemplo; la
dependencia que existe entre el hombre y la naturaleza, el disefio y el manejo, para convertir la
actividad en una entidad productiva y asi favorecer el estado actual de la sociedad y su futuro
(Gallardo-Lopez, 2002). Al mismo tiempo, esta actividad es la unidad donde se cultiva y
manejan especies vegetales y animales en un diferente arreglo temporal o espacial (Pérez-

Vazquez, 1998).

Como concepto, el agroecosistema acuicola es un modelo conceptual modificado por el hombre,
en su minimo control cibernético, para satisfacer las demandas de la sociedad; integrando las

dimensiones ecolodgicas, sociales, politicas y culturales en cada nivel jerarquico. El
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agroecosistema acuicola integra la produccion de alimentos, materia prima y la sustentabilidad
del mismo, a partir de la transformacién de insumos internos, a fin de obtener proteina de
excelente calidad y sanidad. El agroecosistema acuicola cultiva diversas especies e involucra las
cadenas troficas, la comunidad de microorganismos, interaccion de factores abioticos y el
manejo por el hombre. Sin embargo, requiere de una vision sustentable con el ambiente y el
enfoque de sistemas complejos para el desarrollo de estrategias que mejoren el proceso de
produccion. Los agroecosistemas acuicolas, como unidad estudio, requieren de una analisis
preliminar para la soluciéon de problemas (presencia de enfermedades bacterianas), es por ello
que es necesario estudiar ¢ investigar desde un enfoque sistémico complejo (modelo conceptual
0 de simulacion) a partir de la aplicacion epistemoldgica por grupos de trabajo multidisciplinario

e interdisciplinario regidos por una politica institucional (Figura 1).

La aplicacion de la TGS y SC en el sector acuicola permite conocer y entender los principales
problemas desde una base multidimensional (bioldgica, cultural, fisica y socioeconémica),
tecnologica y ecoldgica, y su influencia a través del tiempo. Es interesante observar el campo
productivo desde un enfoque de sistemas debido a que nos permite conocer y entender el
comportamiento y las posibles soluciones desde el enfoque multidisciplinario y sus relaciones
con la sociedad. Por tal motivo, el agroecosistemas es un sistema, el cual es construido a partir de
la modificacion social de un sistema natural, es decir, es un sistema contingente abierto, pero que
necesita de una perspectiva de accion y objeto de estudio, como las principales causas de su

enfoque y su concepto, respectivamente (Vilaboa-Arroniz et al., 2009; Martinez-Davila, 2011).



‘ CONACYT  |€=>,
Instituciones Institucion Politica CmemR Mercado
eideologia Publica-Privada Educacional W{_) ( ] j Naclonal: 5] \consumo

urbano

[Nacién) \L \L Internacional
Cultura Politica
Cultura Politica

Estructura ' | o ) CP-Ver —

Agrarias ITBOCA

(Regidn)

Trabaj
rabajo Mercado { Consumo
Rural Regional

N

NIVELESJERARQUICOS

Valor
agregado

-
Si

Produccion
de slimentos
-m =

Equilibrio dinamico

Figura 1. Modelo conceptual de un Agroecosistema acuicola.
2.2 Presencia y distribucién de patégenos bacterianos en cultivos de Oreochromis niloticus

Entre las principales enfermedades bacterianas que causan elevadas pérdidas economicas se
localizan las ocasionadas por las especies de Flavobacterium columnare, Edwardsiella tarda,
Aeromonas sp., Vibrio sp., Francisella sp., Streptococcus iniae y Streptococcus agalactiae
(Huicab-Pech et al., 2016). Algunos se consideran patogenos facultativos, sin embargo su mayor
forma de expansion en el cultivo se relaciona con el equilibrio entre el medio ambiente, estrés y
hospedero (Huicab-Pech et al., 2016). A continuacion se describiran las bacterias patdgenas con

mayor impacto en el sector acuicola.
2.2.1 Aeromonas hydrophila

Aeromonas es un patogeno facultativo Gram negativo, pertenece a la familia Vibrionaceae y

mide 0.5x10p. Dentro del linaje, se enlistan cuatro especies; A. salmonicida considerada la

10



causante de la furunculosis, y A. sobria, A. caniae y A. hydrophila como el principal agente de la
septicemia, este ultimo es el agente causal del sindrome de septicemia hemorragica o plaga roja
en la piel (Austin y Austin, 2007) y se distingue por ser un patdgeno oportunista y contaminante

en ambientes de cultivo.

Dentro del linaje de Aeromonas se definen Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida,
Aeromonas sobria y Aeromonas piscicola, los cuales han sido aislados en especies de tilapia
Oreochromis sp, trucha Oncorhynchus mykiss, salmon Salmo Salar, bagre Ictialurus punctatus y
carpa dorada Carassius auratus (Austin and Austin, 2007). La especie de Aeromonas hydrophila
presenta una prevalencia de 10 y 85% en cualquier fase de cultivo, y se considera el agente
bacteriano mas importante en cultivos de peces de agua dulce, especialmente trucha arcoiris,
tilapia, incluyendo peces ornamentales y marinos (Larsen and Jensen, 1977; Pathiratne et al.,
1994; Lilley et al., 1997; Shao et al., 2004; Burr et al., 2012; Soto-Rodriguez et al., 2013), asi
también es reportado en otros animales, incluyendo mamiferos y humanos, el ultimo amenazado
por la especie patogena de Aeromonas sobria, A. hydrophila y A. caniae (Palumbo et al., 1992),
Sin embargo, también es latente en hospederos con actividad corporal homeotérmico y
poiquitérmico; de acuerdo a Newman (1993) menciona que Aeromonas salmonicida afecta
especialmente a especies de salmonidos y ciprinidos, los cuales habitan en temperaturas frias,

mientras que A. hydrophila afecta a diversas especies que habitan en ambientes variados.

El patégeno ocasiona hemorragias en piel y branquias, y necrosis en 6rganos internos, asi como
debilidad y anorexia (Yardimci & Aydin, 2011). El género Aeromonas es una especie autoctona
y propia del medio ambiente, sin embargo, el grado de patogenicidad depende de la resistencia
de la especie y las condiciones ambientales; de acuerdo a Conroy (2014) y Newman (1993), la
bacteria se encuentra presente a cualquier temperatura, concentraciones de amonios altos y de
oxigenos bajos. Aeromonas hydrophila es una bacteria comensal o saprofita, la cual predomina

dentro del sistema digestivo y la piel (Al-Harbi et al., 2004).

En estudios de tilapia O. niloticus, los peces fueron inyectados experimentalmente por via
intraperitoneal con Aeromonas hydrophila con una concentracion letal de 1x10® UFC (Yardimci
& Aydin, 2011), y 1x10* y 1x10” UFC por pez (Li and Shuang-Hu, 2011), respectivamente. Por

su parte Li and Shuang-Hu (2011) evaluaron experimentalmente, por inyeccion intraperitoneal,
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con Aeromonas sobria a una concentracién letal LDsq de 4.17x10° UFC, 0.1x10°-0.1 x10” UFC
por pez; éste patogeno es el agente causal de cola rota en tilapia O. niloticus en China. Yardimci
& Aydin (2011) y Conroy (2014) reportaron que Aeromonas causa problemas de exoftalmia,
acumulacion de fluidos (Faktorovich, 1969), pérdida de escamas y tejido dérmico, con dafios
necrdticos en laminas branquiales, asi como la pérdida de la vision por ruptura orbital de los
ojos; ademas, causa septicemia en 6rganos internos, especialmente higado y rifion, mientras que
en piel provoca ulceras, hemorragias y edemas en el musculo, afectando de esta forma el sistema
inmune innato caracterizado como la primera linea de defensa del organismo la cual abarca
superficies mucosas, piel y sustancias humorales (Penagos et al., 2009; Suchanit et al., 2010).
Por ello A. hydrophila es aislado de la superficie de la piel e intestino de los peces debido a que
producen gran cantidad de citotdxicos, causantes de la necrosis celular (Donta and Haddow,

1978).

A. hydrophila es comun en tilapia, de acuerdo con los reportes de Al-Harbi et al., 2004, Al-Harbi
y Uddin, 2005, y Conroy (2014), los cuales mencionan que esta bacteria forma parte de la
bacterioflora de las tilapias. Sin embargo, el patdgeno es capaz de provocar elevadas
mortalidades en cultivo de peces, por ser un patégeno facultativo (Ventura et al., 1988). De
acuerdo con Molnar and Csaba (2005) sefialaron que el patdégeno es visible en Carpa comun,
principalmente Aeromonas salmonicida sups. achromogenes. Rubio-Limonta et al. (2010)
evallian el comportamiento del patégeno en regiones Occidente, Centro y Oriente de Cuba, y
determinan mayor presencia de Aeromonas en cultivo intensivo de Oreochromis sp., en
comparacion con especies bacterianas de Pseudomonas sp, Enterobacterias sp, Flexibacter sp,
Flavobacterium sp, Vibrios sp y Streptococcus sp. Harikrishnand y Balasundaram (2005)
mencionaron que A. hydrophila invade al pez cuando hay un incremento de estrés, lo cual se

relaciona con lo mencionado por Snieszko (1975).

El género Aeromonas se ha considerado un patégeno secundario, esto quiere decir que depende
de la infeccion o dafio previo de un patdégeno primario, esto debido a que conserva una limitada
capacidad invasiva en el hospedero, y su posicion depende de factores de estrés por oxigeno
disuelto bajo (mgL™), alto contenido organico, contaminacién industrial, fluctuaciones de

temperatura (T,°C) y lesiones fisicas del pez (Nieto et al., 1985; Harikrishnand and
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Balasundaram, 2005), y como resultado, la invasion oportunista por el patogeno (Harikrishnand

and Balasundaram, 2005).
2.2.2 Francisella sp

Francisella es una bacteria coco bacilo Gram-negativo, intracelular facultativo y aerobio
facultativo (Jeffery et al., 2010), asimismo se clasifica como una enfermedad emergente en peces
de cultivo y especies silvestres, es decir, que la presencia del patdégeno o la aparicion de la
bacteria en nuevos hospederos se incrementa de acuerdo a la relacion entre la

incidencia/prevalencia-tiempo (Woolhouse & Dye, 2001).

Francisella presenta una prevalencia de entre 85 y 90% en fases de cultivo de alevines, juveniles
y engorde. Presenta una distribucion diversa alrededor del mundo y es reportado en paises como
Inglaterra, Europa, Chile, Brasil, Egipto, Costa Rica, Indonesia y Japon (Davies et al., 1886;
Khoo et al., 1995; Fakuda et al., 2002; Ottem et al., 2007; Jeffery et al., 2010). El género
Francisella se divide en dos subespecies, ambas son altamente patogenas de acuerdo al ambiente
donde se encuentre, por ejemplo en la zona tropical se presenta la especie Francisella
noatunensis subsp Orientalis y en la zona templada F. noatunensis subsp Noatunensis. De
acuerdo con el andlisis de filogenia del gen 16S rRNA, se considera que la especie de
Francisella se divide en dos linajes conocidos como Francisella tularensis (zoonosis) y
Francisella philomiragia (Colquhoun y Duodu, 2011) causantes de enfermedades en humanos y

peces, respectivamente.

El patdgeno causa lesiones cronicas, debido a la infiltracion intracelular. Estas anomalias fueron
reportadas en diversas especies, principalmente tilapia nilotica (Soto et al., 2009a); asimismo es
reportado y diagnosticado en humanos, aves, reptiles, crustdceos, muestras de suelo y agua (Soto
et al., 2009b). Francisella sp., ha sido aislado en la especie de abulon gigante Hailotis gigantea
(Kamaishi et al., 2010), bacalao Gadus morhua (Ottem et al., 2007), tilapia Oreochromis
niloticus (Jeffery et al., 2010), Salmén del Atlantico Salmo salar y robalo Morone chysops X M.
saxatilis (Jeffery et al., 2010).

El patogeno se caracteriza por presentar signos no especificos externos, tales como nado erratico,

exoftalmia, anorexia, anemia y hemorragia alrededor de aletas pectorales (Soto et al., 2009), y
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signos clinicos internos, tales como hiperplasia epitelial en branquias, esplenomegalia,
renomegalia, granulomas, nodulos y necrosis en 6rganos internos, cominmente situados en bazo,
corazon, higado, rifion, cerebro y musculatura (Mauel et al., 2007; Ottem et al., 2009). El
patogeno se transmite de forma horizontal, usando como vehiculo precursor el agua, provocando
brotes de infeccion de pez a pez por contacto directo (Mauel et al., 2007). El grado de
patogenicidad se relaciona con temperaturas menores de 25°C, es decir a temperaturas entre
26.5°C y 29.2°C no hay mortalidad de tilapia Oreochromis niloticus, por lo tanto, la temperatura
es una variable que favorece la propagacion de la enfermedad. En estudios experimentales,
evaltan la concentracion letal por inyeccion intraperitoneal e intramuscular, equivalente de 23

UFC por pez (Soto et al., 2009a).
2.2.3 Edwardsiella tarda

Edwardsiella sp., es un patégeno estricto Gram negativo, con un medida de 2.3 um de longitud y
1 um de didmetro. Es el agente causal de la septicemia y comunmente se alberga en el intestino
de los peces. El género se compone de tres especies, caracterizadas como Edwardsiella tarda, E.
Ictaluriy E. hoshinae. E. tarda es reportado en cultivos de tilapia Oreochromis niloticus, anguila
Anguila japonica, bagre de canal Ictalurus punctatus, Pargo Sea bream y lenguado Scophtalmus
maximus y tetra hibridos de tilapia O. mossambicus x O. niloticus x O. urolepis hornorum x O.
aureus (Clavijo et al., 2002), también se encuentra en perros, reptiles y aves (Newman, 1993).
Park et al. (2012) mencionan que la especie de E. ictaluri es ampliamente distribuida, sin

embargo, E. tarda se caracteriza por causar zoonosis (Woo et al., 2010).

De acuerdo a los reportes, el patdogeno estd presente en Taiwan, Estados Unidos, Venezuela, y
Japon (Newman, 1993; Clavijo et al., 2002). El patdgeno se encuentra presente en ambientes con
altas temperaturas, pobre calidad de agua y excedente contenido de materia orgénica, estas
condiciones permiten su adherencia y replicacion dentro de las células de los peces.
Generalmente, el género Edwardsiellosis presenta un cuadro clinico de septicemia en la parte
interna y externa del pez, incluyendo 6rganos internos como rifion, higado y bazo, y externos
como hemorragias en piel, recto, aletas, inflamacién abdominal y ojos opacos, ademas, presenta

sintomas de exoftalmia, nado anormal y movimientos en formas de espiral. Sin embargo, de
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acuerdo a Clavijo et al. (2002) indican que la presencia de E. tarda en tetra hibridos de tilapia

fue en organismos aparentemente sanos (asintomaticos).
2.2.4 Streptococcus agalactiae

El género Streptococcus es un patogeno Gram positivo emergente en cultivos de peces de agua
dulce y marina; y se caracteriza por presentar septicemia y meningoencefalitis. El primer caso de
infeccion se dio en Japon durante el siglo XIX (Hoshina et al., 1958). Principalmente,
Streptococcus agalactiae se presenta a una prevalencia de entre 40 y 70% en etapas de alevines,
juveniles y engorde; y es reportado en diversas especies de peces alrededor del mundo, lo
anterior debido a que su distribucion geografica incluye regiones con clima templado y tropical,
como lo presenta Brasil, China, Malasia y Estados Unidos (Ye et al., 2011; Pretto-Giordano et
al., 2010; Mian et al., 2009). S. agalactiae es reportado en trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss,
bagre de canal Ictalurus punctatus y dorada Sparus sarba (Ye et al., 2011); y también es
localizado en animales terrestres, tales como, perros, cerdos, vacas y caballos; incluyendo al

hombre (Johri et al., 2006).

Los principales sintomas de infeccion son nado erratico o en circulos, movimientos
descoordinados, alteraciones en piel, anorexia o disminucion de apetito, exoftalmia, opacidad de
cornea, extension de la cavidad visceral, hemorragia e inflamacion abdominal, reblandecimiento
del cerebro e higado, hepatomegalia y palidez en el 6rgano, asi como esplenomegalia y
adherencia visceral (Eldar et al., 1995; Figueiredo et al., 2006; Pretto-Giordano et al., 2010). Al
igual, la bacteria provoca elevadas mortalidades en tilapia Oreochromis niloticus de entre 90 y
100% con una virulencia de Streptococcus agalactiae (cepa SA20-06/6.14x10"!" UFC), aislada
de diferentes cultivos, a partir de la dosis letal LDsg 1.12x10° UFC/mL!' a 72 h después de la
infeccion (Mian et al., 2009). Streptococcus se transmite por contacto directo e indirecto, es
decir, utiliza el agua como la via principal de transmision, principalmente por la dispersion de
peces infectados vivos o muertos, moribundos o aparentemente sanos, los cuales liberan a la
bacteria en el agua provocando la invasion y replicacion celular en piel y 6rganos internos. La
bacteria es capaz de sobrevivir durante largos periodos en agua, lodo o estanques, e incluso en el

equipo utilizado en las operaciones habituales. Mian et al. (2009) indican que a temperaturas
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mayores de 27°C la incidencia del patogeno es irrevocable, por ejemplo, el incremento de la

biomasa de siembra provoca el brote de infeccion (Jeffery et al., 2010).

En cultivos experimentales, la concentracion de 1x10' UFC y 1x10° UFC ocasionan entre 80 y
100% de mortalidad en cultivos de tilapia Oreochromis niloticus (Mian et al., 2009 y Ye et al.,
2011). MSD (Merck Sharp & Dohme Corp) Animal Health (2011) confirma la presencia de dos
grupos diferentes de S. agalactiae, designados como biotipo I y II. biotipo 1. Biotipo I se
caracteriza por presentar mortalidades en organismos juveniles, mientras que el biotipo II se
distingue por mortalidades en organismos adultos o talla de engorde, con una prevalencia de

56% en paises como China, Indonesia, Vietnam, Filipinas y América latina (Salvador, 2011).

De acuerdo con Hernandez et al. (2009) mencionan que la infeccion de S. agalactiae causa
dafios en cerebro, con porcentaje de infeccion de 71.2%, mientras que el higado, rifidon, ojos,
tracto gastrointestinal, corazon, branquias y gonada presentan una prevalencia minima (14.4%).
Asimismo la bacteria reduce la eficiencia alimenticia y ganancia en peso, afectando de esta
manera ¢l desempefio productivo de los organismos (Ye et al., 2011). Sin embargo, algunos
estudios reportan la presencia de bacterias mesofilicas en los sistemas naturales, por ejemplo, Al-
Harbi et al. (2005) determinan la presencia de 19 especies de bacterias, entre éstos el género
Streptococcus sp en muestras de agua (1.4+1.5 x 10° a 8.6£2.7 x 10° UFC g'l), branquias
(8.741.9x10° a 2.1+0.9x10° UFC g') y tracto intestinal de tilapia (2.8+2.4x10" a 1.0+1.6x10°
UFC g); e indican una prevalencia mayor del 10%, con una diversificacién mayor en intestino y
menor en branquias; éstas variaciones dependen de la actividad metabolica de los peces en
relacion a los rangos méximos y minimos de temperatura del medio acuatico (Al-Harbi y Uddin,

2005; Al-Harbi, 2003).

En estudios recientes, Pretto-Giordano et al. (2010) evaluaron el grado de patogénesis
Streptococcus agalactiae con una concentracion de 1.5x10® UFC por pez, 5.0x10” UFC por pez,
2.0x10” UFC por pez y 6.0x10° UFC por pez, y determinan que con la concentracion de 1.5x10°
UFC por pez la mortalidad fue de 67.5 al 90% durante las primeras 48 h después de la
inoculacion intraperitoneal en tilapia con una mortalidad acumulada de 44.4%. De acuerdo con
Newman (1993) reportd que la inoculacion de Streptococcus agalactiae puede ser por infeccion-

inmersion, infeccion-intraperitoneal e infeccion-muscular, sin embargo el grado patogénico
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dependera de la concentracion del inoculo, asi como el tipo de cepa, periodo de observacion, la
edad y peso de los organismos; ademas los factores temperatura, la variacion de la diversidad
fenotipica y la dindmica genotipica son atributos importantes que califican la virulencia de la

cepa (Pretto-Giordano et al., 2005; Mian et al., 2009).
2.3 Sistema inmunoldgico de organismos acuaticos (hospedero)

La ocurrencia de infeccion por enfermedades depende de la interaccion y equilibrio ciclico del
patogeno, hospedero y medio ambiente (Sniesko, 1974, 1975; Hedrick, 1998). De acuerdo con
Hedrick (1998), indica que entre las variables del hospedero se puede considerar el sistema
inmune, la influencia genética y la nutricion; estas variables determinan el grado se resistencia y
la susceptibilidad de la enfermedad. Lo anterior, se encuentra conectado con la funcionalidad del
sistema inmune, principalmente para el control de enfermedades desde un trabajo 6ptimo de las
funciones bioldgicas, quimicas y fisicas que actiian en el hospedero como defensa inmune. Entre
los medios de defensa se involucran funciones contra microorganismos patéogenos y la inmune-
vigilancia para enfermedades autoinmunes y alérgicas (Toche, 2012). La enfermedad se
relaciona con la respuesta inmune del hospedero, que puede ser afectada por la interrelacion del
patégeno y el medio ambiente (variables bioldgicas y ecoldgicas, actuando como un sistema
integral en el habitat acuatico). En términos mas simples, la enfermedad es una desviacion del
funcionamiento fisioldgico normal, y puede ser benigna o insidiosa dependiendo del impacto que
provoque, por ejemplo, las causas de mortalidad en la acuacultura son el resultado de infecciones
con agentes bioldgicos, sin embargo, también actla de manera conjunta la presencia de
compuestos o productos quimicos, metales, plaguicidas, factores nutricionales y factores

ambientales (Newman, 2012).

El hospedero presenta dos formas de respuesta; la respuesta inmune humoral y celular; la
respuesta inmune estd condicionada a la agresion exogena y endogena (Toche, 2012). Asi
mismo, el sistema inmune funciona de forma integrada, y se clasifica como el sistema inmune
innato que activa el sistema inmune adquirido en respuesta a las infecciones y utiliza
mecanismos del sistema inmune innato para eliminar los microorganismos no benéficos (Toche,
2012). El sistema inmune innato se considera como la primera linea de defensa del huésped la

cual se encuentra presente en todos los organismos multicelulares. Esta primera linea responde
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de la misma forma a diferentes estimulos infecciosos y distingue estructuras comunes pero no
afines a grupos de microorganismos (Toche, 2012). Sus principales componentes estan
constituidos por barreras fisicas y quimicas, células fagocitica, células natural killer, sistema
complemento, citoquinas y receptores tipo Toll (Toche, 2012). El SII (sistema inmune innato)
carece de memoria en caso de exposiciones a un antigeno especifico, es decir, el nivel de
contaminacion puede ser igual como la primera vez, aunque el sistema inmune innato presente
los elementos, la reaccion de respuesta es nula. Entre sus barreras fisicas el mucus de la piel y la
piel en peces, tienen un gran numero de sustancias antigenas y sustancias internas, tales como:
monocitos, macrofagos y células citotoxicas no especificas (Penagos et al., 2009). El hospedero
se condiciona a la respuesta inmune humoral y celular, la cual varia entre los individuos dentro
de una poblacion. Una de las causas mas estudiadas en los peces es el estrés sobre el sistema
inmunolodgico, por lo que se ha demostrado que en las tltimas dos décadas la relacion que existe

en el sistema inmune, nervioso y enddcrino actian como un sistema de bi-direccionalidad

(Flores-Quintana, 2002).

En la acuacultura, el estrés puede ser determinado por el periodo de adaptacion a cambios
ambientales en su medio acudtico; éstos sintomas se asocian a falta de oxigeno, altas densidades,
manipulacion, cambios de temperatura y contaminantes en el agua, donde el proceso de
equilibrio entre el hospedador, patdogeno y el medio acuético es nulo. En peces, el estrés se
condiciona a la presencia de enfermedades bacterianas y parasitarias siendo la primera via de
infeccion que se presenta en los sistemas de cultivo acuicolas. El estado nutricional también es
un factor que afecta el sistema inmunoldgico, por ejemplo, la carencia de algunas vitaminas
como la C y E alteran las funciones de macrofagos y la fagocitosis efectuada por las membranas
celulares de leucitos, asi como la disminucion de la flora intestinal, y a su vez la resistencia
bacteriana; lo anterior se ve influenciado por la hormona cortisol la cual afecta el metabolismo
de proteinas, carbohidratos y lipidos (Flores-Quintana, 2002). En la actualidad, se ha
incursionado a sistemas de cultivo que permiten el equilibrio entre el hospedero, el medio de
cultivo y el patdgeno; en este entorno, se trata de entender y comprender el papel fundamental de
cada uno de los actores que estan en los sistemas de produccion y los que se encuentran cercanos
a la linea de afectacion y no de beneficio. Las caracteristicas del hospedero estan en funcion de

las rasgos genéticos de la especie, la edad, el tamafio, el desarrollo del organismo y la tendencia
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nutricional y reproductiva, asi como de los medios de defensa inmunologica, es decir, la
capacidad de susceptibilidad y la adaptacion patogénica (Hedrick, 1998). Por ejemplo, la
nutricion, como proceso bioldgico contribuye al aprovechamiento de nutrientes y mantiene el
equilibrio homeostatico del organismo a nivel molecular y macrosistémico, garantizando que
todos los eventos fisiologicos se efectien de forma correcta, logrando una salud adecuada y
previniendo enfermedades. La nutricion se clasifica como el proceso a través del cual el

organismo absorbe y asimila las substancias necesarias para su funcionamiento y energia.
2.3.1 Perspectivas del patgeno

La patogenicidad del patogeno se relaciona con la interaccion del huésped y el medio ambiente,
es decir, la infecciébn se asocia a variables de estrés y variables ambientales, tales como;
temperatura, salinidad, oxigeno, amonio, nitratos y nitritos. Los patégenos se consideran
obligatorios cuando se relaciona directamente con la infeccion del hospedero, y se constituyen
por estructuras de pared celular, membrana plasmatica, citoplasma, ribosomas y region nuclear;
mientras que el patogeno facultativo sobrevive en ausencia del huésped y se compone de
estructuras como capsulas, flagelos, pelos, endosporas e inclusiones citoplasmaticas. Hedrick
(1998) indica que la enfermedad por agentes patogenos depende de la cepa, biotipo, serotipo y
genotipo, asi como la dosis y nimeros de patogenos, duracion y la via de entrada en el
hospedero. Sus condiciones de crecimiento y desarrollo dependen de la concentracion de iones
de hidrégeno, temperatura, presion osmotica, presencia de oxigeno (aerobias y anaerobias),
presencia de CO2, humedad y desecacion, y luz. Los sistemas de patogeno-hospedero suelen
guardar una relacidon en equilibrio entre el hospedero, patdgeno y el medio ambiente, siendo el
sistema inmune el principal regulador de la interaccion de estos indicadores (Plumb and
Shoemaker, 1999). Es decir, la interaccién de patogenos, el medio ambiente y hospedero, se
rompe por razones ya sea naturales, como climaticas, o en su caso por razones antropogénicas,
relacionadas con la intensificacion y manejo en la actividad acuicola (Huicab-Pech et al., 2016),
lo anterior manifiesta la aparicion de enfermedades infecciosas activas provocando alteraciones
del sistema fisiologico, nervioso y digestivo. En este sentido, para evitar la presencia de agentes

infecciosos, la acuacultura se somete al uso de antibidticos, capaces de eliminar y provocar
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resistencia bacteriana con el uso excesivo, sin respetar las dosis recomendadas por la FDA (Food

and Drug Administration).

El desarrollo de cepas resistentes a drogas permite conocer los mecanismos fisioldgicos y
moleculares responsables de la resistencia génica de la bacteria y el hospedero. De acuerdo con
Bravo et al. (2005) mencionaron que la resistencia a antibidticos se relaciona con la capacidad
celular, natural o adquirida que tiene el hospedero para sobrevivir en presencia de un
antibidtico/quimico donde al principio era susceptible. El uso de los antibioticos es ocasionado
debido a la extension acuicola, es decir al aumento de las densidades de siembra, aunado a esto,
se acompanan problemas relacionados a enfermedades en los organismos acuaticos; por lo que
surge la necesidad de emplear productos quimicos para combatir y controlar de forma preventiva
o correctiva la presencia de las enfermedades infecciosas (Cabello et al., 2003, 2004). En este
contexto, el uso indiscriminado de antibidticos, genera trastornos como toxicidad por exceso,
efectos negativos en el medio ambiente, resistencia génica bacteriana, parasita y virica; asi como
la obtencion de residuos de antibidticos en los tejidos de los organismos acuicolas, impactando
de esta forma la salud de los peces y la salud humana, lo anterior instituido por la Organizacion

Mundial de la salud (OMS) y el Codex Alimentario (SENASICA, 2003).

Existen diversas opciones en que se puede contrarrestar la enfermedad, o en su caso, actuar como
un preventivo, tratamiento o control en la incidencia de infeccion, como es el uso de antibioticos,
probiodticos, antimicrobiales, vacunas, mejora genética de lotes de organismos acuaticos,
inmunoestimulantes y buenas practicas de manejo (Vaseeharan and Thaya, 2014). Para reducir el
uso excesivo de drogas o compuestos quimicos, se analizan alternativas viables que inhiban la
presencia de patdgenos como es el uso de vacunas (Newman, 1993), las cuales estdn compuestas

por bacterinas o suspensiones de células enteras inactivas con formalina.

Las vacunas estimulan el sistema inmunoldgico para producir anticuerpos que permiten prevenir
enfermedades especificas bacterianas. Las primeras vacunas que se comercializaron en los 70’s
estan relacionadas a bacterias del genero Vibrios sp (Newman, 1999). Las vacunas son
herramientas que minimizan los costos cuando se presentan enfermedades. Vaseeharan and
Thaya (2014) indicaron que las vacunas estan fabricadas por bacterinas, ADN y vacunas virales.

Como se menciona anteriormente, los antibidticos se consideran sustancias quimicas y biologicas
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producidas por organismos vivos, que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento y destruir
especies bacterianas con una minima concentracion, es decir, actian de acuerdo a su potencial
biologico, toxicidad y modo de acciéon e interfieren en las reacciones bioquimicas de los
patdgenos debido a que bloquean la via metabdlica o la sintesis de macromoléculas esenciales
para la bacteria. Esta via metabdlica se relaciona con la obtencion de energia quimica para
almacenamiento (biosintesis), conversion de nutrientes exdgenos en unidades precursoras de la
célula bacteriana y la degradacion de moléculas que se emplean para la movibilidad y captacion
de nutrientes (Forbes, 2002). Lo anterior sucede debido a que las bacterias codifican ciertos
fenotipos, como es el caso de los plasmidios R, los cuales se relacionan con la resistencia a
drogas o metales pesados con capacidad de virulencia y colonizacion (Pardilla-Mata, 2011). Los
plasmidios son moléculas de DNA extra cromosomicas, de doble cadena y circulares, capaces de

replicarse dependientemente del cromosoma bacteriano.

Por su parte, la accion de los antimicrobianos, de acuerdo a su origen son naturales y sintéticos;
los antimicrobianos naturales son producidos por organismos vivos, tales como bacterias y
hongos, y los antimicrobianos sintéticos son producidos por la sintesis quimica, como es el caso
de los nitrofanos. Su potencial depende de la capacidad de accion sobre un tipo de bacteria,
diversas especies bacterinas o en su caso, sobre bacterias Gram negativas y positivas, y se

pueden considerar de espectro reducido, intermedio y amplio, respectivamente.

Los antimicrobianos presentan actividad bacteriostatica y bactericida; la primera detiene e
impide el crecimiento de una poblacion bacteriana y en el caso de la segunda, su modo de accion
es letal y rdpido sobre bacterias, y el efecto que presentan es irreversible. Por su parte los
mecanismos de accion actian sobre los componentes principales, tales como pared celular,
membrana celular, sintesis de proteinas y sintesis de acidos nucleicos. La capacidad de los
antimicrobianos, antibidticos y otros, dependera de la condicion del patdgeno, es decir, los
patégenos bacterianos producen toxinas de naturaleza proteica que les permite vivir en el

entorno a partir de los sistemas de defensa y la respuesta inmune del huésped.

El ciclo celular del hospedero participa en procesos de respuesta inmune, mantenimiento de la
barrera epitelial y la diferenciacion celular, estas condiciones afectan de forma directa el

crecimiento y la colonizacion de las bacterias patogenas en el organismo acuatico. Sin embargo,
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las condiciones pueden ser manipuladas por los patogenos bacterianos afectando directamente
las funciones de los componentes celulares. Actualmente, la actividad acuicola demanda
productos para evitar el uso de antibidticos y quimioterapéuticos; entre estas alternativas se
consideran importantes aquellos derivados de plantas medicinales, como inmunoestimulantes,
los cuales tienen la ventaja de reforzar el sistema inmunoldgico para el control de enfermedades
en los sistemas acuicolas (Veseeharan and Thaya, 2014). Los inmunoestimulantes son
compuestos naturales que aumentan la resistencia del huésped frente a enfermedades patogenas;
sin embargo entre sus desventajas se considera la administracion oral a largo plazo, debido a que
puede resultar en una disminucién de la eficacia y una sobredosis en la inmunosupresion
(Bricknel and Dalmo, 2005). La comunicacién bacteriana en peces es igual a la que presentan los
organismos superiores, es decir, tienen comportamientos de comunicacion, cooperacion y
asociacion compleja, como: la transferencia de plasmidios, virulencia, simbiosis y adaptacion a
un lugar. Esta tltima se asocia a las condiciones favorables que se presentan cuando el conjunto
bacteriano se somete a un peligro y aparecen como mecanismo de defensa; lo anterior, es

regulado por un proceso conocido como equilibrio quérum (Pardilla-Mata, 2011).

Entre la comunidad bacteriana existen interacciones sociales que permiten la sincronizacion para
mantener un comportamiento comun, es decir, actian como organismos multicelulares. Sin
embargo, cuando el conjunto bacteriano cumple con otros compromisos se presenta la

individualidad y la diversidad del grupo (Pardilla-Mata, 2011).

El grupo de bacterias patdogenas o no patogenas tiene la capacidad de efectuar mecanismos de
comunicacion entre sus células, a lo que se le llama “quorum sensing”. En este proceso las
bacterias son capaces de saber cuantas son a partir de la produccion y acumulacién de moléculas
de sefializacion, feromonas, que se exportan en su entorno para poder comunicarse con otras

bacterias por medio de su receptor de moléculas (Pardilla-Mata, 2011).

El beneficio que aporta este tipo de comunicacion intracelular permite a las bacterias coordinar y
responder a cambios bruscos en los factores ambientales, asi como a la disponibilidad de
nutrientes y a la presencia de microbios o toxinas en su entorno, actuando de forma grupal para
obtener mejores resultados que no podrian alcanzar individualmente (Pardilla-Mata, 2011). Lo

anterior, indica que la presencia de bacterias en el ambiente natural y no natural ocasiona el
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agrupamiento de especies bacterianas que actian bajo un fin determinado, por ejemplo, como
defensa y ataque a partir de concentraciones elevadas de moléculas auto inductoras/feromonas
que permite la adaptacion e interaccion de bacterias en entornos de dificil dispersion bacteriana,

como por ejemplo; en el interior del huésped.
2.3.2 Perspectivas del medio ambiente

Los efectos y variaciones que tiene el medio ambiente sobre la triada que existe entre el
hospedero y el patégeno, se consideran primordiales en la aparicion de enfermedades. Los
factores que se involucran en el medio ambiente se componen de caracteristicas fisicas y
quimicas, que son analizados y medidos de manera cuantitativa con respecto a tiempo y espacio,
usualmente es necesario realizar monitoreos continuos para conocer la exposicion bacteriana en
funcion del comportamiento ambiental. Las principales variables que se relacionan directamente
con el desequilibrio entre el patogeno y el hospedero son la temperatura, pH, materia organica,
oxigeno disuelto, nitritos y nitratos, por ejemplo; los efectos de las bajas temperaturas sobre el
sistema inmune se reflejan sobre el componente celular; dafiando principalmente la funcion de
las células T helper (Le Morvan, 1998). Estas variables deben mantenerse en los ecosistemas

naturales, o en su caso, en los sistemas acuicolas.

Por su parte, los efectos secundarios, considerados procesos bioldgicos, estan relacionados con la
actividad antropogénica, la cual afecta directamente a la diversidad y la densidad de la biota
causando problemas por la presencia de enfermedades infecciosas bacterianas, parasitarias y
virales (Veseeharan and Thaya, 2014). Las actividades antropogénicas se relacionan con la
intervencion humana, principalmente para la generacion de energia, tala inmoderada de grandes
extensiones de tierra, cultivos agricolas, incluyendo riego y pastoreo, y la mineria, lo cual ha
ocasionado, a partir de escurrimientos ecologicos la acumulacién de ciertos contaminantes,
plaguicidas y metales pesados, causantes de una variacion bioldgica en los ecosistemas naturales.
Estos provocan que se rompa la triada existente entre el patdgeno y el hospedero (Figura 2), asi
como también el impacto de resiliencia en suelos y aguas, incluyendo rios, lagos, esteros y mar.

Lo anterior causando impactos econdmicos y ecologicos.

La influencia de las variaciones ambientales en organismos vertebrados pueden repercutir en el

estrés del organismo por las altas densidades de cultivo, la exposicion a quimicos y
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contaminantes toxicos en el agua. Uno de los factores intrinsecos mas estudiados en los peces, es
el estrés sobre el sistema inmunoldgico; y cominmente se considera como un periodo de
adaptacion a los cambios ambientales en su medio. En peces, el estrés se condiciona por los
niveles de la hormona cortisol y la respuesta de comportamiento de los peces (Small and
Bilodeau, 2005); la hormona de cortisol tiene la labor de redistribuir las células del sistema
inmune, asi como los elementos del sistema inmune innato, a fin de actuar como la primera linea

de defensa del organismo (Schreck y Maule, 2001; Small and Bilodeau, 2005).

El estrés es una funcioén de adaptacion frente a una amenaza percibida, asi como una respuesta de
accion para preservar al individuo; el estrés se define como la respuesta de la célula u organismo
a cualquier demanda del estado normal en reposo. Este desequilibrio produce dafios colaterales
en la demanda energética del sistema fisioldgico, reduce el crecimiento, suprime el sistema

reproductivo y el sistema inmune (Figura 2).

El estrés producido en los peces puede ser primario, secundario y terciario. Lo anterior se debe a
la liberacion de catecolaminas y la activacion del eje hipotalamo-hipofisis-interenal (HPI) y los
niveles de cortisol en la sangre (Schreck et al., 2001; Ashley, 2007). De acuerdo con Wedemeyer
(1997) mencion6 que el estrés es el factor principal en la salud de los peces, sin embargo, no se
relaciona de forma directa con las malas condiciones ambientales, por lo que es necesario que las
practicas acuicolas se efectiien correctamente para evitar el factor estrés, asi como las posibles
lesiones fisicas ocasionadas durante la manipulacion de organismos, lo que podria provocar de
forma natural la susceptibilidad del organismo, asi como la ocurrencia de patdogenos infecciosos,
entrando por la principal via de defensa: la piel. El estrés puede ser agudo o letal, cronico o sub-
letal y crénico directo e indirecto; estas variaciones de estrés dependeran de la exposicion de
derrames de sustancias quimicas, cambios en los factores ambientales, exposiciones a corto y
largo plazo de agentes causantes de estrés, y finalmente, dafio en las funciones metabdlicos y

actividades conductuales, respectivamente (Ocampo y Camberos, 1999).

Es necesario realizar y plantear protocolos de gestion y el disefio Optimo del sistema, con la
finalidad de obtener un cultivo sano y sostenible que involucre el bienestar del organismo

(Ashley, 2007). A nivel natural los ecosistemas dulces y marinos poseen un aumento de
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contaminacion en cuerpos de agua por la actividad antropogénica; este tipo de contaminacion es

un indicador de estrés ambiental (Ocampo y Camberos, 1999).
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Tomado de Huicab-Pech et al. (2016).

En la acuacultura, el estrés puede ser fisico y se relaciona con la clasificacion biométrica de los

organismos (niveles jerarquicos de la poblacion), el transporte del organismo y la vacunacion

comin (Ocampo y Camberos, 1999). También puede ser social, relacionado a las altas

densidades de siembra, el estrés fisico a cambios bruscos de temperatura y traumatismos, el

estrés quimico a contaminantes endogenos y exodgenos, y finalmente el estrés nutricional a

deficiencias nutricionales en la dieta (Ocampo y Camberos, 1999). Lo anterior afecta al nivel de

organizacion celular, las estructuras de la poblacion y la fisiologia del organismo.

Ambientalmente, las enfermedades acuicolas se relacionan con la baja respuesta inmune, por lo

que una solucidon seria la manipulacion de la microbiota que existe en los sistemas de

produccion, es decir, los patdogenos pueden ser controlados por la contraparte microbiologica

benéfica, donde se encuentran el hospedador y el patdgeno en equilibrio, con la finalidad de no
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existir un efecto adverso (Figura 2). Por tanto, es necesario realizar la manipulacién de colonias
bacterianas, donde sea necesario conocer el tipo de bacteria, el nimero de bacterias presentes, la
actividad y la composicion de las comunidades en conjunto, presentando comportamientos

complejos de cooperacion.
2.4 Alternativas naturales en el sector acuicola
2.4.1 Probiéticos

El término probidtico proviene del griego “pro y bios” que significan “a favor de la vida”.
Actualmente la FAO (2002) designa el término probidtico a bacterias que causan un beneficio a
los seres humanos y animales. El primer estudio fue reportado por Eli Metchnikoff, el cual
afirma que el uso de probidticos modifica la flora del organismo y sustituye aquellos microbios

nocivos por microbios utiles (Metchnikoff, 1907).

A partir de los afios 60, el término se modifica de acuerdo a las nuevas investigaciones. Lilley y
Stillwell (1965) lo describen como aquellas sustancias secretadas por un microorganismo que
estimulan el crecimiento de otros conservando un efecto de resistencia. Parker (1974) lo refirid
como organismos o sustancias que favorecen el balance de la microflora intestinal. Sin embargo,
Fuller (1989) lo describe como un suplemento alimenticio a base de microorganismos vivos que
mantienen el equilibrio intestinal del hospedero. Muchos de los conceptos han sido desplazados

por el hecho de usar terminologias que no definen el término.

Muchas definiciones son descartadas debido a que algunos productos no son considerados como
suplementos alimenticios; por ejemplo Tannock (1997) menciona que los probidticos es un

grupo de células microbianas vivas que actuan como suplementos en la dieta.

Los conceptos cambian en funcion de las areas de estudio; en el sector acuicola la FAO (2002)
define el término como microorganismos vivos que confieren un beneficio de salud al hospedero
que cuando son consumidos en cantidades adecuadas, ademéas de que actian como control
biologico, presentan un efecto de biorremediacion de los problemas ambientales (Qi et al.,

2009).
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Los probioticos son ampliamente estudiados en la nutricion humana, sin embargo, en la industria
acuicola los estudios atn son muy escasos, Robertson et al. (2000) mencionan que su uso
permite el control de agentes infecciosos potenciales, por lo que su empleo en la acuacultura
favorece el bienestar animal en el cultivo de crustiaceos, moluscos y peces (Vijayakumaran,
2001). En la acuacultura los probioticos son aplicados como aditivos en el alimento
(Vijayakumaran, 2001) los cuales han mostrado resultados significativos en el crecimiento de los
organismos y resistencia del sistema inmune (Apun-Molina, 2007; Peraza-Gémez, 2008). El
género Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Bacillus y hongos unicelulares como
levaduras son considerados como cepas probidticas en la acuacultura. Sin embargo, uno de los
problemas relacionados con la viabilidad de bacterias probidticas en el alimento se pierde cuando
se somete éste a los procesos de granulacion, almacenamiento, manipulacion y preparacion, por
lo que se considera como una alternativa el uso de simbidticos (probiodticos-prebidticos) como
fuente fermentable de bacterias benéficas y fuente de carbono (Merrifield et al., 2010). Los
probidticos se consideran aquellos organismos que en cantidades adecuadas aportan un beneficio
al hospedero, y los prebidticos se componen por oligosacaridos que permiten el crecimiento de
bacterias benéficas en el tracto digestivo, ambos mostrando resistencia a la acidez gastrica y

estimulacion selectiva de bacterias benéficas (Rodriguez-Estrada et al., 2009; Merrifield et al.,

2010).
2.4.2 Extractos vegetales en la acuacultura

Las plantas son clasificadas como una fuente invaluable de moléculas biolégicamente activas por
la produccion de metabolitos secundarios con capacidad farmacoldgica (Serrano, 2006) los
cuales poseen quimicos activos de polifenoles, flavonoides, fitoestrogenos, isoprenoides,
compuestos azufrados, fenoles, glucosidos, saponinas, monoterpenos, carotenoides, vitaminas,
fibras y minerales (Aguilar et al.,, 2004). En la industria farmacéutica, las plantas son
consideradas productos quimioterapéuticos, debido a que tienen un efecto contra enfermedades
bacterianas, fungicas y degenerativas (Serrano et al., 2006), como lo reporta Punitha et al. (2008)
y Sankar et al. (2011).

En la acuacultura, los productos naturales son una opcién para el manejo de diversas

enfermedades. Tripathi y Dubbey (2004) mencionan que los productos naturales son igual de
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efectivos que los antibiodticos y se consideran desde la antigiiedad como una cura para multiples
dolencias en los seres humanos. A través del progreso industrial del siglo XX se desarrollaron
técnicas para la creacion de comprimidos, capsulas, jarabes, soluciones y suspensiones a partir de
productos sintéticos y pdcimas empleadas para la curacion de enfermedades. El uso de plantas en
la medicina tradicional; es clasificada como fitoterapia segin la OMS, y es caracterizada como la
ciencia que estudia el empleo de productos de origen vegetal para prevenir o curar un periodo

patolégico.

El uso de plantas desempefia un papel importante en la alimentacién, medicina, vivienda y
vestido (Celis et al., 2008). Su empleo se describe desde los inicios de la vida humana y

comunmente se utilizan como agentes terapéuticos por su diversidad quimica y bioldgica.

Las plantas se clasifican como una fuente invaluable de moléculas bioldgicamente activas por la
produccion de metabolitos secundarios. Entre los componentes herbales, los fitoquimicos son
considerados como compuestos quimicos naturales y se definen como aquellas sustancias
quimicas presentes en vegetales comestibles. Los fitoquimicos tienen una gran variedad de
colores de frutas y verduras; asimismo sus propiedades mas especificas en relacion a la
estructura quimica, aplicaciéon y obtencidon natural/sintética son importantes para la industria

farmacéutica (Serrano et al., 20006).

En la industria farmacéutica, las plantas se consideran la materia prima utilizada para la
obtencion de productos quimioterapéuticos, debido a que actian como tratamientos efectivos
contra enfermedades infecciosas bacterianas, fungicas y degenerativas presentes en el cuerpo
humano (Serrano et al., 2006). Algunos extractos vegetales pueden considerarse como
inmunoestimulantes por su contenido de componentes activos con propiedades antioxidantes,

antiinflamatorias y antiproliferativas.
2.4.3 Extractos de nopal Opuntia ficus indica

El nopal Opuntia spp., es una cactacea, presente en zonas aridas y semiaridas. Esta planta es
originaria de América tropical y subtropical. Los nopales presentan diversa taxonomia por la
variabilidad fenotipica. El nombre cientifico fue asignado por Tournefort en 1700, lo anterior se

debe a la semejanza con una planta espinosa en el poblado Opus en Grecia (Scheinvar, 1999).
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En México existe una gran diversidad de especies y extensa distribucion geografica (Torres-
Ponce et al., 2015), y la produccion de nopal ocupa el sexto lugar en volumen de produccion de

hortalizas y el octavo lugar en valor de la produccion (STAP-SAGARPA, 2007).

De acuerdo con Aguirre-Cardenas et al. (2011) en México existen 3 millones de ha de nopal
nativo y 233 000 ha de nopal cultivado, siendo un importante recurso en términos de produccion
y consumo humano. Es una planta arbustiva con tronco lefioso y ramas que se forman por
cladodios (nopalitos). La epidermis del nopal tiene dos capas, una compuesta por cé€lulas verdes
(clorenquimia) y otra capa interna formada por un cilindro de células blancas (parénquima)
(Granados- Sanchez y Castaneda- Pérez, 2003). El nopal se considera, por su composicion
nutrimental, un excelente producto alimenticio por su contenido de fibra dietética y pectina, por
lo que es una alternativa como alimento funcional. El nopal presenta propiedades medicinales,
puede actuar como antioxidante, antiviral y anticancerigeno. Su uso remonta desde épocas
prehispanicas donde se emplea como medicamento, en la construccion y en las artes. Posterior al
tiempo, este recurso ha presentado un potencial agrotecnologico en la industria alimenticia,
medicina farmacologia y en la industria agropecuaria, principalmente (Aguilar et al., 2008), por
su contenido de carotenoides, flavonoides y otros compuestos fenolicos, vitamina C y E (Yahia y
Mondragén, 2011). Los aztecas usaban el nopal como una fibra y remedio para fiebres, limpieza

de infecciones y alivio para inflamaciones, especialmente en seres humanos.

Opuntia spp., capta el CO, de la atmodsfera el cual sera utilizado para la sintesis de carbohidratos
durante la noche, permitiendo que la pérdida de agua sea menor (metabolismo del acido

crusalaceo), lo que finalmente inhibe o suspende el crecimiento de varias especies bacterianas.

El nopal se aprovecha para el crecimiento y regeneracion de suelos pobres. La especie que ha

sido cultivada en diferentes partes del mundo es Opuntia ficus indica (Saenz et al., 2006).

La especie de Opuntia ficus indica contiene minerales, proteinas, fibra dietética y fitoquimicos
(Bensadon et al., 2010). La composicion quimica del nopal en base himeda es de 91%, proteinas
de 0.66%, grasas 0.11%, carbohidratos 5.5%, celulosa 1.15% y cenizas de 1.58%(Aguilar et al.,
2008). En humanos, el nopal reduce los problemas gastrointestinales y los trastornos digestivos

(Bensadon et al., 2010). Sin embargo, en el sector agropecuario, se aprovecha como forraje de
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ganado en zonas semi-aridas, principalmente en paises como México, Brasil, Sudafrica, entre

otros (Felker et al., 2006).

El nopal cuando se fermenta en estado sélido produce proteina microbiana a partir de la
degradacion de la glucosa existente en la planta; este proceso se basa en el crecimiento de
microorganismos en el sustrato insoluble en ausencia de agua afadida. Cuando el nopal se
combina con Asperguillus niger y la levadura Saccharomyces cerevisae, se reporta el 12.8% y
26% proteina cruda, respectivamente (Oliveira, 2001) y (Araujo et al., 2005), por lo tanto puede

ser un suplemento de proteina en la alimentacion animal.

La fermentacion en estado so6lido acttia como sustrato o soporte inerte para el crecimiento de
células microbianas (Sato y Sudo, 1999; Pandey et al., 2001). El uso del nopal aumenta la
nutricion debido a la presencia de proteinas microbianas de fosfato, potasio y calcio, y vitaminas

B, los cuales favorecen el crecimiento de los animales (Villas-Boas y Esposito, 2000).
2.4.4 Extracto de orégano Lippia berlandieri

El orégano es una planta que se encuentra ampliamente distribuida en 24 estados de la Republica
Mexicana, principalmente en las regiones aridas y semidridas de los Estados de Querétaro,
Guanajuato, Hidalgo, Oaxaca, Jalisco, San Luis Potosi, Zacatecas, Chihuahua, Durango, Sinaloa,
Baja California Sur y Coahuila (Silvia-Vazquez et al., 2008). En el mundo, el género Lippia se
encuentra distribuido en América Central, América del Sur y terrenos tropicales de Africa
(Terblanche and Kornelius, 1996). En los sitios donde crece el orégano, el suelo tiene de 5 a 35
cm de profundidad con una textura franco arenosa (50-60%, 20-30% limo, 10-25% de arcilla)

(Silva-Vazquez et al., 2008).

Lippia berlandieri es una especie importante econdémicamente en el pais. Su consumo se
relaciona con la alimentacion debido a que se usa como un condimento alimenticio, y en menor
uso en la industria farmacéutica (Silva, 2005). La planta posee efectos antimicrobianos por su
contenido de carvacrol y timol (compuestos en plantas jovenes), los cuales son la causa de
inhibicion de los microorganismos patdégenos (Santoyo et al., 2006; Yano et al., 2006). La
composicion quimica de la planta se relaciona con la especie de orégano, la fenologia de la

planta, las condiciones geograficas, periodos de cosecha y métodos de extraccion (Santoyo et al.,
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2006). La OMS estima que el 80% de la poblacion en el mundo usa extractos vegetales y sus
compuestos activos, como es el uso de orégano, el cual se relaciona con la elaboracion de
farmacos, licores y cosméticos. Las sustancias quimicas son faciles de obtener y analizar en el
aceite esencial del orégano. En su gran mayoria, los compuestos mas abundantes son los
monoterpenos y los acidos fendlicos (Silva-Vazquez et al., 2008). Los principales quimiotipos de
la especie L. berlandieri son el carvacrol y el timol, cada uno con enzimas especificas que
dirigen su biosintesis (L. berlandieri es la que contiene mas concentracion de carvacrol, entre las

diversas especies conocidas y estudiadas de orégano).

Como morfologia podemos observarlos como arbustos de hojas oblongas que alcanzan entre 1.2-
2 m de altura, con 4 a 6 pedunculos por nudo, cuenta con flores en espiga sub globosas, corolas
blancas o amarillentas y zigomorfas. Las hojas se pierden en la época de secas, pero reverdecen
durante la temporada de lluvias. Cuando las hojas son amarillas pierden su valor comercial y son

desechadas (Angulo-Carrera et al., 2005).

En los extractos de orégano se han identificado compuestos de flavonoides, como la apigenina y
la Iuteolina, agliconas, alcoholes alifaticos, compuestos terpénicos y derivados del fenilpropano,
para el caso de la especie Lippia contienen limoneno, B-cariofileno, r-cimeno, canfor, linalol, -

pineno y timol, los cudles pueden variar de acuerdo al quimiotipo.

El orégano contiene monoterpenoides, compuestos volatiles, los cuales son los responsables de
las fragancias y las sensaciones de olor y sabor de las plantas. El orégano posee compuestos
antioxidantes, estos tienen la capacidad de proteger a las células contra el dafio oxidativo
(envejecimiento y enfermedades cronicas degenerativas). Este efecto se debe a la presencia de
grupos hidroxilo en los compuestos fenolicos, por ejemplo en el orégano se han encontrado
rangos mayores de 140 mmol 100 g'. El potencial antioxidante es determinado por la capacidad
de inhibir la peroxidacion lipidica, protegiendo al ADN del dafio por radicales hidroxilo, con los
métodos de atrapamiento de perdxido de hidrogeno, de HOCI y por la prueba de la rancidez. El
orégano es una fuente potencial de vitamina C y de otros compuestos antioxidantes como los

carotenoides.
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A nivel ecoldgico, las plantaciones de orégano contribuyen a retener y formar el suelo en zonas
erosionadas, a mantener los ciclos de los nutrientes y a proporcionar alimento y refugio a muchas

especies de animales silvestres (Angulo-Carrera et al., 2005).

La efectividad del orégano se ha analizado contra bacterias Gram positivas, Gram negativas y
hongos. En bacterias los estudios se dirigen a la actividad de la planta como inhibidor de
crecimiento, principalmente Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus (Avila-
Sosa et al., 2008). En el sector acuicola su uso fue evaluado en especies de camardn Litopenaeus
vannamei; en el cual se evaluaron los componentes de timol y carvacrol contra la bacteria de

Vibrio alginolyticus (Gracia-Valenzuela et al., 2012).
2.4.5 Extractos de sabila Aloe vera

Es una especie originaria de Africa. Su cultivo se realiza en Venezuela, la cuenca del Caribe,
Texas, Arizona y Florida.

Sus propiedades medicinales son diversas, actian como antimicrobiano, anticoagulante,
antiviral, antiinflamatorio, fungicida, antibidtico y agente regenerativo de tejidos. Se consideran
un recurso de alto valor nutricional y medicinal en México y otros paises, por ejemplo; el jugo de
Aloe vera tiene capacidad bacteriostatica y bactericida sobre diferentes tipos de organismos
(Contreras-Pinzén et al., 2007).

Aloe proviene del término arabe alloeh que significa “sustancia brillante y amarga”, también se
le denomina sabila (Martinez et al., 1996). Existen mas de 400 especies, de las cuales una de las
mas beneficiosas para el hombre es el Aloe vera.

Es una planta herbicea perenne, acaule (tallo vegetativo reducido) que produce grandes
estolones y raices fasciculadas; con hojas gruesas y carnosas, que miden de 50 a 70 cm de largo,
10 0 20 cm de ancho y 5 cm de grueso. Presentan un color verde glauco, se agrupan en roseta,
son sésiles y poseen borde espinoso dentado en sus vainas. Esta planta tiene la capacidad de
adaptarse en areas con poca disponibilidad de agua. Aloe vera contiene una substancia liquida,
amarga y amarillenta, llamada acibar, la cual se obtiene por escurrimiento del corte transversal
de las hojas; esta caracteristica de Aloe interviene en el proceso de control de Ia
evapotranspiracion. Aloe vera posee azucares como glucosa, galactosa y arabinosa, y

polisacaridos con alto contenido de fructosa y azucares hidrolizables. Ademés pueden actuar
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como antioxidantes debido a la presencia de compuestos fendlicos: como los cromonas y
antroquinonas, los primeros se utilizan como antiinflamatorios y antibioticos (Dagne et al.,
2000). Por su parte, las antraquinonas son compuestos aromaticos polihidroxilados, la cual es
una fuente importante de colorantes.

Aloe vera contiene aloemitina, aloemodina (regula el funcionamiento de la mucosa intestinal),
aloeoleina (disminuye la acidez), aloetina (neutraliza el efecto de las toxinas microbiana),
aminoacidos (interviene en la formacion de proteinas), carricina (refuerza el sistema inmune y
aumenta las defensas), saponinas (antiséptico), minerales (posee calcio, magnesio, potasio, zinc y
cobre) y fosfato de manosa (agente de crecimiento de los tejidos con efecto cicatrizante).
Ademas de que esta planta actiia como cicatrizante, se ha repostado la actividad antimicrobiana
del jugo de las hojas, principalmente contra bacterias de las especies Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogens, y Pseudomonas aeruginosa (Waller et al., 1978). Nutrimentalmente la
planta contiene vitaminas hidrosolubles y liposolubles, como es la presencia de tiamina (B1) y
niacina (B3) y vitaminas A y E, respectivamente.

Contreras-Pinzon et al. (2007) indican que el Aloe vera puede actuar en los procesos de
biotransformacion microbiana, debido a que mejora el valor nutritivo, la disponibilidad de
proteinas, aminodacidos, carbohidratos, vitaminas del grupo B y minerales. Su uso como sustrato
para el desarrollo de BAL se debe al contenido nutricional y composicion quimica.

El Aloe vera es una fuente de azucar, almidon y material celulésico, por lo que pueden usarse en
las dietas de animales, principalmente, cuando se busca mejorar sus condiciones nutrimentales
(Toyo et al., 2016).

2.5 Interés en los inmunoestimulantes en el sector acuicola

Los inmunoestimulantes son aquellos aditivos o nutrientes habituales, como proteinas,
polisacaridos o lipidos, que se utilizan en la acuacultura con el objetivo de mejorar la respuesta
inmune especifica de los peces (Sirimanapong et al., 2015) y la resistencia a la enfermedad

(Sirimanapong et al., 2015).

Lopez-Pérez (1994) define a los inmunoestimulantes como elementos farmacéuticos que mejoran
la actividad y respuesta inmunitaria del organismo, también se conocen como inmuno-

incrementadores, inmuno-reguladores, inmuno-moduladores e inmuno-restauradores. En su
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concepto, son aquellos componentes naturales que modulan el sistema inmune, este componente
se refleja por el incremento de resistencia del hospedero con los patégenos infecciosos. Doiate et
al. (2010) y Dehasque et al. (1999) mencionaron que los inmunoestimulantes aumentan la
resistencia a estrés y enfermedades en peces y camarones. Anderson (1992) lo definié como
quimicos, drogas o estresantes que elevan los mecanismos de defensas no especificas. De

acuerdo con Van-Hai (2015) un inmunoestimulante causa efecto al hospedero.

Los inmunoestimulantes se obtienen a partir de fragmentos de la pared celular de los
microorganismos (levaduras, hongos y bacterias), algunos de estos fragmentos activos se
representan por P-glucanos, moléculas poliglucosas, péptidos muramil, lipopolisacaridos,
lipopéptidos y aciloligopéptidos (Le Moullac et al., 1998). Existe una amplia gama de
inmunoestimulantes, sin embargo pocos pueden ser empleados en la actividad acuicola (Siwicki

etal., 1998).

Un inmunoestimulante es una sustancia que mejora los mecanismos de defensa especificos y no
especificos del organismo (Ganguly et al., 2010), y se definen como farmacos o compuestos
presentes en los extractos de plantas o como ingredientes activos de amplio espectro los cuales
funcionan contra patdégenos infecciosos. En la acuacultura, los inmunoestimulantes se consideran
una alternativa de bajo costo y un ingrediente para la eliminacion de bacterias A. hydrophila en

la especie de tilapia O. niloticus.

Los glucanos son polisacéaridos, compuestos por enlaces (B-1,3/1,4/1,6), que se encuentran en las
estructuras extracelulares de microorganismos, plantas y en la superficie celular de los animales;

algunos glucanos se encuentra en especies de cebada, avena, maiz, algunos micelios y hongos.

El uso de inmunoestimulantes puede considerarse una opcion que favorece el desarrollo
sostenible, es decir, un equilibrio econdmico-bioldgico como una estrategia proactiva contra
enfermedades (Newman, 1999). Entre las desventajas, los inmunoestimulantes exhiben un efecto
a corto tiempo, por lo que se recomienda que la aplicacion se realice de forma preventiva. Una
de las prioridades para prolongar el uso de inmunoestimulantes en el sector acuicola es la

disminucién de residuos en el producto final FAO (2016).
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

La acuacultura presenta un amplio crecimiento a nivel nacional e internacional. Estos sistemas de
produccion tienen como proposito cultivar proteina para el consumo humano, generar nuevos
empleos y rendimientos econdmicos desde la etapa de crias hasta la comercializacion del
producto acuicola. La intensificacion de los cultivos, especialmente para el cultivo de
Oreochromis niloticus, ha provocado la aparicion de agentes infecciosos como es el caso de
Aeromonas hydrophila, causante del 80% mortalidad de tilapia nilotica. Lo anterior, es causa del
aumento en la aplicacion de antibidticos de alto espectro, lo cual ocasiona la contaminacion
directa del agua, la resistencia génica bacteriana en los agroecosistemas acuicolas y la
contaminacion de los ecosistemas naturales. Paises Europeos prohiben en su totalidad el uso de
estos compuestos quimicos, sin embargo, en México se aplican de manera rutinaria y sin control
en los cultivos. Por esta razon, es necesario implementar estratégicas que permitan el control y la
prevencion de enfermedades bacterianas. Una de ellas es la aplicacion de productos naturales que
inhiban el crecimiento de Aeromonas hydrophila y mejoren la calidad del agua. La medicina
tradicional ha sido aplicada en cultivos agricolas, pecuarios y ganaderos, logrando la ausencia de
enfermedades bacterianas, fungicas y viricas, y la mejora inmunitaria y digestiva de los
organismos y plantas agricolas. En el presente estudio determind la concentracion minima
inhibitoria de la combinacion de extractos acuosos de nopal Opuntia ficus indica, orégano Lippia
berlandieri y sabila Aloe vera con cepas probidticas de Enterococcus faecium, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum y Bacillus subtilis, extraidos de suero de leche, maiz,
alfalfa y pozol, respectivamente y evitar el crecimiento patogeno de Aeromonas hydrophila. Lo
anterior permitird obtener un producto que beneficie al campo, la sociedad y el medio ambiente,
y al mismo tiempo se derive el desarrollo y la innovacion de alimentos efectivos y competitivos

que contribuyan a resolver las demandas de la sociedad y los ecosistemas naturales.
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4. HIPOTESIS

La aplicacion de extractos vegetales, como aditivos alimenticios, para el cultivo de crias de
tilapia Oreochromis niloticus en agroecosistemas acuicolas, disminuye la mortalidad de los
organismos, causada por la presencia de bacterias patdogenas, y mejora la calidad de la

produccion de organismos y de efluentes.

5. OBJETIVO

Disminuir la mortalidad de crias de tilapia Oreochromis niloticus en agroecosistemas acuicolas,
causada por la presencia de bacterias patégenas, mediante la aplicacion de extractos vegetales,
como aditivos alimenticios, para mejorar la calidad de la produccién de organismos y de

efluentes.
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6. MATERIALES Y METODOS

Objetivo 1. Identificar las bacterias patdgenas causantes del 50% de mortalidad de crias de

tilapia Oreochromis niloticus en un agroecosistema acuicola
6.1 Colecta de organismos

En una granja del estado de Veracruz, se colectaron un total de 51 organismos de tilapia O.
niloticus. Posteriormente, los organismos fueron trasportados en bolsas de polietileno con agua al
40% de su capacidad en hieleras a 4°C (NOM-109-SSA1-1994; DOF, 1994) al Laboratorio de

Investigacion y Recursos Acudticos del Institutito Tecnologico de Boca del Rio, Veracruz.
6.2 Toma de parametros fisicoquimicos del agua

Los parametros del agua se midieron mensualmente en la granja acuicola. Se registrd
concentracion de oxigeno (mg L), temperatura (°C), salinidad (ppm) y pH con una sonda
multiparamétrica marca YSI 556 MPS. Se determinaron nitritos (mg L) y nitratos (mg L) con el
kit calorimétrico CHEMets®. Lo anterior con la finalidad de comparar la presencia y ausencia de

bacterias.
6.3 Procesamiento e identificacion bacteriana

Cada organismo de tilapia fue observado en el laboratorio por medio externo macroscopico para
la identificacién de lesiones en piel y aletas. Se hizo un corte ventral para observar érganos

internos tales como branquias, intestino, bazo, higado, vesicula biliar y rifidn.

Estos organos fueron seleccionados para determinar el género bacteriano y aislar los patogenos.
Se tomd una porcion minima de la muestra de intestino, bazo y branquias, con un asa de platino
y se sembr6 por duplicado mediante estria cruzada en cajas de Agar de Trypticasa Soya (TSA),
Agar Tiosulfato, Citrato, Bilis, Sacarosa (TCBS) y medio selectivo para el grupo de
Pseudomonas (Pseudomonas F Agar) (Whitman y MacNair, 2004). El tiempo de incubacion fue
de 24-48 h a 34°C.

Después del crecimiento bacteriano, se seleccionaron algunas colonias para realizar tincion de

Gram, pruebas bioquimicas y presuntivas, principalmente; motilidad, indol, catalasa, ornitina,
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agar de hierro triple de hierro, rojo de metilo y pruebas de Voges-Proskauer. Estas pruebas se

explican a continuacion:
6.3.1 Tincion de Gram

Para la prueba de tincién de Gram se tomo una pequeiia muestra de intestino, bazo y branquias,
con un asa de platino y se extendié sobre un portaobjeto. La muestra fue fijada por el calor,
pasandola suavemente sobre la flama del mechero hasta que secara. La tincion se realizé con
violeta de cristal o violeta de genciana, cubriendo la muestra homogéneamente, se dejo que la
solucion funcionara durante un minuto a 25°C. Se enjuagd con agua y se secO al aire, para
posteriormente afiadir lugol durante un minuto, y luego continuar lavandolo con agua. La
decoloracion se realizd con alcohol durante 15 a 20 s y se lavo con agua. Se utilizd safranita,
como tincidn contrastante, durante 15 s, se lavo con agua y se dejo secar. Las bacterias Gram (+)

mostraron un color plrpura y las bacterias Gram (-) un color rosa o rojo.
6.3.2 Prueba de catalasa

Para la prueba de catalasa se realizd con un alicuota tomado del centro de una colonia de
bacterias con 18 y 48 h de incubacién y fue colocado sobre un portaobjetos de vidrio. A
continuacion, se afiadio una gota de perdxido de hidrogeno al 30% (H,0;). Un resultado positivo

se muestra con burbujeo y un resultado negativo sin burbujeo.
6.3.3 Prueba de Motilidad, Indol y Ornitina (MIO)

El ensayo de motilidad, indol y ornitina (MIO) se realiz6 en tubos con agar MIO; en cada tubo se
sembraron colonias de bacterias y se incubaron durante 24 h a 37°C. Después de 24 h de
incubacion, la prueba de movilidad tom6 como positivos aquellos que generaron turbidez o
crecimiento mas alla de la linea de siembra, mientras que los negativos fueron aquellos que
mostraron crecimiento solo en la linea de siembra. El ensayo de indol se determin6d mediante el
reactivo de Erlinch o Kovacs, se dejo calentar el medio a temperatura ambiente antes de la
inoculacion. Los tubos se inocularon con un mango de platino, en el que se transfirié una porcion
de cultivo puro y se incubd a 37°C durante 40 a 48 h. A continuacion, se afiadieron 0,5 ml del
Reactivo Kovac y se agitaron suavemente para determinar la produccion de Indol. Se tom6 como

positivo cuando al afiadir el reactivo se observo la formacion de una banda de color rojo en la
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parte superior del medio. Un color amarillo indica un indol negativo después de la adicioén del

reactivo de Kovacs.
6.3.4 Prueba en Agar con hierro de Kliger/ azucar triple y hierro

Se utilizé agar KIA para la prueba de Kligler. Por inclinacion, se tom6 una alicuota de cultivo
puro de una colonia aislada de la bacteria y se sembrd por picadura en el medio de cultivo de
agar para posteriormente realizar una estriacion de siembra. Se incubaron durante 24 h. Como
resultados se observd una formacion de burbujas, lo que indicaria la produccion de gas, y el

ennegrecimiento indic6 la produccion de sulfuro de hidrogeno.
6.3.5 Prueba rojo de metilo (MR) y Prueba Voges-Proskauer (VP)

Para los ensayos de rojo de metilo se utilizaron como medio de cultivo caldo MR-VP. Se tom6
una colonia bacteriana y se sembrd por agitacion, posteriormente se incubo por 24 h. Después de
la incubacidn, se afiadieron 5 gotas del indicador rojo de metilo, el color rojo brillante indica una
reaccion positiva y el color amarillo indica una negativa. Para los tubos de ensayo de Voges-
Proskauer (VP) se us6 el caldo MR/VP donde se colocd una alicuota de la colonia y se sembrd
agitando en el caldo, con una incubacion de 24 h. Después de la incubacion, se afiadieron 0,2 ml
de hidroxido de potasio (KOH); El resultado positivo se indica por un color rosa-rojo y el

resultado negativo por un color amarillo o cobre.
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Objetivo 2. Evaluar el efecto de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de extractos
vegetales, como aditivos alimenticios, y el efecto de nuevas préacticas de manejo, en la

mortalidad de crias de tilapia O. niloticus.

6.4 Obtencién de extractos vegetales de nopal Opuntia ficus indica, sdbila Aloe vera y

orégano Lippia berlandieri

En esta etapa se ocuparon las siguientes plantas el desierto mexicano: nopal Opuntia ficus indica,
sabila Aloe vera y orégano Lippia berlandieri. Las plantas fueron secadas en una estufa a 40°C
durante 24 h. Se sometieron a un proceso de infusion de 3 h a 60°C con agitacion, de donde de
obtuvieron extractos, que se pesaron en relacion de 10 gr: 1000 mL (extracto: agua). Finalmente,
el residuo de las plantas se separd del extracto vegetal, y las plantas se colocaron en un horno por
24 h a 60°C. Posteriormente, €éstas se molieron, a fin de obtener particulas finas de 50 micras

aproximadamente (Figura 3)

Figura 3. Proceso de extraccion de plantas de nopal Opuntia ficus indica, sabila Aloe vera y
orégano Lippia berlandieri.
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6.5 Activacion de probidticos de maiz Lactobacillus plantarum, alfalfa Bacillus subtilis,
pozol Enterococcus faecium, suero de leche Enterococcus faecium y Lactobacillus
acidophilus

Se activaron los probiodticos que se encontraban en condiciones de medio ambiente (30°C),
refrigeracion (10 °C) y congelacion (0°C). Donde se incluian probioticos de maiz Lactobacillus
plantarum, alfalfa Bacillus subtilis, pozol Enterococcus faecium, suero de leche Enterococcus
faecium y Lactobacillus acidophilus. La activacion de estos, permitié conocer su crecimiento, su

viabilidad y conservacion.

Para la activacion de probiodticos se ocuparon los medios MRS agar y caldo (medios para
crecimiento de Lactobacillus), asi también se utilizaron los medios de agar y caldo nutritivo
(crecimiento), cuenta en placa (nimero de colonias) y medio Mueller-Hinton (Pruebas de
sensibilidad-antibiogramas). A cada uno de los probioticos se les realizo la prueba de catalasa

(3% de perdxido de hidrogeno H,0,) (Figura 4)

Para conocer la concentracion de bacterias probioticas se realizaron diluciones seriadas en tubos
con NaCl al 90% y el conteo de bacterias fue en agar MRS. Para la evaluacion inhibitoria se
utilizaron las concentraciones mas altas de bacterias probioticas correspondientes a la cepa,

1x10" y 1x10* UFC (Figura 4)
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Figura 4. Siembra y activacion de probioticos Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecium y Lactobacillus acidophilus.

6.6 Inoculacion de cepas patdgenas de Aeromonas hydrophila
La cepa patogena Aeromonas hydrophila fue adquirida por el Centro de Investigacion

Alimentacion y Desarrollo (CIAD). Para realizar la inoculacion de Aeromonas hydrophila se
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utilizaron medios de TSA (Agar Tripcasa de Soya) con NaCl (Cloruro de sodio) al 3% y TSB
(Caldo Tripcasa de Soya) con NaCl. La siembra en medios TSA con NaCl fue por agitacion y
picadura, con una incubacion de 24 h a 35°C. Asi mismo, se realiz6 la siembra de A. hydrophila

en matraces con caldo nutritivo con una incubacion de 24 h a 35°C (Figura 5)

- 2 A I
—> /¢ — @ — > =\
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Figura 5. Inoculacion del patogeno Aeromonas hydrophila aplicando la siembra por picadura,
estria cruzada y agitacion.

Posterior al crecimiento bacteriano, se realizo la dilucion en medios de solucidn salina a una
concentracion del 90% de NaCl. El objetivo del método fue conocer la concentracion de
bacterias en 1 ml de solucidn salina. Posterior a un dia de crecimiento, se tomo una alicuota del
tubo y se sembrd en medios de cultivo cuenta en placa y agar nutritivo (por estria cruzada), las

cajas se incubaron a 35°C por 24 h (Figura 6)
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Figura 6. Dilucion de Aeromonas hydrophila en medios cuenta en placa y agar nutritivo.
42



6.7 Preparacion del fermentado vegetal y los probioticos

Se realiz6 la fermentacion de extractos vegetales y probioticos de nopal Opuntia ficus indica,
sabila Aloe vera y orégano Lippia berlandieri, los cuales seran combinados con los probioticos
de maiz Lactobacillus plantarum, alfalfa Bacillus subtilis, pozol Enterococcus faecium, suero de
leche Enterococcus faecium y Lactobacillus acidophilus. La relacion de los compuestos del
fermentado fueron: 3 ml de medio dzapec (combinacion de aztcares), 300 uL de probidtico
(maiz, alfalfa, pozol y suero de leche) y 3 g de extracto (nopal, sabila y orégano), a cada
combinacion se aplico anaerobiosis. Los frascos fueron mantenidos a una temperatura de 37°C

durante 4 y 10 dias (d).
6.8 Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI)

Posterior al periodo de fermentacion, de las combinaciones del extracto vegetal y los probioticos,
se realizé el analisis de la CMI contra el patogeno A. hydrophila. La CMI se determind en
medios de agar Mueller-Hinton. Se colocé una muestra de 50 uL de A. hydrophila en el centro
de la caja con agar Mueller-Hinton, se aplic6é el método de barrido con ayuda de una vara de
vidrio en forma de “L”, posteriormente se colocaron seis discos de 4 mm de diametro
impregnados con el fermentado correspondiente, y dos discos con oxitetraciclina como control.
Cada muestra se realiz6 por duplicado para cada una de las combinaciones de extractos con
probioticos y diluciones de Aeromonas hydrophila. Se aplicé anaerobiosis y se incubaron por 24
h a 37°C (Figura 4). Las variables que se tomaron en cuenta para determinar las CMI fue: el halo
de inhibicidon (mm), la concentracioén de la combinacion entre el extracto y los probioticos (UFC

mL™), la concentracién del patogeno (UFC mL™) y el tiempo de incubacioén (h) (Figura 7)

Zona de inhibicicn
/ del crecimiento
4 Discos de extractos

v probiéticos

24h

Siembra de 4. Invdrophila Crecimiento
Bacteriano patogena

Figura 7. Prueba microbiologica ‘“‘antibiograma” y medicion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI).
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6.9 Analisis estadistico

Analisis estadistico exploratorio: Para el analisis de ausencia y presencia de bacterias
patogenas, se ocupd el manual de Whitman y MacNair (2004). Los datos fueron procesados en la

paqueteria de office Excel. Frecuencia de medias, valores minimos y maximos.

La Concentracion Minima Inhibitoria: se analizdé por pruebas no paramétricas de Kruskal-
Wallis, ANOVA (p<0.05), y pruebas de correlacion, con el Software Statistica 7.0 (StatSoft,
Inc., Tulsa, OK, USA).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
Objetivo 1. Determinacion bacteriana en O. niloticus
7.1 Parametros fisicoquimicos del agua

Los parametros fisicoquimicos del agua en los estanques de pre-engorda y engorda se
encontraron dentro de los limites para el cultivo de tilapia nilotica Oreochromis niloticus
(Cuadro 1 y 2). Los resultados mostraron que la presencia de bacterias patdgenas no se relaciona
significativamente con los parametros fisicoquimicos (FQ) del agua, es decir, los pardmetros FQ
no se consideran un indicativo de enfermedad en la granja de produccion, ademas de que se
encuentran dentro de los valores Optimos para el cultivo de tilapia de acuerdo con Saavedra
(2006) y Meyer (2007). Aeromonas hydrophila se relaciona con los cambios bruscos de
temperatura, oxigeno disuelto e inadecuada nutricién. De acuerdo con Conroy (2014) y Li y Cai
(2011) la variacion constante de los parametros fisicoquimicos es un factor de estrés que
beneficia el brote de enfermedades causadas por bacterias oportunistas; no obstante, en el estudio

no hubo relacion directa con los parametros fisicoquimicos.

Cuadro 1. Valores de parametros fisicoquimicos del agua en estanques de pre-engorda de cultivo
de Oreochromis niloticus.

Temperatura ~ Oxigeno pH Nitritos Nitratos

(°C) (mg L) (mgL™)  (mgL™)

Optimo 25-32.0 50-9.0 6.0-9.0 0.1 1.2-2.0
Marzo 22.5+1.12 7.5+1.9 9.1 0.25 0.25
Abril 22.940.91 7.7+£1.83 8.9 0.5 0.5
Mayo 23.1+0.77 7.4+1.93 9.2 0.25 0.25
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Cuadro 2. Valores de pardmetros fisicoquimicos del agua en estanques de engorda de tilapia
Oreochromis niloticus

Temperatura ~ Oxigeno pH Nitritos Nitratos

(°C) (mgL™) (mgL’)  (mgL™)
Marzo 2342.34 74+2.26 8.07 0.25 0.25
Abril 24+1.14 6.9+2.21 8.5 0.5 0.5
Mayo 24.8+0.97 7+2.20 8.3 0.25 0.25

7.2 Andlisis externo en tilapia O. niloticus

El analisis externo mostro signos clinicos de enfermedad, principalmente hemorragias en la piel,
opacidad corneal, ulceracion en el cuerpo, decoloracion en el higado, aletas deshilachadas e
inflamaciéon de intestino y vesicula (Figura 8). Estas anomalias se consideran como los
principales sintomas de infeccion reportados por Eldar et al. (1995), Figueiredo et al. (2006),
Pretto-Giordano et al. (2010), quienes observaron signos como; alteraciones en piel, anorexia,
exoftalmia, opacidad de cérnea, extension de la cavidad visceral, hemorragia e inflamacion
abdominal, hepatomegalia y esplenomegalia. De acuerdo con Soto et al. (2009) las bacterias
causan hiperplasia epitelial en branquias, esplenomegalia, renomegalia y necrosis en Organos
internos, principalmente en bazo, corazon, higado, rifidon, cerebro y musculatura. Por ejemplo
Yardimci & Aydin (2011), Penagos et al. (2009) y Suchanit et al. (2010) indicaron que
Aeromonas hydrophila se relaciona con hemorragias en branquias y piel, debilidad y anorexia,
asi como la pérdida de la vision por ruptura orbital de los ojos. Coincidiendo con lo anterior
Clavijo et al. (2002) mencionaron que la presencia del género Edwardsiella sp, provoca
septicemia en Organos internos y externos, incluyendo riiidén, higado y bazo, piel, recto, aletas,
inflamacion abdominal y ojos opacos. Algunos patégenos se transmiten de forma horizontal y
utilizan como vehiculo precursor el agua, provocando brotes de infeccion de pez a pez por
contacto directo (Mauel et al., 2007). Newman (1993) mencion6 que el grado de patogenicidad
depende de la resistencia de la especie y las condiciones ambientales, debido a que algunos

patogenos se encuentran presentes en ambientes con altas temperaturas, pobre calidad de agua y

46



acumulacion de materia orgédnica. Estas condiciones permiten la adherencia y replicacion

bacteriana celular en los peces (Huicab-Pech et al., 2016).

En este sentido, el manejo y la manipulacion de organismos en el presente estudio se considera
inadecuado debido a que las actividades realizadas en las fases de produccion no cumplen con el
Manual de Buenas Practicas establecido por el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA), los cuales demandan el cumplimiento de las referencias
establecidas por la Organizaciéon de las Naciones Unidas (ONU), Organizacion para la
alimentacion y Agricultura (FAO) y la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), a través de
Comision del Codex Alimentario; concentradas en el manejo de agua, manejo de alimentos,
manejo de sustancias quimicas y farmacos e inocuidad del producto durante la cosecha; estas
medidas de seguridad reducen los riegos de contaminacion bioldgica, fisica y quimica, y evitan
las posibles pérdidas ocasionadas por las enfermedades, en éste caso pérdidas por bacterias

oportunistas.

Figura 8. Signos externos de dafios y anomalias. A, B y C: Decoloracion de piel, D: Hemorragias
en la piel, E: Opacidad corneal, F: Aletas deshilachadas.
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7.3 Composicion taxondémica de bacterias encontradas en la especie de tilapia Oreochromis

niloticus

Se identificaron 11 géneros bacterianos en etapa de pre-engorda y engorda de tilapia,
principalmente; Arthrobacter sp., Enterococcus sp., Staphylococcus sp., Vibrios sp.,
Micrococcus sp., Streptococcus sp., Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Edwardsiella sp.,

Flexibacter sp. y Flavobacterium sp.

La tincion de Gram comprobd la presencia de organismos Gram negativos con 55% de
predominancia Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Edwardsiella sp., Flexibacter sp., y
Flavobacterium sp., y 45% de organismos Gram positivos de Arthrobacter sp., Enterococcus
sp., Staphylococcus sp., Micrococcus sp., y Streptococcus sp. Los resultados coinciden con Al-
Harby y Naim-Uddin (2004) los cuales determinaron una prevalencia de 77% de bacilos Gram
negativas en la flora intestinal de tilapia y una prevalencia >10% de bacterias Aeromonas
hydrophila, Swewanella putrefaciens, Corynebacterium urealyticum, Escherichia coli y Vibrio
Cholerae. Algunas de las bacterias que se encontraron en el presente estudio se consideran
autoctonas del ambiente acuatico, como es el caso de la bacteria Aeromonas hydrophila y

Vibrios sp (Al-Harby y Naim-Uddin, 2004).

La presencia de diversos géneros bacterianos varian de acuerdo al crecimiento de los
organismos; sin embargo, la causa de su diversificacion se debe al consumo de alimento y la
calidad de agua. Las bacterias Gram negativas son la principal causa de enfermedad bacteriana,
por ejemplo Austin y Austin (2007) mencionaron que el género Aeromonas sp., provoca la
furunculosis y la septicemia hemorrdgica en la piel. Lo anterior coincide con lo sefialado por
Calvo y Martinez-Martinez (2009) los cuales consideran que las bacterias Gram negativas son
enlistadas en el margen de la salud publica, asi como de alto impacto por la resistencia a los

antibioticos.

En marzo, abril y mayo se detect6 la presencia de Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Vibrios sp.
y Enterococcus sp., siendo el mes de marzo (90.0%) el que tuvo mayor incidencia de géneros

bacterianos en comparacion con los meses de abril (63.9%) y mayo (72.7%).

48



Se registro la presencia de cinco géneros bacterianos durante la fase de engorde, Aeromonas sp.,
Pseudomonas sp., Vibrios sp., Enterococcus sp., y Micrococcus sp., con una mayor incidencia en
marzo, abril y mayo. La mayor presencia de patégenos, durante esta etapa, se determind

principalmente en marzo y mayo (Cuadro 3).

En ambas fases de produccion, la incidencia de Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., y
Aeromonas sp., se relaciona con lo reportado por Soto (2009) en tilapias cultivadas en jaulas
flotantes; ademas, éstos géneros pueden provocar un brote epidémico por su potencial patogeno
bacteriano. Al-Harbi et al. (2005) indicaron que la presencia de bacterias en la flora digestiva del
pez es normal; sin embargo, el brote de enfermedad se relaciona cuando existe el factor de estrés
a partir de la interaccidon entre peces, agentes patdgenos y el medio acudtico, como habitat
natural del organismo, asi como los factores de mala calidad de agua y exceso de materia
orgéanica, que permiten que la incidencia de enfermedad sea mayor como lo sefialaron Huicab-
Pech et al. (2016). A pesar de que los peces presentan una gran diversidad bacteriana, Snieszko
(1975) senald que existe un efecto simbidtico entre bacterias, es decir, el hospedero se adapta a
los cambios nutricionales y a la asimilacion de alimento en el tracto digestivo a través del

equilibrio bacteriano.

Los géneros bacterianos encontrados en el presente trabajo, pertenecen al linaje de especies
como Aeromonas hydrophila, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio cholerae,
Streptococcus iniae, Pseudomonas spp., Edwardsiella sp., Flexibacter sp., y Flavobacterium sp.,
los cuales representan un riesgo para la salud humana. Las bacterias son organismos autdctonos
del medio acuatico, incluyendo agua y sedimento. La presencia como patdégeno oportunista se
debe a las condiciones del medio acuatico y el estrés que favorecen su proliferacion, de acuerdo
con Burr et al. (2012), Soto-Rodriguez et al. (2013), Palumbo et al. (1992) y Woo et al. (2010),
los organismos bajo condiciones de estrés son susceptibles a la presencia de patdgenos
oportunistas causantes de septicemia hemorrdgica y signos clinicos como nado erratico o en
circulos, movimientos descoordinados, anorexia o disminucion de apetito, exoftalmia, opacidad
de coérnea, extension de la cavidad visceral, hemorragia e inflamacion abdominal,
reblandecimiento del cerebro y higado, hepatomegalia y palidez en el drgano, asi como

esplenomegalia y adherencia visceral comtinmente encontrado en cultivos y estudios a nivel
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experimental. El género Sthapylococcus sp y Micrococcus sp se presentd en organismos de
engorda. De acuerdo con Mhango et al. (2010) y Gonzalez-Rodriguez et al. (1999) la falta de
higiene en el manejo de los peces se relaciona con bacterias comunes en la piel humana y la flora
bacteriana normal de peces dulceacuicolas. El cultivo de tilapia presentd aquellas bacterias que
se encuentran en la NOM-115-SSA1-1994, por lo que su actividad infectiva se relaciona con
intoxicaciones alimentarias en el ser humano, ademéas de que algunas se clasifican como
patdgenos indicativos de contaminacion fecal, como es el caso de Enterococcus sp., Vibrio sp., y
Sthapylococcus sp. Por su parte Soto (2009) sefiald que la variacion de temperatura, los
asentamientos humanos, la cantidad de alimento suministrado, la calidad nutricional y los
métodos de cosecha, se relacionan con la incidencia de bacterias oportunistas en el cultivo
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Presencia-Ausencia de patdogenos en tilapia O. niloticus durante las etapas de pre-
engorde y engorde.

Meses Pre-engorde Engorde
Aeromonas sp.
Edwardsiella sp Aeromonas sp.
StrentococeUs ) Streptococcus sp.
P p- Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp. Pseudomonas sp
Marzo |Pseudomonas sp. o '
Vibrios s Vibrios sp.
Flexibact%r Flexibacter sp.
SP- Enterococcus sp.
Arthrobacter sp. Micrococcus sp
Enterococcus sp. '
Aeromonas sp. Aeromonas sp.
Pseudomonas sp. Edwardsiella sp.
Abril Vibrios sp. Pseudomonas sp.
Arthrobacter sp. Vibrios sp.
Enterococcus sp. Enterococcus sp.
Micrococcus sp.
Aeromonas sp.
Edwardsiella sp.
ACroOmonas s Streptococcus sp.
p- Staphylococcus sp.
Mayo Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.
Vibrios sp. Vibrios sp.
Enterococcus sp. ENterococcus sp.
Flavobacterium sp.
Micrococcus sp.
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Cuadro 4. Determinacion de géneros bacterianos por pruebas bioquimicas en los meses marzo,
abril y mayo.

Bacteria Gram O|Ct| Mo |Ind |Orn|Lis| MR |VP
MARZO
Arthrobacter sp. + C|+| - - - - - - -
Enterococcus sp. + C|+| - - - - + - -
Staphylococcus sp. + Cl|+| + - - - - - -
Micrococcus sp. + Cl|+]| + - - - + - -
Streptococcus sp. + c|+]| - - - + - - -
Aeromonas sp. - B|+| + - - - + - -
Vibrio sp. - B|-| + + + + + + -
Pseudomonas - B|+ | + - - - + - -
flourescens
Edwardsiella sp. - B|-| + - - - - - -
Flexibacter sp. - B|+]| - - - - - - -
ABRIL
Enterococcus sp. + Cl|+]| - - - - + - -
Staphylococcus sp. + C|+ | + - - - - - -
Micrococcus sp. + C|+ | + - - - + - -
Aeromonas sp. - B|+]| + - - - + - -
Vibrio sp. - B|-| + + - |- + - -
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Pseudomonas sp. - B|+ | + - - - - - -
Edwardsiella sp. - B|-| + - - - - - -
MAYO

Streptococcus sp. + c|+]| - - - + - - -
Enterococcus sp. + C|+| - - - - + - -
Micrococcus sp. + C|+]| + - - - + - -
Aeromonas sobria - B|+]| + + - + + - -
Flavobacterium - B|+]| + - - - - - -
columnare

Pseudomonas sp. - B|+ | + - - - + |- -
Vibrios sp. - B|-| + + + + + + -
Edwardsiella sp. - B|-| + + + + + - -

Bacilo (B), Cocos (C), Oxidasa (O), Catalasa (Ct), Motilidad (Mo), Indol (Ind), Ornitina (Orn),
Lisina (Lis), Rojo de Metilo (MR), Vogues-Proskeaur (VP).

52



7.4 Activacion de probidticos de maiz Lactobacillus plantarum, alfalfa Bacillus subtilis,
pozol Enterococcus faecium, suero de leche Enterococcus faecium y Lactobacillus

acidophilus

La activacion de probidticos mostrd que a temperaturas bajo cero su calidad probiotica es alta. Es
decir, las muestras probidticas mantenidas en la fase de congelaciéon mostraron mayor cantidad
de colonias en el cultivo en agar y caldo MRS (Figura 10), ademas de que la inhibicién sobre

patogenos infecciosos fue mayor (Cuadro 5).

Cuadro 5. Activacion de probioticos en condiciones de temperatura ambiente, refrigeracion y
congelacion.
Activacion y crecimiento de bacterias probioticas en Caldo MRS

Probidticos Bacteria T° Ambiente Refrigeracion Congelacion

Suero de leche  Enterococcus faecium ST ST ST

Lactobacillus

Maiz SI SI SI
plantarum
Pozol Enterococcus faecium NO SI SI
Alfalfa Bacillus subtilis SI SI SI
Suero de leche Lactobacillus
_ _ SI SI SI
M2 acidophilus

En pruebas de catalasa los probidticos fueron positivos, debido a que mostraron burbujeo al

aplicar el peréxido de hidrogeno (H,O,) sobre la colonia pura probidtica (Figura 9).
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Figura 9. Pruebas de catalasa en cepas probioticas de Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecium y Lactobacillus acidophilus.

Figura 10. Colonias de bacterias probiodticas en medios de caldo y agar MRS (Man, Rogosa y
Sharpe).
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7.5 Pruebas de sensibilidad contra el patdgeno A. hydrophila

El extracto de leche de cabra con bacterias Enterococcus faecium mostré un mayor halo de
inhibicion contra el patdgeno A. hydrophila. La concentraciéon minima inhibitoria se presentd
cuando la concentracion del patogeno fue de 2.0 x 10° UFC mL™" y la concentracion de bacterias
probidticas fue de A: 9.0x10% y B: 3.5x10° UFC mL™. Los resultados sefialaron inhibicion del
patogeno cuando la concentracion de bacterias probidticas es mayor. Se considera que el uso
adecuado del probidtico debe aplicarse en las primeras 24 y 48 h, debido a que se observaron
diferencias significativas en las concentraciones A y B (Figura 11) en relacion al tiempo de
exposicion del probidtico. Los resultados indicaron que la capacidad de inhibicion fue provocada
por bacterias E. faecium las cuales estan presentes en los extractos de sueros de leche de cabra y
pozol. De acuerdo con Klare et al. (2003) E. faecium es un grupo de bacterias acido lacticas que
actian como un probidtico natural en la acuacultura y que se encuentran distribuidas en la

naturaleza, por lo que se considera una cepa de baja patogenicidad.

E. faecium es una bacteria acido lactica propuesta en la acuacultura como un agente con
potencial probiotico. Klare et al., (2003) indicaron que la bacteria se encuentra en peces sanos y
se desempefia con baja patogenicidad en el hospedero. E. faecium tiene la capacidad de producir
bacteriocinas (péptidos pequenos), las cuales perforan la membrana celular de la bacteria
patdgena. Rolfe (2000) mencioné que E. faecium actiian en el sistema inmunoldgico de los
organismos acuaticos € intervienen de manera positiva en el equilibrio microbiano intestinal, lo
anterior coincidio con Fuller (1989). De acuerdo con Vandenberg (1993) y Aymerich et al.
(2000), la cepa de E. faecium en la industria alimenticia (produccion de queso y yogurt) extiende
la vida util de los productos por su contenido de &cido lactico y &cido acético, peroxido de
hidrégeno, didéxido de carbono y bacteriocinas. Coincidiendo con lo anterior Kos et al. (2008) y
Ramakrishnan et al. (2008) reportaron que la especie E. faecium MTCC 5695 contiene
propiedades bioactivas, antioxidativas y bioprotectoras, las cuales estimulan el crecimiento

celular y actian como agentes terapéuticos en la flora intestinal humana y animal.

Entre sus propiedades, toleran concentraciones altas de acidos y pH bajos, es decir, tienen la
capacidad de colonizar facilmente el habitat del tracto digestivo, lo que coincide con lo

encontrado por Chang and Liu (2000) en un estudio realizado con la especie anguila Europea
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Anguilla anguilla L., donde observaron una colonizacion bacteriana (73%) por Enterococcus
faecium SF68 y Bacillus toyoi en la microflora intestinal a partir de la adicion de bacterias en
dietas suministradas por 14 dias, provocando que la especie anguila Europea Anguilla anguilla
L., sea resistente a Edwardsiella tarda. Lo anterior coincide con Marcin et al. (2006) los cuales
demostraron que la sinergia entre la cepa Enterococcus faecium M-74 y el aceite de orégano

influye sobre la ganancia de peso en cerdos destetados.
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Figura 11. Halo de inhibicion del probidtico Enterococcus faecium contra A. hydrophila. Se
muestra diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05).
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Figura 12. Crecimiento de bacterias probiodticas y halo de inhibicién contra el patogeno A.
hydrophila.

Posterior a la prueba de sensibilidad se realiz6 la fermentacion del probidtico Enterococcus
faecium en combinacion con los extractos vegetales de nopal Opuntia ficus indica, sabila Aloe
vera y orégano Lippia berlandieri, en combinacion con el medio dzapec. Este analisis permitio

conocer las CMI del fermentado contra el patogeno (Figura 13, 14).
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Figura 13. Metodologia para el proceso de la fermentacion. Preparacion de medio dzapec y
pesado de extractos de orégano, nopal y sabila.

. Oregano/Sabila

San Rafael

Medio Dzapec |

‘ Relacion
- 3gr+300 pl + 30 ml

96 HORAS
320
._ Anaerobiosis

Figura 14. Frascos con medio dzapec, extracto de plantas de nopal, sabila, orégano y probioticos.

58



Como resultados, se obtuvo que la combinacion de Enterococcus faecium con extractos de
orégano Lippia berlandieri y nopal Opuntia ficus indica, mostraron halos de inhibicion entre

8.5+1.5 mm y el extracto de sabila Aloe vera con un halo de inhibicion de 8.0+1.0 mm.

La combinacion del extracto de nopal con E. faecium permite que el crecimiento del patogeno
disminuyan. Aguilar et al. (2006) y Torres-Ponce et al. (2015) sefialaron que el nopal presenta
propiedades medicinales de alto potencial agrotecnoldgico, como antiviral y antibacteriano

aplicadas en la industria agropecuaria, industria alimenticia y farmacologica.

El extracto de orégano y sdbila mostré mayor inhibicion cuando fue expuesto a 24 y 48 h de
incubacion, es decir, que a 72 h ya no se presentd crecimiento del probidtico. El extracto de
nopal en combinacion con E. faecium presentd un crecimiento exponencial a través del tiempo

de incubacion (Figura 15).

El nopal, como material fibroso, favorece el proceso digestivo y reduce los problemas
intestinales y al mismo tiempo mejora la absorcién de los nutrientes alimenticios. De acuerdo
con Paredes-Aguilar et al. (2007), durante el proceso de fermentacion, el nopal, produce una
proteina microbiana por la degradacion de la glucosa que se encuentra presente en la planta, por
lo tanto se puede usar como sustrato para el crecimiento de bacterias probioticas, asi como se

muestra en el presente estudio (Figura 16, 17).

Las bacterias acido lacticas de Enterococcus spp., Leuconostoc sp., Lactobacillus sp.,
Lactococcus sp., Aerococcus sp., y Pediococcus sp., forman parte de la flora gastrointestinal y se
caracterizan por ser bacterias cocoides, bacilares inmodviles que obtienen su energia por
fermentacion de azucares, los resultados coincidieron con Marcin et al. (2006) los cuales
demostraron que la presencia de Enterococcus faecium en el tracto digestivo, estimula el

crecimiento y el aumento de peso de ganado porcino.
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Figura 15. Efecto del orégano Lippia berlandieri y sabila Aloe vera contra A. hydrophila. KW-H
(Pruebas de Kruskal Wallis).

Paredes-Aguilar et al. (2007) sefialaron que el efecto del orégano por su contenido de
bacteriocinas puede actuar contra Vibrios patogenos, ademas de ser un aditivo o conservador en
la industria alimenticia.

Lo anterior coincide con lo sefialado por Rangel et al. (2008) y Terblanché y Kornelius (1996),
los cuales sugieren que la aplicacion de orégano, como aceite esencial, evita la contaminacion de
los alimentos susceptibles a bacterias del género Vibrio, esto en consecuencia, de la fraccion alta

de timol de la planta.
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Figura 16. Efecto de extractos de nopal Opuntia ficus indica y Enterococcus faecium contra A.
hydrophila. KW-H (Pruebas de Kruskal Wallis).

Figura 17. Antibiogramas y halos de inhibicion contra A. hydrophila al aplicar extractos de sabila
y orégano.
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Figura 18. Efecto del extracto de nopal Opuntia ficus indica contra A. hydrophila (A, B, C)

Para la determinacion del efecto de Lactobacillus acidophilus en combinacion con los extractos
de nopal Opuntia ficus indica, sabila Aloe vera y orégano Lippia berlandieri. Se evaluaron dos
concentraciones del fermentado. Se ocupd la cepa de Lactobacillus acidophilus a una
concentracién 3.24x10° UFC mL™, la cual se identifico como A y AB, y la concentracién 10.0
x10* UFC mL" se identifico como C y D. Estas concentraciones fueron evaluadas contra dos
diferentes diluciones de A. hydrophila representadas por 1.28x10° y 1.20x10* UFC mL™". Como
resultados se obtuvo que la combinacion de L. acidophilus con el extracto de orégano L.
berlandieri mostré6 mayor inhibicion contra A. hydrophila en comparacion con los extractos de
sabila y nopal, los cuales no mostraron inhibicion. El extracto de orégano con L. acidophilus en
sus diferentes diluciones y el tiempo de exposicidon no mostraron diferencia significativa en
ninguno de sus tratamientos (p>0.05) (Figural9). Lactobacillus acidophilus mostrd crecimiento
bacteriano y competencia por sitios; es decir, que este probiodtico es capaz de competir contra el
patogeno debido al crecimiento en el analisis in vitro (18-20 mm); por lo tanto, podemos concluir

que esta bacteria es capaz de colonizar el tracto digestivo del organismo y actuar como un agente
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preventivo, como es el caso de Enterococcus faecium. Los resultados se compararon con Ahilan
et al. (2004) quienes reportaron que la adicion de Lactobacillus spp en dietas para Carassius
auratus produce un mayor crecimiento en la especie. Por su parte, Al-donail et al. (2009)
sefialaron que Lactobacillus acidophilus, en cultivos de bagre africano Clarias gariepinus,
influye en la mejora del crecimiento, la supervivencia y nutricion de organismos; sin embargo,
en ambos estudios no se observd la eliminacion del agente patdogeno, como lo mostrd
Enterococcus faecium en dietas de anguilla europea y cerdos destetados. Estudios realizados por
Herrera-Sirias et al. (2014) indicaron que Lactobacillus acidophilus acttia contra Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus en camarones Litopenaeus vannamei. Sin embargo, una
de las desventajas que presentan algunas bacterias del género Lactobacillus es la minima

tolerancia a pH bajos (O’sullivan, 2001) (Figura 19).
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Figura 19. Efecto del extracto de orégano L. berlandieri contra A. hydrophila. KW-H (Pruebas
de Kruskal Wallis).
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Figura 20. Inhibicion de A. hydrophila al aplicar el orégano L. berlandieri (A, B, C).

En esta fase se determino la CMI con la combinacion del probidtico E. faecium (extracto del
fruto pozol) con los extractos de nopal Opuntia ficus indica, sabila Aloe vera y orégano Lippia
berlandieri. Para éste analisis se evaluaron tres concentraciones del fermentado; cepa con
2.8x10°UFC mL", 2.0x10*> UFC mL" y 1.0x10° UFC mL", los cuales se combinaron con los
extractos de nopal, sabila y orégano contra una concentracion 9.6x10> UFC mL™’ de A.
hydrophila. Como resultados se obtuvo que el extracto de sabila en combinacion con E. faecium
a una concentracion de 2.8x10°UFC mL™" mostré un mayor halo de inhibicién en comparacion
con las concentraciones 2.0x10* UFC mL" y 1.0x10° UFC mL"; en relacion al tiempo de
exposicion, se tiene que durante las primeras 24 y 48 h la calidad del fermentado es eficiente.
Sabila es un excelente extracto para la inhibicion de A. hydrophila en comparacion con el
extracto de orégano. El analisis de extracto de nopal en combinacion con E. faecium no mostro
crecimiento e inhibicion del patégeno. Por su parte, la combinacion del extracto de orégano y E.
faecium mostré que la concentracion de 2x10° UFC mL™" presentd un crecimiento mayor que la

concentracion 2.8x10* UFC mL™ y 1.0x10° UFC mL™' (Figura 21, 22).
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Figura 21. Efecto del extracto de oregano L. berlandieri y sabila Aloe vera contra A. hydrophila.
KW-H (Pruebas de Kruskal Wallis).

Figura 22. Inhibicion de A. hydrophila al aplicar L. berlandieri y Aloe vera.
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Por su parte, el probiodtico de Bacillus subtilis se evaluo a concentraciones de 1.2x10% 2.0x10% y
1.0x10° UFC mL™, y se representaron por las claves A, B y C. La concentracion de bacterias A.
hydrophila fue 6.2 x10° UFC mL™". Como resultado se obtuvo que la combinacién del extracto
de nopal a una concentracion de A y B con B. subtilis mostré halos inhibicion de 20.0+2.0 mm.
El nopal se considera un excelente extracto en combinacion con Bacillus subtilis (extracto de
alfalfa) en comparacion con el extracto de orégano y sabila (Figura 23). El nopal, como fuente de
alimento, contiene minerales, proteinas, fibra dietética y fitoquimicos, lo que describe su poder
antimicrobiano (Bensadon et al., 2010) (Figura 24). Coincidiendo con Felker et al. (2006), el
nopal se usa como forraje de ganado en diversos paises incluyendo México, su principal aporte
es reducir los trastornos digestivos de los animales. Los resultados del presente trabajo
demostraron que cuando la planta se fermenta en estado sélido es capaz de producir proteinas
microbianas por la degradacion de la glucosa que se encuentra en la planta, estimulando el
crecimiento de microorganismos en el sustrato con una fuente de azucares (medio dzapec).
Autores como Oliveira (2001) y Araujo et al. (2005) evaluaron la combinacién de Asperguillus
niger (hongo de vegetales) y Saccharomyces cerevisae, y encontraron que la cantidad de proteina
cruda (12.8%-26%) es un suplemento para la alimentacion animal. En este trabajo, se ocup6 el
extracto de nopal como una fuente solida para el crecimiento de células microbianas; lo anterior
contrasto con lo reportado por Pandey et al. (2001) y Sato y Sudo (1999). En contraste con Sierra
(2008) Bacillus produce enzimas hidrofilicas extracelulares que descomponen polisacaridos,
acidos nucleicos y lipidos, que el organismo emplea como fuente de energia, ademas de que
crecen en medios sintéticos con contenido de azicares, acidos organicos y alcoholes. Bacillus
poseen capacidad de movimiento y velocidad de crecimiento, por lo que su reconocimiento es
facil en pruebas de catalasa. La cepa de Bacillus subtilis se obtiene de la planta de alfalfa, de
acuerdo con Velazquez et al. (2008), Reva et al. (2002), Benedezi et al. (2008), Calvo et al.
(2008), Trivedi et al. (2007) y Rojas et al. (2008) B. subtilis se aisla de la rizosfera y tejidos
internos de los cultivos de cafia de azlcar, algodon, trigo, maiz, papa y arroz, esta bacteria
promueve el crecimiento vegetal y el control bioldgico contra patéogenos, por lo tanto se

considera una planta alimentaria, forrajera y medicinal por su potencial antifiingico.

En los trabajos de Villas-Boas y Esposito (2000) seialaron que el uso de nopal aumenta la

nutriciéon de proteinas microbianas de fosfato, potasio y calcio. Por su parte la especie de
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Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva que se encuentra distribuida en el suelo, sin
embargo, no muestra toxicidad en los vertebrados. Estas bacterias poseen un efecto de accion
bactericida y fungicida, y su principal uso se da en el sector agricola como un excelente pesticida

en plantas.

En la acuacultura, Bacillus subtilis se ha evaluado para comprobar el crecimiento de tilapia O.
niloticus y langostino Macrobrachium rosenbergii; por lo que Giinther y Jiménez-Montealegre
(2004) determinaron que el producto Aquabiotic (Loveland Industries Ltd,USA), compuesto de
0.1% B. subtilis, 5x10° CFU g y 99.9% maltrina, al ser aplicado en el alimento no mostro valor
significativo, por lo anterior reportaron que la adicion de la bacteria afectd negativamente los
procesos digestivos de los organismos debido al cambio en la dieta. Sin embargo, esta bacteria es
capaz de producir enzimas, proteasas y amilasas, que mejoran el crecimiento en los animales,
como se reportd en el sector pecuario. Por su parte Liu et al. (2012) demostraron que Bacillus
subtilis E20 (10° CFU g), como suplemento alimenticio, puede reducir la mortalidad de grupos
de Epinephelus coioides infectados por iridovirus. La EPA (2010) (Environmental Protection
Agency) propuso a que se realicen investigaciones utilizando la bacteria Bacillus subtilis en
organismos acuaticos. Bacillus subtilis en el sector agricola es considerada una bacteria
promotora de crecimiento vegetal. Su uso como biofertilizante provoca el desarrollo en la
estructura de la raiz mejorando la absorcion de nutrientes, calidad de la fruta y control bioldgico,
coincidiendo con lo reportado por Karakurt y Aslantas (2010) y Sharma et al. (2009). Los
resultado demostraron que la combinacion de B. subtilis y nopal, en pruebas in vitro, logré
expandirse en la superficie del medio, evitando el crecimiento A. hydrophila. Comparando con
Leo6n (2001) y Ahemad y Saghir (2010) B. subtilis compite por nutrientes y espacio evitando el
desarrollo y el crecimiento del patdgeno. Otras extractos y/o plantas han sido incorporados a la
dieta, como lo reportado por Punitha et al. (2008) quienes evaluaron cinco tipos de plantas de las
especies de Cynodon dactylon, Piper longum, Phyllanthus niruri, Tridax procumbens y Zingiber
officinalis contra la infeccion de Vibrio harveyi en peces juveniles de Epinephelus tauvina y
encontraron que el uso de plantas mejord los mecanismos de defensa inespecifica, y la
respiracion intra y extra celular. Por su parte, Abasali y Mohamad (2010) determinaron que la
incorporacion de extractos de Ocimum basilicum, Cinnamomun zeylanicum, Junglas regia y

Mentha piperia con concentraciones de 1250 mg kg™ contra Aeromonas hydrophila (1x10® UFC
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por pez) mejord la inmunidad no especifica, incremento la resistencia contra la infeccion y la
supervivencia de Cyprinus carpio (91.4%). Sankar et al. (2011) demostraron que el uso de
Ricinus communis en larvas Penaeus monodon (0.00124+0.001 mg) incremento la supervivencia
(94%) y mejoro la resistencia contra Vibrios. Asimismo, Kasiri et al. (2011) mencionaron que la
aplicacion de extractos de la especie Echinacea purpurea increment6 el crecimiento y el
comportamiento reproductivo durante las primeras etapas larvales de Pterophyllum scalare.
Entre los estudios actuales, se cita a Park and Choi (2014), quienes encontraron que el uso del
extracto de Prunella vulgaris labiatae induce la respuesta inmune especifica y no especifica de
los peces, por lo que se podria utilizar como un suplemento en la dieta. Asimismo se destaca el
uso de probioticos, los cuales se componen comunmente de bacterias acido lacticas, cepas
Vibrios sp., Bacillus sp., Lactobacillus y hongos unicelulares, como la levadura Saccharomyces
cerevisae (Venkat et al., 2004; Addel-Tawwab et al., 2008).
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24 |

22 @
20 @

18
16

14

12 +

Halo de inhibicion (mm)

EX

10 +

8 -

6 i @

NA24 NB24 NC24 NA48 NB48 NC48 NA72 NB72 NC72
Tiempo de exposicion (h)

Figura 23. Efecto del extracto de nopal Opuntia ficus indica contra A. hydrophila. KW-H
(Pruebas de Kruskal Wallis).
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Figura 24. Frascos con extracto de oregano L. berlandieri y B. subtilis (A).Inhibicion del A.
hydrophila, al aplicar Opuntia ficus (B, C).

Para la evaluacion del extracto de nopal Opuntia ficus indica, sabila Aloe vera y orégano Lippia
berlandieri en combinacion con el probiodtico Lactobacillus plantarum contra el A. hydrophila a
un concentracion de 6.2x10°% se emplearon las concentraciones de L. plantarum 2.8 x10?,
2.0x10%y 1.0x10°, las cuales se representaron como A, B y C. Como resultado se mostré que el
extracto de nopal y sabila en combinacién con L. plantarum present6 inhibicién contra el
patégeno, en comparacién con el extracto de orégano. Sin embargo, la combinacion del
probiotico con el orégano presentd inhibicion en relacion al tiempo de incubacion, es decir, a las
72 h el halo de inhibicion fue de 5.0+0.1 mm (Figura 25, 26). Por lo tanto, no hubo diferencia
significativa en relacion a las horas de incubacion del fermentado, pero si se encontraron
diferencias significativas entre cada tipo de fermentado, siendo sabila y nopal una excelente
fuente solida para el crecimiento de bacterias lacticas, lo cual coincide con lo encontrado por
Araujo et al. (2005) y Pandey et al. (2001) quienes indicaron que el nopal en estado sélido es un
fermentador capaz de activar el crecimiento de células microbianas por su contenido de fosfatos
y potasio, lo cual lo hace una excelente alternativa que podria competir con otras fuentes de

carbono. L. plantarum se utiliza en el alimentacion de O. niloticus. Essa et al. (2010) sefialaron
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que el uso de esta bacteria incorporada a la dieta por bio-encapsulacion, mejord la composicion
bioquimica de la especie principalmente el contenido proteico, de acuerdo con lo reportado por
Lara-Flores et al. (2010), Merrifield et al. (2009), Seenivasan et al. (2012) y Saad et al. (2009) el
uso de bacterias y hongos, L. acidophilus, L. sporogenes y Biogen®, Enterococcus faecium,
Bacillus spp y S. cerevisae NIOFDO019. L. plantarum es una bacteria comun en diversos nichos
ecoldgicos y tracto digestivo en humanos y otros mamiferos. Coincidiendo con este estudio, los
resultados reportados por Chiu-Hsia et al. (2007) indicaron que cuando los camarones L.
vannamei alimentados con dietas con L. plantarum a concentraciones de 10" y 10" CFU (kg de
dieta) durante 48 y 168 h promueven la actividad de la fenoloxidasa y la actividad de superdxido
dismutasa, ademas eliminan a Vibrio alginolyticus, ésta ultima se relaciona por la modulacion
inmune y aumento de la capacidad inmune de L. vannamei y aumento de resistencia por la
disminucion significativa de hemocitos alimentados con L. plantarum. Comparando con Talpur
et al. (2012) la mezcla de L. plantarum, L. salovarius y L. rhamnosus mejoré la supervivencia de
la jaiba azul P. pelagicus. Kongnum y Hongpattarakere (2011) aislaron 200 bacterias acido
lacticas y determinaron que L. plantarum mantuvo un crecimiento exponencial de 5,29 a 9,47 log
CFU ml leq”' en pruebas in vitro. Por su parte, en pruebas in vivo evaluaron la adicion de L.
plantarum en la alimentacion de L. vannamei obteniéndose diferencias significativas (p<0.05) en
relaciobn a su crecimiento y supervivencia. Los resultados del estudio comprobaron Ia
competencia por sitios de adhesion de la bacteria probidtica y la patdgena. L. plantarum se
puede considerar, de acuerdo con Vieria et al. (2007), un excelente inmunoestimulante debido al
aumento de la actividad contra V. harveyi en camarones L. vannamei. Por su parte, Pirarat et al.
(2011) mencionaron que la aplicacion de bacterias acido lacticas de Lactobacillus rhamnosus
GG en organismos de 30-50 g en Oreochromis niloticus permitié el crecimiento de vellosidades
en todas las partes del intestino, principalmente en la parte proximal e intestino medio; ademas
indicaron que la poblacion de linfocitos intraepiteliales fue significativamente mayor en
comparacion con el grupo control. Esta bacteria se caracteriza por ser un regulador del sistema
inmune del intestino. Lo anterior se compara con Suchanit et al. (2010) quienes mencionan que
el patégeno de Aeromonas hydrophila es desafiado con el uso de inmunoestimulantes,
principalmente glucano (1%) y Lactobacillus rhamnosus (1x10' CFU g') ambos tratamientos

tuvieron la capacidad de reducir el dafio intestinal por la bacteria.
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KW-H(25,162) = 127.8077, p = 0.00001
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Figura 25. Efecto del extracto de nopal O. ficus, sabila A. vera y orégano L. berlandieri contra A.
hydrophila. KW-H (Pruebas de Kruskal Wallis).
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Figura 26. Inhibicion de A. hydrophila (A). Frascos con extractos de orégano, nopal y sabila en
combinacion con L. plantarum (B). Crecimiento de colonias probidticas de maiz L. plantarum

(€).
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Cuadro 6. Relacion de las combinaciones entre el probidtico, patdgeno y extractos naturales.

Concentracion

Concentracion

Probidti o . Extr Resul
obhiotico Probittico A. hydrophila xtracto | C esultado
Suero de leche | 9.0x10° UFC mL" o
Enterococcus 2.0x10° UFC mL" sE | 2 | Inhibicion de
faecium 3.5x10° UFC mL A. hydrophila
Suero de leche | 9.0x10° UFCmL" | 2.0x10° UFC mL" Orégano y
Orégano nopal
Enterococcus X 1 . | Sabila | © ? ¢
faecium 3.5x10° UFCmL" | 2.0x10° UFC mL® exceiente
Nopal inhibidor.
Suero de leche | 3.24x10° UFC mL™' | 1.28x10° UFC mL*
Lactobacillus 1.0x10* UFC mL™ | 1.20x10° UFC mL" | Orégano
acidophilus Sabila | 12 Orégano
32.4x10° UFC mL " | 1.28x10° UFC mL"" ablia
Nopal
1.0x10* UFC mL" | 1.20x10* UFC mL!
Pozol 2.8x10° UFC mL! | 9.6x10° UFC mL"’
2.0x10° UFC mL" | 9.6x10°UFC mL ' | Orégano Orégano y
Séabila 9 sébila
Enterococcus 1.0x10° UFCmL" | 9.6x10°UFCmL" | Nopal
faecium
Alfalfa 1.2x10° UFC mL"' | 6.2x10° UFC mL" Crecimiento
lento,
Bacillus subtilis | 2.0x10° UFC mL" | 6.2x10°UFC mL"' ,
Orégano 9 El nopal
Sabila presento
1.0x10° UFC mL™ 6.2x10° UFC mL™ Nopal inhibicion
contra A. h.
Maiz 2.8x10° UFCmL" | 6.2x10° UFC mL™ Crecimiento
Orégano
Lactobacills [ 2.0x10° UFCmL" | 62x10°UFCmL" | gaia | 9 lento para las
plantarum o tres
1.0x10° UFC mL"' | 6.2x10°UFC mL" Nopal combinaciones.

C: Combinaciones. S/E: Sin extracto.
Las combinaciones fueron por duplicado y testigo.
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7.6 Contrastacion de hipotesis

Con base en los resultados anteriores, se concluye que no se encontraron evidencias suficientes
para RECHAZAR Ila hipoétesis. Los resultados demuestran que se encontrd la presencia de
diversos patogenos causantes del 50% de mortalidad en tilapia, entre estos A. hydrophila.
Asimismo, la aplicacion in vitro de la combinacion de extractos naturales (orégano, nopal y
sabila) con probioticos de E. faecium, L. plantarum, L. acidophilus y B. subtilis, a diferentes

concentraciones y tiempo de exposicion, provocd la inhibicidn de A. hydrophila, encontrandose

diferencias significativas (p<0.05).
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8. CONCLUSIONES

La aparicion de enfermedades se debe principalmente a diversos factores que actian individual o
conjuntamente en un cultivo acuicola, por lo tanto, se considera necesaria la implementacion de
estrategias para el manejo Optimo en los cultivos, con el objetivo de alcanzar una produccion
sustentable bajo los programas de seguridad y buenas practicas de manejo, asi como también la
alternativa de vacunacidon efectiva como tratamiento preventivo y correctivo, a partir de
productos amigables para el cultivo y el ser humano. Lo anterior, con la finalidad de evitar
pérdidas directas e indirectas, y asegurar la produccion y el éxito de los cultivos de Oreochromis

niloticus.

La importancia de este trabajo de investigacion radica en que se aplicé y evaluo la fitoterapia o
medicina tradicional en el sector productivo, principalmente en la actividad acuicola, como una
alternativa para reducir o eliminar el uso excesivo de principios quimicos por principios activos
naturales de plantas con potencial farmacologico. Ademds de ocuparse como sustrato para el
crecimiento de bacterias, es capaz de reaccionar efectivamente con organismos acuicolas
deforma inofensiva para las especies en cultivo y para el consumidor final. En el presente
estudio, se observd que la combinacion de probidticos de Bacillus subtilis, Enterococcus
faecium, Lactobacillus plantarum con extractos de orégano y nopal, evitan el crecimiento de

patogenos.

El uso de probioticos, en combinacion con extractos de plantas, en ese caso plantas que han sido
utilizadas para el sector pecuario y agricola, es una excelente alternativa para eliminar o
disminuir la presencia de bacterias patdgenas en los sistemas de produccion acuicola. Lo anterior
permitird obtener un producto sustentable con el ambiente. El nopal, orégano y la sabila son
plantas que poseen caracteristicas nutricionales efectivas para el ser humano, y por ende su
aplicacion en el sector agropecuario es una opcion para mejorar la calidad del agua, disminuir la
presencia de patogenos, asi como mejora el tracto digestivo, lo cual permitird la mejor absorcion
de los nutrientes del alimento, ocasionando de forma directa el crecimiento y la supervivencia

del los organismos.

También, es interesante resaltar el valor comercial de los productos naturales empleados en el

presente trabajo, los cuales se dirigen a productos que se cultivan y se producen en el pais,
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permitiendo el aporte econdmico en el sector agricola, a partir de nuevas formas de aplicacion y

valor agregado a su produccion.

Por el momento, la informacion sobre pérdidas por brotes de enfermedades en O. niloticus es
nula, sin embargo, existen diversas enfermedades patdgenas que se ofertan desde el momento de
la eclosion del organismo hasta su edad adulta, lo anterior dependera de las condiciones que
favorezcan los brotes epidémicos y la respuesta inmune del organismo cuando se presenta una
infeccion emergente, es por esta razon, que la mejor respuesta de defensa es mantener el
equilibrio del patdgeno, hospedero y el medio ambiente en los agroecosistemas acuicolas, con
ayuda de grupos multidisciplinarios con un enfoque en las materias veterinarias, epidemiologicas

y bioldgicas.
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