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RESUMEN

La investigacion se realizo en la Universidad Nacional del Altiplano de la ciudad de Puno,
durante los meses de agosto a noviembre del 2019. La presencia de bacterias patdgenas
entre ellas Escherichia coli en el tracto digestivo de las truchas y las muestras de agua de
los estanques de cultivo, constituye un factor negativo importante ya que produce toxinas
disminuyendo la ganancia de peso, la cual podria ser disminuida ante la presencia de
bacterias Lactobacillus sp y Bacillus sp que inhiben el crecimiento de bacterias patdgenas,
gracias a la produccion de acidos organicos y péptidos con actividad bactericida. Los
objetivos especificos fueron: a) Evaluar la carga de bacterias probidticas (Lactobacillus
sp y Bacillus sp) en contenido intestinal de juveniles de trucha arco iris del CIPBS —
Chucuito y mercados Unién - Dignidad y Central de la ciudad de Puno y b) Evaluar el
efecto inhibitorio de bacterias probioticas sobre cepas de Escherichia coli aisladas de los
estanques de crianza de trucha del CIPBS — Chucuito de la UNA — Puno. Los métodos
fueron: los juveniles de trucha arco iris fueron adquiridos en el CIPBS — Chucuito y dos
mercados de la ciudad de Puno, a partir de ellos se colectaron los tractos digestivos y
mediante la técnica del recuento en placa en agar Lactobacillus se obtuvo el recuento de
bacterias de los generos Lactobacillus sp y Bacillus sp; el recuento de bacterias E. coli se
realizd mediante el NMP/100ml a partir de muestras de agua de los estanques de cultivo
del CIPBS - Chucuito. La inhibicion bacteriana de Lactobacillus sp y Bacillus sp sobre
E. coli se realizO mediante el método de ensayo in vitro de Kirby Bauer, donde las
diluciones de las bacterias acido lacticas fueron obtenidas mediante el método de
McFarland. Los resultados fueron: la carga de Lactobacillus sp variaron entre 37.00 x 10°
y 41.33 x 10° UFC/ml en el CIPBS Chucuito, de 44.33 x 10° a 54.67 x 10° UFC/ml en el
mercado Union — Dignidad y de 29.00 x 10%a 49.00 x 10° UFC/ml en el mercado Central
y Bacillus sp fluctuaron entre 215.33 x 10° y 232.00 x 10°® UFC/ml en el CIPBS Chucuito,
de 201.00 x 108 a 221.00 x 10® UFC/ml en el mercado Union — Dignidad y de 175.33 x
10° a 187.00 x 10° UFC/mI en el mercado Central; Lactobacillus sp origind halos de
inhibicidn sobre E. coli entre 23.00 y 25.67 mm, Bacillus sp entre 17.67 y 20.67 mm,
ambos fueron superiores al control con Gentamicina que origin6 un halo de 12.00 mm.
Se concluye que Bacillus sp presentdé mayor carga bacteriana probidtica, pero
Lactobacillus sp obtuvo un mayor rango de inhibicion bacteriana en E. coli superando al

tratamiento control Gentamicina.

Palabras clave: Escherichia coli, juveniles, probidticos. trucha arco iris,
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ABSTRACT

The research was carried out at the National University of the Altiplano in the
city of Puno, during the months of August to November 2019. Problem: The presence
of pathogenic bacteria, including Escherichia coli, in the digestive tract of trout and
water samples from culture ponds, is an important negative factor since it produces
toxins reducing weight gain, which could be decreased in the presence of bacteria
Lactobacillussp and Bacillus sp that inhibit the growth of pathogenic bacteria, thanks to
the productionof organic acids and peptides with bactericidal activity. In this sense, the
following specific objectives are proposed: a) Evaluate the load of probiotic bacteria
(Lactobacillussp and Bacillus sp) in intestinal content of juvenile rainbow trout from
CIPBS - Chucuitoand Union - Dignidad and Central markets of the city of Puno and b)
Evaluate the inhibitory effect of probiotic bacteria on Escherichia coli strains isolated
from the trout farming ponds of the CIPBS - Chucuito of the UNA - Puno. The methods
were: rainbowtrout juveniles were acquired at CIPBS - Chucuito and two markets in the
city of Puno, from them the digestive tracts were collected and by means of the plate
count technique in Lactobacillus agar the count was obtained. of bacteria of the genera
Lactobacillus sp and Bacillus sp; the E. coli bacteria count was performed using the
NMP/100ml from water samples from the culture ponds of the same CIPBS - Chucuito.
Bacterial inhibitionof Lactobacillus sp and Bacillus sp on E. coli was performed by the
Kirby Bauer in vitrotest method, where the dilutions of lactic acid bacteria were obtained
by the McFarland method. The results were: the load of Lactobacillus sp varied
between 37.00 x 10° and 41.33 x 10° UFC/ml in the CIPBS Chucuito, from 44.33 x 10°
to 54.67 x 108 UFC/ml inthe Union - Dignidad market and from 29.00 x 10° to 49.00 x
10% UFC/ml in the Centralmarket and Bacillus sp fluctuated between 215.33 x 10° and
232.00 x 10° UFC/ml in theCIPBS Chucuito, from 201.00 x 10° to 221.00 x 10° UFC/ml
in the Union - Dignidad market and 175.33 x 10° to 187.00 x 10° UFC/ml in the Central
market; Lactobacillus sporiginated inhibition halos on E. coli between 23.00 and 25.67
mm, Bacillus sp between 17.67 and 20.67 mm, both were superior to the control with
Gentamicin that originated ahalo of 12.00 mm. It is concluded that Bacillus sp presented
a higher probiotic bacterial load, but Lactobacillus sp obtained a greater range of
bacterial inhibition in E. coli, surpassing the Gentamicin control treatment.

Key words: Escherichia coli, juveniles, probiotics, rainbow trout.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los probioticos son definidos como “microorganismos vivos que administrados
en cantidades adecuadas ejercen un efecto beneficioso sobre el huésped” (FAO, 2006),
en experiencias anteriores Vibrio alginolyticus permiti6 mejorar sustancialmente el
rendimiento en viveros de camarones en Ecuador y México (Verschuere et al., 2000);
bacterias lacticas, bifidobacterias y levaduras probioticas se comercializan bajo la forma
de preparados, conteniendo uno o varios microorganismos vivos, los cuales permitieron
mejoras en el crecimiento, sobrevivencia y resistencia a enfermedades de diferentes
organismos acuaticos (Dotta et al., 2011), como se observa, la aplicacion de probidticos
poseerian ventajas en la produccion de organismos acuaticos como son los juveniles de
trucha arco iris.

Sin embargo, la mayoria de bacterias Lactobacillus sp, han sido aislada del ser
humano y de otros mamiferos, por lo que es indispensable caracterizar la microbiota
intestinal de peces, moluscos y crustaceos, con el fin de seleccionar cepas especificas y
obtener mayores beneficios que los obtenidos hasta ahora como lo sefialan Duwat et al.
(2000), donde los microorganismos probidticos deben ser seleccionados de manera
especifica de los hospederos en los que se van aplicar, lo que permite minimizar los
efectos provocados por las amplias diferencias entre los ambientes en los que se
desarrollan los organismos.

Los probioticos no son antibidticos, no obstante, son bacterias que se imponen
por sobre los agentes patdgenos a través de la exclusion competitiva, el agotamiento
nutritivo y por la produccion de metabolitos naturales para inhibir su crecimiento. Las
bacterias benéficas también habitan en las branquias y el tracto digestivo impidiendo asi

que estas areas sean invadidas. Adicionalmente mejoran la inmunidad no especifica en
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camarones y peces, siendo este un fundamento importante para la aplicacion de
probiético en todo el ciclo de produccion.

La region Puno, se caracteriza por estar considerada como la primera en la
produccién nacional de trucha arco iris (Oncorhynchus mikiss), pero que el normal
crecimiento de esta especie viene siendo mermada por diversos factores entre ellos la
presencia de bacterias patdgenas como Escherichia coli en las aguas donde son
cultivadas, dicha proliferacibn de agentes patdgenos es producto de malos
procedimientostales como la descarga de agua contaminada en los cursos de agua
comunes, el uso indiscriminado de antibidticos y no mantener las Buenas Practicas de
Acuacultura, pero diversas investigaciones aducen que las bacterias probiéticas podrian
disminuir la poblacién de bacterias patdgenas, y asi mejorar las variables zootécnicas
como gananciade peso y longitud, conversion alimentaria y tasa de crecimiento
especifico (Gutiérrez, 2016).

Las bacterias Lactobacillus sp estan presentes en la alimentacion del hombre
desde hace mucho tiempo y es posible encontrarlas en diferentes productos de leche
fermentada como jocoque y yogurt, también se encuentran en quesos frescos y
madurados, en diferentes carnes y sus productos y en algunas hortalizas (Mateos, 2002)
y poseen actividad antimicrobiana debido a los productos que sintetizan como acido
lactico, dioxido de carbono, peréxido de hidrégeno, etc. o ala produccion de bacteriocinas
(Lindgren & Dobrogoz, 1990), que son péptidos biolégicamente activos con propiedades
bactericidas en contra de otras especies bacterianas (Sablon et al., 2000), entre ellas se
mencionan a Pediocina PA — 1, Sakacina P, Plantaricina E/F, Lactococcina G,
Helveticina, entre otros (Del Campo et al., 2008), en tal sentido la inhibicién de E. coli

se lograria aplicando diluciones de Lactobacillus sp.
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Por lo tanto, la investigacion se plantea con la finalidad de determinar si las
bacterias Lactobacillus sp y Bacillus sp posean la capacidad de un efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de la bacteria patdgena Escherichia coli y asi definir las ventajas o
desventajas del uso de esta propiedad antibacteriana ejercida por Lactobacillus en las
truchas juveniles arco iris.

Por tal razon, esta investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1 OBJETIVO GENERAL
- Determinar bacterias probidticas en el tracto digestivo de juveniles de trucha
arcoiris y su efecto inhibitorio en Escherichia coli aislados de estanques del

CIPBS Chucuito y mercados de la ciudad de Puno.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Evaluar la carga de bacterias probioticas (Lactobacillus sp y Bacillus sp) en
contenido intestinal de juveniles de trucha arco iris del CIPBS Chucuito y

mercados Union — Dignidad y Central de la ciudad de Puno.

- Evaluar el efecto inhibitorio de bacterias probiodticas sobre cepas de
Escherichia coli aisladas de estanques de crianza de truchas del CIPBS

Chucuito — UNA Puno.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Cargas bacterianas probi6ticos en peces

Zatan (2020) caracteriz6 microoganismos intestinales del robalo (Centropomus
sp), colectados en cautiverio y en medio natural, identificando bacterias probioticas,
Ilegando a aislar géneros de Clostridium, Photobacterium, Cetobacteriumy Rubritepida,
asi como también Klebsiella sp, Weisiella cibaria y Lactococcus sp crecieron en agar
MRS en el tracto intestinal, de los cuales W. cibaria mostro mejores efectos antagonicos.
En su estudio Guluarte (2020) caracterizo el potencial inmunoestimulante de la levadura
Kluyveromyces lactis cepa M3 y sus B-glucanos en peces dorada (Sparus aurata) y
huachinango (Lutjanus peru), llegando a la conclusion que K. lactis estimulo el sistema
inmune de dorada, reduciendo la toxicidad por Vibrio parahaemolyticus, demostrandose
asi el potencial probiotico para peces. Por otro lado, se caracterizaron fenotipicamente
bacterias Lactobacillus, provenientes del tracto gastrointestinal de cerdos, mediante
pruebas bioquimicas basicas en condiciones gastricas in vitro como pH, sales biliares y
temperaturas extremas, estas poseen actividad inhibitoria frente a Salmonella enteritidis,
lograndose la mejora de la produccion porcina (Eyeralde et al., 2018).

En otro estudio se aislaron 14 cepas de bacterias lacticas de la chicha de molle y
produjeron sustancias inhibitorias de amplio espectro y las de mayor diametro fueron
Lactobacillus plantarum, L. plantarum y L. maltaromicus (Rodriguez & Garcia, 2017).
En estudios similares se logro aislar cepas bacterianas de Bacillus megaterium, B.

polymyxa y Lactobacillus delbrueckii sub bulgaricus con actividad probiotica
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comprobada, al adicionar en la dieta de tilapias mejoraron sus variables zootécnicas como
ganancia de peso y longitud, conversion alimentaria y tasa de crecimiento especifico
(Gutiérrez, 2016). Por otra parte, desde la mucosa intestinal de trucha arco iris, se aislaron
bacterias Lactobacillus y Bacillus, mostrando inhibicion frente a Yersinia ruckeri, con
halos superiores a 9 mm de diametro, lo cual indica la presencia de bacterias en su tracto
intestinal con potencial probiotico (Quispe, 2017).

Castillo et al. (2017), determinaron el efecto bioconservante de dos cepas de
bacterias acido lacticas (BAL) Lactobacillus plantarum JCM 1149 y Lactobacillus
acidophilus ATCC4356, los cuales presentaron recuentos de 87 x 10* UFC/g de BAL y
el control presento recuentos de 16 UFC/g de BAL luego de 10 dias, logrando inhibir a la
microfloraque deteriora al pescado y disminuy6 la formacion de nitrégeno volatil, por
otro lado, Puello et al. (2018), caracterizaron la microbiota del intestino de Piaractus
brachypomus(cachamablanca), con recuentos bacterianos en individuos juveniles fue de
630 UFC/g deLactobacillus sp y 3 UFC/g de Bacillus esporulados; en adultos de 398
UFC/g de Lactobacillus sp y 50118 UFC/g de Bacillus esporulados; y en de engorde de
1 UFC/g deLactobacillus sp y Bacillus esporulados, respectivamente.

Vela et al. (2017), reportan que las especies Lactobacillus plantarum, Lb.
pentosusy Lb. rhamnosus aisladas desde el tracto digestivo del Hypostomus plecostomus,
originaron diversos resultados en la conversion alimenticia, tasa de eficiencia proteica,
tasa de crecimiento especifico y eficiencia alimenticia, en el cultivo de tilapia del Nilo,
Mello et al. (2013), mencionaron que Bacillus cereus con recuentos de 4.0 x 108 UFC/g
y Bacillus subtilis 4.0 x 102 UFC/g, originaron una sobrevivencia del 89.47%, siendo
superior al control con una sobrevivencia del 76.61%, sin embargo, Albuquerque et al.
(2013), indican que Bacillus cereus var. toyoi y Bacillus subtilis C-3102, son probioticos

que administradas en forma individual o en combinacion en juveniles de tilapia, no
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resultaron con diferencias significativas en la tasa de crecimiento luego de 127 dias de
cultivo.

Hovda et al. (2007), realizaron la identificacion bacteriana tradicional y analisis
de laregion 16S ADNrr, en las secciones intestinales porciones primera, mediay posterior
del salmon del Atlantico (Salmo salar L.), reportando el dominio de especies de
Lactobacillus, Lactococcus sp., Bacillus sp., Photobacterium phosphoreum,
Acinetobacter sp, Pseudomonas sp y Vibrio sp, Yang et al. (2007), encontraron
yclasificaron en los intestinos, la piel, el higado y el ovario del pez globo (Takifugu
obscurus), hasta 38 especies bacterianas, Merrifield et al. (2009), registré en el tracto
intestinal de la trucha arco iris, bacterias transitorias y residentes, entre ellas
Pseudomonas spp. y bacterias de la familia Enterobacteriaceae, siendo el 80% de la
poblacién aléctona y aproximadamente el 60% de la poblacion autéctona, Wu et al.
(2010), en el pez gato amarillo (Pelteobagrus fulvidraco) reportaron bacterias
Shewanella, Plesiomonas, Aeromonas, Yersinia, Enterobacter, Myroides y Vibrio,

dondesu abundancia y diversidad bacteriana podria variar en la microbiota intestinal.

Efecto inhibitorio de bacterias probidticas sobre Enterobacterias

De la mucosa intestinal de trucha arco iris, se aislaron bacterias Lactobacillus y
Bacillus, mostrando inhibicion frente a Yersinia ruckeri, con halos superiores a 9 mm
dediametro, lo cual indica la presencia de bacterias en su tracto intestinal con potencial
probidtico (Quispe, 2017), Ardila (2017), identificoO bacterias del tracto intestinal
de tilapia roja Oreochromis sp como Bacillus subtilis y bacterias acido lacticas en donde
sedetermin0 la resistencia a pH acido y alcalino (2.0 y 8.0), a sales biliares (0.3%), a un
medio hiperténico (NaCl 3%) y actividad antibacteriana frente a Escherichia coli y

Estreptococcus agalactiae.
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Gobmez (2013), aisld bacterias lacticas bacteriocinogénicas de origen marino, de
las cuales 20 fueron Enterococcus faecium, cuatro Lactobacillus spp. y Pediococcus
pentosaceus, las cepas Lb. sakei B11, Lb. sakei SMA17, Lb. sakei SMM73y Lb. curvatus
BCS35 se seleccionaron para su posterior caracterizacién, mostré actividad
antimicrobiana frente a Listeria monocytogenes. Abasolo (2015), aisl6 cinco cepas como
Lactobacillus graminis, Lactobacillus plantarum, Bacillus cereus, Bacillus flexus y
Bacillus firmus; de todas esas Lactobacillus graminis mostré6 una gran actividad
antimicrobiana frente a Vibrio alginolyticus, V. harveyi, V. wvulnificus y V.
parahaemolyticus. Mientras que las otras bacterias mostraron actividad enzimatica para
amilasa, proteasa, lipasa y celulasa.

Sica (2013), aisl6 los géneros de Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Weissellay Enterococcus, tuvieron efecto inhibitorio frente a Yersinia ruckeri, Aremonas
salmonicida y Lactococcus garvieae. Las cepas aisladas tenian la capacidad de competir
con patégenos salmonidos, resistencia a pH gastrico y a la bilis de trucha y asi
comprobando su capacidad probiotica, Sanchez et al. (2015), caracterizaron 17 cepas de
Lactobacillus spp. extraidas del tracto intestinal de terneros neonatos, encontrando que
cuatro cepas impidieron el crecimiento de Salmonella sp., Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Listeria monocytogenes, Jurado & Jarrin (2015), establecieron la
susceptibilidad de Clostridium perfringens y Escherichia coli frente Lactobacillus lactis,
Salmonella tiphymurium, mientras que por el método de sensidiscos impregnados del
sobrenadante de L. lactis inhibi6 a S. aureus, C. perfringens y S. tiphymurium y E. coli
no fue inhibida y se encontr6 que S. aureus era susceptible a todas las concentraciones
y S. tiphymurium.

Por otra parte, Barahona & Zuleta (2014), evaluaron el efecto inhibitorio de

Lactobacillus acidophilus en yogurt sobre tres cepas patogenas E. coli, Salmonella
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enterica y Vibrio cholerae con inoculaciones de 10° y 10° UFC/g de cada bacteria
patogena y luego de 30 dias, confirmando el efecto inhibitorio, Pérez (2011), demostrd
que Lactobacillus plantarum subsp. plantarum es la cepa mas acomodada para aplicacion
oral como probioético frente a la Lactococosis de la trucha, ya que se libera citoquinas lo
cual dio un mayor grado de proteccion frente a Lactococcus garvieae.

Por otro lado, Estrada et al. (2005), trabajaron con cepas como Lactobacillus
plantarum y Lactobacillus brevis, extraidas de productos fermentados, los extractos
mostraron capacidad bactericida frente a Salmonella sp. y Escherichia coli, Ramirez
(2005), aislé 293 cepas de bacterias acido lacticas (BAL), el 24.57% mostraron actividad
antibacteriana frente a bacterias Gram negativas, el 9.72% de las BAL mostraron
inhibicidn contra Listeria monocytogenes Scott A; asimismo, Garcia et al. (2003), con
elobjetivo de caracterizar la calidad microbioldgica del cultivo de la trucha arco
iris,obtuvieron un recuento en las superficies de los peces de 1.78 NMP/ml y 7.08
NMP/ml,en el agua recuentos de 1.66 NMP/ml y 2.09 NMP/ml y coliformes fecales
entre 1.32NMP/ml y 1.58 NMP/ml, en sistemas de produccion concreto y rustico
respectivamente.

Zapata et al. (2009), caracterizaron bioguimicamente a Lactobacillus plantarum
a partir de una muestra de leche fermentada utilizando agar MRS, caracteristicas
morfologicas y la prueba del APIS0CHL, en donde se demostré propiedades probidticas
tal como indica su crecimiento a un pH acido de 2.0 y 0.3% de sales biliares y productora
de bacteriocina, por su parte, Alvarado & Diaz (2009), obtuvieron resultados de la
actividad inhibitoriade Lb. plantarum frente a Salmonella tiphy y Listeria monocytogenes
con halos de inhibicion de 9 — 11 mm, asimismo, Sanchez & Pefia (2016), indican que
cepas de Lactobacillus spp. tienen capacidad de inhibir a bacterias patdgenas como

Staphylococcus spp; sin embargo, la cepa ML5 tuvo capacidad de inhibir con halos de
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inhibicion de 54 — 65 mm ante Staphylococcus chromogenes y St. aureus, en otra
investigacion, Reyes (2010), indica que solo Lb. plantarum presenta un efecto inhibitorio
contra Carnobacterium piscicola pero los antibioticos como amoxicilina y eritromicina

no presentaron ningun efecto inhibitorio.

2.2  MARCO TEORICO
2.2.1 Bacterias probioticasDefinicion

La palabra probidtico etimoldgicamente deriva del latin “pro”, que quiere decir
“por” y del derivado griego “bios”, que representa “vida” (Cordero et al., 2014) Son
aquellos microorganismos vivos que, al ser agregados como suplemento en el alimento,
ayudan en forma beneficiosa al desarrollo del asociado al tracto gastrointestinal del
hospedador y generar efectos benéficos como el incremento en la conversién alimentaria,
en la resistencia a enfermedades y de la calidad del ambiente (Fuller, 1989). Pueden ser
derivados para la produccion de suplementos dietéticos, medicamentos, los
microorganismos mas utilizados son Bifidobacterium y Lactobacillus como probiéticos,
asi como el uso de especies de Bacillus y E. coli y de la levadura Saccharomyces
cerevisiae las cuales son manejados como probioticos (Velasquez, 2012). Una

comparacion de distintas definiciones realizadas por expertos (Tabla 1).
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Tabla 1. Definiciones manejadas por las corporaciones cientificas para prebioticos,
simbioticos y probioticos (WGO, 2011).

Probioticos Prebioticos Simbidticos

Ingredientes
fermentados

selectivamente que dan

Microorganismos Vivos .
lugar a cambios

que confieren un -
especificos en la

beneficio a la salud del ..
composicion y/o )
Productos que contienen

actividad de la flora
tanto probidticos como

huésped cuando se los

administra en cantidades . .
gastrointestinal,

prebioticos

adecuadas .. ,
confiriendo asi

beneficios a la salud del

huésped

2.2.2 Mecanismo de Accion de los Probidticos

Tovar et al. (2008), los probidticos perturban al ambiente intestinal, la cual estan
estimulando los diversos mecanismos inmunitarios de la mucosa estomacal y para lo cual
estimulando los otros no inmunitarios, por medio de una competencia con potenciales
patogenos. Se sospecha que dichos fendomenos intervienen en la gran parte de los efectos
beneficiosos. Irianto & Austin (2002) y Gomez & Balcazar (2008), sefialan que la gran
parte de los saberes sobre los probioticos en la acuicultura han propuesto como
primordiales mecanismos de accion: optimizacion de la nutricion, exclusién competitiva
con bacterias patdgenas, enzimas esenciales en los animales, estimulacion de la respuesta
inmune en el hospedador y digestion por el suministro de nutrientes.

En estos pacientes el uso de probidticos se plantea con el objetivo de reestablecer
la microflora intestinal, aumentar la respuesta inmunitaria, competir con las bacterias

patogenas y retirar sus toxinas (Figura. 1).
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Figura 1. Mecanismo de actividad probiética (Ewaschuk & Dieleman, 2006).

Produccion Funcion
de acido barrera

Inmunorregulacion

2.2.3 Clasificacion

El mecanismo de la microbiota comensal, lograria ser postulante para ser
probidtico, sin embargo, los que son los mas utilizados corresponden a dos grupos
microbianos: Bifidobacterias y Lactobacillus, como también QPS (Qualified
Presumption of Safety) y GRAS (Generally Regarded As Safe). De igual manera, con ese
mismo fin, microorganismos como E. coli y Bacillus cereus, levaduras y en especial al
principalmente: Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces boulardii (WGO, 2011).

Ver (Tabla 2).

Tabla 2. Probiéticos manipulados en acuicultura y secuela en el hospedador (Pérez,

2011).
Especies de Probioticos Efecto
peces
Epinephelus Lactobacillus Estimulacion de la respuesta
coloides plantarum inmune y mejora de la

supervivencia tras una infeccion
experimental con Streptococcus sp 0

iridovirus
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Oncorhynchus Vibrio fluvialis  Estimulacién de la respuesta
mykiss Aeromonas inmune y mejora de la
hydrophila supervivencia tras una infeccion
Carnobacterium experimental con Aeromonas
sp salmonicida
Micrococcus
luteus
Oncorhynchus Lactobacillus Estimulacion de la respuesta
mykiss rhamnosus inmune y mejora de la
supervivencia tras una infeccion
experimental con Aeromonas
salmonicida
Oncorhynchus Aeromonas Estimulacion de la respuesta
mykiss sobria inmune y mejora de la
supervivencia tras una infeccion
experimental con Lactococcus
garvieas y Streptococcus inias
Oncorhynchus Carnobacterium Expresion genética de citoguinas y
mykiss maltaromaticum mejora de la supervivencia tras una
Carnobacterium infeccion experimental con
divergens Aeromonas salmonicida y Yersinia
ruckeri
Oncorhynchus Lactobacillus Estimulacion de la respuesta
mykiss sakei inmune y mejora de la
Lactococcus supervivencia tras una infeccion
lactis experimental con Aeromonas
Leuconostoc salmonicida
mesenteroides
Oncorhynchus Lactobacillus Estimulacion de la respuesta
mykiss rhamnosus immune y expression genética de
Bacillus subtilis  citoquinas
Enterococcus
faceium
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Oncorhynchus Bacillus subtilis  Estimulacion de la respuesta
mykiss inmune y mejora de la
supervivencia tras una infeccion

experimental con Aeromonas sp

Oncorhynchus Lactobacillus Exclusion competitiva y mejora de
mykiss plantarum la supervivencia tras una infeccion
Leuconostoc experimental con Lactococcus

mesenteroides  garvieae

Oncorhynchus Aeromonas Estimulacion de la respuesta
mykiss sobria inmune y mejora de la
Brochothrix supervivencia tras una infeccion

thermosphacta  experimental con Aeromonas
bestiarum y Ichthyophthirius

multifiliis

Sparus aurata Lactobacillus sp  Estimulacion de la respuesta

Bacillus subtilis inmune

2.2.4 Bacterias que prevalecen en la microflora intestinal de organismos acuaticos

Numerosas investigaciones dan a conocer que en tracto digestivo de peces
marinos se halla conformada por microrganismo de distintos géneros como: Vibrio,
Pseudomonas, Alteromonas, Moraxella, Aeromonas, Flavobacterium
Carnobacterium,Micrococcus y Alcaligenes, en cambio para los peces de agua dulce
predominan generoscomo: Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Lactococcus
y Aeromonas(Monroy et al., 2012), sin embargo gracias al uso de otros técnicas de
aislamiento lascuales se tiene al método de PCR, del ADN polimorfico (RAPD) Y
ADNTr16S, donde seidentificaron especies de Kluyvwra, Citrobacter gillenin, Bacillus

sp, Lactobacillus sp, Bacillus sp y Shewanella marinus (Balcazar et al., 2006).

La biopreservacion es la conservacion manipulando muchas condiciones con
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la finalidad de incrementar la vida Gtil y asimismo incrementar la seguridad de los
alimentos de consumo humano, el cual utiliza la microbiota natural y las sustancias
antimicrobianasque producen (Lewus & Montville, 1991), una de las mas tradicionales
es el uso de bacterias acido lacticas (BAL), las cuales se aislan desde pescados, lacteos,
vegetales y productos carnicos, quienes poseen propiedades antibacterianas, gracias a
los productos de su metabolismo entre ellos el &cido acético, lactico, diacetaldehido,
perdéxido de hidrogeno, bacteriocinas y reuterina (Hugas, 1998). Las BAL, sobreviveny
se desarrollanen condiciones de pH bajo, a diferencia de otros que poseen metabolismo
respiratorio, debido a que producen acido lactico, donde liberan protones al exterior

celular, lograndola homeostasis del pH interno (Urrego & Cadavid, 2005).

Asimismo, el efecto antibacteriano por las BAL se deberia a los siguientes
compuestos quimicos:

- Compuestos no proteicos. Entre ellos se cita a la reuterina, que solo es
sintetizada por Latobacillus reutery, es aislado del tracto gastrointestinal de seres
humanos y a partir de los animales, posee actividad antimicrobiana muy amplia
sobre bacterias Gram negativas y positivas, mohos, levaduras y protozoos debido
a que la reuterina desactiva la actividad enzimatica del ribonucleétido reductasa
que esta relacionada con la biosintesis del DNA, originando asi un amplio
espectro antimicrobiano (Garcia et al., 1995).

- Metabolitos del oxigeno. En condiciones aerobias, las BAL biosintetizan aniones
superdxido, peroxido de hidrégeno y radicales libres, los cuales poseen un efecto
bacteriostatico y bactericida sobre la flora lactica y no lactica (Requena & Peléez,
1995), donde el perdxido de hidrogeno (H202) tiene una funcidén oxidante
produciendo radicales libres que dafian los componentes intracelulares

esenciales,como lo son los lipidos, proteinas y el DNA (Jangho et al., 2008), y
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se acumulanen los medios debido a que las BAL no producen catalasa (Moreira,
1993).

- Bacteriocinas. Son proteinas o péptidos bactericidas fabricados en los ribosomas
de las BAL, se produce en la fase logaritmica del crecimiento bacteriano (Feria,
2007), dichas moléculas son estables a pH acido o neutro, poseen un espectro
reducido y que solo tiene efecto sobre bacterias sensibles (Requena & Pelaez,
1995). Garcia et al. (1995), manifiesta que las bacterias Gram negativas son
sensibles a las bacteriocinas, y aquellas de amplio espectro es propia de bacterias
de origen alimentario procedentes de la carne y sus derivados, tales como las
especies de los géneros Lactobacillus, Streptococcus y Staphylococcus quienes

producen bacteriocinas activas sobre bacterias Gram negativas (Moreira, 1993).

2.2.5 Efecto inhibitorio de las bacterias probidticas

Los probioticos originan una gran diversidad de agregados quimicos de un vasto
espectro (Bidhan et al., 2013). Es por ello que la gran elaboracion de antibiéticos como:
lisozimas, proteasas, bacteriocinas, peréxido de hidrégeno, sideréforos y la elaboracion
de &cidos organicos por cambio del pH (Sihag & Sharma, 2012); (Bidhan et al., 2013).
Es asi que establecen un aspecto inhibitorio frente a patdgenos oportunistas (Strom y
Wiklund, 2011; Sihagy Sharma, 2012). La elaboracion de enzimas y metabolitos en cepas
probioticas pueden causar distintos efectos inhibitorios en contra de microorganismos
patdégenos, dentro de los cuales se encuentran enzimas (proteasas y lisozima),
bacteriocinas, &cido lactico, sideréforos, COz, etanol y peroxido de hidrogeno
(Gatesoupe, 2008).

Entre las bacterias probidticas reportadas para el control biolégico de bacterias

patdgenas se mencionan a Lactobacillus sp, Bacillus sp, Lactococcus sp, Enterococcus
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sp, Carnobacterium sp, Vibrio alginolyticus, Pediococcus sp, Streptococcus sp, entre
otras y los mecanismos que originan impactos positivos deseados en los peces,

se mencionan:

a. Excluye de forma competitiva a las bacterias patdgenas.
Segln Snydman (2008), las bacterias probiéticas compiten por las zonas de
adhesion al epitelio intestinal, disminuyendo asi los microorganismos patégenos del
intestino (Mohapatra et al., 2013), lo cual es refrendado por los estudios realizado
por Irianto & Austin (2002) quienes afirman que existen bacterias que se asocian a
lamucosa intestinal de Turbot (Scophthalmus maximus), y logran disminuir el
crecimiento de la bacteria patogena Vibrio anguillarum, por otra parte Ramos et al.
(2013), registraron un gran numero de BAL como Lactococcus lactis, Lactobacillus
fermentum y Lactobacillus plantarum luego de una epidemia de forunculosis, a su
vez Ng et al. (2014), reportan que Citrobacter freundii, Bacillusfirmus, B. pumilus
presentaron actividad probiotica sobre Areomonas hydrophilaen Tilapia del Nilo

(Oreochromis niloticus).

b. Es fuente de nutrientes y contribuye en la sintesis de enzimas a la digestion.
Consiste en que las bacterias sintetizan metabolitos como los &cidos lactico, formico
y acético, éstos incrementan su crecimiento y la inmunidad, otorgadndolesresistencia
a las enfermedades por medio de la exclusion competitiva, tales como la
combinacion de Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus y
Saccharomyces cerevisiae, inducen un incremento en las tasas de crecimiento dela

tilapia (Oreochromis niloticus) (Larsen et al., 2014).
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c. Potencian la respuesta inmune frente a los microorganismos patégenos.
Los probidticos promueven la produccion de anticuerpos en el hospedero,
protegiéndose de los patdgenos, en especial frente a Plesiomonas sp y Aeromonassp
(Enterobacteriaceae), Bacteroides sp (bacterias anaerobias obligadas),
Fusobacterium sp y Eubacterium sp (Nayak, 2010) e inclusive poseerian efectos

antivirales.

d. Mejoran la calidad del agua.
Se asocia a la presencia de Bacillus sp, ya que transforma la materia orgénica en
productos desdoblados asimilables para animales, entre ellos olisacaridos, dextrinas
y aminodcidos, tal como los registraron Sugita et al. (1998) quienes, en camarones
jovenes, al utilizar Bacillussp, lograron mejorar la sobrevivencia, las tasas de

crecimiento y los parametros de calidad de agua donde habitaba la especie.

2.2.6 Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
a. Biologia de la trucha arco iris

La trucha arco iris se caracteriza por presentar un cuerpo con finas escamas y
forma fusiforme (forma de huso), su coloracién varia segun su estado de maduracion
sexual, el ambiente donde vive, su edad, la influencia del ambiente en riachuelos,
originando un color plomo oscuro, expuestos a los rayos del sol presentan una tonalidad
verde oliva en la region superior, una franja rojiza que finaliza en un abdomen blanco,
también posee muchas méaculas negras en la piel (Maiz et al., 2010). La trucha arco iris
habita ambientes acuaticos cristalinos y no contaminadas, con cauces y desniveles
topograficos que originan movimientos rapidos y cascadas comunes en rios de alta

montafia con aguas frias, claras, cristalinas y bien oxigenadas (Camacho et al., 2000).
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Segun la FAO (2019) con respecto a su anatomia, la trucha arco iris posee una
forma fusiforme, entre 60 y 66 vértebras, de 3 a 4 espinas dorsales, con 19 rayos
caudales, de 3 a 4 espinas anales, de 8 a 12 rayos anales blandos y de 10 a 12 rayos
dorsales blandos, también posee una aleta adiposa de borde negro sin tubérculos
nupciales, con ciertos cambios en la boca y cabeza, una coloracién azul a verde oliva a

lo largo de la linea lateral (Figura 2).

Narinas

Opérculo

Aleta ventral o pélvica

Aleta t.liorsal Aleta adiposa /

Aleta pectoral

Aleta caudal

’ Pedinculo caudal

Aleta anal

Papila urogenital

Figura 2. Estructura morfoldgica de Oncorhynchus mykiss (Arregui, 2013).

b. Clasificacién taxondmica de la trucha arco iris

Dominio : Eucarya
Reyno : Animalia
Sub Reino : Metazoaria
Phylum : Chordata
Sub Phylum : Vertebrata
Grupo : Gnatosthomata
Suaper Clase : Pisces
Clase : Osteichthyes

Sub clase

Super orden

- Actinopterygii

: Clupeomorpha

Orden : Salmoniformes
Sub orden : Salmonoidei
Familia : Salmonidae
Género : Oncorhynchus
Especie : Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)
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Nombre comun  : Trucha “arco iris” (Camacho et al., 2000).

Fuente: Adaptado por Smith y Stearley, Sociedad Americana de Icti6logos y
Herpetdlogos, Comité de nombre cientificos de peces, American Fisheries Society
(http://web.fisheries.org/main/2006).

c. Etapas de desarrollo

Segun Atencio (1998), el desarrollo bioldgico de la trucha arco iris comprende

las siguientes etapas:

- Embrion. Se caracteriza por la germinacion de un cuerpo organizado, se
denomina asi desde el momento en que la esperma fecunda a la ova y
comienza el desarrollo embrionario hasta llegar a la eclosion.

- Larva. Esta etapa comienza desde que las truchas estan eclosionando del
huevo y pesa un aproximado de 0.2 gramos y tiene una medida menos o igual
a 18 milimetros. Las larvas para continuar con su desarrollo se caracterizan
por tener un saco vitelino como su reserva alimenticia.

- Alevino. Son cuando las especies de trucha alcanzan una medida desde los 2
a 10 centimetros, con un peso que varia de 0.15 a 13 gramos Durante esta
etapa requiere alimentarse minimo unas ocho veces durante cada dia.

- Juvenil. Las truchas juveniles logran una medida de 10 hasta los 20
centimetros, cuyo peso alcanza generalmente de 16 a 90 gramos. Un
adecuado habitat como las corrientes de agua son indispensables para que las
truchas desarrollen buenos musculos.

- Adulto. Considerada como la etapa final debido a que la trucha alcanza un
incremento adecuado en su peso para su comercializacion, estos logran
obtener unas medidas que varian de 20 a 33 centimetros. Llegando a un peso
promedio de 105 hasta los 330 gramos.
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d. Sistema digestivo de la trucha arco iris
Segun Breton (2007) y Nufiez & Somoza (2010), el tracto digestivo de la trucha esta
conformado por:

- Boca. Se encuentra conectado simultdneamente con la cavidad de
respiracion, posee una funcién digestiva diferente, disefiada para escoger y
administrar el alimento para asi pasar al estbmago. Se encuentra asociada a
la seleccion y prension de los alimentos.

- Esotfago. Organo, recto, corto y musculoso, comienza en la boca y finaliza en
loscardias estomacales.

- Estdbmago. Posee una forma de saco extensivo sigmoideo, cubierto de un
gran numero de pliegues la cual es rica en poseer glandulas productoras de

mucus, acido clorhidrico y pepsina.

- Ciegos pildricos. La trucha arco iris presenta ciegos piloricos ubicados en la
region de la valvula pilorica del intestino anterior, fijados por los nédulos del
pancreas que se ubican esparcidos entre la grasa del mesenterio (Galindo,
2003).Los ciegos piléricos son Unicos en los peces, constituyen apéndices
tubulares, deforma, nimero y tamafio variable, se ubican entre la region
pilorica estomacal y la region proximal intestinal anterior (Albrecht et al.,
2000), presentando ciertas diferencias entre especies (Hossain & Dutta,
1988), que generalmente son consideradas como adaptaciones del sistema
digestivo (Pérez-Espan & Abitia- Cardenas, 1996). Entre sus funciones se
menciona que incrementa el area de superficie intestinal para aumentar la
absorcidn y secrecion, son también considerados 6rganos accesorios que
almacenan alimentos y es un ambiente donde se realiza la reproduccion de la

floray fauna intestinal (Dimes et al., 1994).
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- Intestino. Organo que toma la forma de un tubo sin ninguna dilatacion,
constituyeel colon, mediado entre el piloro y el ano, se fracciona en ciegos

pildricos, intestino craneal, caudal y por el recto.

- Recto. Posee una pared muscular mucho mas gruesa que el intestino, la cual
poseeuna tlnica interna, inmersa en glandulas mucosas y con una facultad de

realizar distension.

2.2.7 Propiedades fisicoquimicas del agua para la crianza de truchas

Tabla 3. Rangos 6ptimos de los parametros fisicoquimicos del agua para la

produccidnde truchas.

Parametros Rango 6ptimo
Temperatura del agua 10-16°C
Oxigeno disuelto 6.5—9 ppm
pH 6.5-85
CO2 <7ppm
Alcalinidad 20 — 200 mg/l CaCOs
Dureza 60 — 300 mg/l CaCO3
NH3 No mayor de 0.02 mg/I
H2S Maéaximo aceptado de 0.002 mg/I
Nitratos No mayor de 100 mg/|
Nitritos No mayor de 0.055 mg/|
Nitrégeno Amoniacal No mayor de 0.012 mg/|
Fosfatos Mayores de 500 mg/I
Sulfatos Mayor de 45 mg/I
Fierro Menores de 0.1 mg/I
Cobre Menores de 0.05 mg/I
Plomo 0.03 mg/I
Mercurio 0.05 mg/I

Fuente: Ragash (2009).
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Tabla 4. Valores promedios de parametros fisicoquimicos del agua de estanques del
CIPBS — Chucuito.

Parédmetros Rango 6ptimo
Temperatura (°C) 12.5
Oxigeno disuelto (mg/l) 5.402
Nitrito (mg/l) 0.00
Alcalinidad (mg/l) 70.4

pH (unidades) 7.1

Dureza (ppm) 92.3
Amonio (mg/l) 0.01
Caudal (I/s) 2.266

Fuente: Salamanca (2020).

2.2.8 Laalimentacioén de la trucha arco iris

Laalimentacion de latruchacomun es hasta satisfacer sus necesidades energéticas
segun su estado de saciedad y su tasa de digestion (Brett, 1971), es raro que utilice todos
los organismos de su base trofica, siendo su principal fuente de alimento los invertebrados
benténicos como moluscos, crustaceos e insectos, consumiendo taxones abundantes y
accesibles del bentos (Macneil et al., 2000), y si habitan los rios su dieta esta a base de
especies de macroinvertebrados (Montafiés & Lobon Cervia, 1986).

Las truchas son peces predadores que capturan y devoran seres Vivos, su tracto
digestivo estd disefiado para asimilar proteinas animales y so6lo digerir pequefas
porciones de productos vegetales. La dieta bésica debe contener mayor cantidad de
proteina de naturaleza animal, donde un pienso de baja calidad posee entre 28 'y 35% y
de alta calidad entre 45 - 50% (Orna, 2010). Céritas del Peru (2015) recomienda que los

requerimientos de alimentos comerciales para trucha arco iris segun estadios sean los
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siguientes:

- Pre Inicio 55: su presentacion de estos alimentos debe ser en forma de harina,
debeser suministrado en peces con saco vitelino absorbido en un 80%, con una
frecuenciaentre 10 a 12 veces al dia.

- Pre Inicio 50: contiene una alta concentracion de proteinas de alta calidad y
digestibilidad, debe poseer también vitaminas del grupo B y minerales como
hierro,para la sintesis de hemoglobina para el transporte el oxigeno hacia los

diferentes tejidos y érganos de la trucha.

- Inicio 45: es un alimento de alto valor nutricional, rico en nutrientes muy
digestibles,suministrado a truchas en fase de alevinaje con longitudes entre 1.5
x 2.0 cm, preparando a las truchas para la fase del crecimiento y desarrollo, al
igual que el alimento pre inicio posee un alto contenido de proteinas de alta
calidad y digestibilidad superior al 90%, debe estar enriquecido con vitaminas y
minerales queasegure un rapido crecimiento y desarrollo de los alevinos.

- Crecimiento I: es un alimento con un minimo del 42% de proteina, formulado
paratruchas juveniles, los pellets tienen un calibre entre 2.5 x 2.5 mm segun su
crecimiento, con ello se debe lograr la méxima tasa de crecimiento y una elevada
tasade conversion alimenticia.

- Crecimiento I1: posee como minimo el 42% de proteina, también formulado
para truchas juveniles, cuyo calibre del pellet se encuentra entre 4.0 x 4.0 mm
segun el crecimiento del pez, también asegura una elevada tasa de crecimiento
y conversion alimenticia.

- Acabado: posee el 40 % de proteina de alta digestibilidad y éptimos niveles de
energia, para asegura la excelente formacion de la masa muscular, buena textura

y elevada calidad de carne, posee un calibre de pellet entre 6.0 x 6.0 mm.
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- Acabado Pigmentante: contiene 660 g de Astaxantina - Carophil rosado, que
es unpigmentante natural del alimento, y es aplicado al alimento extra pellet para

aseguraruna completa pigmentacion.

2.2.9 Colonizacion bacteriana de la mucosa intestinal

Se caracteriza debido a que las bacterias poseen afinidad por la mucosa intestinal,
dentro del mucus, asi como también unido a las células epiteliales, adhiriéndose y
colonizandose segun el principio de exclusion por competencia de espacio y de nutrientes
(Westerdahl et al., 1991), Conway et al. (1987), afirman que la colonizacion en el tracto
gastrointestinal esta influida por la persistencia de un periodo de tiempo determinado,
yaque la tasa de multiplicacion deberia ser mayor a la tasa de eliminacion del mismo,
ante ello Gullian & Rodriguez (2002) manifiestan que Vibrio sp, mayormente
coloniza el hepatopancreas en juveniles de camardn blanco, pero, en su microbiota
normal puede adicionarse artificialmente a Bacillus sp, al incluirlo en el agua por un
tiempo de 20 dias. Al respecto Gullian et al. (2004), mencionan dos factores que
incrementarian la colonizacion, tales como los factores relacionados al hospedero
(concentracion de enzimas, temperatura corporal, resistencia genética y los niveles de
potencial oxido- reduccion) y los factores asociados a los microorganismos (proteasas,
peréxidos de hidrogeno, bacteriocinas, lisozimas, microorganismos inhibitorios,
formacion de amoniaco, alteraciones del pH, compuestos diacetilicos y la produccién

de &cidos organicos).

2.2.10 Escherichia coli
Escherichia coli representa gran parte de la flora uniforme del intestinode los
animales y del hombre, estableciendo una de las especies bacterianas méas copioso en

esta localizacion (Tannock, 1995).
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Taxonomia de Escherichia coli (Hold & Hendricks,

1994).Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Escherichia
Especie : E. coli (Escherich, 1885)

Etiologia. Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo con un
metabolismo t fermentativo como también respiratorio. Puede ser inmovil o mévil por
flagelos peritricos (Rivasetal., 2011). Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE),
son enzimas procedentes de bacilos Gram negativos fundamentalmente Enterobacterias
(E. coli y Klebsiella pneumoniae), que inactivar a las penicilinas y a las cefalosporinas
deprimera y segunda generacion, asi como las oximino-cefalosporinas y al aztreonam
(Garcia, 2013). La cual puede tolerar temperaturas de 35 —43 °C, como es la temperatura
corporal de los animales de sangre caliente, y su temperatura minima de incremento se

daalrededor de 7 °C (Benvenutto, 2017).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONAS DE ESTUDIO

Las muestras de truchas juveniles fueron colectadas en el Centro de
Investigacion y Produccion de Bienes y Servicios (CIPBS) Chucuito, el cual pertenece
a la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNA Puno, cuenta con la R. D. R. N° 146-
2007-DIREPRO/GR-PUNO y R. D. R. N° 063-2010-DIREPRO/GR-PUNO, posee
derecho de autorizacidn y concesion respectivamente, y esde menor escala, tiene una
extension de 1.7 ha de estanques de agua, asimismo cuenta con jaulas flotantes en el
muelle Barco y se ubica a 3,850 msnm, en el distrito de Chucuito, provincia y region
Puno, cuyas coordenadas de ubicacion geografica fueron de 15°53'48.59" de latitud sur
y 69°53'45.08" de longitud oeste (Sihuacollo, 2016). Por otra parte, también se
colectaron individuos de juveniles de truchas arco iris en los mercados Unidn - Dignidad
y Centralde la ciudad de Puno, donde se expende trucha fresca procedentes de las

provincias de El Collao, Chucuito — Juli, entre otras (Figura 3).

T v
&

L 190,840,183

Figura 3. Ubicacion de los puntos de muestreo de truchas arco iris (CIPBS Chucuito

ymercados de la ciudad de Puno), agosto — octubre 2019.
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3.2 TIPODE ESTUDIO

Fue explicativo, porque este tipo de estudio da a conocer las causas de los
fendmenos y/o eventos que se llevan a cabo en la naturaleza (Hernandez et al., 2014),
enesta investigacion se explico si las bacterias probioticas Lactobacillus sp y Bacillus
sp poseen efectos inhibitorios y los mecanismos de accion que los origina sobre E. coli.
Fueexperimental de corte transversal, debido a que se tuvo tratamientos y su respectivo

control y durante una determinada temporalidad (Caballero, 2005).

3.3 POBLACION Y MUESTRA

La muestra fue no probabilistica por conveniencia (Casal & Mateu, 2003), donde
las muestras fueron colectadas al azar, es decir que las truchas juveniles fueron colectadas
segun el individuo que cayera a la malla de coleccién (chinguillo), asimismo los
vendedores elegidos para la adquisicién de truchas juveniles fueron al azar en ambos
mercados (Unién — Dignidad y Central), el nimero de muestras colectadas fue tal como
se detalla en la Tabla 5. En cada punto de muestreo se obtuvieron tres muestras en cada
mes de evaluacidn (agosto, setiembre y octubres), e hizo un total de 27 unidades
experimentales.

Tabla 5. Distribucion de muestras por zonas y meses de muestreo.

Meses de Puntos de muestreo Total
muestreo CIP Chucuito  Union — Dignidad  Central
Agosto 3 3 3 9
Setiembre 3 3 3 9
Octubre 3 3 3 9
Total 9 9 9 27

El muestreo de los juveniles de trucha arco iris se llevo a cabo en el CIPBS —

Chucuito de la UNA — Puno y dos mercados de la ciudad de Puno, se identificados como
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individuos sanos, carentes de signos clinicos de enfermedad, manipulandolos con
guantesdescartables, los peces fueron colectados y acondicionados en un pequefio cooler
y una bolsa gruesa de polietileno, luego fueron trasladados al laboratorio de Botanica y

Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biologicas.

3.4 EVALUACION DE LA CARGA DE BACTERIAS PROBIOTICAS
(Lactobacillus sp Y Bacillus sp) EN CONTENIDO INTESTINAL DE
JUVENILES DE TRUCHA ARCO IRIS DEL CIPBS CHUCUITO Y
MERCADOS DE LA CIUDAD DE PUNO

3.4.1 Aislamiento de cepas de Lactobacillus sp y Bacillus sp

a. Método: Recuento en placa.

b. Fundamento: El recuento en placa es una técnica basada en la medicion de
“unidadesformadoras de colonias” 0 UFC por g o0 ml de muestra. Se considera que
cada colonia quedesarrolla en el medio de cultivo de eleccion luego de un tiempo y
temperatura adecuadopara su crecimiento, el microorganismo o de un agregado de
ellos proviene de la muestrade estudio, el cual puede originar la formacion de una
colonia denominandose UFC. Paraque las colonias puedan contarse de manera
confiable, se hacen las diluciones decimalesnecesarias de la muestra, antes de ponerla
en el medio de cultivo (Camacho et al., 2009).

C. Procedimientos:

- Las muestras de individuos juveniles de trucha arco iris, fueron obtenidas del
CIPBS — Chucuito y de los mercados Union — Dignidad y Central de la ciudad
de Puno.

- En los individuos juveniles se realiz6 la diseccion iniciando por el lado

izquierdo de la trucha, iniciando por el poro anal y continuando por la linea
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lateral, descubriéndose la cavidad celémica del pez y ubicandose el tracto

intestinal con una pinzay el estilete (Quispe, 2017).

- Se colectaron 3 ml del contenido de tracto intestinal, de los cuales un ml fue
transferido a un tubo de ensayo conteniendo 9 ml de agua peptonada 1%
(dilucion10?), luego de disolverse con ayuda de un vortex, a partir de ella
se procedio a preparar las diluciones desde 102 hasta 1075, luego se realizd la siembra
por extension sobre placas Petri conteniendo agar Lactobacillus previamente
esterilizado.

- En el medio de cultivo las colonias de Lactobacillus sp aparecieron como
medianasa grandes blancas, la identificacién morfoldgica se realizé mediante
tinciones Gram.

- La carga probiotica de bacterias Lactobacillus, se determind obteniendo el
promedio de recuento de colonias en placa, multiplicado con el factor de
dilucion inicial de la muestra, resultando las UFC/mI por muestra.

- La identificacion de colonias bacterianas de Lactobacillus sp se confirmé
mediante pruebas bioquimicas, como la prueba de azucares fermentables
(lactosa) en tubos de ensayos, preparando 10 ml de cada uno de los azucares al
1%, 10 ml de rojo fenol al 0.1%, seguidamente se realizaron pruebas de catalasa
y de tolerancia a tresconcentraciones diferentes de NaCl (3.5, 4.5y 5.5%).

- El recuento de Bacillus sp, se realizé siguiendo el mismo procedimiento que
para Lactobacillus sp con la diferencia de que se cultivd en agar Nutritivo
(ANMAT, 2013), tambien se cultivd 1 ml de la muestra diluida de contenido
intestinal por extension, se incub6 a 37 °C por 48 horas (Figura 4), las colonias
que tengan crecimiento, fueron tefiidas mediante la tincion Gram (Carrera,

2009), seguidamente se realizaron 4 pruebas bioguimicas, como son la prueba
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de la catalasa (Zapata, 2012), prueba en Agar Hierro Triple Azlcar (Cuervo,
2010), Voges Proskauer (Aquiahuatl et al., 2012) y la prueba de la hidrolisis
del almidon (Carrera, 2009).

- El recuento se realizé al igual que con Lactobacillus sp.

1 mi

= ) <>
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9 m! de medio =
biquido en cada
tubo
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o las muestr

Figura 4. Procedimientos a realizar para la cuantificacion de Lactobacillus sp y
Bacillus sp (Sanz, 2011)

3.4.2 Anélisis bioestadistico de datos

El disefio de investigacion fue experimental, la coleccion de muestras fue al azar
y los recuentos de bacterias probioticas Lactobacillus sp y Bacillus sp fueron comparadas
entrelos tres puntos de muestreo (CIPBS Chucuito, mercado Union — Dignidad y el
mercado Central), cada experimento tuvo un total de 3 repeticiones, distribuidos en 3
meses de ejecucion. Las unidades experimentales estuvieron constituidas por 27
muestras. Los recuentos bacterianos fueron analizados mediante pruebas de Kruskal
Wallis y prueba derangos, con un nivel de significancia de alfa = 0.05 (Ibafiez, 2009).

Los analisis estadisticos se realizaron en el software INFOSTAT version estudiantil.
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3.5 EVALUACION DEL EFECTO INHIBITORIO DE BACTERIAS
PROBIOTICAS SOBRE CEPAS DE Escherichia coli AISLADAS DE
ESTANQUES DE CRIANZA DE TRUCHAS DEL CIPBS CHUCUITO

3.5.1 Aislamiento de cepas de Escherichia coli

Meétodo: Cultivo in vitro por agotamiento

Fundamento: El agar Eosin Metil Blue (EMB), posee azul de metileno y eosina, que

inhiben a las bacterias Gram positivas, asimismo son indicadores diferenciales de los

procesos de fermentacion de lactosa o sacarosa por los microorganismos cultivados, E.

coli forma colonias de color negro azulado, exhibiendo un brillo verde metélico producto

de la fermentacion de la lactosa, este medio puede inhibir a las bacterias Gram positivas

(Camacho et al., 2009).

Procedimiento: a partir de las muestras de agua de estanques, un ml de la muestra fue

transferido sobre una placa Petri conteniendo 20 ml de Agar EMB, con ayuda de un asa

de Digralsky se realizé el cultivo de la muestra por extension, lograndose una uniforme
distribucion de la muestra, esperando el crecimiento de bacterias, luego de 5 minutos de
extendida la muestra se incubaron por 24 horas a 37 °C, las bacterias E. coli fueron
aquellas cepas de color negro azulado con formacion de un brillo metélico verde,

seguidamente se realizé la coloracién Gram.

3.5.2 Evaluacion del efecto inhibitorio de bacterias Lactobacillus sp y Bacillus
sp sobrecepas de Escherichia coli

Para cumplir este objetivo se tomé en consideracion los procedimientos
realizadospor Ramirez (2010).

Método: Kirby Bauer y Escala de McFarland.
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Fundamento: es un procedimiento técnico basado en la turbidimetria, la escala de
MacFarland, se basa en la capacidad de precipitacion del cloruro de bario en presencia
deécido sulfurico diluido, dichos estandares son necesarios para elaborar suspensiones
bacterianas para realizar pruebas de antibiograma (Rojas, 2011).
Procedimiento: primeramente, en placas con agar Muller Hinton se sembré a E. coli con
un hisopo estéril cargado de una dilucion de suspension aproximada de 1.5 x 108
células/ml (estandar 0.5 de MacFarland) por la técnica de agotamiento. Debido a
recuentos bajos de bacterias probidticas (Lactobacillus sp y Bacillus sp) en truchas del
CIPBS - Chucuito, también se aislaron bacterias probioticas desde el tracto digestivo de
juveniles adquiridos en los mercados Union — Dignidad y Central, y para la preparacion
de la dilucion estandar 0.5 de MacFarland, con el asa de siembra se colectd bacterias
probidticas a partir de placas Petri con colonias aisladas desde ambas zonas de muestreo.
A continuacién, Lactobacillus sp y Bacillus sp, tambien fueron preparados con
suero fisiologico conteniendo carga bacteriana de Lactobacillus sp y Bacillus sp
colectada conel asa de siembra a partir de las colonias de cultivos puros, éstas fueron
contrastadas conla dilucién estandar 0.5 de McFarland, luego fueron impregnadas en
discos de papel filtroestéril. posteriormente dispuestas sobre placas Petri con agar Muller
Hinton cultivado conla cepa de Escherichia coli, las placas fueron incubadas a 37 °C
durante 48 horas, finalmente se midieron los halos de inhibicidon bacteriana originado
por las bacterias Lactobacillus sp y Bacillus sp en el crecimiento de Escherichia coli,
comparandose con los halos de inhibicion bacteriana originada por el control positivo o

discos de sensibilidaddel antibidtico gentamicina (10 pg) (Corzo, 2012).
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3.5.3 Andlisis bioestadistico de datos

El disefio de investigacion fue experimental, el muestreo de las colonias de las tres
bacterias fue al azar a partir de sus placas Petri con cultivo puro, se considero tres
tratamientos, los discos de sensibilidad de Lactobacillus sp, Bacillus sp y el antibi6tico
Gentamicina (10 pg) considerado testigo, cada experimento tuvo 3 repeticiones. Los
resultados de las mediciones de los halos, fueron evaluados mediante pruebas de Kruskal
Wallis y comparacién de rangos. Todo el analisis se considerd un nivel de significancia
de alfa =0.05 (Ibafiez, 2009). Los analisis estadisticos se realizaron en el software

INFOSTAT version estudiantil.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARGA DE BACTERIAS PROBIOTICAS (Lactobacillus sp Y Bacillus sp)
ENCONTENIDO INTESTINAL DE JUVENILES DE TRUCHA ARCO IRIS
DELCIPBS CHUCUITO Y DOS MERCADOS DE LA CIUDAD DE PUNO.

4.1.1 Recuento de Lactobacilllus sp

La carga de bacterias probidticas Lactobacillus sp en contenido intestinal de
truchas juveniles en los tres puntos de muestreo oscilaron entre promedios de 37.00 x 10°

UFC/ml, determinado en el CIPBS Chucuito en el mes de setiembre y 54.67 x 10° UFC/ml

en muestras del mercado Union - Dignidad en el mes de setiembre (Tabla 6). En cada

centro de acopio de juveniles de trucha arco iris, los valores promedios de Lactobacillus
sp fueron: en el CIPBS Chucuito los recuentos presentaron valores entre 37.00 x 10°

UFC/mly 41.33 x 106 UFC/ml entre los meses de setiembre y agosto, respectivamente;

en el mercado Union — Dignidad, los recuentos variaron entre 44.33 x 108 UFC/ml y 54.67

x 108 UFC/ml, en los meses de octubre y setiembre, respectivamente; y en muestras del

mercado Central, los recuentos variaron entre 39 x 108 UFC/ml y 49 x 10% UFC/ml, en

los meses de setiembre y octubre, respectivamente.
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Tabla 6. Carga probidtica de Lactobacilllus sp (x10® UFC/ml) en el contenido
intestinalde juveniles de trucha arco iris del CIPBS Chucuito y mercados de la ciudad

de Puno, agosto a octubre 2019.

Centro de acopio de Repeticiones Prom
) _ Meses _ CV (%)
juveniles de trucha 1 2 3 (UFC/ml)
Agosto 41 45 38 41.33 8.50
CIPBS Chucuito Setiembre 40 35 36 37.00 7.15
Octubre 38 39 42 39.67 5.25
Agosto 50 57 54 53.67 6.54
Mercado
. - Setiembre 55 52 57 54.67 4.60
Union — Dignidad
Octubre 45 47 41 44.33 6.89
Agosto 48 45 47 46.67 3.27
Mercado Central Setiembre 40 35 42 39.00 9.25
Octubre 47 49 51 49.00 4.08

Los recuentos bacterianos de Lactobacillus sp mensuales y por puntos de
muestreo, presentaron valores de coeficiente de variabilidad (CV) que oscilaron entre
3.27% y 9.25%, lo cual indica que los datos obtenidos de las repeticiones presentaron
unadispersion leve. Al realizar la prueba de Kruskal Wallis a los recuentos de
Lactobacillussp entre los meses se muestreo, se determind que no presentaron diferencia
estadistica significativa (H = 1.65; P = 0.4375), al resultar el valor P mayor a 0.05, pero
observandolos promedios, los mayores recuentos se determind en los meses de agosto,
seguidos de los colectados en los meses de octubre y setiembre, respectivamente (Figura
25). Por otrolado, también al realizar la prueba de Kruskal Wallis a los recuentos de
Lactobacillus spentre puntos de muestreo, se determind que presentaron diferencia
estadisticasignificativa (H = 13.70; P = 0.0010), al resultar el valor P menor a 0.05, y
segun la comparacion de rangos, los recuentos bacterianos fueron mayores en muestras
colectadasde los puntos de muestreo mercados Central y Unién - Dignidad, si presentar

diferencia estadistica entre ellos, pero fueron superiores a los obtenidos en muestras
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del CIPBSChucuito (Figura 5).
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Figura 5. Comparacion de recuentos de la carga bacteriana de Lactobacillus sp en el
tracto intestinal de trucha arco iris segiin puntos de muestreo, agosto — noviembre

20109.

4.1.2 Recuento de Bacillus sp

Los recuentos bacterianos de Bacillus sp en contenido intestinal de truchas
juveniles en los tres puntos de muestreo variaron entre promedios de 175.33 x 10°
UFC/ml, determinado en el mercado Central en el mes de setiembre y 232 x 106 UFC/ml
en muestras del CIPBS Chucuito en el mes de octubre (Tabla 7). En cada centro de acopio
de juveniles de trucha arco iris, los valores promedios de Bacillus sp fueron: en el CIPBS
Chucuito los recuentos presentaron valores entre 215.33 x 10° UFC/ml y 232.00 x 10°
UFC/ml entre los meses de agosto y octubre, respectivamente; en el mercado Unién —

Dignidad, los recuentos variaron entre 201 x 10® UFC/ml y 221 x 10° UFC/ml, en los
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meses de agosto y octubre, respectivamente; y en muestras del mercado Central, los
recuentos variaron entre 175.33 x 10® UFC/ml y 187 x 108 UFC/ml, en los meses de

setiembre y agosto, respectivamente.

Tabla 7. Carga probi6tica de Bacillus sp (x 108 UFC/mI) en el contenido intestinal de
juveniles de trucha arco iris del CIPBS Chucuito y mercados de la ciudad de Puno,
agosto a octubre 2019.

) Segmentos
Centro de acopio de Prom
) _ Meses evaluados CV (%)
juveniles de trucha _ (UFC/ml)
S-1  S-2  S-3
Agosto 201 210 235 @ 215.33 8.18
CIPBS Chucuito ~ Setiembre 223 215 228  222.00 2.95

Octubre 230 232 234 232.00 0.86
Agosto 190 208 205 201.00 4.80

Mercado
Setiembre 200 210 218 209.33 431

Unidon — Dignidad
Octubre 220 227 216 221.00 2.52
Agosto 187 198 176 187.00 5.88
Mercado Central Setiembre 175 171 180 175.33 2.57

Octubre 190 181 186 185.67 2.43

Los recuentos bacterianos de Bacillus sp mensuales y por puntos de muestreo,
presentaron valores de coeficiente de variabilidad (CV) que oscilaron entre 0.86% y
8.18%, lo cual indica que los datos obtenidos de las repeticiones presentaron una
dispersion leve. Al realizar la prueba de Kruskal Wallis a los recuentos de Bacillus sp
entre los meses se muestreo, se determind que no presentaron diferencia estadistica
significativa (H = 2.16; P = 0.3394), al resultar el valor P mayor a 0.05, pero observando
los promedios, los mayores recuentos se determind en los meses de octubre, seguidos
delos colectados en los meses de setiembre y agosto, respectivamente. Por otro parte,

también al realizar la prueba de Kruskal Wallis a los recuentos de Bacillus sp entre puntos
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de muestreo, se determiné que presentaron diferencia estadistica significativa (H = 18.88;
P =0.0001), al resultar el valor P menor a 0.05, y segin la comparacion de rangos, los
recuentos bacterianos fueron mayores en muestras colectadas de los puntos de muestreo
mercados Central y Unidn — Dignidad, si presentar diferencia estadistica entre ellos, pero

fueron superiores a los obtenidos en muestras del CIPBS Chucuito (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de recuentos de la carga bacteriana de Bacillus sp en el tracto

intestinal de trucha arco iris seguin puntos de muestreo, agosto — noviembre 2019.

En el tracto intestinal de juveniles de trucha arco iris se encontraron recuentos de
Lactobacillus sp entre 37.00 x 10° UFC/ml y 54.67 x 10° UFC/ml, y Bacillus sp entre
175.33 x 10° UFC/ml y 232 x 10% UFC/ml, estos resultados fueron superiores a los
reportados por Puello et al. (2018), quienes en el tracto intestinal de juveniles de
Piaractus brachypomus (cachama blanca), encontraron recuentos de 630 UFC/g de

Lactobacillus sp y 3 UFC/g de Bacillus sp; disminuyendo en adultos de 398 UFC/g de
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Lactobacillus sp y 50118 UFC/g de Bacillus sp y luego en engorde de 1 UFC/g de
Lactobacillus sp y Bacillus sp, entre las especies de Lactobacillus sp, segun Vela et al.
(2017), afirman que identificaron a Lactobacillus plantarum, Lb. pentosus y Lb.
rhamnosus, las cuales fueron aisladas desde el tracto digestivo del pez de acuario
Hypostomus plecostomus, pero que, al ser administradas en el cultivo de tilapia del Nilo,
obtuvieron resultaron en conversiones alimenticias, tasas de eficiencia proteica, tasas de
crecimiento especifico y eficiencias alimenticias variables, Hovda et al. (2007), adiciona
que realizar procedimientos tradicionales y analisis de la regién 16S ADNr, para la
identificacion de bacterias, en tres secciones intestinales (primera, media y posterior), en
individuos del salmon del Atlantico (Salmo salar L.), se reportaron especies dominantes
tales como Lactobacillus, Lactococcus sp, Bacillus sp, Photobacterium phosphoreum,
Acinetobacter sp, Pseudomonas sp y Vibrio sp, lo cual concuerda con el estudio en la
especie de Lactobacillus sp. Sin embargo, otros microorganismos son reportados con
potencial probidticos entre ellos Zatan (2020), cita a la especie Weisella cibaria por sus
propiedades inhibitorias frente a bacterias patdgenas, y Guluarte (2020) quien manifiesta
que la levadura Kluyveromyces lactis logro estimular el sistema inmune de la dorada
(Sparus aurata).

El aislamiento de las bacterias Lactobacillus sp y Bacillus sp en el tracto intestinal
de truchas arco iris, coinciden con el hallazgo obtenido por Quispe (2017), quien también
en la mucosa intestinal de trucha arco iris, logré aislar a las bacterias Lactobacillus y
Bacillus, entre los probidticos, estas bacterias son poseen actividad inhibitoria sobre la
microflora que deterioran los filetes en tilapias, tal como lo manifiesta Castillo et al.
(2017), quienes concluyeron que las bacterias Lactobacillus plantarum JCM 1149y Lb.
acidophilus ATCC4356, con recuentos de 87 x 10* UFC/g de bacterias 4cido lacticas

(BAL), luego de 10 dias de experimentacion. Su administracion en juveniles de la tilapia
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del Nilo, trajo una alta sobrevivencia (89.4%) siendo superior al tratamiento control
(76.61%), dichos resultados fueron obtenidos por Mello et al. (2013), y entre las especies
de probidticos experimentados citaron a Bacillus cereus en recuentos de 4.0 x 108 UFC/g
y B. subtilis con 4.0 x 108 UFC/qg.

Los probidticos son bacterias benéficas capaces de inhibir la flora bacteriana
patégena del tracto digestivo no solo en los peces, Eyeralde et al. (2018), lograron
caracterizar fenotipicamente a bacterias Lactobacillus del tracto gastrointestinal de
cerdos, que luego de realizar pruebas bioquimicas en condiciones gastricas in vitro como
pH, sales biliares y temperaturas extremas, lograron presentar actividad inhibitoria sobre
la bacteria patdgena Salmonella enteritidis, mejorando asi la produccion porcina, por otro
lado, Rodriguez & Garcia (2017), aislaron 14 cepas bacterianas lacticas desde la chicha
de molle entre las especies se mencionan a Lactobacillus plantarum, L. maltaromicus,
y L. maltaromicus, las cuales sintetizaron sustancias inhibitorias de amplio
espectro. Volviendo a los peces, motivo de la investigacién, Yang et al. (2007), en
diferentes érganos del pez globo (Takifugu obscurus) tales como los intestinos, la piel,
el higado y el ovario, lograron aislar hasta 38 especies bacterianas.

La presencia de las bacterias probioticas Lactobacillus sp y Bacillus sp son
beneficiosas son importantes para la fisiologia de la trucha arco iris, en razén de que no
solo inhibe las bacterias patdgenas intestinales, sino también incrementan ciertos indices
biométricos en los peces, tal como lo confirma Gutiérrez (2016), al aislar bacterias
Bacillus megaterium, B. polymyxa y Lactobacillus delbrueckii sub bulgaricus con
actividad probidtica comprobd que al ser administradas en la dieta de tilapias
incrementaron la ganancia de peso y longitud, la conversion alimentaria y tasa de

crecimiento especifico.
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En contraste, otros estudios, como el mencionado porAlbuquerque et al. (2013),
obtuvieron que Bacillus cereus var. toyoi y Bacillus subtilis C-3102, al ser
administradas en forma individual o combinadas a juveniles de tilapia, noresultaron
eficientes en la tasa de crecimiento luego de 127 dias de cultivo, la razon por la cual no
se obtuvieron adecuados resultados, se deberia probablemente a que falt6 la inclusién
de bacterias Lactobacillus sp, quienes acidifican el ambiente intestinal disminuyendo el
pH, siendo letal para las bacterias patdgenas, ya que normalmente se encuentran en el
tracto intestinal de la trucha arco iris como lo son las bacterias Pseudomonas spp.
Muchas Enterobacterias tal como lo menciona Merrifield et al. (2009),asimismo, en el
pez gato amarillo (Pelteobagrus fulvidraco) se reportd bacterias Shewanella,
Plesiomonas, Aeromonas, Yersinia, Enterobacter, Myroides y Vibrio, quienes varian en
su abundancia y diversidad bacteriana en la microbiota intestinal (Wu et al., 2010).

Ante la hipétesis planteada en el proyecto de investigacion, y resultar que los
recuentos bacterianos de Lactobacillus sp y Bacillus sp no presentaron diferencia
estadistica significativa entre las truchas juveniles evaluadas, se acepta la hipotesis
planteada que afirmaba que la carga de bacterias probidticas de Lactobacillus sp y
Bacillus sp varian en el contenido intestinal en juveniles de trucha arco iris del CIPBS

— Chucuito y dos mercados de la ciudad de Puno.

4.2 EFECTO INHIBITORIO DE BACTERIAS PROBIOTICAS AISLADAS
SOBRE CEPAS DE Escherichia coli AISLADAS DE ESTANQUES DE
CRIANZA DE TRUCHAS DEL CIPBS CHUCUITO - UNA PUNO

El efecto inhibitorio representado mediante la medicion de halos de inhibicién
enEscherichia coli, originado por las bacterias probioticas, resultaron con promedios

que oscilaron entre 17.67 mm en el mes de setiembre por efecto de Bacillus sp y 25.67
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mm obtenidos en el mes de octubre por efecto de Lactobacillus sp (Tabla 8). Los
promedios de halos de inhibicion originados por Lactobacillus sp sobre E. coli oscilaron
entre 23.00mm y 25.67 mm; por otro lado, los diametros de halos producidos por
Bacillus sp sobre E. coli variaron entre 17.67 mmy 20.67 mm, ambos halos originados
por los probidticos se observaron entre los meses de setiembre y octubre,
respectivamente. Mientras tanto que, el control positivo gentamicina (10 ug), origind
halos de inhibicion con 12 mm sobre E. coli en todos los meses y repeticiones y segun el
Manual de Procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método
de disco difusidn, la bacteria E. coliaislada presentaria resistencia a la gentamicina (10
1Q), pero fue sensible a los discos desensibilidad con probiéticos ya que formaron halos

superiores a 15 mm (Sacsaquispe, 2002).

Tabla 8. Halo de inhibicion (mm) de bacterias probioticas Lactobacillus sp y Bacillus
sp, sobre Escherichia coli, laboratorio de Botanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA

Puno, agosto a noviembre 2019.

Probioticos y Repeticiones Prom
tratamiento control Mes 1 2 3 (mm) vV eh)
Set 17 27 25 23.00 23.01
Lactobacillus sp Oct 27 30 20 25.67 19.99
Nov 25 26 20 23.67 13.58
Set 20 17 16 17.67 11.78
Bacillus sp Oct 20 20 22 20.67 5.59
Nov 20 15 20 18.33 15.75
Set 12 12 12 12.00 0.00
Gentamicina Oct 12 12 12 12.00 0.00
Nov 12 12 12 12.00 0.00
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En el analisis estadistico descriptivo, resultd que los didmetros de halos de
inhibicién microbiana, presentaron coeficientes de variacion entre 5.59% (octubre —
Bacillus sp) y 23.01% (setiembre — Lactobacillus sp), lo cual indica que los datos
presentaron entre una leve a una moderada dispersion de los datos con respecto a su
promedio. Por otro lado, los didmetros de halos de inhibicion contrastada entre los meses
de evaluacién, no presentaron diferencia estadistica significativa (H = 0.10; P = 0.9495),
siendo mayor los halos obtenidos en el mes de octubre (19.00 mm), setiembre (18.33 mm)
y setiembre (17.67 mm). Sin embargo, los diametros de halos de inhibicién contrastada
entre los tratamientos experimentados (Lactobacillus sp, Bacillus sp y gentamicina), si
presentaron diferencia estadistica significativa (H=19.93; P <0.0001), y segun la prueba
de rangos, los halos de inhibicién originados por Bacillus sp y Lactobacillus fueron

similares y asimismo superiores a los obtenidos por la gentamicina, tal como se visualiza

en la Figura 7.
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Figura 7. Comparacion de didmetros de halos de inhibicion bacteriana de Lactobacillus
sp, Bacillus sp y Gentamicina (10 ug), agosto - noviembre 2019.
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Las bacterias Lactobacillus sp originaron promedios de halos entre 23 mmy 25.67
mm y Bacillus sp originaron entre 17.67 mm y 20.67 mm sobre E. coli, estos resultados
de la investigacion, fueron superiores a los obtenidos por Alvarado & Diaz (2009),
quienes obtuvieron la inhibicion de Lactobacillus plantarum sobre Salmonella tiphy y
Listeria monocytogenes, formando halos de inhibicion entre 9 mmy 11 mm; en contraste,
Sanchez & Pefia (2016), obtuvieron que cepas de Lactobacillus spp. inhibieron a bacterias
Staphylococcus spp, formando halos de inhibicion entre 54 mm y 65 mm ante
Staphylococcus chromogenes y Staphylococcus aureus, respectivamente. Por otro lado,
las bacterias probioticas poseen también efectos beneficiosos en la inmunidad de los
peces frente a infecciones bacterianas, tal como lo afirma Quispe (2017), quien aisld
bacterias probioéticas Lactobacillus y Bacillus, desde la mucosa intestinal de trucha arco
iris, e inhibieron a Yersinia ruckeri, formando halos de inhibicion con diametros
superiores a 9 mm. Por otro lado, la presencia de bacterias probioticas incrementa sus
defensas fisioldgicas frente a los patdgenos en los peces, es el caso que reporta Pérez
(2011), quien, en truchas, logré incrementar sus defensas frente a enfermedades tales
como la lactococosis, debiendo tal efecto a la liberacion de citoquinas la cual inhibi¢ al
patégeno Lactococcus garvieae.

Las bacterias probidticas poseen el efecto inhibitorio sobre otras, tal como lo
reporta Barahona & Zuleta (2014), la inhibicion de Lb. acidophilus sobre las bacterias
patdégenas E. coli, Salmonella enterica y Vibrio cholerae, confirmando el efecto
inhibitorio, Gomez (2013), aislo bacterias lacticas de origen marino, como Enterococcus
faecium, Lactobacillus spp. y Pediococcus pentosaceus, las cepas Lb. sakei B11, Lb. sakei
SMAL17, Lb. sakei SMM73 y Lb. curvatus BCS35, el cual presentaron actividad
antimicrobiana sobre Listeria monocytogenes, e indica que se deberia a que las bacterias
lacticas serian bacteriocinogénicas, Abasolo (2015), aislé Lb. graminis, Lb. plantarum,
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Bacillus cereus, B. flexus y B. firmus, presentando mejor actividad antibacteriana la
especie Lb. graminis sobre Vibrio alginolyticus, V. harveyi, V. wvulnificus y V.
parahaemolyticus, y las demas bacterias especialmente las especies de Bacillus,
produjeron enzimas como amilasa, proteasa, lipasa y celulasa.

Las bacterias probidticas poseen la capacidad de competir frente a las bacterias
patogenas, tal como lo afirma Sica (2013), quien luego de aislar bacterias de los géneros
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus y Weissella, inhibieron a
bacterias patdgenas de salmonidos como Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae y
Aeromonas salmonicida, mediante la capacidad de competir con los patdgenos, asimismo
las bacterias probioticas poseen resistencia al pH gastrico y a la bilis de las truchas,
originando asi la capacidad probiética, lo cual fue confirmado por Ardila (2017) y Zapata
et al. (2009), quienes identificaron bacterias del intestino de tilapia roja Oreochromis sp
entre ellas Bacillus subtilis y BAL, que resistieron un pH &cido y alcalino (2.0 y 8.0),
sales biliares (0.3 %), y un medio hipertonico (NaCl 3%), al originar esos ambientes
origind inhibicidn bacteriana de E. coli y Estreptococcus agalactiae. La competicion con
las bacterias patdgenas con los probioticos, se debe a que compiten por establecerse en
laadhesién al epitelio intestinal (Snydman, 2008), como se obtuvo en la mucosa
intestinal de turbot (Scophthalmus maximus), donde las bacterias probioticas
disminuyen el crecimiento de Vibrio anguillarum (Irianto & Austin, 2002).

Segun los resultados de la investigacion, la bacteria E. coli aislada resulto
resistente a la gentamicina (10 ug), al presentar halos de 10 mm de didmetro, a pesar de
ser resistente a la gentamicina, tanto Lactobacillus sp y Bacillus sp, lograron inhibirla
produciendo halos muy superiores al control positivo (gentamicina), pero muchas veces
E. coli no fue inhibida, tal como lo reporta Gutiérrez (2019) quien determind la carencia

de efecto inhibitorio de Lactobacillus sp frente a Escherichia coli enteropatdgena y
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Shiguella flexneri WHO SH-15.3. Por su parte, Jurado & Jarrin (2015) lograron
mediante elmétodo de sensidiscos impregnados con Lb. lactis (método utilizado en la
investigacion), la inhibicion de S. aureus, C. perfringens y E. coli, excepto a S.
tiphymurium, esto se deberiaprobablemente a que la especie de probidtico (Lb. lactis) no
origina mecanismos de competencia con los patdgenos, no produciria compuestos
antibacterianos como reuterina(Garcia et al., 1995), ya que desactiva la biosintesis de
DNA al inactivar la enzima ribonucleétido reductasa, ni produciria metabolitos de
oxigeno (Requena & Peldez, 1995) con caracteristicas antibidticas, o bacteriocinas
(Feria, 2007), o a los mecanismos de resistencia que poseeria la bacteria E. coli, tal como
menciona Reyes (2010), quien determind que Lb. plantarum inhibié a Carnobacterium
piscicola pero fue resistente a losantibioticos amoxicilina y eritromicina.

La colonizacion del intestino de los peces en un mecanismo por la cual los
probidticos logran desplazar e inhibir la permanencia de las bacterias patégenas, ello se
deberia a que poseen factores relacionados a los probidticos como lo son la biosintesis
de proteasas, lisozimas y bacteriocinas, la liberacion de perdxidos de hidrogeno,
formacion de amoniaco, alteran el pH mediante la produccién de diacetilos y acidos
organicos, por otro lado, el hospedero puede disminuir la carga bacteriana patégena
debido a que concentra enzimas, su temperatura corporal, el individuo posee resistencia
genética y losniveles de potencial oxido — reduccion (Gullian et al. (2004), por lo que
son recomendados su utilizacion en la acuicultura, al optimizar la nutricién, excluye de
formacompetitiva a las bacterias patdgenas, produce enzimas esenciales, estimulan la
respuestainmune del hospedador (Nayac, 2010) y ayuda en la digestion por el suministro
de nutrientes (Irianto & Austin 2002; Gémez & Balcézar, 2008).

Asimismo, elaboran lisozimas, proteasas, bacteriocinas, peroxido de hidrégeno,

siderdforos y la elaboracion de &cidos orgénicos (&cido lactico, formico y acético) por
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cambio del pH (Bidhan et al., 2013; Gatesoupe, 2008; Larsen et al., 2014), a ellos se
agregaria el beneficio de las bacterias Bacillus sp en mejorar la calidad del agua donde
habitan los peces, en razon quetransforma la materia organica en productos como
oligosacéridos, dextrinas y aminoacidos, tal como result6 en la produccidn de camarones
jovenes, donde la presenciade Bacillus sp mejoré la sobrevivencia, las tasas de
crecimiento y los parametros de calidad de agua donde habitaba la especie (Sugita et al.,
1997).

Las BAL poseen efectos antibacterianos e iniciarian con las cadenas de péptidos
como valina — tirosina — valina, glicina — tirosina y metionina — leucina, quienes forman
parte de secuencias de aminoacidos que conforman las bacteriocinas (Jurado & Jarrin,
2015). Se realizaron estudios de interaccion electrostatica de los péptidos mencionados
con las dianas bioldgicas (lipidos anidnicos), los cuales permiten que las BAL puedan
originar poros e ingresar a las células patdgenas de tal manera se disminuye el pH
intracelular ocasionando la fuga de fosfatos inorganicos, el desequilibrio i6nico y la
pérdida de moléculas principales como el ADN y ARN.

La interaccion hidrofilica entre las BAL y la membrana plasmatica de
enterobacterias no requiere de receptores, por lo tanto, estas podrian adoptar
mecanismos para eludir esta accion, razén por la cual no se observa efecto alguno de las
BAL en Escherichia coli enteropatdgena y Shiguella flexneri cuyo fenotipo es resistente
a cefalosporinas de tercera generacion y penicilinas (Gutiérrez, 2019). Chen et al. (2019)
mencionaron que cinco cepas de un total de 35 aislados presentaron actividad inhibitoria
en Escherichia coli resistente a carbapenémicos presentando zonas de inhibicidn

superiores a 20 mm.

La carencia de efecto inhibitorio de Lactobacillus sp sobre E. coli, se deberia

probablemente a que las cantidades de perdxido de hidrogeno sintetizado para inhibir su
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crecimiento fueron insuficientes; asimismo una dosis baja de Lactobacillus sp
empleadas en estudios de inhibicidn seria otra causa de falta de inhibicién sobre E. coli,
debido a que esta bacteria libera mayor cantidad de exopolisacaridos y forma el biofilm
(Vuotto et al., 2014).

Ante la hipétesis planteada en el proyecto de investigacion, y resultar que las
bacterias Lactobacillus sp y Bacillus sp presentaron diferencia estadistica significativa
frente al antibi6tico gentamicina en la inhibicidn de E. coli, es que se acepta la hipétesis
planteada que afirmaba que las bacterias probidticas aisladas poseen efecto inhibitorio
sobre cepas de Escherichia coli aisladas de estanques fijos de crianza de trucha del CIPBS

— Chucuito de la UNA — Puno.
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V. CONCLUSIONES

- EIl contenido intestinal de juveniles de trucha arco iris presentaron una carga
bacteriana de Lactobacillus sp entre 37.00 x 10° y 41.33 x 10 UFC/ml en individuos
del CIPBS Chucuito, de 44.33 x 10° a 54.67 x 10°® UFC/ml en el mercado Union —
Dignidad y de 29.00 x 10° a 49.00 x 10° UFC/ml en el mercado Central, Bacillus sp
presentd recuentos entre 215.33 x 108 y 232.00 x 106 UFC/ml en el CIPBS Chucuito,
de 201.00 x 10° a 221.00 x 10® UFC/mI en el mercado Union — Dignidad y de 175.33
x 10° a 187.00 x 10° UFC/mI en el mercado Central, donde los recuentos bacterianos
presentaron diferencia estadistica significativa entre los puntos de muestreo (P<0.05)
y los mayores promedios del recuento de Lactobacillus sp fueron en muestras
procedentes del mercado Unién — Dignidad y de Bacillus sp en muestras del CIPBS

— Chucuito.

- Lasbacterias probioticas Lactobacillus spy Bacillus sp presentaron efecto inhibitorio
sobre Escherichia coli aislada del agua de estanques de crianza de truchas arco iris
del CIPBS — Chucuito, logrando halos superiores a los 15 mm de diametro,
confirmando que E. coli fue sensible ante los discos de sensibilidad de las dos
bacterias probioticas, superando su efectividad al tratamiento control (Gentamicina)
con halos de inhibicion de 12 mm, constituyéndose una alternativa para disminuir
lapoblacién de microorganismos patdgenos en los tractos intestinales de las truchas

juveniles.
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VI. RECOMENDACIONES

- Realizartrabajos de investigacién bioquimica de las especies de bacterias probioticas
tanto Lactobacillus sp y Bacillus sp aisladas del tracto intestinal de individuos de

truchas en diferentes estadios.

- Realizar la evaluacion fisicoquimica y microbiolégica del contenido intestinal de
truchas arco iris tales como el pH, la temperatura, la carga de bacterias aerobias
mesofilas, el recuento de coliformes totales y termotolerantes, ya que ayudarian a

una mejor interpretacion del efecto de las bacterias probioticas.

- Correlacionar la cuantificacion de la carga bacteriana intestinal probiotica de
Lactobacillus sp, Bacillus sp, entre otras en truchas juveniles con respecto a sus

pardmetros biométricos en un determinado tiempo de experimentacion.
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ANEXOS

Figura 8. Colecta se muestras de agua de tres estanques de cultivo (foto
superior: estanque mayor de forma irregular; foto intermedia: estanque mediano
cuadrangular; yfoto inferior: estanques longitudinales) de trucha arco iris y
rotulado de muestras en el CIPBS Chucuito de la UNA Puno, agosto — noviembre
2019.
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Figura 9. Colecta de individuos de trucha arco iris en estanque de crianza y
transferencia en un cooler, CIPBS Chucuito de la UNA Puno, agosto — noviembre
2019.

Figura 10. Diseccion de individuos de trucha arco iris para el aislamiento de bacterias
probidticas intestinales, laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la UNA Puno,
agosto — noviembre 20109.
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Figura 11. Procedimientos de cultivos y diluciones para la cuantificacion de
bacteriasprobidticas intestinales, laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la
UNA Puno, agosto — noviembre 20109.
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Figura 12. Colonias bacterianas de Bacillus sp (placas de la izquierda) y
Lactobacillussp (placas de la derecha), laboratorio de Botéanica y Biotecnologia de
la UNA Puno, agosto — noviembre 2019.

Figura 13. Prueba de catalasa realizada a las colonias de Bacillus sp (derecha) y
Lactobacillus sp (izquierda) sobre laminas portaobjetos, laboratorio de Botanica y
Biotecnologia de la UNA Puno, agosto — noviembre 20109.

Figura 14. Tincion Gram y observacion al microscopio de laminas de Bacillus
sp yLactobacillus sp, laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la UNA Puno,
agosto —noviembre 2019.
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Figura 15. Observacion de bacterias Gram positivas Lactobacillus sp (derecha) y
Bacillus sp (izquierda), laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la UNA Puno,
agosto — noviembre 2019.

Figura 16. Preparacion de medios, crecimiento en agar EMB y pruebas
bioguimicas para identificacion de E. coli, laboratorio de Botanica y Biotecnologia
de la UNA Puno,agosto — noviembre 2019.

Figura 17. Preparacion de agar MRS con diferentes concentraciones de NaCl
para la identificacion de Lactobacillus sp, laboratorio de Botanica y
Biotecnologia de la UNAPuno, agosto — noviembre 2019.
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Figura 18. Preparacion de medios para las pruebas de antibiograma, laboratorio de
Botéanica y Biotecnologia de la UNA Puno, agosto — noviembre 2019.

Figura 19. Prueba de hidrdlisis de almidon (izquierda) y de azucares fermentables
parala identificacion bacteriana, laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la
UNA Puno, agosto — noviembre 2019.
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Figura 20. Resultados del antibiograma con Gentamicina (izquierda), Bacillus sp
(centro) y Lactobacillus sp (derecha) frente a E. coli, laboratorio de Botanica 'y
Biotecnologia de la UNA Puno, agosto — noviembre 20109.
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Variable TROCHAS H Medias D.E. Medianas H o
RCTO LACTOE T1 9 47.22 5.895% 47.00 1.65 0.4375
RCTO_LACTOB TZ 9 43.56 8.76 40.00
RCTC LACTOB T3 9 44,33 4.56 45,00

Figura 21. Prueba de Kruskal Wallis de los recuentos bacterianos de
Lactobacillus spentre truchas colectas segun fecha de muestreo, laboratorio de
Boténica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, agosto — noviembre 2019.

Variable PUNTCS H Medias D.E. Medianas H B
RCTO LACTOE CENTRAL 9 44,39 5.04 47.00 13.70 0.0010
RCTCO LACTCE CIP CHUCUITO 9 39.33 3.08 39.00
ECTC LACTCB UNION ¥ DIGNIDAD S 50.89% 5.60 52.00

Trat. Ranks
CIF CHOCUOITO 6.89 0
CENTEALL 14,35 B
UNIGN ¥ DIGNIDAD 20.72 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.0E)

Figura 22. Prueba de Kruskal Wallis y prueba de rangos de los recuentos
bacterianos deLactobacillus sp segln puntos de muestreo, laboratorio de Botanica y
Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, agosto — noviembre 2019.

Variable TROUOCHAS N Medias D.E. Medianas H E
RCTO BRC T1 9 201.11 1&.78 201.00 2.1e 0.3394
RCTC BAC TZ2 9 202.22 Z1.7% 210.00

RCTC BRC T3 9 212.85% 21.2%9 220.00

Figura 23. Prueba de Kruskal Wallis de los recuentos bacterianos de Bacillus sp
entretruchas colectas segun fecha de muestreo, laboratorio de Botanica 'y
Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, agosto — noviembre 2019.

Variakble PUNTOS N Medias D.E. Medianas H B
RCTD_EAC CENTEAL 9 182.67 B8.43 131.00 18.88 0.0001
RCTD_EAC CIP CHOCOITC 9 223.11 11.52 ZZ8.00
RCTC BAC UNIGN ¥ DIGNIDAD § 210.44 11.27 Z210.00
Trat. Ranks
CENTEAL 2.17 &
UNICH ¥ DIGNIDAD 15.67 B
CIP CHOCUOITC 21.17 B
Medias con una letra comin no son significativamente difersntes (p = 0.05)

Figura 24. Prueba de Kruskal Wallis y prueba de rangos de los recuentos
bacterianos de

Bacillus sp segun puntos de muestreo, laboratorio de Botanica y Biotecnologia,
FCCBB

— UNA Puno, agosto — noviembre 2019.
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Variable MESES N HMedia=s D.E. HMedianas H B
HALC INHIB (mm) HNov 9 17.&87 4.85 Z20.00 0.10 0.5455
HAT.Q INHTE (mm) Oct 9 15.00 7.09 17.00
HALLD INHIE (mm) Set 9 18.33 5.59 20.00

Figura 25. Prueba de Kruskal Wallis de los halos de inhibicion bacteriana, segun
mesesde evaluacién, laboratorio de Botanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA
Puno, agosto —noviembre 2019.

Variable TEATAMIENTO N Medias D.E. Medianas H o]
HALO TNHIE (mm} Bacillus sp 9 18.89% 2.3Z2 20.00 15.93 «<0.0001
HALO TNHIE (mm) Gentamicina 9 12.00 0.00 12.00
HATLC IWNHIE (mm) Lactobacillus sp &9 24.11 4.20 25.00

Trat. Ranks
Gentamicina 5.00 &
Bacillus sp 15.50 B
Lactobacillus sp Z1.50 B

Medias con una letra comin no son significativamente difersntes (p = 0.05)

Figura 26. Prueba de Kruskal Wallis de los halos de inhibicion bacteriana de
Lactobacillus sp y Bacillus sp y gentamicina (10 pg), laboratorio de Botanica 'y
Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, agosto — noviembre 2019.
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