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RESUMEN

La “trucha arco iris” (Oncorhynchus mykiss) es la principal especie dulceacuicola
cultivada en el Pert, siendo el departamento de Puno el primer productor. Sin embargo,
su producciéon se ve mermada por los problemas de mortalidad. Principalmente,
suscitados en la etapa de alevinaje. Siendo, Yersinia ruckeri la bacteria que se ha
identificado con mayor frecuencia en brotes a nivel nacional. Para su control, los
productores han usado diversos antimicrobianos y su uso indiscriminado ha generado
répida resistencia y contaminacion del lago. Dentro de este contexto, el uso de probidticos
surge como una alternativa viable frente a esta problemdtica. El objetivo de esta
investigacion fue Identificar bacterias nativas aisladas del tracto intestinal de “trucha arco
iris” con propiedades probidticas frente a Yersinia ruckeri en Puno. Se utilizaron 48
truchas sanas (alevin y juvenil), provenientes de la ecloseria CIPBS Chucuito-Puno;
durante los meses de enero-abril 2017. Los peces fueron eutanasiados con una dosis letal
de eugenol y, posteriormente se les extrajo el intestino de forma aséptica. Se realizé la
apertura y raspado de la mucosa intestinal, para luego ser sembrado en agar MRS e
incubadas a 30° C por 24-48 h en el Laboratorio de Microbiologia de la FMVZ-UNA
(Puno). A continuacion, las colonias fueron identificadas acorde a su morfologia y, luego
fue evaluado su efecto inhibitorio in vitro frente a una cepa de Yersinia ruckeri, aislada
de un brote de mortalidad en Puno. Se identificaron tres aislados compatibles con los
géneros Lactobacillus, y un aislado compatible con el género Bacillus Los cuatro
aislados, mostraron inhibicion frente a Y. ruckeri, con halos de inhibicién superiores a 9
mm de didmetro. Estos resultados indican la presencia de bacterias nativas en el tracto
intestinal de la “trucha arco iris”, con potencial probiético. Asi mismo, brindan una
alternativa favorable y, amigable con el medio ambiente; frente al uso de antimicrobianos

en la truchicultura peruana.

Palabras clave: Bacteria resistente, mortalidad, produccién, sistema inmune,
truchicultura.
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ABSTRACT

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) is the main freshwater specie cultured in Peru, the
department of Puno is the first producer. However, its production is diminished by the
problems of mortality. Mainly, raised in the stage of fingerling. Yersinia ruckeri is the
bacterium that has been most frequently identified in outbreaks nationwide. For its
control, the producers have used various antimicrobials and its indiscriminate use has
generated rapid resistance and contamination of the lake. In this context, the use of
probiotics arises as a viable alternative against this problem. The objective of this research
was to identify native bacteria isolated from the intestinal tract of rainbow trout with
probiotic properties against Y. ruckeri in Puno. Forty - eight healthy trout (juvenile and
juvenile) were used, from CIPBS hatchery in Chucuito-Puno; for the months January -
April 2017. The fish were euthanized with a lethal dose of eugenol and subsequently the
intestine was removed aseptically. The opening and scraping of the intestinal mucosa was
performed. All the samples were placed onto MRS agar and incubated at 30 ° C for 24-
48 h in the Laboratory of Microbiology from FMVZ-UNA (Puno). Subsequently the
colonies were identified according to their morphology and was evaluated its inhibitory
effect in vitro against to a strain of Y. ruckeri, isolated from an outbreak of mortality in
Puno. Three isolates, compatible with the genus Lactobacillus (3) and one isolate
compatible with the genus Bacillus (1), were identified. The four isolated showed
inhibition against Y. ruckeri, with halos greater than 9 mm in diameter. These results
indicate the presence of native bacteria in the intestinal tract of rainbow trout, with
probiotic potential. They also provide a favorable and environmentally friendly

alternative; against the use of antimicrobials in Peruvian trout farming.

Key words: Resistant bacteria, mortality, production, Immune system, truchiculture.
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I. INTRODUCCION

La “trucha arco iris” (Oncorhynchus mykiss) es la principal especie dulceacuicola
cultivada en el Pera y los principales departamentos productores en el Pert son Puno,
Huancavelica y Junin (RNIA, 2017). Dentro de ellos, Puno es la regién que presenta las
mejores condiciones para el desarrollo de esta actividad por poseer importantes recursos
hidricos. Es asi que, el cultivo en esta zona se desarrolla fundamentalmente en jaulas
flotantes. En los primeros estadios de la acuicultura, como la etapa de alevinaje, es donde
se encuentra mas susceptible a las enfermedades y presentan alta mortalidad. Por lo tanto,
su sistema inmune adn no es competente. Esto sumado a précticas de manejo inadecuadas,
como altas densidades de carga, transferencia al lago con pesos y tallas pequefias, estrés,
etc., favorecen el desarrollo de eventos mdrbidos. Principalmente las de etiologia
bacteriana. Yersinia ruckeri es el agente bacteriano que se ha identificado mas veces en
brotes que generan alta mortalidad de peces en las regiones de Ancash, Junin,
Huancavelica y Puno (Sandoval, 2015). Para su control, los productores han usado

diversos antimicrobianos, sin previos diagndsticos de laboratorio.

La Yersinia ruckeri es una bacteria Gram negativa, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae. Afecta principalmente a salmoénidos, siendo la especie mads
susceptible la trucha, ademads, genera elevadas tasas de mortalidad, con mas del 50% en
muchos paises lo cual ocasiona importantes pérdidas econdmicas para este sector (Flores,
2013). Es por ello, que esta investigacion es de suma importancia ya que permitio aislar
e identificar bacterias nativas presentes en el tracto intestinal de la “trucha arco iris”
(Oncorhynchus mykiss) y se selecciond aquellas con potencial probidtico (Lactobacillus
sp., Bacillus sp.), las cuales fueron evaluadas in vitro frente a Y. ruckeri. De esta forma
se busca brindar una alternativa saludable y amigable con el ambiente, frente al uso de
antimicrobianos. El cual, debido a su uso indiscriminado genera resistencia y

contaminacion del medio acuético.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
Altiplano

Objetivo general

e Aislar Lactobacillus sp., del tracto intestinal de “trucha arco iris” Oncorhynchus

mykiss con potencial probidtico frente a Yersinia ruckeri en Puno.

Objetivos especificos

e Aislar e identificar bacterias del género Lactobacillus presentes en el intestino de
“trucha arco iris” Oncorhynchus mykiss.
e Evaluar in vitro el efecto inhibitorio de las bacterias aisladas del tracto intestinal

de “trucha arco iris” Oncorhynchus mykiss frente a Yersinia ruckeri.

Hipdtesis especificas

Ho: Bacterias nativas aisladas de “trucha arco iris” no inhiben in vitro a Yersinia

ruckeri.

Ha: Bacterias nativas aisladas de “trucha arco iris” inhiben in vitro a Yersinia ruckeri.
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II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Trucha arco iris

La trucha es una especie tipica de aguas continentales, que vive en ambientes 16ticos y
Iénticos, originaria de la vertiente del Océano Pacifico en Norteamérica (Huet, 1973). Se
ha introducido en 1874 a las aguas en todos los continentes; salvo en la Antértida, con

fines de pesca recreativa y de acuicultura (FAO, 2017).

La trucha es adaptable a los ambientes confinados, soporta altas densidades de carga, es
un pez domesticado, resistente al manejo y se reproduce en cautiverio (FONDEPES
2004), en el Perd, la trucha fue la primera especie en el desarrollo de la acuicultura
peruana, es asi que en 1939 se importaron 50 000 ovas embrionadas procedentes de los

Estados Unidos (Godoy, 2003 citado en Ferndndez, 2011).

2.1.1. Clasificacion Taxonomica

DOMINIO : Eucariota
REYNO : Animmalia
PHYLLUM : Chordata

SUB PHYLLUM : Vertebrata
GRUPO : Gnatosthomata
SUPER CLASE : Pisces

CLASE : Osteichthyes
SUB CLASE : Actinopterygii
SUPER ORDEN : Clupeomorpha
ORDEN : Salmoniformes
SUB ORDEN : Salmonoidei
FAMILIA : Salmonidae
GENERO : Oncorhynchus
ESPECIE : mykiss
NOMBRE CIENTIFICO  : Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792
NOMBRE COMUN : “trucha arco iris”

Fuente: Adaptado por Smith y Stearley de la Sociedad Americana de Ictidlogos y

Herpetdlogos a través del Comité de nombres cientificos de peces. Imarpe.
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2.1.2. Produccion
2.1.2.1. Mundial

Las truchas, junto con los salmones conforman el principal grupo de especies
comercializadas mundialmente y el aumento de su produccién ha ocasionado un
crecimiento considerable en el consumo anual per capita de especies de agua dulce (FAO,

2016).
2.1.2.2. Nacional

En el Perd, la produccién de “trucha arco iris” ha ido en aumento en los dltimos afios.
Registrando 3 111 t en el afio 2003 y mayor a 52 000 t en el 2016. Asimismo, los
principales departamentos productores del pais son: Puno (43 290.02 t), seguido por
Huancavelica (3 704.05 t) y Junin (2 262.96 t), dichos valores son los registrados en el
afio 2016 (RNIA, 2017). En la region Puno posee un enorme potencial de espejos de agua
(354 lagunas, 316 rios, 7 represas y 1 lago); De éstos, el Lago Titicaca es el mas
importante para el desarrollo de la acuicultura (AQUAHOY 2011). Principalmente el

cultivo de “trucha arco iris” en jaulas flotantes, de amplia difusién y aceptacion.
2.2. Yersinia ruckeri
2.2.1. Etiologia

Yersinia ruckeri pertenece a la familia Enterobacteriaceae (Tobback, 2009) siendo un
bacilo Gram negativo corto, entre 1.5-2.0 um por 0,5 um (Buller, 2014). Asi mismo, es
conocido como el agente causal de la enfermedad entérica de la boca roja, que afecta a
salménidos en todo el mundo (Kumar et al., 2015), y fue aislada de “trucha arco iris” en
1952, en el valle Hagerman, Idaho - Estados Unidos (Ross et al., 1966). Desde alli, se
extendié a poblaciones salvajes de peces, de agua dulce en Europa, Africa, Norteamérica,

Sudamérica, Asia y Australia (Tobback, 2009).

Las cepas de Y. ruckeri se han clasificado sobre la base de serotipos, biotipos y proteinas
de la membrana externa (Kumar et al., 2015). Por tanto, se han dividido en 4 serotipos
con diferentes subgrupos; serotipo O1 (serovar I y III), serotipo O2 (serovar II), serotipo

03 (serovar V) y serotipo 4 (serovar VI); Asimismo, existen 2 biotipos, biotipo I (métil)
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y el biotipo II (inmdévil) (Walter, 2012). En nuestro pais, se han identificado ambos

biotipos en los departamentos de Junin, Huancavelica y Ancash (Flores, 2013).

En el Peru, la yersiniosis representa un problema principal en los departamentos de Puno
y Junin; zonas con mayor produccién de truchas (Sandoval, 2015), consecuentemente se
ha aislado y producido brotes de enfermedad en Chachapoyas, Huaraz, Huancavelica y
Cajamarca produciendo rangos de mortalidad que oscilan entre 40 y 80 % (Sandoval,
2015). Adicionalmente, (Mamani, 2016) reporta el aislamiento de Y. ruckeri en el distrito

de Pomata - Puno, con una frecuencia de 2.3%.

2.2.2. Epidemiologia

2.2.2.1. Especies susceptibles

La yersiniosis ha sido descrita en diversas especies de peces (Kumar et al., 2015). Sin
embargo, los salménidos y en especial la “trucha arco iris” es la especie mds susceptible
(Furones et al., 1993; Bueno, 2012), de igual manera se han reportado brotes de la
enfermedad en poblaciones de trucha comin o marrén (Salmo trutta), trucha de arroyo
(Salvelinus fontinalis), King salmon (Oncorhynchus tshawytsch), salmén coho
(Oncorhynchus kisutch), Salmén del atlantico (Salmo salar) (Dulin et al., 1976, Bullock
etal., 1978).

2.2.2.2. Transmision

Y. ruckeri se transmite de forma horizontal por contacto directo con animales enfermos o
portadores (Walter, 2012; Kumar et al., 2015). Asimismo, este patdgeno ha sido aislado
en heces de peces portadores, dos meses después de un brote de EEBR (Bueno, 2012).
Ademas Y. ruckeri posee la capacidad de formar biofilms, asociado con superficies y
sedimentos (Sandoval et al., 2015), asimismo Y. ruckeri es capaz de sobrevivir y seguir

siendo infeccioso en el medio acuatico (Busch y Lingg, 1975).

La transmision vertical hasta ahora no ha sido demostrada y probablemente no ocurra
(Dulin et al., 1976). Por otro lado, su transmision ha sido relacionada también con otros

vectores, tales como invertebrados acuédticos y aves (Villumsen et al., 2014).
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2.2.2.3. Patogenia y Lesiones

Tobback et al. (2010) realizaron varios estudios in vivo, estableciendo que las branquias
(moco) son el principal lugar de adherencia para el patogeno Y. ruckeri también, se han
encontrado niveles moderados de la bacteria en piel y tejido intestinal (Bueno, 2012 y
Walter, 2012). Dado que, la diseminacién sistémica de la bacteria es realizada debido a
la alta vascularizacion que poseen las branquias (Ferndndez, 2011; Walter, 2012), debido
a esta septicemia, se realiza la colonizacién de 6rganos internos del pez (Kumar et al.,

2015).

Los alevines son los mds afectados con la EEBR, presentando un cuadro agudo (Sirvas-
Cornejo et al.,2011) y, a medida que los peces son mds grandes desarrollan la enfermedad
cronica (Flores, 2013) y los signos clinicos incluyen melanosis, exoftalmia, hemorragias
petequiales alrededor del ano, aletas, branquias, ojos y musculos laterales (Walter, 2012
y Kumar et al., 2015), éstas también son observadas internamente en higado, pancreas,
ciegos pildricos, vejiga e intestino (Flores, 2013), puesto que el intestino contiene un

material mucoso o acuoso, de color amarillento (Bueno, 2012; Kumar et al., 2015).

2.2.3. Prevencion y control

2.2.3.1. Uso de antibioticos

Se han utilizado varios antibidticos para el control de la EEBR (Bueno, 2012), como la
oxitetraciclina, sulfadiazina en combinacién con trimetropim, florfenicol, &cido
oxolinico, flumequina y amoxicilina (Flores, 2013; Kumar et al., 2015). Existen un
limitado espectro de antimicrobianos aprobados en acuicultura; éstos han generado
resistencia rapidamente (Pandiyan et al., 2013). Adicionalmente, pruebas in vitro han
demostrado que Y. ruckeri desarrolla resistencia rdpidamente contra dcido oxolinico,

oxitetraciclina y sulfonamidas (Rodgers, 2001).

2.2.3.2. Uso de vacunas

Es una de las primeras enfermedades en peces que ha desarrollado una vacuna comercial
efectiva (Kumar et al., 2015). Sin embargo, las vacunas utilizadas son variadas;
incluyendo monovalentes, bacterinas, bacterias vivas atenuadas, sub unidades de

proteinas purificadas y recombinantes (Walter, 2012).
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Villumsen et al. (2014) encontraron que la bacterina de Y. ruckeri serotipo O1, biotipo 1
provee buenos niveles de proteccion. Por otro lado, Deshmukh er al. (2012)
desarrollaron una vacuna bivalente a partir de cepas de Y. ruckeri biotipo 1 y 2 inactivados
con formalina; la cual ha brindado buena proteccion contra el biotipo 2,
consecuentemente el desarrollo de nuevas vacunas basadas en la proteasa Yrp1, gen aroA,
producto extracelular y lipopolisacarido han brindado buena proteccion contra Y. ruckeri
biotipo 1 (Temprano et al., 2005; Ispir y Dorucu, 2010; 2014), no obstante las cepas del
biotipo 2 son dificiles de combatir y son las responsables de brotes de enfermedad en
peces que han sido vacunados contra cepas del biotipo 1 (Austin et al., 2003; Arias et al.,

2007).

En el Pertd, dadas las caracteristicas de los criaderos y los procedimientos de manejo
utilizados, es dificil la erradicacion del agente en las producciones peruanas (Bravo y
Kojagura, 2004), complicando el control la ausencia de vacunas comerciales disponibles
(Fernandez, 2011; Bueno, 2012). Sin embargo, Cueva et al. (2016) han desarrollado una
vacuna elaborada con aislados de Y. ruckeri en nuestro pafs; la cual ha tenido muy buenos

resultados in vitro.

2.3. Microbiota del tracto gastrointestinal de los peces

Las bacterias que estdn presentes en el tracto gastrointestinal de los peces, provienen del
medio acudtico (Bidhan et al., 2013; Muthukumar y Kandeepan, 2015). El tracto
digestivo de los peces es un ambiente de cultivo favorable para estos microorganismos
(Muthukumar y Kandeepan, 2015). Por consiguiente, el extraer microorganismos
autéctonos de los peces, favorece su utilizacién como probidticos (Burbank et al., 2012;
Henriquez, 2013). Dado que, tienen un gran potencial de exclusién competitiva con los
patdgenos, debido a la adaptacion del mismo nicho ecoldgico (Bidhan et al., 2013). Por
lo que, existe un consenso general que probidticos autdctonos pueden tener mayor
probabilidad de colonizar el tracto digestivo, establecerse y multiplicarse en el intestino
del hospedador y, de esta forma conferir beneficios al huésped (Henriquez, 2013; Muiidz,

2015).
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2.4. Probioéticos

Es una de las alternativas que puede disminuir la dependencia de la industria acuicola
hacia los antibidticos (Berdasco, 2016; Zorriehzahra et al., 2016). Puesto que, el
suministro de una dieta enriquecida con microorganismos probidticos proporciona una
mejora del sistema inmune, la asimilacién de nutrientes y el desarrollo normal del pez,
evitando asi una infeccién por patégenos en situaciones de estrés, muy comunes al

manipular peces en condiciones de cautividad (Walter, 2012; Berdasco, 2016).

2.4.1. Definicion

Etimologicamente el término probiodtico es originado de la palabra en latin “pro”, que
significa “por” y la palabra griega “bios”, que significa “vida” (Cordero et al., 2014) por
ese motivo son definidos como microorganismos vivos, que administrados en cantidades
adecuadas confieren beneficios saludables para el huésped (FAO y WHO, 2001). Acorde
a esta definicidn, sus beneficios potenciales son multiples, incluyendo la produccién
acuicola; que enfrenta problemas; principalmente por infecciones bacterianas y/o virales
(Cordero et al., 2014). Més aun, considerando que la terapia convencional para
enfermedades bacterianas es el uso de antimicrobianos; los cuales generan ripida
resistencia antimicrobiana frente a los patégenos (Bidhan et al., 2013), de tal manera que,
los probidticos tienen un beneficio econdmico significante, dado que reducen la demanda

de antimicrobianos (Schubiger et al., 2015).

2.4.2. Mecanismo de accion

2.4.2.1. Produccion de compuestos antagonicos:

Los probidticos producen una variedad de compuestos quimicos de amplio espectro
(Bidhan et al., 2013). Por ello estos incluyen la produccién de antibiéticos, bacteriocinas,
sider6foros, lisozimas, proteasas, peroxido de hidrégeno, alteracion del pH por la
produccién de dcidos orgdnicos (Sihag y Sharma, 2012; Bidhan et al., 2013). De esta
forma, constituyen una barrera contra los patégenos oportunistas (Strom-Bestor y

Wiklund, 2011; Sihag y Sharma, 2012).
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2.4.2.2. Competencia por quimicos o energia disponible

Dentro del intestino, microorganismos patégenos como benéficos coexisten en el mismo
ecosistema y, utilizan los mismos nutrientes (Sthag y Sharma, 2012, Sommer y Backhed,
2013). Este ecosistema microbiano en ambientes acuicolas es generalmente dominado
por heterétrofos, compitiendo por sustancias orgdnicas; como fuente de carbono y energia

(Sihag y Sharma, 2012).

2.4.2.3. Competencia por hierro

Todos los microorganismos requieren hierro para el crecimiento (Bidhan ef al., 2013).
Sin embargo, los sider6foros son agentes quelantes especificos de i6n férrico de bajo peso
molecular, los cuales pueden disolver hierro precipitado y hacerlo disponible para el
crecimiento microbiano (Bidhan et al., 2013). Los patdgenos bacterianos “exitosos” son
capaces de competir eficazmente por el hierro en ambientes altamente estresados de
hierro de los tejidos y fluidos corporales del huésped (Sihag y Sharma, 2012). Ademas,
las bacterias benéficas que producen sideréforos pueden ser usadas como probidticos para
competir con otras patdgenas, cuya patogenicidad es debida a la produccién de

sideréforos (Sihag y Sharma, 2012).

2.4.2.4. Competencia por sitios de adhesion

Es otro de los mecanismos para prevenir la adhesion de patégenos al intestino o superficie
de los tejidos (Sihag y Sharma, 2012; Pandiyan et al., 2013). Dado que, la habilidad para
adherirse a la mucosa entérica y a la pared de la superficie es necesaria para que la bacteria
llegue a establecerse en los intestinos de los peces (Pandiyan et al., 2013). Ya que la
adhesion puede no ser especifica; sino a través de adhesinas y receptores moleculares

sobre la superficie (Garcia et al., 2015).

2.4.2.5. Aumento de la respuesta inmune

Los inmunoestimulantes son compuestos quimicos que activan el sistema inmune de los
animales y proveen mds resistencia frente a infecciones, causadas por virus, bacterias,
hongos y pardsitos (Abasolo, 2015). Sin embargo, las larvas de peces, camarones y otras
especies acuicolas tienen sistemas inmunes menos desarrollados que peces adultos, por

lo que dependen primariamente de respuestas inmunes no especificas (Sihag y Sharma,
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2012; Bidhan et al., 2013). Dado que, la suplementacién de bacterias probidticas en el
alimento o en alguna fuente de inclusién pueden estimular el componente celular y
humoral del sistema inmune en varias especies de peces y moluscos, incluyendo
salménidos y camarones (Bidhan et al., 2013). Por ejemplo, peces tratados con
probidticos aumentaron, significativamente, la actividad fagocitica de los macréfagos
presentes en el rifiidn anterior. Ademads, increment6 la actividad de la lisozima en el suero

y moco del intestino (Walter et al., 2012).

2.4.2.6. Mejora de calidad de agua

Varios estudios reportan que la adicion de Bacillus spp mejora la calidad de agua, dado
que es un excelente purificador (Sihag y Sharma, 2012; Badinah et al., 2013). Estas
bacterias son mds eficientes convirtiendo materia organica en CO», que las bacterias
Gram negativas (Hariati et al., 2011). Por lo que, mantener estas bacterias Gram positivas
en la produccion de estanques y/o granjas puede minimizar el desarrollo de carbén
orgdnico y disuelto durante el ciclo de cultivo, promoviendo el incremento de algas

fitoplancton, a través del incremento de CO; (Sihag y Sharma, 2012).

2.4.2.7. Produccion de nutrientes para el hospedador

Los probidticos tienen un efecto directo sobre el crecimiento del hospedador al mejorar
su nutriciéon por el suministro de nutrientes, tales como 4cidos grasos, vitaminas y
aminodcidos esenciales (Muii6z, 2015). Merrifield et al. (2010), demostraron que
ejemplares de “trucha arco iris” alimentadas con B. subtilis y B. licheniformis durante 10
semanas presentaban mejores indices de conversion y crecimiento. Por otro lado, las
bifidobacterias son capaces de bajar el pH del intestino y crear un ambiente no habitable
para bacterias patégenas, debido a la produccién de 4cidos grasos de cadena corta (Sihag
y Sharma, 2012). Finalmente, Bifidobacterias, Streptococcus y Enterococcus producen

vitamina K (Sihag y Sharma, 2012).

2.4.3. Clases

Las especies usadas cominmente como probidticos incluyen las del género Lactobacillus,
Bifidobacterium, Aeromonas, Plesiomonas, Bacteroides, Fusobacterium,
Carnobacterium, Eubacterium y cepas de Bacillus, Enterococcus, Bacteroides,

Clostridium,  Agrobacterium, Pseudomonas, Brevibacterium, Microbacterium,
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Staphylococcus,  Streptomyces, ~ Micrococcus,  Psychrobacter,  Pediococcus,
Saccharomyces, Debaryomyces, Altermonas, Tetraselmis, Roseobacter, Weissella y
Aspergillus (Balcédzar et al., 2006; Nayak, 2010; Lakshmi et al., 2013; Tuan et al., 2013;
Lazado et al., 2015).

2.4.4. Probidticos usados contra bacterias patégenas en “trucha arco iris”

La mayoria de los probidticos propuestos para el uso en acuicultura pertenecen a las
bacterias acido lacticas (Lactobacillus y Carnobacterium), Bacillus, Pseudomonas'y a los
géneros Vibrio (Forouhandeh et al., 2010; Newaj et al., 2014). Las bacterias 4cido lacticas
(BAL) es un grupo de bacilos o cocos Gram positivos (Buller, 2014). Son
microorganismos usados generalmente como probidticos, aplicados de forma segura en
veterinaria (Rauta et al., 2013). Por otro lado, Bacillus spp., son bacterias Gram positivas,

formadoras de esporas (Adineh et al., 2013).

Lactobacillus lactis y Lactobacillus fermentum demostraron ser antagonistas de Y.
ruckeri; dado que redujeron la adhesion del patégeno al moco del pez. Asi mismo,
encontraron que el 60% de 12 bacterias 4cido lacticas mostraron exclusion competitiva
contra Y. ruckeri. Similarmente, Panigrahi er al. (2007) reportaron el aumento de la
inmunidad innata en truchas, alimentadas con tres probiontes liofilizados Lactococcus
rhamnosus, Enterococcus faecium y Bacillus subtilis. Asimismo, otros estudios reportan
el efecto positivo de varios probidticos (Lactococcus lactis, L. casei, Leuconostoc
mesenteroides) sobre la actividad fagocitica del riién anterior y la actividad del
complemento del suero y menor proliferacion del patégeno Aeromonas salmonicida en

el intestino (Balcazar ef al., 2007; Balcazar et al., 2009).

Diversos estudios reportan que, el uso de Bacillus spp., como probidtico; dado que
promueven el crecimiento y la eficiencia alimentaria de larvas de trucha (Adineh et al.,
2013). Por ejemplo, la administracion oral de Bacillus subtilis y Bacillus licheniformes
protege a la trucha contra infecciones subsecuentes de Y. ruckeri (Palikova et al., 2015).
Asimismo, Abbass et al., 2010 inyectaron componentes de la pared celular de cepas del
probidtico de Bacillus subtilis y componentes de la membrana externa, incluyendo LPS
de Aeromonas sobria; siendo también efectivo para el control de yersiniosis en trucha.
Por otro lado, Capkin y Altinok (2009) demostraron que el uso concomitante de

Enterobacter cloacae y Bacillus mojavensis como suplemento alimenticio es beneficioso
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para la trucha, protegiendo al pez contra la yersiniosis y aumentando la digestibilidad y
utilizacion del alimento. En adicion, Ghosh et al. (2002) indicaron que Bacillus circulans,
B. pumilus y B. cereus tuvieron un rol importante en la eficiencia alimenticia de peces

cultivados.

Burbank ez al. (2012) encontré que el tratamiento con Bacillus sp., redujo la mortalidad
de 80% a 0% vy, el tratamiento con Aeromonas sobria la redujo en 6%; administradas
como suplemento en la dieta de peces infectados del patogeno Y. ruckeri. Por otro lado,
Burbank er al. (2012) identificaron 16 bacterias aisladas del tracto gastrointestinal de la
“trucha arco iris” con potencial probidtico, las cuales inhibieron el crecimiento de

Flavobacterium psychrophilum.
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III. METODOS

3.1. Diseno del estudio

El diseno del estudio es transversal. Se seleccionaron un total de 48 truchas sanas, entre
los estadios de alevin y juvenil, provenientes de la ecloseria del CIPBS Chucuito-Puno
de la UNA. Los peces fueron trasladados vivos al Laboratorio de Microbiologia de la
FMVZ - UNA. Posteriormente, fueron sacrificados con una dosis letal de eugenol, y se

procedié a la necropsia de acuerdo al protocolo sugerido por Ferguson (2006).

Para el aislamiento de bacterias se tomd asépticamente muestras de la mucosa del
intestino, las cuales fueron sembradas en agar MRS. Los aislados identificados y
caracterizados como Lactobacillus sp., y Bacillus sp., fueron afrontados in vitro contra Y.
ruckeri, considerdndose inhibitorio aquellos halos superiores a los discos de 9 mm de

diametro.

3.2. Lugar

Las truchas provinieron de la piscicultura del CIPBS ubicada en el distrito de Chucuito,
provincia de Puno, departamento de Puno (S 15° 53° 49, O 69° 53° 65”), a una altitud
de 3931 msnm. Mientras que, el procesamiento de las muestras fue realizado en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional del Altiplano - Puno. El estudio fue realizado durante los meses de

enero - mayo del 2017 (Figura 1).

Figura 1: Piscicultura CIPBS Chucuito- UNA y Laboratorio de Microbiologia de FMVZ-UNA (Puno-
enero 2017).
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3.3. Especimenes

Se utilizaron 48 truchas de los estadios de alevin y juvenil, con un peso promedio de 4 g

y 90 g y con talla promedio de 6 cm y 18.5 cm respectivamente (Figura 2).

Figura 2: Recoleccion de muestras. Alevines y juveniles (Puno- enero 2017).

3.4. Procedimiento

3.4.1. Aislamiento e identificacion de bacterias del género Lactobacillus presentes

en el intestino de “trucha arco iris”

3.4.1.1. Frecuencia y horario de muestreo

Se recolectaron de 3 a 5 peces por semana, generalmente los dias lunes de 7 a 8 am (en

ayunas), del CIPBS Chucuito UNA — Puno.

3.4.1.2. Descripcion detallada de toma de muestra

Los peces, fueron tomados con la ayuda de un chinguillo. Procurando la identificacién de
peces sanos, sin signo clinicos de enfermedad. Los seleccionados, fueron situados en un
envase acondicionado con tecnopor y una bolsa de polietileno gruesa, conteniendo agua;
en la proporcion de 1/3 de agua por 2/3 de aire; siendo asi trasladados vivos, al
Laboratorio de Microbiologia de la FMVZ-UNA. Posteriormente los peces fueron
eutanasiados con eugenol, a una concentracioén de 40-60 ppm (Keeme et al., 1998) y, se
realizé el corte medular con la ayuda de un bisturi, causando asi la muerte del pez. Luego,
se procedio a la apertura por el lado izquierdo de las truchas, a partir de la linea lateral y
el poro anal; de acuerdo con Ferguson (2006). Para descubrir la cavidad celomica del pez

y ubicar el tracto intestinal con una pinza (Figura 3).
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Figura 3: Seccion del intestino para la toma de muestra. FMVZ-UNA (Puno - febrero 2017).

En la recoleccién de la muestra microbioldgica, se realizé un corte en condicidn aséptica
del intestino delgado, en la porciéon media posterior y se procedié a realizar un raspado
en la mucosa del intestino con un ansa estéril. Posteriormente se realizé el sembrado por
agotamiento en placa Petri con agar MRS (de 2 a 5 placas), las cuales fueron incubadas a
28 - 30° C por un tiempo de 24 a 48 horas en una estufa (marca Memmerrt, modelo IN

110).
3.4.1.3. Identificacion y caracterizacion de las colonias

Transcurrido las 48 horas de incubacidn, se procedié a la observacién macroscépica de
las placas Petri (2 a 5 placas). Fueron seleccionadas aquellas colonias con caracteristicas
de Lactobacillus (colonias pequeias, blanquecinas cremosas) y Bacillus (colonias
rizoides cremosas irregulares). Posteriormente, se procedié a realizar la tincién Gram,
para luego observar su morfologia; al microscopio de luz dptica (marca Leica, modelo
ICC50 HD). Siendo seleccionadas aquellas colonias Gram positivas, de forma bacilar;
compatible con el género Lactobacillus y del género Bacillus. Dichas colonias
seleccionadas fueron re-incubados nuevamente a 28 - 30° C por un tiempo de 24 a 48

horas, para obtener colonias puras.
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3.4.1.4. Variables que analizar

Las variables, para el primer objetivo es cualitativo las cuales son, la presencia o ausencia
de bacterias nativas del género Lactobacillus y Bacillus en el tracto intestinal de la “trucha

arco iris”.

3.4.1.5. Aplicacion estadistica

Se utiliz6 frecuencia para determinar el porcentaje de la presencia o ausencia de

bacterias nativas del género Lactobacillus y Bacillus en la “trucha arco iris”.

3.4.2. Evaluacion in vitro el efecto inhibitorio de las bacterias aisladas del tracto

intestinal de “trucha arco iris” Oncorhynchus mykiss frente a Yersinia ruckeri

Para la evaluacion in vitro se utilizo el método de discos de inhibicién, acorde a lo descrito

por Henriquez, 2013.

3.4.2.1. Cepa de Yersinia ruckeri

La cepa de Y. ruckeri fue aislada de un brote de mortalidad en el Lago Titicaca por el
Laboratorio de Histopatologia, Embriologia y Patologia Veterinaria - Seccion
Ictiopatologia de la FMV-UNMSM; a través del andlisis microbioldgico y confirmada
molecularmente por PCR. Para este estudio la cepa fue reactivada y sembrada en agar
TSA; posteriormente fue traslada en menos de 24 h al Laboratorio de Microbiologia de

la FMVZ-UNA. (Figura 4).

Figura 4: Cepa de Yersinia ruckeri (Puno - marzo 2017)
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3.4.2.2. Dilucion de muestras y conteo de UFC

De cada colonia aislada, fueron incubadas en tubos de ensayo conteniendo caldo MRS a
una temperatura de 28 — 30° C por un tiempo de 24 a 48 horas. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se realizé las diluciones seriadas, para lo cual se tom6 0.1 mL de caldo de
MRS conteniendo las colonias aisladas y se diluyé en 0.9 mL de agua destilada estéril.
Luego en un segundo tubo, se homogeniza y se toma 0.1 mL de muestra y se diluye en
un tercer tubo con 0.9 mL de agua destilada estéril. De esta forma se realizé las 8
repeticiones secuenciales (Figura 5). Posteriormente, de cada uno de los 8 tubo de ensayo
se tom6 una muestra para ser sembrado en 8 placas Petri, conteniendo Agar Plate Count
(una placa Petri por cada tubo de ensayo) para luego ser incubadas en la estufa a una
temperatura de 28 - 30° C por 24 a 48 horas. Trascurrido el tiempo de incubacién, se
procedié a realizar el conteo de colonias macroscopicamente, seleccionando aquella
donde se encontré entre 25 a 50 colonias por placa. Para llegar a la concentracién 1 x 107
UFC. De la misma forma, se realiz6 la dilucién de muestra y conteo de UFC para la cepa

Y. ruckeri; acorde a lo descrito por Henriquez, 2013.

OImL O,ImL 0,JmL 0,1mL 0,ImL O,ImL 0,1mL

MRS conteniendo
las colonias aisladas

1 2 3 4 3 6 / 8

- Wy U 49U OO O8O0 U U

= 09mL  09mL 09mL 09mL 09mL 0,9mL 0,9mL  0,9mL

|

Agua destilada estéril (0,9 mL en cada tubo)

Figura 5: Diluciones seriadas (fuente: elaboracion propia).
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3.4.2.3. Evaluacion in vitro

Se sembraron los indculos en agar MRS e incubados a 28 - 30° C por 24 a 48 horas; luego
del cual se retiraron discos de inhibicion realizando un corte de 9 mm de diametro del
medio de cultivo MRS; utilizando un tubo de ensayo estéril. Dichos discos de inhibicién
fueron sobrepuestos en el medio de cultivo de agar Mc Conkey; recién sembrados con la
cepa de Y. ruckeri (2.7 x 107 UFC) e incubadas a 28 - 30° C por 24 a 48 horas. Se
realizaron tres repeticiones por cada bacteria nativa aislada. Siendo considerados
inhibitorios los discos que presentaron formaciones de halos mayores a 9 mm de

didmetro.

3.4.2.4. Variables analizadas

Cualitativa: Inhibe / No inhibe
Cuantitativa: Didmetro halos de inhibicion
3.4.2.5. Aplicacion estadistica

Se utilizo el Andlisis de Varianza de 1 via (ANOVA) para la verificacion si las bacterias

nativas aisladas de la trucha inhiben a Y. ruckeri (Ha) o no inhiben a Y. ruckeri (Ho).

Adicionalmente de haber inhibicidn, se utilizard un test post ANOVA, LSD Fisher, el

cual permitiré establecer entre cudles existe variabilidad.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La truchicultura en el Perd, especificamente en el departamento de Puno es una actividad
promisoria. Sin embargo, las enfermedades bacterianas son la principal causa que merma
la produccién, por los indices elevados de mortalidad; sobre todo en la etapa de alevinaje.

Siendo el principal agente causal, Y. ruckeri.

Dentro de este marco, la presente investigacion busca brindar una nueva alternativa que,
permita combatir a este patdgeno, mediante el uso de microorganismos nativos. Ademas,
de no provocar dafios al medioambiente ni a la poblacién consumidora de esta importante
especie ictica; por el uso habitual e indiscriminado de antibidticos; lo cual genera
resistencia. La resistencia a antibidticos puede ser inducida por su elevado uso en la
industria. Siendo, demostrado que el uso de antibacterianos en centros de cultivo
incrementa la frecuencia de resistencia en la microflora bacteriana de los peces, como es
reportado por Wittwer (2012). Por ejemplo, estudios realizados en “trucha arco iris”
demostraron incremento en la resistencia a 4cido oxolinico y oxitetraciclina en bacterias

intestinales (Austin y Al-Zahrani,1988).

4.1. Aislamiento e identificacion de bacterias del género Lactobacillus y Bacillus

presentes en el intestino de “trucha arco iris”

El uso de probidticos en acuicultura es una practica nueva, comparada con otras especies
de animales ya que poco se conoce sobre las especies de microorganismos con capacidad
probidtica en la truchicultura. Se requieren de estudios de este tipo, que permitan conocer
cudles son las cepas con posible capacidad probidticas, aisladas de las mismas especies
que se verdn beneficiadas y asi implementar trabajos de investigacién que permitan dar
solucién a problemas sanitarios en la truchicultura y al cuidado del medio (Garcia et al.,
2015). Por otro lado, Henriquez (2013) menciona que los probidticos mds comunes que

han sido utilizados en acuicultura son bacterias acido lacticas.

4.1.1. Identificacién y caracterizacion de las colonias

Se obtuvo un total de cuatro aislados microbianos. Los cuales fueron identificados como
tres aislados del género Lactobacillus y un aislado del género Bacillus (figura 6). Dichos
resultados son congruentes con lo reportado por Muthukumar y Kandeepan (2015) que

reportaron cinco aislados (dos Bacillus spp., dos Lactobacillus y una Macrococcus spp.);
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de la microflora de peces de agua dulce, con un alto potencial para adherirse al mucus de
los peces, con habilidad para inhibir el crecimiento de Aeromonas hydrophila. Asimismo,
con los resultados reportado por Balcdzar et al. (2007) y Wittwer (2012); quienes
manifiestan que los principales grupos de bacterias aisladas del tracto gastrointestinal de
salmonidos son bacterias acido lacticas, como es el caso de Lactobacillus. Asimismo,
Henriquez (2013) report6 el aislamiento de Lactobacillus spp., y Bacillus spp en heces
de salmones. Del mismo modo, Muthukumar y Kandeepan (2015) reportaron que
bacterias aisladas de peces, como Lactobacillus spp., Bacillus spp., y Macrococcus spp.,
pueden tener alto potencial para adherirse a la mucosa de los peces. En adicion, mostraron

alta habilidad para inhibir el crecimiento de Aeromonas hydrophila.

Por otro lado, Pond et al. (2006) describieron que la microbiota intestinal de la “trucha
arco iris” estaba compuesta principalmente por Clostridium y Aeromonas, lo cual es
congruente con Kim et al. (2007) quienes reportaron que Clostridium era la bacteria
dominante. Es importante mencionar que, la composiciéon microbiana del tracto intestinal
de los peces, depende principalmente de su ambiente y la composicidén bioquimica de su
dieta; segun lo sefalado por Wittwer (2012). En el estudio las muestras, fueron tomadas
de un centro de cultivo (estanques); cuya fuente de agua proviene de un manantial y

administran una dieta comercial.

*u :\' %\'_: .('

A .
) L o
RO |

Figura 6: Observacion al microscopio (1000 X) Lactobacillus (izquierda) y Bacillus (derecha), (Puno -
abril 2017).
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4.1.2. Analisis estadistico

De los 48 especimenes de “trucha arco iris”, utilizados en este estudio se reporta que el
8.4 % presentaron las bacterias benéficas del género Lactobacillus y Bacillus en su
tracto intestinal mientras que el 91.6 % no se encontrd bacterias de los géneros

Lactobacillus y Bacillus en su intestino, para este estudio (Tabla 1).

Tabla 1: Frecuencia BAL encontradas en laboratorio (Puno — agosto 2017).

Frecuencia relativa

Xi hi decimal porcentaje
no 44 0,916 91,6
si 4 0,084 8,4

48

4.2. Evaluacion in vitro el efecto inhibitorio de las bacterias aisladas del tracto

intestinal de “trucha arco iris” Oncorhynchus mykiss frente a Yersinia ruckeri

El uso de probidticos en la industria acuicola ha ganado amplio terreno en los dltimos
afos, ya que se ha demostrado las caracteristicas benéficas sobre el huésped (exclusion
competitiva de bacterias patdgenas, mejoran la calidad del agua, aumentan la respuesta
inmune), de ahi a que actualmente en paises del primer mundo, sean implementados en

todas las etapas de la produccién piscicola (Garcia et al., 2015).

Tal y como lo sefialaron Henriquez (2013) y Maji et al. (2016), existe un consenso general
sobre el beneficio de utilizar probidticos nativos, extraidos de peces; dado que se adhieren
muy bien a la pared intestinal y compiten con los patégenos. Ademds, son capaces de
sobrevivir, colonizar y proteger a los peces. De la misma forma, Wittwer (2012) indicé
que es importante comprender los aspectos de la ecologia microbiana en los sistemas de
cultivo acuicola, como una estrategia para prevenir la infeccién por patégenos o mejorar

la nutricién de los peces.
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4.2.1. Inhibicion in vitro frente a Yersinia ruckeri

Se realizaron 3 repeticiones por cada bacteria encontrada en el tracto intestinal de la
trucha (en el laboratorio, se les di6 un cédigo a las muestras de bacterias del género
Lactobacillus 1, 2 'y 3 con LP, LG y LD; respectivamente y, el cédigo de BS para la
bacteria del género Bacillus). En la Tabla 2 se observan los resultados de los halos de
inhibicién frente a Y. ruckeri. Cada celda indica los didmetros de los halos en mm por
cada aislado; considerando que existe inhibicion del patégeno con halos mayores a 9 mm
de didmetro. Como se puede observar, se obtuvieron halos de 19.7, 18.0, 19.0 y 15.0 mm;

para las cepas aisladas LP, LG, LD y BS; respectivamente.

Tabla 2: Halos de inhibicion de Lactobacillus y Bacillus frente a Yersinia ruckeri (Puno — junio

20017).
AISLADOS Yersinia ruckeri
Repeticion Ira 2da 3ra
Identificacion Halos de inhibicion (mm) X

Lactobacillus sp. LP 19 20 20 19,7
LG 17 19 18 18,0

LD 18 17 19 18,0

Bacillus sp. BS 15 13 17 15,0

4.2.2. Analisis estadistico

F calculada (0.05) = 7.16, grados de libertad = 3; probabilidad es 0.0118.

Considerando que p<0.05 (0.0118), se rechaza la hipdtesis nula. Por tanto, podemos
concluir con la hipdtesis alterna, la cual indica que: Bacterias nativas aisladas de “trucha

arco iris” inhiben in vitro a Y. ruckeri.

Las cepas del género Lactobacillus (LP, LG y LD) son las que presentaron los mayores
halos de inhibicién; mientras que la cepa del género Bacillus; presentd antagonismo; pero
con un espectro mds reducido. La inhibicién que produjo las cepas del género
Lactobacillus, puede ser explicada, dado que las bacterias lacticas (BAL) tienen la

capacidad de producir 4cidos orgénicos (dcido lactico y acido acético), H202 o en algunos
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casos bacteriocinas, como lo indicado por Maji et al. (2016). De esta forma, pueden

inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos, como es el caso de Y. ruckeri.

Por otro lado, Bacillus poseen capacidades de adhesion e inmunoestimulacion. Ademads,
son capaces de producir péptidos antibidticos, aminodcidos, vitamina K y B2 y enzimas
(Bagheri et al., 2008 y Gisbert et al., 2014). Esto puede explicar el mecanismo por el cual,
las cepas del género Bacillus inhibieron el crecimiento del patdégeno Y. ruckeri. Por otro
lado, Bagheri ef al. (2008) y Adineh et al. (2013) reportaron que la suplementacién con
un probidtico comercial a base de Bacillus es beneficioso, sobre el crecimiento y

sobrevivencia en alevines de trucha; pues estimula la maduracién del sistema digestivo.

Abbass (2010) menciona que los probidticos o componentes de los probidticos son
beneficiosos para el huésped para la proteccion contra la enfermedad, asi mismo que los
peces inoculados con probidticos, eran altamente resistentes a infeccion clinica por Y.
ruckeri. Existen diversos reportes que sefialan los efectos benéficos de administrar
probidticos, como las bacterias aisladas en este estudio; para cultivo de peces. Por otra
parte, Capkin y Altinok (2009), suministraron dietas con dos cepas probidticas
(Enterobacter cloacae y Bacillus mojavensis) a “trucha arco iris” durante 60 dias.
Habiendo observado que la ingesta de bacterias probidticas se asociaba con la proteccion
frente a una infeccion por el patogeno Y. ruckeri, adicionado en el agua el dia 20 del
ensayo, se observd que los peces tratados con los probidticos mostraron mortalidades
menores al 1%, mientras en el grupo control la mortalidad alcanzé el 65%. Asi mismo,
Vendrell et al. (2008), trat6 a truchas arco iris durante 01 mes con dietas suplementadas
de bacterias probidticas, utilizaron dietas con Leuconostoc mesenteroides o Lactobacillus
plantarum y compar6 con una dieta sin bacterias. Luego del tratamiento, realiz6 un
desafio infectando las truchas por cohabitacién con el patégeno Lactococcus garviae. La
mortalidad de los peces disminuy6 desde 78% para el grupo control, a 54 % para el grupo

tratado con L. mesenteroides, y 46% para el grupo tratado con L. plantarum.

Viésquez et al. (2005), evaluaron la respuesta de cuatro patégenos comunes del lenguado
(Scophthalmus maximus); los cuales pertenece al género Vibrio. Estos fueron desafiados
con nueve potenciales probidticos, y demostraron que los dcidos lactico y acético; y no
las bacteriocinas, fueron capaces de inhibir estos patégenos. Por otro lado, Robertson et
al. (2000), lograron la inhibicién de la multiplicacién de los siguientes patdgenos

Aeromona hydrophyla, A. salmonicida, F. psycrophilum, P. damselae, S. milleri, V.
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anguillarum y V. ordalii, 1o cual concuerda con resultados que obtuvieron Joborn et al.
(1997), en donde una cepa de Carnobacterium, fue capaz de inhibir a A. salmonicida y

V. anguillarum.

Esta investigacion es el primer estudio en nuestro pais en aislar bacterias nativas del
intestino de “trucha arco iris” (O. mykiss) y evaluar in vitro su potencial probidtico, contra
el patégeno Y. ruckeri. Por lo descrito en el este trabajo, se encontraron buenos resultados.
Lo cual, nos brinda una alternativa saludable y amigable con el medioambiente, frente al
uso de antimicrobianos. Sin embargo, se requiere continuar con los estudios para conocer
la microbiota presente en el tracto digestivo de la trucha, cultivada bajo las condiciones
de nuestra regién y de esta forma, aplicar la manipulacién de la misma, en beneficio de

la proteccion de nuestros alevines.
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V. CONCLUSIONES

e Desde el tracto intestinal de la “trucha arco iris” (alevines y juveniles) se logré

aislar bacterias nativas, que pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bacillus.

e Los tres aislados de Lactobacillus sp., (LP, LG, LD) inhibieron in vitro a Y.
ruckeri, con halos promedios de inhibicion de 19.7, 18.0 y 18.0 mm,

respectivamente.

e FElaislado de Bacillus sp., inhibi6 in vitro a Y. ruckeri, con un halo de inhibicién

de 15 mm.

e Se proyecta que la utilizacién de estos probidticos nativos, podrian mejorar la
condicién sanitaria de las truchas y, constituir una alternativa frente al uso de los
antibidticos en la truchicultura peruana. Mejorando de esta forma, la inocuidad

del producto final.
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VI. RECOMENDACIONES

e Realizar la prueba molecular confirmatoria, para identificar los aislados a nivel de

especie.

e Evaluar otras caracteristicas para ser consideradas cepas probidticas, tales como

inocuidad, tolerancia a la bilis y pH entre otras.

e Realizar con estos aislados, el estudio in vivo, buscando estandarizar dosis, forma

y tiempo de suplementacion; sobre todo en alevines de “trucha arco iris”.

e Impulsar y promover estudios de investigacion sobre la microbiota de “trucha arco
iris”. De esta forma se podrd identificar bacterias y/o levaduras nativas con
potencial probidtico que, brinden una alternativa de solucién frente a los indices
elevados de mortalidad en la truchicultura de la regién. Ademds, se podrd
disminuir el uso de antimicrobianos y sus efectos negativos en el medio ambiente

y/o sistema de produccion.
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Figura 7: Flujograma del aislamiento e identificacion de bacterias del intestino de la trucha (fuente:
elaboracion propia).
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Figura 8: Flujograma de la evaluacion in vitro el efecto inhibitorio de las bacterias aisladas del tracto
intestinal de “trucha arco iris” O. mykiss frente a Y. ruckeri (fuente: elaboracion propia).
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Figura 9: Apertura de la cavidad celomica de la trucha, para la toma de muestra del intestino (Puno —
enero 2017).

Figura 10: Observacion macroscopica de las colonias obtenidas del intestino de la trucha (Puno -
enero 2017).
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Figura 12: Pesado(a), dilucion (b), autoclavado (c) y enfriamiento (d), de medios de cultivos (Puno-
febrero 2017).
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Figura 13: cortes de los discos de inhibicion de 9 mm (Puno — abril 2017)

Figura 14: Lectura y medicion del diametro de los halos de inhibicion (Puno — mayo 2017)
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Tabla 3: Anadlisis de varianza y prueba de Tukey de halos de inhibicion (Puno — agosto 2017).
Analisi=z de la varianza

Variable N R* R* Aj CV
Halog Tnh 12 0.73 0.83 7.12

Cnadro de Anali=is de la Varianza (SC tipo III)

BN sSC gl CM F p-valor
Modelo. 34.00 3 11.33 7.16 0.0118
Trat 24.00 3 11.33 7.16¢ 0.0118

Error 12.67T & 1.58
Total 46.67 11

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS5=2.36919
Error: 1.5833 gl: &8

Trat Media= n E.E.
BS 1500 30033 A
Lz 18.00 3 0.73
LD 18.00 3 0.73

B
B
LFP IS.el 50073 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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