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I. Titulo

\ Probioticos nativos contra patégenos microbianos de truchas (Oncorhynchus mykiss) \

II. Resumen del Proyecto de Tesis (Debe ser suficientemente informativo,
presentando -igual que un trabajo cientifico- una descripcién de los principales
puntos que se abordaran, objetivos, metodologia y resultados que se esperan)

La regién Puno es el primer productor de truchas en el Perq, y cada vez
mas se esta propiciando la crianza de esta especie ictioldgica, para el que
se estan importando ovas y alevinos de diferentes partes del mundo, en
algunos casos sin considerar las medidas de bioseguridad ni la infecciones
que pueden presentar las ovas y alevinos importados, que al presentar
enfermedades microbianas requieren del uso de antibidticos para el
tratamiento y a veces para la profilaxis. Considerando que se estan
utilizando los probidticos como alternativa en la prevencidon y tratamiento
de enfermedades microbianas, es que proponemos el presente trabajo
con el objetivo de evaluar la efectividad de probioticos nativos contra
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patogenos microbianos de truchas, para el que seaistaran e identificaran
microorganismos con caracteristicas probioticas, a partir del contenid del
tracto digestivo de larvas y alevinos de truchas, mediante sus
caracteristicas culturales, microscépicas, bioquimicas, probioticas y
acciéon antagonista in vitro frente a patdégenos microbianos de truchas.
Los resultados nos permitiran tener una alternativa de prevencion y
tratamiento de enfermedades infecciosas de truchas y se evite la
contaminacién del lago Titicaca y formacién de bacterias
antibioticoresistentes.

lll. Palabras claves (Keywords) (Colocadas en orden de importancia. Max. palabras:
cinco)

‘ Trucha, Probioticos, patégenos microbianos

IV. Justificacion del proyecto (Describa el problema y su relevancia como objeto de
investigacion. Es importante una clara definicion y delimitacién del problema que
abordara la investigacion, ya que temas cuya definicion es difusa o amplisima
son dificiles de evaluar y desarrollar)

La region Puno es el mayor productor de truchas en el Perud, siendo la “trucha arco iris”
(Oncorhynchus mykiss) es la principal especie dulceacuicola cultivada en el Perl y los
principales departamentos productores en el Perd son Puno, Huancavelica y Junin (RNIA,
2017). Dentro de ellos, Puno es la region 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 méas susceptible a las
enfermedades y presentan alta mortalidad. Por lo tanto, su sistema inmune ain no es
competente. Esto sumado a practicas 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 diagnésticos de laboratorio.
Los agentes microbianos que afectan las truchas causan pérdidas econdmicas a los
productores y también pueden ser causantes de infecciones de otras especies ictioldgicas que
habitan el Lago Titicaca y el uso de antibidticos en el tratamiento o profilaxis de
enfermedades infecciosas contaminan la fuente de agua y la formacion de bacterias
antibioticoresistentes, que pueden llegar a los consumidores y ser un riesgo para la salud
publica.

Los probidticos son microorganismos que si son suministrados en cantidades adecuadas son
benéficos y que se encuentran en todos los organismos vivos, como parte de su microbiota y
gue cumplen diferentes funciones, siendo uno de ellos producir sustancias anitmicrobianas,
actuar por competencia y estimulando el sistema inmunolégico contra agentes patdégenos y
que se utilizan en diferentes especies animales y humanos.

Por los argumentos esgrimidos es que nos hemos propuesto el objetivo de evaluar la
efectividad de probioticos nativos contra agentes patdgenos microbianos de truchas, que
permitiran proponer una alternativa para el control de agentes patdgenos de truchas.

V. Antecedentes del proyecto (Incluya el estado actual del conocimiento en el
ambito nacional e internacional. La revisién bibliografica debe incluir en lo posible
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articulos cientificos actuales, para evidenciar el conocimiento existente y el
aporte de la Tesis propuesta. Esto es importante para el futuro articulo que
resultard como producto de este trabajo)

Trucha arco iris La trucha es una especie tipica de aguas continentales, que vive en ambientes
l6ticos y lénticos, 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 Antartida,
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 Perti, 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
Fernandez, 2011).

Produccion nacional. En el Peru, la produccién de “trucha arco iris” ha ido en aumento en
los ultimos afios. Registrando 3 111 ten 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 difusion y aceptacion.

Enfermedades en truchas

Renibacteriosis

La Enfermedad Bacteriana del Rifion (BKD) es una infeccion usualmente de caracter
granulomatoso cronico que comunmente provoca una elevada mortalidad en salmonidos, sin
embargo, se producen brotes, especialmente a temperaturas moderadas (13-18 °C). Afecta a
salmoénidos silvestre y de cultivo, tanto en agua dulce como en ambiente marino. La
enfermedad ocurre con mayor frecuencia en el rifion por su profunda vascularizacion y
capacidad de filtrado, pudiendo llegar a crear un grave impacto econdmico (Roberts, 1981;
Smith et al., 2001; Ferguson, 2006).

Yersinia ruckeri

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
salmoénidos 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
extendi6 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 O3 (serovar V) y serotipo 4 (serovar VI); Asimismo,
existen 2 biotipos, biotipo I (métil) y el biotipo II (inmdvil) (Walter, 2012). En nuestro pais,
se han identificado ambos biotipos en los departamentos de Junin, Huancavelica y Ancash
(Flores, 2013). En el Perti, la yersiniosis representa un problema principal en los
departamentos de Puno y Junin; zonas con mayor produccion 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%.

Probidticos Es una de las alternativas que puede disminuir la dependencia de la industria
acuicola hacia los antibidticos (Berdasco, 2016; Zorriechzahra et al., 2016). Puesto que, el
suministro de una dieta enriquecida con microorganismos probidticos proporciona una
mejora del sistema inmune, la asimilacion de nutrientes y el desarrollo normal del pez,
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evitando asfuna infeccion por patégenos en situaciones deestrés, muy comunes al maniputar
peces en condiciones de cautividad (Walter, 2012; Berdasco, 2016).

Produccion de compuestos antagénicos: Los probiodticos producen una variedad de
compuestos quimicos de amplio espectro (Bidhan et al., 2013). Por ello estos incluyen la
produccion de antibidticos, bacteriocinas, sider6foros, lisozimas, proteasas, peréxido de
hidrégeno, alteracion del pH por la produccion de acidos organicos (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)

Competencia por quimicos o energia disponible Dentro del intestino, microorganismos
patdégenos como benéficos coexisten en el mismo ecosistema y, utilizan los mismos
nutrientes (Sihag y Sharma, 2012, Sommer y Backhed, 2013). Este ecosistema microbiano
en ambientes acuicolas es generalmente dominado por heterdtrofos, compitiendo por
sustancias organicas; como fuente de carbono y energia (Sihag y Sharma, 2012).
Competencia por hierro Todos los microorganismos requieren hierro para el crecimiento
(Bidhan et al., 2013). Sin embargo, los sideroforos son agentes quelantes especificos de 16n
férrico de bajo peso molecular, los cuales pueden disolver hierro precipitado y hacerlo
disponible para el crecimiento microbiano (Bidhan et al., 2013). Los patogenos 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 siderdforos pueden ser usadas como
probidticos para competir con otras patdgenas, cuya patogenicidad es debida a la produccion
de sideroforos (Sihag y Sharma, 2012).

Competencia por sitios de adhesion Es otro de los mecanismos para prevenir la adhesion de
patogenos 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).

Aumento de la respuesta inmune Los inmunoestimulantes son compuestos quimicos que
activan el sistema inmune de los animales y proveen mas resistencia frente a infecciones,
causadas por virus, bacterias, hongos y parasitos (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, 2012; Bidhan et al., 2013). Dado que, la suplementaciéon 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
salmoénidos y camarones (Bidhan et al., 2013). Por ejemplo, peces tratados con probioticos
aumentaron, significativamente, la actividad fagocitica de los macrofagos presentes en el
rinén anterior. Ademas, increment6 la actividad de la lisozima en el suero y moco del
intestino (Walter et al., 2012).

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 mas eficientes convirtiendo materia organica en CO2, 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 carbon
organico y disuelto durante el ciclo de cultivo, promoviendo el incremento de algas
fitoplancton, a través del incremento de CO2 (Sihag y Sharma, 2012).

Produccion de nutrientes para el hospedador Los probioticos tienen un efecto directo sobre
el crecimiento del hospedador al mejorar su nutricion por el suministro de nutrientes, tales
como acidos grasos, vitaminas y aminoacidos esenciales (Muindz, 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 patdgenas, debido a la produccion de acidos grasos de cadena
corta (Sihag y Sharma, 2012). Finalmente, Bifidobacterias, Streptococcus y Enterococcus
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producen vitamina K(Sthagy Sharma; 2012):

Clases de probioticos. Las especies usadas cominmente como probidticos incluyen las del
género Lactobacillus, Bifidobacterium, Aeromonas, Plesiomonas, Bacteroides,
Fusobacterium, Carnobacterium, FEubacterium y cepas de Bacillus, Enterococcus,
Bacteroides, Clostridium, Agrobacterium, Pseudomonas, Brevibacterium, Microbacterium,
Staphylococcus, Streptomyces, Micrococcus, Psychrobacter, Pediococcus, Saccharomyces,
Debaryomyces, Altermonas, Tetraselmis, Roseobacter, Weissella y Aspergillus (Balcazar et
al., 2006; Nayak, 2010; Lakshmi et al., 2013; Tuan et al., 2013; Lazado et al., 2015).
Probidticos usados contra bacterias patdogenas 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 acido 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 acido lacticas mostraron exclusion
competitiva contra Y. ruckeri. Similarmente, Panigrahi et 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 rifion anterior y la actividad del
complemento del suero y menor proliferacion del patégeno Aeromonas salmonicida en el
intestino (Balcézar et al., 2007; Balcazar et al., 2009). Diversos estudios reportan que, el uso
de Bacillus spp., como probiodtico; 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 probiotico 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 para la trucha, protegiendo al pez contra la yersiniosis y aumentando la
digestibilidad y utilizacion del alimento. En adicién, 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 et al. (2012) encontrd 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 et 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.

VI. Hipétesis del trabajo (Es el aporte proyectado de la investigacion en la solucion
del problema)

Los probioticos nativos tienen una efectividad mayor al 50% frente a patdgenos
microbianos de truchas.

VII. Objetivo general

Determinar la efectividad antimicrobiana frente a patégenos microbianos de truchas

VIII. Objetivos especificos
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- Aislar e identificar probioticos nativos de truchas

- Aislar e identificar microorganismos patoégenos de truchas

- Estimar la efectividad in vitro de los probioticos nativos frente a
microorganismos patdgenos de truchas.

Metodologia de investigacion

1. Aislamiento e identificacién de probioticos nativos de truchas
1.1-Toma de muestras de larvas y alevinos de truchas

a. Para la toma de muestras de larvas y alevinos de truchas, se adquiriran
recipientes esterilizados en donde se depositaran las larvas y alevinos,
utilizando guantes descartables, y transportados al laboratorio de
microbiologia veterinaria para realizar los cultivos.

1.2-Cultivos de muestras

a. Se obtendran el sistema digestivo de las larvas y alevinos y de ahi sus
contenidos, los seran suspendidos en 10 ml de suero fisiolégico
esterilizado y después de homogenizar se dejara que sedimente y del
sobrenadante se inoculara aproximadamente 1 ml en 10 ml de caldo MRS
preparado y esterilizado segun las indicaciones del medio de cultivo, para
luego incubar a 37 °C por 24 a 48 horas.

b. De los cultivos que presenten desarrollo, se repicard en agar MRS,
sembrados por agotamiento, para luego ser incubado en Jarra de
anaerobiosis a 37 °C por 24 a 48 horas.

1.3-Identificacion de microorganismos

a. Los microorganismos de cultivos en agar MRS seran identificados de
acuerdo a sus caracteristicas coloniales, microscépicas y bioquimicas.

b. Los microorganismos que sean identificados como potenciales
probioticos, serdn evaluados a la resistencia de &cidos biliares,
susceptibilidad a antibiéticos.

2- Aislamiento de microorganismos patdégenos causantes enfermedades
infecciosas bacterianas de truchas.

2.1- Toma de muestras de enfermedades infecciosas bacterianas de
truchas.

a. Diagndstico clinico de casos clinicos

Se realizard un diagndstico clinico de casos clinicos de truchas,
observando los signos.

b. Toma de muestras

De las truchas diagnosticadas, se tomaran secreciones o excreciones
utilizando hisopos esterilizados y depositados en tubos de ensayo con
tapén de goma, que contengan caldo de peptona esterilizados como
medio de transporte.

c. Cultivo de muestras

Para el aislamiento de los microorganismos patdgenos causantes de
enfermedades en truchas, se realizaran cultivos en agar sangre a 37 °C
por 24 a 48 horas.

d. Identificacion de microorganismos causantes de enfermedades en
truchas.

De los cultivos en agar sangre, se realizaran las pruebas correspondientes
a las caracteristicas culturales, microscdpicas y bioquimicas.

3. Accion antagonista de probioticos frente a agentes patdgenos
causantes causantes de enfermedades en truchas

3.1- Evaluacién in vitro de la accidon antagonista de los probioticos
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nativos.

a. Se evaluaran enfrentado los probioticos de manera individual y en
consorcios a los agentes patdégenos causantes de enfermedades en
truchas, para el que se prepararan suspensiones de microorganismos
probioticos antagonistas a dilucidén 0.5 Mcfarland, las que se impregnaran
10 ul en discos de 8 mm de diametro de papel Whatman, que se colocaran
sobre cultivos de patégenos sembrados en agar Mueller Hinton a dilucion
0.5 Mcfarland.
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XI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto (Sefialar el posible uso de
los resultados y la contribucién de los mismos)

Sera una alternativa al uso de antibidticos y evitara la contaminacién con antibidticos y
aparicidn de bacterias antibidtico resistentes.

XIl. Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

Produccion de probioticos como alternativa al uso de antibioticos

ii. Impactos econémicos

Evitard el rechazo de carnes de trucha por contener residuos de antibidticos y
mejorara la produccién y comercializacion de truchas

iii. Impactos sociales

Mejorard la crianza de truchas, evitando pérdidas por enfermedades y residuos de
antibioticos.

iv. Impactos ambientales

No habra contaminacidn del agua y carnes de truchas con antibiéticos

®


http://www.cmvl.pe/wp-content/uploads/2015/11/Revista-CMVL3.pdf

XHt—Recursos necesarios (Infraestructura, equipos y principales tecnologias en uso
relacionadas con la tematica del proyecto, sefiale medios y recursos para realizar
el proyecto)

Infraestructura, el presente trabajo de investigacion se desarrollara en el Centro
Experimental de Piscicultura de Chucuito y el Laboratorio de Microbiologia Veterinaria UNA
Puno.

Muestras biolégicas Truchas Larvas, Alevinos.

Equipos:

Autoclave

Camara de bioseguridad

Jarra de anaerobiosis

Microscopio

Incubadora

Reactivos y materiales

Medios de cultivo Caldo y agar MRS, Mueller Hinton Peptona

Reactivos Bateria de coloracién de Gram, Carbohidratos para las pruebas bioquimicas
Material de vidrio: Placas Petry, tubos de ensayo, pipetas, probetas, Erlenmeyer y vasos de
precipitados.

XIV. Localizacién del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)

El proyecto se desarrollara en 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 se realizard en el Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Nacional del Altiplano - Puno.

XV. Cronograma de actividades

Actividad Trimestres
Toma de muestras de larvas, alevinos y truchas X
Aislamiento e identificacion de probioticos nativos X| X
Aislamienro e identificacion de patdgenos X
microbianos
Pruebas in vitro de probioticos frente a patdégenos X| X
Redaccién de articulo de investigacion X
XVI. Presupuesto
Descripcion Unidad de | Costo Unitario | Cantidad Costo total (S/.)

medida (S/.)

Medios de | Unidad 350 6 2100
cultivo
Reactivos y | Kit 150 6 900
otros
Materiales Kit 200 6 1200
Imprevistos 500
Total 4700
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