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RESUMEN: El empleo de probidticos para el control de enfermedades en la acuicultura intensiva es una
alternativa al uso de antibioticos. En este trabajo se aislo la cepa bacteriana IC1 a partir de una fermentacion
acido lactica de col y se identifico por técnicas moleculares y convencionales como Lactobacillus sp. Se
determiné la actividad antagoénica in vitro de IC1 contra cepas patrones. Para la evaluacion de la actividad
probidtica un grupo de postlarvas de Litopenaeus vannamei se traté cada 24 horas con 1-2 x10* ufc/ml de
IC1 y otro se mantuvo sin tratamiento. A los 25 dias se cuantificaron el peso himedo y el comportamiento de
los parametros inmunolégicos (actividad de las enzimas superoxido dismutasa, fenoloxidasa y peroxidasa). El
peso de los animales que se trataron con Lactobacillus sp. IC1 fue significativamente mayor en 1,3 veces
respecto al control (p<0,05). Las actividades de las enzimas fenoloxidasa y superdxido dismutasa también se
incrementaron, lo que indica la estimulacion del sistema inmune de las postlarvas. La cepa tiene ademas actividad
antagonista in vitro contra Vibrio harveyi R1, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25 853 y Bacillus subtilis
ATCC 6633. La bacteria acido-lactica Lactobacillus sp. IC1 tiene potencialidades para el empleo como
probidtico en camaron.

Palabras clave: probiético, Litopenaeus vannamei, Vibrio harveyi, Lactobacillus sp., fermentaciones vegetales,
bacterias &cido-lacticas.

Effect of Lactobacillus sp. isolated from fermented cabbage on the weight and immunological
markers of white shrimp Litopenaeus vannamei

ABSTRACT: The use of probiotics for controlling diseases in intensive aquaculture is an alternative to
antibiotics. In this paper, the bacterial strain IC1 was isolated from an acid lactic fermentation of cabbage and
it was identified by molecular and conventional techniques like Lactobacillus sp. The in vitro antagonistic
activity against several pattern strains was determined. For probiotic activity evaluation, a group of Litopenaeus
vannamei postlarvae was treated every 24 h with 1-2 x 10* ¢fu / ml of IC1 and the other remained untreated.
At 25 days, the wet weight and the behaviour of the immunological parameters (superoxide dismutase,
phenoloxidase and peroxidase enzyme activities) were measured. The weight of animals treated with
Lactobacillus sp. IC1 was significantly higher in 1.3 times than the control (P <0.05). Superoxide dismutase
and phenoloxidase activities also increased significantly, indicating the stimulation of the immune system. The
strain also had in vitro antagonistic activity against Vibrio harveyi R1, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25
853 and Bacillus subtilis ATCC 6633. The acid lactic bacteria Lactobacillus sp. IC1 has a great potential as
probiotic for use in shrimp cultures.

Key words: probiotic, Litopenaeus vannamei, Vibrio harveyi, Lactobacillus sp., vegetable fermentation, acid-
lactic bacteria.




INTRODUCCION

El cultivo intensivo de camarones es una actividad
con un alto potencial para satisfacer la creciente de-
manda de alimentos acuaticos(1); sin embargo, una
de las principales dificultades que existe en el cultivo
comercial de estos animales es la aparicién de infec-
ciones que se asocian a las deficiencias en los méto-
dos de manejo, a la calidad de las aguas y al valor
nutricional del alimento (2). Estas enfermedades infec-
ciosas se controlaron con antibiéticos por muchos
afios, pero el uso indiscriminado de estos compues-
tos provocé la aparicion de cepas bacterianas multi-
resistentes que pueden afectar la salud del consumi-
dor, la disminucién de la flora bacteriana que actua
como proteccién natural a los patégenos y la persis-
tencia de estos agentes quimicos en el ambiente (3).

La introduccion del uso de bacterias benéficas para
el desarrollo de vacunas, inmunoestimulantes y
probidticos son algunas de las alternativas para resol-
ver este problema(4). El empleo de probidticos en eta-
pas de desarrollo larval y juvenil de los organismos
acuaticos disminuye las tasas de mortalidad larvaria,
aumenta las de crecimiento y mejora la capacidad
inmunoldgica natural sin dejar residuos perjudiciales
para la salud (2). Bacterias probiéticas de los géneros
Vibrio y Bacillus se han aislado con este fin del agua
de cultivo de camarones y del intestino o
hepatopancreas de diferentes especies de penaeidos
(5,6,7). Las especies de Lactobacillus sp. que se han
probado son generalmente cepas provenientes de
vertebrados (8), pero no existen informes de aislamien-
tos de cepas probioticas a camardn a partir de fermen-
taciones acido lacticas de vegetales.

Durante el proceso de fermentacion espontaneo de
vegetales en salmuera se desarrolla una amplia gama
de microorganismos que forman parte de su propia
microbiota y que presentan propiedades probidticas
(9). En este articulo se presentan los resultados del
aislamiento y seleccién mediante antagonismo a Vibrio
harveyi R1 de un probiético potencial para camarén a
partir de fermentaciones acido-lacticas de col y se
muestra el efecto de esta cepa sobre el peso y los
parametros inmunoldégicos de los animales.

MATERIALESY METODOS

Material biologico

Las larvas de Litopenaeus vannamei se obtuvieron
en estadio PL9 (9 dias después de la metamorfosis a
postlarva), procedentes del centro de Desove de ca-
marén «Yaguanabo», ubicado en Cumanayagua,
Cienfuegos, Cuba.
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El aislamiento Vibrio harveyi R1 se obtuvo del Cen-
tro de Desove de Santa Cruz del Sur, Camagley y se
identifico mediante AP1 20 NE (Biomériux) y por técni-
cas bioquimicas convencionales segun el Manual de
Taxonomia Sistematica de Bergey (10).

Los aislamientos antagonistas a Vibrio harveyi R1
se obtuvieron de fermentaciones acido-lacticas de col
en salmuera (NaCl 6%, sacarosa 1%) y con 30 dias
desde el inicio del proceso.

Las cepas de referencia se suministraron por el
cepario del Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia de Camaguey.

Aislamiento y seleccidon de microorganismos an-
tagonistas a Vibrio harveyi R1

Un gramo de vegetal se suspendié en 9 mL de so-
lucion salina peptonada (Peptona 1g/L, NaCl9g/L). A
partir de la suspension se realizaron diluciones deci-
males seriadas que se sembraron por duplicado me-
diante diseminacién con espatula de Drigalsky en pla-
cas de Petri (100 mm de diametro) que contenian 20
ml de medio de cultivo Agar de Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) (11). Estos se incubaron a 30°C durante 48 h.

Para la seleccion, las colonias se inocularon por
puncion en 2 placas con medio MRS y se incubaron
a 30°C durante 48 h. Una de las placas se traté du-
rante 5 minutos con vapores de cloroformo y se adicio-
nd sobre la superficie una mezcla de cultivo de la cepa
patégena oportunista Vibrio harveyi R1 (108 ufc/mL) con
agar Nutriente segun Liao y colaboradores (12). Des-
pués de 48 horas a 30°C se seleccionaron las colo-
nias que mostraron halos de inhibicion, se purificaron
mediante agotamiento por estrias en medio agar MRS.
Los microorganismos se conservaron por congelacion
a -70°C con glicerol al 20% como crioprotector (13).

El ensayo de antagonismo microbiano se repitio se-
gun Liao (12). Se utilizaron ademas las cepas de refe-
rencia Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans
ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterobacter
aerogenes ATCC 10043 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25 853. El ensayo se realizo por triplicado y se
midieron los halos de inhibicion en cada caso.

La identificacion convencional se realizd segun el
Manual de Taxonomia Sistematica de Bergey (10). La
ubicacién taxonémica en el género se establecié a partir
de los resultados de las tinciones de Gram y de esporas
y de la determinacién de la actividad de la enzima catalasa
y de la relacién de la cepa con el oxigeno (13). La produc-
cién de acido a partir de diferentes azucares y la utiliza-
cién de nitratos por la cepa se detectd mediante la inocu-
lacion del juego de identificacion API 20A (Biomériux).
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Para la identificacion molecular se realizé una Reac-
cién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en un volumen
final de 100 pL. A cada reaccion se adicionaron 10 ng/
pL de ADN gendmico (que se purificaron segun Sambrook
(14), 2,5 mM de MgCl,, 100 uM de cada dNTP en tam-
pon de reaccion (50 mM de KCl 'y 10 mM Tris-HCI pH
8,24), una unidad de ADN polimerasa de Thermus
aquaticus (Promega)y 1 pmol/uL de los cebadores 27F
(5’AGAGTTTGATC(AC)TGGCTCAG’3) y 1492R
(5 TACGG(ACT)TACCTTGTTACGACTT'3). El progra-
ma para la amplificacion fue el siguiente: la
desnaturalizacion fue de 95°C durante 1 minuto, la hi-
bridacién 55°C por 1 minuto y la elongacion de 72°C
durante 1,5 minutos y se realizaron durante 25 ciclos.
La secuenciacion se realizé a través del método de
Sanger (Macrogen, Corea), con los mismos cebadores.

Las secuencias obtenidas a partir del producto de
la PCR se compararon con las secuencias de ADN
que codifican para la region 16S de ARN ribosomal
disponibles en la base de datos publica NCBI GenBank
(National Center for Biotechnology Information, EEUU.)
mediante el algoritmo Blastn Clustal w (15).

Determinacién del efecto de la cepa sobre el ca-
maroén Litopenaeus vannamei

Las larvas de camarones en estadio PL9 se sem-
braron en tanques plasticos con un volumen de 4L de
agua a una densidad de 15 animales/I. La salinidad del
agua fue de 32 g/l y la temperatura de 25 +1°C. Los
animales se alimentaron dos veces al dia con nauplios
de artemia congelados (Aquatic Eco-Systems Inc.).
Diariamente se intercambi6 el 25% del volumen de cada
tanque para eliminar las heces y restos de alimentos.
Se realiz6 un disefié de clasificacion simple. Los ani-
males se seleccionaron al azar y se conformaron dos
grupos experimentales con cuatro réplicas cada uno.
El grupo 1 se traté cada 24 horas con 1-2 x10* ufc/ml
de la cepa IC1 que se adicion6 directamente al agua
de cultivo. El grupo 2 se utilizé como control negativo y
no se le aplicd ningun tratamiento. A los 25 dias se
pesaron los animales en una balanza analitica
(Sartorius) después de colocarse durante 5 minutos
sobre papel de filtro. También se determiné el compor-
tamiento de los parametros inmunoldégicos (actividad
peroxidasa, fenoloxidasa (PO) y superdxido dismutasa
(SOD)).

Ensayos bioquimicos
Preparacion de las muestras

Cada una de las larvas se macero6 en 300 pL de
agua bidestilada con un homogenizador (Wiggenhauser,
D-130, Malasia), se centrifugaron a 10000 rpm durante
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10 minutos a 25°C y los sobrenadantes se almacena-
ron a -20°C hasta su utilizacion.

Contenido de proteinas solubles totales.

La concentracion de proteinas solubles se determi-
né por el método de Bradford (16). 10 pl de cada mues-
tra, se distribuyeron en una placa de poliestireno de
96 pocillos de fondo plano (Costar ®, EE.UU), se afa-
dieron 190 pL de reactivo de Bradford y se incubo 10
minutos a 25°C en la oscuridad. Se midid la
absorbancia a 620 nm de longitud de onda en un
Multiscan (Titertek MCC/340). El ensayo se realizé por
triplicado y las concentraciones de proteinas de las
muestras se calcularon a partir de una curva patrén
con albumina sérica bovina (ASB) (Sigma-Aldrich
Chemie) en agua bidestilada.

Actividad especifica de la enzima peroxidasa

A 20 pl de las muestras depositados en placas de
96 pocillos de fondo concavo (NUNC ™ Brand Products,
Dinamarca) se les afiadié 50 yl de una solucién de
peroxido de Hidrégeno (H,O,) (0,15 % [V/V])y o-
fenilendiamina (OPD) (0,1 % [p/v]) en tampdn sustrato
pH 5 (Na,HPO, 0,05 M; acido citrico 0,02 M). Las
muestras se incubaron 30 minutos a 25°C y se detuvo
la reaccion con 50 pl de acido sulfurico (2,5 M). Se
midi6 la absorbancia a 492 nm (Titertek Multiskan MCC/
340). La actividad se calculé a partir de una curva pa-
trén con un anticuerpo monoclonal (contra hormona de
crecimiento de tilapia) conjugado a peroxidasa de ra-
bano (Heber Biotec, Cuba). Como control negativo se
uso una solucion de OPD (0,1 % [p/v]) y H,0, (0,15 %
[v/v]) en tampdn fosfato pH 5. Una unidad de actividad
especifica se definid como la formacion de 1 umol de
2,3- diaminofenacina a partir de o-fenilendiamina por mi-
nuto de reaccion por mg de proteinas solubles totales.

El célculo se realizé a través de la siguiente ecuacion:
AE= (AA/At) (1/k) (Vens/Venz)/ [P]
Donde:

A: absorbancia

[P]: concentracion de proteinas solubles

K: pendiente de la formacion de 2,3- diaminofenacina
Vens: volumen de ensayo de reaccion

Venz: volumen de enzima

t: tiempo de reaccion

Actividad especifica de la enzima fenoloxidasa

A 10 yL de cada una de las muestras depositadas
en pocillos de placas de poliestireno se afiadieron 10
pl de tripsina al 0,5 % [p/v] en tampdn cacodilato de



sodio (cacodilato de sodio (100 mM); MgCl, (50 mM);
CaCl, (5 mM). Se incubaron 10 minutos a 25°C en la
oscuridad y se le adicionaron 80 pL de tampoén
cacodilato de sodio con L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA)
al 1.5% [p/v]. La medicién de la absorbancia de las
muestras antes y después de la incubacion se realizd
a492 nm (Multiskan Titertek MCC/340). Como control
negativo se uso la solucién de tampdn cacodilato de
sodio. La actividad especifica PO se definié como la
variacion de 0,001 unidades de absorbancia por minu-
to por ug de proteinas solubles totales (17).

Actividad especifica de la enzima superoxido-
dismutasa

Se realizé segun el método propuesto por
Beauchamp y Fridovich (22). A10 pl de las muestras se
depositaron en cubetas de poliestireno (Kem-O-Mat® 2,
Reino Unido). Se adicionaron 490 ul de tampon fosfato
(50 mM, pH 7,8) que contenia EDTA (0,1mM), metionina
(13 uM) vy riboflavina (20 uM) y 10 pl de nitroblue
tetrazolio (NBT) (0,75 mM). Se midio la absorbancia ini-
cial de las muestras a 560 nm en un espectrofotémetro
(Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech). Después de 15
minutos de incubaciéon a 25°C bajo la accion de luz
fluorescente se repitié la determinacién. Una unidad de
actividad especifica SOD se definié como la variacién
de 0,001 unidades de absorbancia por minuto por ug de
proteinas solubles en las postlarvas (18).

Anadlisis estadistico

Se realizé un analisis estadistico de los datos ex-
perimentales con empleo del programa GraphPad
Prism versién 5.01, (19). La normalidad de los datos
de peso de los animales experimentales, se compro-
bd a través de la prueba de Kolmogorov-Smirnov, luego
se realizd una prueba F para determinar la homogenei-
dad entre las varianzas. Las diferencias entre los gru-
pos se determinaron a través de pruebas T. El mismo
procedimiento se utilizd para el analisis de las activi-
dades peroxidasa, PO y SOD.

RESULTADOS

La metodologia empleada para el aislamiento de
microorganismos potencialmente probidticos a cama-
rén a partir de fermentaciones de col permitié la selec-
cion de IC1, cepa que mostré el mayor halo de inhibi-
cion (40 mm) en ensayos contra el patdégeno oportu-
nista Vibrio harveyi (Figura 1).

La presencia de compuestos antimicrobianos es
uno de los mecanismos de accién mas generaliza-
dos entre las bacterias acido lacticas con caracteris-
ticas probidticas (9). Lactobacillus sp. IC1 en ensa-
yos in vitro mostré halos de inhibicion de crecimiento
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FIGURA 1. Inhibicion de V. harveyi R1 por las cepas C31,
IC1 y IP2./ Inhibition of V. harveyi R1 by the strain C31,
IC1 and IP2.

de los microorganismos patrones Bacillus subtilis
ATCC 6633 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 25 853
(Tabla 1). Esto indica que la cepa produce compues-
tos antimicrobianos contra géneros bacterianos que
se encuentran en la microbiota natural de los cama-
rones y que en condiciones de estrés ambiental se
suelen convertir en patégenos oportunistas.

TABLA 1. Resultado del ensayo de antagonismo
microbiano de Lactobacillus sp. IC1 frente a diferentes
microorganismos patrones./ Lactobacillus sp. ICI
microbial antagonist assay result against different
pattern microorganisms.

Halos de inhibiciéon

(didmetro (mm) + DE)

Microorganismos

Bacillus subtilis +(11£1,4)
ATCC 6633

Candida albicans -(0)
ATCC 10231

Escherichia coli -(0)
ATCC 25922

Staphylococcus aureus -(0)
ATCC 25923

Enterobacter aerogenes -(0)
ATCC 10043

Pseudomonas aeruginosa + (1342,8)
ATCC 25 853

Vibrio harveyi R1 + (40+2,0)
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IC1 es una bacteria Gram positiva en forma de ba-
cilo, con reaccion catalasa negativa, que no produce
endosporas, por lo que se ubicé en el género
Lactobacillus. Sus colonias son circulares de color
blanco, opacas, superficie lisa y brillante y bordes en-
teros. La cepa es microaereofilica, reduce el nitrato a
nitrégeno gaseoso y produce acido a partir de un gran
grupo de carbohidratos (Tabla 2).

TABLA 2. Caracteristicas bioquimicas de la cepa IC1
(API 20A, Biomériux)./ Biochemical characteristics of
the strain IC1 (API 20A, Biomériux).

Prueba Resultado

Presencia de ureasa negativa
Acidificacion de glucosa positiva
Acidificacion de lactosa positivo
Acidificacion de manitol positivo
Acidificacion de salicina positivo
Acidificacion de xilosa positivo
Acidificacion de arabinosa positivo
Hidrolisis de proteasas negativa
Hidrolisis de B-glucosidasa positivo
Acidificacion de glicerol positivo
Acidificacion de celebiosa positivo
Acidificacion de manosa positivo
Acidificacion de melezitosa positivo
Acidificacion de rafinosa positivo
Acidificacion de sorbitol positivo
Acidificacion de rhamosa positivo
Acidificacion de trehalosa positivo
Reduccidn de nitrato positiva

La misma se identific6 como Lactobacillus sp. a
partir de la comparacion de las secuencias de ADN
que codifican para la region 16S del ARN ribosomal y
de los resultados de las pruebas bioquimicas conven-
cionales. La cepa IC1 mostré un 99, 9 % de homologia
con las secuencias de las especies Lactobacillus
plantarum y Lactobacillus pentosus depositadas en las
bases de datos de GeneBank. El analisis de ARN
ribosomal no permitié diferenciar estas dos especies
que estan genotipicamente muy cercanas y tienen
ademas alta similitud fenotipica. La diferenciacion de
estas dos especies podria ser posible a través del ana-
lisis de la secuencia de los genes rec (20).

La aplicacion de probioticos en la acuicultura dis-
minuye las tasas de mortalidad larvaria y aumenta las
tasas de crecimiento (21). En el caso de Lactobacillus
sp. IC1 la exposicion de postlarvas de camardn a con-
centraciones de 1-2 x10* ufc/ml provoco un incremen-
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to significativo de 1,3 veces del peso de las postlarvas
de Litopenaeus vannamei con respecto al grupo con-
trol (Figura 2).
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FIGURA 2. Efecto de Lactobacillus sp. IC1 sobre el peso
de postlarvas del camaron blanco (Litopenaeus vannamei).
(IC1) postlarvas tratadas con la cepa IC1. (Control negati-
vo) postlarvas sin tratamiento. Letras diferentes represen-
tan diferencias significativas en la prueba T (P<0, 05)./ Effect
of Lactobacillus sp. IC1 on weight of white shrimp
(Litopenaeus vannamei) postlarvae. (IC1) shrimp
postlarvae treated with 1C1 strain. (Negative control)
shrimp postlarvae without treatment. Different letters
represent significant differences in T test (P<O0, 05).

Otro mecanismo de accién encontrado entre las
cepas probidticas es la modulacién de la respuesta
inmunoldgica no especifica (22). Las actividades
fenoloxidasa y superéxido dismutasa se incrementaron
de forma significativa (p<0,05), aunque la actividad
peroxidasa se redujo (Figuras 3,4y 5).

DISCUSION

En este trabajo se demostré que es posible encon-
trar bacterias antagonistas in vitro a patégenos de ca-
maron en fermentaciones acido lacticas de vegetales.
Este es un proceso microbiano complejo que conduce
al predominio de las bacterias acido lacticas (BAL)
presentes en la microflora del vegetal que se emplea.
Segun Beauchamp et al. (18) en las primeras fases de
este proceso intervienen bacterias y en menor medida
levaduras. El aislamiento de Lactobacillus sp. IC1 co-
rrobora el predominio de este género en las fermenta-
ciones acido lacticas de col. Las BAL son considera-
das microorganismos generalmente reconocidos como
seguros para el uso en alimentos, lo que reduce las
pruebas de inocuidad que se emplean frecuentemente
como probidticos (9). En humanos favorecen la salud
mediante la reduccion del colesterol, el mejoramiento



2,30E-03 -
2,25E-03 A
2,20E-03 A
2,15E-03 -
2,10E-03 A b
2,05E-03 A
2,00E-03 A
1,95E-03
1,90E-03
1,85E-03 T

IC1 control negativo

Tratamientos

FIGURA 3. Efecto de Lactobacillus sp. C1 sobrelaactivi-
dad delaenzimafenoloxidasade postlarvasdel camardnL.
vannamei. (IC1) postlarvastratadascon lacepal C1. (Con-
trol negativo) postlarvassin tratamiento. Letras diferentes
representan diferencias significativasen laprueba T (P<O0,
05)./ Effect of Lactobacillus sp. IC1 on phenoloxidase
activity of white shrimp postlarvae (Litopenaeus
vannamei) phenoloxidase. (IC1) postlarvae treated with
IC1 strain. (Negative Control) postlarvae without
treatment. Different | ettersrepresent significant differences
inT test (P<0, 05).
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FIGURA 4. EfectodeLactobacillus sp. IC1 sobrelaactivi-
dad peroxidasa de postlarvas del camarén L. vannamei.
(IC1) postlarvastratadas con lacepal C1. (Control negati-
Vo) postlarvas sin tratamiento. L etras diferentes represen-
tan diferenciasdgnificativasen laprueba T (P<0, 05)./ Effect
of Lactobacillus sp. IC1 on peroxidase activity of white
shrimp postlarvae (Litopenaeus vannamei). (IC1)
postlarvae treated with IC1 strain. (Negative control)
postlarvae without treatment. Different |etters represent
significant differencesin T test (P<0, 05).
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de la absorcion de nutrientes y la microflora intestinal,
ademas promueven la digestién de la lactosa, sumi-
nistran algunas vitaminas, previenen algunos tipos de
cancer, infecciones virales y alergia y tienen efecto
inmunomodulatorio (23).
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FIGURA 5. Efecto deLactobacillus sp. IC1 sobrelaactivi-
dad de la enzima superdxido dismutasa de postlarvas del
camaron blanco L. vannamei. (1C1) postlarvastratadas con
lacepalC1. (Control negativo) postlarvas sin tratamiento.
Letras diferentes representan diferencias significativas en
lapruebaT (P<0,05)./ Effect of Lactobacillussp. IC1 onthe
enzymatic activity of the superoxid dismutase of white
shrimp postlarvae (Litopenaeus vannamei). (I1C1)
postlarvae treated with IC1 strain. (Negative control)
postlarvae without treatment. Different letters represent
significant differencesin T test (P<0, 05).

En el cultivo de camarones se informd el uso de las
BAL para el control de enfermedades. Kongnum y
Hongpattarakere (8), por ejemplo, controlaron unainfec-
cion inducida con Vibrio harveyi en Litopenaeus vannamei
con una cepa de Lactobacillus plantarum.

La eficacia de un probiético seleccionado in vitro
puede cambiar cuando se administra al hospedero
debido a factores complejos como la ingestion selecti-
vay la muerte en el tracto gastrointestinal causada por
la incapacidad del probidtico para mantener su fisiolo-
gia bajo circunstancias de una mayor interaccion
microbiana (24). Sin embargo, el empleo del probidtico
potencial Lactobacillus sp. IC1 mostré resultados sa-
tisfactorios in vivo y resultd en un incremento significa-
tivo del peso de los camarones.

Los microorganismos probiéticos pueden mostrar
diversos mecanismos de accion. La competencia por
nutrientes, la modulacion de la respuesta inmunoldgica
no especifica, la produccién de compuestos
antimicrobianos y la competencia por el sitio de fija-
cion en el tracto gastrointestinal, son algunos de los
gue mas se evidencian en experimentos in vitro e in
Vivo (25,26). Lactobacillus sp. IC1 por su parte produ-
ce un compuesto antimicrobiano de gran actividad con-
tra V. harveyi R1, lo que le permite tener ventaja com-
petitiva respecto a esta especie que se encuentra ha-
bitualmente en el tracto intestinal de los camarones.
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El acido lactico, los acidos organicos, el peréxido de
hidrégeno y las antibiocinas son algunos de los com-
puestos que pueden ser liberados por las BAL (27).
Estos compuestos inhiben el crecimiento de las bac-
terias patdégenas e inducen mayor crecimiento y efi-
ciencia en la alimentacion (8,27,28,29). Se impone la
necesidad de dilucidar por cual de estos mecanismos
Lactobacillus sp IC1 inhibe el crecimiento de V. harveyi
in vitro.

El sistema complejo antioxidante de los organis-
mos aeroébicos previene del efecto de las especies
reactivas de oxigeno y también protege a las células
del estrés oxidativo (30). Las defensas antioxidantes
incluyen las enzimas ascorbato peroxidasa, glutation
reductasa, catalasa, peroxidasas y superoéxido
dismutasa (SOD), las cuales eliminan el anién
superoxido (31). El balance oxidante/antioxidante es
determinante en la funcién inmunoldgica celular. En
este sentido Lactobacillus sp IC1 presenta otro atribu-
to de gran interés, eleva los niveles de fenoloxidasa y
superoéxido dismutasa, por lo que pudiera considerar-
se inmunoestimulante. Estas enzimas estan relacio-
nadas con la resistencia de los animales a infecciones
bacterianas y virales (32). En L. vannamei tratado con
Lactobacillus plantarum aumento significativamente la
actividad fenoloxidasa (PO), el estallido respiratorio y
la actividad superéxido dismutasa (SOD), asi como la
trascripcion del mARN de peroxinectina (PE) y
profenoloxidasa (proPQO), lo que sugiere que esta cepa
estimula el estado antioxidante del camarén a la mis-
ma vez que aumenta la respuesta inmune.

La menor actividad de la enzima peroxidasa pudie-
ra deberse a que hay un incremento de la actividad de
la enzima catalasa por la produccién de H,O, por
Lactobacillus IC1 algo caracteristico en este género.
La enzima catalasa so6lo difunde desde los peroxisomas
cuando los niveles de este compuesto son elevados y
en estas cirscuntancias los niveles de la enzima
peroxidasa que actua preferentemente sobre los
peroxidos organicos o cuando los niveles de perdxidos
inorganicos son bajos, se reduce (33). Lo anterior su-
giere la necesidad de determinar el comportamiento
de la enzima catalasa en las postlarvas de camaroén
blanco cuando se adiciona esta cepa.

Los resultados indican que Lactobacillus sp. IC1
podria ser utilizado para prevenir y tratar enfermeda-
des en los sistemas acuicolas intensivos de camaron,
a la vez que estimule la ceba de los animales. Esta
cepa podria permitir la implementacion de nuevas es-
trategias en el desarrollo de productos probidticos a
organismos acuaticos.
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CONCLUSIONES

Las fermentaciones vegetales constituyen una fuente
de gran interés para el aislamiento de bacterias
probidticas a camarén. Lactobacillus sp. IC1 aislado
de una fermentacion vegetal del col y seleccionado
mediante antagonismo in vitro al patdégeno oportunista
de camaron Vibrio harveyi R1 es un probistico poten-
cial para Litopenaeus vannamei. A concentraciones
celulares de 10* ufc/ml, favorece el aumento de peso
de los animales y estimula su sistema inmune.

Lactobacillus sp. IC1 podria ser utilizado para pre-
veniry tratar enfermedades en los sistemas acuicolas
intensivos para camaron y para acelerar la ceba de los
animales. Es necesario realizar estudios para el esca-
lado del cultivo y para el disefio de una formulacién
adecuada que garantice su empleo con eficiencia. Esta
cepa puede permitir la implementacion de nuevas es-
trategias en el desarrollo de productos probidticos a
organismos acuaticos.
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