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Resumen

En la presente investigacion se realizé el ensayo /n vivo del extracto de C. spinosa como un
controlador de F. co/lumnare en individuos de tilapia. Para lo cual, se obtuvo el extracto de frutos secos
de C. spinosay se mezcl6 con el agua de cultivo para peces a la concentracion final de 0.14 mg/ml en
acuarios de 280 I. En la primera etapa, los peces de tilapia infectados artificialmente con F. columnare
manifestaron los sintomas de la enfermedad. En la segunda etapa, los peces enfermos fueron tratados
con el extracto de C. spinosa disuelto en el agua de cultivo y se mantuvieron hasta su recuperacion. En
el grupo de individuos enfermos que no recibieron C. spinosa, el porcentaje de sobrevivencia fue
53,33. Los peces criados con y sin C. spinosa no mostraron diferencias en el porcentaje de
sobrevivencia entre ellos. Se demostroé la actividad antibacteriana in vivo de C. spinosay puede usarse
como una alternativa efectiva para el tratamiento de infecciones de otras bacterias y en otras especies
acuicolas, a bajo costo y amigable con el medio ambiente.
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Abstract

In the present investigation, the /in vivo test of C. spinosa extract was carried out as a controller of F.
columnare in tilapia individuals. For this, the extract of dried fruits of C. spinosa was obtained and was
mixed with the culture water for fish at the final concentration of 0.4 mg/ml in aquariums of 280 I. In the
first stage, artificially infected tilapia with F. columnare appeared with the disease symptoms. In the
second stage, the diseased fish were treated with the extract dissolved in the water and were kept until
their recovery. In the group of sick individuals who did not receive C. spinosa, the percentage of
survival was 53,33. Survival percentages of healthy fish with and without C. spinosa extract did not
show significant differences between them. It showed antibacterial activity in vivo of C spinosa. These
results indicate that it could be used as an alternative effective for the treatment of infections bacteria
for other species of bacteria and other aquaculture species, at low cost and friendly to the
environment.

Keywords: tilapia; bactericide; Flavobacterium columnare; Caesalpinia spinosa.

Flexibacter columnaris y Flavobacterium
columnare (Huicab-Pech et al., 2017).

De estas bacterias, F. columnare se
encuentra de manera natural en el agua
dulce (Kunttu et al., 2012) y su presencia en
cultivos acuicolas continentales es
inevitable. Sin embargo, se debe controlar
en cultivos cerrados, ya que puede causar
cuantiosa mortalidad (Conroy, 2010). Las
lesiones que ocasionan en las branquias de
los peces causan necrosis que afectan la
captacion de oxigeno y la circulacion
sanguinea, pueden producir alteraciones
cardiacas que conducirian a la muerte del

1. Introduccién

Las especies de tilapia del género
Oreochromis: O. niloticus, O. aureus 'y O.
mossambicus son las de mayor interés
para la piscicultura en el mundo y un factor
que puede ocasionar pérdidas
significativas es la incidencia de patégenos
microbianos, principalmente en los
sistemas de cultivo cerrados con alta
densidad de peces (Dong et al., 2015). Las
enfermedades mas comunes de la tilapia
son las producidas por Streptococcus
agalactiae, S. iniae, Aeromonas veronii,
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individuo, con la presencia de Ulceras en
cualquier parte del cuerpo, manchas
blancas, hendiduras, erosiones en las
aletas (Foscarini, 1989).

La deteccion de F. columnare en los
individuos se realiza por la morfologia de
las lesiones, por cultivo en placas (Kunttu
et al., 2012) y por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) basada en secuencias de
especies especificas de genes ribosomales
(Darwish et al.,, 2004; Panangala et al.,
2007; Verma et al, 2013; Faisal et al,
2016). Por la variacion morfologica en el
tipo de colonias en los subcultivos de F.
columnare (Decostere et al., 1999) y en el
tipo de ulceraciones podrian confundirse
con F. johnsoniae, que es una especie, de
baja patogenicidad comparada con F.
columnare (Rintamaki-Kinnunen et al,
1997). Por ello, la técnica molecular por
PCR se constituye una herramienta que
resuelve su deteccion (Patra et a/., 2016).

El control de los agentes infecciosos en la
cria de peces se hace a través de la terapia
quimica con medicamentos antimicrobia-
nos, como la eritromicina, sulfonamidas,
oxitetraciclina, entre otros. Este tratamien-
to es discutible por la resistencia que
origina en los agentes infecciosos de las
especies en cultivo debido al uso excesivo,
a lo que se suma la acumulacion de
antibiéticos en los 6rganos internos de los
peces, que pueden afectar al consumidor
(Hernandez-Serrano, 2005). Una vez
detectada la infeccion en un sistema de
crianza, en algunos casos, los productores
prefieren eliminar todo el lote por Ia
resistencia que se presenta debido a la
aplicacion de bactericidas.

Hay que tener en cuenta que el tiempo de
eliminacion del metabolito 3-amina-2-
oxazolidinona (AOZ) después de su
aplicacion en O. niloticus es de 22 dias
aproximadamente (Xu et al., 2006). El desin-
fectante que suele usarse en la limpieza de
acuarios y tanques para la eliminacion de
parasitos, bacterias y hongos es el per-
manganato de potasio, que tiene un alto
grado de toxicidad y no se recomienda para
peces por alterar la microbioma externa e
incrementar la susceptibilidad a enferme-
dades bacterianas, como columnaris
(Mohammed y Arias, 2015).

Se ensayan estrategias alternativas a fin de
sustituir o minimizar la administracion de
medicamentos quimicos a los peces. Una
de ellas es la terapia organica, que
consiste en la adicion de probioticos al
alimento; la suplementacion de
Bacillussubtilis, Saccharomyces cerevisiae
y Aspergillus oryzae incrementan la
resistencia a enfermedades causadas por

S. iniae y A. hydrophila en poblaciones
juveniles de O. niloticus (lwashita et al.,
2015); y la suplementacion de Bacillus
amyloliquefaciens en la dieta de O. niloticus
para fortalecer el sistema inmune y la
consecuente resistencia a enfermedades
(Selim y Reda, 2015).

El uso de extractos de origen vegetal es
otra estrategia para controlar patégenos
microbianos de manera amigable con el
ambiente. Al respecto, Arome et al., 2018
reportan la inhibicion del crecimiento /in
vitro de Streptococcus agalactiae con la
adicion de extractos de ajo (Allium
sativum), cebolla (Allium tuberosum y de
hojas de betel (Pijper betle), y en las
pruebas /n vivo, reportan la ausencia de
mortalidad de individuos de tilapia infecta-
dos con S. agalactiae con el tratamiento a
través del alimento peletizado incluido el
extracto de P. betle a dosis de 0.15mg mL-1.
Para el control de la bacteria antes
mencionada, S. agalactiae se demuestra su
eficacia en tilapia con el uso del extracto
etandlico de las hojas de Rhodonyrtus
tomentosa (Na-Phatthalung et al, 2017).
Control de otras bacterias, Citrobacter
freundiiy Aeromonas en O. niloticus logran
resultados favorables con la aplicacion de
extractos acuosos de Azadrina indica
(Thanigaivel et al., 2015). Asi también en el
control de Pseudomonas anguilliseptica en
tilapia han utilizado extractos de Cassia
alata y otras especies de plantas
(Phumkhachorn y Rattanachaikunsopon,
2015). En relacion a la infeccion bacteriana
en tilapia por Flavobacterium columnare
observan su control al ser expuestos a
través de una inmersion a diferentes
concentraciones del extracto acuoso de
Centella asiatica (Rattanachaikunsopon y
Phumkhachom, 2010).

Otra especie vegetal, que atrae especial
atencion es Caesalpinia spinosa “tara”, ha
sido estudiada /n vitro y se reporta la
inhibicion de bacterias gram positivas y
gram negativas, como Bacillus subtilis,
Enterococcus foescium, Listeria
monocytogenes, Staphilococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens, Salmonella enteritidis
(Aguilar-Galvez et al., 2014).

No existen reportes sobre uso de C.
spinosa para el control de F. columnare y
siendo una enfermedad frecuente y de
continua reinfeccion en cultivos de tilapia,
es necesario estudios para su erradicacion
temporal o permanente a fin de evitar
muertes masivas y/o constituir un foco de
infeccion de otros patogenos. Esta
investigacion es la primera sobre el uso del
extracto de C. spinosa in vivo en especies
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acuaticas. Se tuvo como objetivo inducir la
enfermedad producida por F. columnare en
tilapia y demostrar la efectividad de la
terapia /n vivo mediante el uso del extracto
acuoso de C. spinosa, asi también, evaluar
la inocuidad del extracto de C. spinosa en
los peces de tilapia durante el tratamiento.

2. Materiales y métodos

Material biolégico. En la investigacion se
emplearon: frutos secos de C. spinosa de
un cultivo de Chao, La Libertad, Peru
(Latitud 8°36'49.47"S, Longitud
78°43'561.61"0) y una poblacion de
individuos sanos de O. niloticus, juveniles y
adultos del Centro Experimental de
Genética de la Universidad Nacional de
Trujillo (Latitud 8° 6'44.66"S, Longitud 79°
2'19.52"0).

Figura 1. Vainas secas de Caesalpinia spinosa “tara”.

Obtencion del extracto de C. spinosa. Se
pesaron 200 g de vainas secas de C.
spinosa (Figura 1), luego se agreg6 en un
recipiente de vidrio conteniendo 1 litro de
agua apta para peces. Se calenté en una
cocina hasta lograr la ebullicion (100 °C),
luego de 10 minutos de ebullicion se dejo
enfriar y se filtro utilizando una gasa limpia.
En base al peso del fruto utilizado (200 g)
de C. spinosa en un litro de agua, se
consider6 la concentracion inicial del
extracto en 0,2 g/ml.

Aislamiento, cultivo e identificacion de F.
columnare. De dos individuos de O.
niloticus con signos de la enfermedad se
tomaron muestras del borde de las heridas
y se procedi6 a la siembra en el medio G
segun las indicaciones de Gao y Gaunt
(2016). Se observo el crecimiento de las
bacterias a 28 °C. De las colonias iniciales
se realizaron las réplicas y se obtuvieron
los subcultivos, las que fueron identificadas
por PCR. El manejo de muestras de tejidos
de peces infectados y los cultivos de F.

columnare fue realizado en la cabina de
bioseguridad Clase Il A2 marca ESCO.

Identificacion molecular de F. columnare.
De las muestras de sub cultivos de
bacterias (F. columnare) se procedio la

identificacion molecular por PCR. Se
utilizaron los cebadores:

FcFd
TGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTAGAGACA
y
FcRs

TAATYRCTAAAGATGTTCTTTCTACTTGTTTG
reportados por Panangala et al. (2007) y los
cebadores: ColF CAGTGGTGAAATCTGGT
y ColR GCTCCTACTTGCGTAGT (Darwish et
al., 2004). Para ello, se hizo la extraccion
del ADN (Prieto et al, 2017), la
amplificacion del ADN y electroforesis de
los productos PCR (Panangala et al., 2007).
La concentracion y calidad del ADN
extraido se determiné en un
espectrofotometro modelo Genesys 10 Bio
UV-Visible Thermo Fisher Scientific, la
amplificacion del ADN en un termociclador
Veriti 96 marca Applied Biosystems y la
lectura de geles en el documentador de
geles ChemiDoc XRS marca Bio-Rad.

Exposicion de los peces a la bacteria F.
columnare. Los peces de tilapia gris de
peso promedio de 5§5 * 10 g, sanos y libres
de lesiones, fueron distribuidos en 4
tanques de fibra de vidrio de 1000 L de
agua, 30 individuos por tanque. Después de
10 dias de aclimatacion, los peces fueron
infectados de dos maneras: una, por via
intramuscular la cantidad de 0,2 ml de la
dilucion bacteriana en 1 x 107 UFC/ml y
otra, infeccion por inmersion por 24 horas
(200 ml de cultivo de 1 x 107 UFC/ml),
concentraciones utilizadas en base a las
referencias investigaciones previas (Bader
etal., 2003; Figueiredo et al., 2005).
Tratamiento de los peces enfermos con el
extracto de C. spinosa. Se consideré los
siguientes 4 tratamientos:

Peces enfermos criados solo en agua.

Peces enfermos con adicion del

extracto de C. spinosa.

Peces sanos criados solo en agua

Peces con adicion del extracto de C.

spinosa.
Los peces enfermos, presentaron ulceras
visibles, los que fueron seleccionados
teniendo en cuenta la uniformidad en el
grado de lesiones y distribuidos de manera
aleatoria en dos grupos de 10 peces en
cada acuario de capacidad de 280 L, un
grupo de peces enfermos criados solo en
agua y otro grupo de enfermos criados en
agua mas el extracto de C. spinosa
(concentracion final de 0,14 mg/ml). Asi
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también se consider6é la evaluacion de
peces sanos, distribuidos de manera
aleatoria en dos grupos, 10 peces en cada
uno, un grupo fue criado solo en agua y el
otro grupo de peces sanos fue criado en
agua mas el extracto de C. spinosa
(concentracion final de 0,14 mg/ml). Se
realizé tres repeticiones en un diseiio en
bloques al azar.

En todos los casos, se utiliz6 la misma
cantidad de agua de crianza de peces con
un sistema de aireacion constante,
temperatura del agua 26 * 1 °C, recambios
del 30% de agua cada dos dias, eliminacion
de sélidos y alimentacion, dos veces al dia
en una proporcion de 2% del peso corporal
del individuo.

Toma de datos. En la primera etapa, se
obtuvo los peces enfermos, se determiné el
porcentaje de individuos enfermos
mediante la observacion de lesiones en la
piel y aletas durante 30 dias de cultivo de
tilapia, de acuerdo a la forma de infeccion.
En la segunda etapa, tratamiento de los
peces enfermos con C. spinosa, se estimé
el porcentaje de peces enfermos vy
porcentaje de sobrevivientes después de
15 dias de tratamiento.

Analisis estadistico. La comparacion de los
valores promedio del porcentaje de
enfermos y el porcentaje de sobrevivencia
de tilapia se hizo mediante el analisis de
varianza y prueba de Tukey con un nivel de
significancia de a = 0,05.

3. Resultados y discusién

Las ulceraciones en las aletas y cuerpo de
las tilapias fueron indicadores de infeccién
bacteriana de F. columnare (Figura 2), las
que fueron confirmadas por PCR con dos
marcadores alelo especificos. El tamafo
del fragmento de PCR para los cebadores
Fc-Fd y Fc-Rs fue de 410,07 £ 2,54 bp y con
los cebadores ColF y ColR, el tamaiio del
fragmento PCR fue de 769,40 bp (Figura 3).

Figura 2. Peces de tilapia expuestos a la bacteria
Flavobacterium columnare por: (a) inmersion y (b) via
intramuscular.

La enfermedad producida por F. columnare
es conocida por la enfermedad columnaris
y constituye la enfermedad no solamente
de tilapia. Infecta diferentes especies de

peces tanto de aguas calidas como de
aguas frias y en diferentes lugares del
mundo. Evenhuis y LaFrentz (2016) reporto
F. columnare con diferente grado de
virulencia en Oncorhynchus mykiss y
recientemente, Faisal et al (2016)
realizaron 305 aislamientos de F.
columnare en diferentes especies de
peces. La intervencion para su control es
indispensable por la gravedad en las
lesiones en diferentes partes del cuerpo y
con bacterias asociadas, que afectan
érganos internos, branquias, higado y
rinones, que pueden causar hemorragias y
procesos septicémicos en diferentes
especies de peces (Eissa et al., 2010).

M 1 2 3 B M B 1 2
(b)

(@)

~410

-

—

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de los
productos amplificados para la deteccion de
Flavobacterium columnare. (a) Con los cebadores Fc-
Fd y Fc-Rs, lineas 1-3 muestras positivas. (b) Con los
cebadores ColF y ColR, lineas 1 y 2 de muestras
positivas. B: Control negativo y M: Marcador molecular
100 bp.

La identificacion de F. columnare fue
posible con la prueba reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) con los cebadores
propuestos por Darwish et al. (2004) y
Panangala et al (2007) (Figura 2). Los
tamanos de los productos de la PCR fueron
concordantes con los resultados de los
autores mencionados. Se registraron
resultados positivos y negativos de manera
coincidente con ambos pares de cebadores
evaluados en las mismas muestras. Las
secuencias del gen rDNA de F. columnare
demuestran su alto grado de conservacion,
por lo que los distintos cebadores
disefiados en base a esas secuencias
hacen posible su identificacion vy
demuestran a su vez, diferencias entre
distintas razas de F. columnare de
diferentes regiones geograficas o dentro
de un area geografica (Rath et al., 2016) y
por lo mismo, la variacion fenotipica del
grado de infeccion en los peces y la
variacion fenotipica en los tipos de colonias
(Decostere, 1999).

De los peces infectados por Vvia
intramuscular y por inmersion en la
bacteria F. columnare, los peces enfermos
se presentaron en 95,7%y 88,34% * 2,36%,
respectivamente, presentaron lesiones
cutaneas evaluadas después de 7 a 30 dias
(Figura 4), los peces infectados
presentaron ulceras en la piel y/o en las
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aletas en menor y mayor grado, mientras
que los peces control se mantuvieron
sanos.

. 100 a a

50 |

Enfermos (%

Y T2 T3
Tratamientos

Figura 4. Porcentaje de enfermos de O. niloticus
expuestos a F. columnare, T1: Control negativo, T2: por
via intramuscular y T3: por inmersion, evaluados a los
30 dias. Letras iguales sin diferencias (p > 0,05).

Los resultados del segundo experimento,
se muestran en la Tabla 1, la sobrevivencia
en los controles, peces sanos criados solo
en agua y en agua mas el extracto de C.
spinosa fue de 96,67% y 93,34% * 5,77%,
respectivamente, y en el grupo de peces
enfermos criados solo en agua fue 53,34%
* 15,27% y el 100% estuvieron enfermos,
aquellos peces enfermos tratados con C.
spinosa la sobrevivencia fue 90,00% £ 10%
y la recuperacion de la enfermedad fue
total a los 30 dias.

Tabla 1

Porcentaje de sobrevivencia de O. niloticus inducidos
con inoéculos (1x107 UFC/ml) de F. columnare y
porcentaje de enfermos después 15 dias del tratamiento
con el extracto de C. spinosa (0,14 mg/ml).

. Sobrevivencia Enfermos

Tratamientos %) %)
Peces enfermos
criados solo en 53,34 £ 15,270 100,00
agua
Peces enfermos con
aplicacion de C. 90,00 +10,00 2 6,67 5,77
spinosa
Peces sanos
criados solo en 96,67 + 5,77 a 0,00
agua
Peces sanos con
aplicacion de C. 93,34+ 5,77 a 0,00

spinosa.

* A los 30 dias la recuperacion fue total.
Letras distintas corresponden a diferencias significativas (p <
0,01).

La variacion del porcentaje de mortalidad
por la enfermedad F. columnare se reporta
entre el 10% al 70% (Dong et al., 2014;
Srisapoome y Areechon, 2017). La
patogenicidad heterogénea que se
presenta en las poblaciones de O. niloticus
dependera de las diferencias genéticas
para la resistencia contra el patégeno
(Wonmongkol et al, 2017), al grado de
virulencia de F. columnare (Kunttu et al.,
2012), a la co-infeccion simultanea con
otros patogenos, la severidad de la

enfermedad aumenta (Xu et a/., 2014), a las
condiciones ambientales como la
temperatura, presencia de compuestos
organicos en el agua, y variacion en la
densidad de los peces (Declercq et al,
2013).

La accion bactericida de C. spinosa fue
comprobada /n vitro en investigaciones
anteriores (Akiyama et al, 2001). Entre los
metabolitos con acciéon antibacteriana
presentes en C. spinosa se cita a los
galotaninos (Akiyama et al, 2001), con
base en los estudios sobre el acido tanico
con actividad inhibitoria del crecimiento de
bacterias intestinales (Kyaw et al., 2013) y
del acido tanico como inhibidor del
Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (Akiyama et al, 2001), entre
otras investigaciones.

Sin embargo, otros investigadores
sostienen que la actividad bactericida se
deberia a componentes no tanicos, como
los diterpenos de tipo cassane, que fueron
aislados de diferentes especies de plantas,
entre ellas, Caesalpina sp con efecto
antibacteriano contra el crecimiento de
Plasmodium falciparum y Candida spp
(Maurya et al, 2012). Recientemente, se
han descrito seis tipos de diterpenos de
tallos y hojas de C. spinosa:
isoneocaesalpin  H. Caespinosin A,
caespinosin B, caespinosin C, caespinosin

D, caespinosin E con acciones
farmacolégicas (He et al., 2015).
Los ensayos con extractos acuoso,

etanodlico, hidrolizado e hidroalcohélico de
C. spinosa no solamente tienen efectos

antimicrobianos, sino también buena
actividad antioxidante en diferentes
ensayos /n vitro (DPPH, TEA, radical

hidroxilo, radical superoéxido) (Valachova et
al., 2014).

En esta investigacion se ha probado que el
extracto acuoso /n vivo de C. spinosa en
tilapia es efectivo para controlar F.
columnare y probablemente, también el
control de bacterias asociadas, pues se ha
evidenciado la curacion de las lesiones
epidérmicas y la sobrevivencia de los
peces es tan igual que los peces criados
solo en agua. En la acuicultura, el uso de
extracto de C. spinosa puede constituir un
producto organico efectivo para controlar
distintas bacterias, y evitar los altos costos
que implica el uso de antibi6ticos
sintéticos.

4. Conclusion

La investigacion ha permitido llegar a las
siguientes conclusiones: Se identifico la
presencia de F. columnare en las ulceras
de O. niloticus y se demostroé la efectividad
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del control de F. columnare en tilapia con la
aplicacion de extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa en el agua de crianza
de los peces enfermos. Se demostré la
inocuidad del extracto de la tara en los
peces y la prevencion de enfermedades
infecciosas en tanques con alta densidad
de peces.

Con wuna dosificacion adecuada del
extracto de C. spinosa se puede
reemplazar el uso de antibiéticos quimicos
con efectividad en el desarrollo de
especies acuaticas, en acuarios y en
estanques de crianza de tilapia sin efectos
secundarios en los individuos y sin danar el
medio ambiente.
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