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Efecto de Saccharomyses cerevisiae en la salud digestiva de la
poslarva de tilapia roja Oreochromis sp

Effect of Saccharomyces cerevisiae on the digestive health of the post-larvae
of red tilapia Oreochromis sp

Hermes Rafael Pineda Santis'?, Ramén Albeiro Palacio Molina’,
Luis Fernando Londofio Franco!

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la suplementacion de
Saccharomyses cerevisiae sobre la salud digestiva y pardmetros zootécnicos en pos-
larvas de tilapia roja Oreochromis sp en la fase de reversion, en un sistema de cultivo
con bajo recambio de agua, en San Jerénimo (Antioquia, Colombia). El ensayo se realizd
durante cuatro semanas. Se utilizaron nueve canaletas en fibra de vidrio (tres repeticio-
nes) para un grupo Control (T1) y dos tratamientos del probiotico (T2: 16 g/kg alimento
=16%) y (T3: 31 g/kg alimento =31%). Se analizaron las caracteristicas fisicoquimicas
del agua y se tomaron datos zootécnicos de las poslarvas. La salud intestinal fue
evaluada mediante histopatologia. Los resultados indicaron que los parametros
fisicoquimicos del agua fueron similares entre tratamientos y estuvieron dentro del
rango aceptable para el hibrido (oxigeno promedio 9.140.4 mg/l1, temperatura 27.6+0.1 °C,
pH constante = 8.9+0.4 y baja turbidez). El porcentaje de sobrevivencia vari6 entre
46.0£7.7 (T1)y 53.4+6.0% (T2), sin diferencias significativas entre tratamientos. El incre-
mento en peso fue de 0.95+0.46,0.71+0.26 y 1.32+0.58 g para el Control, T1y T2, respecti-
vamente (p<0.05) y la tasa especifica de crecimiento fue de 12.1+2.0, 11.4+1.4y
13.34+1.7%/dia para el Control, T1, y T2, respectivamente (p<0.05). Se observaron
lesiones en el intestino anterior compatible con necrosis subaguda de vellosidades,
alteracion de los hepatocitos en higado y sinusoides hepaticos por infiltracién
glucogénica (T2).
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The objective of this research was to evaluate the effect of Saccharomyses cerevisiae
supplementation on digestive health and zootechnical parameters in postlarvae of red
tilapia Oreochromis sp in the reversion phase, in a culture system with low water turnover,
in San Jer6nimo (Antioquia, Colombia). The trial was carried out for four weeks. Nine
fiberglass channels (three repetitions) were used for a Control group (T1) and two probiotic
treatments (T2: 16 g/kg feed = 16%) and (T3: 31 g/kg feed = 31%). The physicochemical
characteristics of the water were analysed and zootechnical data were taken from the
post-larva. Intestinal health was evaluated by histopathology. The results indicated that
the physicochemical parameters of the water were similar between treatments and were
within the acceptable range for the hybrid (average oxygen 9.1+0.4 mg/l, temperature
27.6%0.1 °C, constant pH = 8.9+0.4 and low turbidity). The survival percentage varied
between 46.0+7.7 (T1) and 53.4+6.0% (T2), without significant differences between
treatments. The increase in weight was 0.95+0.46, 0.7140.26 and 1.32+0.58 g for the Con-
trol, T1 and T2, respectively (p<0.05) and the specific growth rate was 12.1£2.0, 11.4+1.4
and 13.3+1.7%/day for the Control, T1, and T2, respectively (p<0.05). Injuries were
observed in the anterior intestine consistent with subacute villi necrosis, liver hepatocyte

abnormality, and liver sinusoids due to glycogenic infiltration (T2).
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INTRODUCCION

Los probidticos son microorganismos
vivos que, al administrarse en cantidades apro-
piadas, confieren un beneficio para la salud
del huésped (FAO, 2006; Steenbergen et al.,
2015). Estos microorganismos emergen como
una alternativa viable para la acuicultura mun-
dial, debido a que pueden prevenir y controlar
patdgenos gastrointestinales y mejorar el ren-
dimiento y la productividad de los animales
de produccion mediante una mejor digestion
y absorcion de nutrientes (Zhang y Kim, 2014;
Garcia-Naranjo ef al.,2015; Loh, 2017), 1a pro-
mocion de una microflora favorable (Romero
et al., 2014), la produccion de sustancias
antimicrobianas (Lei et al., 2015), la alteracion
en la expresion génica en microorganismos
patogenos (Hughes y Sperandio, 2008), la
modulacion, estimulacion o supresion del sis-
tema inmune (Harikrishnan et al., 2010,
Pagnini et al., 2010; Andani et al., 2012; Bai
etal.,2013)y laresistencia a la colonizacion
gastrointestinal (Johnson-Henry et al., 2007).

Los probioticos mas comunes utilizados
en la acuicultura son bacterias lacticas
(Lactobacillus y Carnobacterium) y repre-
sentantes de los géneros Vibrio (V.
alginolyticus y V. parahaemolyticus),
Bacillus, Pseuomonas y otros, incluyendo
Aeromonas 'y Flavobacterium (Balcazar et
al.,2006,2007; Das et al.,2012; Banerjee y
Ray, 2017). Por otra parte, Saccharomyses
cerevisiae es la levadura mas frecuente,
debido a su contenido en compuestos
inmunoestimulantes como B-glucanos, aci-
dos nucleicos y mananos, con capacidad
para estimular una respuesta inmune
(Ortuiio et al., 2002, Ruiz-Gonzalez et al.,
2018), que coloniza y promueve el desa-
rrollo del intestino como mecanismo de ac-
cion para la maduracion del sistema digesti-
vo (Gatesoupe, 2007; Abdel-Tawwab et al.,
2008; Lara-Mantilla et al., 2016). De igual
forma, es un potencial sustituto como alimen-
to vivo en la produccion (Nayar ef al., 1998),
o como remplazo de proteina animal (Ozorio
etal., 2012).
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Latilapia roja (Oreochromis sp) es uno
de los peces mas cultivados en el mundo y
Colombia tuvo una produccion de 100 000 t
(FAO, 2017). Por sus condiciones favorables
para la produccion, experimentacion, docili-
dad, facil manejo y alta demanda en el mer-
cado interno, es necesario promover su culti-
vo, considerando las Buenas Practicas de
Produccion Acuicola, desde la primera fase
de crecimiento (reversion en el caso del hi-
brido de tilapia roja Oreochromis sp), para el
mejoramiento de la condicion corporal y re-
sistencia a fenomenos adversos (Diaz y Ga-
llego-Alarcon, 2016; Lara-Mantilla et al.,
2016).

Por otro lado, se plantea la optimizacion
y estandarizacion del empleo de probidticos,
tipo levadura, para la mejora en el crecimien-
to y sobrevivencia de poslarvas, en busca de
la rentabilidad y sostenibilidad de la produc-
cion para el fortalecimiento de la acuicultura
(IICA, 2012). Por ello, se plante6 como obje-
tivo del presente estudio utilizar dos dosis
experimentales del probidtico Saccharomyces
cerevisiae en la alimentacion de poslarvas
de tilapia roja Oreochromis sp, con el fin de
observar su efecto en la salud digestiva y
variables zootécnicas.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizo en el Centro Expe-
rimental Piscicola (CEPI), Vereda Loma
Hermosa, en el municipio de San Jeronimo
(Antioquia, Colombia) (6°26°49.88” N,
75°43°55.42° W), a 780 msnm, con tempe-
ratura media de 28 °C, humedad relativa del
50% y medioambiente clasificado como Bos-
que seco tropical (bs-T) (Holdridge, 1979).
El agua se obtuvo de la quebrada Guaracu,
perteneciente a la cuenca del rio Cauca, con
los siguientes parametros fisicoquimicos: tem-
peratura: 23-25 °C, pH: 7.5-9.0, dureza 120
ppm, oxigeno 7.8 mg/l, amonio 1.46 ppm, clo-
ro 6 ppm, topografia pendiente, 900 mm de
precipitacion anual y alta turbidez en épocas
de invierno.
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Se utilizaron 9000 poslarvas, 1000
poslarvas/canaleta, de tilapia roja Oreo-
chromis sp en fase de reversion, con un peso
promedio inicial de 0.022+0.001 g, distribui-
das en nueve canaletas de fibra de vidrio (3.07
m largo x 0.35 m alto x 0.32 m ancho), con
un volumen de agua efectivo de 0.25 m®. El
ensayo tuvo tres repeticiones y el disefio ex-
perimental correspondi6 a un modelo 3x3. Los
tratamientos fueron: Control (T1) (alimento
comercial hormonado con 17-a-metil-
testosterona) y Tratamientos 1 (T2) y 2 (T3)
como el Control més un suplemento de 16y
31 g/kg de alimento (1.6 'y 3.1%, respectiva-
mente) del probidtico Saccharomysses
cerevisiae (Levapan®). Los reportes en la
literatura cientifica han indicado inclusiones
en la dieta que oscilan entre 1-5 g/kg (0.1-
0.5%) (Abdel-Tawwab et al., 2008) hasta
100-400 g/kg (10-40%) (Ozorio et al., 2012),
con el objetivo de obtener beneficios produc-
tivos y proteccion inmunitaria. Por lo ante-
rior, se quiso medir el efecto de S. cerevisiae
sobre la incidencia productiva y la salud di-
gestiva en los animales, mediante dos dosis
experimentales. Las dosis fueron suministra-
das en base htimeda (activa), buscando una
mayor efectividad en los tratamientos.

El alimento comercial ofrecido conte-
nia 45% de proteina en una cantidad que co-
rrespondi6 al 15% de la biomasa, dividida en
ocho raciones al dia. La correccion de la ali-
mentacion se realizd a los 15 dias. Las
canaletas tuvieron un recambio individual de
7%/hora del volumen de agua y estuvieron
cubiertas con malla para controlar
depredadores. Se tomaron las siguientes va-
riables fisicoquimicas del agua: nivel de oxi-
geno (mg/l) con el oximetro PinPoint II®
(American Marine, USA), temperatura (°C)
y pH con el medidor multiparametro
(Oakton®, México) y la turbidez del agua re-
gistrado con el disco de Secchi. El tiempo de
experimentacion fue de 30 dias que corres-
pondi6 a la etapa de reversion de las
poslarvas. Una vez finalizado el ensayo, se
procedié a contar y pesar las poslarvas.
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Las formulas para establecer los para-
metros zootécnicos fueron:

— Porcentaje de sobrevivencia (%) = (Nu-
mero final / Numero inicial)*100

— Incremento en peso (g) = Peso final (g) -
Peso inicial (g)

— Tasa especifica de crecimiento (%/dia) =
[(Ln Peso final - Ln Peso inicial) / (T, -
T,)1*100, donde Ln= Logaritmo natural,
T = Tiempo final, T = Tiempo inicial

Al final del experimento se hizo la ne-
cropsia en el Laboratorio de Histopatologia
de la Universidad de Antioquia (Medellin,
Colombia) de seis individuos por tratamiento
para evaluar el tracto intestinal anterior (duo-
deno) y el hepatopéancreas. Las muestras se
colocaron en formol buferado al 10% para
su fijacion durante 24 h y se procesaron me-
diante la técnica de inclusion en parafina y
coloracion de Hematoxilina Eosina. Para es-
tablecer lesiones o patologias se observo la
estructura de la mucosa intestinal, la distribu-
cion del epitelio con sus vellosidades y la la-
mina propia, alteraciones de los hepatocitos,
sinusoides hepaticos y de los acinos del
pancreas en microscopio optico con objetivo
de 20x y 40x. Para las descripciones se si-
guieron las recomendaciones de Jubb et al.
(2016).

Los datos cumplieron con el supuesto
de normalidad de la prueba Shapiro-Wilk. Se
realizé estadistica descriptiva y analisis de
varianza entre los tratamientos, y se hizo las
comparaciones de medias con la prueba de
Tukey entre las variables numéricas conti-
nuas. Todos los datos fueron procesados en
el paquete estadistico PAST®.

RESULTADOS

Parametros Fisicoquimicos del Agua

Los valores observados se encontraron
dentro de los rangos dptimos para el cultivo
del hibrido de tilapia roja Oreochromis sp.
No se presentaron diferencias significativas

entre las variables por efecto de los trata-
mientos (Cuadro 1). La temperatura del agua
vario entre 27.48 + 3.0 °C (Control) y 27.74
+ 3.1 °C (Tratamiento 2), lo cual esta dentro
de lo esperado en el cultivo de peces en aguas
calidas. El nivel de oxigeno vario entre 8.7 +
3.1 mg/l (Control) y 9.4 £ 2.9 mg/l (Trata-
miento 1), muy superior a lo requerido (>0.5
mg/1) (Alcantar-Vazquez et al., 2014). El pH
no tuvo ninguna variacion, siendo muy homo-
géneo entre los tratamientos (8.9 = 0.35). La
turbidez fue baja (visibilidad de fondo a tra-
vés de una columna de agua superior a 20
cm, segun el disco de Secchi), con ninglin
material particulado (Cuadro 1).

Parametros Zootécnicos

Se encontraron diferencias significati-
vas en el incremento en peso y en la tasa
especifica de crecimiento (p<0.05) entre tra-
tamientos. Por otro lado, el porcentaje de
sobrevivencia oscilo entre 46.0% (T1) y
53.4% (T 2) (Cuadro 2).

Salud Digestiva

El efecto de Saccharomyces cerevisiae
fue notorio en los tejidos bajo evaluacion. El
grupo Control presenté leve estratificacion de
la lamina epitelial con poco infiltrado de
leucocitos en lamina propia, con un diagnos-
tico leve de enteritis, a diferencia de los tra-
tamientos 1 y 2 donde se observo necrosis
apical multifocal de las vellosidades, infiltra-
do leucocitario mixto de lamina propia con
exocitosis y estratificacion de lamina propia,
con un diagnostico de enteritis necrética
subaguda (Figura 1).

Enlaintegridad hepatica y del pancreas
se observo en el grupo Control hepatocitos
con vacuolas bien formadas, de tamafo va-
riable intracitoplasmatica, sinusoides tipicas,
bien definidas y normales. En el hepato-
pancreas de los individuos del Tratamiento 1
se observd infiltracion grasa moderada, mien-
tras que en el Control se observaron hepato-
citos tipicos, normales y sinusoides normales,
considerandose como hepatopancreas con
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Cuadro 1. Pardmetros fisicoquimicos promedio del agua en las canaletas de crianza
de poslarvas de tilapia roja Oreochromis sp (Antioquia, Colombia)

Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
Numero (n) 60 60 60
Temperatura (°C) 27.48 £3.0° 27.72 +£3.1* 27.74 £3.1°
Nivel de oxigeno (mg/l) 8.7+3.1° 9.4+£209% 92+29%
pH 8.9+0.35° 8.9+ 0.35° 8.9 +0.35°
Turbidez Baja Baja Baja

Superindices diferentes dentro de filas indican diferencia significativa (p<0.05)

Control (alimento comercial con 17-a-metil-testosterona), Tratamientos 1 y 2: como el
Control mas 16 y 31 g/kg (1.6 y 3.1%) de probidtico Saccharomysses cereviciae (Levapan®),
respectivamente

Cuadro 2. Parametros zootécnicos obtenidos en el cultivo de poslarvas de tilapia roja
Oreochromis sp con dos dosis de Saccharomyses cerevisiae

Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
Numero (n) 30 30 30

Sobrevivencia (%) 50.5+0.8 46.0 £7.7* 53.4+6.0°
Incremento en peso (g) 0.95 £ 0.46% 0.71 £0.26° 1.32 £0.58°¢
Tasa especifica de 12.1 £2.0° 11.4+1.4° 13.3+1.7°

crecimiento (%/dia)

Superindices diferentes dentro de filas indican diferencia significativa (p<0.05)

Control (alimento comercial con 17-a-metil-testosterona), Tratamientos 1 y 2: como el
Control mas 16 y 31 g/kg (1.6 y 3.1%) de probidtico Saccharomysses cerevisiae (Levapan®),
respectivamente

Los resultados de la mucosa intestinal e
higado de tilapia roja manifiestan los efectos
ocasionados por la dieta suplementada con el

caracteristicas normales. En el hepato-
pancreas de los individuos del Tratamiento 2
se observaron hepatocitos tumefactos, con

apariencia turbia del citoplasma. espacios
sinusoides reducidos, pancreas tipico, consi-
derandose como hepatopancreas compatible
con infiltracion glucogénica (Figura 2).
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probidtico Saccharomyces cerevisiae en
exceso. Se observaron lesiones sobre la 14-
mina propiay en el epitelio de las vellosidades,
resultando una enteritis necrotica subaguda.
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Figura 1. Intestino anterior e higado de tilapia roja Oreochromis sp suplementadas con
Saccharomysses cerevisiae mostrando lesiones histopatologicas. (I) Intestino ante-
rior: (A) lamina propia: con abundante infiltrado leucocitario mixto. (B) epitelio intesti-
nal con necrosis apical de vellosidades multifocal. Diagndstico: Enteritis necrotica
subaguda; (IT) Higado: (A). Hepatocitos tumefactos. Apariencia turbia de citoplasmas.
(B). Espacios sinusoides reducidos. Diagnostico compatible con infiltracion glucogénica

DiscusioN

Los parametros fisicoquimicos del agua
estuvieron dentro de los niveles establecidos
por otros autores, quienes coinciden con las
caracteristicas ajustadas del cultivo en aguas
célidas para el hibrido de tilapia roja (Hussain,
2004; Nicovita, 2015). Las tilapias soportan
grandes variaciones de temperatura (20-
35 °C) para un desarrollo normal (Alcantar-
Vazquez et al.,2014). La temperatura es uno
de los parametros mas importantes y
limitantes en los procesos productivos, ya que
afecta las actividades metabolicas, crecimien-
to, alimentacion, reproduccion y el compor-
tamiento en general de los organismos acua-
ticos (Meyer, 2004).

Los niveles de oxigeno disuelto en el
agua pueden cambiar radicalmente en pocas
horas, desde niveles optimos hasta letales
para los peces, debido a aspectos tales como

la alta tasa de descomposicion de la materia
organica, disminucion del recambio de agua,
alta densidad de siembra y lenta difusion en
el agua en atmosferas tranquilas (Garcia-
Ortega y Calvario-Martinez, 2008). En este
ensayo, el porcentaje de recambio fue sufi-
ciente para el volumen de agua utilizado, pro-
porcionando niveles de oxigeno apropiado.
Los valores fueron superiores a 5 mg/1, debi-
do en parte, a la época del afio (sin lluvias),
por lo cual la radiacion solar permitié que los
procesos fotosintéticos oxigenaran el agua de
ingreso.

Alcantar-Vazquez et al. (2014) sugie-
ren que el rango 6ptimo recomendado de pH
para las tilapias se encuentra entre 6.5y 9.0.
Si bien el resultado obtenido tiene una ten-
dencia a la alcalinidad, no llego al rango de
peligro de 10.5 (Kubitza, 2009; Perdomo-
Carrillo et al., 2012); por lo tanto, los animales
no presentaron evidencia de estar afectados y
tuvieron una secrecion normal de mucus sobre
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la piel. Del mismo modo, la turbidez no tuvo
ningun efecto sobre las poslarvas. Por otro
lado, no hubo diferencias en el porcentaje de
sobrevivencia entre los grupos experimentales,
pero se observo una mayor tendencia en T2.

Diversos autores sostienen que los pe-
ces alimentados con probidticos muestran una
mayor ganancia de peso, longitud, biomasa
final, eficiencia en la conversion de alimento,
mejora de la microbiota gastrointestinal y es-
tado inmunolégico, asi como mayor sobrevi-
vencia en comparacion con dietas control o
sin probiotico (Bidhan ef al., 2014, Zhang y
Kim, 2014; Lei et al., 2015), lo cual refuerza
el concepto benéfico de estas sustancias
cuando se dan en dosis apropiadas a los pe-
ces. No obstante, se deben considerar los
riesgos potenciales del uso de los probidticos
en la alimentacion (Doron y Snydman, 2015).

Ladosisde 31 g/kg (3.1%) de S. cerevi-
siae como suplemento en T2 presentd mejo-
res resultados de crecimiento, lo cual con-
cuerda con otros reportes (Abu-Elala et al.,
2013, Diaz et al., 2014, Lara-Mantilla et al.,
2016). Abdel-Tawwab et al. (2008) encon-
traron un mayor crecimiento con la inclusion
en la dieta de 1 g/kg de alimento (0.1%), una
dosis mas baja que la empleada en este tra-
bajo. Por otra parte, Ozorio et al. (2012)
manifestaron que la inclusion de hasta 150 g/kg
(15%) en sustitucion de la harina de pescado
promueve el crecimiento sin afectar la cali-
dad del producto final. Medri et al. (2000),
sugirieron que una sustitucion desde 100 a
300 g/kg (10 a2 30%) de S. cerevisiae no pre-
sentaron efectos adversos sobre el peso, pero
el largo tiempo de crecimiento (11 meses para
un peso de 150 g) debido a la densidad y es-
tacion climatica fria, genera dudas sobre el
efecto real del probiotico. Pérez-Leonard
(2007) indica que la dosis optima seria de
10 g/kg de peso (1%). Por otro lado, Hassaan
et al. (2018) reportaron mejoras en la salud
digestivay en la ganancia de peso en alevinos
de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus L)
con dietas que contenian 5, 10y 15 g/kg.
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T1 no tuvo el resultado productivo es-
perado, lo cual podria deberse a un efecto
externo que pudo afectar directamente los
parametros zootécnicos. Es necesario men-
cionar que, el peso o biomasa en general, es
un registro altamente variable, porque depen-
de de una diversidad de factores ambientales
y otros que interactuan, tales como la tempe-
ratura del agua, los niveles de oxigeno disuel-
to, el amonio, la salinidad, el fotoperiodo, el
grado de competencia, la cantidad y calidad
del alimento ingerido, la edad y el estado de
madurez de los peces (Garcia-Ortega y Cal-
vario-Martinez, 2008).

El resultado obtenido en el presente tra-
bajo fue bueno, en términos de crecimiento
de las poslarvas, pero las lesiones observa-
das fueron evidentes. Los resultados
histopatologicos mostraron que la alta con-
centracion de la levadura (31 g/kg = 3.1%)
de S. cerevisiae provocd una respuesta ex-
cesiva del sistema de defensa del huésped,
con un infiltrado mixto leucocitario a nivel de
la mucosa intestinal (inflamacion: enteritis),
dafio estructural en varios puntos, incluyen-
do necrosis sobre las vellosidades intesti-
nales, lo cual afecta la absorcidon de
nutrientes (Figura 1). Ademas, hubo dafio
hepatico, marcando el inicio de un efecto irre-
versible como la necrosis, sumado al dete-
rioro en los sinusoides hepaticos. El siste-
ma digestivo de las tilapias del género
Oreochromis sp, caso especifico de la
Oreochromis niloticus var. Chitralada
oscila entre 160.51+£23.58 y 249.06+£29.91
cm (Pineda-Santis et al., 2012), lo que su-
giere tener muchos sectores de absorcion,
y tener focalizada la patologia.

Por lo anterior, es necesario considerar
para futuros trabajos la estandarizacion de la
dosis apropiada mediante concentraciones
puras del probidtico [<0.6% = (6 g/kg) *100)
o hasta 1x10° UFC], cultivo del probiotico
especifico extraido del mismo organismo y
cantidad ajustada a los requerimientos de los
animales.
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CONCLUSIONES 3.

e Sacccharomyses cerevisiae, suministra-
do a poslarvas de tilapia roja Oreo-
chromis sp causoé lesiones en el tejido
intestinal que comprometieron la integri- 4.
dad de las vellosidades, ocasionando en-
teritis y necrosis de estas. Asi mismo, el
higado fue afectado a nivel de los
hepatocitos y sinusoides, alterando la
estructura y funcionalidad de dicho or-
gano.

e S cerevisiae mostro resultados relevan-
tes sobre los parametros productivos, lo
cual apoya el buen concepto de su uso 5.
como probidtico en los cultivos de peces.
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