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En el presente trabajo, se evalud y analizé el efecto antibacteriano de la harina de
lombriz de tierra Eisenia foetida, y observar si resulta un antimicrobiano de amplio espectro,
ya que las enfermedades bacterianas son un limitante en la industria acuicola, debido a la
resistencia bacteriana que provocan los antibiéticos por su mal y excesivo uso, por lo que
se estan investigando nuevas alternativas de uso terapéutico natural y efectivo contra
bacterias de potencial patogénico. Se ha demostrado que la lombriz roja de tierra, Eisenia
foetida tiene compuestos bio-activos, los cuales funcionan como antioxidante,
antibacteriano, antiulcerosas, antinflamatorio y antiflingico. Para la presente investigacion
se probaron 2 métodos diferentes para la elaboracion de harina de lombriz: secado de
harina por el método de liofilizacién y secado de harina por el método convencional (estufa).
Se realizaron antibiogramas con los 2 diferentes métodos, y se seleccion6 el método de
elaboracion de la harina que resulté con mayor inhibicién bacteriana, con la que se disefio
una dieta a base de harina de lombriz para comprobar si la efectividad antibacteriana:
continuaba posterior a su incorporacion a la dieta formulada. Se realizaron antibiogramas
contra bacterias Gram positivas (Bacillus cereus) y Gram negativas (Vibrio harveyi), y de
acuerdo a lo observado, la harina de lombriz liofilizada (HLL) resulta un antimicrobiano de
origen natural de amplio espectro, debido a que no hay una diferencia de inhibicion
bacteriana significativa entre los 2 tipos de bacterias, actuando con la misma efectividad
antimicrobiana.

Palabras claves: Eisenia foetida, harina de lombriz, resistencia bacteriana, péptidos
antimicrobianos, bacterias Gram positivas, bacterias Gram negativas.
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1. INTRODUCCION

La acuacultura es una actividad en la que se emplea un conjunto de técnicas,
conocimiento y se desarrollan habilidades en el cultivo de especies acuaticas (crustaceos,
peces, moluscos y algas o plantas acuaticas), que va desde el proceso de reproduccion,
siembra, alimentacién y cosecha, para la produccién de alimentos. Ademas, también influye
la mano del hombre en el control de parametros fisico-quimico para una mejor calidad de
agua, con el fin de tener un buen desarrollo de los organismos y ademas de evitar la

proliferacién de agentes patdgenos en el sistema (Rueda, 2011).

La acuacultura a nivel mundial, es una de las actividades que ha ido creciendo
constantemente en los Ultimos afios, mas que cualquier otro sector de produccién de
alimentos de origen animal (FAO, 2017). La acuacultura en general, se ha consolidado
como una de las actividades de gran potencial con fuentes de proteina animal de excelente
calidad (FAO, 2020).

En el 2018, se estim6 que la produccion de organismos cultivados directamente de
acuacultura fue de 82.1 millones de toneladas (Figura 1), de los cuales 51.3 millones de
toneladas fue acuacultura en agua dulce y 30.8 millones de toneladas fue realizada en

aguas marinas, por lo que se llegé a un valor total de 250 000 millones de USD (FAO,
2020).

ACUULTURA

MILLONES DE TONELADAS

(APTURA

1950 1954 1958 1962 1966 1570 1974 1578 1982 1986 1990 1 1998 2002 006 22010 2014 s

B Pesca de cophura, oguos continentales Pesta de copburo, sguos marines W Awicubura, ogues continentales Aevicdlturo, oguas marinas

Figura 1. Produccion mundial de la pesca de «captura y la acuacultura
Fuente: FAO,2020.
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A pesar de estas expectativas, siempre hay un limitante para la expansion y
desarrollo de los sectores, en el caso de la industria acuicola, las enfermedades infecciosas
representan un serio problema mundial para la produccién de organismos, en especial el
ocasionado por las infecciones bacterianas, debido a la resistencia bacteriana. El uso de
los antibioticos en la industria acuicola se ha llegado a utilizar como un método profilactico,
de tal manera que se cree fundamental el uso de este medicamento en todo momento. Sin
embargo, se pueden implementar verdaderas medidas de profilaxis para controlar la
proliferaciébn de microorganismos patdégenos. La resistencia bacteria se puede deber
principalmente al mal y excesivo uso de este medicamento, mal cumplimiento del
tratamiento, venta de antibiéticos sin recetas, mala calidad de los mismos, y al no usados
de forma terapéutica, causando severas consecuencias, como muertes masivas en el
sistema de cultivo (FAO, 2002).

La resistencia bacteriana es un problema mundial, debido a que con facilidad puede
propagarse a otras zonas geograficas, principalmente mediante el agua por su facil
desplazamiento. En acuacultura, cuando se tiene organismos medicados con antibiéticos,
y el agua es desechada sin ser tratada, es muy probable que zonas cercanas sean
contaminadas por estos antibioticos ya que el alimento no consumido de los peces en
cultivo y heces, aun contienen moléculas activas de los antibioticos (Arenas y Moreno,
2017). Otra forma de contaminacion por antibioticos, puede darse por medio de
desplazamiento de fauna con genes resistentes, ya que se ha demostrado molecularmente
gue los genes resistentes son capaces de transmitirse de bacterias acuaticas a bacterias
gue ocasionan infecciones en humanos tales como Vibrio, por lo que se deben aplicar
medidas preventivas en el cultivo de organismos, para proteger la salud publica (Arenas y
Moreno, 2017).

Para monitorear la contaminacion de antibioticos en mares, se realizé un estudio en
peces silvestres que habitaban o se mantenian cerca de maricultivos, por lo que, al analizar
a los peces silvestres, (y que por obvias razones nunca fueron medicados directamente),
se encontraron con algunos antibioticos como tetraciclinas, fenicoles, y quinolonas,
observando que los antibi6ticos pueden contaminar hasta 8 kildmetros a la redonda a partir
del sitio del cultivo (Cabello, 2004), Por esta razon se recomienda aislar a los peces
enfermos al dar un tratamiento terapéutico, ademas de someterlos a un periodo de
cuarenta para evitar el riesgo de contaminar a las poblaciones silvestres y por ende

consumir organismos libres de antibiéticos (FAO,2017).
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1.1 ANTECEDENTES
1.1.1 Problemética en la Nutricidén acuicola

Desde hace varios afios, la acuacultura ha traido consigo un gran reto en cuanto a
la nutricién de peces, ya que, por lo general, en acuacultura se cultivan especies carnivoras
gue requieren altos niveles de proteina en la dieta, por lo que la harina y aceite de pescado
es la mejor materia prima para cubrir estos requerimientos. La alimentacion de organismos
en acuacultura 'y en su mayoria depende de la pesca de especies como anchoveta, sardina
y macarela, ya que aportan una excelente fuente proteina en la dieta, ademas de
aminodcidos esenciales, Aacidos grasos, vitaminas y minerales, permitiéndoles
desarrollarse saludablemente (Arcos, 2015).

Debido a que la proteina es el componente principal de los alimentos balanceados,
y cada vez es mas dificil la captura de estos organismos, poniendo en riesgo a la poblacion
de estas especies silvestres por la creciente demanda que se requiere de estos insumos,
aumentando el precio de la materia prima considerablemente, resultando pérdidas
econdmicas para los productores del sector acuicola (Arcos, 2015), ya que se estima que
mas del 70% de los gastos totales de la produccién se deriva del alimento (Pifieros et al.,
2014).

1.1.2 Soluciones ala problematica

Las nuevas investigaciones van enfocadas en buscar fuentes proteicas alternas que
cumplan con los requerimientos nutricionales del organismo, evitando enfermedades por
deficiencia de nutrientes. (Arcos, 2015).

Para lograr el reemplazo en su totalidad o parcial de harina de pescado, los
nutricionistas estan trabajando en alternativas como el uso de harinas vegetales: como el
uso de algunos granos, que entre ellos destaca la harina de soja, y que cabe mencionar
gue tienen algunos inconvenientes en cuanto a su digestibilidad y factores antinutricionales
en el organismo. Otras alternativas que se estan implementando son el uso de harinas
animales con subproductos, como el avicola, sangre, huesos, carne, etc. (Robaina, 1998).
Por su parte, las harinas a base de insectos también se estan utilizando como las harinas
de grillos, tenebrios, mosca soldado negra (De Haro, 2015), y recientemente harinas a base
de gusanos anélidos como la lombriz de tierra, con fuentes proteicas de alta calidad
similares a la harina de pescado (Alvarenga et al., 2017).

La harina de lombriz se ha manejado como un recurso importante debido a su alto

valor proteico y facil produccién, ademas contiene un alto contenido de aminoacidos
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esenciales, los cuales en la mayoria de las harinas vegetales son deficientes como lisina,
treonina, arginina y valina. De hecho, también se ha descrito que contiene 4cidos grasos
esenciales como el acido linoleico, y acido linolénico, ademas se han encontrado macro y
micronutrientes como cobre, hierro, manganeso, zinc y fésforo en cantidades significativas

(Botello et al., 2019), que son nutrientes esenciales en la nutricion acuicola.

1.1.3 Eiseniafoetida

1.1.3.1 Caracteristicas de la especie

La lombriz de tierra Eisenia foetida (Figura 3) es un oligoqueto del filo anélida y es
comunmente conocida como lombriz roja californiana, la cual pertenece a la familia
Lumbricidae. Este organismo terrestre cumple con funciones ecoldgicas importantes como
la reconstruccion de suelos gracias a la degradacion de la materia organica, haciéndola

mas asimilable para plantas y suelo (Andleeb et al., 2016).

La lombriz roja E. Foetida es la Unica especie de lombrices que puede llegar a vivir
por 16 afos, alcanzando dimensiones de 8 — 12 cm de largo y un peso de 0.8 — 1.4 g
(Somarriba y Guzman, 2004). Morfolégicamente tiene un cuerpo alargado, ligeramente
aplanado y segmentado. Ademas, la lombriz tiene la capacidad de regenerar segmentos
de su cuerpo solo si se pierde la ultima parte del intestino, de lo contrario la lombriz muere

si se pierde la parte anterior (Loza et al., 2011).

El sistema digestivo de la lombriz (Figura 2) empieza por la boca: a través de la
saliva ocurre un proceso de digestion quimica, humedeciendo el alimento consumido con
el objetivo de ablandarlo con la ayuda de enzimas, para posteriormente pasar a la faringe,
el cual cumple con la funcion de aspirar este alimento y ser llevado hacia el eséfago, donde
se encuentran glandulas calciferas que ayudan a neutralizar la acidez de los alimentos.
Una vez cumpliendo esta funcion, el alimento es conducido al buche y por medio de
contracciones musculares, el alimento viaja a la molleja e intestino, lugar donde ocurre la
mayor absorcién de nutrientes. Se sabe que la lombriz de tierra consume diariamente la
misma cantidad de alimento que su peso, utilizando solo el 40% de lo consumido para
procesos metabdlicos, mientras el otro 60% sale como excremento por el ano, este
excremento es mejor conocido como humus de lombriz, el cual es rico en nutrientes

(Somarriba y Guzman, 2004).
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Figura 2. Anatomia de la lombriz roja californiana adulta Eisenia Foetida Fuente: Somarriba

y Guzman, (2004).

El sistema circulatorio de la lombriz, se compone principalmente de 5 vasos
sanguineos (corazones), los cuales se conectan a vasos sanguineos ventrales,
segmentarios y dorsales ubicados a lo largo del cuerpo de la lombriz para mantener una
mejor circulacion de la sangre (Somarriba y Guzman, 2004). En cuanto a su sistema
respiratorio, es primitivo por lo que el intercambio de gases ocurre a través de la piel

(Somarriba y Guzman, 2004).

Su sistema nervioso funciona a través de ganglios y nervios que se encuentran en
todo el cuerpo, con el fin de poder realizar movimientos y siempre estar alerta de
depredadores, ademas cabe resaltar que la lombriz de tierra carece de ojos, ubicandose
en la boca un I6bulo llamado prostomio, el cual a través de fotorreceptores perciben la luz

y crean imagenes en el ganglio cerebral (Somarriba y Guzman, 2004).

Las lombrices son organismos monoicos incompletos, ya que poseen ambos 6rganos
reproductores (masculino y femenino), sin embargo, no pueden autofecundarse por lo que
es necesario el intercambio de gametos. La madurez sexual la alcanzan a los 2 meses si
estan en condiciones adecuadas y con una buena fuente de alimentacién (Somarriba y
Guzméan, 2004). Cuando una lombriz es adulta, posee una hinchazon sobre los segmentos
24 — 30 llamada clitelo (Figura 3: A), por lo que significa que esta lista para el apareamiento
(Andleeb et al., 2016).
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Figura 3. Fotografia tomada al microscopio estereoscopico bifocal, de lombriz roja californiana
adulta Eisenia Foetida. A. clitelo de lombriz completamente desarrollado.

De acuerdo a Loza et al. (2011), E. foetida puede vivir a temperaturas de hasta 30°C,

siendo un éptimo de 20°C para desarrollarse y reproducirse rapidamente.

Al estar listas para el apareamiento, las lombrices juntan su clitelo inversamente para
juntar el espermiducto y oviducto, ubicados en los segmentos 9 -10 para realizar el
intercambio de gametos, una vez terminado el proceso se separan, y sobre el clitelo de
cada una de las lombrices se forma un huevo de células mucosas, y a través de las
vesiculas seminales ubicadas en los segmentos 9 — 11, pasan los espermas para fertilizar
el huevo formado, el cual contiene aproximadamente de 4 a 20 lombrices. El huevo se
desprende del clitelo una vez fecundado, el cual tiene un alto contenido de albumina,
principal fuente de alimentacion para las lombrices hasta el término de su incubacién, con
una duracién aproximada de 14 — 20 dias. Al desprenderse el huevo, las lombrices pueden
seguir reproduciéndose una vez por semana, llegando a tener de 1300 a 1500 lombrices
por afio (Andleeb et al., 2016)

1.1.4 Usos de Eisenia foetida
Debido a la creciente presion por encontrar nuevos sustitutos proteicos de alto valor

e inocuos, se han realizado experimentos con E. foetida, ya que es un macréfago que tiene
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un alto contenido proteico, cumpliendo los requisitos necesarios para ser una fuente de

proteina alterna para las dietas de animales (Duran y Henriquez, 2009).

Algunos estudios presentan resultados favorables al sustituir las harinas tipicas en
la industria acuicola por la harina de lombriz. Para que la carne de lombriz tenga altos
niveles proteicos, depende mucho de las condiciones en las que se maneja el lombricultivo,
por ejemplo: la especie de lombriz con la que se trabaje, el porcentaje de alimento diario,
el mantenimiento dado a la composta, o el procesado que se le da a la materia prima para
obtener harina de lombriz pura (Duran y Henriquez, 2009).

Actualmente la lombricultura es utilizada principalmente en la industria avicula como
fuente proteica, en el cual se pudo comprobar que se puede tener una inclusiéon de hasta
un 30% en las dietas para pollos de gorda sin presentar algin problema para los animales,
ya que mejora el crecimiento de los animales y mejora la calidad de la carne (Bahadori et
al., 2017).

Tsai et al. (2011) realizaron pruebas con dietas de 80. 65 y 35% de harina de lombriz
para alimentar a ratones y observar el efecto del uso de harina de lombriz sobre la
presencia de lesiones intestinales como inflamaciones, tumores o alergia. En los resultados
obtenidos, se encontré que con una inclusion del 65% de harina de lombriz, los ratones no
presentaban modificacion en su tejido intestinal, por lo que fue tolerado este porcentaje de

harina, con 100% de sobrevivencia durante el periodo experimental.

En un extenso andlisis se comprob6 que E. foetida contiene lipidos variables, altos
en acidos grasos poliinsaturados (linolénicos; acidos grasos n-3), los cuales se requieren

para una formulacion completa de una dieta para peces cultivados (Beg et al., 2016).

1.1.5 Eiseniafoetida en la acuacultura.
A la fecha se han realizado estudios para emplear la harina de lombriz en dietas
para peces cultivados (piscicultura), por su alto contenido de proteina cruda que va del 64
a 82 %, de 7 a 10% de lipidos, de 8 a 20% de carbohidratos, y de 2 a 3% de minerales
(Duran y Henriquez, 2009), mismos porcentajes que varian en el proceso de secado de la

harina de lombriz.

El uso de la harina de E. foetida ha sido considerada como una alternativa para la

produccion de alimento en la acuacultura. Nandeesha et al. (2003), realizaron una
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investigacion para el cultivo de carpa comun Cyprinus carpio, en el cual se elaboraron 3
tipos de dietas formuladas, con harina de pescado y harina de lombriz Eudrilus eugeniae
para la alimentacion de los organismos por aproximadamente 3 meses. Se elabor6 una
dieta control con 100 % harina de pescado, la siguiente dieta se elabord con 100% harina
de lombriz y la uUltima dieta se formul6é con 80% harina de lombriz, 20% harina de pescado
y se agreg6 5% de aceite de sardina. En los resultados se comparo el crecimiento de los
organismos (carpa comun), con las diferentes dietas, y se observé que el mejor crecimiento
lo obtuvo la dieta que se formul6 con el 80% de harina de lombriz. Por lo que se concluy6
gue el reemplazo parcial de la harina de pescado con otras fuentes proteicas de origen
animal, y la adicion de ac. grasos esenciales, resulta un mayor crecimiento en los

organismos en comparacion a la dieta a base de harina de pescado.

Por otro lado, Lezcano y Borjas (2017), realizaron un estudio para optimizar la
elaboracién de harina de lombriz E. foetida como fuente proteica en alimento para alevines
de tilapia Oreochromis sp. Se compard la eficiencia proteica de la harina de lombriz en 2
hornos, secado con horno al vacio y secado con horno eléctrico de conveccién, observando
gue la harina de lombriz elaborada con secado al vacio presento una composicion
nutricional de 57% de proteina, 11.9% de humedad y un didmetro de particula de 0.43 mm

siendo adecuado para alimentar a los alevines de tilapia.

Una de las de las razones por las cuales E. foetida es apta para ser utilizada en la
dieta de los organismos, es que no es un vector para la transferencia de agentes

infecciosos (Duran y Henriquez, 2009).

1.1.6 Eisenia foetida en el control de agentes infecciosos.

En algunos estudios se indica que E. foetida contiene compuestos bio-activos, los
cuales funcionan como antioxidante, antimicrobiano, anticancerigeno, antiulcerosas y
antiinflamatorio, y que desde hace varios afios se utilizan tradicionalmente en Vietnam,
China, India y Corea como fuente terapéutica de medicamentos naturales (Nitish et al.,
2018).

Wang et al. (2011) mencionan que Eisenia foetida, a través de la evolucién, ha
desarrollado mecanismos de defensa contra bacterias, virus y hongos patégenos, debido
a su alimentacién y el ambiente en el que se encuentran. Con este estudio demostraron

gue su sistema de defensa se compone de una barrera externa y un sistema de inmunidad
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interno, determinando que la barrera externa de la lombriz estd compuesta por un mucus
gue elimina cualquier agente extrafio, mientras que el sistema de inmunidad interno se
compone de células similares alos leucocitos llamados celomocitos, (Marcano et al., 2018)
estos se componen de 2 principales grupos que realizan diferente funcién: los eleocitos que
participan en la respuesta inmune humoral reconociendo a antigenos, y los amebocitos los
cuales fagocitan al agente extrafio y ayudan a la cicatrizacion, en conjunto estos ayudan a
combatir las infecciones bacterianas de la lombriz, ademas, también tienen la funcién de
osmoregulaciéon, transporte de nutrientes, excrecion de desechos metabdlicos y
desintoxicacion de cualquier contaminante, Wang et al. (2011) ademas enzimas
lisosdmicas, proteinas y péptidos antimicrobianos como Lumbricin |y LTCI, componen esta
barrera interna de defensa contra agentes patdgenos, del sistema inmunolégico de la
lombriz Wang et al. (2011).

Nitish et al. (2018), realizaron un estudio donde se analizo la actividad antibacteriana
del extracto de lombriz de tierra E. foetida, de manera in vitro, por lo que se hicieron
antibiogramas contra bacterias patdgenas aisladas de la carpa comun Cyprinus carpio, en
el que mostrd actividad antibacteriana contra todas las bacterias patdégenas aisladas
(Aeromona hydrophila, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Enterobacter aerogens y Shigella spp.)
observandose una inhibicion maxima contra la bacteria Aeromona hydrophila, y de a
acuerdo a Grajales et al. (2018), Aeromona hydrophila es una de las bacterias mas
comunes en acuacultura, capaz de producir septicemias en los organismos cultivados, es
decir, cuando la infeccion bacteriana se complica y el sistema inmune se descontrola, por
lo que las células inmunoldgicas atacan a Organos Yy tejidos propios del organismo
causando graves dafios en él, ademas, también se presentan hemorragias visibles en el
epitelio del organismo, condicién que complica el proceso de coagulacion sanguinea,

causando mortalidades masivas.

1.1.7 Enfermedades bacterianas.

Las enfermedades se consideran un descontrol del estado normal del cuerpo, que
es generado por microorganismos, los cuales se introducen en el tejido del hospedero

creando una infeccion.
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En la acuacultura, las bacterias y virus, son el grupo de patdégenos de mayor
importancia y de los cuales se debe de tener un monitoreo constante para evitar el contagio
en cadena. Las enfermedades mas comunes producidas por bacterias son: aeromonas,

vibrio, estreptococos y pseudomonas (Balbuena, 2011).

Las enfermedades son un limitante en la industria acuicola, debido a que, si las
enfermedades no son controladas, estos afectan considerablemente el potencial productivo
y la rentabilidad comercial de los organismos. La patologia es fundamental en el cultivo de
organismos acuaticos, ya que las bacterias se generan con mayor rapidez debido a las

condiciones del sistema (Vazquez et al., 2011).

Para que pueda haber una infeccién bacteriana, la bacteria tiene que interactuar con
receptores de la piel, como la mucosa en el caso de los peces, una vez que las bacterias
logran pasar esta barrera, son detectadas por células del sistema inmune como las células
dendriticas, las cuales funcionan como vigilantes del sistema inmunitario buscando
posibles antigenos. Al lograr evadir estas células tan importantes, las bacterias pasan a
circulacion linfatica y sanguinea, distribuyéndose por todo el cuerpo, y depende de la

bacteria, afectara a un érgano o tejido en especifico (Vazquez et al., 2011).

Para que la bacteria tenga éxito de infectar a un hospedero, existen tres factores: La
bacteria tiene que tener estabilidad en el medio ambiente para que pueda sobrevivir, tiene
gue haber disponibilidad de vectores si la bacteria lo requiere, la bacteria tiene que tener
mecanismos que le permita sobrevivir a la respuesta inmune del hospedero. El medio
ambiente, el cual influye en el proceso infeccioso como la temperatura, PH, humedad, aire,
salinidad, etc. El hospedero, influyendo en factores como especie, edad, estado nutricional,
estrés, entre otros (FAO, 2011).

Puede haber patégenos formando parte de su flora normal de un organismo sin
producirle ningun sintoma de una enfermedad, ya que los patdgenos estan en la espera de
condiciones desfavorables para el hospedero, ocasionando que el sistema inmune se

deprima, a estos patdgenos se les conoce como oportunistas (FAO, 2011).

Las bacterias son microrganismos procariontes, los cuales poseen una membrana
plasmatica y ribosomas que contienen todo su material genético. Estos microorganismos
tienen una gran diversidad metabdlica por lo que les permite habitar varios ambientes, de
esta manera clasificandose en 3 diferentes grupos; bacterias aerobias: requieren la

presencia de oxigeno para crecer; bacterias anaerobias: no requieren la presencia de
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oxigeno para crecer; bacterias facultativas: crecen en presencia del oxigeno, pero pueden

desarrollarse sin la presencia de este elemento (Vargas y Kuno, 2014).

Morfologicamente las bacterias se pueden encontrar con una envoltura o desnudos,
con flagelos o cilios, ademas se pueden presentar de 3 diferentes formas: las bacterias en
forma esférica llamados cocos, bacterias en forma alargada llamados bacilos, bacterias en

forma de espiral lamados espirilos y vibriones de forma curva (Vargas y Kuno, 2014).

Las bacterias tienen una reproduccion asexual (Figura 4), es decir por fision binaria,
la cual la bacteria duplica sus cromosomas Y realiza la biparticion para generar 2 células

hijas (Vargas y Kuno, 2014).

Figura 4. Reproduccion de bacterias por fision binaria A. Bacteria; B. Duplicacidon de cromosomas;
C. Biparticion; D. 2 células hijas.

Los bacilos son un grupo de bacterias caracterizados por su forma de barra o
alargados como se menciond anteriormente, los cuales pueden ser Gram negativos o Gram
positivos. Debido a que los bacilos Gram positivos pueden formar esporas, estos llegan a
vivir por varios afios en cualquier ambiente si se tienen las condiciones adecuadas para su
proliferacion, causando dafios patoldgicos tanto en humanos como en animales (Sanchez
et al., 2016).

Los vibrios son bacterias marinas Gram negativas que pertenecen a la familia

Vibrionaceae, y pueden constituir alrededor del 60% de la poblacién de bacterias de su
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ambiente. Los vibrios son agentes patdgenos que pueden ser oportunistas (Leyton y
Riguelme, 2008).

Debido a la gran densidad de organismos que se maneja en la acuacultura intensiva
y el exceso de nutrientes que se generan en estos sistemas, facilita la proliferacion de
vibrios. Las enfermedades por vibrio es uno de los problemas mas frecuentes en los cultivos
de peces, por lo que, en los Ultimos afios estas bacterias han sido estudiadas debido a la
gran mortalidad que produce, generando una importante pérdida econémica (Leyton y
Riguelme, 2008).

Trejo (2019) realizé una extensa investigacion en larvas y juveniles de Totoaba
macdonaldi ante un evento de vibriosis. Los juveniles de 50 dias después de la eclosion,
presentaban lesiones cutaneas, que a nivel histolégico se mostraba necrosis epidérmica,
muscular, dafio branquial, hemolisis y una colonia de bacterias en la dermis, por lo que se
aislaron 8 colonias totales de las lesiones que correspondian a 4 especies de vibrio,

destacando la presencia de Vibrio harveyi.

Vibrio harveyi se desliza por medio de un flagelo simple, crece en temperaturas
optimas de 30 a 35°C, tolera un amplio rango de salinidades y es responsable de
enfermedades infecciosas en algunos organismos de importancia acuicola como lenguado,
robalo, camarén, pepinos de mar y abulén (Austin y Zhang, 2006), y actualmente también

en Totoaba macdonaldi (Trejo, 2019).

Para disminuir los efectos negativos sobre la produccion acuicola, se han
presentado las terapias quimicas con antibiéticos como la solucion mas empleada, sin
embargo, esta curativa ha traido graves consecuencias como la resistencia bacteriana a
dichas terapias quimicas, enfermedades infecciosas por bacterias con mayor tiempo de
prolongacion, muertes masivas y por ende mayores pérdidas econémicas en la industria
acuicola (FAO, 2002).

1.1.8 Antibidticos

Los antibioticos son biomoléculas activas que poseen la capacidad de matar o inhibir
el desarrollo de microorganismos, y actualmente se estdn empleando en la ganaderia

industrial, agricultura moderna y acuacultura. En la acuacultura los antibiéticos se
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suministran de manera directa en el agua, los cuales llegan al medio ambiente causando

gran impacto negativo en flora y fauna (Rodriguez, 2014).

En la década de los 40’s, los antibidticos trajeron esperanzas a los patologos de
poder erradicar y mantener un control de las enfermedades infecciosas, sin embargo, el
mal uso de estos trajo consecuencias como la resistencia bacteriana, es decir, que la
bacteria es capaz de sobrevivir y crecer en presencia de uno o mas antibiéticos, esto debido
a que se encuentran interactuando en el ambiente acudatico, dificultando el tratamiento de

infecciones (Alvarez et al., 2004).

Los antibiéticos se han catalogado como contaminantes, una vez que son aplicados
en el sistema de cultivo de cualquier organismo. El mal y excesivo uso de antibiéticos
comerciales en laindustria acuicola ha llevado a la aparicion de una gran gama de bacterias
resistentes, por lo tanto, es complicado poder mantener un control de las enfermedades en
el cultivo, representando amenazas importantes para una produccion exitosa de peces
(Apun, 2007).

La producciéon de organismos acuicolas requiere de un buen control sanitario, esto
con el objetivo de mantenerlos saludables y favorecer su crecimiento, de esta manera

poder comercializar alimentos de calidad al consumidor final (Apun, 2007).

La expansion de agentes bacterianos en el cultivo, es la principal causa de muerte
de los organismos, recurriendo a los antibiéticos como método alternativo, algunas veces

no efectivo para el tratamiento de estos agentes (Apun, 2007).

Se ha considerado que la administracion de los antibiGticos a través del alimento de
los organismos no es la mejor forma de medicarlos, debido a que cuando un organismo ya
esta enfermo presenta falta de apetito, por lo que los antibiéticos sintéticos quedan en el

medio sin sufrir cambios e impactan el medio ambiente (Rodriguez, 2014).

Para que los antibidticos puedan ser eficaces ante las enfermedades patégenas,
estos deben pasar a través de la superficie de la bacteria, posteriormente fijarse en sus
estructuras bioquimicas, e impedir la sintesis de &cidos nucleicos y proteinas, de esta

manera, evitando la proliferacion de bacterias (Pérez y Robles, 2013).
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1.1.9 Resistencia bacteriana en la acuacultura

La resistencia bacteriana a antibiéticos, sin lugar a dudas es un problema,
impactando severamente al entorno, ademas, también se encuentra como un problema

social, econdmico y ético (Parrado et al., 2014).

Cuando se empezaron a utilizar los antibioticos, se tenia la esperanza de que las
enfermedades desaparecerian, sin embargo, no se conocia el mecanismo de defensa de
las bacterias, 7 afios mas tarde del comienzo de la aplicacion de antibiéticos, en 1947 ya
se tendria la primera bacteria resistente a la penicilina, Staphylococcus aureus (Parrado et
al., 2014).

Hasta hoy en dia se ha reportado y comprobado la resistencia de bacterias a varios
antibidticos sintéticos utilizados comunmente en la acuacultura como polimyxina B,
oxitetraciclina, novobiocina, gentamicina y ciprofloxacina. La bacteria es resistente cuando
el crecimiento de las bacterias es superior a las concentraciones del antibiotico (Parrado et
al., 2014).

Existen 3 tipos de mecanismos que las bacterias realizan para impedir a los

antibidticos ejercer su proposito de evitar la proliferacion bacteriana:

1) Desactivacion por enzimas: Esto se da cuando la bacteria produce enzimas como
betalactamasas, capaces de que el antibidtico sea ineficiente, pudiendo actuar
contra penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos (Pérez y
Robles, 2013).

2) Modificacion de bacterias: Estas modificaciones bacterianas se pueden presentar

de diferente manera

Resistencia natural: Se da cuando el antibiético no tiene afinidad quimica con las
proteinas de transporte de la bacteria, de decir, no interactian entre si y hace a la

bacteria resistente (Pérez y Robles, 2013).

Cambio de la proteina blanco o porinas: Esto sucede cuando por mutaciones de la
bacteria cambia la forma de la proteina blanco, la cual se encuentra en la pared de la
bacteria, por lo que se pierde la afinidad quimica, es decir, se alteran las entradas de la

bacteria para el antibiético y se vuelve resistente (Pérez y Robles, 2013).

Mutacion bacteriana: Las bacterias estan en constante mutacion debido a que tienen

una alta tasa de replicacion, permitiendo encontrar diferentes tipos de bacterias que pueden
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sobrevivir a diferentes situaciones (Pérez y Robles, 2013). Debido a la rapidez de
multiplicacion bacteriana, se realizan mutaciones espontaneas o aleatorias en el proceso
biolégico de replicacion del ADN sin que la bacteria lo prevea, algunas mutaciones pueden
estar a favor de la bacteria haciéndola resistente a antibiéticos generando cada vez mas
bacterias con la misma mutacién, o simplemente no beneficiAndole la mutacién y morir
(Pérez y Robles, 2013).

Lisis Enziméatica: Cuando las bacterias generan enzimas y se encargan de digerir el
antibidtico, por lo que no se alcanza la concentracion inhibitoria minima, por lo que las
bacterias se hacen resistentes. A nivel celular, hay proteinas llamadas porinas, las cuales
permiten el paso de los antibi6ticos, pero debido a reacciones y alertas de citotoxicidad de
la bacteria a nivel plasmatico, las bacterias pueden cerrar y endocitar estas porinas
evitando el paso de los antibidticos y por consecuente ser destruidas (Pérez y Robles,
2013).

Bombas de flujo: Cuando las bacterias contienen proteinas de transporte en su
pared, las cuales tienen la funcién de sacar moléculas del antibiotico cada vez que estas
se introduzcan a la bacteria, evitando alcanzar la contraccion minima (Pérez y Robles,
2013).

3) Alteracion por parte de la bacteria: Estas alteraciones suceden a nivel ADN y son
fundamentales para la formacién de la pared celular, teniendo la capacidad de ser

resistentes a varios antibioticos (Pérez y Robles, 2013).

En los ultimos afos, la busqueda de alternativas para el control de las infecciones
bacterianas se ha centrado en investigacion de diversos compuestos presentes en
organismos. Se ha demostrado que el uso de antimicrobianos de origen natural no genera

resistencias bacterianas. (Nitish et al., 2018).

1.1.10 Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son moléculas activas que se han encontrado
en varios organismos y que se crean por el sistema inmune innato. Los PAMs son
moléculas muy complejas, y tienen la capacidad de realizar diversas funciones, desde
interactuar con microrganismos patdgenos a través de la membrana, hasta afectarlos

directamente en la replicacibn del ADN y sintesis proteica, ademas actdan como
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inmunoestimuladores, activando los leucocitos del organismo, aumentando de esta manera
los linfocitos, algunos fagocitos como los neutréfilos que ayudan al cuerpo a reconocer

invasores y atacar contra una infeccién bacteriana (Téllez y Castafio, 2010).

Debido a las investigaciones que se han realizado a cerca de los PAM’s, se
considera que tienen un alto potencial en la patologia y microbiologia, ya que se puede
contrarrestar la problemética que hoy en dia se presenta con la resistencia bacteriana a los
antibidticos, ademas se reporta que tienen un bajo potencial de resistencia antimicrobiana
(Téllez y Castafio, 2010), y podrian ser utilizados como: tratamientos terapéuticos a
infecciones, inmunoestimuladores ya que pueden incrementar la inmunidad innata y
neutralizantes de endotoxinas ya que son componentes toxicos como los lipopolisacaridos,

que se encuentran en la membrana y la pared celular de la bacteria (Del Angel et al., 2018).

Dado que todos los organismos son un sistema abierto y estan en constante
exposicion a las amenazas por infeccion patdégena, el sistema inmune de todos lo
organismo ha desarrollado mecanismos de defensa, y han ido evolucionando a través de
los afios debido a la interaccion de las especies en el ambiente en el que se desarrollan,
los cuales estan expuestos a patdgenos especificos, por ejemplo, los PAMs de los
organismos invertebrados se caracterizan por su rapida sintesis y secrecion en la hemolinfa
(Del Angel et al., 2018).

Los PAMs, generalmente contienen 200 aminoacidos y son producidos por
diferentes células y se expresan de diferente forma dependiendo del organismo y el tejido
gue se encuentre infectado, ademas debido a varias investigaciones se menciona que los
péptidos son moléculas con una inhibicién bacteriana de amplio espectro (Téllez y Castafo,
2010).

Una de las tareas de los péptidos antimicrobianos es que actlan en contra de
microorganismos que intentan ingresar al hospedero por medio de la primera barrera, la
piel, estos péptidos tienen la tarea de mantener la piel y mucosas intactas, para evitar la

filtracion de agentes patdgenos (Cedillo et al., 2015).

La clasificacion de los PAMs se realiza segun su estructura y su composicion, por
ejemplo: lineales, hélice alfa, por enriquecimiento de aminoacidos, contenido de puentes
de disulfuro y fragmentos de otras moléculas proteicas (Cedillo et al., 2015). Su mecanismo
de accion también es multiple y dependen de cada especie, y de justo como lo describen

Del Angel et al. (2018), consiste en dafiar al patégeno a través de fuerzas electroestaticas,
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debido a que los PAMSs tienen un gran contenido de arginina y lisina, lo que los hace de
carga positiva, haciéndolos cationicos entre su residuo aminopositivo y la membrana del

patégeno con carga negativa.

Al igual que los antibidticos convencionales, la inhibicion antibacteriana de los
péptidos depende de la composicién del patégeno, la concentracion disponible del péptido
en el medio y la afinidad o interaccidén de los PAMs con el patdgeno, ya que estos contienen
pequefios poros por donde el péptido interactia con la bacteria provocando lisis enzimética
(Téllez y Castafio, 2010).

Se ha encontrado que algunos de los organismos que mayor cantidad de PAMs
registra, son aquellos que su habitat los expone a un gran nimero de microorganismos con
potencial patogénico tal es el caso de la lombriz de tierra Eisenia foetida (Del Angel et al.,
2018).

1.2 Justificacion

Debido al interés que surge en utilizar cada vez menos sustancias que pueden ser
nocivas a la salud humana y al medio ambiente, existe un mayor interés en buscar controles
biologicos, como es el caso de la lombriz Eisenia foetida, que de acuerdo a estudios previos
han demostrado que presenta actividad antibacteriana que podrian emplearse en el
tratamiento de infecciones en peces, lo que lleva a la disponibilidad de peces libres de
antibidticos para los consumidores y por ende mayores ganancias a los productores debido

a la mayor sobrevivencia de los organismos en cultivo. (Nitish et al., 2018).

La importancia del estudio de la harina de lombriz es que, de acuerdo a los
antecedentes descritos, la harina de lombriz roja contiene altos niveles de proteinas que
van del 64 a 82%, alta digestibilidad, posee aminoacidos y acidos grasos esenciales,
teniendo un perfil nutricional muy completo y apto para ser un producto que cumple con los
estandares de nutricidn de alta calidad para la produccion de alevines (Lezcano y Borjas,
2017).

El aprovechamiento que se tendria de utilizar la lombriz en alimentacion acuicola, es
gue impulsariamos una nueva actividad es este sector acuicola como fuente proteica para
el desarrollo de alevines de peces. Ademas, se menciona que Eisenia foetida puede ser

utilizada de forma cruda (ya que no es un vector de enfermedades) o procesada para ser
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mezclada con otros productos y producir concentrados de excelente calidad para la
alimentacién de animales. Una de las ventajas de utilizar la lombriz de tierra E. foetida en
la dieta de peces, es que se puede producir a un bajo costo debido a que se alimentan de
residuos orgénicos, tiene una alta tasa reproductiva, asi como alta tasa de crecimiento. Asi
mismo, la lombriz de tierra se considera de gran potencial, ya que es un organismo

cosmopolita (Loza et al., 2011).

2. HIPOTESIS

El uso de la harina de lombriz de tierra Eisenia foetida, mostrara actividad antibacteriana

contra bacterias con potencial patogénico.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Evaluar y analizar el efecto antibacteriano de la harina de lombriz Eisenia foetida.
3.2 Objetivos especificos

e Establecer el método de elaboracién de harina de lombriz Eisenia foetida, que

permita contener la mayor cantidad del péptido antibacteriano.

e Evaluar el efecto inhibitorio de la harina de lombriz Eisenia foetida posterior a su
incorporacion en una dieta formulada para peces marinos carnivoros como Totoaba

macdonaldi.

e Evaluar el efecto inhibitorio de la dieta a base de harina de lombriz Eisenia foetida

contra bacterias Gram negativas y Gram positivas.

31



4 METODOLOGIA

4.1 Evaluacion y seleccion de la harina de lombriz con mayor efecto
antibacteriano (liofilizador vs estufa).

4.1.1 Obtencién de lombrices

Se tomaron aproximadamente 50 lombrices de tierra E. foetida de la lombricomposta
ubicada en la FCM de la UABC (Figura 5: A, B). Se seleccionaron lombrices maduras con
un tamafo promedio de 8-10 cm (Figura 5:C) obteniendo un peso total himedo de 38.16
g. Se lavaron con agua dulce para separar el exceso de tierra y humus de la piel exterior
de la lombriz. Las lombrices se colocaron en un matraz Fernbach de 2 litros junto con papel
secante humedecido con agua destilada, con el objetivo de limpiar el sistema digestivo de
la lombriz (Figura 5: D). Se coloc6 una tapa de papel parafilm y se dejaron en el matraz por
24 hrs.

Figura 5. Fotografias tomadas a: A. Lombricomposta ubicada en la FCM, By C. Eisenia foetida adulta
con un tamafio aproximado a 10 cm, D. Lombrices colocadas en matraz Fernbach de 2 L., con papel
secante para la limpieza de su tracto digestivo.
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4.1.2 Preparacion de harina de lombriz secada por medio de liofilizacion.

Después de las 24 hrs, se retird el papel secante, y las lombrices se colocaron en
una caja Petri en una balanza analitica y se pesé 19.08 g de lombriz de tierra (peso
hamedo). Posteriormente se colocaron las lombrices en tubos falcén de 50 ml y se dejaron
las muestras en un ultra congelador Thermo scientific, a una temperatura de -75°C por 24
hrs. Pasando el tiempo de congelamiento, se colocé la muestra en un liofilizador a una

temperatura de -53°c (Figura 6: A), dejando la muestra en el equipo por 24 hrs.

Figura 6. Fotografias tomadas a: A. Liofilizador ubicado en el Laboratorio de Nutricidn Acuicola en
la FCM; B. Peso de lombriz en peso seco; C. Lombriz secada por medio de liofilizacién.

Pasando el tiempo de liofilizado se retird la muestra del equipo, y en una balanza
analitica se peso la muestra obtenida (Figura 6: B): 3.69 g. La lombriz liofilizada (Figura 6:

C) se tritur6 en una licuadora hasta obtener polvo y se colocé en bolsa ziploc hasta su uso

4.1.3 Preparacion de acido tricloroacético

Se peso6 en una navecilla 357 g de acido tricloroacético en una balanza analitica, en
un vaso de precipitado de 500 ml se colocd 250 ml de agua destilada, se afiadi6 el ac.
tricloroacético y se agito la solucion hasta disolver. Se guardd en un frasco de vidrio de

500 ml en el refrigerador hasta su uso.

33



4.1.4 Extraccion del compuesto bioactivo de la harina de lombriz secada por

medio de liofilizacién.

La extraccion del compuesto bioactivo de la harina de lombriz liofilizada se realizé
de acuerdo al protocolo de Sanchez (2001).

Se pes6 .500 g de harina liofilizada en una balanza analitica y se coloc6 en un tubo
eppendorf de 1.5 ml, posteriormente se agregd 1000 ul de &cido tricloroacético previamente
preparado y se dejé reposar por 15 minutos.

Las muestras se realizaron por triplicado y se colocaron en una centrifuga, colocando
la muestra a 14,000 rpm a 4°C por 5 minutos, se extrajo el plasma con ayuda de una
micropipeta de 1000 pl, y se agreg6 600 pl de acetona con una micropipeta de 1000 pl para
lavar la muestra. Siguiendo el protocolo, Nuevamente se centrifug6 la muestra, volviendo
a repetir el mismo procedimiento 3 veces mas. Una vez terminando con los ciclos de
centrifugado, se abrieron los tubos eppendorf y se colocaron con la tapa abierta en un vaso
de precipitado de 50 ml y se dejaron en una estufa de calentamiento a 30°C por 24 hrs para

evaporizar completamente la acetona (Figura 7).

Figura 7. Fotografia tomada a tubos eppendorf con contenido de harina de lombriz secada por

medio de liofilizacion.

4.1.5 Preparacién de placas con medio Mueller-Hinton.

En una navecilla se peso 11.4 g de polvo Mueller-Hinton y 6 gr de sal en una balanza
analitica, posteriormente se suspendié en 300 ml de agua destilada en un matraz Fernbach
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de 2 litros. Sobre una plancha de calentamiento se agito suave hasta completa disolucién,

y se hirvié durante 1 minuto.

Se esterilizo la solucién junto con placas de cristal de Petri a 121°C a 15 LDP por 15
minutos en una autoclave. Una vez tibia la solucion se vaciaron en las placas de Petri

estériles y se guardaron en el refrigerador hasta su uso.

4.1.6 Antibiogramas

En el area de inoculacion del Laboratorio de Microbiologia, se encendieron los
mecheros para esterilizar el lugar, posteriormente se tomaron placas con medio Mueller-
Hinton del refrigerador y se colocaron cerca del mechero para que estuvieran a temperatura
ambiente antes de sembrar la bacteria. Se tomo la bacteria de la incubadora identificada
previamente por el método de identificacion bioquimica (kit microbiolog) como Vibrio

harveyi, vibrio Gram negativo.

Con un hisopo se tomo Vibrio harveyiy se disperso la bacteria por toda la placa para
sembrarla, con unas pinzas esterilizadas se tomé de los tubos eppendorf .500 g de muestra
de la harina de lombriz liofilizada previamente centrifugada y se coloc6 sobre la placa con
bacteria. Posteriormente se tomaron sensidiscos con unas pinzas esterilizadas y se
colocaron de igual manera sobre una placa con bacteria, y se afiadieron 10ul de acetona,
como como nuestro control negativo, para asegurar que la acetona no estuviera inhibiendo
la bacteria, ya que con este solvente se realizé el lavado del ac. tricloroacético de la

muestra. Las placas se realizaron por triplicado.

4.1.7 Preparacién de harina de lombriz secada por medio de estufa.

Se coloc6 una caja petri en una balanza analitica y se peso6 unicamente 19.08 g

de lombriz de tierra (peso humedo).

Posteriormente las lombrices se sacrificaron mediante shock térmico a una
temperatura de 4°C, dejandolas en el congelador durante 2 hrs. Después, las lombrices se
distribuyeron en 2 cajas de petri para posteriormente ser introducidas al horno a 60°C por
6 hrs (Figura 8: A).
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Figura 8. Fotografia tomada a: A. Estufa ubicada en el Laboratorio de Nutricidén Acuicola en la FCM;
B. Peso de lombriz (peso seco); C. Lombriz de tierra secada por medio de estufa.

La lombriz deshidrata en estufa (Figura 8: C) se trituro en una licuadora hasta
obtener polvo, y en una balanza analitica se colocd la muestra para obtener el peso seco
(Figura 8: B), el cual fue de: 3.61 g. La harina seca de lombriz se almaceno en una bolsa

ziploc hasta su uso.

4.1.8 Extraccion del compuesto bioactivo de la harina de lombriz secada por

medio de estufa.

La extraccion del compuesto bioactivo de la harina de lombriz por método
convencional se realizo de acuerdo al protocolo de Sanchez (2001), realizando el mismo

procedimiento que en el apartado (4.1.4) de la metodologia.

4.1.9 Antibiogramas

Los antibiogramas se realizaron utilizando el mismo método del apartado (4.1.6) de
la metodologia, a diferencia que se colocé .500 g de muestra de la harina de lombriz por
método convencional en horno previamente centrifugada sobre la placa con bacteria

sembrada.
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4.2 Preparacion de dieta con harina de mayor efecto antimicrobiano: Harina de

lombriz secada por medio de liofilizacion.
4.2.1 Obtencion de lombrices

Se colectaron lombrices de tierra E. foetida de la lombricomposta ubicada en la FCM de
la UABC. Se seleccionaron lombrices maduras con un tamafio promedio de 8-10 cm,

obteniendo un peso total himedo de 108.79 g.

Las lombrices se lavaron con agua dulce para separar el exceso de tierra y humus de

la piel exterior de la lombriz.

Se colocaron en un matraz Fernbach de 2 litros junto con papel secante humedecido
con agua destilada, con el objetivo de limpiar el sistema digestivo de las lombrices. Se

coloco una tapa de papel parafiim y se dejaron en el matraz por 24 hrs.

Después de las 24 hrs, se retiraron las lombrices del matraz Fernbach, junto con el
papel secante. Las lombrices se repartieron entre 9 tubos falcén de 50 ml y se dejaron las
muestras en un ultra congelador Thermo Scientific a una temperatura de -75°C por 24 hrs.
Pasando el tiempo de congelamiento, se colocaron las muestras en el liofilizador a una

temperatura de -53°C. Las muestras se dejaron en el equipo por 24 hrs.

Pasando el tiempo de liofilizado se retiraron las muestras del equipo, y en una
balanza analitica se peso6 la muestra obtenida: 53.60 g. Posteriormente se trituro la harina
de lombriz en una licuadora hasta obtener polvo y se almaceno en una bolsa ziploc hasta

Su uso.

4.2.2 Formulacién de dieta con harina de lombriz secada por medio de
liofilizacion.

Para la obtencion de pellets de la dieta a base de harina de lombriz liofilizada, se
pesaron cada uno los ingredientes de la tabla 1 por separado con la ayuda de una balanza
analitica. Se vertieron anicamente las harinas en un recipiente con capacidad de 2 kg y se
mezclé por 5 minutos, posteriormente se coloco el Nutrikelp, y se mezclé por otros 5

minutos; se colocaron los 5 g de grenetina en un vaso de precipitado de 50 ml con

aproximadamente 15 ml agua y se coloco por 3 minutos en el microondas, y se vertié en el
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recipiente, finalmente se mezclaron todos los ingredientes hasta obtener una masa

homogénea.

En una charola de aluminio, se aplano la masa obtenida con la mano haciendo
circulos pequefos y se colocaron en una estufa a 60°C por 6hrs. Por dltimo, se retird de la

estufa y se almacenaron los pellets en una bolsa ziploc hasta su uso (Figura 9).

Figura 9. Fotografia de pellets a base de harina de lombriz secada por medio de liofilizacién.

Tabla 1. Composicion nutricional de dieta a base de harina de lombriz secada por liofilizacién y
dieta a base de harina de pescado.

Harina de lombriz 52.3 Harina de pescado 52.7
CPS* 8.7 CPS* 7.7
Nutrikelp 2.0 Nutrikelp 2.0
Harina de trigo 19.0 Harina de trigo 19.0
Grenetina 5.0 Grenetina 5.0
Celulosa 9.45 Celulosa 7.05
Aceite animal - Aceite animal 3.0
Mix Vit y Min** 1.0 Mix Vit y Min** 1.0
Taurina 0.50 Taurina 0.50
Lisina 0.75 Lisina 0.75
Metionina 0.30 Metionina 0.30
Triptéfano 0.50 Triptéfano 0.50
Colina 0.50 Colina 0.50

*Concentrado proteico de soya *Mix de vitaminas y minerales
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Con la ayuda de un mortero se trituraron los pellets elaborados hasta obtener polvo
para poder realizar la extraccion del compuesto bioactivo de la harina de lombriz (Figura
10).

Figura 10. Fotografia tomada a: Contenido de navecilla izquierda, alimento a base de harina de
lombriz secada por medio de liofilizacion., Contenido de navecilla derecha, alimento a base de
harina de pescado.

4.2.3 Extraccion de compuestos bioactivos en harinas.

La extraccion del compuesto bioactivo de la dieta a base de harina de lombriz secada
por medio de liofilizacion, se realizé de acuerdo al protocolo de Sanchez (2001), realizando
el mismo procedimiento que en el apartado (4.1.4) de la metodologia. Para verificar que
el alimento de harina de pescado (dieta control negativo) no tuviera algin compuesto
bioactivo o influencia en los antibiogramas, se realiz6 el mismo procedimiento de extraccion

Sanchez (2001), descrito en el apartado (4.1.4) de la metodologia (Figura 11).
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Figura 11. Fotografia tomada a: Centrifugado para la extraccion de compuestos bioactivos.,
Contenido de tubos eppendorf de izquierda: dieta a base de harina de lombriz secada por medio de
liofilizacion., Contenido de tubos eppendorf de derecha: dieta a base de harina de pescado.

4.2.4 Antibiogramas

Los antibiogramas se realizaron utilizando el mismo método del apartado (4.1.6) de
la metodologia, a diferencia que se colocé muestra de la dieta a base de harina de lombriz
liofilizada previamente centrifugada sobre la placa con bacteria sembrada, y dieta a base

de harina de pescado. Estas placas se realizaron por triplicado por cada dieta.

4.3 Evaluacion del efecto antibacteriano de la dieta a base de harina lombriz secada

por medio de liofilizacion contra bacterias Gram negativas y Gram positivas.
4.3.1 Preparacién de placas con medio TSA

En una navecilla se pes6 8 g de polvo TSAy 4 g de sal en una balanza analitica, se
suspendid en 200 ml de agua destilada en un matraz Fernbach de 2 litros. Sobre una
plancha de calentamiento se agito suave hasta completa disolucién, y se hirvié durante 1

minuto.

Se esterilizo la solucidén junto con placas de cristal de Petri a 121°c a 15 LDP por 15
minutos en una autoclave. Una vez tibia la solucién se vaciaron en las placas de Petri

estériles y se guardaron en el refrigerador hasta su uso.
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4.3.2 ldentificacién bacteriana

Para la identificacién bacteriana de Gram positivas y Gram negativas, se utilizaron
técnicas como aislamiento y purificacion, tincion Gram para la observacion de las bacterias
en el microscopio compuesto e identificacion por bioquimica, utilizando el kit microbiolog
(Figura 12).

s s 2 amal |

"

Figura 12. Fotografias tomadas a: A. Aislamiento y purificacién de bacteria Gram positiva Bacillus
cereus, B. Identificacion bacteriana por tincion Gram de Bacillus, C. identificacién bacteriana por
bioguimica (Microplaca Gen Ill).

4.3.3 Antibiogramas con bacteria Gram positivay Gram negativa.

Los antibiogramas se realizaron utilizando el mismo método del apartado (4.1.6) de
la metodologia, a diferencia que se realizaron los antibiogramas con dieta a base de harina
de lombriz liofilizada y dieta a base de harina de pescado como control negativo contra 2
diferentes tipos de bacterias, Gram positiva (Bacillus cereus) sembrada en placa TSA y
Gram negativa (Vibrio harveyi) sembrada en placa Muller - Hinton. Estos antibiogramas se

realizaron por triplicado por cada tipo de dieta en conjunto a cada tipo de bacteria.

4.4 Andlisis estadistico

La evaluacion de la normalidad de los datos se determiné con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y para la evaluacion de la homocedasticidad de los datos se aplico
el test de Levene, los cuales se realizaron con el programa STATISTICA. El efecto que se

presentd en las muestras ante los halos de inhibicion en el antibiograma se evalu6 con la
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prueba T-Student por grupos independientes. Los andlisis estadisticos se realizaron
utilizando el programa STATISTICA.
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5 RESULTADOS

5.1 Efecto antibacteriano de la harina de lombriz secado por medio de liofilizacién

(HLL) y harina de lombriz secado por medio de estufa (HLE).

Se identificaron 2 tipos de bacterias, Bacillus cereus (Gram positiva) y Vibrio harveyi
(Gram negativa), Tanto la HLE como HLL mostraron actividad de inhibicion para Vibrio

harveyi (Figura 13).

Al someter los datos obtenidos a una prueba T-Student se observaba una diferencia
significativa (P<0.05) (VER ANEXOS) en el didmetro del halo de inhibicién generado por
cada una de las harinas. Se encontré6 un mayor didmetro en los antibiogramas de la HLL
(A1=3.3 cm, A2=3.0 cm, A3=2.7 cm), en comparacion al diametro registrado en los
antibiogramas de HLE (A1=1.9 cm, A2=1.7 cm, A3=1.4 cm). Cabe mencionar que esta

actividad sucedi6 dentro de las primeras 24 hrs posterior a la siembra bacteriana.

Figura 13. Fotografias de: A. Antibiograma con harina antibacteriana de lombriz secada por medio
de estufa, con un halo de inhibicidn contra Vibrio harveyi de 1.9 cm; B. Antibiograma con harina
antibacteriana de lombriz secada por medio de liofilizacidn, con un halo de inhibiciéon contra Vibrio
harveyi de 3.0 cm.

Siguiendo el monitoreo de los antibiogramas, 48 hrs posterior a la siembra de la

bacteria, se midieron nuevamente los halos de inhibicién bacteriana, con el fin de observar
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las hrs de influencia del compuesto bioactivo que tiene la HLL contra la bacteria Vibrio
harveyi (Figura 14), los cuales mantuvieron el halo de abertura a diferencia de los
antibiogramas con HLE, donde se registr6 una reduccion en el diametro de los halos
teniendo una diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05)(Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de antibiogramas de la harina de lombriz secada por medio de liofilizacion (HLL)

y harina de lombriz secada por medio de estufa (HLE), presentando actividad antibacteriana contra
la bacteria Vibrio harveyi en 48 hrs.

1.9cm 3.3cm 0cm
1.5cm 3.0cm 0cm
1.1cm 2.7 cm 0cm

Figura 14. Fotografia tomada a antibiograma con harina de lombriz secada por medio de liofilizacion
con efecto antibacteriano, 48 hrs posterior a la siembra, con un halo de inhibicién contra Vibrio
harveyi de 3.3 cm.
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5.2 Comparacion del efecto antibacteriano de la dieta a base de harina de

lombriz secada por medio de liofilizacién y dieta a base de harina de pescado.

Debido a que Rivas et al. (2006) menciona que los péptidos antimicrobianos estan
presentes en la mayoria de los organismos, incluyendo peces, se realizaron antibiogramas
para observar el verdadero efecto de la harina de lombriz liofilizada, posterior a su

incorporacion a la dieta formulada.

En la dieta a base de harina de pescado, no se obtuvo accién antibacteriana contra
la bacteria Vibrio harveyi (VER ANEXOS) en ninguna de las 3 réplicas, a diferencia de la
dieta a base de harina de lombriz liofilizada, con un halo inhibitorio de 2.9 cm de diametro,
manteniendo la misma abertura sin ser contaminada con la bacteria Vibrio harveyi por mas
de 48 hrs (Figuralb).

Figura 15. Fotografia tomada a antibiograma con dieta a base de harina de pescado (P), y dieta a
base de harina de lombriz secada por medio de liofilizacién (L) contra bacteria Vibrio harveyi, con
un halo de inhibicién de 2.9 cm.

De la misma manera, y solo para descartar cualquier error en el procedimiento de

liberacién de los compuestos antibacterianos, también se realizd un antibiograma por
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triplicado con acetona (Figura 16) como un control negativo, debido a que se utilizo este
solvente para la liberacion de péptidos como lo marca el protocolo de Sanchez (2001),
verificando de esta manera en los resultados posteriores a las 24 hrs, la inactividad
antibacteriana contra la bacteria Vibrio harveyi, ya que no se presentd ninguna inhibicion
en la placa.

Figura 16. Fotografia tomada a antibiograma con sensidiscos con 10 pl de acetona cada uno, contra
bacteria Vibrio harveyi, sin inhibicidon antibacteriana.

5.3 Comparacion del efecto antibacteriano de la dieta a base de harina de
lombriz secada por medio de liofilizacién (DLL) contra bacterias Gram positivas y

bacterias Gram negativas.

Finalmente, en cuanto a la comparacién del efecto antibacteriano que causa la DLL
entre los 2 tipos de bacterias: Gram negativa (Vibrio harveyi) y Gram positiva (Bacillus
cereus), se observé un halo maximo de inhibicion de 4. 3 cm para Vibrio harveyi Gram
negativo (Figura 17), mientras que para Bacillus cereus Gram positiva se observo que el

halo maximo generado por la DLL fue de 3.9 cm (Figura 18) (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados de los halos de inhibicion bacteriana contra bacteria Gram negativa Vibrio
harveyi y bacteria Gram positiva Bacillus cereus, con dieta a base de harina de lombriz secada por
medio de liofilizacion (DLL) como indicador antibacteriano y antibiogramas con dieta a base de
harina de pescado (DP) como control negativo contra los 2 tipos de bacterias.

4.3 cm Ocm 3.9cm 0cm
4.1cm Ocm 3.8 cm 0cm
3.9cm Ocm 3.7cm 0Ocm

Figura 17. Fotografia tomada a antibiogramas; Izquierda, dieta a base de harina de lombriz secada
por medio de liofilizacién (DLL) contra bacteria Vibrio harveyi Gramnegativo, con efecto
antibacteriano y un halo de inhibicion de 4.1 cm. Derecha, dieta a base de harina de pescado (DP)
contra bacteria Vibrio harveyi Gramnegativo, sin efecto antibacteriano.

La dieta a base de harina de pescado fue utilizada como control negativo en esta
fase experimental, con la intencién de descartar la actividad antibacteriana contra los 2
tipos de bacterias, y efectivamente, los antibiogramas con la dieta a base de harina de
pescado contra las bacterias Vibrio harveyi Gram negativa, y Bacillus cereus Gram positiva

no presentaron dicha actividad.
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Figura 18. Fotografia tomada a antibiogramas; Izquierda, dieta a base de harina de lombriz secada
por medio de liofilizacion (DLL) contra bacteria Bacillus cereus Gram positiva, con efecto
antibacteriano y un halo de inhibicion de 3.9 cm. Derecha, dieta a base de harina de pescado (DP)
contra bacteria Bacillus cereus Gram positiva, sin efecto antibacteriano.

Se realizé un andlisis estadistico T-Student (VER ANEXOS)., para determinar si
existia una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la actividad antibacteriana
gue genera la DLL entre los 2 tipos de bacterias Vibrio harveyi Gram negativa, y Bacillus
cereus Gram positiva, es decir, si habia una mayor susceptibilidad en alguna de las 2
bacterias en contacto con la DLL, por lo que en la prueba T-Student se obtuvo una (P >0.05)

por lo que no hay una diferencia estadisticamente significativa.
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6 DISCUSION

Los beneficios al someter la harina de lombriz por el método de liofilizacion, es que
en el proceso de congelamiento de muestras fue a -75°C, el cual est4 por debajo de la
proliferacién de microorganismos (5°C), como lo describen Parra y Pefia (2015). En este
caso se colocaron las muestras de lombriz a -75°C, evitando la contaminacion bacteriana
y asi como también la degradacion de proteasas, estructuras proteicas y peptidicas de la
lombriz. Al realizar la comparacion entre la actividad antibacteriana que mostro la harina de
lombriz secada por estufa y la harina de lombriz secada por liofilizacion, se observé una
clara diferencia entre los resultados, teniendo mejores resultados inhibitorios contra la
bacteria Gram negativa por el método de liofilizacion, relacionando directamente estos
resultados con los beneficios de este proceso, que a diferencia de métodos convencionales
como el secado directo por conveccion, los valores nutritivos que tienen los alimentos se
pierden en los procesos, debido a que la deshidratacion se lleva acabo a altas temperaturas
para la evaporacion superficial de cualquier producto, sin embargo, la actividad
antibacteriana que causa la harina de lombriz sigue presente en el proceso de secado por

estufa.

Ademas de esto en el método especifico del liofilizado, el almacenamiento de la
harina de lombriz en este caso puede ser por un largo tiempo sin que se deteriore o se
dafie, ya que el objetivo de la técnica de liofilizado consiste en retirar el agua por medio de
la sublimacién progresiva, evitando pasar el conglomerado de lombriz congelado (sdlido)

por el estado liquido, dependiendo de la velocidad del aire y la humedad (Vargas, 2015).

Realizando una comparacion entre ambos métodos de deshidratacion de harinas
(estufa y liofilizado), Parra y Pefia (2015) mencionan que el método de liofilizacion también
presenta desventajas, entre ellas su tardado proceso de deshidratacion que va desde las
24 a 36 hrs, ya que se tienen que realizar diferentes procesos para obtener un producto
liofilizado, otra desventaja que mencionan de este método es el alto costo de equipo y

consumo energeético.

Estos mismos autores realizaron un analisis de costos de deshidratacién por el
método de liofilizacion y el método convencional en estufa, en el cual hicieron cotizaciones
de varias empresas deshidratadoras y se concluyé que el costo promedio del secado
convencional es de $16.43 MXN/ kg, y el costo promedio del secado liofilizado es de $57.71

MXN/ kg, pero la diferencia se observa realmente en la calidad del producto procesado
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(Figura 19) y la mayor cantidad de componentes nutricionales que tiene un producto
deshidratado por el método de liofilizacién, ademas en este caso, para el cultivo de lombriz
de tierra Eisenia foetida, no se necesita mayor inversion ni gastos elevados por alimento,
por lo que se recompensan estos costos para obtener harina de lombriz liofilizada.
Ademas, es un producto que puede competir en el mercado, ya que tiene un valor

agregado, al contener un compuesto antimicrobiano de amplio espectro.

Figura 19. Fotografia tomada a 2 diferentes métodos de deshidrataciéon de harinas; lzquierda,
Lombriz de tierra Eisenia foetida secada por medio de liofilizaciéon, con aspecto similar al
conglomerado de lombriz congelado inicialmente. Derecha, Lombriz de tierra secada por medio de
estufa, con menor cantidad de masa obtenida.

Debido a que en el proceso de deshidratacion por liofilizacidon la lombriz pierde hasta
un 80% de su composicion corporal, ya que se reduce el contenido intestinal, el liquido
celémico y excretas, Chitrangulo (2010) menciona que es necesario recolectar de 8 a 9 kg

de lombrices en peso humedo para producir 1 kg de harina de lombriz en peso seco.

En los resultados se observo que por el método de liofilizacion aparte de ser la harina
con mayor efecto antimicrobiano se obtuvo mayor peso seco que por el método
convencional (deshidratacion en estufa), que esto reflejado en cantidades mayores, hace

una diferencia notoria en cuanto la obtencién de masas.

La proteina para los peces es uno de los componentes energéticos mas importantes

a considerar, alin mas si son las primeras fases de vida, ya que requieren arriba del 60%
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de proteina para un éptimo crecimiento (Gatlin Ill, 2000), por lo que se debe tomar en
cuenta las caracteristicas nutricionales de las diferentes fuentes alternas que hoy en dia se

estan desarrollando, como es el caso de la harina de Eisenia foetida.

La dieta a base de harina de lombriz puede ser un buen potencial para juveniles de
peces en cuanto a las necesidades nutricionales, debido a que en los resultados obtenidos
de (Isea et al.,, 2008) se presentd que la harina de lombriz posee un alto valor de
digestibilidad proteica y energética, permitiendo a los organismos una elevada absorcion
de los nutrientes, en comparacién al salvado de trigo y harina de soya, fuentes proteicas
gue hoy en dia compiten en el mercado, comprobando que tienen limitantes para satisfacer

los requerimientos nutricionales de varias especies, una de ellas Totoaba macdonaldi.

Debido a que los oligoquetos funcionan como carrofieros en el ecosistema de
suelos, es decir, alimentandose del material muerto y en descomposicion, se crea un tabu
e interrogaciones si realmente pueden ser potenciales fuentes de proteina en una dieta

comercial para animales, e incluso para consumo humano (Alvarenga et al., 2017)

Autores como Chitrangulo (2010) menciona que E. foetida contiene de 65 a 75 % de
proteina cruda, vitaminas A - B, acidos grasos y un perfil de aminoacidos esenciales muy
completos, con la excepcion de la lisina, metionina y cisteina los cuales se presentan en
cantidades minimas, ZhenJun (2005), reporta que la harina de lombriz posee entres 54 a
71% de proteina seca. Asi mismo Isea et al. (2008), determin6 que la harina de lombriz
contiene un 47.9% de proteina, siendo mayor al porcentaje de salvado de trigo con 36.6%,

por lo que la harina de lombriz podria ser competencia en el mercado para dietas de peces.

Por otro lado, cada vez los antibioticos son menos eficientes en inhibir las bacterias
debido a la resistencia que estas generan, por lo que las industrias alimentarias buscan
nuevos disefos y alternativas para la conservacion de alimentos y evitar las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA’s) (De la Fuente et al., 2015), por lo que, al disefiar una
dieta de harina de lombriz liofilizada para peces, se esta evitando que la dieta sea un
producto perecedero debido al proceso dado por la liofilizacion de la harina, ademas es
importante destacar que al ser consumido por los organismos, se evita un estado citrico en
los organismos por enfermedades bacterianas patdgenas, ofreciendo un producto final

libre de ETA’s al consumidor.
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Nitish et al. (2018), realizaron un estudio del potencial antimicrobiano de un extracto
de lombriz de tierra de la especie Eisenia foetida incorporado a una dieta para peces de
carpa comun Cyprinus carpio. Para la obtencion del extracto de lombriz, se colocaron las
lombrices directamente al sol, una vez muertas se trituraron los organismos
completamente, ademas afiadiendo el jugo celémico expulsado a la dieta para carpa. Dicha
dieta, fue probada contra bacterias aisladas de varios tejidos de la carpa comun, como el
epitelio y branquias, donde se encontré una mayor inhibicion en bacterias Gram negativas
como Aeromona hydrophila, registrando un halo de inhibicion de 2.4 cm, comparando estos
resultados con nuestro estudio, la dieta de lombriz (E. feotida) mostré actividad
antimicrobiana en las bacterias Gram negativas Vibrio harveyi, registrando un halo de

inhibicién de 4.3 cm.

Mathur et al. (2010), destacan que en su investigacion se utilizd extracto etanolico
de harina de lombriz, el cual registr6 una maxima actividad antibacteriana contra
Streptococcus pyogens, patégeno Gram positivo que es patogénico para el humano, el cual
obtuvo un halo de inhibicion de 1.9 cm, incluso se obtuvo una inhibicion antifingica con el
mismo extracto contra Candida albicans, seguido de la bacteria Escherichia Coli con un
halo de inhibicion de 1.5 cm. También dan a conocer que la harina de lombriz en conjunto
con éter de petrdleo como disolvente, mostr6 una maxima inhibicion bacteriana contra
Staphylococcus aureus (2.3 cm). Se puede determinar que la harina de lombriz de tierra E.
foetida tiene un amplio efecto contra bacterias patdgenas que pueden infectar tanto al
humano como a animales. Como es el caso en esta investigacion en la cual se obtuvo una
maxima inhibicion en la bacteria Gram negativa Vibrio harveyi (4.1 cm) superando por
mucho a los halos de inhibicion registrados por (Mathur et al., 2010), pero que
estadisticamente la dieta de harina de lombriz no presenta diferencia significativa en el

efecto de inhibicién contra bacterias Gram negativas y Gram positivas.

En otro estudio realizado por Vasanthi et al. (2013), los diametros de inhibicion
registrados para bacterias Gram positivas también son inferiores (Bacillus subtilus 2.3 cm)
al diametro del halo de inhibicion registrado en el presente trabajo para la bacteria Gram
positiva (Bacillus cereus 3.8 cm). Sin embargo, Vasanthi et al. (2013), utilizaron una especie
de lombriz de tierra diferente Eudrilus eugeniae y su proceso de obtencion del extracto de
lombriz, se obtuvo sacrificando a los organismos exponiéndolos a un ambiente de calor
extremo, obteniendo como resultado final una pasta de liquido celémico, asi como restos

del tejido del organismo, método muy diferente al realizado en este trabajo por liofilizacion,
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donde se permite una mejor conservacion de las moléculas biomoléculas activas como
proteinas y enzimas que se encuentran el intestino de la lombriz de tierra. Cabe mencionar
que la bacteria Bacillus cereus no ha sido reportada como un potencial patogénico para
peces en cultivo, por lo que se puede deber la diferencia de diametros de los halos de
inhibicion obtenidos en ambas bacterias Gram positivas. Sin embargo, la harina de lombriz

tiene un efecto inhibitorio contra este tipo de bacterias.

De la Fuente et al. (2015), mencionan que para observar la sensibilidad de la bacteria
al ser expuesta a antibiéticos o antibacterianos, se pueden emplear 2 tipos de técnicas:
dilucién, en la que se obtienen resultados cuantitativos, es decir, que es posible ver la
concentracion minima inhibitoria de la bacteria (CMI), y la técnica por difusién que se utilizo
en este trabajo, con la que se logro observar el efecto que causa el antibidtico o
antibacteriano en la bacteria, determinando lo observado en 3 posibles respuestas:

resistencia, susceptibilidad intermedia y susceptibilidad.

Como ya se menciono, el caso en el que ocurre la resistencia es cuando la bacteria
no se ve afectada en lo absoluto al antibiético aun cuando se administran altas dosis, ya
gue la bacteria desarrolla mecanismos de defensa haciéndose inmunes al antibiotico, por
lo que la bacteria sigue proliferando en el medio (De la Fuente et al.,, 2015). La
susceptibilidad intermedia se refiere cuando la bacteria tiene un efecto variable al
antibidtico o al antibacteriano, es decir, puede ser resistente 0 susceptible y se puede
observar un efecto antibacteriano si se concentra en el sitio de la infeccion o se aumenta

la dosis del antibacteriano (De la Fuente et al., 2015).

En el caso de la susceptibilidad, ocurre cuando la bacteria se ve afectada por la
administracion de una dosis habitual del tratamiento antimicrobiano, ya que inactiva sus
mecanismos de defensa, evitando que las bacterias se multipliquen y desarrollen
enfermedades patdgenas en los organismos (De la Fuente et al., 2015). Tomando de
referencia estos conceptos, en los antibiogramas realizados con harina de lombriz
liofilizada (HLL) y dieta a base de harina de lombriz liofilizada (DLL), se obtuvo
susceptibilidad en ambos tipos de bacterias Gram negativa Vibrio harveyi y Gram positiva
Bacillus cereus, observandose, que en el efecto inhibitorio que realiza la harina de lombriz

de tierra se mantiene inclusive al ser parte de la dieta formulada
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Ansari y Sitaram (2011) determinaron en un estudio de investigacién que P.
aeruginosa, S. aureus y E. coli, son principales bacterias causantes de ETA’s, y de acuerdo
a los estudios realizados por Nitish et al. (2018), estas bacterias son susceptibles contra el

extracto de lombriz de tierra de E. foetida.

Se han publicado algunos estudios sobre del efecto antibacteriano que tiene la
lombriz de tierra, contra bacterias patdgenas: La primera biomolécula activa, con accion
antimicrobiana que se identific6 de la lombriz de tierra fue un péptido denominado
Lumbricina I, el cual esta constituido por 62 aminoacidos (aa’) y el 15 % de estos aa’ se
forman por prolina, mismo que repara y da mantenimiento en los musculos (Cho et al.,
1998), este péptido fue obtenido de la lombriz de tierra Lumbricus rubellus la cual muestra
una amplia actividad antimicrobiana con diferentes bacterias (Vasanthi et al., 2013) igual
gue Eisenia foetida en el presente estudio contra 2 diferentes tipos de bacteria (Gram

positiva y Gram negativa).

Wang et al. (2003) identificaron 2 péptidos denominados PPl y OEP3121,
encontrados en las lombrices Eisenia foetida y Pheretima tschiliensis, 8 afios mas tarde
Wenliang et al. (2011), encontraron el péptido Lumbrina-PG, el cual se identifico a partir de

secreciones cutaneas de la lombriz de tierra Pheretima guillelmi.

Wenli et al. (2011), describen que a consecuencia del ambiente en el que se
desarrollan las lombrices de tierra, a través de su evolucion favorecieron de manera
eficiente sus defensas contra patdogenos de este ambiente, del mismo modo desarrollaron
proteinas activas y enzimas funcionales como antibacterianas, antitumorales,
antiinflamatorias, anticoagulantes, antifungico, entre otros. Todas las especies de lombriz
de tierra, desarrollan diversas actividades antimicrobianas, generadas principalmente en el
intestino derivadas de metabolitos, creando liquido celémico y actuando directamente en
bacterias por lo que se cree que haya bacterias simbidticas en el intestino de las lombrices

para contrarrestar los patdgenos.

Los mecanismos de accion inhibidora que presentan los péptidos antimicrobianos
(PAM’s) contra las bacterias Gram positivas y Gram negativas, se ha descrito que pueden
ser de 2 maneras: indirectas y/o directas, y estas ultimas dependen de la proteina o proceso

gue es afectado por el antimicrobiano, ocasionandole la muerte (Calvo y Martinez, 2009).
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La accion inhibidora indirecta de los PAM’s contra las bacterias tiene una accion
mutua con el sistema inmune del hospedero, haciendo mas eficaz las respuestas
inmunitarias a través de rutas de sefializacion, evitando el paso al patdégeno al sistema del
hospedero. Los PAM's tienen la capacidad de estimular la maduracion de células
dendriticas o células presentadoras de antigenos, principales células para el buen
funcionamiento del sistema inmune, activando células By T los cuales tienen la funcion del
reconocimiento de antigenos para ser destruidos, ademas los PAM’'s también relnen
suficientes células efectoras como los monocitos, macréfagos y neutréfilos para destruir a
los agentes extrafios (Gonzales et al., 2017). Al observar la accion antibacteriana que tiene
la harina de lombriz liofilizada sobre ambos tipos de bacterias (Gram positiva y Gram
negativa), y al ser una dieta potencial para ser suministrada en peces juveniles, se puede
lograr un desarrollo méas eficiente del sistema inmune como lo describe Gonzales et al.
(2017).

Por otro lado, la accion inhibidora directa de los antimicrobianos se puede dar por
sintesis de la pared celular bacteriana, estructura importante de las bacterias ya que actua
como barrera protectora a antibioticos (Calvo y Martinez, 2009). Las bacterias Gram
negativas son mucho mas resistentes que las bacterias Gram positivas a los
antimicrobianos, debido a que poseen una pared celular formada por una barrera externa
(Calvo y Martinez, 2009), en la que se encuentran lipopolisacaridos y porinas, que dan paso
a una capa delgada de peptidoglucano la cual da forma y rigidez a la bacteria. Esta capa
se ubica antes de llegar al citoplasma bacteriano (Lopez et al., 2014). Debido a que las
bacterias Gram positivas no tienen como tal una pared celular, es mas sencillo paso los
antimicrobianos de llegar a los procesos esenciales para la supervivencia de la bacteria

(dianas), causando su muerte (Lopez et al., 2014).

Debido a que las bacterias Gram negativas son organismos mas resistentes ante los
efectos de los antimicrobianos como lo menciona Calvo y Martinez (2019), en el presente
trabajo, se tomo la bacteria Gram negativa Vibrio harveyi, principalmente para evaluar el
efecto antimicrobiano de la harina de lombriz Eisenia foetida, ya que se considerada con
mayor patogenicidad y resistente a comparacion de Bacillus cereus, bacteria también
utilizada, sin embargo, Aguirre et al. (2013) y Nitish et al. (2018), destacan que ambas
especies utilizadas en este trabajo se consideran comunes en los cultivos acuicolas y en

la flora intestinal de los peces, siendo microorganismos oportunistas, que en proliferaciones
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mayores a lo habitual, estas bacterias pueden causar severas complicaciones en la salud

de los organismos si no son controladas.
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CONCLUSION

e Las biomoléculas activas que funcionan como antibacterianos y que estan presentes
en lalombriz roja californiana Eisenia foetida, se mantienen en mayor concentracion
en la harina de lombriz secada por el método de liofilizacién, en comparacién con la
harina de lombriz secada por el método de estufa.

e La harina de lombriz liofilizada y dieta a base de harina de lombriz, funciona como
un antibacteriano de amplio espectro.

La dieta a base de harina de lombriz liofilizada tiene un valor agregado, ya que la harina

tiene un compuesto antimicrobiano de amplio espectro.
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8 RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer estudios enfocados en el area de nutricion, que permita
conocer el potencial de la harina de lombriz de tierra como una fuente alterna de
proteina, por ejemplo: Con mayor volumen de produccion de harina de lombriz, se
podran realizar bioensayos (in vivo), para analizar y evaluar los diferentes
porcentajes de inclusiones de harina de lombriz en dieta para peces, y asi mismo,
observar el efecto antibacteriano que tiene cada porcentaje de inclusion de harina

de lombriz en la dieta.

Se recomienda realizar estudios histoldgicos para conocer los efectos y beneficios

gue causa en los organismos al consumir una dieta a base de harina de lombriz.

Se recomienda realizar estudios enfocados en el area de salud animal, que permita
conocer la concentracion minima inhibitoria bacteriana de la harina de lombriz de
tierra, ademas, por medio de una extraccién sanguina en los peces, se podria
conocer si los organismos adquieren el compuesto antimicrobiano por medio de la

dieta para poder inhibir bacterias patdégenas.
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10 Anexos

Figura 20. Antibiograma con dieta a base de harina de pescado sin inhibicidon antibacteriana.

Tabla 4. Prueba T-Student por grupos independientes, donde se observa una diferencia significativa
en el efecto antibacteriano que causa la harina de lombriz por diferentes métodos de secado

(liofilizacidn y estufa)

Grupos Promedio

Harina de lombriz 3.00 +0.30
secada por liofilizacién

Harina de lombriz 1.66 + 0.25

secada en estufa

P <0.05

0.004135

Tabla 4. Prueba T-Student por grupos independientes, donde no se observa una diferencia
significativa en el efecto antibacteriano que causa la dieta a base de harina de lombriz liofilizada

contra bacterias Gram negativas y Gram positivas.

Grupos Promedio
Gram negativas 4.10+£0.20
Gram positivas 3.80+£0.10

P>0.05

0.080800
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