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;QUIENES SOMOS?

Grupo de Cultivos Marinos del Centro Oceanografico de Santander
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Uso de probibticos y vacunas en acuicultura

o Aplicacion y comercializacion de probidticos en el cultivo (larvario, engorde vy
reproduccién) de peces.

o Aislamiento y seleccion de bacterias lacticas y bacteriocinas de origen marino.

o Microbiota intestinal como eje del bienestar animal.

o Factores de virulencia expresados "in vivo" en peces en cultivo.

©1 Aplicacién de vacunas de nueva generacion en el cultivo de peces.

o Produccion bacteriana de acidos grasos w3 como nutracéticos y promotores de

s una acuicultura sostenible dietas peces.
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5 o Utilizacién de tecnicas moleculares en acuicultura.
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;QUIENES SOMOS?

Centro Oceanografico Gijon

Planta de cultivo de Santander “El Bocal”
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Numero de publicaciones cientificas

Documents by year

“probiotic + aquaculture” Eopus
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Nimero de estudios /n vivo

LAR studies

Mumber of studies

Mumbar of studia

Baonius spp, studies
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Abundancia de estudios cientificos en peces distribuidos por especies de microorganismos
probiotoicos investigados. A=BAL; b= Bacillus spp. Y c=otros géneros. (Rodiles et a/. 2018)

200 estudios /n vivo en 20 especies de peces:

122 estudios en BAL (Lactobacillus > 60 estudios)

50 estudios en Bacillus spp.

68 estudios en otros géneros (Saccharomyces > 20 estudios)




Probio6ticos aprobados en UE

BACTOCELL

Believe in what you see

Pediococcus acidilactici
de origen no acuatico
(pastos vegetales)

Administracién en
forma de pienso

Salmoénidos y camarones:

Salmonidos mejora calidad del producto final:
prevencion del sindrome de la compresion
vertebral (patente internacional IFREMER/INRA
2006)

Camarones aumentando supervivencia y
crecimiento y aumento resistencia frente a
Vibrio spp.




Retos en el uso de probioticos
para acuicultura

» Ensayos en los que la administracion del probiético no ha dado lugar a
ningun resultado

» Resultados son poco reproducibles. Posibles causas:

Diferencias en el regimen de alimentacion
Diferencias en las dietas basales

Diferencias en el estado fisiolégico del animal
Diferencias en las condiciones de cultivo
Interacciones probidtico-microbiota

PRINCIPAL RETO: buscar probidticos capaces de ejercer su accion

en diferentes especies, condiciones de cultivo y etapas vitales

PROBIOTICO VERSATIL

CRITERIOS DE SELECCION.




Criterios de seleccion

Figure 1. Flow diagram propesed to seleci probiotic microorganisms for use
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Criterios de seleccion
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Criterios de seleccion

Recoleccion de informacion
Aislamiento de microorganismos

Ensayos in vitro

Ensayos in vivo

Estudio econdmico de viabilidad

Aprobacion y comercializacion




CRITERIOS DE SELECCION:
recopilacion de informacidn disponible

Seguridad Tecnoloégicos

*No patogénico para el *Seguro como aditivo
hospedador y otros organismos alimentario

beneficiosos «Crecimiento 6ptimo

*No resistencia antibiéticos «Puede incorporarse en

*No produccién toxinas ni diferentes formas al sistema de
factores de virulencia acuicultura

«Autéctono del hospedador o
medioambiente

» Identificacion correcta

Funcionales

Fisiologicos

*Produccion de compuestos Resistencia a las condiciones

inhibidores gastricas

*Producir enzimas digestivas Potencial de colonizacion y

extracelulares adhesion

* Mejora del estado del
sistema inmune del
hospedador

Propiedades antagonistas
frente patégenos

(Merrifield et a/, 2010)
Eﬁi*w P @ EFSA (FEEDAP)



Criterios de seleccion:
Aislamiento de microorganismos

Fuentes de microorganismos:

MEDIOAMBIENTE MARINO

MISMA ESPECIE ANIMAL

OTRO ORIGEN

Condiciones de cultivo:

MEDIOS DE CULTIVO
TEMPERATURA
ETC ...

f
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Criterios de seleccion:
Aislamiento de microorganismos
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TSA + 1,5% NaCl MRS + 1,5% NaCl

1 — 7 dias 25-30°C aerobiosis

198 colonias 242 colonias



Criterios de seleccion:
Ensayos /n vitro

Antagonismo Resistencia al
frente a paso por el TGI
patogenos Aspectos

tecnoloégicos

Crecimiento y paEgtgueo::i?:?d‘::j ,
adl‘::(l:(;rsl al resistencia

Probioticos
multicepas:
compatibilidad

Produccion de
compuestos
beneficiosos

Identificacion a
nivel de especie
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Criterios de seleccion:
Ensayos /n vitro
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Probictics and Antimicrobial Proteins
Itk o 1O 100851 260E- U B-R430-2

Isolation and Partial Characterization of Lactic Acid Bacteria
from the Gut Microbiota of Marine Fishes for Potential Application
as Probiotics in Aquaculture

Sergio Alonso” - M. Carmen Castra’ + Margarita Bardasco ' « Inés Garcia de la Banda”

Alma Hernéndez de Rojas”
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Prabictics and Antimicrobial Proteins
Itk o 1O 100851 260E- U B-R430-2
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Isolation and Partial Characterization of Lactic Acid Bacteria
from the Gut Microbiota of Marine Fishes for Potential Application
as Probiotics in Aquaculture

Sergio Alonso " - M. Carmen Castra ' « Margarita Bardasco ' « Inés Garcia de la Banda” - ¥abier Maoreno-Ventas” -
Alma Hernander de Rojas

Fig. 3 Taxonomic groups of
strains with antimicrobial
potential identified by partial 165
rRNA gene sequencing
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Probictics and Antimicrobial Proteins
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Isolation and Partial Characterization of Lactic Acid Bacteria
from the Gut Microbiota of Marine Fishes for Potential Application
as Probiotics in Aquaculture

Sergio Alonso” - M. Carmen Castro’ + Margarita Bardasco ' « Inés Garcia de la Banda” - Xabier Moreno-Ventas ' -
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Probictics and Antimicrobial Proteins
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Isolation and Partial Characterization of Lactic Acid Bacteria
from the Gut Microbiota of Marine Fishes for Potential Application
as Probiotics in Aquaculture
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Criterios de seleccion:
Ensayos /n vivo

Patogenicidad
para cultivos
auxiliares




Criterios de seleccion:
Ensayos /n vivo

Mejora del
crecimiento y estado
nutricional

Estimulaciéon de la
produccién de enzimas

Ensayos cultivo digestivas

Reduccion de
malformaciones
Patogenicidad

para cultivos

peces Resistencia a

infecciones

Ensayos retos

bacterianos , y
Estimulaciéon del

sistema inmune

Colonizacion del TGI

Modulacién de la
microbiota



Criterios de seleccion:
Estudio econémico de viabilidad y
Autorizacion y comercializacion




Retos en el uso de probioticos
para acuicultura

PRINCIPAL RETO: buscar probidticos capaces de ejercer su accion

en diferentes especies, condiciones de cultivo y etapas vitales

PROBIOTICO VERSATIL

CRITERIOS DE SELECCION

- CRITERIOS DE ADMINISTRACION ‘




CRITERIOS DE ADMINISTRACION

;Donde y COMo?

;Cuanto?



Criterios de administracion:
sdonde y como?

Probiotic

712N\

=
<

Delivery via
injection

Delivery via feeding
on supplemented
pellet food with
probiofic

Drelivery via feeding
on supplemented
live food with
probiotic

Divect addition to
the water colnmn

l

(Jahangiri and Esteban, 2018)
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Criterios de administracion:
sdonde y como?

ALGAS UNICELULARES:
v' Aumentan el rendimiento de la produccion de algas.

BIOENCAPSULADOS: ROTIFEROS Y ARTEMIA:
v Contribuyen nutricionalmente
v" Eliminan carga microbiona de Vibrio spp.

ALIMENTO SECO:
v Con aglutinante (alginato o aceite)
v Encapsulados

TIPO DE FORMULACION:
» Secos
« Liquidos

CANTIDAD DE
CEPAS/MICROORGANISMOS:

« Monocepa

ESTADO DEL PROBIOTICO: e Multicepas/multiorganismos

 Vivo
e Inerte
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Criterios de administracion:
scuando?

Huevos

.

Larvas

Juneniles y adultos

Cultivos auxiliares
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Criterios de administracion:
scuando?

(Llewellyn et a/, 2014)

Administracion temprana:

» El sistema inmune no esta desarrollado

« Se evita/reduce la proliferacion de microorganismos oportunistas
(que estan presentes sobre todo en el alimento vivo)




Aplicacion in vivo de las BAL en larvas de Solea senegalensis

Cultivo larvario

Larvas eclosionadas

Incubacion
de los
huevos

(48h)

Apertura de la boca Premetamorfosis

Artemia
T Maupliog

s
i -E'*L%I

Longitud (mm)

Peso seco (mg)

60 dias

control BAL4 BAL13 control BAL4 BHAL13
23 dpe 10,44 +0,23 11,07 +0,28*§10,79+0,23 1,87+0,07 § 2,19+0,08 § 2,07 £0,07
55 dpe 29,07 £ 0,504 30,85 +0,30%§28.80 £ 0,28 46,49 + 3,22‘ 56,32 +2,18% 48,20 + 2,05
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Criterios de administracion:
Jcuanto?

La dosis y frecuencia depende de diversos factores:

Especie/cepa de microorganismo probidtico
Especie del hospedador
Estado fisiolégico del hospedador
Condiciones del cultivo
Objeto de aplicacion de la cepa:
v" Mantenimiento del buen estado de salud
v' Resistencia a enfermedades
v Mejora del estado nutricional

La relacion dosis/efecto debe ser determinada cuidadosamente para evitar:
« SOBREDOSIS: que da lugar a un menor efecto y aumento del coste
« INFRADOSIS: que reduce la eficacia del probidtico

-



EN RESUMEN

CRITERIOS DE SELECCION CRITERIOS DE ADMINISTRACION

Necesariamente hay que estudiar:

« MODO DE ACCION DE LOS PROBIOTICOS

« MICROBIOMA DE LOS HOSPEDADORES

Estudio econdmico de viabilidad
;Cuanto?
Aprobaaon y comercializacion



Estudio del modo de accion

Quorum
sensing

ﬂccién de sustancias inhibidoras
- Bacteriocinas

Bacterias :
robidticas ),-I . y.
& -?f-, Lisozimas/proteasas .‘
: Bac‘EeriaS ' x, v r- #‘ Antagonism
patogenas P
e & 4 t

. . z . 4. Interferencia con el quorum sensing
. -
~ v/
»Exy | Yl
R 3. Competicion por los
Y d nutrientes

Anticuerpos - (

A A

Nutrientes

Aumento actividad
macréfagos

1. Competicion por
exclusién

i " Macrofagos

5. Mejra de la i

inmunidad /"' 5. Mejora de la

inmunidad
——— — ;

Aumento del nivel de
anticuerpos

Esofago

R S (Zorriehzahra et al. 2016)
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Estudio de la microbiota
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Metabolémica

iqué hace la microbiota?
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ABUNDANCIA RELATIVA DE LOS GRUPQOS
TAXONOMICOS IDENTIFICADOS

Cyanobacteria (0,5%)

Actinobacteria (8%) . ribactenes (0 LM%
Splrochastes (0,09%)
Nitrospirae {0,04% )
Planctomycetes [0,04%)
Chiamydiae {0,03%)

Flrmicutes [ 75%) Bacteroidales { 1%)

Erysipalatrichales {36%) Lactobacillales [2%) -Protechacteriafsag)  PProtecbaciena |15

Clostridiales (11%
idiabes (11%%) y-Protecbacteria (543%)
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