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Resumen

La investigacion se realizé en el Centro de Produccion de Piscifactorias de los Andes S.A. distrito de
Quichuay, provincia Huancayo, departamento de Junin, de marzo a agosto del 2013. El objetivo fue evaluar
la eficiencia del propdleo en el tratamiento de enfermedades bacterianas en trucha arco iris Oncorhynchus
mykiss; asi mismo, identificar bacterias patdgenas gram negativas. La poblacién muestral total fue de 750
peces, usados en tres repeticiones (250 peces por repeticion), cada repeticion constd de cinco pruebas con
dosis distintas (50 peces por prueba), todos ellos con heridas notablemente profundas, se observo la evolucién
con cada una de las dosis durante 23 dias. El tratamiento de las dosis fue mediante via oral, se realizd una
mezcla entre el alimento balanceado y el extracto de propdleos (EP), para la fijacion del EP a los pellets de
alimento se trabajé con 2,5 ml de aceite vegetal; se utilizd las siguientes cantidades de EP por tratamiento:
T.Testigo (0 ml), T1 (1,5ml), T2 (2,5 ml), T3 (3,5 ml) y T4 (4,5 ml) respectivamente. Se trabajé con la prueba
estadistica Anva para determinar el nivel de significancia, obteniéndose un nivel de significancia igual a 0,00
siendo menor al nivel de significancia de alpha al 5% = 0,05, habiendo efecto significativo en los tratamientos;
y para comparar el efecto entre tratamientos se utilizo la prueba de Duncan todas ellas en el programa
estadistico SPSS version 21.0; resultando que las pruebas T.Testigo, T1, T2 y T3 son estadisticamente
diferentes, pero el T3 y T4 son estadisticamente iguales y tuvieron mayor efecto en el tratamiento de heridas
versus el T.Testigo, T1y T2.
Palabras clave: sanidad pesquera, bacteriologia, enfermedades, trucha arcoiris

Abstract

The research was carried out at the Centro de Produccién de Piscifactorias de los Andes S.A. Quichuay district,
Huancayo province, Junin department, from March to August 2013. The objective was to evaluate the
efficiency of propolis in the treatment of bacterial diseases in rainbow trout Oncorhynchus mykiss; likewise,
identify gram negative pathogenic bacteria. The total sample population was 750 fish, used in three repetitions
(250 fish per repetition), each repetition consisted of five tests with different doses (50 fish per test), all of them
with remarkably deep wounds, the evolution was observed with each one of doses for 23 days. The treatment
of the doses was by oral route, a mixture was made between the balanced food and the propolis extract (EP),
for the fixation of the EP to the food pellets, 2.5 ml of vegetable oil was used; The following amounts of EP
were used per treatment: T. Testigo (0 ml), T1 (1.5 ml), T2 (2.5 ml), T3 (3.5 ml) and T4 (4.5 ml) respectively
. The Anva statistical test was used to determine the level of significance, obtaining a level of significance equal
to 0.00 being less than the level of significance of alpha at 5% = 0.05, having a significant effect in the
treatments; and to compare the effect between treatments, Duncan's test was used, all of them in the statistical
program SPSS version 21.0; Resulting in that the T. Witness, T1, T2 and T3 tests are statistically different, but
the T3 and T4 are statistically the same and had a greater effect on the treatment of wounds versus the T.
Witness, T1 and T2.
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INTRODUCCION

La acuicultura como actividad productiva en los ultimos afios ha ido incrementando en
forma rentable, por ende, la crianza intensiva propiamente dicha presenta problemas de
mortalidad a causa de enfermedades bacterianas o flngicas que no son controladas por falta
de prevencion, representando un serio problema y un riesgo de gran importancia en el
desarrollo de la acuicultura. Muchos centros acuicolas se ven afectados por este problema,
optando de manera errada por la medicacidn segln criterio y sin haber realizado previas
consultas con un especialista en la materia quien ha de poder identificar con exactitud el
agente causante de las enfermedades y recomendar el uso de algin farmaco que no esté
prohibido por alguna legislacién.

El manejo de densidades bajas juega un papel importante para la aparicion o la presencia
de algun patdgeno en los cultivos intensivos; puesto que el estrés en los peces causado por
densidades altas provoca una disminucién de defensas en el sistema inmunoldgico.

Las enfermedades en cultivos de trucha arco iris es una amenaza econdémica permanente
para el sector pesquero; el impacto de enfermedades puede afectar seriamente la sanidad y
bienestar de los ejemplares en cultivo, como el comercio llegando a tener serias pérdidas al
no lograr erradicar los agentes patdgenos causantes del problema. Para el tratamiento de
enfermedades existen diversas sustancias quimicas que pueden ser capaces de combatir la
enfermedad en varios casos, pero a su vez se corre el riesgo de aumentar la resistencia de las
bacterias logrando que éstas puedan ser casi inmunes a algunos tratamientos, asi mismo se
corre con el riesgo de que algunos productos empleados puedan dejar trazas en el musculo
de la trucha y por ende el producto pueda ser rechazado al pasar por el control de calidad
para la salida a los diferentes mercados.

Es asi que se opta por la utilizacion del propéleo, producto apicola recogido y elaborado
en forma natural por abejas meliferas (Apis mellifera), el mismo que cuenta con
innumerables bondades, entre ellas estan el tener propiedades inmunoestimulantes,
antibacteriales, antimicéticas, antivirales, antiinflamatorias, entre otras; que se deben
fundamentalmente a sus componentes bioactivos. Un producto natural con alto potencial
bactericida el cual puede ser empleado en el tratamiento de diversas enfermedades sin causar
dafios al medio ambiente acuatico, salud de los peces y salud humana, obteniendo asi grandes
beneficios en el cultivo de trucha arco iris.

Gulhan, et al. (2012), realizaron un estudio en Turquia, del efecto de propdleo sobre los
parametros microbioldgicos y bioguimicos de filete de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) después de la exposicion al propdleo y cipermetrina. Los resultados revelaron que
los niveles de malondialdehido (MDA), &cido lactico, nitrogeno volatil de bases totales,
recuento total de psicréfilos y bacterias mesofilas aument6 en los grupos de cipermetrina
(p<0,05), comparado con el grupo control. Ademas, los niveles de MDA, acido lActico,
nitrdgeno volatil de bases totales, recuento de psicrofilos y bacterias mesdfilas en
cipermetrina + grupos propdleos tratados se reducen significativamente en comparacion con
los grupos expuestos con cipermetrina. Es asi que concluyeron que la calidad de filete de
peces podria cambiar en algunas funciones bioquimicas y microbioldgicas en los grupos
expuestos a cipermetrina con relacion a propdleo.

Carrillo et al. (2011), evaluaron la actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos y
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acuosos de propdleo en México, para ello usaron cepas de microorganismos Gram negativos:
Escherichia coli, Salmonella typhi y Klebsiella pneumoniae; y microorganismos Gram
positivos: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus agalactiae.
Determinaron la concentracion minima bactericida (CMB) de cada extracto con el método
de dilucién en tubo. La CMB del extracto etandlico fue 0.93 mg mL-1 para las Gram
positivas y 7.5 mg mL-1 para las Gram negativas. Por otro lado, Mufioz et al. (2011),
estudiaron las propiedades del prop6leo como aditivo natural funcional en la nutricién
animal, comprobaron que este producto posee propiedades inmunoestimulantes,
antioxidantes, antibacteriales, antitumorales y antivirales. Mientras que Beyraghdar et al.
(2010), hicieron un estudio en Iran para conocer los efectos a largo plazo del propdleo sobre
los pardmetros bioquimicos en suero de Oncorhynchus mykiss, determinaron entonces que
la administracion a largo plazo del extracto etandlico del propoleo en la dieta de alevines, no
indujo efectos adversos y fisioldgicos secundarios en los peces, por tanto es un alimento
seguro que puede ofrecer beneficios como antioxidante, estudios relacionados fueron
efectuados por Mayta y Sacsaquispe (2010), Abd-el-Rhman (2009), Ledn et al (2009),
Martinez (2009), Selamoglu y Fuat (2009), Meixner (2007) y Tolosa y Cafiizares (2002).

Dado a la importancia de contar con métodos que permitan combatir las enfermedades de
la trucha en el Pais se plante6 evaluar la eficiencia del principio activo del propéleo, en el
tratamiento de enfermedades bacterianas de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) en el
Centro de Produccion Quichuay — Huancayo.

MATERIALES Y METODOS
AMBITO DE ESTUDIO

El Centro de Produccién Piscifactorias de los Andes S.A. estd ubicado en el Paraje
Ataquichque, distrito de Quichuay, Provincia de Huancayo, Departamento de Junin, se
encuentra a una altitud de 3440 msnm, y sus coordenadas son 75°16°46.4” Longitud Oeste,
11°53°37” Latitud Sur. Las aguas utilizadas en este Centro de Produccién pertenecen al rio
Achamayo, que presenta un caudal promedio en el canal principal de 1,6 m®/s en época de
estiaje, y 2,8 m®/s en época de lluvia.

Figura 1. Vista panordmica de las instalaciones del centro de produccion de trucha, Junin, Peru
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El trabajo de investigacion se ejecutd de marzo a agosto del 2013, iniciandose con la
obtencion del extracto de propdleo en un lapso de 21 dias calendarios sumandole 7 dias para
su respectiva filtracion; la limpieza ya preparacion de accesorios para el acondicionamiento
de los estanques tuvo una duracién de 4 dias calendarios; la seleccion e inventario de los
ejemplares de trucha arco iris tuvo la duracion de 1 dia al igual que los trabajos de biometrias,
mientras que la duracién del tratamiento en los ejemplares por repeticion tuvo una duracién
de 23 dias calendarios.

METODOS DE MUESTREO Y ANALISIS
Muestreo

Son las que afectan a la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) en proceso de crianza en
estanques. Para su identificacién in vitro, con el empleo de un carcal, se tom6 una muestra
al azar de 6 unidades de una poblacién de 500 unidades, todas ellas con heridas, las cuales
pertenecian a la primera y segunda repeticion; estas unidades muestreadas fueron
equivalentes a un porcentaje total de la poblacion de 1.18 %.

A los peces capturados se les realizé un frotis con un hisopo por el borde de las heridas,
una vez realizado el frotis, el hisopo fue introducido dentro de un tubo de ensayo tapa rosca
el cual contenia la solucién del caldo peptonado previamente preparado, este procedimiento
se realizd con los demas peces seleccionados al azar. Teniendo los seis tubos de ensayos con
las muestras de patégenos, fueron colocados dentro de una caja pequefia de tecnopor que
contenia hielo en pack gel, para ser llevados a laboratorio.

La frecuencia del horario de muestreo se realizo en una sola ocasion, siendo el muestreo
a las 10:00 horas. En laboratorio se efectuaron observacion de las colonias a las 24 horas
posterior a la siembra y las pruebas de tincion gram se realizaron en una sola ocasion por
cada una de las diferentes colonias obtenidas.

Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo selectivos empleados para la obtencidn de bacterias patdgenas
gram negativas fueron: Agar BHI (Agar Infusion Cerebro Corazon), Agar TSA (Agar
Tripticasa Soya) y Agar MacConkey. Estos medios de cultivo fueron de la marca BD —
Becton, Dickinson and Company. Para tal fin se procedi6 a la preparacion de cada uno de
los medios de cultivo de acuerdo a las indicaciones de los rétulos empleando agua destilada
para su disolucion, empleando 15 ml de agua destilada por cada placa Petri.

El Caldo Peptonado fue preparado con la finalidad de transportar las muestras in situ a in
vitro. De acuerdo al rétulo del medio de cultivo la suspension, se hizo con 10 g del medio en
polvo en 1 L de agua destilada; es asi que para los 6 tubos de ensayo (7 ml. por cada tubo)
se utilizé 42 ml de agua destilada para ser mezclada con 0,42 g del medio en polvo. La
medicion de la cantidad del agua destilada se hizo con ayuda de una probeta de vidrio pirex
marca Giardino de 50 ml de volumen de capacidad, para el pesado del medio de cultivo se
empled una balanza analitica de marca Sumin-Precix Weight de 600 g de capacidad maxima;
para el pesado del medio en polvo se prepar6 una caja pequefia de papel el cual fue
previamente tarado. Teniendo la cantidad de agua destilada, ésta fue traspasada a un matraz
Erlenmeyer de pirex, siendo suspendido junto al medio en polvo que también fue agregado
al matraz y se utilizé una mezcla de ambas materias. A este matraz se llevé al fuego de un
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mechero agitandolo hasta que se produjo su hervor, la total disolucién de dio en 1 minuto
aproximadamente. Posteriormente, la mezcla se distribuy6 a los seis tubos de ensayo, en
similar proporcion, dejandolas enfriar y gelatinizar para luego realizar las siembras.

La preparacion del agar BHI (Agar infusién cerebro corazon), de acuerdo al rétulo del
medio de cultivo la suspension, se hizo con 52 g del polvo en 1 L de agua destilada; es asi
que para las 6 placas petri (15 ml. por cada placa) se utiliz6 90 ml de agua destilada para ser
mezclada con 4,7 g del medio en polvo. La medicion de la cantidad del agua destilada se
hizo con ayuda de una probeta de vidrio pirex marca Giardino de 50 ml de volumen de
capacidad, el pesado del medio de cultivo se efectud en la balanza con los procedimientos
indicados en el anterior parrafo.

La preparacion del agar TSA (Agar soya triptica), de acuerdo al rétulo del medio de
cultivo, la suspension se hizo con 40 g del polvo en 1 L de agua destilada; es asi que, para
las 6 placas petri (15 ml. por cada placa) se utilizaron 90 ml de agua destilada para ser
mezclada con 3,6 g del medio en polvo. La preparacion (pesaje y dilucion) se efectud
siguiendo los procedimientos del quinto parrafo de esta seccion.

El agar MacConkey, de acuerdo al rétulo del medio de cultivo, se prepard considerando
50 g del polvo en 1 L de agua destilada; es asi que, para las 6 placas petri (15 ml por cada
placa) se utilizé 90 ml de agua destilada para ser mezclada con 4,5 g del medio en polvo. La
preparacion (pesaje y dilucion) se efectud siguiendo los procedimientos del quinto parrafo
de esta seccion.

Cultivo de microorganismo

Para la siembra en los medios de cultivo, se tomd cada uno de los tubos de ensayo con
tapa rosca, conteniendo en su interior el caldo peptonado, con los hisopos provenientes del
frotis de las heridas de los ejemplares de trucha arco iris.

Posteriormente con el hiposo ya llevando los agentes patdgenos se procedio a sembrar en
las placas petri en los tres tipos de medios de cultivos (BHI, TSA y MacConkey) ya
preparados; la siembra se realizé sobre la superficie de los medios de cultivo gelatinizados
con el hisopo por medio de agotamiento o estrias, este procedimiento se hizo en 18 placas
petri, tres placas para cada medio de cultivo diferente y por cada hisopo en tubo, las placas
fueron rotuladas con plumon negro indeleble una por una. Una vez terminada la operacion
se procedio a dejarlas en la estufa para su incubacion a una temperatura de 20 °C durante 24
horas. Transcurrido este tiempo se retir6 las placas petri de la estufa y se volvié a repetir el
procedimiento de la preparacion de medios de cultivo para continuar con las siembras de las
demas muestras En la nueva siembra se pudo obtener las cepas puras de las colonias
resultantes del frotis anterior. Para aislar las cepas puras, el procedimiento que se empleo fue
el mismo que el anterior pero se reemplazo el hisopo por un asa de siembra al cual esterilicé
en fuego al rojo vivo, con el asa de siembra tomé una pequefia porcion de las colonias
obtenidas y procedi a sembrar en los agares o medios de cultivo correspondientes también
por el método de agotamiento o estrias. Las placas con las colonias ya sembradas las llevé a
una estufa dejadolas alli por 24 horas a una temperatura de 20 °C.
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Método de tincion gram

Pasadas las 24 horas de incubacion se procedio a realizar la coloracion gram de las
colonias obtenidas en los diferentes medios de cultivo. La tincion gram se realizaron en
laminas portaobjetos, con un asa de siembra se tomé una colonia de las cepas puras obtenidas
y se esparcieron sobre la [amina portaobjetos a donde se agregd dos gotas del reactivo de
cristal violeta y dejé actuar durante un minuto, transcurrido el tiempo se realizé un lavado
con el minimo de agua para eliminar el exceso de colorante, seguidamente se agreg6 dos
gotas del reactivo lugol para cubrir el frote, el cual se dejé también actuar durante 1 minuto,
transcurrido ese tiempo se lavo con un pequefio chorro de agua eliminando asi el exceso de
mordiente, posteriormente se decoloré con alcohol acetona hasta que el efluente hubo salido
incoloro y se lavd con agua para eliminar el exceso de disolvente, finalmente se agregd dos
gotas del reactivo safranina cubriendo el frotis y dejé actuar por 1 minuto posteriormente
lavé con agua para eliminar el exceso de contraste y dejé secar la preparacion a temperatura
ambiente. La ldmina la observé en microscopio con los objetivos de 40x y 100X, de acuerdo
a la observacion pude identificar el tipo de agente patdgeno de acuerdo a las caracteristicas
morfoldgicas de cada una de ellas. Todas las ldminas fueron previamente etiquetadas y
enumeradas con c6digos y marcadas.

Método de identificacién morfoldgica de bacterias

Por las heridas que presentaron los ejemplares, antes de los muestreos se pudo hacer una
comparacion con las referencias bibliograficas y saber que estas heridas eran ocasionadas
por bacterias tipicas de salmdnidos. Para la identificacion de bacterias se realizé la
comparacion de las caracteristicas morfoldgicas al observarlas al microscopio después de la
coloracidén gram y comparar con las caracteristicas morfolégicas obtenidas por otros autores
que identificaron bacterias patdégenas en trucha arco iris que se lograron desarrollar con los
medios de cultivo anteriormente empleados. Para la toma de imagenes fotograficas se utilizd
una camara fotogréafica digital Panasonic-Lumix de 12 Mega pixeles.

Método de extraccion del extracto de propéleo como materia prima

Se procedio a realizar la extraccion del extracto de propéleo utilizado para esto etanol o
también conocido comercialmente como alcohol etandlico al 70%. Para esto se utiliz6 500 g
de propdleo en su forma original o bruta, la misma se refrigerd hasta obtener un estado méas
s6lido, pudiéndose trabajar de una mejor manera. Posteriormente se trozaron los grumos de
propoleo para colocar en un recipiente con boca ancha &mbar oscuro de vidrio de una
capacidad de 5 litros, se utiliz6 250 g de propéleo para 1 litro de alcohol etandlico; el
propéleo una vez dentro del recipiente fue mezclado con el alcohol etandlico al 70%, dejando
actuar por 21 dias en un lugar oscuro y con poca humedad. Transcurrido el tiempo de dilucion
del propdleo en el solvente se dejo sedimentar la mezcla por 7 dias para asi filtrar el extracto
obtenido mediante la utilizacion de un papel filtro que cual empleé en forma de embudo.

Método de acondicionamiento de estanques

Primero se procedi6 con la limpieza de estanques, para ello, se escogi6 cinco estanques de
20 x 2 m para la limpieza respectiva se bajo el nivel del agua de los estanques quitando
primero una ataguilla con la ayuda de un gancho de fierro, una vez que el nivel del agua hubo
disminuyendo, se retird la segunda ataguilla de tal manera que el agua quedo a la altura del
tobillo de una persona. La limpieza se inici6 con el lavado de las paredes de los estanques
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con las escobillas de nylon, una vez terminado el lavado de las paredes, se continud con la
limpieza del piso desde la salida del agua hasta el ingreso.

Figura 2. Acondicionamiento de estanques para manejo de ejemplares seleccionados

Se continu6 con el acondicionamiento de estanques, que consistio en la construccion de
paredes rectangulares utilizando redes, varillas de fierro y cintas de madera. Cada estanque
tuvo tres divisiones. Con la ayuda de cabos e hilos se unieron las redes a las cintas de madera
ubicando cada cinta en ambos extremos para cumplir la funcion de parantes, para evitar la
flexibilidad de la zona superior e inferior de la red se utilizé la varilla de fierro uniéndolas
con hilo y cabo dandole asi la firmeza a la red. Teniendo las diez paredes rectangulares se
comenzd a realizar las separaciones por cada estanque, utilizando dos paredes por estanque
para obtener tres espacios iguales de 6,6 m de largo por 2,0 m de ancho cada uno, teniendo
una densidad de carga de 13,2 kg/m?®.

Método de seleccion y traslado de peces

Se trabajo con peces en la etapa del estadio de engorde, para ello se identifico el tamafio
de muestra de los peces con los que se trabajo:

Seguridad = 95%; Precision = 3%: Proporcion esperada = 5% = 0.05

Z% x pxq
NETme

Donde:

Z?% = 1.962 (ya que la seguridad es del 95%).
p = proporcion esperada (5% = 0.05).
q=1-p(1-0.05=0.95).

d = precision (3%).
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_ 1.96% * 0.05%0.95
n= 0.032

n = 203 peces.

Obteniendo un resultado de 203 para ser trabajado como nimero de individuos, este
namero de elevo a 250 individuos para poder dividir en cantidad igual de peces y asi trabajar
con un namero de 50 peces por estanque.

Para la seleccion de estos peces se cerro el estanque con la ayuda del seine de cerrar a 1/3
de la entrada del estanque, dejando a toda la biomasa entre el ingreso del agua y el seine; en
los 2/3 vacios se ingresd el tripode con el corral al estanque. La seleccion de los peces se
realizé en forma manual utilizando un cajon seleccionador.

Con la ayuda del seine de pescar se capturd la biomasa, evitando se vea afectada por estrés
0 por demasiada agrupacion; de este seine de pescar y con la ayuda de las canastillas se
cogieron a los peces vaciandolos dentro del cajon seleccionador el cual se movio lentamente
por espacio de 15 a 30 segundos para dejar caer a los peces pequefios menores a 300 g; luego
con la ayuda de la mano se separd a los peces que quedaron en el cajon escogiendo sélo a
aquellos que presentaron heridas los cuales se quedaron en el cajon y aquellos peces sanos
se retiraron a un corral diferente. La biomasa separada con heridas que qued6 dentro del
cajon se trasladé al corral con un previo inventario.

Una vez seleccionados e inventariados los peces se procedio a realizar su traslado, para
esto se utilizé un tanque con agua el mismo que es transportado en un tractor. Utilizando un
tripode de madera junto con una balanza colgante que pende del mismo tripode se procedio
a pesar a los peces antes de ingresarlos al tanque con la ayuda de una canastilla previamente
tarada (Anexo 9). Una vez estando todos los peces dentro del tanque con agua, fueron
trasladados con el tractor para su distribucion en los estanques ya preparados y
acondicionados. La distribucion se realizé enviando 50 unidades de peces por cada espacio
de 6.6 metros que fue separado en los estanques.

Evaluacion de la aplicacion del propdleo, manejo y control de peces

Parte crucial del tratamiento de los peces fue el suministro de propéleo (extracto) a los
peces que fue mediante via oral, realizando una mezcla o recubierta del extracto de propéleo
con diferentes dosis por cada prueba junto con aceite vegetal en el alimento, el aceite vegetal
hizo que el extracto de prop6leo quede fijado a los pellets de alimento y de esta manera pudo
ser suministrado a los ejemplares. La mezcla del extracto de propéleo con el aceite vegetal
se realiz6 en un recipiente blanco de fondo circular, la medicion de mililitros del extracto de
propbleo y del aceite vegetal se realiz6 con pipetas milimetradas de 5 ml cada una. Una vez
obtenida la mezcla se comenz6 a recubrir los pellets de alimento con el propéleo y aceite
vegetal, el cual se colocd en un recipiente de plastico con tapa teniendo diferentes dosis por
prueba. La alimentacion de los peces como principal procedimiento dentro de la cadena
productivo se realiz6 a cada una de las pruebas de cada repeticion; se trabaj6 con alimento
balanceado extruido pigmentante de la linea EWOS, pero la cantidad de alimento se calculé
adecuandose a la tabla de alimentacion de Nicovita Truchas, en donde se tom6 en cuenta el
peso promedio obtenido después de realizar las biometrias por cada tratamiento, con lo que
se determind la biomasa, se tomo6 también datos del registro de temperatura del agua de
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cultivo (10 °C); con esto se obtuvo la tasa de alimentacion, con la que se calcul6 el alimento
cada siete dias. La alimentacidn de los peces se realizd al saceo o ad libitum, el consumo de
alimento diario dependi6 del apetito de los peces en cada prueba.

Para determinar el efecto curativo del propdleos en trucha arco iris con respecto a las
heridas causadas por enfermedades bacterianas se trabajé con el 100% de la poblacion de
ejemplares en cada una de las repeticiones (250 unidades por repeticion), observando el
porcentaje de mejoria en relacién al tiempo transcurrido.

La frecuencia de alimentacidon fue diaria, entre una a dos veces por dia dependiendo del
apetito de los ejemplares de cada una de las diferentes pruebas. El horario de la primera
alimentacion empezé en promediar las 10:00 horas, culminando en promedio a las 11:30
horas. El segundo horario de alimentacion se realiz6 a partir de las 14:00 horas, culminando
en promediar las 15:00 horas. En el caso de las pruebas, presentaron menor apetito durante
el primer horario de alimentacion.

Para hacer efectuar el seguimiento de la recuperacion se los peces se efectud un
inventario. Para capturar a los peces y realizar el inventario de éstos se cerrd el estanque con
la ayuda del seine de cerrar a 1/3 de la entrada del estanque, dejando a toda la biomasa entre
el ingreso del agua y el seine. Con la ayuda del seine de pescar se capturd la biomasa,
evitando se vea afectada por estrés o por demasiada agrupacion; de este seine de pescar y
con laayuda de las canastillas se cogieron a los peces vaciandolos a los otros 2/3 del estanque
con un previo inventario el cual fue registrado.

Tambien se realizaron muestreos biométricos de los peces, para ello, primero se los
adormeci6 utilizando 2 ml de esencia de clavo de olor por cada 20 litros de agua para su
correcta manipulacion. Las biometrias se realizaron con una frecuencia de catorce dias en
cada estanque de prueba. Se realiz6 utilizando un chinguillo o carcal, donde se captur6 una
muestra de trucha de la biomasa. Luego se las colocd en la tina 20 litros de agua
aproximadamente, con la mezcla de agua y esencia de clavo de olor las truchas fueron
anestesiadas, de esta manera se realiz6 la medicion de talla con un ictimetro y peso con la
balanza gramera. La poblacion de la muestra a la que se le realiz6 la biometria fue del 20%
(10 peces) por cada tratamiento siendo este nimero de peces una cantidad representativa.

METODO ESTADISTICO

Se utiliz6 la prueba de ANVA para determinar el nivel de significancia de alpha y la
prueba de Duncan para la determinacion y la comparacion de la efectividad del extracto de
propbleos en las diferentes dosis suministradas a los peces. La comparacion del efecto de
propoleo, en el tratamiento de enfermedades bacterianas en distintas dosis (1,5 ml, 2,5 ml,
3,5 mly 4,5 ml), aplicada a trucha arco iris en la etapa de engorde.
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RESULTADOS Y DISCUSION
IDENTIFICACION DE BACTERIAS PATOGENAS GRAM NEGATIVAS
De acuerdo la Tabla 1, se pudo evidenciar el crecimiento de colonias en el medio agar
TSA, estas colonias presentaron morfologia lisa de color amarillo palido (Figura 3) y

mediante la observacion al microscopio se observo la presencia de bacilos gram negativos.

Tabla 1. Crecimiento de colonias de bacterias en tres diferentes tipos de agar selectivos

NUmero de Muestras Agar MacConkey  Agar BHI  Agar TSA

1° Muestra Positivo Negativo Positivo
2° Muestra Negativo Negativo Positivo
3° Muestra Negativo Negativo  Positivo
4° Muestra Positivo Negativo Positivo
5° Muestra Negativo Negativo Positivo
6° Muestra Negativo Negativo  Positivo

0‘ . "

%

Figura 3. Crecimiento de una colonia en agar MacConkey (izquierda) y crecimiento de
colonias en agar TSA (derecha)

Los ejemplares con signos de enfermedad que se muestrearon, presentaban cuadros
macroscopicamente notorios de ulceraciones avanzadas y profundas, comprometiendo
severamente a la dermis, musculo, aleta caudal, exoftalmia y oscurecimiento de la piel
debido al estrés causado por la enfermedad; provocando un nado erratico en la mayoria de
los ejemplares. Similares caracteristicas para peces enfermos son mencionadas por Leon et
al. (2009) quienes estudiaron alevinos de trucha arco iris y observaron (macroscopicamente)
cuadros patoldgicos muy evidentes de erosiones o ulceraciones severas y muy profundas que
afectaban la piel, musculo, aleta dorsal y region del pedunculo caudal del huésped (Figura 4)
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FPRUEBA 3

Figura 4. Recuperacion de heridas en peces: Peces antes de iniciar el tratamiento (izquierda) y peces
al finalizar el tratamiento (derecha)

Los peces muestreados, presentaron heridas notables que comprometian el mdsculo,
caracteristicas tipicas de la bacteria patégena Flavobacterium psychrophilum, tal como lo
indica Chiok (2011) en su estudio sefialando que la enfermedad se caracteriza por
oscurecimiento, erosiones y ulceraciones en la piel, necrosis de aletas y branquias. Los casos
severos exhibian descamacion completa de la aleta caudal.

La identificacion de Flavobacterium psychrophilum se realiz6 con Agar Soya Tripticasa
(TSA), donde se pudo evidenciar el crecimiento de las colonias transcurridas las 48 horas
después de su siembra en el medio de cultivo, tomando un total de 18 cepas para identificarlas
morfoldgicamente mediante la prueba de Gram negativas. EI mismo medio de cultivo fue
empleado por Ledn, Avalos y Ponce (2009) a partir de muestras patoldgicas lograron aislar
tanto del medio AOA como del TSA un total de 29 cepas Gram negativas.
Microscopicamente, resultaron ser bacilos Gram negativos.

Se identificd también la presencia de bacterias Gram negativas como la Escherichia coli, la
misma que se pudo evidencia con un crecimiento en el Agar MacConkey.
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EFECTO DE PROPOLEO EN EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
BACTERIANAS DE LA TRUCHA ARCO IRIS EN LA ETAPA DE ENGORDE

Segun los resultados mostrados en la Tabla 2, la mejoria de los individuos con los diferentes
tratamientos de dosis de propéleo T1, T2, T3y T4 se evidencid a partir de la segunda semana
de tratamiento; es decir, a partir de los 15 dias después de iniciado la suministracién de las
dosis de propdleo con el alimento balanceado.

Los individuos que pertenecieron a la tercera repeticion no llegaron a ser tratados hasta
el dia 23 como en las anteriores repeticiones (1° y 2°) ya que debieron ser cosechados.

Las ultimas observaciones (21-30 dias) de las repeticiones 1°, 2° y 3°, de acuerdo a la
Tabla 2, permitieron ver mejores resultados en los tratamientos T3 y T4, dado a que tuvieron
una mayor cantidad de individuos recuperados en comparacion del Testigo y las dosis de T1
y T2. Los resultados se comparan por repeticion (Tabla 2) y cada tratamiento se compara
versus el testigo.

Tabla 2. Tratamiento con propéleo y nimero de peces con recuperacion segun evolucion/dias

Tratamiento con propdleo (N° peces con recuperacion)

Tiempo Repeticiones  Testigo T1 T2 T3 T4
(0Oml) (L.5ml) (2.5ml) (3.5ml) (4.5ml)

1-7  1° Repeticion 0 0 0 0 0
dias  2° Repeticion 0 0 0 0 0
3° Repeticién 0 0 0 0 0

8-14 1° Repeticion 0 3 6 7 9
dias  2° Repeticion 0 4 5 8 8
3° Repeticién 0 5 5 9 11

15-21 1° Repeticién 5 12 21 29 34
dias  2° Repeticion 4 13 22 30 36
3° Repeticion 0 19 28 37 42

22 -30 1° Repeticion 6 17 33 38 40
dias  2° Repeticion 8 19 32 39 44

Es asi que, a una mayor concentracion de la dosis podemos mencionar que tendriamos
mejores resultados en menor tiempo de tratamiento. Siendo el alimento consumido por
tratamiento en un promedio de 200 g por dia, cantidad de alimento que fue calculado
empleando la tabla de alimentacion de la linea Nicovita Truchas.

En la Figura 5 se muestra la comparacion de los tratamientos en relacién a las unidades
de individuos que se lograron recuperar con las diferentes dosis de prop6leo suministradas;
individuos que fueron alimentados acomodandose de acuerdo al célculo de la tabla de
alimentacion de Nicovita Truchas, obteniendo una Tasa de Alimentacion de 1.0 . En la
Primera repeticién en la prueba Testigo se recuperaré el 12% (6 ejemplares), en el
tratamiento T1 34% (17 ejemplares), en el T2 66% (33 ejemplares), en el T3 76% (38
ejemplares) y en el T4 de 80% (40 ejemplares). En la Segunda repeticion, en la prueba
Testigo se recuperard el 16% (8 ejemplares), en el tratamiento T1 38% (19 ejemplares), en
el T2 64% (32 ejemplares), en el T3 78% (39 ejemplares) y en el T4 de 88% (44 ejemplares).
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En la Tercera repeticion en la prueba Testigo se recuperar6 el 0%, en el tratamiento T1 34%
(19 ejemplares), en el T2 56% (28 ejemplares), en el T3 74% (37 ejemplares) y en el T4 de
84% (42 ejemplares).

50 -
45 1 TESTIGO (0 ml)
g 40 - 44 "
Ee)
S ) 40 T1 (1.5 ml)
g » 38 > 37 s
3 30 - 33 T Sm
P 32
% 25 28 T3 (3.5 ml)
(]
o 207 T4(4.5ml)
9151 19 19
> 10 -
> 16 8 0
0 T T 1

1° Repeticion ~ 2° Repeticion  3° Repeticion

Repeticiones
Figura 5. Comparacion de tratamientos y peces recuperados en cada repeticién.

En comparacién con los resultados obtenidos por Beyraghdar, Ebrahimi, Mahboobi y
Samie (2010), al final de su experimento sobre los efectos de administracion de prop6leo
(0; 0,5; 1,5; 4,5y 9,0 g de propdleos/kg dieta) en los pardmetros bioquimicos en suero de
trucha arco iris; para determinar la posible toxicidad y efectos, las tasas de supervivencia
(%), peso ganancia (%), tasa de crecimiento especifico (SGR) y en vivo index (LI), no se
observaron muertes en cualquiera de los grupos durante todo el periodo del experimento. El
aumento de peso, SGR y LI de los peces no fueron significativamente (P: 0,05) influenciado
por la suplementacidn dietética de propoleos.

Ademas Selamoglu y Fuat (2009) también determinaron los efectos de los extractos de
propéleos (0,01; 0,02 y 0,03 g/L) en los parametros bioquimicos y hematoldgicos en trucha
arco iris, es asi que los peces expuestos a 0,01 g/L no cambid (p: 0.05) los niveles de glucosa,
proteina total, creatinina, BUN, triglicéridos, colesterol total, amilasa, en comparacion con
el grupo control. Los peces expuestos a 0,02 y 0,03 g/L presentaron un aumento significativo
(p: 0.05) en glucosa, BUN, triglicéridos, niveles de colesterol total y LDH, amilasa y
actividades de GGT en comparacién con el grupo control. Encontraron también un aumento
estadisticamente significativo en el nivel de hierro de la misma en comparacion con el control
y 0,01 g/L (p: 0,05). En el presente estudio, las dosis efecto protector de propéleos se
compararon con el grupo control en los parametros hematoldgicos y bioquimicos, sus datos
mostrados resultaron que el propo6leos tiene un efecto importante sobre los parametros
bioguimicos y hematoldgicos en 0,01 g/L, mientras que concentraciones de 0,02 y 0,03 g/L
parecen ser desfavorable para el tejido de la sangre de truchas arco iris.

Abd-EI-Rhman (2009) quien trabaj6 con la tilapia Oreochromis niloticus en laboratorio
in vitro determind la actividad antibacteriana contra Aeromonas hydrophila sembrandolas en
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placas petri e impregnando en papel filtro extracto etandlico de propdleo obteniendo que la
concentracién de inhibicion minima (MIC) de extracto etanolico de propoleo contra
Aeromonas hydrophila, fue 80 pg propdleos. Por otro lado también evalud el efecto en el
rendimiento de la tilapia alimentandolas con propdleos mezclado en su dieta en pellets y asi
para observar su crecimiento; trabajo con un total de 225 peces con 25 unidades por
repeticion, alimentandolos por un lapso de 28 dias, trabajando con tres dietas diferentes:
T1(dieta control), T2 (1% extracto etandlico de propdleo) y T3 (propoleo crudo al 1%)
obteniendo una mayor tasa de crecimiento con la prueba T2, seguido por T3 y el mas bajo
T1, siendo su FCR obtenido de 0.8=T2 y 2.0=T1 (la més alta).

Carrillo et al (2011) en su evaluacién de la actividad antimicrobiana de extractos de
propbleos y determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB), del extracto
etandlico fue 0,93 mg mL-! para las Gram positivas siendo S. aureus la bacteria mas
susceptible, ya que requirié de una menor CMB para ser inhibida, y 7,5 mg mL™* para las
Gram negativas, mientras que la CMB del extracto acuoso fue de 20 mg mL-! para Gram
positivas y 30 mg mL™ para Gram negativas; las cepas bacterianas mostraron menor
susceptibilidad a los extractos acuosos que a los extractos etandlicos.. Los resultados
obtenidos por Carrillo et al. (2011), son similares a los de Tolosa y Cafizares (2002) en el
gue indican que existe un efecto bactericida tanto del extracto etanélico como del acuoso
frente a bacterias Gram positivas. Determinaron que el extracto etandlico de propdleo es
efectivo contra las bacterias Gram positivas (Streptococcus pyogenes y S. aureus) y Gram
negativas (S. typhi y Pseudomonas aeruginosa), al obtener una CMB de 0.93 mg mL™ en
ambos tipos de bacterias, en cambio el extracto acuoso frente a las bacterias Gram positivas
requirié una CMB de 3.75 mg mL?, y contra las Gram negativas la CMB fue de 15 mg mL"
1o que hace al extracto acuoso menos inhibitorio que el etanélico. Ambos trabajos fueron
realizados en laboratorio.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el Tabla 3, se obtuvo que los tratamientos fueron
altamente significativos por tener un resultado de 0.00 de significancia, dando a entender que
los tratamientos empleados tuvieron resultados positivos en cuanto a la cicatrizacion de las
heridas en los peces experimentados.

Tabla 3. Pruebas de los efectos inter-sujetos, variable dependiente el nimero de truchas
recuperadas utilizando el ANVA

F.V. S. C. tipo 111 gl C.M. F Sig.
Modelo 13580.667 5 2716.133  442.848  0.000
TRAT 13580.667 5 2716.133  442.848  0.000
Error 61.333 10 6.133

Total 13642.000 15

En la Tabla 4, segun los resultados de la prueba Duncan se determine que los tratamientos
testigo, T1, T2 y T3 fueron estadisticamente diferentes, pero el T3 y T4 fueron
estadisticamente iguales.
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Tabla 4. Prueba de comparacion de medias, de acuerdo al nimero de truchas recuperadas, utilizando
la prueba de Duncan

Dosis de N Subconjunto

Propdleo 1 2 3 4
Testigo (Oml) 3 4.67

T1(1.5ml) 3 18.33

T2 (25ml) 3 31.00
T3(3.5ml) 3 38.00
T4 (4.5ml) 3 42.00
Sig. 1.000 1.000 1.000 0.076

En comparacion con los resultados obtenidos por Beyraghdar, Ebrahimi, Mahboobi y
Samie (2010) también sometieron sus datos a la forma de analisis de varianza (ANVA) para
ver la significancia entre cada una de sus dosis empleadas (0 ml control; 0.5 ml; 1.5 ml; 4.5
ml y 9.0 ml/g propdleo/kg de dieta) y para determinar las diferencias entre las medias
encontradas utilizaron la prueba de rangos multiples de Duncan (cuyo nivel de significancia
se definié como por 0,05) utilizando el programa estadistico (SPSS versién 15.0).

De acuerdo a los resultados obtenidos de las medias con la prueba estadistica de Duncan
se aprueba la hipotesis de que las concentraciones de 3.5 ml y 4.5 ml tuvieron mayor
efectividad en la cicatrizacion de las heridas en los peces que se estudiaron.
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