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Abstract

The indiscriminate use of antibiotics for the control of bacterial infections in cultures of aquatic organisms, administered in a sys-
temic way, has provoked the presence of R plasmids  in  bacterial strains of high risk for aquaculture; therefore, it is important to 
study new natural alternatives not only to prevent bacterial infections, but to prevent the use of antibiotics. Oedogonium capillare 
alga presented, in previous in vitro studies, the capacity to inhibit the growth of different bacterial species of ichthyopathogenic 
importance. The objective of the present study is to prove in vivo the antibacterial capacity of the alga against infections caused 
by the pathogen Vibrio fl uvialis in Carassius auratus Golden fi sh. The activity of the hexanic extract of O. capillare alga was proved 
from the start of the treatment’s administration through three different channels: intramuscular, food and baths, after fi shes were 
experimentally inoculated with V. fl uvialis . The use of the extract by these channels was not effective; therefore, different ways 
of treatments were tested by administering them before and after the infection was experimentally provoked. Fish treated with 
additional dry alga in feed before and after being infected, surpassed the infection in 80% of cases. Fish treated with alcoholic 
extract of O. capillare registered higher than 80% of survival. Signifi cant differences were obtained in relation to the control 
group and the hexanic extract by intramuscular and feed channels. The signifi cant differences between treatments were proved 
by analysis of multiple comparisons of Kruskal Wallis.

Key words: ANTIBACTERIAL, OEDOGONIUN CAPILLARE, AQUACULTURE, CARASSIUS AURATUS, NATURAL 
EXTRACTS, CONTROL, INFECTIONS, VIBRIO FLUVIALIS.

Resumen

El uso de antibióticos de forma indiscriminada para el control de infecciones de origen bacteriano en cultivos de organismos 
acuáticos, administrados de forma sistemática, ha  provocado la presencia de plásmidos-R en cepas  bacterianas de alto riesgo 
para la acuicultura, por lo que es importante estudiar nuevas alternativas naturales no solamente para prevenir las infecciones 
bacterianas, también para evitar el uso de antibióticos. El alga Oedogonium capillare presentó, en estudios previos in vitro, la capa-
cidad para inhibir el crecimiento de diferentes especies de bacterias de importancia ictiopatogénica. El objetivo del presente 
estudio es probar in vivo la capacidad del alga como antibacterial contra infecciones provocadas por el patógeno Vibrio fl uvialis 
en pez Dorado Carassius auratus. Se comprobó la actividad del extracto hexánico del alga O. capillare a partir de la administración 
del tratamiento a través  de tres diferentes vías: intramuscular, alimento y baños, después de haberse inoculado experimental-
mente a los peces con V. fl uvialis. El uso del extracto por estas vías no fue efectivo, por lo que se probaron diferentes formas de 
tratamientos que se administraron antes y después de ser provocada experimentalmente la infección. Los peces tratados con el 
alga seca adicionada en el alimento antes y después de ser infectado, superaron la infección en 80% de los casos. Los peces tra-
tados con el extracto alcohólico  del O. capillare registraron sobreviviencia mayor a 80%. Se obtuvieron diferencias signifi cativas  
en relación con el grupo testigo y con el extracto hexánico vía intramuscular y alimento. Las diferencias signifi cativas entre los 
tratamientos  se comprobaron mediante el análisis de comparaciones múltiples de Kruskal Wallis.

Palabras clave:ANTIBACTERIAL, OEDOGONIUN CAPILLARE, ACUICULTURA, CARASSIUS AURATUS, EXTRAC-
TOS NATURALES, TESTIGO, INFECCIONES, VIBRIO FLUVIALIS.
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Introduction

Infectious diseases constitute an important factor 
that considerably limits the productivity and com-
mercial potential in aquaculture enterprises.1 The 

infections caused by bacteria in aquaculture farms 
cause high mortality,2 originating serious economic 
losses, especially to the rural groups that cultivate 
them. 

In Carassius auratus  fi sh different bacterial infec-
tions have been registered, such as hemorrhagic sep-
ticemia caused by Pseudomonas, Aeromonas hydrophila, 
Aeromonas sobria, Vibrio fl uvialis and Vibrio parahaemo-
lyticus.3 Some pathogens that form part of the micro-
biot of fi sh may also be harmful for humans, as in the 
case of Vibrio cholerae.4

To prevent these infections, aquaculturists indis-
criminately apply antibiotics  like oxitetracycline, tet-
racycline, chloramphenicol and kanamycin, in great 
quantities, either in ponds or incorporating it to the 
food, using it routinely as growth factor.5-6 

Sulfonamides, penicillins and aminoglycoside con-
stitute the group of antibiotics of greater use in aqua-
culture. In this group, antibiotics  like streptomycin, 
kanamycin, gentamicin and tetracycline are found.7 

In aquaculture, treatments with antibiotics may be 
applied in water by means of baths, combined with 
food, and when the organisms are of great value for 
the farm, as in the case of reproductive specimens, 
individual treatment can be administered by intra-
muscular doses. For each infection that the culture 
presents in an aquaculture farm an adequate analysis 
should be done, identifying the pathogen so that later 
a specifi c antibiotic, dose and via of administration  
will be applied,7 with the aim of not provoking resist-
ance in the bacterial strains that conform bacterial 
fl ora of the cultured fi sh in the farm, thus counteract 
with greater ease epizootic diseases. 

Nevertheless, in practice, aquaculturists do not 
have these precautions; therefore, antibiotics are indis-
criminately used, causing  bacterial cells to develop 
resistance to them through plasmids that confer the 
capacity to resist the toxic effects of antibiotics.8

In addition to the aforementioned, the antibiotics 
of chemical origin used in fi sh cultures are mixed with 
food, that when dispersing in the water they incorpo-
rate directly into the environment and produce high 
levels of environmental pollution, since once dissolved 
in water they rarely degrade.

The presence of plasmids-R and antibiotics in 
cultured fi sh for human consumption, imply public 
health problems by affecting their consumers, due to 
the inadequate assimilation  and long permanence of 
antibiotics in the muscular pack of fi sh and for the 
slow absorption of antibiotics, such as oxitetracycline, 

Introducción

Las enfermedades infecciosas constituyen un 
factor importante que limita considerable-
mente el potencial productivo y comercial de 

las empresas acuícolas.1 Las infecciones causadas por 
bacterias en granjas acuícolas provocan alta mor-
talidad,2 lo que origina graves pérdidas económicas, 
sobre todo a los grupos rurales que las cultivan.

En peces Carassius auratus se han registrado dife-
rentes infecciones bacterianas, como la septicemia 
hemorrágica causada por Pseudomonas, Aeromonas 
hydrophila, Aeromonas sobria, Vibrio fl uvialis  y Vibrio 
parahaemolyticus.3 Algunos patógenos que forman 
parte de la microbiota  de los peces pueden también 
ser nocivos para el humano, como es el caso de Vibrio 
cholerae.4

Para prevenir estas infecciones, los acuicultores 
aplican de manera indiscriminada antibióticos, como 
la oxitetraciclina, tetraciclina, cloranfenicol y kanami-
cina, en grandes cantidades, ya sea en los estanques 
o incorporado al alimento, utilizándolos rutinaria-
mente como factor de crecimiento.5-6

Las sulfas, las penicilinas y los aminoglicósidos 
constituyen el grupo de antibióticos de mayor uso en 
la acuicultura. En este grupo se encuentran antibióti-
cos como estreptomicina, kanamicina, gentamicina y 
tetraciclinas.7   

En la acuicultura, los tratamientos con antibióti-
cos se pueden aplicar ya sea en el agua, por medio 
de baños, combinados con el alimento, y cuando los 
organismos son de alto valor para la granja, como 
pueden ser los reproductores, se les puede suminis-
trar tratamiento individual mediante dosis aplicadas  
intramuscularmente. Para cada infección que pre-
sente el cultivo en una granja acuícola se debe llevar a 
cabo un análisis adecuado, identifi cando el patógeno 
para posteriormente especifi car el antibiótico que se 
va a aplicar, la dosis y la vía de administración,7 con el 
fi n de no provocar resistencia en las cepas bacteria-
nas que conforman la fl ora bacteriana de los peces 
en cultivo en la granja, y así contrarrestar con mayor 
facilidad las epizootias.

Sin embargo, en la práctica, los acuicultores no 
tienen estos cuidados, por lo que los antibióticos son 
utilizados indiscriminadamente, provocando que las 
células bacterianas desarrollen resistencia a ellos a 
través de plásmidos que  confi eren capacidad de resis-
tir los efectos tóxicos de los antibióticos.8

Aunado a esto, los antibióticos de origen químico 
utilizados en los cultivos de peces se suministran 
mezclados con el alimento, el cual al dispersarse en 
el agua se incorpora directamente al ambiente y pro-
duce altos niveles de contaminación ambiental, ya que 
disueltos en agua difícilmente se degradan. 
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through the fi sh intestine,9 since aquaculturists, by not 
waiting the statutory time for fi sh detoxifi cation, sell 
the product for human consumption before time.10  

The rise of selective environment increasingly 
aggressive for bacteria, like hospitals, industry and 
agricultural activities, were great quantities of anti-
microbials are used for prevention and treatment of 
infections, have increased the capacity and frequency 
incorporating resistant genes in bacteria. Likewise, 
the increasingly degraded sanitary quality in commu-
nities establishes routes of dissemination for the resist-
ant microorganisms.11

Consequently, it is necessary to search for new nat-
ural alternatives not only to prevent bacterial infec-
tions, but also to avoid the use of antibiotics and, as a 
consequence, the proliferation of plasmids responsi-
ble of resistance to antibiotics.12

Recently, medicinal plants are used which include 
great variety of algae from fresh water as well as from 
marine environments.13

It has been demonstrated that marine algae of 
different species posses a highly bactericidal effect 
against Alteromonas macleodi, A. rubra, A. undina, Chro-
mobacterium, Flavobacterium spp, Pseudomonas spp and 
Vibrio spp.12

Other extracts obtained from algae have demon-
strated a powerful effect over bacterial growth and 
survival, as well as antimicrobial properties against 
pathogens of aquatic organisms; in this way, Immanuel 
et al.14 have proved the antibiotic capacity of Sargassum 
wightii and Ulva lactuca against Vibrio parahaemolyticus 
in shrimp; this last the same as green marine algae: 
Sphaerococcus coronopifolus, Enteromorpha linza, Clado-
phora coelothrix, Oodium tomesitosum; brown algae like 
Colopomenia sinuosa, Padina pavonica; red algae; Gelid-
ium sp, Laurencia obtusa, Polisiphonia sp, Hypenia museo-
formis and Galaxuara rugosa, also have antimicrobial 
activity against Stapphylococcus aureus. The fresh water 
green algae; Spirogyra sp, Chara and Cladosphora, reg-
istered activity against Escherichia coli, human enter-
opathogenic.15-16

On the other hand, Wijffels et al.17 report that in 
different species of Laurencia majuscula and L. obtusa, 
it has been observed a powerful activity against human 
pathogen bacteria as Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae and Salmonella sp.

Abutbul et al.18 used the rosemary plant (Rossmari-
nus offi cinalis) to inhibit Streptococcus iniae inoculated in 
tilapia. These authors obtained a bacteriostatic effect 
which inhibited its growth, besides demonstrated the 
potential that an alternative treatment can have based 
on plants. Abutbul et al.19 evaluated the antibacterial 
capacity of 104 desert plants and found that Hammada 
scoparia inhibited Aeromonas hydrophila and Vibrio algi-
nolyticus; Streptococcus iniae, fi sh pathogen bacteria, was 

La presencia de plásmidos-R y antibióticos en los 
peces cultivados para consumo humano, implica pro-
blemas de salud pública al afectar a sus consumidores, 
debido a la inadecuada asimilación y larga permanen-
cia de los antibióticos en el paquete muscular de los 
peces y por la lenta absorción de los antibióticos, como 
la oxitetraciclina, a través del intestino de los peces,9 

ya que los acuicultores, al no esperar el tiempo regla-
mentario de desintoxicación de los peces, venden el 
producto para consumo humano antes de tiempo.10

El surgimiento de ambientes selectivos cada vez 
más agresivos para las bacterias, como hospitales, 
industrias y actividades agropecuarias como la acui-
cultura, donde se utiliza gran cantidad de antimicro-
biales como prevención y tratamiento de infecciones, 
han aumentado la capacidad y frecuencia en la incor-
poración de genes resistentes en las bacterias. Asi-
mismo, la cada vez más degradada calidad sanitaria 
en las comunidades establece rutas de diseminación 
de los microorganismos resistentes.11

Por lo anterior, es necesario buscar nuevas alterna-
tivas naturales no sólo para prevenir las infecciones 
bacterianas, también para evitar el uso de antibióticos 
y, como consecuencia, la proliferación de plásmidos 
que son responsables de la resistencia a antibióticos.12

Actualmente  se emplean plantas medicinales que 
incluyen gran variedad de algas tanto de agua dulce 
como de ambientes marinos.13

Se ha demostrado que las algas marinas de diferen-
tes especies poseen alto efecto bactericida contra Alte-
romonas macleodii, A. rubra, A. undina, Chromobacterium, 
Flavobacterium spp, Pseudomonas spp y Vibrio spp.12

Otros extractos obtenidos de algas han demos-
trado potente efecto sobre el crecimiento y sobreviven-
cia bacteriana, así como propiedades antimicrobianas 
contra patógenos de organismos acuáticos; de esta 
forma, Immanuel et al.14  han comprobado la capa-
cidad antibiótica de Sargassum wightii y Ulva lactuca 
contra Vibrio parahaemolyticus en camarón; esta última 
al igual que las algas verdes marinas: Sphaerococcus 
coronopifolus, Enteromorpha linza, Cladophora coelothrix, 
Oodium tomesitosum; algas cafés como Colopomenia 
sinuosa, Padina pavonica; las algas rojas: Gelidium sp, 
Laurencia obtusa, Polisiphonia sp, Hypenia  museoformis 
y Galaxuara rugosa, también poseen actividad antimi-
crobial contra Staphylococcus aureus. Las algas verdes, 
dulce-acuícolas: Spirogyra sp, Chara y Cladosphora, 
registraron actividad contra Escherichia coli, enteropa-
tógeno de humanos.15-16

Por otro lado, Wijffels et al.17 informan que en dife-
rentes especies de Laurencia majuscula y L. obtusa, se ha 
observado potente actividad contra bacterias patóge-
nas de humanos como Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae y Salmonella sp.

Abutbul et al.18 utilizaron la planta del romero 
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(Rossmarinus offi cinalis) para inhibir al Streptococcus 
iniae inoculado en tilapia. Estos autores obtuvieron 
un efecto bacteriostático que inhibió su crecimiento, 
además demostraron el potencial que puede tener un 
tratamiento alternativo con base en plantas. Abutbul 
et al.19 evaluaron la capacidad antibacterial de 104 
plantas desérticas y encontraron que Hammada scopa-
ria inhibió a Aeromonas hydrophila y a Vibrio alginolyti-
cus; Streptoccocus iniae, bacteria patógena de peces, fue 
inhibida por Ochradenus baccatus y por Raseada stenos-
tachya.

Se han detectado propiedades antibacterianas de 
plantas superiores como el tomillo (Thymus vulgaris), 
romero (Rossmarinus offi cinalis), salvia (Salvia offi cina-
lis), bálsamo de limón (Melissa offi cinalis), albahaca 
(Ocimum basilicum), milenrama (Achillea millefolium), 
clavo (Syzygium aromaticum), granada (Punica grana-
tum), jambolan (Syzygium cumini) y guayaba (Psidum 
guajaba),20 así como la actividad del extracto crudo 
que contenía pimiento rojo (Capsicum frutescens), 
limón (Citrus limon) y pera (Opuntia vulgaris).21

El alga Oedogonium capillare pertenece a la familia 
Oedogoniaceae (Chloropycophyta),22-24 que se encuen-
tra fácilmente en México, es planctónica y bentónica, 
común en cuerpos de agua dulce,25 suele ser benéfi ca 
para los acuarios si se mantiene en cantidad mode-
rada. Muchos peces e invertebrados se alimentan de 
ella.26 

Negrete et al.27 comprobaron in vitro la capacidad 
del extracto que se obtuvo a partir del alga verde dul-
ceacuícola, Oedogonium capillare, para inhibir el cre-
cimiento de 23 diferentes bacterias, tanto patógenas 
de humanos como de importancia ictiopatogénica, 
pertenecientes a las familias Pseudomonadaceae, 
Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae y Vibrionaceae; 
obtuvieron altos coefi cientes de correlación entre la 
forma de actuar del extracto del alga y los antibióticos 
kanamicina, tetraciclina y cloranfenicol. 

Con base en lo anterior, el presente estudio tiene 
como objetivo probar in vivo, la capacidad del alga 
Oedogonium capillare como antibacterial contra infec-
ciones bacterianas provocadas por el patógeno Vibrio 
fl uvialis en pez Dorado Carassius auratus.

Material y métodos 

Los ejemplares de O. capillare fueron recolectados de 
estanques de cultivo de ranas, en el Centro de Investi-
gaciones Biológicas y Acuáticas, en Xochimilco, ciudad 
de México. Se removieron la hojarasca y los desechos 
orgánicos de la superfi cie del agua antes de efectuar el 
muestreo. Cuando las algas presentaron crecimiento 
masivo, se extrajeron con red de cuchara, y los ejem-
plares más vigorosos se seleccionaron manualmente 
tomando en cuenta tamaño, estructura, pureza y 

inhibited by Ochradenus baccatus and by Raseada sten-
ostachya.

Antibacterial properties have been detected from 
superior plants such as thyme (Thymus vulgaris), rose-
mary (Rossmarinus offi cinalis), sage (Salvia offi cinalis), 
lemon balm (Melissa offi cinalis), basil (Ocimum basili-
cum), Yarrow (Achillea millefolium), clove (Syzygium 
aromaticum), granate (Punica granatum), jambolan 
(Syzygium cumini), guayaba (Psisium guajaba),20 as well 
as the activity of the raw extract that contained red 
pepper (Capsicum frutescens) lemon (Citrus limon) and 
pear (Opuntia vulgaris).21 

The alga Oedogonium capillare belongs to the 
Oedogoniaceae (Chloropycophyta) family,23-24 which 
is easily found in Mexico, it is planctonic and ben-
tonic, common in fresh water,25 usually favourable for 
aquariums if maintained in moderate quantity. Many 
fi sh and invertebrates feed from it.26

Negrete et al.27 proved the in vitro capacity of the 
extract obtained from fresh water green algae, Oedogo-
nium capillare, to inhibit growth of 23 different bacte-
ria, pathogen to humans as well as of ictiopathogenic 
importance, belonging to the Pseudomonadaceae, 
Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae and Vibri-
onaceae family; obtained high coeffi cients of corre-
lation between the performance of the algae extract 
and antibiotics like kanamycin, tetracycline and chlo-
ramphenicol.

Based on the aforementioned, the present study 
has the objective to prove in vivo the capacity of 
Oedogonium capillare as antibacterial against bacterial 
infections originated by Vibrio fl uvialis pathogen in 
Carassius auratus Golden fi sh.

Material and methods

The specimens of O. capillare were collected in ponds 
for frog culture, in the Center of Biological and 
Aquatic Research, in Xochimilco, Mexico City. Dead 
leaves and organic waste were removed from the 
water surface before doing the sampling. When algae 
showed massive growth, they were extracted with a 
spoon-shape net, and vigorous specimens were manu-
ally selected taking into account size, structure, purity 
and color. The algae were identifi ed in the laboratory 
of Phycology of the Metropolitan-Xochimilco Autono-
mous University, based on the descriptions of Gauth-
ier-Lievre,22 Hirn23 and Tiffany and Britton.24

Forty fi ve kg of algae humid weight were harvested. 
They were washed under constant fresh water fl ow, 
removing in this way all foreign matter. Material was 
observed with a dissection microscope to determine 
and verify its health state and complete cleanliness. 
Samples were dried in the dark at 18°C to avoid deg-
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color. Las algas fueron identifi cadas en el laboratorio 
de Ficología de la Universidad Autónoma Metropoli-
tana-Xochimilco, basándose en las descripciones de 
Gauthier-Lievre,22 Hirn23 y Tiffany y Britton.24

Se cosecharon 45 kg, peso húmedo del alga, las 
cuales se lavaron bajo fl ujo constante de agua limpia, 
removiendo de esta forma toda la materia extraña. El 
material se observó con microscopio de disección para 
determinar y verifi car su estado de salud y completa 
limpieza. Las muestras se secaron en la oscuridad a 
18°C para evitar la degradación de los pigmentos por 
efecto de la luz solar, y para evitar la pérdida de sus 
propiedades químicas. 

Las algas fueron homogeneizadas con un homo-
geneizador eléctrico.* El producto obtenido (2 kg) 
fue sometido a dos extracciones consecutivas con 1 L 
de hexano, a temperatura de refl ujo durante 5 h. La 
primera extracción se concentró en un rotovapor de 
vacío** y se obtuvieron fi nalmente 150 g de extracto 
crudo, que se empleó para efectuar las pruebas pre-
liminares de su actividad antibiótica. La segunda 
extracción se llevó a cabo usando una columna croma-
tográfi ca de sílica gel (230-400) y éter de cloroformo 
etílico (4:1 v/v) como eluyente; de ahí se obtuvieron 
seis fracciones para el análisis microbiológico.

Simultáneamente se recolectó 1 kg más de alga O. 
capillare, que se procesó de la misma manera. Estas 
algas se sometieron a extracción alcohólica, se colocó 
el alga fresca y limpia en frascos color ámbar de 1 L, 
a los frascos se les agregó 500 g de alga, 500 mL de 
etanol y 250 mL de agua destilada, se cerraron  y se 
colocaron en un lugar fresco y sin luz. Los frascos ya 
preparados se dejaron reposar durante un mes agitán-
dolos cada tercer día, al mes de reposo los componen-
tes de los frascos se fi ltraron para obtener el extracto 
fi no.27

Para efectuar las pruebas in vivo se adquirieron 
100 peces Carassius auratus sanos, en una granja de 
Morelos, México, los cuales no presentaban signo o 
lesión de infección, ni manifestaban comportamiento 
anormal para la especie, con longitud total entre 10 
y 15 cm. Los peces se sometieron a periodo de acli-
matación y observación, para lo cual se colocaron en 
una tina de 1 m de diámetro para cultivo de peces, 
ocho días antes de ser inoculados. Los peces que pre-
sentaron signos, lesiones o comportamiento anormal 
(boqueo, nado irregular, exoftalmia, anorexia, desca-
mación o infl amación abdominal) se sustituyeron por 
peces sanos.28

De las cepas aisladas e identifi cadas durante la 
fase in vitro del experimento,27 se seleccionó  la cepa 
Vibrio fl uvialis para inducir la infección en los peces C. 
auratus. Se utilizó concentración de 104 ufc/mL como 

radation of pigments by the effect of sunlight, and to 
avoid the loss of its chemical properties.

Algae were homogenized with an electric homoge-
nizer.* The product obtained (2 kg) was subject to two 
consecutive extractions with 1 L of hexane, at refl ux 
temperature for 5 h. The fi rst extraction concentrated 
in a vacuum rotary evaporator** and 150 g  of raw 
extract were fi nally obtained, and used to perform the 
preliminary tests of its antibiotic activity. The second 
extraction was performed using a chromatographic 
column of silica gel (230-400) and ethylic chloroform 
ether (4.1 v/v) as eluent; from there, six fractions for 
the microbiological analysis were obtained.

Simultaneously, 1 kg more of O. capillare algae was 
collected and processed in the same way. These algae 
were submitted to alcoholic extraction, fresh and 
clean alga was placed in 1 L amber colored jars, 500 
g of algae were added to the jars,  500 mL of ethanol 
and 250 mL of distilled water, they were closed and 
placed in a fresh dark place. The prepared jars were 
let to sit for one month agitating them every third day, 
after standing the jars for one month, components 
were fi ltered to obtain fi ne extract.27

To carry out the tests in vivo 100 healthy Carassius 
auratus fi sh were acquired in a farm from Morelos, 
Mexico, which did not show injuries or signs of infec-
tion, and manifested no abnormal behavior for the 
species, with a total length between 10 and 15 cm. The 
fi sh were subjected to a period of acclimatization and 
observation, for which they were placed in a tub 1 m 
in diameter for fi sh culture, eight days before being 
inoculated. The fi sh that showed signs, injuries or 
abnormal behavior (gasping, irregular swimming, 
exophthalmia, anorexia, scalding or abdominal 
infl ammation) were substituted by healthy fi sh.28

From the isolated and identifi ed strains during the 
in vitro phase of the experiment,27 the strain Vibrio fl u-
vialis was selected to induce the infection in the C. 
auratus fi sh. A concentration of 104 cfu/mL was used 
as ineffective dose (ID50), only to produce general 
signs of bacterial infection.29

To prepare the inoculum, brain-hart agar (BHA) 
was extracted from the plates, with a bacteriological 
handle calibrated at 3 mm in diameter, three times 
the handle with V. fl uvialis strain, they were seeded in 
vials with 50 mL of brain-hart infusion broth (BHI) 
and were incubated in bain-marie with  agitation  at  
14 000 g at room temperature, during 24 h. After-
wards, the inoculums were diluted to a tenth from 
107 and up to 103; fi nally, they were seeded in dupli-
cate on agar plates of BHI to determine the viability 
of the inoculum and the infective dose (quantity of 
units forming the colony per milliliter of inoculum 
administered to the fi sh) and, in this way, obtain the 
different concentrations of inoculum.30 *VIRTIX, Estados Unidos de América.

**Buchi, Mod R-11417, Estados Unidos de América.
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dosis infectiva (D50I), para producir únicamente 
signos generales de infección bacteriana.29

Para preparar el inóculo se extrajo de las placas 
de agar cerebro corazón (BHA), con un asa bacte-
riológica calibrada a 3 mm de diámetro, tres veces el 
asa con la cepa V. fl uvialis, se sembraron en viales con 
50 mL de caldo de infusión cerebro-corazón (BHI) y 
se incubaron en baño María con agitación a 14 000 
g a temperatura ambiente, durante 24 h. Posterior-
mente, los inóculos se diluyeron a la décima desde 107 
y hasta 103, fi nalmente se sembraron por duplicado en 
placas de agar de BHI para determinar la viabilidad 
del inóculo y la dosis infectiva (cantidad de unidades 
formadoras de colonia por mililitro de inóculo admi-
nistrado a los peces) y así obtener las diferentes con-
centraciones de inóculos.30

Con los peces sometidos previamente a observa-
ción, se implementaron diez acuarios con diez peces 
cada uno. 

El inóculo se aplicó intramuscularmente sobre la 
región dorsal de los peces, previamente desinfectada 
con alcohol. Tanto los acuarios experimentales como 
el acuario testigo se mantuvieron en las mismas con-
diciones ambientales que las que se registraron en los 
estanques de cultivo:  22°C, pH 7 y 5 mg/mL nitratos 
y nitritos.

En un primer acuario (grupo testigo), los peces 
fueron inoculados con 1 mL de solución salina estéril 
a 0.8%, por cada 100 g de peso del pez,31 con el propó-
sito de reproducir el impacto experimental sobre los 
peces de este grupo y registrar el estrés provocado por 
la inyección.32 

En el segundo acuario, que se registró como tes-
tigo, sólo se inoculó a los peces con 1 mL de 104 ufc/
mL de V. fl uvialis por cada 100 g de pez, pero no se les 
administró ningún tratamiento.

En una primera  fase del experimento, se imple-
mentó un primer grupo de tres acuarios experimenta-
les (acuarios 3, 4 y 5) que fueron inoculados también 
con la misma dosis de V. fl uvialis del grupo testigo. 

En el momento en que los peces inoculados mani-
festaron el cuadro clínico de bacteriosis, cada uno de 
los lotes experimentales se sometieron a diferentes 
vías de administración con el extracto hexánico del 
alga O. capillare, durante una semana.

A los peces del acuario 3 se les administró el tra-
tamiento del extracto hexánico de O. capillare adicio-
nado al alimento. El alimento se preparó mezclando 
3 mL del extracto hexánico del alga en 1 000 g de 
alimento comercial. Se formaron pequeños grumos y 
se dejaron secar a temperatura ambiente. Ya secos  se 
proporcionaron como alimento a los peces.

Los peces ya inoculados con la dosis establecida 
con V. fl uvialis del acuario 4 se trataron con el extracto 
hexánico del alga O. capillare  vía intramuscular, dosifi -

With fi sh previously subjected to observation, ten 
aquariums were implemented with ten fi sh each.

The inoculum was administered  intramuscularly 
on the dorsal region of the fi sh, previously disinfected 
with alcohol. Both, experimental aquariums as well 
as control aquariums were kept in the same environ-
mental conditions than the ones registered in the cul-
ture ponds: 22°C, pH 7 and 5 mg/mL nitrates and 
nitrites. 

In the fi rst aquarium, (control group), fi sh were 
inoculated with 1 mL of saline sterile solution at 0.8%, 
for each 100 g of fi sh weight,31 with the aim to repro-
duce the experimental impact on the fi sh of this group 
and register the stress provoked by the injection.32

In the second aquarium, that was registered as con-
trol, fi sh were inoculated with only 1 mL of 104 cfu/
mL of V. fl uvialis for each 100 g of fi sh, but no treat-
ment was administered.

In the fi rst phase of the experiment, a fi rst group 
of three experimental aquariums (aquariums 3, 4 and 
5) that were also inoculated with the same dose of V. 
fl uvialis from the control group was implemented.

At the moment that inoculated fi sh manifested 
clinical signs of bacteriosis, each experimental por-
tions were submitted to different administration 
routes with the hexagenic extract of O. capillare, for 
one week.

Fish in aquarium 3 were administered hexanic 
extract of O. capillare treatment added to the food. The 
food was prepared mixing 3 mL of hexanic extract 
from algae in 1 000 g of commercial food. Small 
grumps were formed which were left to dry at room 
temperature. Once dried, they were fed to the fi sh.

The fi sh already inoculated with the established 
dose of V. fl uvialis from aquarium 4 were treated with 
hexanic extract from O. capillare alga via intramuscu-
lar, dosed in a proportion of 4 mL of extract for each 
100 g of fi sh weight.7 When fi sh started to manifest 
signs of infection, insulin syringes were prepared with 
alga extract and applied on the fi sh’s dorsal region 
previously disinfected with alcohol. Later, fi sh’s reac-
tions to the treatment were registered, every day for a 
week. 

Five mL of hexanic extract of O. capillare were daily 
added for four days to the water (40 L) of pilot aquar-
ium 5. Fish from this aquarium were kept in observa-
tion during eight days.

The negative response of the fi sh to hexanic 
extract of O. capillare in pilot tests of the fi rst phase, 
demonstrated that it was needed to design and test 
new ways of treatment with O. capillare; therefore, in 
this research a second phase was implemented.

The development of the second phase of the in 
vivo experiment was done in two different moments: 
the fi rst (part 1) was done applying treatments before 



445Vet. Méx., 38 (4) 2007

inoculating fi sh and the second (part 2) was developed 
with fi sh that were treated after being experimentally 
infected. 

To the 10 fi sh of aquarium 6, seven days after being 
inoculated with 104 cfu/mL of V. fl uvialis, food was 
administered prepared with dried and grounded O. 
capillare alga (without extraction). For the food prepa-
ration 100 g of dried and grinded alga were weighed 
and 100 g of commercial food for fi sh, both ingre-
dients were mixed until a uniform preparation was 
obtained. Ten mL of agar were added to the mixture 
and combined until a paste was obtained, that was 
extended and let to dry for 72 hours in dry heat stove 
at 40°C. The dry food was grinded and administered 
to fi sh twice a day. 

The treatment used with the ten fi sh from the 
experimental aquarium 7 consisted in introducing in 
the aquariums 50 g of O. capillare alga, alive and clean, 
seven days before the fi sh were inoculated with 104 
cfu/mL of V. fl uvialis.

In aquarium 8, treatment to the same quantity 
of C. auratus fi sh was applied as soon as they showed 
signs of bacteriosis after inoculum of 104 cfu/mL of V. 
fl uvialis; for this treatment, prepared food with dried 
and grinded O. capillare (without extraction) was used. 
The food was administered twice a day during seven 
days. 

Treatment in experimental aquarium 9 consisted 
in placing inside the aquarium, 50 g of live and clean 
alga when fi sh presented signs of infection after being 
inoculated with 104 cfu/mL of V. fl uvialis. 

In the last experimental aquarium 10, treatment 
was administered in  the food with alcoholic extract 
of O. capillare included, which was incorporated to the 
fi sh commercial food by the method of alcohol evap-
oration, described by Marañon and Maya-Peña.33 A 
hundred g of dry food were mixed with 100 mL of alga 
alcoholic extract, alcohol was left to evaporate so that 
the extract would incorporate to the treatment, and 
started to be administered the next day of the inocu-
lum, when fi sh presented signs of infection, twice a 
day during seven days. 

From that moment, changes in behavior, signs and 
injuries caused by the infection that the individual 
showed, in the control group as well as in the experi-
mental were registered.

Afterwards, Kruskal Wallis one-way variance analy-
sis by ranks was applied, to evaluate if there was sig-
nifi cant difference among all treatments, including 
the control group. Later, a multiple comparison of 
the obtained means of Wilcoxon’s rank sum was per-
formed, based on the following formula:

Rn-Rm ≥ Z√(N(N+1)/12)*(1/Nn+1/Nm)

cado en proporción de 4 mL de extracto por cada 100 
g de peso del pez.7 Se prepararon jeringas de insulina 
cargadas con el extracto del alga y se  aplicó sobre la 
región dorsal del pez previamente desinfectada con 
alcohol, cuando los peces empezaron a manifestar 
signos de infección. Posteriormente se registraron las 
reacciones que presentaban los peces al tratamiento, 
todos los días durante una semana.

En el agua (40 L) del acuario piloto 5 se adiciona-
ron 5 mL de extracto hexánico de O. capillare diaria-
mente durante cuatro días. Los peces de este acuario 
se mantuvieron en observación durante ocho días.

La respuesta negativa de los peces al extracto hexá-
nico de O. capillare en las pruebas piloto de la primera 
fase, demostró que se requería diseñar y probar nuevas 
formas de tratamiento con O. capillare, por lo que en 
esta investigación se implementó una segunda fase.

El desarrollo de la segunda fase del experimento 
in vivo se realizó en dos momentos diferentes: el pri-
mero (parte 1) se efectuó aplicando los tratamientos 
antes de inocular a los peces y el segundo (parte 2) se 
desarrolló con peces que fueron tratados después de 
ser infectados experimentalmente.  

A los diez peces del acuario 6, siete días antes de ser 
inoculados con 104 ufc/mL de V. fl uvialis, se les admi-
nistró el alimento preparado con el alga O. capillare 
seca y molida (sin extracción). Para la preparación del 
alimento se pesaron 100 g del alga seca y molida y 100 g 
de alimento comercial para peces, ambos ingredientes 
se mezclaron hasta obtener un preparado uniforme. A 
la mezcla se le adicionaron 10 mL de agar y se combi-
naron hasta obtener una pasta, la cual se extendió y se 
dejó secar durante 72 h en una estufa de calor seco a 
40°C. El alimento seco se trituró y se administró a los 
peces dos veces al día.

El tratamiento utilizado con los diez peces del 
acuario experimental 7 consistió en introducir en los 
acuarios 50 g de alga O. capillare, viva y limpia, siete 
días antes de que los peces fueran inoculados con 104 
ufc/mL de V. fl uvialis.

En el acuario 8, a la misma cantidad de peces C. 
auratus se les aplicó el tratamiento en cuanto presen-
taron signos de bacteriosis  después del inóculo de 104 
ufc/mL de V. fl uvialis, para este tratamiento se utilizó 
el alimento preparado con el alga O. capillare seca y 
molida (sin extracción). El alimento se dio dos veces 
al día durante siete días.

El tratamiento en el acuario experimental 9 con-
sistió en colocar dentro del acuario, 50 g de alga viva 
y limpia cuando los peces presentaron signos de infec-
ción después de ser inoculados con 104 ufc/mL de V. 
fl uvialis.

En el último acuario experimental 10, se adminis-
tró el tratamiento en el alimento con el extracto alco-
hólico de O. capillare integrado, el cual se incorporó al 
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alimento comercial para peces por el método de eva-
poración de alcohol, descrito por Marañón y Maya-
Peña.33 Se mezclaron 100 g de alimento seco con 100 
mL del extracto alcohólico del alga, se dejó evaporar 
el alcohol para que el extracto se incorporara al tra-
tamiento, y se empezó a administrar al día siguiente 
del inóculo, cuando los peces presentaron signos de 
infección, dos veces al día durante siete días.

A partir de ese momento se registraron los cambios 
de comportamiento, los signos y lesiones causados por 
la infección que mostraban los individuos, tanto del 
grupo  testigo como de los experimentales.

Posteriormente se aplicó una prueba estadística de 
una vía de la varianza por rangos de Kruskal Wallis, 
para evaluar si existía diferencia signifi cativa entre 
todos los tratamientos, incluyendo el grupo testigo. 
Después se realizó una comparación múltiple de las 
medias obtenidas de la suma de rangos de Wilcoxon, 
con base en la siguiente fórmula:

Rn-Rm ≥ Z√(N(N+1)/12)*(1/Nn+1/Nm)

Resultados

Los peces del grupo testigo presentaron signos gene-
rales de bacteriosis, provocados por el estrés experi-
mental: edema en la piel, aletas erizadas, anorexia, 
comportamiento nervioso. A las 24 h de haber sido 
inoculados, los peces C. auratus recuperaron el estado 
inicial de salud.

La concentración de 104 ufc/mL de V. fl uvialis per-
mitió inducir la infección bacteriana a nivel general 
con los siguientes signos y lesiones: boqueo anormal, 
oscurecimiento de la piel, excesiva mucosidad, nado 
irregular, vientre abultado, anorexia, pérdida del ape-
tito, descamación y hemorragias en las aletas, de los 
peces C. auratus.

En el acuario 2, grupo testigo, a las 24 h de ser 
inoculados todos los peces C. auratus, se presentaron 
signos generales de infección bacteriana. Al no apli-
carse tratamiento, la infección progresó en un lapso 
de 72 h hasta la muerte de 80% de los peces del acua-
rio, con presencia de los siguientes signos: piel opaca, 
descamación, hemorragia en aletas y cola, exoftalmia, 
branquias oscuras, vientre abultado, anorexia, com-
portamiento anormal, nado errático, boqueo y muco-
sidad, el 20% restante recuperó el estado  inicial de 
salud (Cuadro 1).

En la fase 1, los peces del acuario 3 presentaron 
signos generales de infección bacteriana 24 h des-
pués de ser inoculados: descamación, hemorragia en 
aletas y cola, exoftalmia, vientre abultado, anorexia, 
comportamiento anormal, nado errático y mucosidad 
(Cuadro 1).

Los peces del acuario 4 presentaron signos de 

Results

Control group fi sh showed general signs of bacte-
riosis, provoked by experimental stress: skin edema, 
bristly fi ns, anorexia, nervous behavior. At 24 h of 
being inoculated, C. auratus fi sh recovered the initial 
health state. 

The concentration of 104 cfu/mL of V. fl uvialis 
allowed to induce the bacterial infection at general 
level with the following signs and lesions: abnormal 
gasping, darkening of the skin, excessive mucosity, 
irregular swimming,  bulky belly, anorexia, loss of 
appetite, peeling and fi n hemorrhage in the C. aura-
tus.

In aquarium 2, control group, at 24 h of inoculat-
ing all C. auratus fi sh, they presented general signs 
of bacterial infection. By not applying treatment, 
the infection progressed in a lapse of 72 h until the 
death of 80% of the aquarium fi sh, with presence of 
the following signs: opaque skin, peeling, fi n and tail 
hemorrhage, exophthalmia. Dark gills, bulky belly, 
anorexia, abnormal behavior, erratic swimming, 
gasping and mucosity, the remaining 20% recovered 
its original health state (Table 1).

In phase 1, fi sh from aquarium 3 presented gen-
eral signs of bacterial infection 24 h after being 
inoculated: peeling, fi n and tail hemorrhage, exoph-
thalmia, bulky belly, anorexia, abnormal behavior, 
erratic swimming and mucosity (Table 1).

Fish in aquarium 4 presented signs of infection 24 
h after being inoculated. Treatment was administered 
immediately after symptoms’ manifestation. These 
fi sh suffered very violent reactions, like protuber-
ance on the injection area and temporal loss of motor 
functions; therefore, the bacterial infection was not 
overcome. Similar conditions to control group were 
present (Table 1).

In aquarium 5, fi sh inoculated presented general 
signs of bacteriosis after 24 h. Within the next 36 h, 
the clinical profi le of this group aggravated, present-
ing gill, fi n and tail hemorrhage; furthermore, in 
some cases fi sh lost their appetite, presented exoph-
thalmia and bulky belly. After receiving baths with 
hexanic extract for four days, the signs of infection 
disappeared in 80% of the fi sh, recovering  their orig-
inal  health state (Table 1).

In part 1 of the second phase, the injuries and 
signs that the aquarium 6 fi sh presented, after being 
inoculated, disappeared at 72 h. Twenty percent of 
the fi sh did not overcome the infection (Table 1).

In aquarium 7, where live O. capillare alga was 
introduced seven days before inoculating the fi sh, 
initially, the reaction of the individuals was of stress; 
nevertheless, after 24 h they started feeding on it. 
When being inoculated with the established dose 
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of the problem bacteria, they presented signs of the 
infectious disease and only three of the ten fi sh sur-
vived in a period of 72 h (Table 1).

In part 2 of the second phase, all fi sh were treated 
after being experimentally infected  with the dose of 
V. fl uvialis previously established.

In aquarium 8, the general signs of infection 
appeared 24 h after the fi sh were inoculated. The 
applied treatment was effi cient in 70% of the fi sh, at 
72 h of initiating the treatment (Table 1).

When the fi sh of aquarium 9 manifested general 
signs of infection, live alga was added. In this case, 
although fi sh consumed the alga, 50% of them did 
not react to the treatment and died (Table 1).

Finally, fi sh from aquarium 10, after manifesting 
signs of infection at 24 h of inoculation, they over-
came the infection four days after the treatment, sur-
viving 90% of them (Table 1).

To perform the corresponding statistical analysis 

infección 24 h después de haber sido inoculados. Se 
suministró el tratamiento inmediatamente después 
de la manifestación de los signos. Estos peces sufrie-
ron reacciones muy violentas, como protuberancias 
en el área de la inyección y descontrol temporal en 
las funciones motrices; por lo tanto, la infección bac-
teriana no fue superada. Se presentaron condiciones 
similares a las del grupo testigo (Cuadro 1).

En el acuario 5, los peces ya inoculados presenta-
ron signos generales de bacteriosis a las 24 h. Dentro 
de las siguientes 36 h, el cuadro clínico de este grupo 
se agravó, presentando hemorragia en las branquias, 
aletas y cola, además de que en algunos casos los peces 
perdieron el apetito, presentaron exoftalmia y vientre 
abultado. Después de recibir los baños con el extracto 
hexánico durante cuatro días, los signos de infección 
desaparecieron en 80% de los peces, que recuperaron 
su estado de salud inicial (Cuadro 1).

Cuadro 1 

PORCENTAJE DE SIGNOS Y LESIONES DE PECES Carasiuss auratus INOCULADOS CON 104 ufc/mL Y  

TRATADOS CON O. capillare EN SUS DISTINTAS FORMAS 

PERCENTAGE OF SIGNS AND LESIONS IN Carasiuss auratus FISH INOCULATED WITH 104 cfu/mL  

AND TREATED WITH O. capillare IN ITS DIVERSE WAYS 
Characteristics Sign or lesion Control 3      4 5 6 7 8 9 10 

Color Opaque 100 60 100 0 0 70 30 30 0 

Skin Protuberance 0 0 100 0 0 0 0 0 0 

Scales Bristled 20 30 100 20 80 30 70 50 80 

Scales Peeling 80 70 0 80 20 70 30 50 20 

Fins and tail Eroded 40 40 10 70 0 80 20 70 40 

Fins and tail Hemorrhage 60 60 90 30 10 20 20 30 10 

Mouth Gasping 100 0 100 20 20 20 20 0 0 

Gills Dark 40 0 0 0 0 40 0 20 10 

Gills Hemorrhage 60 60 40 20 20 20 20 20 10 

Eyes Exophtalmia 100 100 100 100 20 70 40 100 20 

Body Bulky bellied 100 100 100 40 0 100 20 100 20 

Apetite Anorexia 100 70 80 30 20 20 0 20 20 

Behavior Nervious 10 70 0 100 80 100 70 100 90 

Behavior Abnormal 90 30 100 0 20 0 30 0 10 

Swim Slow 0 20 0 0 10 0 20 0 10 

Swim Erratic 100 80 50 60 20 100 30 100 20 

Secrecions Mucosity 90 100 100 70 40 100 20 50 10 

Survival Dead 80 80 80 20 20 70 30 50 10 
 

 

 

Aquarium 3: Hexanic ext. O. capillare food via; Aquarium 4: Hexanic ext. O. capillare intramuscular via; Aquarium 5: Hexanic ext O. capillare baths
via; Aquarium 6: dried O. capillare beforre the inoculation; Aquarium 7: live O. capillare before the inoculation; Aquarium 8 dried O. capillare after
the inoculation; Aquarium 9: live O. capillare after the inoculation, Aquarium 10: Alcoholic extract with O. capillare.
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En la parte 1 de la segunda fase, las lesiones y los 
signos que presentaron los peces del acuario 6, des-
pués de ser inoculados, desaparecieron a las 72 h. En  
20% de los peces no se superó la infección (Cuadro 
1).

En el acuario 7, en donde se introdujo el alga O. 
capillare  viva siete días antes de inocular a los peces, 
inicialmente la reacción de los individuos fue de 
estrés; sin embargo, a las 24 h comenzaron a alimen-
tarse de ella. Al ser inoculados con la dosis establecida 
de la bacteria problema, presentaron los signos de 
enfermedad infecciosa y sólo sobrevivieron tres de los 
diez peces en un periodo de 72 h (Cuadro 1).

En la parte 2 de la segunda fase, todos los peces 
fueron tratados después de ser infectados experimen-
talmente con la dosis de V. fl uvialis establecida previa-
mente.

En el acuario 8, los signos generales de infección 
aparecieron 24 h después de haber sido inoculados 
los peces. El tratamiento aplicado tuvo efectividad en 
70% de los peces, a las 72 h de iniciado el tratamiento 
(Cuadro 1).

Cuando los peces del acuario 9 manifestaron 
signos generales de infección, se agregó el alga viva. 
En este caso, aunque los peces consumieron el alga, 
50% de ellos no reaccionaron al tratamiento y murie-
ron (Cuadro 1).

Por último, los peces del acuario 10, después de 
manifestar signos de infección a las 24 h de la inocu-
lación, superaron la infección cuatro días después del 
tratamiento, sobreviviendo 90% de ellos(Cuadro 1).

Para realizar el análisis estadístico correspondiente 
a las pruebas in vivo, se adjudicaron valores arbitrarios 
por cada uno de los signos y lesiones presentadas. Así, 
con los valores arbitrarios propuestos, se efectuó la 
conversión numérica de los signos y lesiones registra-
dos por tratamiento a las 72 h de que los peces C. aura-
tus fueron inoculados con 104 ufc/mL de V. fl uvialis.

Al efectuar la transformación cuantitativa se 
observó que existen diferencias entre los tratamientos; 
sin embargo, se requirió aplicar una prueba estadís-
tica para comprobar si realmente existen diferencias 
signifi cativas entre los nueve tratamientos.

Debido a que los valores obtenidos no tienen distri-
bución normal, se instrumentó un análisis estadístico 
no paramétrico, basado en el análisis de una vía de la 
varianza por rangos de Kruskal Wallis y se aplicó a los 
datos obtenidos la prueba de Wilcoxon de suma de 
rangos (Cuadro 2).

El análisis de Kruskal Wallis muestra que existen 
diferencias signifi cativas entre los tratamientos al 
obtener una Pr > Ji-cuadrada < 0.0001 (Cuadro 2), 
aceptando la HO que menciona que al menos uno de 
los tratamientos es diferente. Sin embargo, aún no se 
sabe entre cuáles tratamientos existe diferencia, por 

to the in vivo tests, arbitrary values were allocated for 
each one of the signs and injuries presented. Thus, 
with the arbitrary values proposed, the numeric con-
version of the signs and injuries registered per treat-
ment at 72 h that C. auratus fi sh were inoculated with 
104 cfu/mL of V. fl uvialis was done.

When performing the quantitative transforma-
tion it was observed that differences exist between 
treatments; nevertheless, it was required to apply a 
statistical test to prove if there are really signifi cant 
differences between the nine treatments,

Because the obtained values do not have normal 
distribution, a non parametric statistical analysis was 
instrumented, based on a Kruskal Wallis one-way vari-
ance analysis by ranks  and was applied to the obtained 
data of the Wilcoxon rank sum test (Table 2).  

The Kruskal Wallis analysis shows that there are 
signifi cant differences between treatments by obtain-
ing a Pr > Chi-square < 0.0001 (Table 2), accepting the 
HO which mentions that at least one of the treatments 
is different. Nevertheless, it is still unknown between 
which treatments difference exists; therefore, a multi-
ple comparison was done between treatments (Table 
3).

For the multiple comparison it is necessary to obtain 
the subtraction of each one of the possible compari-
sons and, at the same time, compare it with the criti-
cal value of each one of them (Table 4). The multiple 
comparison analysis of Kruskal Wallis showed that a 
signifi cant difference exists between the control and 
the hexanic extract of O. capillare administered baths 
via; between the control and dried O. capillare admin-
istered food via before inoculum; between control 
and dried O. capillare administered food via after the 
inoculum and between control and alcoholic extract 
of O. capillere administered  food via (Table 4).

This same analysis shows that signifi cant differ-
ences exist between the hexanic extract of O. capillare 
administered food via and dried O. capillare adminis-
tered food via before inoculum, and the fi rst with the 
alcoholic extract of O. capillare administered food via 
(Tables 2 and 4).

Finally, the statistical  analysis showed that signifi -
cant differences exist between the hexanic extract 
of O. capillare administered  intramuscularly and the 
hexanic extract of O. capillare administered bath via; 
between the hexanic extract of O. capillare adminis-
tered intramuscularly and dried O. capillare adminis-
tered food via before inoculum; between the hexanic 
extract of O. capillare administered intramuscularly 
and dried O. capillare administered food via after the 
inoculum; between the hexanic extract of O. capil-
lare administered intramuscularly and the alcoholic 
extract of O. capillare administered food via (Tables 
2 and 4).
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lo que se realizó una comparación múltiple entre tra-
tamientos (Cuadro 3).

Para la comparación múltiple es necesario obtener 
la resta de cada una de las posibles comparaciones y, a 
su vez, cotejarla con el valor crítico para cada una de 
ellas (Cuadro 4). El análisis de comparaciones múl-
tiples de Kruskal Wallis mostró que existe diferencia 
signifi cativa entre el testigo y el extracto hexánico de 
O. capillare administrado vía baños; entre el testigo y 
el O. capillare seco administrado vía alimento antes 
del inóculo; entre el testigo y el O. capillare seco admi-
nistrado vía alimento después del inóculo y entre el 
testigo y el extracto alcohólico de O. capillare adminis-
trado vía alimento (Cuadro 4). 

Este mismo análisis demuestra que existen dife-

No signifi cant differences were found in any of the 
other comparisons between treatments.   

Discussion

The presence of general signs of bacterial infec-
tion28 in the fi sh of the control group was owed to the 
mechanical shock which implied the injection with 
saline sterile solution. It may be considered that this 
infection signs in such individuals, that disappeared 
in 72 h, were originated by the defense decrease of 
fi sh, due to experimental stress,7 in presence of bacte-
ria that belong to the normal fl ora of fi sh.

In tests performed with C. auratus fi sh using hex-
anic extract of O. capillare, results obtained in the  

Cuadro 3 

ANÁLISIS DE UNA VÍA DE LA VARIANZA POR RANGOS DE KRUSKAL WALLIS 

KRUSKAL WALLIS ONE-WAY VARIANCE ANALYSIS BY RANKS 
 Kruskal Wallis test 

Chi-square 55.8203 

Freedom degrees 8 

Pr > Chi-square  < .0001 

Cuadro 2 

SUMA DE RANGOS DE WILCOXON PARA LOS TRATAMIENTOS 

WILCOXON RANK SUM FOR TREATEMENTS 
Treatment N Sum of 

ranks 

Expected value 

 as NH 

Standard deviation 

as NH 

Mean 

Control 10 773.50 455.0 77.609413 77.350 

Hexanic 

Food 

10 597.50 455.0 77.609413 59.750 

Hexanic (intr.) 

 

10 752.50 455.0 77.609413 75.250 

Hexanic (Bth) 10 386.50 455.0 77.609413 38.650 

Dried alga (BT) 

 

10 205.00 455.0 77.609413 20.500 

Live alga (BT) 

 

10 483.00 455.0 77.609413 48.300 

Dried alga (AT) 

 

10 273.00 455.0 77.609413 27.300 

Live alga (AT) 

 

10 426.00 455.0 77.609413 42.600 

Alcoholic food 10 198.00 455.0 77.609413 19.800 

NH: Null hypothesis.                                                     BT: Before treatment 
Intr.: Intramuscular                                                        AT: After treatment  
Bth  : Baths 
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rencias signifi cativas entre el extracto hexánico de O. 
capillare administrado vía alimento y O. capillare seco 
administrado vía alimento antes del inóculo, y del pri-
mero con el extracto alcohólico de O. capillare admi-
nistrado vía alimento (Cuadros 2 y 4).

Por último, el análisis estadístico demostró que 
existen diferencias signifi cativas entre el extracto 
hexánico de O. capillare administrado vía intramuscu-
lar y el extracto hexánico de O. capillare administrado 
vía baños; entre el extracto hexánico de O. capillare 
administrado vía intramuscular y el O. capillare seco 
administrado vía alimento antes del inóculo; entre 
el extracto hexánico de O. capillare administrado vía 
intramuscular y el O. capillare seco administrado vía 
alimento después del inóculo; entre el extracto hexá-
nico de O. capillare administrado vía intramuscular y 
el extracto alcohólico de O. capillare administrado vía 
alimento (Cuadros 2 y 4).

No se encontraron diferencias signifi cativas en nin-
guna de las otras comparaciones entre tratamientos.

Discusión

La presencia de signos generales de infección bacte-
riana28 en los peces del grupo testigo se debió al choque 
mecánico que implicó la inyección con solución salina 
estéril. Se puede considerar que estos signos de infec-
ción en tales individuos, que desaparecieron en 72 h, 
fueron originados por la disminución de defensas de 
los peces, debida al estrés experimental,7 en presencia 
de bacterias que forman parte de la fl ora normal de 
los peces.

En las pruebas realizadas con peces C. auratus 
utilizando el extracto hexánico de O. capillare, los 
resultados obtenidos en las pruebas vía alimento y vía 
intramuscular fueron negativos, ya que en el primer 
caso los peces rechazaron el alimento y en el segundo 
tuvieron reacciones muy violentas a la aplicación del 
tratamiento. La vía de administración del extracto 
hexánico en baños fue la más efectiva, con diferencia 
signifi cativa entre la actividad antibacteriana de esta 
vía de administración en comparación con la de admi-
nistración intramuscular (36.60 ≥ 36.1069) y con el 
testigo (38.70 ≥ 36.1069). Los costos requeridos en un 
tratamiento de este tipo, en estaques de gran propor-
ción, serían muy elevados dada la gran cantidad de 
extracto necesario. Tomando en cuenta que el costo 
de la producción del extracto hexánico de O. capillare 
es mayor que el de los antibióticos comerciales, el pri-
mero no sería adquirido ni utilizado por los acuicul-
tores.

El O. capillare seco adicionado en el alimento, tuvo 
mayor efectividad que el extracto hexánico, lo que 
ratifi ca la capacidad antibacteriana de esta alga; con-
cordando con Abutbul et al.,18 quienes al utilizar el 

food  and  intramuscular via were negative, since in 
the fi rst case fi sh rejected the food and in the second 
presented violent reactions during the administra-
tion of the  treatment. The administration of hexanic 
extract in baths was the most effective, with signifi -
cant difference between antibacterial activity of this 
administration via in comparison to the intramuscu-
lar administration (36.60 ≥ 36.1069) and with the con-
trol (38.70 ≥ 36.1069). The required costs of this type 
of treatment in great proportion ponds, would be very 
high due to the great quantity of necessary extract. 
Taking into consideration that production cost of hex-
anic extract of O. capillare is higher than commercial 
antibiotics, the fi rst one would not be acquired or uti-
lized by aquaculturists.

Dried O. capillare added in the food, had greater 
effectiveness than hexanic extract, which ratifi es the 
antibacterial capacity of this alga; according to Abut-
bul et al.,18 who, while utilizing ethyl-acetate extract 
of grinded, dried leaves of Rossmarinus offi cinalis and 
added to the food, obtain greater effectiveness on the 
leaves than on the extract.

The treatment that affected before the inocu-
lum, as well as the administered after the inoculum 
of dried O. capillare added to the food, showed sig-
nifi cant differences when applying the Kruskal Wallis 
multiple comparison analysis, with respect to the con-
trol group; also, both treatments showed signifi cance 
when compared with the treatment of hexanic extract 
administered intramuscularly; nevertheless, only the 
previous treatment to the inoculum showed signifi -
cant differences when comparing it to the treatment 
with hexanic extract administered food via (39.25 ≥ 
36.1069), what shows that dried O. capillare added to 
the food worked better before experimentally gener-
ating the infection caused by V. fl uvialis than after it. 

The treatments in which live O. capillare alga was 
submerged in aquariums before and after the inocu-
lum, were considered non viable, since fi sh did not 
overcome the infection. Practically, the behavior of 
both groups during the hole experiment was similar 
to the control group, since the existence of signifi cant 
differences between treatments was not statistically 
shown. 

One of the treatments that had greater effective-
ness against V. fl uvialis was the alcoholic extract of 
alga, administered with the food, with 90% of sur-
vival, confi rming the results of the tests in vitro , since 
this was the extract which registered inhibition halos 
of greater diameter after the hexanic extract of O. 
capillare. This extract was mainly active with strains of 
Vibrionaceae family.27

The Kruskal Wallis multiple comparisons show that 
greater difference exist from the control with alco-
holic extract (57.55 ≥ 36.1069) than with other, which 
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Cuadro 4 

ANÁLISIS DE KRUSKAL WALLIS ENTRE TRATAMIENTO 

KRUSKAL WALLIS ANALYSIS BETWEEN TREATMENT  
Treatment Kruskal Wallis Significance 

A2-A3 17.60 ≥ 36.1069 Non significant 

A2-A4 02.10 ≥ 36.1069 Non significant 

A2-A5 38.70 ≥ 36.1069 Significant 

A2-A6 56.85 ≥ 36.1069 Significant 

A2-A7 29.05 ≥ 36.1069 Non significant 

A2-A8 50.05 ≥ 36.1069 Significant 

A2-A9 34.75 ≥ 36.1069 Non significant 

A2-A10 57.55 ≥ 36.1069 Significant 

A3-A4 –15.50 ≥ 36.1069 Non significant 

A3-A5 21.10 ≥ 36.1069 Non significant 

A3-A6 39.25 ≥ 36.1069 Significant 

A3-A7 11.45 ≥ 36.1069 Non significant 

A3-A8 32.45 ≥ 36.1069 Non significant 

A3-A9 17.15 ≥ 36.1069 Non significant 

A3-A10 39.95 ≥ 36.1069 Significant 

A4-A5 36.60 ≥ 36.1069 Significant 

A4-A6 54.75 ≥ 36.1069 Significant 

A4-A7 26.95 ≥ 36.1069 Non significant 

A4-A8 47.95 ≥ 36.1069 Significant 

A4-A9 32.65 ≥ 36.1069 Non significant 

A4-A10 55.45 ≥ 36.1069 Significant 

A5-A6 18.15 ≥ 36.1069 Non significant 

A5-A7 –9.65 ≥ 36.1069 Non significant 

A5-A8 11.35 ≥ 36.1069 Non significant 

A5-A9 –3.95 ≥ 36.1069 Non significant 

A5-A10 18.85 ≥ 36.1069 Non significant 

A6-A7 –27.80 ≥ 36.1069 Non significant 

A6-A8 – 6.80 ≥ 36.1069 Non significant 

A6-A9 –22.10 ≥ 36.1069 Non significant 

A6-A10 00.70 ≥ 36.1069 Non significant 

A7-A8 21.00 ≥ 36.1069 Non significant 

A7-A9 05.70 ≥ 36.1069 Non significant 

A7-A10 28.50 ≥ 36.1069 Non significant 

A8-A9 –15.30 ≥ 36.1069 Non significant 

A8-A10 07.50 ≥ 36.1069 Non significant 

A9-A10 22.80 ≥ 36.1069 Non significant 
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indicates greater effectiveness of this treatment.
When comparing the alcoholic extract with the hex-

anic extract administered food via (39.95 ≥ 36.1069) it 
was observed that the difference was greater than the 
produced by the dried O. capillare  administered food 
via before the inoculum, compared to the hexanic 
extract administered food via (39.25 ≥ 36.1069). 

The group of fi sh treated with the alcoholic extract 
(55.45 ≥ 36.1069) presented greater difference, com-
paratively with the registered in the fi sh treated with 
hexanic extract administered intramuscularly.

For the aforementioned, it can be said that the most 
effective treatments against V. fl uvialis were the ones 
used in aquariums 6 and 10. These treatments (dried 
alga incorporated in the food before the inoculum 
and alcoholic extract added to the food) are the more 
viable for aquacultures, since the preparation of the 
alcoholic extract as well as the food, is simple, prac-
tical and economical. Its effectiveness can be proved 
based on the statistical analysis, in which both treat-
ments show signifi cant differences when comparing 
them with the control and with the hexanic extract 
applied food via or intramuscularly. 

Between the two aforementioned treatments there 
is no signifi cant difference, even the mean are similar; 
therefore, it can not be said that a treatment is better 
than the other, since both are effective for the control 
of bacterial infections provoked by V. fl uvialis.

It is important to mention that by proving the 
capacity of O. capillare , two principal functions of this 
alga as a treatment arise: one prophylactic, based in 
dried grounded alga added to the food, and another 
of therapeutic order based on the treatment of the 
alcoholic extract added to the food. 

Until the capacity of bacteria to generate resistant 
plasmids to O. capillare is proven, its use can not be rec-
ommended as prophylactic, but it can be used as ther-
apy. The treatment of the alcoholic extraction added 
in the food  is specifi cally recommended as control of 
provoked infections by bacteria of the Vibrio genus.

It is necessary to instrument a pilot study to pre-
vent and controlled bacterial infections in aquacul-
ture farms, due to its low cost of production, since any 
of these centers can have at their disposal a pond for 
the production of O. capillare alga. 
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