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ABSTRACT

Aquaculture worldwide is a growing sector, as in the State of Mexico, where the most
widely produced aquaculture species is rainbow trout, whose culture continues to
develop, however, as various sweet aquaculture crops are not exempt from the
incidence of pathogenic outbreaks, being some of the most common in this state
bacteria belonging to the genus Aeromonas.

In this study, microorganisms of the genus Lactobacillus were isolated from the
intestine of rainbow trout. 14 of these isolates were evaluated for sensitivity to
antibiotics, where 9 isolates were susceptible to: ampicillin (AMP), cephalothin
(CEF), cefotaxime (CTX), ciprofloxacin (CIP), clindamycin (CLI), dicloxacillin (DCX),
erythromycin (ERY), gentamicin (GEN), penicillin (PEN) and tetracycline (TET),
Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT) and Vancomycin (VAN). The isolates were
evaluated according to the antagonistic capacity against pathogens of the genus
Aeromonas isolated from trout, where some of these isolates had a high in vitro
antagonistic capacity against pathogens. The intergenic region of the 16S-23S gene
was sequenced in 50% (7) of the isolates that had better sensitivity to antibiotics and
antagonistic capacity. The sequence analysis coincided with 100% similarity with the
Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus paracasei strains, and only 97%
similarity with Lactobacillus casei with respect to sequences reported in GenBank.
In this work, a proposal is presented as an alternative to the control of pathogens in
rainbow trout culture, the use of bacteria of the genus Lactobacillus with sensitivity

to antibiotics and high antagonistic capacity of pathogens, as possible probiotics.



RESUMEN

La acuicultura a nivel mundial es un sector en crecimiento, al igual que en el Estado
de México, donde la especie acuicola que mas se produce es la trucha arcoiris,
cuyo cultivo sigue en constante desarrollo, sin embargo, como diversos cultivos
dulce acuicolas no esta exento de la incidencia de brotes patdgenos, siendo algunos
de los mas comunes en este estado las bacterias pertenecientes al género
Aeromonas. En este estudio se aislaron 30 microorganismos del género
Lactobacillus del intestino de trucha arcoiris, identificados mediante morfologia y
pruebas bioquimicas. A 14 de estos aislados se les evalud la sensibilidad a los
antibioticos empleando la prueba de Kirby-Bauer, todos los aislados mostraron
mayor susceptibilidad a los 9 antibioticos analizados: ampicilina (AM), cefalotina
(CF), cefotaxima (CFX), ciprofloxacina (CPF), clindamicina (CLM), dicloxacilina
(DC), eritromicina (E), gentamicina (GE), penicilina (PE) y tetraciclina (TE),
sulfametoxazol/trimetropim (STX), Vancomicina (VA). En este trabajo se realizaron
pruebas de antagonismo in vitro contra cuatro especies Aeromonas hydrophila,
Aeromonas popoffi, Aeromonas bestiarum y Aeromonas sobria aisladas de trucha
mexicana y que han mostrado alta patogenicidad en la acuacultura del Estado de
México. La capacidad antagonista contra estos patdégenos fue altamente
significativa ya el 50% de los Lactobacillus sp. mostraron actividad antagonica
contra todas las especies ensayadas. Finalmente se secuencio la region intergénica
16S-23S de 50% (7) de los 14 aislados que contaron con mejor sensibilidad a los
antibioticos y mayor capacidad antagonista contra Aeromonas. Para el andlisis
taxonodmico el analisis de secuencias se realizd, empleando el BLAST y coincidio
en un 100% de similitud con las cepas de Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus
paracasei, y solo el 97% de similitud con Lactobacillus casei con respecto a
secuencias reportadas en GenBank. En este trabajo se presenta una alternativa al
control de patégenos para el cultivo de trucha arcoiris. A partir del disefio de un
probiotico de bacterias del género Lactobacillus con significativa sensibilidad a
antibiético y alta capacidad antagonista contra diferentes géneros de Aeromonas,

gue sea amigable con la microbiota y seguro para el consumo.



1. INTRODUCCION

La acuicultura en México se ha convertido en una actividad de rapido crecimiento,
debido a su aportacion a la produccion pesquera, al incremento en la demanda de
los productos acuicolas y por el cambio de habitos alimenticios (Beltran-Meza,
2017).

El Estado de México se ha posicionado en el primer lugar entre las 15 entidades sin
litoral en la produccion de trucha y carpa. El 85 de los 125 municipios generan 25
por ciento de la produccion acuicola de la entidad. La produccion acuicola mundial
de animales acuaticos cultivados crecio, en promedio, un 5.3% anual en el periodo
2001-2018, mientras que el crecimiento fue solo del 4% en 2017 y del 32% en 2018

El cultivo de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), es una de las actividades mas
importantes para las familias mexiquenses y del pais, con una produccién al afio de
119,118 toneladas con un valor mayor de 876 millones de pesos. El crecimiento de
la actividad truticola, se ha asociado principalmente a regiones donde las
condiciones climéticas y de los ecosistemas contribuyen al desarrollo del sector. De
la produccion total por pesca y acuacultura del pais, el 15.83% proviene de la
acuacultura y el 2.49% del total proviene de entidades sin litoral, entre las que
destaca el Estado de México como uno de los Estados de mayor produccién
acuicola a nivel nacional, el primero en produccion de trucha de los estados sin
litoral asi como el nimero 16 en volumen de produccion y 13 en valor de produccion
(Dionicio Mendoza, 2019).

Los indices de produccién de esta industria se han visto disminuidos por la
mortalidad y morbilidad ocasionada por varios microorganismos y parasitos que
afectan a las especies de cultivo acuicola (Patil et al., 2001). Varias especies del
género Aeromonas pueden provocar brotes de septicemia hemorragica provocada
por el agente etioldgico Aeromona hydrophila. Dentro de las principales evidencias
de la patologia provocada por este microorganismo se encuentran oscurecimiento
de la piel, exoftalmia unilateral y el patrén de comportamiento alterado, la morbilidad
se estima de un 80% y la mortalidad del 51.2%. Por su parte la histopatologia

muestra lesiones en intestino anterior, con hiperplasia en el epitelio de las



vellosidades, en encéfalo (cerebro medio), congestion leptomeningea moderada
difusa y en ojos se apreciaron focos de trombosis y reaccion inflamatoria constituida
por monocitos en la region periesclerética y epitelio corneal. El control de
enfermedades en la acuicultura, tanto profilactico como terapéutico, se basé en el
uso de antimicrobianos y de vacunas (Cabello et al., 2013). Sin embargo, esta
practica es no ha logrado buenos resultados debido a ineficiencia de algunas
vacunas y a la resistencia de estos agentes a los antibiéticos (Dixon, 2000). Esto ha
llevado a la busqueda de enfoques alternativos que, protejan al ambiente, prevean
y controlen las enfermedades que afectan a las distintas especies acuicolas y
eleven los indicadores productivos. Una de estas alternativas es el uso de
probioticos con fines preventivos como las bacterias de acido lactico (BAL) (Garcia
et al., 2015). El género bacteriano Lactobacillus es el mas prometedor como
probiéticos en acuicultura. Durante la década se realizan numerosas
investigaciones sobre evaluacion de propiedades probidticas de diferentes géneros

y especies de BAL.

Los probidticos ejercen su efecto beneficioso mediante multiples mecanismos, no
so6lo sobre el organismo de interés sino también sobre el ambiente que le rodea.
Entre los principales mecanismos de accion descritos para probiéticos que se
emplean en la acuicultura se incluyen: la capacidad para colonizar y adherirse al
tracto intestinal, la modulacién del sistema inmune, la produccién de compuestos
benéficos, la produccion de sustancias antagdnicas contra patdégenos y la mejora

de la calidad del medio acuatico.

En marzo 2018, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) propuso
una guia que incluye algunas normas regulatorias para el uso de microorganismos
como aditivos alimentarios; aunque se adolece de una ruta critica validada vy
aceptada por agencias regulatorias internacionales, esta guia menciona las
caracteristicas de la informacion cientifica para demostrar la actividad probiotica y

garantizar la seguridad de estos microorganismos en los alimentos para animales.

La trucha arcoiris es la especie acuicola mas producida en Estado de México y no
esta exenta de la incidencia de patégenos. Por ello el objetivo de este proyecto es



evaluar el potencial probiético de BAL aisladas de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss), siguiendo una ruta critica, que permita comprobar no solo su capacidad

como probidtico, sino que garantice su seguridad.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de la Acuicultura en México

La acuicultura es el conjunto de actividades, técnicas y conocimientos de crianza de
especies acuaticas. Estas especies se desarrollan en cultivos ya sea de agua salada

o dulce, bajo condiciones totalmente controladas (INAES, 2018).

La acuicultura tiene el potencial de hacer una contribucion significativa a la creciente
demanda de alimentos acuaticos en la mayoria de las regiones del mundo; sin
embargo, para lograr esto, el sector debera afrontar retos significativos, incluyendo
la intensificacion de la produccién, el control de enfermedades y la prevencién del

deterioro ambiental (Mufioz-Atienza et al., 2013).

En México, la acuicultura lleva en desarrollo varias décadas, se ha convertido en
una actividad de rapido crecimiento, se han aprovechado los recursos hidricos del
pais para la cria y reproduccién de animales, tanto de consumo humano como de

ornato, siendo la mas comun produccion para consumo humano (INAES, 2018).

El mayor reto al que se enfrenta el cultivo acuicola en México es la necesidad de
controlar las enfermedades bacterianas y virales, ya que, esta industria se ve
afectada con el incremento en los niveles de intensificacion de los cultivos, debido
a que se aumenta el riesgo de incidencia y dispersion de enfermedades, en las

poblaciones acuéticas cultivadas.

2.2 Generalidades de la especie Oncorhynchus mykiss



En la actualidad hay un reconocimiento mundial de la acuicultura, la produccién se
esta expandiendo a una amplia diversidad de peces cultivados y los salmonidos
siguen siendo un importante contribuyente a la produccién de pescado en muchos
paises. La trucha arcoiris es una especie popular de peces salmonidos y ha recibido
gran atencion en términos de importancia para la acuicultura, sigue siendo un nucleo
de la produccidon pesquera continental en muchos paises alrededor del mundo
(Merrifield et al., 2010).

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es una especie de cultivo dulce acuicola
gue pertenece a la familia Salmonidae, es originaria de las costas del Pacifico de

América del Norte y es considerada de facil adaptacion al cautiverio (Ragash, 2009).

Actualmente la trucha por su volumen se encuentra posicionada en el lugar 18 de
la produccién pesquera en México; sin embargo, por su valor lo encontramos en el
lugar 8. La tasa media de crecimiento anual de la produccion en los ultimos 10 afios
es de 5.99% (CONAPESCA, 2018) segun el Anuario Estadistico de Acuacultura y
Pesca publicada en el 2018, la entidad federativa mas productora de trucha es el

Estado de México.
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Figura 1 Participacion porcentual de la produccion de Trucha en las principales entidades. Fuente: Anuario
Estadistico de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA, 2018).



Esta actividad considerada como rentable, es afectada por diferentes enfermedades
en los cultivos y en algunos casos por la falta de una buena calidad y volumen de
agua. La actividad truticola se realiza principalmente en zonas con climas de
templado a frio y en sitios con altitud superior a los 1,200 m sobre el nivel del mar
(SAGARPA, 2012).

2.3 Bacterias patdégenas que afectan el cultivo de trucha arcoiris

La principal amenaza para el buen desarrollo del cultivo acuicola es la aparicion de
patégenos. Con la acuicultura intensiva las enfermedades infecciosas se han
convertido en un factor limitante de desarrollo, debido a su rapidez de accion, de

dispersion y el alto grado de afectacion (Pérez-Sanchez et al., 2018).

La calidad del agua y el medio ambiente de cultivo de los peces determinan el nivel
de contaminacion por bacterias en el pescado. A su vez el contenido de bacterias
patégenas depende de distintos factores como son: la temperatura y salinidad del
agua, la proximidad de la granja acuicola a las areas de asentamientos humanos,

la cantidad y calidad del alimento consumido por los peces (SENASICA, 2003).

Dentro de las enfermedades bacterianas mas comunes que afectan a peces
destacan la forunculosis causada por Aeromonas salmonicida subespecie
salmonicida, la septicemia hemorragica que puede ser causada por Aeromonas
hydrophila y otras Aeromonas sp., asi como por Pseudomonas sp., la enfermedad
bacteriana del rifion causada por Renibacterium salmoninarum, la septicemia
entérica del bagre cuyo agente etiolégico es Edwardsiella ictaluri, septicemias
estreptococicas en donde estan involucradas diferentes bacterias del género
Streptococcus asi como otros géneros incluido Lactococcus, Carnobacterium,
Vagococcus y Weissella ceti entre otros; la enfermedad entérica de la boca roja
provocada por Yersinia ruckeri y distintas modalidades de Flavobacteriosis

causadas por bacterias del género Flavobacterium (Mata Lopez, 2017).



En un estudio realizado en granjas de trucha arcoiris de México para determinar la
frecuencia de aislamientos bacterianos en truchas arcoiris cultivadas se
identificaron aislamientos de los géneros Aeromonas, Edwardsiella, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Plesiomonas, Pseudomonas y Yersinia, en dicho estudio se
encontr6 que las bacterias del género Aeromonas fueron las bacterias mas
frecuentemente aisladas. La presencia de estos patdgenos en las granjas acuicolas
tiene implicaciones en cuestién econdémica y de salud publica (Salgado-Miranda et
al., 2010). En acuicultura, diversas especies de Aeromonas infectan especies de

cultivo y producen pérdidas econémicas significativas (Zepeda-Velazquez, 2015).

2.4 Manejo para la prevencion y control de enfermedades en la acuicultura

En la acuacultura, la produccion intensiva de organismos acuéticos enfrenta el
riesgo de aparicion de enfermedades infecciosas, que pueden ocasionar pérdidas

econdmicas significativas por mortalidad.

El manejo sanitario es necesario en la industria acuicola, esto involucra ciertas
actividades para prevenir las pérdidas por agentes infecciosos como son: buenas
practicas de manejo, condiciones higiénicas adecuadas, programas de vacunacion,
probiéticos e inmunoestimulantes, todas las formas de actuar contra los invasores

patdgenos.

Los compuestos quimicos, principalmente antibiéticos, tienen poco control en la
restriccion de su uso, se han empleado ampliamente para prevenir y tratar
enfermedades infecciosas en granjas acuaticas. Sin embargo, muchos de estos
agentes pueden persistir inalterados en el sitio de aplicacion junto con el medio
ambiente circundante lo que puede generar bacterias resistentes a multiples
farmacos, los cuales pueden llegar a intercambiar su resistencia con patdgenos
animales y humanos a través de la transferencia de material genético (Garcia et al.,
2015).



Por ello, se siguen buscando soluciones, como son, nuevos probidticos, prebidticos,
su combinacion, subproductos bacterianos 0 metabolitos secundarios que podrian

ser alternativas potenciales al uso de antibiéticos en acuicultura.

2.5 Probidticos

Durante los dultimos afios, se ha generado gran interés en el uso de
inmunoestimulantes como una alternativa al uso de vacunas y antibiéticos en la
lucha contra las enfermedades infecciosas de los peces. Una de estas alternativas
son los probidticos, que se consideran microorganismos administrados por via oral
y producen beneficios para la salud, se utilizan ampliamente en la acuicultura para
el control de enfermedades, especialmente contra las enfermedades bacterianas
(Newaj-Fyzul et al., 2014). Por ello, el uso de probitticos o bacterias beneficiosas,
gue controlan patégenos a través de una variedad de mecanismos, es cada vez
mMAas visto como una alternativa a los tratamientos con antibiéticos (Balcazar et al.,
2006).

Los probioticos, se definen como adjuntos microbianos vivos que tienen un efecto
beneficioso en el hospedero al: (1) modificar la comunidad microbiana asociada al
hospedero o ambiente; (2) mejorar el uso de los alimentos o aumentar su valor
nutricional; (3) mejorar la respuesta del hospedero hacia la enfermedad; y / o (4)
mejorar el entorno. Hasta la fecha, la mayoria de los probiéticos propuestos como
biocontroladores y agentes de biorremediacion para la acuicultura pertenece al
grupo BAL (bacterias &cido lacticas, principalmente a los géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus y Carnobacterium), a los géneros Vibrio,
Bacillus y Pseudomonas o a la especie Saccharomyces cerevisiae (Mufioz-Atienza
et al., 2013).

La explotacién de los microorganismos probiéticos aislados y caracterizados de
especies especificas; mejoran sustantivamente la produccién y conversion

alimentaria del animal permitiendo una estrategia de reemplazo al uso



indiscriminado de antibi6ticos y promotores de crecimiento que se suministran a los
animales para prevenir las enfermedades; provocando la aparicion de cepas

bacterianas multirresistentes (Ng et al., 2014).

2.6 Seleccion de microorganismos con potencial probiético

Los probidticos se consideran microorganismos no patdégenos, que son
presuntamente seguros; para que podamos otorgarle este estatus, los
microorganismos de interés deben cumplir con ciertas caracteristicas que le dan el

potencial uso probidtico.

Con diversos estudios se ha demostrado que los microorganismos empleados como
probidticos no les confieren proteccion a todas las especies acuicolas contra todos
los patdégenos, la prediccion del comportamiento in vivo del probidtico con respecto
a los resultados de las pruebas in vitro puede no ser acertada, ya que, el
microorganismo puede no adaptarse al hospedero. Para la seleccion de un
microorganismo con potencial probidtico se deben considerar algunas
caracteristicas importantes como: supervivencia y colonizaciéon del aparato
digestivo. Por lo anterior, es recomendable usar cepas aisladas del hospedero, que
se prevé, tengan la habilidad de sobrevivir al trdnsito gastrointestinal, resistir a las
sales biliares y al pH bajo. Balcazar et al. (2006) sugiri6 que, para seleccionar
probidticos, las cepas que se han aislado del hospedador son preferibles. Estudios
adicionales han indicado que las bacterias aisladas de las especies de peces
apropiadas puede ser un método eficiente para seleccionar probiéticos efectivos
(Kim & Austin, 2006; Balcazar et al., 2008).

Otra caracteristica de interés es la exclusion competitiva: el antagonismo bacteriano
es un fendbmeno comun en la naturaleza, por lo tanto, las interacciones microbianas
juegan un papel importante papel en el equilibrio entre un competidor beneficioso y
microorganismos potencialmente patdgenos. Por lo que, la manipulacion

microbiana constituye una herramienta viable para reducir o eliminar la incidencia



de patdgenos oportunistas, el efecto antagonico de las bacterias probidticas hacia

patogenos especificos puede ser un método de seleccion (Balcazar et al., 2006).

Siguiendo documentos de revisiones anteriores (Merrifield et al., 2010) propone una
lista ampliada de caracteristicas favorables para seleccionar microorganismos
probioticos potenciales, algunos de los cuales son esenciales (E) y otros
considerados meramente favorables (F). Cuantas mas de estas caracteristicas se
cumplan por una especie probidtica candidata, mas apropiada sera la especie
considerada y, por lo tanto, es mas probable que sea un probidtico de peces
efectivo.

Tabla 1 Caracteristicas favorables para seleccionar microorganismos probiéticos potenciales.

Caracteristicas esenciales Caracteristicas favorables

No debe ser patégeno, no solo con | Debe poder colonizar la superficie epitelial
respecto al hospedero, también con | intestinal.
respecto a los animales acuaticos en

general y humanos consumidores.

Debe estar libre de genes de resistencia a | Debe mostrar caracteristicas de
antibidticos. crecimiento ventajosas (por ejemplo, corto
tiempo de duplicacién y/o crecimiento en la

crianza del hospedero).

Debe ser resistente a las sales biliares y | Debe exhibir propiedades antagénicas
bajo pH. hacia uno o0 mas microorganismos

patdgenos.

Debe poder adherirse y/o crecer bien | Debe  producir enzimas  digestivas

dentro de la mucosa intestinal. extracelulares relevantes.

Debe ser autoctono al hospedero o al

entorno de crianza.

Debe ser viable en condiciones normales
de almacenamiento y con capacidad para

sobrevivir a procesos industriales.

Fuente: (Merrifield et al., 2010)



Los métodos para seleccionar bacterias probidticas para uso en acuicultura
incluyen: (I) recoleccion de informacion de fondo; (Il) adquisicion de probioticos
potenciales; (lll) evaluacion de la capacidad de probiéticos potenciales para superar
a las cepas patégenas; (IV) evaluacion de la patogenicidad del potencial probidticos;
(V) evaluacion del efecto del potencial probiodticos en el hospedero; (V1) analisis

costo/beneficio econdémico (Gomez-Gil et al., 2000) (Figura 2).
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Figura 2.Diagrama para la seleccidn, evaluacién de la actividad biolégica y seguridad de los probiéticos como
agentes de biocontrol en la acuicultura.

2.7 Microorganismos de potencial probiético en trucha arcoiris
La mayoria de los probioticos propuestos como agentes de control biolégico en la
acuicultura pertenecen a las bacterias de acido lactico, el género Bacillus, o los

géneros Pseudomonas y Burkholderia (Garcia et al., 2015).
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La trucha arcoiris es una especie popular de peces salmoénidos y ha recibido gran
atencion en términos de importancia para la acuicultura, por ello, ha habido
numerosas investigaciones para evaluar la viabilidad de complementar las dietas
con una gama de bacterias potencialmente probiéticas Merrifield (2010) plante6 una
revision que evalula literatura disponible sobre el uso de probioticos y prebidticos en
trucha (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de aplicaciones probiéticas potenciales para Oncorhynchus mykiss.

Microorganismo potencial Parametros Referencias

investigados

La. lactis, Leu. Mesenteroides, L. sakei DR, IR, GM Balcazar et al. (2007b) a
Leu. mesenteroides, L. plantarum DR, GM, GP Vendrell et al. (2008) a
L. rhamnosus DR, GP Nikoskelainen et al. (2001) a
L. rhamnosus GM, IR Nikoskelainen et al. (2003) a
L. rhamnosus GM, IR Panigrahi et al. (2004) a
L. rhamnosus GM, IR Panigrahi et al. (2005) a
L. rhamnosus, B. subtilis, E. faecium IR Panigrahi et al. (2007) a, b
E. faecalis BC, GP, IR, DR Rodriguez-Estrada et al. (2009) a
B. subtilis DR, GM, IR Newaj-Fyzul et al. (2007)
B. subtilis+B. licheniformis DR, IR Raida et al. (2003) a
B. subtilis+B. licheniformis BC, FU, GM, GP Bagerhi et al. (2008) a
B. subtilis+B. licheniformis, E. faecium BC, FU, GM, GP, IR Merrifield et al. (2009ab) a
B. subtilis+B. licheniformis, E. faecium, P. GH, GM Merrifield et al. (2010d) a
acidilactici
Bacillus spp., A. sobria DR, IR Brunt et al. (2007) a
Bacillus spp., A. sobria IR Brunt et al. (2008) a
P. acidilactici BC, FU, GM, GP, IR Merrifield et al. (2009c) a
P. acidilactici, S. cerevisiae BC, FU, GM, GP, Aubin etal. (2005ab) a
SM
P. acidilactici, S. cerevisiae DR, IR Quentel et al. (2004) a
C. divergens, C. maltaromaticum IR Kim y Austin (2006a) a
C. divergens, C. maltaromaticum IR Kim y Austin (2006b) b
C. inhibens DR, GM Robertson et al. (2000) a
A. sobria DR, IR Brunt y Austin (2005) a, b
A. sobria, Brochothrix thermosphacta DR, IR Pieters et al. (2008) a
A. sobria DR, IR Arijo et al. (2008) a, b



A. hydrophila, V. fluvialis, Carnobacterium DR, IR, GM Irianto y Austin (2002b) a
spp., C. inhibens, V. alginolyticus

A. hydrophila, V. fluvialis, Carnobacterium DR, IR Irianto y Austin (2003) a
spp., and unidentified Gram-positive

coccus

Ps. fluorescens, Pseudomonas strains, DR Spanggaard et al. (2001) a, b

Carnobacterium strains

Ps. fluorescens DR Gram et al. (1999) a, b

S. cerevisiae, D. hansenii, R. glutinis GM Andlid et al. (1995) a

S. cerevisiae BE, GM Waché et al. (2006) a

Kocuria SM1 DR, IR Sharifuzzaman y Austin (2009) a
Enterobacter cloacae, Bacillus mojavensis DR, IR Capkin y Altinok (2009) a

a=Estudios in vivo. b=Experimentos in vitro. Fuente: Merrifield et al., 2010.

Segun la FAO/OMS, el desarrollo de probidticos comerciales requiere su
identificaciébn taxonomica inequivoca, asi como su caracterizacion funcional y
evaluacion de seguridad in vitro e in vivo. En Europa, la Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) propuso un sistema para una evaluacion de
seguridad previa a la comercializacion de grupos seleccionados de
microorganismos utilizados en alimentos / piensos y la produccion de aditivos para
alimentos / piensos que conduzcan a un estado de presuncion de seguridad (QPS)

calificada (Mufioz-Atienza et al., 2013).

Las pruebas in vitro no son siempre un buen indicador del efecto probidtico in vivo,
sin embargo en algunos casos la evaluacion in vitro previa es un buen indicador de
la funcion probidtica en control de la enfermedad en el ensayo in vivo (Burbank et
al., 2012). Por ejemplo: en una evaluacion in vitro de un probiético efectivo en el
control de furunculosis en trucha arcoiris previa a las pruebas in vivo fue un buen
Indicador de su funcionalidad (Irianto & Austin, 2002). Adicionalmente, una prueba
in vitro del efecto probidtico de bacterias aisladas de intestino para controlar la
lactococosis y estreptococosis en trucha arco iris fue buen indicativo del efecto in
vivo (Brunt & Austin, 2005).



La EFSA propuso en marzo de 2018, una guia titulada “Orientacion sobre la

caracterizacion de microorganismos utilizados como aditivos para piensos 0 como

organismos de produccion”, la cual, contiene una propuesta con las pruebas que

deben realizarse para la caracterizacion de cepas microbianas que pretenden

usarse como aditivos para alimentos de animales. De acuerdo con esta guia, la

informacion cientifica obtenida in vitro que se requiere sobre los microorganismos

con potencial uso probidtico es la siguiente:

Identificacion de la cepa: Se debe proporcionar informacion taxonomica del
microorganismo: género, especie y hombre o cédigo de la cepa. Este debe
identificarse sin ambigiedad a nivel de especie en base a conocimiento y
metodologias actualizadas.

Actividad antimicrobiana: La manera mas comun de determinarla es
mediante las pruebas de antagonismo in vitro, en el cual los patégenos son

expuestos al probidtico o a sus productos extracelulares.

Susceptibilidad a antibidticos: Es necesario realizar pruebas fenotipicas
basadas en la determinacion de una concentracion inhibitoria minima (CIM)

para un grupo seleccionado de antimicrobianos.

Toxicidad y patogenicidad: Se debe proporcionar informacion relacionada
con la toxigenicidad y virulencia para los seres humanos y las especies
acuicolas objetivo, para los agentes activos y las cepas de produccion, es
necesaria una evaluacion de la seguridad de los aditivos alimentarios para

las especies objetivo.



3. JUSTIFICACION

El cultivo de trucha se ha convertido en una importante actividad econémica en
muchos paises como es el caso de México. Sin embargo, estos ejemplares estan
expuestos a condiciones estresantes, donde la presencia de enfermedades
ocasionada por brotes de patdégenos que suelen diseminarse y el deterioro de las
condiciones ambientales causan alta mortalidad en esta especie y generan pérdidas

econdmicas significativas.

A pesar de que la vacunacién ofrece la mejor prevencion contra enfermedades
especificas, aln no se desarrollan vacunas efectivas contra un gran namero de
patdgenos bacterianos y virales que afectan a esta especie, a pequefia y mediana
escala. La mayoria de las vacunas no son efectivas o tienen muy bajos porcientos
de efectividad y su costo es elevado, por lo que su relacién costo-beneficio es
insatisfactorio. Aunado a esto, la creciente resistencia a los antibioticos que, ademas
de ser un problema bioldgico, es sin lugar a dudas un problema médico, social,
econdémico y ético, debido a que las infecciones producidas por estas bacterias
resistentes tienen mayor morbilidad y mortalidad.

Debido a la persistencia de las enfermedades infecciosas en las especies de cultivo
acuicola, incluyendo la trucha, la escasa eficacia de las vacunas y la resistencia
provocada por la aplicacion de antibioticos, se buscan alternativas para la
prevencion de enfermedades en el cultivo truticola. Una de las alternativas para la
prevencion segura de las patologias es el uso de probiéticos. Sin embargo, para
seleccionar una cepa como posible probiético y emplearlos en animales se requiere
de una ruta critica establecida por las agencias regulatorias. Primero aislar e
identificar el microorganismo, comprobar in vitro su actividad probidtica y su
seguridad y posteriormente disefiar estudios in vivo apropiados para establecer su
eficacia. Este proyecto propone el disefio de un probiético basado en bacterias acido
lacticas extraidas de intestino de trucha, comprobando el antagonismo in vitro contra

Aeromonas Yy baja resistencia a antimicrobianos.



4. HIPOTESIS Y/O PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Los aislados de bacterias obtenidas del intestino de trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss), poseen actividad probidtica y son seguros para el consumo de esta
especie.



5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General:

e Evaluar in vitro la actividad probidtica de Lactobacillus aislados del

intestino de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

5.2 Objetivos especificos:

¢ Identificar los aislados de bacterias acido lacticas con actividad probiotica
del intestino de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

e Seleccionar los aislados de Lactobacillus con mayor actividad antagonista
in vitro contra las Aeromonas aisladas de trucha arcoiris (Oncorhynchus
myKkiss).

e Evaluar la susceptibilidad a antibidticos de los aislados de Lactobacillus
seleccionados.

e Realizar la identificacién genotipica de los Lactobacillus lideres.



6. MATERIALES Y METODOS

La primera parte del proyecto se realizé en el Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados en Salud Animal, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autonoma del Estado de México, con el apoyo del Area de investigacion
en Biotecnologia, esto consistio en el aislamiento, cultivo y conservacion de la
muestra, la bioquimica basica y el ensayo in vitro de antagonismo contra diferentes
especies de Aeromonas. La segunda etapa referente a actividades de resistencia a
antibioticos y caracterizacion genética se realizd6 en el Departamento de
Inmunologia, Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencia y Tecnologia

de la Universidad del Pais Vasco, Bilbao, Espafia.

6.1 Seleccion de las truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

Para la investigacion se emplearon peces de la especie trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) obtenidos de granjas acuicolas del Estado de México:
Centro Acuicola El Zarco, Ocoyoacac, granja El Oyamel, Ocoyoacac y granja El
Truchoén, Ocoyoacac. El criterio de seleccion fue el siguiente: truchas sanas, sin
signos clinicos, no alimentadas con suplementos probidticos y de diferentes edades;

por lo que su peso vario entre 1 a 300 gramos y la talla entre 4 a 30 cm.

6.2 Aislamiento de bacterias acido-lacticas

El aislamiento de bacterias se realizé posterior a la eutanasia de los peces. La
eutanasia se realizé por medio de inmersion con el anestésico metano sulfonato de
tricaina, con base a las recomendaciones del American Veterinary Medical
Association (AVMA, 2013). Para el aislamiento, se sigui6 la siguiente metodologia:
los peces fueron diseccionados asépticamente, la obtencion de la muestra se realizé
a partir del contenido del intestino posterior de los pescados. Cada muestra del
contenido intestinal se homogeneizd en solucién salina tamponada con fosfato

(PBS) a pH 7.2. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas logaritmicas



decimales, a partir de la muestra colectada. Las muestras de cada dilucion se
difundieron en placas de medio de cultivo MRS (de Man, Rogosa y Sharpe, DIBICO,
gue contiene: acetato de sodio 5.0, fosfato disddico 2.0, agar 12.0, peptona proteosa
no. 3 10.0, citrato de amonio 2.0, polisorbato (Tween 80) 1.0, dextrosa 20.0, sulfato
de magnesio 0.1, extracto de carne 10.0, extracto de levadura 5.0, sulfato de
manganeso 0.05 (formula en gramos por litro de agua destilada) con un pH 6.5 +
0.2 (ANEXO 1) y se incubaron a 25 °C durante 48 a 72 horas (Didinen et al., 2018)

para aislar bacterias acido lacticas.

6.3 Identificacion fenotipica y bioquimica de los aislados

6.3.1 Caracterizacion morfolégica de las colonias

Transcurridas las 24-72 horas de incubacion se valoraron las colonias obtenidas a
través de la observacion directa de las placas de agar, observando las
caracteristicas macroscopicas, es decir, morfologia, tamafio, elevacion, forma del
margen o borde, consistencia y color, adicionando el numero relativo de cada tipo

de colonia presente en el medio.

Las colonias se seleccionaron y se les realizé la tincion de Gram, para lo cual, se
colocé una gota de agua destilada sobre un portaobjeto, posteriormente se
emulsiond con una colonia tomada del medio soélido, se extendié esta emulsion en
el portaobjeto, dejandose secar a temperatura ambiente, para posteriormente fijarla
con calor y proceder con la tincién, para esto, se utilizd6 el método de tinciéon de
Gram, Equipo de colorantes para tincion diferencial de bacterias, HYCEL (ANEXO
2).

6.3.2 Identificacion bioquimica

Se llevo a cabo las pruebas de bioquimica basica de catalasa y oxidasa para ubicar
colonias de interés. Las bacterias &cido-lacticas (BAL) se caracterizan por ser
bacterias Gram-positivas, catalasa negativas y anaerobio-facultativas (Settanni &
Moschetti, 2010).



CATALASA: La catalasa es una enzima que poseen la mayoria de las bacterias
aerobias, esta descompone el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno. Para
realizar la prueba sobre un portaobjetos se coloc6 una gota de H202 de 10
volimenes y sobre esta se suspendié una colonia con ayuda de un asa,
inmediatamente se evalu6 la reaccion, observando si hay o no presencia de
burbujas procedentes del oxigeno que indicarian que la prueba es positiva (Castillo
Miranda, 2017).

OXIDASA: La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema
citocromo oxidasa que activa la oxidacion del citocromo este es reducido por el
oxigeno molecular y produce agua o peroxido de hidrogeno segun la especie
bacteriana. Esta prueba se realizé utilizando un hisopo que fue impregnado con el
reactivo para-amino-N-dimetil-anilina, una vez teniendo el reactivo en el hisopo con
este se tomd una colonia y se frotd en su totalidad esperando que transcurrido un
minuto la zona impregnada virara aun color azul- violeta si fuera positivo (Castillo
Miranda, 2017).

Posteriormente se seleccionaron los aislados catalasa y oxidasa negativos, se

purificaron y conservaron.

Para la conservacion de los aislados se inocularon 1x108 UFC/ml en 2 ml de caldo
MRS con glicerol al 25% v/v y se colocaron a -80 °C estos servirian posteriormente,
como stocks para cada uno de los ensayos de probiéticos, antes de cada ensayo

las cepas fueron incubadas en medio MRS a 37 °C por 24 h, para reconstituirlas.

6.4 Caracterizacion genotipica de los aislados por PCR

6.4.1 Extraccion de ADN
Treinta cepas fueron categorizadas fenotipicamente como posibles Lactobacillus. El

ADN se extrajo de cultivos puros de cada aislamiento utilizando el kit de purificacion



de ADN gendémico GenelJet (Thermo Scientific), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (ANEXO 3).

6.4.2 Primers y protocolos utilizados en el ensayo de PCR

En la amplificacion, se utilizaron primers (OLIGO T4. Tabla 3) basados en una
secuencia identificada especifica del género Lactobacillus LbLMA1-rev (5-CTC
AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3') y en la secuencia terminal flanqueante del gen
16S rRNA conservado entre varias bacterias, incluido el género Lactobacillus R16-
1 (5-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3) para amplificar una region de
aproximadamente 250 pb del espaciador intergénico de ARNr 16S -23S.

Se realiz6 una PCR con un volumen final de 50 pl por cada oligonucleétido, que
contenia una concentracion de 0,2 mM, 5 microlitros de tampon de PCR, 200 mM
de desoxinucledtidos (ANTPs), 2,5 ul de MgCl2, 0,5 U de Tag polimerasa (Promega,
Madison, WI, EE. UU.) Y aproximadamente 100 ng de ADN cromosomico.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador (Arktic TC A0096, Thermo
Scientific) utilizando el método reportado por (Dubernet et al., 2002) bajo las
siguientes condiciones: las muestras se sometieron a desnaturalizacion inicial a 95
°C durante 5 min, seguido de 20 o 30 ciclos que consisten en desnaturalizacién a
95 °C durante 30 s, alineacion a 55 °C durante 30 s, extension a 72 °C durante 30s

y un paso de extension final durante 7 min a 72 °C.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa
al 2,0% (p/v) tefidos con GelRed (Biotium) y se visualizaron con el sistema de
documentacion Gel Doc 1000 (Bio-Rad). Se utilizo GeneRuler (Thermo Scientific)

como marcador de tamafio molecular.

Las bandas obtenidas de los diferentes aislados se consideraron positivas para la
identificacién pertenecientes al género Lactobacillus si correspondian a un
fragmento de aproximadamente 250 pb segun el control, se utilizé como control el

probiotico comercial Probacilus (Lactobacillus sporogenes).



Tabla 3 Primers para la identificacion de Lactobacillus.

Region

Género Primer Secuenciab” 3 Sentido que Pr%(éu;to
amplifica
) Regién
) R16-1 CTTGTACACACCGCCCGTCA F Inter
Lactobacillus - 250 pb
LbLMA1- génica
CTCAAAACTAAACAAAGTTTC R
rev 16-23s

F = Forward, R = Reverse. Fuente: Dubernet et al., 2002.

6.5 Ensayo de actividad antagonista in vitro de bacterias acido-lacticas

contra Aeromonas

Se evaluo la actividad antagonista in vitro de Lactobacillus aislado frente a 4
aislamientos de patdgenos Aeromonas, previamente caracterizados, utilizando el
ensayo de difusion de pozos de agar (WDAA). Los aislamientos de Aeromonas
(Cuadro 1) incluidos en el estudio fueron donados por el Dr. Vicente Vega-Sanchez
del Instituto de Ciencias Agrarias de la Universidad Autbnoma del Estado de
Hidalgo, estos cultivos fueron previamente aislados e identificados, obtenidos de
lesiones cuténeas o tejidos internos (bazo, higado o rifion) de trucha arcoiris (Vega-
Sanchez et al., 2014).

Cuadro 1. Aislados de Aeromonas usados en el ensayo de actividad antagonista

Numero de identificacién | Microorganismo | Origen del aislado
394 A. hydrophila lesion
359 A. popoffii
353 A. bestiarum bazo
369 A. sobria

Cuatro dias antes del cribado, se inocularon 10 ml de caldo de agar triptico de soja
(TSA) con aislados de Aeromonas, mientras que el aislado a cribar se inocul6 2 dias
antes del cribado en 10 ml de caldo MRS. Se ajustaron alicuotas (2 ml) de cada

aislado de Lactobacillus y una alicuota de 2 ml de Aeromonas a una densidad 6ptica



(DO) de 0,1 a 625 nm en un tubo de centrifuga de 15 ml, que se correlaciona con
107 unidades formadoras de colonias (UFC) ml* utilizando el método de la placa de
caida (Chen et al., 2003). El caldo TSA inoculado con Aeromonas se esparcid
uniformemente en una placa de agar y, después de solidificar y secar durante 15-
20 min, se perforaron pocillos (diametro 5 mm) y 10 ul de cada -cultivo

(aproximadamente 108-10° UFC/ml) a los pocillos por triplicado.

Posteriormente, las placas se incubaron a 25 °C durante 24 a 48 h. Una vez crecido
el césped de Aeromonas, se midieron las zonas de inhibicion, restando el diametro
del pozo perforado. Se consideraron positivas las cepas que presentaban halos

superiores a 2 mm de diametro.

6.6 Susceptibilidad a antibidticos de los aislados de bacterias acido-

|acticas

De acuerdo con las exigencias de la FAO y la OMS en 2001 (Liaskovskii &
Podgorskii, 2005) este es un requisito de identificacion obligatorio para los
microorganismos susceptibles de caracterizarse como probidticos. Todos los

aislados se sometieron a las pruebas de resistencia a antibiéticos.

La resistencia a los antibiéticos de los aislados se determiné mediante la prueba de
difusién en disco de Kirby-Bauer en agar Mueller-Hinton, siguiendo el método
descrito en las instrucciones del fabricante (MILTIBAC I. D.) El in6culo bacteriano
se estandariz6 a una concentracién de 0,5 en la escala de McFarland y las placas

de agar se inocularon e incubaron a 37 °C durante 24 horas.

Los discos de prueba de susceptibilidad antimicrobiana (Multibac ID) utilizados aqui
tenian las siguientes dosis de antibidticos: 10 ug de ampicilina (AM), 30 ug de
cefalotina (CF), 30 ug cefotaxima (CFX), 5 ug de ciprofloxacina (CPF), 30 ug de
clindamicina (CLM), 1 ug de dicloxacilina (DC), 15 ug de eritromicina (E), 10 ug de
gentamicina (GE), 10 U de penicilina (PE), 30 ug de tetraciclina (TE), 25 pg de
trimetoprim-sulfametoxazol (STX) y 30 ug de vancomicina (VA) (Multibac ID).



Las zonas de inhibicién del crecimiento se midieron y compararon mediante tablas
de interpretacion, que se utilizaron para categorizar las bacterias como resistentes,
intermedias o sensibles (Cuadro 2). Las zonas de inhibicién se calcularon de
acuerdo con las recomendaciones del Comité Nacional de Estandares de
Laboratorio Clinico y con (Charteris et al., 1998) para el caso de ampicilina,

penicilina y vancomicina.

Cuadro 2. Patron de comparacion de halos de sensibilidad a lo antibiéticos en mm (NCCLS).

Cédigo - Antibiotico Concentracién | Resistente | Intermedio | Sensible
Ampicillina (AM) 10 mcg 12 13-15 16
Cefalotina (CF) 30 mcg 14 15-17 18
Cefotaxima (CFX) 30 mcg 14 15-22 23
Ciprofloxacina (CPF) 5 mcg 15 16-20 21
Clindamicina (CLM) 30 mcg 14 15-20 21
Dicloxacillin (DC) 1 mcg -- --
Eritromicina (E) 15 mcg 13 14-17 18
Gentamicina (GE) 10 mcg 12 13-14 15
Penicillina (PE) 10U 19 20-27 28
Tetraciclina (TE) 30 mcg 14 15-18 19
Sulfametoxazol/trimetropim (STX) 25 mcg 10 11-15 16
Vancomicina (VA) 30 mcg 14 15-16 17

6.7 Identificacion genotipica de (los) aislado(s) lider(es)
A los microorganismos o aislados lideres, es decir, que presentaron mayor
susceptibilidad a los antibiéticos y mayor actividad antagonista de patdgenos, se les

realizo la identificacién genotipica.

Los aislados de Lactobacillus del intestino de trucha arcoiris con actividad inhibidora
frente a los aislados de Aeromonas ensayados y sensibilidad frente a los antibiéticos
ensayados se identificaron taxondmicamente mediante secuenciacion de ADN del
gen amplificado por PCR que codifica un fragmento de la region intergénica del
ARNr 16S-23S.

Las amplificaciones por PCR se realizaron a partir del ADN bacteriano total
purificado utilizando el kit de purificacion de ADN gendmico GeneJet (Thermo

Scientific), en mezclas de reaccion de 50 pl con 5 ng de ADN purificado, 0,7 pmol |



- 1 de cada cebador y 25 pl de Dream Taq Green PCR Master Mix (Thermo
Scientific) en un termociclador Eppendorf Mastercycler. Se utilizaron la metodologia

y los primers mencionados anteriormente.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa
al 2,0% (p/v) tefiidos con GelRed (Biotium) y se visualizaron con el sistema de
documentacion Gel Doc 1000 (Bio-Rad). Se utilizd GeneRuler (Thermo Scientific)
como marcador de tamafio molecular. Los amplicones se purificaron utilizando el kit
GeneJET PCR Purification (Thermo Scientific), ver ANEXO 5, y ambas cadenas de
ADN (directo e inverso) se secuenciaron en la Unidad SGlker UPV/EHU

(Universidad del Pais Vasco, Espafia).

6.7.1 Analisis de secuencias

Los resultados de la secuenciacion se exportaron como archivos de secuencia
FASTA. El andlisis y la comparacion de las secuencias de ADNr de la region
intergénica 16S-23S se realiz6 con el programa BLAST disponible en el Centro
Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Solo las identidades de secuencia
superiores al 97% se consideraron significativas para la identificacion bacteriana a

nivel de especie.
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Identification and antagonist activity of Lactobacillus spp. isolated from the
intestine of Oncorhynchus mykiss from the State of Mexico.
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ARTICLE HISTORY

Absteact: Background: The selection of probiotics for aquaculture is generally based on different
eiiteria, a more efficlent selection metxxd muy be 1o wse microorganist isolated from the host where
the probiotic is ifended o be used, Objective: The goal of thds study was to evaluate the autibjotic
resistance of Lactobacillus strains {solated from a bealthy fish and compare thelr in vitro antagonist
activity with respect four isolated pathogenic bacterin from deromones geuus. Method: Lactobacillus
ware fsolated from ralnbow trout mat wing MRS agar, followed by antimicrobinl suceptibility and
antagonist activity against Aeromonas by the Kirby-Baner dise diffusion test and the drop plate
method, respectively.  Genetic identification of the most promising strains waa also. Results: 14
Lactobacillus strains were isolated frotn intestinal content of healthy minbow trout. These strains were
subjected to preliminaty it vitro antiblotic sensitivity and antagonist activity tests, Of the 14 strains, 4
atrnins showed less sensitivity to Trimethoprim-sulfanethoxnzole and Gentamicln, 1o addition 3
strnina showed less sensitivity to Vancomycin. The 14 strains were tested against four pathogenic
microosganisms, Aeromonas hydrophile, Aeromonns popoffil, Aevomonns bestiarwmn, and Aeromonns
sobria, Half of the stradns showed high antagonistic capacity. The intergenic region of the 165 - 23S
TRNA gene of 7 strains wis sequenced, these were identified with 100% similarity with Lactobacillus
thannostis and Lactobacillus paracasel and 97% wath Lactobacillus casel. Conclusion: Here we
present an approach to the isolation aad chamcterization of probiotic candidates native to Rainbow

Recerwd
LR
Acropwi
by
Trout from the State of Mexico
Keywords: Lactobacillus spp., Oncorkynchis mykiss, deromonas, probiotics.
L INTRODUCTION

There 18 now global recognition that aquaculture
production is expading to a wide diversity of cultured
finfish. Salmonids remam an important contributor to fish
production in many countries, among which, Rainbow trout
15 also a popular salmonid fish species and has received grent
attention in terms of importance to aquaculture (1]

*Addrom comespondence to thin author st the Center for Resesrch and
Advanced Studies w Ansaal Heakh, Faculty of Vetermary Medicines and
Anmal Husbondry, Astonomows Univessity of Mexico State, Km 155
Autopista de cuota Toluea - Athcomuleo, Toluca, Estado de México.
México, 20205, Eanmly ssvietadl gnail com

1381612819 $58.00+ 00

Iu the case of Mexico, the production of Rambow Trowt
has been increasing in recent years, the average annual
growth rate of production in the last 10 vears is 5992 (2]
nccording to the Statistical Yearbook of Aquaculture and
Fisheries published m 2018; the largest Trout producing
State is the State of Mexico.

However, the aquaculture of this species is not exempt
from the mcidence of pathogens. In aquaculture, various
species of Aeromonas infect crop species and produce
significant economic losses (3] In a study carnied out in
rambow trout farms in Mexico to determine the frequency of

W 2021 Beatham Science Publishers
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bacteral solates m culred rambow trout, o was found that
bacteria of the genus deromonas were the most frequently
isolated bactena The presence of these pathogens m
aquaculture farms bas ecopomme and publx heakth
implications [4].

The use of probsotics or bemeficial bacteria, whxh
molpubmuhm-vliayofma
mcreasmgly viewed as an alernative 10 antibiotic treatment
[5]. So one of the most important characteristic that protuotic
mucroorgapism must have, i the capacty of pathogens
mucoorganisms exclusion and, as a first step, it requues in
vitro antagonistic evaluation that allows in firther studies the
evaluation of m vivo effect [6]. Another of the characterstics
to comsider 5 the sensmtivity to antibiotics by the proposed
probwtic bacteria. The use and fequemt overuse of
antibviotics. mcluding those used m human medicine. m fish
farming has resulted n the cmerpence and spread of
antibiotic resistant bactenia m the aquacninwe covironment.
This possesses a threat 1o nunan and anumal health doe o
the mcrease of acquued amtibwotic resistance m fish

the transfor of thew genetic determmants to
bactera of terrestnal anmmals and to buman pathogens. and
the alicrations of the bacterizl nucrobwota of the aguatic
envzonment [7]

To date, most of the probiotics proposed for use m
aquaculture belong to the LAB group (Lactic Acid Bactera),
m the sclection of 3 mucroorgamsm with probictx potential
are considered different charactenstics, additiomal studies
have mdicated that bactera solated from the specics of
appropriate fish can be an efficient method 1o select effective
probiotics [8]: {9]

The goal of tlus study was to cvaluate the antibiotic
resistance of Lactobacillus sttams solated fom a bealthy
fish and compare thewr i virv antagomst activity with
gemms.

L MATERIALS AND METHOD (FOR RESEARCH
ARTICLES ONLY)

2.1 Isolation and procedure Sampling LAB.

The trout (Oncorfonchis myvkiss) samples were obtained
from three aquaculture cemters located m the State of
Mexico. Selection critericc Healthy trowt withowt clmical
signs of miaction, fed withowt supplements or probiotics and
different ages. The weglt of wout ranges from 1 10 300

at 25 °C for 48 h[11] 10 ssolate lactic acid bactena.
1.2 Phenotypic characterization

Rodrigwe:-Villegas efal

The pure culiures were characterized as LAB by Gram
stamnmg, cell morphology, catalase, and cytochrome oxdase
reaction according to standard procedures. Isolate’s gram
positive, negative catalse and megative © cytochrome
oxudase was selected. A ayopreservation procedure was
used for the Jong-term storage of bactenial solates obtamed
from the GIT samples at -80 C m MRS broth plas 25%
glycerol The purified stocked culures were resuscitated by
sub-cultarmg twice m MRS broth before each use.

2.3 Genotypic characterization
2.3.1. DNA extraction

Thoty solates were . phenotypically as
possible Lactobacillus DNA was extracted from pure
cultures of every solate using the GeneJet Genonue DNA
Purification Kit (Thermo Sciemtific), according to the
mamifacturer’s mstroctions.

2.3.2. Primers and probes used in the PCR assay

In anplification, primers (OLIGO T4) were used based
on an idennified sequence specific 10 the genes Lacrobacillus
LbLMAl-rev (F-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3)
and on the flanking termmal sequence of the 16S rRNA gone
conserved among several bactersa, mcinding the gems
Lacwobacillus R16-1 (§-CTT GTA CAC ACC GCC CGT
CA-3) to amphfy a region of approximately 250 bp of the
16S -23S tRNA intergenic spacer.

A PCR was performed with a final volume of SO pl for
cach oligomucicotide, contarmng a concentration of 0.2 mM,
S mcroliters of PCR buffer, 200 mM of deoxymicleotides
(ANTPs). 25 pl of MeCE. 05 U of Taq
(Promega, Madison WI, USA) and about 100 ng of
chromosomal DNA.

The reactions were camied ont m 2 thermal cycler (Arktic
Kmm&mﬁc)mlkmﬁndmdby
[12] under the Sollowmg conditions: the samples were
subjected 1o mital densturation st 95 * C for S mun_ followed
by 20 or 30 cycles consisting of denaturation at 95 * C for 30
s, alignment at $5 * C for 30 s, extension at 72 * C for 30 s,
and a final extenson step for 7mnat 72 C

PCR products were amalyzed by electrophoress on 2 0%
(wv) agarose gels stamed with GelRed (Biotmum) and
viualized with the Gel Doc 1000 documentation system
(Bw-Rad). GeneRuks (Thermo Scemtific) was used as the
molecular size marker.

The bands obtained fom the different mohes were
cansidered positive for the adentification belongmg to the
gemis Lactobacillus if they comresponded 1o a fragment of
lgmxmely 250 bp according 1o the comtrol the

commercial probiotic Probacilus (Lactobacillis sporogenes)
was used as confrol.

2.4. Antibiotic susceptibility determination

The antiblotic ressstance of the isolates was determined
using the Kaby-Bauer disc diffision test following the
method described by manufacturer’s instructions (Multibac
ILD) The bactenal moculum was standardized to 2

concentration of 0.5 on the McFarland scale, and the agar
plates were moculated and incubated at 37 <C for 24 bowrs.
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Titentification amt antagomist actiiry of Lactobaciilus spp. ivolaset
from the intestine of Oncoriynehus mykiss from the State of Mexico.

The antimicrobial susceptibility test discs (Multibac 1.D.)
used here had the following antibiotic dosages: 10 meg of
Ampicillin (AMP), 30 pg of Ceplulothin (CEF). § pg of
Ciprofloxacin (C1P), 30 pg Cefotaxime (CTX), 30 pg of
Clindamyein (CLI), 1 pg of Dicloxacillin (DCX), 15 jg of
Erythromycin (ERY), 10 pg of Gentamicin (GEN), 10 U of
Penicillin (PEN), 30 pg of Tetracycline (TET), 25 pg of
mmethoprm-sulfamethoxazole  (SXT) and 30 g of
Vancomycemn (VAN) (Multibac 1.D.),

Current Pharmacewtical Design, 2021, Vol 25, No. 0 3

The growth mhibition zones were measured and
compared using interpretation tables, which was used to
categorize the bacteria as resistant, intermediate or sensitive
(Table 1). The inhibition zones were calcnlated in agreement
with the recommendations of the National Committee for
Clinical Laboratory Standards and with [13] for the case of
Ampicillin, Penicillin ond Vancomycin,

Tuble 1. Comparison pattern of sensitivity halos ln mm, (NCCLS).

Code - Antibiotic Concentration | Resistance  Intermedinte | Sensitive
Ampicillm (AMP) * 10 meg 12 13-15 16
Cephalothin (CEF) 30 meg 14 1517 18
Cefotaxime (CTX) 30 meg 14 15-22 23
Ciprofloxacin (CIP) S meg 15 16-20 21
Clindamycin (CLI) 30 meg 14 15-20 21
Dicloxacillin (DCX) 1 meg - - -
Erythromyein (ERY) 15 meg 13 14-17 18
Gentammicn (GEN) © l0meg | 12 | 134 | 15
Penicillin (PEN) * ou 19 20-27 28
Tetracycline (TET) 30 meg 14 15-18 19
Trimethoprm-sulfamethoxazole (SXT) 25 meg 10 11-15 16
Vancomyein (i’:-\k) . 30 meg 14 15-16 17
.
W TSA broth woculated with deromonas (150 IL) was spread
2.5 Antegonistic assays evenly on an agar plate and after solidifying and drying for

In vitro antagonistic activity of isolated Lacrobacillus
was evaluated, against 4 indicator strains  pathogens
(Aeromonas) using the agar well diffusion assay (WDAA).
The Aeromonas isolates (Table 2) used m the study were
donated by Dr. Vicente Vega-Sinchez from the Institute of
Agricultural Sciences of the Autonomous University of the
State of Hidalgo, these cultures were previously isolated and
identified, obtamed from skin lesions or intermal tissties
( spleen, liver or kidney) of rambow trout [14],

Tuble 2. Isolated Aeromonas used in antagonism test.

Identification Microorganism Origin of the
number Isolate
394 A. hydrophila )
359 A popaffii lnjury
353 A bestiarum
369 A. sobria ke

Fowr days prior to screening, 10 mlL of tryptic soy agar
broth (TSA) was inoculated with Aeromonas 1solates, wiile
the wsolate to be screeped was inoculated 2 days prior to
screening in 10 mL of MRS broth. Aliquots (2 mL) of each
Lactabacillus isolate and a 2-mL aliquot of Aeromonas were
adjusted to an optical density (OD) of 0.1 at 625 nm m a 15-
mL centrifuge tube, correlstmg with 107 colony forming
wnits (CFU) mL-] using the drop plate method [15], The

15-20 min, wells were punched (diameter, $ mm) and 10 pl
of every culture (approx. 10°-10° CFU/ml) was added to
wells in triplicates,

The plates were then mcubated at 25 °C for 24-48 h
Once the deromonas lawn had grown, the zoues of mhibition
were measured, subtracting the diameter of the punched
well., strains that presented halos above 2 mm dinmeter were
considered as positive.

2.6, Intergenic region
(Taxonomic identification)

The Lactobacillus isolates frot the mtestine of rambow
trott with inhibitory activity against the Aeromonas isolates
tested and sensitivity towards the antibiotics tested, wetre
taxonomically identified by DNA sequencing of the gene
amplified by PCR encoding a fragment of the intergenic
region 165-23S rRNA

PCR-amplifications were performed from total bactersal
DNA purified using the GeneJet Genomic DNA Purification
Kit (Thermo Scientific), in 50 pl reactson mixtures with S ng
of purified DNA, 0.7 pmol -1 of each pnmer, and 25 pl of
Dream Taq Green PCR Master Mix (Thermo Scientific) m
an Eppendor{ Mastercycler thermal cycler. The methodology
and primers mentioned above were used.

PCR products were analyzed by electrophoresis on 2.0%%
(W/v) agarose gels stamned with GelRed (Biotium) and
visualized with the Gel Doc 1000 documentation system
(Bio-Rad). GeneRules (Thermo Scientific) was used as the

165-23S rRNA  sequencing
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o lecular size marker. The amplicons were purified by using
the GeneJET PCR Purification kit (Thermo Scientific), and
both DNA strands (forward and reverse) were sequenced at
the Unidad SGlker UPV/EHU (Universidad del Pais Vasco,
Spam).

2.7 Sequences annlysls

Sequencing results were exported as FASTA sequence
files, Analysis and comparison of mtergenic region 165~ 235
IDNA sequences was performed with the BLAST program
available at the National Center for Biotechmology
Informmtion (NCBI; blast.ncbi nln nih.gov). Only sequence
wentities above 97% were considered significant for
bacterial dentification at the species level

3. RESULTS AND DISCUSSION

In total, §8 LAB strams were solated from the GIT of
apparently healthy trout (all fflom the intestine) based on
their typical morphological appearance (small pinpointed
md crenmy white colonies), Gram-positive, catalase and
cytochrome oxidase reaction and non-mwotile, coccus and
rod-shaped  characteristics.  These (30)  isolates  were
identified as acid lactic bacteria of which 14 were selected
for antagonism and susceptibility experiments, Lactobactlhes
are acid-tolerant facultative anserobes, and they are either
homo- or heterofermentative. The genus Lactobacilla
belongs to the normal mucosal microbiota of fish [16] This
group of bacteria &s important for mamntaming the stability of
the gastrointestinal tract, preventing infestingl mfections and
generally supporting intestinal health [17], Some authors
revealed that Lactobacillus was present in very low
abundance (0.1%), but a higher proportion (1.15%) of
Lactobactllus was displayed by the allochthonous microbiota
m the DI of rainbow trout [ 18]

Lactobacillus species found in the gustrointestinal tract
(GIT) have received a great deal of attention due to their
health-promoting properties. By acidifying the mtestines and
through other antunicrobial mechanisms, they help to

Table 3. Antimicrobial susceptibility of Lactobacilluys lsolate.

Rovtrigwez-Villegan of al

climinate unfirvorable microflora and maintain o microbial
balance [19].

3.1 Antimicrobial suscoptibility testing

Fourteen wolates were highly sensitive to antimicrobial
apnls test (Table 3), but some showed less suscoptibility.
Some (28.5% n=4) lactic acid bacteria isolates showed hight
susceptibility  to  Trimethoprim-sulfamethoxazole and
Gentamicin and (21.4% n=3) to Vancomycin. The 1solates
that showed less susceptibilty are (AF, AN, AO, AR) to0
Trmethoprmesulfamethoxazole, (AF, AM. AO, AP) to
Gentaunicin and (AM, AN, AR) to Vancomycin it is
observed that there is a coincidence of the isolates as to thew
low susceptibility for these three antimicrobials. According
to the established criteria, 100% of solates were
susceptibility to Angpicillin (AMP), Ceplalothin (CEF),
Cefotaxme (CTX), Ciprofloxacin (CIP), Clindamycm (CLI),
Dicloxacillin (DCX), Erythromycmn (ERY), Penicillin (PEN)
and  Tetracycline (TET) Several papers report the
susceptibility of Lactobacillus to different antimicrobml
fomnilies, for exmnple: Some wolates were shown sensitive 1o
Amoxiclay, Cephalothin, Cotrumoxazole, Erythromycin,
Tetracycline, Sulfamethizole, Amikacin, some solites were
resistance o Cefiroxime,

Cwoﬂomm and promment observation was resistance
towards  Ampicillin, Oxacillm denoted by the collect
Lactobacillus spp, [20]. This research comeides with the
shght sensitvity to Vancomycemn and differs m that in this
work Lactobactllny isolates bave sensitivity to Ampicillin
The knowledge of the mtimicrobml susceptibility or
resistance is of mterest to predict the behavior of an
exogenously applied probiotic formmla in subject to any type
of chemotherapy, as well as to consider the concomitant use
of the probiotic and antibiotics, for the restoration of the
normml gastromtestinal fora [21].

z|
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The prophylaxis uses for infections caused by pathogens
such as Aeromonas contribute to the frequent use of
antibiotics in fish farming Unfortunately, in many cases
antibiotic therapy is not used rationally, which contributes
greatly to the development of antibiotic resistance in
bacteria. both pathogenic and not pathogenic. Antimicrobial
resistance contributes to economic losses in aquaculture. In
view of several drawbacks caused by prophylactic
admimistration of antibiotics, strict regulations have been
establshed to ban or nunimze thew apphication in
aquaculture. As an alternative to antibiotics, Probiotics,
prebiotics, symbiotic and medicinal plants, were among the
most promusmg feed supplements for control or treatments of
bacterial, viral, and parasitic discases of fish and shellfish.

This work was conducted to know the resistance level of
Lactobactlfus solated from the gastromtestnal tract of
Mexican trout to design a probiotic that regulates the
mfection to Aeromonas. In this order it was checked the
susceptibility to the tested antimicrobial of the Lactobacillus
solates was  verified, since, some species, such as
Lactobacilluy casel, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
curvatus, and Lactobacillus  fermentum, are mherently
resistant to glycopeptides susceptibility of Lactobacillus spp.
to antimicrobial agents [22].  Lactobacillus species are
generally acid resistant andd are able to survive ingestion.
They are genemlly resistant  to  Metromdazole,
Aminoglycosides and Ciprofloxacm with L. acidophilus
bemg susceptible to Penicillin and Vancomyem, whereas L
rhamnosus and L. casei are resistant to Metronidazole and
Vancomyem [23].

Nevertheless, the application of probiotics m aquaculure
is considered a good alternative to the use of antibiotics
thanks to the former's hugher safety record and the beneficial
reduction in the use of drugs and/or chemical substances.

32 Aniagonistic  assays  between  Aevomonas v
Lactobacillus

Mmbulnapmtmulcomouphmonmnm
nature [24] and plays a major role in reducing or eliminating
the mewdence of opportunistic m the
gastromtestmal tract of aquatic antmals [25]. Table 4 shows
that the fourteen-acid lactic bacteria strain of Mexican trout
show antagonist activity against Aeromonas but 0% showed
high antagonist activity agamst Aeromonas (Aeromonas
hyvdrophila, Aeromonas popoffii,  Aeromonas  bestiarum,
Aeromonas sobria) extracted from splkeen and myury
Mexican Trout. These Lactobacillus sp. solates belong to
three species (Lacrobactllus  rhammosus, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus caser), that exhibit anthagonic
activity against Aeromonas. However, some species of
Aeromonas, wcluding A salmonicida, A. hydrophila, A,
caviae ond A sobria, mre also regarded as common
pathogens of fish because they may cause furunculosis and
hemorthagic septicemia [26]. In this study (Tablad) the lactic
acid bactena wsolate that showed increased antagonistic
activity against Aeromonas hydrophila (A. hydrophtla) was
(AL, AD), Aderomonas popoffii (AD, AG, AJL, AM, AS),
Aevomonas bestiarum (AJB, Al, AL, AO and AR) and
Aeromonas sobria (AD, AG, AJL, AJB, AN, AL, AS)

Table 4. Antagonist activities of Lactobacillus isolated from trout Intestine agalnst Aderomonas.

Isolate Aeromonas hydrophila

Aeromonas popaoffii

Aeromonas bestiarum | Aeromonas sobria
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A Indrophila s a represcntative  grun-negative
opportunistic pathogen, can also cause vanous symptoms
wclnding tissue swelling, necrosis, ulceration septicemnia and
mununosuppression, resulting m bemorthage and skin
ulceration, detached scales, ascites, sk darkness, and
exophthalmos in fish In aquaculiure, Gran positive bactersa
and Gram-negative bacteraa have been used to enhance the
gowth performance, digestive euzvine activity, and
wnnmnty. Lactobactllus rhamnasus GG (LGG), are Gram-
positrve, 1od-shaped, and non-spore forming bacteria that
can produce lactic acxd. They are not-toxigenic and non-
pathogenic and possess potentsal nummnostanalant sctivity
[27]. The previous studies have covered the use of LGG as
probaotics agamst deromonas in Tilapia (Oreochromis ypp.)
[28]. On the other hand AHL lactonase ALK &5 firstly
expressed at the surface layer of Lactobacilhus casef (LGC)
MCJAT wia a cell wall-associated constitutive expression
vector pELCW-auK LcAuK exhibsted considerable AHI
lactonase activity and displayed obvions QQ abalty agamst
{. Mdrophtla AH-1 and AH-4 by attemusting theu
swimuung motility, virulence factor production, and biofikn
formatson instead of killing them [29]

The use of antagonstic bacters i widely expected 1o
becotne an alternative method for the prevention and control
of bacterial disease @ fish Numerous studies have shown
that bactenia can produce inhibitory substances that had the
eflect of mhibiting the bacterial pathogens m aquaculiure
systezis  [30]. Other studies lhave demonstrated that
application of probiotics can promote both mmate and
adaptive mmunity m fish Among the most used protuotics
are Lactobactllus spp., from the lactx acid bactena (LAB)
famuly. The extensive avalable Isterature revealed beneficial
cffects of LABs as probwotic on growth performmance
imunune respouses, and disease resistance shellfish In
addmions, revealed beneficial effects on bost™s gut defenses
which has vital importance in discases prevention as well
digestive tract nflanunation treatiment [31)]

33 Intergenic region 165238 rRNA
(Taxonomic identification)

sequencing

Rotrigue-Villegas ot al

Seven volstes with greater antagomst activity against
Aeromonas and greater susceptibility to antibiotics were
sequenced. The PCR product obtained was approxismately
250 bp Jong and encompassed the 165°23S spacer region
tDNA Fig. 1, that were aligned m 165-23S rRNA gene with
three ATCC species of GenBank (Lacrobactlius rhammosus,
Lactobacilluy parocasel and Lactobocillus casel) Table §
The 7 isolates show 100% sunilanty with the Lactobocillus
rhanmaosus and Loctobacillus paracasei stramns. For #ts pan
only 97% sunilarity with Lacrobacillus caser. However, use
of 16S tRNA gene sequences as standard markers for the
differentmation of Lactobacillus species offers a very lunited
scope, as several speces of Lactobacillus share simular 165
tRNA gene sequences

Fig. (1). Agarose gel showmg experuncutal results
(Isolation = Thenmocyclation < PCR): Ladder. E, coli
N( Negatnve Control. solstes: AG. AD, Al A). AS
AL

Table 5 Taxonomic AMliation of LAB isolates from trou! intestine based on the sequence of the intergenic region of the

165-23S rRNA gene.,

Top species match Similaréty
Isolate Intergenic region of the 165235 rRNA gene (GenBank accession A (%) ’
number)
Locrobactllus rhamnosus 100%
stramn ATOC 11443
AD SCTTGTACACACCGOCOGTCACACCATGAG clromosomes, conplete
AG AGTTTGTAACACCCGAAGCCGOGTGGOGTAA genome (CPO22109.1)
AL COCTTTITAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGG
AS GACAAATOATTAGOGOTOAAGTOGTAACAAG Lacrobacillus paracased 100 %
. GTAGCCGTAGGAGAACCTGOGGCTGGATCA | ATCC 334, complete genome
Al | CCTCCTTTCTAAGGAAACAGACTGAAAGTCT (CPO0D423.1)
AJL GACGGAAACCTGCACACACGAAACTTIGTTT Lactobacillus cavei DSM 99 9%,
AJB AGTTTTGAG 3 20011 = JCM 1134 = ATCC
393 DNA, complete genome
(AP012544.1)
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TeRI0N SEQUETKE COMPArison can especnny be useful in
identifying closely related species, ¢g., Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus sakei, and Lactobactllus graminis as
well as Lactobacillus  paraplantarum, Lactobacillus
plantarum, and Lactobacillus pentasus [32].

In 7 out of 30 species, species-specific sequences could
be found due to the sumlanty of the 165-23S rRNA gene the
taxonomy of Lactobacilli 1 constantly evolving along with
molecular biology methods, and certain confirsions arise. For
mstance, the status of the Lactobacillus casei group, which
contains several probiotic bacteria, is not definite; the group
comprises the species L casel, L paracasel, L. rhamnosus,
and L zeae, but most of the strains described as L caser
differ more from the species type stram (ATCCE® 393) than
from L. paracasei strams [33]. Lactobacillus belongs to the
fanuly Lacrobacillaceae and consists of 170 species and 17
subspecies (Goldstein, Tymell et al 2015). Another
txxonomic report gemus Lactobacillus comprises 261 species
(at March 2020) that are extremely diverse at phenotypic,
ecological and genotypic levels. This study evaluated the
taxonomy of Lactobacillaceae and Levuconostocaceae on the
basis of whole genome sequences. Parameters that were

evaluated inchnded core genome phylogeny, (conserved)

parwise average ammo ackd identity, clade-specific
signature genes, physiological criteria and the ecology of the
organisms [34]. The generic term “Lactobacilli” will remain
usefiul to designate all organisms that were classified as
Lactobacillaceae wntil 2020. Lactobacillus rhamnaosus,
Lactobacillus paracasei and Lactobacillus casei, together
with Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, and
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus has the largest
genome among the specics of the Lactobacillus genus or the
lactic acid bactersa (LAB) in general

Lactobacillus rhamnosus s an amaerobic, facultative
heterofermentative  rod-shaped mucroorganism that s
encountered m the fermentation of food and feed-raw
materials, but also frequently found in the human and ammal
mtestinal [35]. The species L. rhanmosus is closcly related to

1381-612819 $52.00+.00

L casei and L zese, and encompasses a genetcally diverse
group of strains, with a high frequency of discrmunative
polymorphisms in its core genome (SNPs and SAPs) and an
impressive accessory genome or varniome distnbution [36]
The LAB mcludes, among others, Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei and Lactobacillus  rhamnosus
species, that are collectively referred to as the Lactobacillus
casei group. Due to the proximity of these species and the
conservation of the 16S region. comparison of other regons
15 sometimes used to differentiate them [37) Various
molecular techniques have favored the differentiation of the
L. casei group strams, but the literature reports the difficulty
of thus differentiation using the analysis of the 16S and 23S
region. Other techniques have been used to establish the
differences m addition to other vanable regions [38]. Fig 2
shows a network of interaction between sequences of the 16s
RNA regions of the Lactwobacillus casei group (Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus paracaset and Lactobacillus caser)
of Fish Qualitative variables (Agency, Region 16s RNA.
Source of Isolation, Instimtion and Country of Publication)
were used i the design The data were collected from
GenBank to vissualize the country where Lacrobacillus
sequences  (Lactobacilius  rhammosus,  Lactobacillus
paracasei and Lactobacillus caser) is being reporting m fish.
The figwre shows that India has reported a wide vanety of
wdentified 1solates from various fish structures by sequencing
the 16S region In this network were added the isolates
obtamed fom Mexican trout intestine and identified within
the group L casei In addition, the Mexican research center
was dedicated to where the samples were processed. The
application of probiotic Lactobacillus spp. m fish
aquaculiure has been extensively studied Probiotic &5 a
relatively new tenm which 15 used to name microorgamsins
that are assoctated with the beneficial effects for the host In
addition, some strains of Lactobacillics have beneficial health
effects, m particular the protection of the gastromtestmal
tracts agamst pathogens [39]. and have been morketed for
many years as probiotics i pharmacenticals or finctional
foods.

© 2021 Bentham Science Publishers
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Fig. (2). Lactobacillus caset Network 16S rRNA, Country, Isolation Source i Fish, Institution from publication in GenBank.

CONCLUSION

This study has shown the antimicrobial susceptibility of
seven isolates obtained from the Mexican trout gut. The

antagonist against four ies of Aeromonas
extracted from lesions and the spleen of these trout is shown.
All of them in order to evaluate their potential to be used as a
probiotic agamst these pathogens in this species. In order to
reduce economic losses in the aquaculture of the State of
Mexico.
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8. DISCUSION

En este trabajo se realizaron varios ensayos para dar cumplimientos con la
regulatoria establecida por la EFSA para el disefio y desarrollo de un probiético para
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Primero, se aislaron bacterias acido lacticas
del intestino de truchas aparentemente sanas y se caracterizaron fenotipica y

genotipicamente para determinar que pertenecen al género Lactobacillus.

Los microorganismos empleados como probidticos en peces, se pueden aislar de
varias fuentes, aunque la principal es el tracto digestivo (TD) de los animales

acuaticos y el mucus (Soriano-Santos, 2020).

Es posible presumir que bacterias aisladas de los propios peces, tendran mayor
éxito que bacterias aisladas de fuentes terrestres, sin embargo, es preciso hacer
una seleccién previa in vitro ya que obviamente. No todas las bacterias nativas de

los peces tienen propiedades probidticas (Segura & Diaz, 2009).

Los microorganismos destinados a su uso como probidticos en la acuicultura deben
ser considerados seguros no solo para los hospederos acuaticos sino también para

los seres humanos y el ambiente que los rodea (Muiioz-Atienza et al., 2013).

Se evalud la sensibilidad a los antibiéticos de 14 aislados del género Lactobacillus,
donde, el 100% de los aislamientos fueron susceptibles a ampicilina (AM), cefalotina
(CF), cefotaxima (CFX), ciprofloxacina (CPF), clindamicina (CLM), dicloxacilina
(DC), eritromicina (E), gentamicina (GE), penicilina (PE) y tetraciclina (TE),

sulfametoxazol/trimetropim (STX), Vancomicina (VA).

La susceptibilidad a los antimicrobianos por parte de los Lactobacillus es
escasamente definida, debido a su complejidad taxonémica y en que se componen
de los diferentes métodos recomendados por el Clinical Laboratory Standards
Institute y la International Dairy Foundation. Su uso como probidticos para la
prevencion de la infeccion por Clostridium difficile prevalece entre los consumidores
de todo el mundo, pero plantea la cuestion de si el uso de cualquier antibiético

concurrente afectard su capacidad para que estos sobrevivan. Las especies de
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Lactobacillus son generalmente acidas, resistentes y pueden sobrevivir a la

ingestion.

Por otra parte, se encontré en la literatura que la mayoria de las cepas de L.
rhamnosus eran fenotipicamente susceptibles a los seis antibiéticos probados
(ampicilina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, estreptomicina y tetraciclina),
cuatro de las cepas eran fenotipicamente multirresistentes, tres cepas a
clindamicina, eritromicina y estreptomicina y una cepa a estreptomicina y tetraciclina
(Korhonen et al., 2010).

La mayoria de las especies de Lactobacillus son intrinsecamente resistentes a los
aminoglucosidos (gentamicina, kanamicina, estreptomicina y neomicina),
ciprofloxacina y trimetoprima, y son susceptibles a penicilina y B-lactamicos,
cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina, linezolid y quinupristina-dalfopristina
(Abriouel et al., 2015).

Los peligros para la salud publica relacionados con el uso de antimicrobianos en la
acuicultura incluyen el desarrollo y propagacion de bacterias y genes de resistencia
a los antimicrobianos, y la aparicién de residuos de antimicrobianos en productos
de la acuicultura. EI mayor riesgo potencial para la salud publica asociado con esto
es que se cree que el uso de antimicrobianos en la acuicultura es el desarrollo de
un reservorio de resistencia transferible (FeCkaninova et al., 2017). Por lo que es
importante evaluar los aislados de microorganismos propuestos como probidticos

antes de sugerir su uso.

Las especies de Lactobacillus se utilizan ampliamente como probi6ticos y cultivos
iniciadores, para una variedad de alimentos, respaldado por una larga historia de
uso seguro. Aunque mas de 35 especies cumplen con los criterios de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) para la presuncién calificada de estado
de seguridad, la seguridad de las especies de Lactobacillus y su transporte de genes
de resistencia a los antibidticos (AR) estd bajo revisidbn ad hoc continua. Las
especies de Lactobacillus generalmente se consideran no patdgenas. Sin embargo,
muchas de las especies examinadas en este estudio tienen niveles de resistencia a

los antibioticos que superan los recomendados por la EFSA, lo que sugiere que



estos valores de corte debe reexaminarse a la luz de la base genética de la

resistencia (Campedelli et al., 2019).

El interés en los probidticos en la acuicultura, particularmente en el cultivo de trucha
arcoiris, se ha centrado en las bacterias del &cido lactico (BAL), mas notablemente
en Lactobacillus spp., Carnobacterium spp., Enterococcus faecium y Pediococcus
spp. (Maria Gabriela Sica et al., 2012). Al colonizar la capa de moco intestinal, las
bacterias del acido lactico pueden servir como primera barrera de defensa contra

bacterias patdgenas invasoras (Ringo et al., 1998).

Las BAL ejercen una fuerte actividad antagonica. contra muchos microorganismos
relacionados y no relacionados, incluidos en el deterioro de los alimentos y los
agentes patdégenos. Los efectos antagonicos se deben principalmente a la
disminucién de la pH que producen, a la competencia por los nutrientes y a la
produccion de metabolitos inhibidores. Por lo tanto, las BAL han adquirido
importancia en el campo de la profilaxis y también se propuso su uso para especies
acuaticas que pueden proporcionar una forma alternativa de reducir la aplicacion de

antibioticos en la acuicultura (Maria G. Sica et al., 2010).

La extensidn, intensificacion y diversificacion de la acuicultura han aumentado la
incidencia de brotes de enfermedades en las pocas décadas. La septicemia movil
de Aeromonas, es la mas comuan entre las enfermedades bacterianas de los peces
de agua dulce que se ha asociado con varias especies del género Aeromonas como:
A. hydrophila, A. caviae, A. veronii, A. schuberti, A. salmonicida, A. sobria, etc. Entre
estos, A. hydrophila y A. sobria, fueron documentados como agentes causales de

mortalidad en peces a gran escala (Mukherjee et al., 2017).

La virulencia de Aeromonas se puede atribuir a algunos factores, incluida la
adhesion a células epiteliales, mediada a través de flagelos o estructuras proteicas
de la membrana externa (Zhang et al., 2020), reordenamiento citoesquelético del
hospedador (Li et al., 2013) y translocacién en un modelo de cultivo celular) (Ringg
et al., 2004). Las cepas de Aeromonas también son capaces de producir toxinas.

En general, estos son hemoliticos o enterotoxigénicos e incluyen aerolisina (AerA)



(Watanabe & Morita, 2020), hemolisina (HIyA) (Wang et al., 2015), enterotoxina

termolabil de Aeromonas (Alt), toxina termoestable (Ast) y citotoxina (Act).

En este trabajo, siete (50%) de las cepas aisladas mostraron alta actividad
antagonista contra Aeromonas (Aeromonas hydrophila, Aeromonas popoffi,
Aeromonas bestiarum, Aeromonas sobria) extraidas de lesiones y bazo de trucha

mexicana.

Las BAL pueden equilibrar el microbioma intestinal a través de la produccion de
acidos organicos, peréxido de hidrogeno, lisozimas y otros metabolitos que inhiben
toxinas nocivas, ademas de proporcionar un mecanismo competitivo de eliminacion
en los sitios de unién de la mucosa intestinal evitando asi la colonizacion y

perturbando el metabolismo de microbios patdgenos (Ngamkala et al., 2020).

La adhesion se considera una caracteristica deseable para una cepa probioética, ya
gue puede promover la residencia intestinal de los probidticos, asi como su
interaccion con las células inmunes y epiteliales del hospedero. La adhesiéon de
cepas de Lactobacillus al moco y células epiteliales intestinales se ha informado en
muchos estudios. Los componentes de la superficie celular de Lactobacillus [la
proteina de unién al moco (MUB), LPXTG vy pili] juegan un papel importante en la
adherencia de los lactobacilos en el intestino, asi como interacciones con el
hospedero. L. rhamnosus, se adhiere a la mucosa intestinal a través de SpaC, una
proteina del componente pili, que también podria inducir la generacion epitelial de
ROS y quinasa regulada por sefales extracelulares. Esta proteina puede ser
activada mediante sefalizacion por mitébgenos (ERK/MAPK) en enterocitos para

beneficiar al hospedero.

Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 aumentd la resistencia a Aeromonas
salmonicida ssp., reduccion de mortalidad por furunculosis (Nikoskelainen et al.,
2001).

Los siete aislamientos que mostraron mayor sensibilidad a los antibiéticos y mayor
actividad antagonista hacia los patdégenos del género Aeromonas utilizados,
muestran un 100% de similitud con las cepas de Lactobacillus rhamnosus y



Lactobacillus paracasei, y solo el 97% de similitud con Lactobacillus casei con

respecto a secuencias reportadas en GenBank.

En adicién, Lactobacillus casei, L. paracasei y L. Rhamnosus forman un grupo
taxonomico  estrechamente relacionado dentro de los lactobacilos
heterofermentativos. Estas tres especies son dificiles de diferenciar utilizando
perfiles de fermentacion tradicionales. Se han desarrollado primers de PCR
especificos para estas tres especies que se basan en diferencias en la regién V1
del gen de ARNr 16S un primer de ADN polimérfico amplificado (RAPD) para
diferenciar L. paracasei (Ward & Timmins, 1999).



. CONCLUSIONES

Los aislados de bacterias &cido-lacticas con actividad probiética del intestino
de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) fueron positivos al género
Lactobacillus en la identificacion por medio de PCR.

Los siete aislados de bacterias del género Lactobacillus pertenecientes a la
microbiota autéctona de la trucha arcoiris (%) tienen la capacidad de inhibir
in vitro a bacterias patdégenas como: Aeromonas hydrophila, Aeromonas
popoffi, Aeromonas bestiarum y Aeromonas sobria.

Los siete aislados pertenecientes al grupo Lactobacillus casei, que
presentaron alta sensibilidad a los antibidticos y buena capacidad
antagonista in vitro contra patdégenos del género Aeromonas se proponen
como posibles probioticos para los ensayos in vivo.

Los lactobacillus aislados del intestino de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) pertenecen al grupo de Lactobacillus casei.

Este estudio es el primer reporte sobre el aislamiento de Lactobacillus a partir
del intestino de trucha de una granja acuicola del Estado de México.

El valor del trabajo desarrollado a lo largo de esta tesis de maestria radica en
la extension del conocimiento de las propiedades probidticas de Lactobacillus
aisladas de un habitat no estudiado en nuestro pais, para su potencial

aplicacién en la acuicultura.



RECOMENDACIONES

Continuar con la investigacién de las bacterias autoctonas de trucha arcoiris,
ya que, se observaron cepas potencialmente benéficas, y hay otras que no
fueron evaluadas en el presente estudio.

Es esencial investigar mas sobre la seguridad de estos posibles probiéticos
propuestos para su correcta aplicacién en la acuacultura.

Probar el potencial benéfico in vivo de las cepas que presentaron resultados
favorables in vitro.

Determinar el mecanismo de accion in vitro de las cepas seleccionadas y los

efectos in vivo para definir su uso.
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11. ANEXOS
ANEXO 1. Ficha técnica medio de cultivo De Man, Rogosa y Sharpe (MRS).

MEDIO DE CULTIVO
Bacteriologia General
Catalogo 1267

AGAR MRS
(DE MAN, ROGOSA Y SHARPE)

uso
Para cultivo, mslamicnto y cucnta de Lactobactios a partir de diversas mucstras.

PRINCIPIO

El contenido de peptona, extracio de came y de levadura proporcionan los nulnentes necesanos para ¢l crecimiento de Jos
microorgamsmos. El polisorbato 80, ¢f magnesio y mangancso actiem favoreciendo ¢l croecimuento optimo de los Lactobaciles, La
dextrosa es la fuente de energia. Fl fosfmo de sodio syuda a controlar el pH. Fl acetato de sodio junto con ¢l valor del pH del medio de
cultivo mnhiben considerablemente la flora acompafiante.

Scmbrar ¢l medio de cultivo con la muestra de ensayo directamente o a partir del Caldo MRS previamente mocuiade ¢ incubado,
Se recomenda par mejores resuliados el método de vaciado en placa. Incubar 24 =72 h a 26 = 2°C en atmosfera con 5% de CO,
NOTA - La superficie de las placas no debe dojarse secar, porgue la concentracion de acetato de sodho sumenta v por  consecuencia s
mhibido el crecimento de Lactobacilos.

Lectura de resultados: |fectunr la cuenta de colonms. Los Laciobacilos deben ser wdentificados de acucrdo a sus caracteristicas
bioquimicas

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Acctato de sodio 50 Fosfato disodico 24
Agar 120 Peptona proteoss No. 3 10.0
Citrato de amomo 20 Polisorhato (Tween 80) 1.0
Dextrosa 200 Sullato de magnesio 0.1
Extracto de came 100 Sulfato de manganeso 0.05
Extracto de levadura 50
pHES+02
PREPARACION

Rehudratar 67 g del medio en un hitro de agus destilada. Reposar 102 15 minutos. Calentar agitundo frecuentemente hasta ¢l punto
de ebullicion durante | minuto para disolverio por completo. Esterilizar en amtoclave a 121°C (15 Ibs de presion) durante |5 minutos.
Enfrnar aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de Petn esténles. Conservar en refngeracion de 2° s 8°C
NOTA: La superficie de la placas no debe secarse, porque aumenta la concentracitn de acetato en la superficie y se inhibe el crecimiento
de Lactobacilos

CONTROL DE ACTIVIDAD
MICROORGANISMO CEPA CRECIMIENTO

Laciobaciliuy brevis ATCC  R29]| Bueno

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 Bueno

Lactobacillus casel ATCC 393 Bueno

Lactobacills fermentum ATCC 9338 Bucno

Pediococcus dammasus ATCC 29358 Bueno
BIBLIOGRAFIA
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ANEXO 2. Protocolo para Tincion diferencial de bacterias.




ANEXO 3. Protocolo de extraccion de ADN. GeneJET Genomic DNA

Purification Kit.

E. Gram-Positive Bacteria Genomic DNA Purification Protocol

Before starting
Prepare Gram-positive bactenia lysis buffer- 20 mM Tns-HCI, pH 8.0, 2 mM EDTA,
1.2% Triton X-100, add lysozyme to 20 mg/mL immediately before use.

Step | Procedure

Harvest up to 2x 107 bacternial cells in a 1.5 or 2 mL microcentrifuge tube by
centrifugation for 10 min at 5000 x g. Discard the supernatant.
Resuspend the paliet in 180 pL of Gram-positive bactena lysis buffer.

Incubate for 30 min at 37 *C.

Add 200 pL of Lysis Solution and 20 plL of Proteinase K. Mox thoroughly by vortexing
or pipetting to obfain a uniform suspension.

Incubate the sample at 56 “C while vortexing occasionally or use a shaking water
bath, rocking piatform or thermomixer until the cells are completely lysed {~30 min).

Add 20 pL of RNase A Solution, mix by vortexing and incubate the mixture
for 10 min at room temperature.

6 | Add 400 plL of 50 ethanol and mix by pipetting or vortexing.

Transfer the prepared lysate to a GeneJET Genomic DNA Purification Column
inserted in a collection tube. Centrifuge the column for 1 min at 6000 x g. Discard
7 | the coliection tube containing the flow-through solution. Place the GeneJET
Genomic DNA Purification Column into a new 2 mL coliection tube (included).

Note. Close the bag with GeneJET Genomic DNA Purification Columns tightly after
each use!

Add 500 pL of Wash Buffer | (with ethanol added). Centrifuge for 1 min at 8000 x g.
8 | Discard the fiow-through and piace the purification column back into the collection
tube.

Add 500 pL of Wash Buffer Il (with ethanol added) to the GeneJET Genomic DNA
Purification Column. Centnfuge for 3 min at maximum speed (212000 x g).
Optional. If residual solution is seen in the purification column, empty the collection

9 | tube and re-spin the column for 1 min. at maximum speed.

Discard the collection tube containing the fiow-through solution and transier the
GenelJET Genomic DNA Purificaton Column 10 a sterile 1.5 mL microcentnfuge tube
(not included).

Add 200 pL of Elution Buffer to the center of the GeneJET Genomic DNA
Purification Column membrane to elute genomic DNA. Incubate for 2 min at room

temperature and centrifuge for 1 min at 8000 x g.
Note

10 | + For maximum DNA yield, repeat the eiution step with additional 200 pL of Elution Buffer.

+ If more concentrated DNA i required or DNA is isolated from a small amount of starting
mateng e volume of the Elution Buffer added o tha column can be reduced to 50-100 plL.
M&mﬁﬂm&dmd&%&ﬁﬁlmﬂhmd«ﬁﬂmﬂhqd
sluted

Discard the purification column. Use the purified DNA immediately in downstream
applications or store at -20 °C.

1

1"
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ANEXO 4. Protocolo de determinacién de susceptibilidad a antibiéticos.

Multibac 1.D.

ABEL GUTIERREZ RAMOS

INVESTIGACION
DIAGNOSTICA

LABORATORO DE REACTIVOS PARA DIAGNOSTICO

Muinaa

€l estudio de |z sensibiddad de los microorgrssmos 2 los acsmicro-
banos es ua de las funoones mas mpartantes de los laboratoncs de
microbicloghy clmica. Su realizacion se desarrolls medare Bs pruchas
de sensividad o asbagrama, cuyo principal obyetivo s la evaluacion en
o bborlono de un microorgansmo frente 3 wno o vanos ansmicrobia-
nos, traducendo, en wa pimen aproamacion, su senshildad al mismo
como wra predioodn de o eficada chinca. B asbograma define |2 acti-
widad “n Vitro® de un ansbidtico fremte 2 Ln microorgansmeo determirn -
do y mansfiesta s capaadad para inhibir & creamiento de una peblacion
tacteriana. Por consigaente, ofrece en su conunio, clementos obyetvos
&mmmmmﬂmm*ls

corsidera universal y no s han desaio (por & momenta) mecanismos
de resitenci). Los ensayos de senshiidad han de estar comvenientemen-
1z nosmalzados v sujesas 3 peocesas de control que ascpaen su repeodu
abildad. Para electos de reproducibildad y practica rutiners, ks prucbes
semicuantitatnas de dibzsion en agar nos brindan la informacon sufioen-
1z para b deccion y seguimiento ded iratamiento con anmicrobiancs.

£l armblograma exa indicado cuando se 2612 una hactera resporsable
de un proceso indecooso y no puade predecrse su sensibibidad, espe-

cﬂmensﬁequmammmmc-
fos antimicrobiancs usados mas cormranente. ':,'

£l método de diusion en agar s faal de reslizar, dpedo y barato. £s una
mesodolog apicable 3 una ampla vanedad de bacteras, furM-
menie bacterias acroblas de crecminto ripido como: En&:w
coae, Psewdomanas sp, Staphylococcus 5, &ﬂmsp. Adib
bacter sp, elc. 1Y

FUNDAMENTO DE LA ILESA

ﬂmwhm&&mev[ﬁ—#ﬂm
mhmdeﬂmlrbyyo&hﬁu&.mdehm
todos que ef Nasonal Commitiee for Cinical baboratory Stancrs INC-
CLS) recomenda para b deternminacién de b sensibidad boctenarm 2
Jos antimicrobianos. B antiicgrama disco-placa consisie en depostar,
en b superfide de agar de una ca de petn previamente inccubada con
o micoorgansmo, discos de papd secante impregnadas con diferentes
anabloticos. Tan pronto o disco mpregnado de antibosco se pooe en
cortacio con la soperfioe humedas del agar, el Siro absocbe aga y el
anibiotico dfunde # agar, El antibicgco se difunde radialmente, a través
ded expesor del agw 2 pactir d8 disco formandose un gradente de con-
centracion. Transcurndas, de 18 a 24 horas de incubacion, los discos
aparecen rodeados por una zora de inhibiodn. La concentracan ded anti-
bidtico on la rterfase entre bacteras en crecimento y boctenas inhibidas
S CONOCE COME CoNCardracion cntica y se agrowma 3 b concentracon
miremna inhibkona (OMI), obtenida por metodos de divoon.

Merooo

Medios, matenales y equipo necesario:
- Medio de cultvo Mucller-Hinton Agar
- Tubos de ensaye esténles.

- Hisopos de algodan, esténies.

+ Cajax de petri estéries.

- Pirzas de dseccion,

1D

- Mulidiscos o sensidescos conteniendo b concentracon adecuada
de antemicrobaro

PsOCEDIMENTD

1. Preganocn del indcule: recoger con un asa microblologic, de 3 2
5 colorss guales de b pbca de cultivo de 18 3 24 horas y sembear
ks en & ml. De medio Mguido (infusian cerdbro-coradn, caldo Todd
Hewitt, caldo o trpiicas, eic) e incubar 3 35°C. Durante 2 hasta
6 horas, conseguir o superar axbider del 0.5 de |3 escaby de Maciar
bnd. Sifa turbidez e superior, se realin o guste necesano con so-
hucian saling estenl,

8 =sandar de sufata de baro de Macfarland, se pezpan meachinde:
0.5 ml. de doruro de bario 0.048 M. (1.775% peso/volumen de
doruro de barjo diinidratado con: -99.5 mi. De H2504 al 1% v/v
IO.MNI)Emuiq;ddehdaubdddmbomtdeM.
lmdysebmm, 05 JeMacFariand

Zde‘MhWVywm
26 il medho, sobre b caes de petri extéries de 90 mm de
Muymmnmmmmam
necesanu para obtener un grosee de k phica de agar de apraxama-
damente Amm. Las plicas puedan guardarse en refrigeracen has-
.t sl uso debiendo tener | precaucion de que no skmacenen xua
X deéﬁmhm?x:mwpmdpt&scmw
udm:«vetmdawmliS\
1m«pmtsmtmmdm
ntrodocy un hisopo de dgodon esténl densro de b suspensian y al
retirario, rolar vanas veces cantra s pared ded wbo poc encima del
nivel del liqusda con |a firalidad de climirar of exceso de inoado.

4. nocubr bis pbces de Muller- Hinton agar =in degar nin-
gana zona e, Esto sz corsgue destzando ef hesopo por b superice
ded 2gar tres veces, rotanda |2 phaca unos 60° cada vez y pasandola por
ukimo por b periteria del agar para conseguir una sembes undorme.
Dejar secar de 3 3 5 minutos antes de colocar fos descos.

5. Colocar Jos discos con dispensadores o manualmente con pinzas es
ténkes. Debe asegurarse que contacten perfectamerse con b2 super
ficie del agar, por fo goe deben presionacse sobre b s
perioe del agar. No deben situarse 3 menos de 15 mm del borde
de la pbca, y han de estar datribudos de forma que no =2 produrc
superpasicion de fos halos de inhibicion.

& incubar las placas envertidies 3 35°C. En atmosfera acrobica antes de
fue transowran 15 mnutos. Las plcas se mcubaran 16-18 horas.

LECTLRA DE L06 SESULIADGS

Despues de 18 horas de incubacidn, leer & didmetro de bs sonas com-
pletas de mkvbiodn con wia regla. Las zonas de los medios Saasparerties
sz miden sobre d reverso de la placa y los medios que contienen sangre,
sobre b superiicie del agar.

Mmmhmdmmddl'ﬁ&dﬁnm.pmdem
de mutantes resistendes, coctaminaciones, poblaciones helerogenss o
culivas mixios y convizne voher o identificarkes y realizar otra vez el en-
sayo de sensbibdad 0timicrobana.
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ANEXO 5. Protocolo de purificacion de ADN producto de PCR. GeneJET

Genomic DNA Purification Kit.

Note

PURIFICATION PROTOCOLS

* Read IMPORTANT NOTES on p. 3 before starfing.
o All purification steps should be carried out at room temperature.

» All centrifugations should be carried out in a table-top microcentrifuge at >12000 x g
(10 000-14 000 rpm, depending on the rotor type).

Protocol A. DNA purification using centrifuge

Step

Procedure

Add a 1:1 volume of Binding Buffer to completed PCR mixture (e.g. for every
100 pL of reaction mixiure, add 100 pL of Binding Buffer). Mix thoroughly.
Check the color of the solution. A yellow color indicates an optimal pH for DNA
binding. If the color of the solution is orange or violet, add 10 pL of 3 M sodium
acetate. pH 5.2 solution and mix. The color of the mix will become yeliow.

for DNA
500 bp

Optional. if the DNA fragment s <500 bp, add a 1:2 volume of 100% iscpropanol
(e.g.. 100 pL of isopropanci should be added 1o 100 pL of PCR mixture combined
with 100 pl of Binding Buffer). Mix thoroughly.

Note. i PCR mexture contains pnmes-dimers, punfication without isopropanol is recommandad.
However, the yield of the target DNA fragment will be lower.

Transfer up 1o 800 pL of the sofution from step 1 (or optional step 2) to the GeneJET
purfication column. Centrifuge for 30-60 . Discard the flow-through.

Notes. if tha fotal volume exceads 800 pL, the solution can be added o the column in stages.
After the addition of 800 pL of solution, centrifugs the column for 30-60 5 and discard fiow-
through. Repaat unti e entire solufion has bean added fo tha column mambrans.

Close the bag with GeneJET Purification Columns tightly after each use!

Add 700 pL of Wash Buffer {diluted with the ethanol as described on p. 3) 1o the
GeneJET punfication column. Centrifuge for 30-60 s.

Discard the fiow-through and place the purification column back inlo the cobiection
tube.

Cenlrifuge the empty GeneJET purification column for an addiional 1 min to
completaly remove any residual wash buffer.

Note. This sisp s essential as the presencs of residugl ethanol in the DNA sample may nhibit
subsequent reactions.

Transfer the GeneJET purification column 10 a clean 1.5 mL microcentrifuge tube

(not included).

Add 50 pL of Elution Buffer {o the canter of the GeneJET purification column

membrane and centrifuge for 1 min.

Note

« Forlow DNA amounts the elution volumes can be reduced o increase DNA concentration.
An elution volume batwean 20-50 pl does not significantly reduce the DNA yield. Howewver,
elution volumes less than 10 pl are not recommended.

o [f DNA fragment is >10 kb, prewarm Elution Buffer fo &5 °C befora applying %o column.

« | tha efution volume 5 10 pl and DNA amount is 25 pg, incubate column for 1 min at room
tlemperatuse bafore centrfugation.

Discard the GeneJET purification cofumn and sfore the purified DNA at -20 *C.
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