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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. 
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RESUMEN  

La acuicultura a nivel mundial es un sector en crecimiento, al igual que en el Estado 

de México, donde la especie acuícola que más se produce es la trucha arcoíris, 

cuyo cultivo sigue en constante desarrollo, sin embargo, como diversos cultivos 

dulce acuícolas no está exento de la incidencia de brotes patógenos, siendo algunos 

de los más comunes en este estado las bacterias pertenecientes al género 

Aeromonas. En este estudio se aislaron 30 microorganismos del género 

Lactobacillus del intestino de trucha arcoíris, identificados mediante morfología y 

pruebas bioquímicas. A 14 de estos aislados se les evaluó la sensibilidad a los 

antibióticos empleando la prueba de Kirby-Bauer, todos los aislados mostraron 

mayor susceptibilidad a los 9 antibióticos 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 patógenos fue altamente 

significativa ya el 50% de los Lactobacillus sp. mostraron actividad antagónica 

contra todas las especies ensayadas. Finalmente se secuenció la región intergénica 

16S-23S de 50% (7) de los 14 aislados que contaron con mejor sensibilidad a los 

antibióticos y mayor capacidad antagonista contra Aeromonas. Para el análisis 

taxonómico el análisis de secuencias se realizó, empleando el BLAST y coincidió 

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 patógenos para el cultivo de trucha arcoíris. A partir del diseño de un 

probiótico de bacterias del género Lactobacillus con significativa sensibilidad a 

antibiótico y alta capacidad antagonista contra diferentes géneros de Aeromonas, 

que sea amigable con la microbiota y seguro para el consumo.  
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1. INTRODUCCIÓN 

La acuicultura en México se ha convertido en una actividad de rápido crecimiento, 

debido a su aportación a la producción pesquera, al incremento en la demanda de 

los productos acuícolas y por el cambio de hábitos alimenticios (Beltrán-Meza, 

2017). 

El Estado de México se ha posicionado en el primer lugar entre las 15 entidades sin 

litoral en la producción de trucha y carpa. El 85 de los 125 municipios generan 25 

por ciento de la producción acuícola de la entidad. La producción acuícola mundial 

de animales acuáticos cultivados creció, en promedio, un 5.3% anual en el período 

2001-2018, mientras que el crecimiento fue solo del 4% en 2017 y del 32% en 2018   

El cultivo de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), es una de las actividades más 

importantes para las familias mexiquenses y del país, con una producción al año de 

119,118 toneladas con un valor mayor de 876 millones de pesos. El crecimiento de 

la actividad trutícola, se ha asociado principalmente a regiones donde las 

condiciones climáticas y de los ecosistemas contribuyen al desarrollo del sector. De 

la producción total por pesca y acuacultura del país, 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 producción 

acuícola a nivel nacional, el primero en producción de trucha de los estados sin 

litoral así como el número 16 en volumen de producción y 13 en valor de producción 

(Dionicio Mendoza, 2019). 

Los índices de producción de esta industria se han visto disminuidos por la 

mortalidad y morbilidad ocasionada por varios microorganismos y parásitos que 

afectan a las especies de cultivo acuícola (Patil et al., 2001). Varias especies del 

género Aeromonas pueden provocar brotes de septicemia hemorrágica provocada 

por el agente etiológico Aeromona hydrophila. Dentro de las principales evidencias 

de la patología provocada por este microorganismo se encuentran oscurecimiento 

de la piel, exoftalmia unilateral y el patrón de comportamiento alterado, la morbilidad 

se estima de un 80% y la mortalidad del 51.2%. Por su parte la histopatología 

muestra lesiones en intestino anterior, con hiperplasia en el epitelio de las 
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vellosidades, en encéfalo (cerebro medio), congestión leptomeningea moderada 

difusa y en ojos se apreciaron focos de trombosis y reacción inflamatoria constituida 

por monocitos en la región periesclerótica y epitelio corneal. El control de 

enfermedades en la acuicultura, tanto profiláctico como terapéutico, se basó en el 

uso de antimicrobianos y de vacunas (Cabello et al., 2013). Sin embargo, esta 

práctica es no ha logrado buenos resultados debido a ineficiencia de algunas 

vacunas y a la resistencia de estos agentes a los antibióticos (Dixon, 2000). Esto ha 

llevado a la búsqueda de enfoques alternativos que, protejan al ambiente, prevean 

y controlen las enfermedades que afectan a las distintas especies acuícolas y 

eleven los indicadores productivos. Una de estas alternativas es el uso de 

probióticos con fines preventivos como las bacterias de ácido láctico (BAL) (García 

et al., 2015). El género bacteriano Lactobacillus es el más prometedor como 

probióticos en acuicultura. Durante la década se realizan numerosas 

investigaciones sobre evaluación de propiedades probióticas de diferentes géneros 

y especies de BAL. 

Los probióticos ejercen su efecto beneficioso mediante múltiples mecanismos, no 

sólo sobre el organismo de interés sino también sobre el ambiente que le rodea. 

Entre los principales mecanismos de acción descritos para probióticos que se 

emplean en la acuicultura se incluyen: la capacidad para colonizar y adherirse al 

tracto intestinal, la modulación del sistema inmune, la producción de compuestos 

benéficos, la producción de sustancias antagónicas contra patógenos y la mejora 

de la calidad del medio acuático. 

En marzo 2018, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) propuso 

una guía que incluye algunas normas regulatorias para el uso de microorganismos 

como aditivos alimentarios; aunque se adolece de una ruta crítica validada y 

aceptada por agencias regulatorias internacionales, esta guía menciona las 

características de la información científica para demostrar la actividad probiótica y 

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

La trucha arcoíris es la especie acuícola más producida en Estado de México y no 

está exenta de la incidencia de patógenos. Por ello el objetivo de este proyecto es 
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evaluar el potencial probiótico de BAL aisladas de trucha arcoíris (Oncorhynchus 

mykiss), siguiendo una ruta crítica, que permita comprobar no solo su capacidad 

como probiótico, sino que garantice su seguridad. 

 

2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Generalidades de la Acuicultura en México 

 

La acuicultura es el conjunto de actividades, técnicas y conocimientos de crianza de 

especies acuáticas. 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 contribución significativa a la creciente 

demanda de alimentos acuáticos en la mayoría de las regiones del mundo; sin 

embargo, para lograr esto, el sector deberá afrontar retos significativos, incluyendo 

la intensificación de la producción, el control de enfermedades y la prevención del 

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

En México, la acuicultura lleva en desarrollo varias décadas, se ha convertido en 

una actividad de rápido crecimiento, se han aprovechado los recursos hídricos del 

país para la cría y reproducción de animales, tanto de consumo humano como de 

ornato, siendo la más común producción para consumo humano (INAES, 2018). 

El mayor reto al que se enfrenta el cultivo acuícola 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 intensificación de los cultivos, debido 

a que se aumenta el riesgo de incidencia y dispersión de enfermedades, en las 

poblaciones acuáticas cultivadas.  

 

2.2 Generalidades de la especie Oncorhynchus mykiss  
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En la actualidad hay un reconocimiento mundial de la acuicultura, la producción se 

está expandiendo a una amplia diversidad de peces cultivados y los salmónidos 

siguen siendo un importante contribuyente a la producción de pescado en muchos 

países. La trucha arcoíris es una especie popular de peces salmónidos y ha recibido 

gran atención en términos de importancia para la acuicultura, sigue siendo un núcleo 

de la producción pesquera continental en muchos países alrededor del mundo 

(Merrifield et al., 2010). 

La trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) es una especie de cultivo dulce acuícola 

que pertenece a la familia Salmonidae, es originaria de las costas del Pacífico de 

América del Norte y es considerada de fácil adaptación al cautiverio (Ragash, 2009). 

Actualmente la trucha por su volumen se encuentra posicionada en el lugar 18 de 

la producción pesquera en México; sin embargo, por su valor lo encontramos en el 

lugar 8. La tasa media de crecimiento anual de la producción en los últimos 10 años 

es de 5.99% (CONAPESCA, 2018) según el Anuario Estadístico de Acuacultura y 

Pesca publicada en el 2018, la entidad federativa más productora de trucha es el 

Estado de México. 

 

Figura 1 Participación porcentual de la producción de Trucha en las principales entidades. Fuente: Anuario 
Estadístico de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA, 2018). 
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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 trutícola se realiza principalmente en zonas con climas de 

templado a frío y en sitios con altitud superior a los 1,200 m sobre el nivel del mar 

(SAGARPA, 2012). 

 

2.3 Bacterias patógenas que afectan el cultivo de trucha arcoíris 

 

La principal amenaza para el buen desarrollo del cultivo acuícola es la aparición de 

patógenos. Con la acuicultura intensiva las enfermedades infecciosas se han 

convertido en un factor limitante de desarrollo, debido a su rapidez de acción, de 

dispersión y el alto grado de afectación (Pérez-Sánchez et al., 2018). 

La calidad del agua y el medio ambiente de cultivo de los peces determinan el nivel 

de contaminación por bacterias en el pescado. A su vez el contenido de bacterias 

patógenas depende de distintos factores como son: la temperatura y salinidad del 

agua, la proximidad de la granja acuícola a las áreas de asentamientos humanos, 

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

Dentro de las enfermedades bacterianas más comunes que afectan a peces 

destacan la forunculosis causada por Aeromonas salmonicida subespecie 

salmonicida, la septicemia hemorrágica que puede ser causada por Aeromonas 

hydrophila y otras Aeromonas sp., así como por Pseudomonas sp., la enfermedad 

bacteriana del riñón causada por Renibacterium salmoninarum, la septicemia 

entérica del bagre cuyo agente etiológico es Edwardsiella ictaluri, septicemias 

estreptocócicas en donde están involucradas diferentes bacterias del género 

Streptococcus así 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 López, 2017). 
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En un estudio realizado en granjas de trucha arcoíris de México para determinar la 

frecuencia de aislamientos bacterianos en truchas arcoíris cultivadas se 

identificaron aislamientos de los géneros Aeromonas, Edwardsiella, Enterobacter, 

Escherichia, Klebsiella, Plesiomonas, Pseudomonas y Yersinia, en dicho estudio se 

encontró que las bacterias del género Aeromonas fueron las bacterias más 

frecuentemente aisladas. La presencia de estos patógenos en las granjas acuícolas 

tiene implicaciones en cuestión económica y de salud pública (Salgado-Miranda et 

al., 2010). En acuicultura, diversas especies de Aeromonas infectan especies de 

cultivo y producen pérdidas económicas significativas (Zepeda-Velázquez, 2015). 

 

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

 

En la acuacultura, la producción intensiva de organismos acuáticos enfrenta el 

riesgo de aparición de enfermedades infecciosas, que pueden ocasionar pérdidas 

económicas significativas por mortalidad. 

El manejo sanitario es necesario en la industria acuícola, esto involucra ciertas 

actividades para prevenir las pérdidas por agentes infecciosos como son: buenas 

prácticas de manejo, condiciones higiénicas adecuadas, programas de vacunación, 

probióticos e inmunoestimulantes, todas las formas de actuar contra los invasores 

patógenos. 

Los compuestos químicos, principalmente antibióticos, tienen poco control en la 

restricción de su uso, se han empleado ampliamente para prevenir y tratar 

enfermedades infecciosas en granjas acuáticas. Sin embargo, muchos de estos 

agentes pueden persistir inalterados en el sitio de aplicación junto con el medio 

ambiente circundante lo que puede generar bacterias resistentes a múltiples 

fármacos, los cuales pueden llegar a intercambiar su resistencia con patógenos 

animales y humanos a través de la transferencia de material genético (García et al., 

2015).  
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Por ello, se siguen buscando soluciones, como son, nuevos probióticos, prebióticos, 

su combinación, subproductos bacterianos o metabolitos secundarios que podrían 

ser alternativas potenciales al uso de antibióticos en acuicultura. 

 

2.5 Probióticos  

 

Durante los últimos años, se ha generado gran interés en el uso de 

inmunoestimulantes como una alternativa al uso de vacunas y antibióticos en la 

lucha contra las enfermedades infecciosas de los peces. Una de estas alternativas 

son los probióticos, que se consideran microorganismos administrados por vía 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 probióticos o bacterias beneficiosas, 

que controlan patógenos a través de una variedad de mecanismos, es cada vez 

más visto como una alternativa a los tratamientos con antibióticos (Balcazar et al., 

2006). 

Los probióticos, 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 mayoría de los probióticos propuestos como 

biocontroladores y agentes de biorremediación para la acuicultura pertenece al 

grupo BAL (bacterias ácido lácticas, principalmente a los géneros Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus y Carnobacterium), a los géneros Vibrio, 

Bacillus y Pseudomonas o a la especie Saccharomyces cerevisiae (Muñoz-Atienza 

et al., 2013). 

La explotación de los microorganismos probióticos aislados y caracterizados de 

especies específicas; mejoran sustantivamente la producción y conversión 

alimentaria del animal permitiendo una estrategia de reemplazo al uso 
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indiscriminado de antibióticos y promotores de crecimiento que se suministran a los 

animales para prevenir las enfermedades; provocando la aparición de cepas 

bacterianas multirresistentes (Ng et al., 2014). 

 

2.6 Selección de microorganismos con potencial probiótico 

 

Los probióticos se consideran microorganismos no patógenos, que son 

presuntamente seguros; para que podamos otorgarle este estatus, los 

microorganismos de interés deben cumplir con ciertas características que le dan el 

potencial uso probiótico. 

Con diversos estudios se ha demostrado que los microorganismos empleados como 

probióticos no les confieren protección a todas las especies acuícolas contra todos 

los patógenos, la predicción del comportamiento in vivo del probiótico 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 selección de un 

microorganismo con potencial probiótico se deben considerar algunas 

características importantes como: supervivencia y colonización del aparato 

digestivo. Por lo anterior, es recomendable usar cepas aisladas del hospedero, que 

se prevé, tengan la habilidad de sobrevivir al tránsito gastrointestinal, resistir a las 

sales biliares y al pH bajo. Balcázar et al. (2006) sugirió que, para seleccionar 

probióticos, 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 probióticos efectivos 

(Kim & Austin, 2006; Balcázar et al., 2008). 

Otra característica de interés es la exclusión competitiva: el antagonismo bacteriano 

es un fenómeno común en la naturaleza, por lo tanto, las interacciones microbianas 

juegan un papel importante papel en el equilibrio entre un competidor beneficioso y 

microorganismos potencialmente patógenos. Por lo que, la manipulación 

microbiana constituye una herramienta viable para reducir o eliminar la incidencia 
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de patógenos oportunistas, el efecto antagónico de las bacterias probióticas hacia 

patógenos específicos puede ser un método de selección (Balcazar et al., 2006). 

Siguiendo documentos de revisiones anteriores (Merrifield et al., 2010) propone una 

lista ampliada de características favorables para seleccionar microorganismos 

probióticos potenciales, algunos de los cuales son esenciales (E) y otros 

considerados meramente favorables (F). Cuantas más de estas características se 

cumplan por una especie probiótica candidata, más apropiada será la especie 

considerada y, por lo tanto, es más probable que sea un probiótico de peces 

efectivo. 

 

Tabla 1 Características favorables para seleccionar microorganismos probióticos potenciales. 

Características esenciales Características favorables 

No debe ser patógeno, no solo con 

respecto al hospedero, también con 

respecto a los animales acuáticos en 

general y humanos consumidores. 

Debe poder colonizar la superficie epitelial 

intestinal. 

Debe estar libre de genes de resistencia a 

antibióticos. 

Debe mostrar características de 

crecimiento ventajosas (por ejemplo, corto 

tiempo de duplicación y/o crecimiento en la 

crianza del hospedero). 

Debe ser resistente a las sales biliares y 

bajo pH. 

Debe exhibir propiedades antagónicas 

hacia uno o más microorganismos 

patógenos. 

Debe poder adherirse y/o crecer bien 

dentro de la mucosa intestinal. 

Debe producir enzimas digestivas 

extracelulares relevantes. 

 Debe ser autóctono 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) 
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Los métodos para seleccionar bacterias probióticas para uso en acuicultura 

incluyen: (I) recolección de información de fondo; (II) adquisición de probióticos 

potenciales; (III) evaluación de la capacidad de probióticos potenciales para superar 

a las cepas patógenas; (IV) evaluación de la patogenicidad del potencial probióticos; 

(V) evaluación del efecto del potencial probióticos en el hospedero; (VI) análisis 

costo/beneficio económico (Gomez-Gil et al., 2000) (Figura 2). 

 

Figura 2.Diagrama para la selección, evaluación de la actividad biológica y seguridad de los probióticos como 
agentes de biocontrol en la acuicultura. 

 

2.7 Microorganismos de potencial probiótico en trucha arcoíris 

La mayoría de los probióticos propuestos como agentes de control biológico en la 

acuicultura pertenecen a las bacterias de ácido láctico, el género Bacillus, o los 

géneros Pseudomonas y Burkholderia (García et al., 2015). 
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La trucha arcoíris es una especie popular de peces salmónidos y ha recibido gran 

atención 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 probióticas Merrifield (2010) planteó una 

revisión que evalúa literatura disponible sobre el uso de probióticos y prebióticos en 

trucha (Tabla 2). 

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

Microorganismo potencial Parámetros 

investigados 

Referencias 

La. lactis, Leu. Mesenteroides, L. sakei  DR, IR, GM  Balcázar 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. 

acidilactici  

GH, GM  Merrifield et al. (2010d) a 

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, 

SM  

Aubin et al. (2005ab) a 

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 
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A. hydrophila, V. fluvialis, Carnobacterium 

spp., C. inhibens, V. alginolyticus 

DR, IR, GM  Irianto y Austin (2002b) a 

A. hydrophila, V. fluvialis, Carnobacterium 

spp., and unidentified Gram-positive 

coccus  

DR, IR  Irianto y Austin (2003) a 

Ps. fluorescens, Pseudomonas strains, 

Carnobacterium strains  

DR  Spanggaard et al. (2001) a, b 

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. 

 

Según la FAO/OMS, el desarrollo de probióticos comerciales requiere su 

identificación taxonómica inequívoca, así como su caracterización funcional y 

evaluación de seguridad in vitro e in vivo. En Europa, la Agencia Europea de 

Seguridad Alimentaria (EFSA) propuso un sistema para una evaluación de 

seguridad previa a la comercialización de grupos seleccionados de 

microorganismos utilizados en alimentos / piensos y la producción de aditivos para 

alimentos / piensos que conduzcan a un estado de presunción de seguridad (QPS) 

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

Las pruebas in vitro no son siempre un buen indicador del efecto probiótico in vivo, 

sin embargo en algunos casos la evaluación in vitro previa es un buen indicador de 

la función probiótica en control de la enfermedad en el ensayo in vivo (Burbank et 

al., 2012). Por ejemplo: en una evaluación in vitro de un probiótico efectivo en el 

control de furunculosis en trucha arcoíris previa a las pruebas in vivo fue un buen 

Indicador de su funcionalidad (Irianto & Austin, 2002). Adicionalmente, una prueba 

in vitro del efecto probiótico 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). 
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La EFSA propuso en marzo de 2018, una guía titulada “Orientación sobre la 

caracterización de microorganismos utilizados como aditivos para piensos o como 

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

deben realizarse para la caracterización de cepas microbianas que pretenden 

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

información científica obtenida in vitro que se requiere sobre los microorganismos 

con potencial uso probiótico es la siguiente: 

• Identificación de la cepa: Se debe proporcionar información taxonómica del 

microorganismo: género, especie y nombre o código de la cepa. Este debe 

identificarse sin ambigüedad a nivel de especie en base a conocimiento y 

metodologías actualizadas.  

 

• Actividad antimicrobiana: La manera más común de determinarla es 

mediante las pruebas de antagonismo in vitro, en el cual los patógenos son 

expuestos al probiótico o a sus productos extracelulares. 

 

• Susceptibilidad a antibióticos: Es necesario realizar pruebas fenotípicas 

basadas en la determinación de una concentración inhibitoria mínima (CIM) 

para un grupo seleccionado de antimicrobianos. 

 

• Toxicidad y patogenicidad: Se debe proporcionar información relacionada 

con la toxigenicidad y virulencia para los seres humanos y las especies 

acuícolas objetivo, para los agentes activos y las cepas de producción, es 

necesaria una evaluación de la seguridad de los aditivos alimentarios para 

las especies objetivo.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

El cultivo de trucha se ha convertido en una importante actividad económica en 

muchos países como es el caso de México. Sin embargo, estos ejemplares están 

expuestos a condiciones estresantes, donde la presencia de enfermedades 

ocasionada por brotes de patógenos que suelen diseminarse y el deterioro de las 

condiciones ambientales causan alta mortalidad en esta especie y generan pérdidas 

económicas significativas. 

A pesar de que la vacunación ofrece la mejor prevención contra enfermedades 

específicas, aún no se desarrollan vacunas efectivas contra un gran número de 

patógenos bacterianos y virales que afectan a esta especie, a pequeña y mediana 

escala. La mayoría de las vacunas no son efectivas o tienen muy bajos porcientos 

de efectividad y su costo es elevado, por lo que su relación costo-beneficio es 

insatisfactorio. Aunado a esto, la creciente resistencia a los antibióticos que, además 

de ser un problema biológico, es sin lugar a dudas un problema médico, social, 

económico 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 

acuícola, incluyendo la trucha, la escasa eficacia de las vacunas y la resistencia 

provocada por la aplicación de antibióticos, se buscan alternativas para la 

prevención de enfermedades en el cultivo trutícola. Una de las alternativas para la 

prevención segura de las patologías es el uso de probióticos. Sin embargo, para 

seleccionar una cepa como posible probiótico y emplearlos en animales se requiere 

de una ruta crítica establecida por las agencias regulatorias. Primero aislar e 

identificar el microorganismo, comprobar in vitro su actividad probiótica y su 

seguridad y posteriormente diseñar estudios in vivo apropiados para establecer su 

eficacia. Este proyecto propone el diseño de un probiótico basado en bacterias ácido 

lácticas extraídas de intestino de trucha, comprobando el antagonismo in vitro contra 

Aeromonas y baja resistencia a antimicrobianos.  
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4. HIPÓTESIS Y/O PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN 

   

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

mykiss), poseen actividad probiótica y son seguros para el consumo de esta 

especie. 
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5. OBJETIVOS  

5.1 Objetivo General: 

• Evaluar in vitro la actividad probiótica de Lactobacillus aislados del 

intestino de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). 

5.2 Objetivos específicos: 

• Identificar los aislados de bacterias ácido lácticas con actividad probiótica 

del intestino de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). 

• Seleccionar los aislados de Lactobacillus con mayor actividad antagonista 

in vitro contra las Aeromonas aisladas de trucha arcoíris (Oncorhynchus 

mykiss).  

• Evaluar la susceptibilidad a antibióticos de los aislados de Lactobacillus 

seleccionados. 

• Realizar la identificación genotípica de los Lactobacillus líderes. 
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6. MATERIALES Y METODOS 

 

La primera parte del proyecto se realizó en el Centro de Investigación y Estudios 

Avanzados en Salud Animal, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 

Universidad Autónoma del Estado de México, con el apoyo del Área de investigación 

en Biotecnología, esto consistió en el aislamiento, cultivo y conservación de la 

muestra, la bioquímica básica y el ensayo in vitro de antagonismo contra diferentes 

especies de Aeromonas. La segunda etapa referente a actividades de resistencia a 

antibióticos y caracterización genética se realizó en el Departamento de 

Inmunología, Microbiología y Parasitología de la Facultad de Ciencia y Tecnología 

de la Universidad del País Vasco, Bilbao, España. 

 

6.1 Selección de las truchas arcoíris (Oncorhynchus mykiss) 

Para la investigación se emplearon peces de la especie trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss) obtenidos de granjas acuícolas del Estado de México: 

Centro Acuícola El Zarco, Ocoyoacac, granja El Oyamel, Ocoyoacac y granja El 

Truchón, Ocoyoacac. El criterio de selección fue el siguiente: truchas sanas, sin 

signos clínicos, no alimentadas con suplementos probióticos y de diferentes edades; 

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

 

6.2 Aislamiento de bacterias ácido-lácticas 

El aislamiento de bacterias se realizó posterior a la eutanasia de los peces. La 

eutanasia se realizó por medio de inmersión con el anestésico metano sulfonato de 

tricaína, con base a las recomendaciones del American Veterinary Medical 

Association (AVMA, 2013). Para el aislamiento, se siguió la siguiente metodología: 

los peces fueron diseccionados asépticamente, la obtención de la muestra se realizó 

a partir del contenido del intestino posterior de los pescados. Cada muestra del 

contenido intestinal se homogeneizó en solución salina tamponada con fosfato 

(PBS) a pH 7.2. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas logarítmicas 
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decimales, a partir de la muestra colectada. Las muestras de cada dilución se 

difundieron en placas de medio de cultivo MRS (de Man, Rogosa y Sharpe, DIBICO, 

que contiene: acetato de sodio 5.0, fosfato disódico 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 ºC durante 48 a 72 horas (Didinen et al., 2018) 

para aislar bacterias ácido lácticas. 

 

6.3 Identificación fenotípica y bioquímica de los aislados 

6.3.1 Caracterización morfológica de las colonias 

Transcurridas las 24-72 horas de incubación se valoraron las colonias obtenidas a 

través de la observación directa de las placas de agar, observando las 

características macroscópicas, es decir, morfología, tamaño, elevación, forma del 

margen o borde, consistencia y color, adicionando el número relativo de cada tipo 

de colonia presente en el medio.  

Las colonias se seleccionaron y se les realizó la tinción de Gram, para lo cual, se 

colocó una gota de agua destilada sobre un portaobjeto, posteriormente se 

emulsionó con una colonia tomada del medio sólido, se extendió esta emulsión en 

el portaobjeto, dejándose secar a temperatura ambiente, para posteriormente fijarla 

con calor y proceder con la tinción, para esto, se utilizó el método de tinción de 

Gram, Equipo de colorantes para tinción diferencial de bacterias, HYCEL (ANEXO 

2). 

 

6.3.2 Identificación bioquímica 

Se llevo a cabo las pruebas de bioquímica básica de catalasa y oxidasa para ubicar 

colonias de interés. Las bacterias ácido-lácticas (BAL) se caracterizan por ser 

bacterias Gram-positivas, catalasa negativas y anaerobio-facultativas (Settanni & 

Moschetti, 2010). 
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CATALASA: La catalasa es una enzima que poseen la mayoría de las bacterias 

aerobias, esta descompone el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno. Para 

realizar la prueba sobre un portaobjetos se colocó una gota de H2O2 de 10 

volúmenes y sobre esta se suspendió una colonia con ayuda de un asa, 

inmediatamente se evaluó la reacción, observando si hay o no presencia de 

burbujas procedentes del oxígeno que indicarían que la prueba es positiva (Castillo 

Miranda, 2017). 

 

OXIDASA: La reacción de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema 

citocromo oxidasa que activa la oxidación del citocromo este es reducido por el 

oxígeno molecular y produce agua o peróxido de hidrogeno según la especie 

bacteriana. Esta prueba se realizó 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 tomó una colonia y se frotó 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 conservación 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 servirían posteriormente, 

como stocks para cada uno de los ensayos de probióticos, antes de cada ensayo 

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

 

6.4 Caracterización genotípica de los aislados por PCR 

 

6.4.1 Extracción de ADN 

Treinta cepas fueron categorizadas fenotípicamente como posibles Lactobacillus. El 

ADN se extrajo de cultivos puros de cada aislamiento utilizando el kit de purificación 
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de ADN genómico GeneJet (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 amplificación, se utilizaron primers (OLIGO T4. Tabla 3) basados en una 

secuencia identificada específica 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 región de 

aproximadamente 250 pb del espaciador intergénico de ARNr 16S -23S. 

Se realizó una PCR con un volumen final de 50 µl por cada oligonucleótido, que 

contenía una concentración de 0,2 mM, 5 microlitros de tampón de PCR, 200 mM 

de desoxinucleótidos (dNTPs), 2,5 µl de MgCl2, 0,5 U de Taq polimerasa (Promega, 

Madison, WI, EE. UU.) Y aproximadamente 100 ng de ADN cromosómico. 

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 desnaturalización inicial a 95 

°C durante 5 min, seguido de 20 o 30 ciclos que consisten en desnaturalización a 

95 °C durante 30 s, alineación a 55 °C durante 30 s, extensión a 72 °C durante 30s 

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

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 

al 2,0% (p/v) teñidos con GelRed (Biotium) y se visualizaron con el sistema de 

documentación Gel Doc 1000 (Bio-Rad). Se utilizó GeneRuler (Thermo Scientific) 

como marcador de tamaño molecular. 

Las bandas obtenidas de los diferentes aislados se consideraron positivas para la 

identificación pertenecientes al género Lactobacillus si correspondían a un 

fragmento de aproximadamente 250 pb según el control, se utilizó como control el 

probiótico comercial Probacilus (Lactobacillus sporogenes). 
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Tabla 3 Primers para la identificación de Lactobacillus. 

Género Primer Secuencia 5´ 3´ Sentido 
Región 

que 
amplifica 

Producto 
PCR 

Lactobacillus 

R16-1 
 

CTTGTACACACCGCCCGTCA 
F Región 

Inter 
génica 
16-23s 

250 pb 
LbLMA1-

rev 
CTCAAAACTAAACAAAGTTTC R 

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

 

6.5 Ensayo de actividad antagonista in vitro de bacterias ácido-lácticas 

contra Aeromonas 

 

Se evaluó la actividad antagonista in vitro de Lactobacillus aislado frente a 4 

aislamientos de patógenos Aeromonas, previamente caracterizados, utilizando el 

ensayo de difusión de pozos de agar (WDAA). Los aislamientos de Aeromonas 

(Cuadro 1) incluidos en el estudio fueron donados por el Dr. Vicente Vega-Sánchez 

del Instituto de Ciencias Agrarias de la Universidad Autónoma del Estado de 

Hidalgo, estos cultivos fueron previamente aislados e identificados, obtenidos de 

lesiones cutáneas o tejidos internos (bazo, hígado o riñón) de trucha arcoíris (Vega-

Sánchez et al., 2014). 

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

Número de identificación Microorganismo Origen del aislado 

394 A. hydrophila 
lesión 

359 A. popoffii 

353 A. bestiarum  
bazo 

369 A. sobria 

 

Cuatro días antes del cribado, se inocularon 10 ml de caldo de agar tríptico de soja 

(TSA) con aislados de Aeromonas, mientras que el aislado a cribar se inoculó 2 días 

antes del cribado en 10 ml de caldo MRS. Se ajustaron alícuotas (2 ml) de cada 

aislado de Lactobacillus y una alícuota de 2 ml de Aeromonas a una densidad óptica 
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(DO) de 0,1 a 625 nm en un tubo de centrífuga de 15 ml, que se correlaciona con 

107 unidades formadoras de colonias (UFC) ml-1 utilizando el método de la placa de 

caída (Chen et al., 2003). El caldo TSA inoculado con Aeromonas se esparció 

uniformemente en una placa de agar y, después de solidificar y secar durante 15-

20 min, se perforaron pocillos (diámetro 5 mm) y 10 µl de cada cultivo 

(aproximadamente 108-109 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 inhibición, restando el diámetro 

del pozo perforado. Se consideraron positivas las cepas que presentaban halos 

superiores a 2 mm de diámetro. 

 

6.6 Susceptibilidad a antibióticos de los aislados de bacterias ácido-

lácticas 

 

De acuerdo con las exigencias de la FAO y la OMS en 2001 (Liaskovskii & 

Podgorskii, 2005) este es un requisito de identificación obligatorio para los 

microorganismos susceptibles de caracterizarse como probióticos. Todos los 

aislados se sometieron a las pruebas de resistencia a antibióticos.  

La resistencia a los antibióticos de los aislados se determinó mediante la prueba de 

difusión en disco de Kirby-Bauer en agar Mueller-Hinton, siguiendo el método 

descrito en las instrucciones del fabricante (MILTIBAC I. D.) El inóculo bacteriano 

se estandarizó a una concentración 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 aquí 

tenían las siguientes dosis de antibióticos: 10 μg de ampicilina (AM), 30 μg de 

cefalotina (CF), 30 μg cefotaxima (CFX), 5 μg de ciprofloxacina (CPF), 30 μg de 

clindamicina (CLM), 1 μg de dicloxacilina (DC), 15 μg de eritromicina (E), 10 μg de 

gentamicina (GE), 10 U de penicilina (PE), 30 μg de tetraciclina (TE), 25 μg de 

trimetoprim-sulfametoxazol (STX) y 30 μg de vancomicina (VA) (Multibac ID).  



 
23 

Las zonas de inhibición del crecimiento se midieron y compararon mediante tablas 

de interpretación, que se utilizaron para categorizar las bacterias como resistentes, 

intermedias o sensibles (Cuadro 2). Las zonas de inhibición se calcularon de 

acuerdo con las recomendaciones del Comité Nacional de Estándares de 

Laboratorio Clínico y con (Charteris et al., 1998) para el caso de ampicilina, 

penicilina y vancomicina. 

Cuadro 2. Patrón de comparación de halos de sensibilidad a lo antibióticos en mm (NCCLS). 

Código - Antibiotico Concentración 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) 10 U 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 Identificación genotípica de (los) aislado(s) líder(es) 

A los microorganismos o aislados líderes, es decir, que presentaron mayor 

susceptibilidad a los antibióticos y mayor actividad antagonista de patógenos, se les 

realizó la identificación genotípica. 

Los aislados de Lactobacillus del intestino de trucha arcoíris con actividad inhibidora 

frente a los aislados de Aeromonas ensayados y sensibilidad frente a los antibióticos 

ensayados se identificaron taxonómicamente mediante secuenciación de ADN del 

gen amplificado por PCR que codifica un fragmento de la región intergénica del 

ARNr 16S-23S. 

Las amplificaciones por PCR se realizaron a partir del ADN bacteriano total 

purificado utilizando el kit de purificación de ADN genómico GeneJet (Thermo 

Scientific), en mezclas de reacción de 50 µl con 5 ng de ADN purificado, 0,7 µmol l 
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− 1 de cada cebador y 25 µl de Dream Taq Green PCR Master Mix (Thermo 

Scientific) en un termociclador Eppendorf Mastercycler. Se utilizaron la metodología 

y los primers mencionados anteriormente. 

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 

al 2,0% (p/v) teñidos con GelRed (Biotium) y se visualizaron con el sistema de 

documentación Gel Doc 1000 (Bio-Rad). Se utilizó GeneRuler (Thermo Scientific) 

como marcador de tamaño 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 SGIker UPV/EHU 

(Universidad del País Vasco, España). 

 

6.7.1 Análisis de secuencias 

Los resultados de la secuenciación se exportaron como archivos de secuencia 

FASTA. El análisis y la comparación de las secuencias de ADNr de la región 

intergénica 16S-23S se realizó con el programa BLAST disponible en el Centro 

Nacional de Información Biotecnológica (NCBI, 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Solo las identidades de secuencia 

superiores al 97% se consideraron significativas para la identificación bacteriana a 

nivel de especie. 
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7. RESULTADOS  

7.1 ARTÍCULO ENVIADO 
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8. DISCUSIÓN 

En este trabajo se realizaron varios ensayos para dar cumplimientos con la 

regulatoria establecida por la EFSA para el diseño y desarrollo de un probiótico para 

trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). Primero, se aislaron bacterias ácido lácticas 

del intestino de truchas aparentemente sanas y se caracterizaron fenotípica y 

genotípicamente para determinar que pertenecen al género Lactobacillus. 

Los microorganismos empleados como probióticos en peces, se pueden aislar de 

varias fuentes, aunque la principal es el tracto digestivo (TD) de los animales 

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

Es posible presumir que bacterias aisladas de los propios peces, tendrán mayor 

éxito que bacterias aisladas de fuentes terrestres, sin embargo, es preciso hacer 

una selección previa in vitro ya que obviamente. No todas las bacterias nativas de 

los peces tienen propiedades probióticas (Segura & Díaz, 2009). 

Los microorganismos destinados a su uso como probióticos en la acuicultura deben 

ser considerados seguros no solo para los hospederos acuáticos sino también para 

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

Se evaluó la sensibilidad a los antibióticos 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 taxonómica y en que se componen 

de los diferentes métodos recomendados por el Clinical Laboratory Standards 

Institute y la International Dairy Foundation. Su uso como probióticos para la 

prevención de la infección por Clostridium difficile prevalece entre los consumidores 

de todo el mundo, pero plantea la cuestión de sí el uso de cualquier antibiótico 

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

ingestión.  

Por otra parte, se encontró en la literatura que la mayoría de las cepas de L. 

rhamnosus eran fenotípicamente susceptibles a los seis antibióticos probados 

(ampicilina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, estreptomicina y tetraciclina), 

cuatro de las cepas eran fenotípicamente multirresistentes, tres cepas a 

clindamicina, eritromicina y estreptomicina y una cepa a estreptomicina y tetraciclina 

(Korhonen et al., 2010). 

La mayoría de las especies de Lactobacillus son intrínsecamente resistentes a los 

aminoglucósidos (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 pública relacionados con el uso de antimicrobianos en la 

acuicultura incluyen el desarrollo y propagación de bacterias y genes de resistencia 

a los antimicrobianos, y la aparición de residuos de antimicrobianos en productos 

de la acuicultura. El mayor riesgo potencial para la salud pública asociado con esto 

es que se cree que el uso de antimicrobianos en la acuicultura es el desarrollo de 

un reservorio de resistencia transferible (Fečkaninová et al., 2017). Por lo que es 

importante evaluar los aislados de microorganismos propuestos como probióticos 

antes de sugerir su uso. 

Las especies de Lactobacillus se utilizan ampliamente como probióticos y cultivos 

iniciadores, para una variedad de alimentos, respaldado por una larga historia de 

uso seguro. Aunque más de 35 especies cumplen con los criterios de la Autoridad 

Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) para la presunción calificada de estado 

de seguridad, la seguridad de las especies de Lactobacillus y su transporte de genes 

de resistencia a los antibióticos (AR) está bajo revisión ad hoc continua. Las 

especies de Lactobacillus generalmente se consideran no patógenas. Sin embargo, 

muchas de las especies examinadas en este estudio tienen niveles de resistencia a 

los antibióticos que superan los recomendados por la EFSA, lo que sugiere que 
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estos valores de corte debe reexaminarse a la luz de la base genética de la 

resistencia (Campedelli et al., 2019). 

El interés en los probióticos en la acuicultura, particularmente en el cultivo de trucha 

arcoíris, se ha centrado en las bacterias del ácido láctico (BAL), más notablemente 

en Lactobacillus spp., Carnobacterium spp., Enterococcus faecium y Pediococcus 

spp. (María Gabriela Sica et al., 2012). Al colonizar la capa de moco intestinal, las 

bacterias del ácido láctico pueden servir como primera barrera de defensa contra 

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

Las BAL ejercen una fuerte actividad antagónica. contra muchos microorganismos 

relacionados y no relacionados, incluidos en el deterioro de los alimentos y los 

agentes patógenos. Los efectos antagónicos se deben principalmente a la 

disminución de la pH que producen, a la competencia por los nutrientes y a la 

producción 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 

acuáticas que pueden proporcionar una forma alternativa de reducir la aplicación de 

antibióticos en la acuicultura (María G. Sica et al., 2010). 

La extensión, intensificación y diversificación de la acuicultura han aumentado la 

incidencia de brotes de enfermedades en las pocas décadas. La septicemia móvil 

de Aeromonas, es la más común 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 

adhesión 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 translocación en un modelo de cultivo celular) (Ringø 

et al., 2004).  Las cepas de Aeromonas también son capaces de producir toxinas. 

En general, estos son hemolíticos o enterotoxigénicos e incluyen aerolisina (AerA) 
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(Watanabe & Morita, 2020), hemolisina (HlyA) (Wang et al., 2015), enterotoxina 

termolábil 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) extraídas de lesiones y bazo de trucha 

mexicana. 

Las BAL pueden equilibrar el microbioma intestinal a través de la producción de 

ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno, lisozimas y otros metabolitos que inhiben 

toxinas nocivas, además de proporcionar un mecanismo competitivo de eliminación 

en los sitios de unión de la mucosa intestinal evitando así la colonización y 

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

La adhesión se considera una característica deseable para una cepa probiótica, ya 

que puede promover la residencia intestinal de los probióticos, así como su 

interacción con las células inmunes y epiteliales del hospedero. La adhesión 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 

proteína de unión al moco (MUB), LPXTG y pili] juegan un papel importante en la 

adherencia de los lactobacilos en el intestino, así como interacciones con el 

hospedero. L. rhamnosus, se adhiere a la mucosa intestinal a través de SpaC, una 

proteína del componente pili, que también podría inducir la generación epitelial de 

ROS y quinasa regulada por señales extracelulares. Esta proteína puede ser 

activada mediante señalización por mitógenos (ERK/MAPK) en enterocitos para 

beneficiar al hospedero. 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 aumentó la resistencia a Aeromonas 

salmonicida ssp., reducción de mortalidad por furunculosis (Nikoskelainen et al., 

2001). 

Los siete aislamientos que mostraron mayor sensibilidad a los antibióticos y mayor 

actividad antagonista hacia los patógenos del género Aeromonas utilizados, 

muestran un 100% de similitud con las cepas de Lactobacillus rhamnosus y 
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Lactobacillus paracasei, y solo el 97% de similitud con Lactobacillus casei con 

respecto a secuencias reportadas en GenBank. 

En adición, Lactobacillus casei, L. paracasei y L. Rhamnosus forman un grupo 

taxonómico estrechamente relacionado dentro de los lactobacilos 

heterofermentativos. Estas tres especies son difíciles de diferenciar utilizando 

perfiles de fermentación tradicionales. Se han desarrollado primers de PCR 

específicos para estas tres especies que se basan en diferencias en la región V1 

del gen de ARNr 16S un primer de ADN polimórfico amplificado (RAPD) para 

diferenciar L. paracasei (Ward & Timmins, 1999). 
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9. CONCLUSIONES 

• Los aislados de bacterias ácido-lácticas con actividad probiótica del intestino 

de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) fueron positivos al género 

Lactobacillus en la identificación por medio de PCR. 

• Los siete aislados de bacterias del género Lactobacillus pertenecientes a la 

microbiota autóctona de la trucha arcoíris (%) tienen la capacidad de inhibir 

in vitro a bacterias patógenas como: Aeromonas hydrophila, Aeromonas 

popoffi, Aeromonas bestiarum y Aeromonas sobria. 

• Los siete aislados pertenecientes al grupo Lactobacillus casei, que 

presentaron alta sensibilidad a los antibióticos y buena capacidad 

antagonista in vitro contra patógenos del género Aeromonas se proponen 

como posibles probióticos para los ensayos in vivo. 

• Los lactobacillus aislados del intestino de trucha arcoíris (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 acuícola del Estado de México. 

• El valor del trabajo desarrollado a lo largo de esta tesis de maestría radica en 

la extensión del conocimiento de las propiedades probióticas de Lactobacillus 

aisladas de un hábitat no estudiado en nuestro país, para su potencial 

aplicación en la acuicultura. 

  



 
43 

RECOMENDACIONES 

▪ Continuar con la investigación de las bacterias autóctonas de trucha arcoíris, 

ya que, se observaron cepas potencialmente benéficas, y hay otras que no 

fueron evaluadas en el presente estudio.  

▪ Es esencial investigar más sobre la seguridad de estos posibles probióticos 

propuestos para su correcta aplicación en la acuacultura. 

▪ Probar el potencial benéfico in vivo de las cepas que presentaron resultados 

favorables in vitro.  

▪ Determinar el mecanismo de acción 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). 
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ANEXO 2. Protocolo para Tinción diferencial de bacterias. 

 

  



 
53 

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

Purification Kit. 
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ANEXO 4. Protocolo de determinación de susceptibilidad a antibióticos. 

Multibac I.D. 
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ANEXO 5. Protocolo de purificación de ADN producto de PCR. GeneJET 

Genomic DNA Purification Kit. 

 


