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En este trabajo se buscó potencializar el uso de bacterias nativas provenien-
tes de aislados microbiológicos de tilapia Oreochromis niloticus como suple-
mento probiótico para disminuir las pérdidas económicas ocasionadas por 
la elevada mortalidad debido a la presencia de agentes infecciosos, fúngi-
cos y virales. Para ello, se seleccionaron los órganos: Branquias, intestinos, 

gónadas e hígado para la obtención de los microorganismos, inicialmente se realiza-
ron frotis directos y disoluciones seriadas desde 10-1 hasta 10-6 que fueron sembradas 
en Agar Triptona-Soja (TSA) y Agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Se seleccionaron las 
branquias y los intestinos como órganos para el aislamiento de bacterias potencial-
mente probióticas. Una vez sembradas, aisladas y purificadas las bacterias por sus ca-
racterísticas físicas como, forma de colonia, color y margen, se procedió a la caracteri-
zación biológica (Tinción de Gram) y bioquímica, a través de la prueba de catalasa y las 
pruebas prefabricadas API E 20. De los 82 aislados se lograron preseleccionar 32 cepas 
autóctonas compatibles con género Lactobacillus y Enterococcus del intestino y branquias 
de tilapia O. niloticus, siendo coherente con que la abundancia en los morfotipos autóc-
tonos de O. niloticus, está estrechamente relacionada con los productos extracelulares 
generados normalmente en su metabolismo Para evaluar la capacidad inhibitoria, se 
llevó a cabo la prueba de entrecruzamiento contra los patógenos Aeromonas hydrophila y 
Yersinia ruckeri, de igual forma, el antibiograma frente antibiótico ampliamente utiliza-
dos en la industria acuícola, como oxitetraciclina, eritromicina, ácido oxolínico, amoxi-
cilina y florfenicol, de las cuales cinco cepas demostraron sensibilidad frente a cinco 
antibióticos de uso en acuicultura. Por otra parte, algunas bacterias pertenecientes a 
la microbiota autóctona de O.niloticus, aisladas principalmente de intestinos, tienen la 
capacidad de inhibir bacterias patógenas como Aeromonas hydrophila y Yersinia ruckeri 
con halos de inhibición superiores a v6mm.
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En el mundo, la pesca y acuicultura siguen siendo fuente importante de nu-
trición e ingresos. Las especies de agua dulce, como la trucha y la tilapia, son 
responsables del incremento de la producción acuícola, representando un 
60% de la producción total a nivel mundial [1]. En los últimos 40 años, se ha 
evidenciado un descenso importante en la obtención de recursos en el sec-

tor pesquero, lo que gradualmente afecta la captura y administración de los recursos 
para el sector con un enfoque sostenible. Frente a este panorama, la acuicultura surge 
como una opción originaria de soluciones que  permite el control y ofrece un aumento 
en la oferta de alimentos con origen acuático a nivel mundial y local[2][3][4].

Asociado al crecimiento exponencial de la acuicultura, se han empezado a usar tec-
nologías más intensivas en los cultivos; esto, junto a la introducción de otras especies 
y cambios ambientales, han generado estrés y enfermedades en los peces. De hecho, 
las enfermedades de origen infeccioso son las que generan las mayores pérdidas eco-
nómicas [5]. Se vienen aplicando diversas estrategias para poder controlar las enfer-
medades que afectan a las especies de cultivo, como es el uso de antibióticos de ma-
nera profiláctica en los estanques; sin embargo, el uso indiscriminado en cantidades 
o concentración y, de igual manera, la desinformación frente al uso adecuado, genera 
una fuerte coacción por parte de las bacterias, generando genes resistentes  y cepas 
bacterianas multirresistentes, afectando  gradualmente el bienestar de los animales 
cultivados y poniendo en riesgo de salud pública a los consumidores. Además, la biota 
propia del animal puede ser afectada por los antibióticos, esto involucra patógenos 
al igual que las bacterias que son benéficas para la salud del pez, provocando así una 
descompensación en la microbiota y mayor exposición a otras enfermedades [6][7].

En cuanto al desarrollo de la microbiota y la barrera intestinal, se va dando con el trans-
curso del tiempo después del nacimiento [8]. Inicialmente, la microbiota del intestino 
está conformada por especies facultativas, posteriormente, la modificación hacia una 
mayor proporción de anaerobios estrictos dependerá de la dieta de la especie, edad, 
ubicación geográfica, tratamiento con medicamentos, así como el bienestar del pez 
[9]. Actualmente, es aceptado que los peces tienen una microbiota intestinal específi-
ca que se vuelve estable al llegar a la etapa adulta, por consiguiente, aislar microorga-
nismos propios de los peces, favorece su utilización como probióticos [10]. Es así como, 
diversos estudios, han establecido que los probióticos provocan efectos beneficiosos 
en el hospedador por medio de la ingesta en proporciones idóneas, mejorando la bio-
ta de los peces a través de la estimulación del sistema inmunológico, dando origen a 

resistir diferentes patógenos causantes de diversas enfermedades, al igual que mejo-
rando la calidad del agua por biorremediación [11][12]. 
El uso de probióticos está bien establecido desde hace muchos años, tanto en huma-
nos como en animales de producción, principalmente con el uso de bacterias lácticas 
y levaduras. La introducción al sector acuícola ha ocurrido en los últimos años y se in-
crementa cada vez más, esto debido a los efectos positivos que confieren al hospedero: 
potencian el sistema inmune, disminuyen el número de microorganismos patógenos 
y mejoran tasas de crecimiento. Así mismo, se ha demostrado que promueven la acti-
vidad de ciertas enzimas digestivas, permitiendo obtener mejores índices de conver-
sión [13]. De esta manera, los objetivos del presente estudio fueron aislar y caracteri-
zar bacterias con potencial probiótico a partir de los morfotipos extraídos de la tilapia 
y determinar su actividad antagónica frente a patógenos de esta especie acuícola en 
condiciones de laboratorio.

01 INTRODUCCIÓN

02 MATERIALES Y MÉTODOS

El presente estudio se desarrolló en las instalaciones de estudios marinos de la Uni-
versidad del Valle en convenio con el Centro Náutico Pesquero (SENA), y el laboratorio 
de investigaciones de la Universidad del Pacífico. Se capturaron 30 ejemplares (com-
prendido entre 150 – 200 g.) de sexo indistinto, con apariencia saludable y que no fue-
sen tratados con antibióticos. Los animales se aislaron y acondicionaron en tanques 
a una temperatura aproximada de 28°C, y con un sistema de aireación constante. A 
cada tanque se le realizaron recambios del 25% del volumen total de agua, cada día, 
esto con el propósito de evitar que se acumularan heces y materia orgánica generada 
por los ejemplares; durante su acondicionamiento, los peces fueron alimentados con 
pienso comercial por un periodo de 15 días. Los ejemplares fueron trasladados a los 
laboratorios de la Universidad del Pacífico, los cuales fueron sacrificados cumpliendo 
con los estándares de ética de manejo de animales. Antes del proceso de disección, se 
realizó una revisión exhaustiva frente a su comportamiento y las condiciones en que se 
encontraban en general sus extremidades, tegumentos y branquias.  



15

Se obtuvieron recuentos viables de microorganismos a partir de los diferentes frotis y 
diluciones de órganos potenciales (Tabla 1), con el objetivo de determinar la presencia 
de posibles microorganismos con potencial probiótico. Los resultados reflejaron que 
los órganos que presentaban mayor recuento de microorganismos fueron las Bran-
quias (B.I) y los Intestinos (In), los cuales obtuvieron resultados promedio de 94,25x103 

y 90,75x103 UFC/g respectivamente. Las cepas aisladas fueron codificadas como Bran-
quias (B), Hígado (H), Gónadas (G) e Intestinos (In), además teniendo en cuenta que 
los ejemplares estuvieron sometidos a cuestiones ambientales externas e internas. 

La piel se desinfectó con etanol al 70% (p/v) y se diseccionó la cavidad peritoneal con 
bisturí estéril; en medio de cultivos selectivos, como el Agar Triptona-Soja (TSA) y Agar 
Man, Rogosa y Sharpe (MRS) Merck®, ambos para el crecimiento bacteriano, se sem-
braron muestras obtenidas por frotis directamente en órganos como: branquias, gó-
nada, hígado e intestino, y se empleó un asa estéril [14]. Posteriormente, se extrajo 
cada órgano y fueron homogeneizados en una disolución estéril al 0,9% de NaCl en 
un macerador estéril. Se realizaron diluciones de 10-2 a 10-6, las cuales posteriormen-
te se sembraron en cada medio de cultivo, se incubaron a temperatura ambiente las 
placas de TSA a 36°C las placas sembradas en agar MRS por un período de 24 a 48 h en 
condiciones aerobias, esto con el objetivo de encontrar la mayor cantidad de microor-
ganismo viables por cada órgano. Una vez purificados y aislados los microorganismos, 
se procedió a congelarlos con el objetivo de aumentar la viabilidad de los cultivos, se 
utilizó en conjunto con el medio de cultivo TSA CALDO-Merck®, un crioprotector como 
el glicerol-Fisher Chemical® al 15% V/V y se preservaron a -20°C. Estas cepas, sirvieron 
como stocks para los ensayos posteriores, para así evitar las resiembras y la pérdida de 
características de estas.

2.1

RESULTADOS Y DISCUSIONES

AISLAMIENTO DE BACTERIAS DE DIFERENTES 
ÓRGANOS DE TILAPIA

A partir de los crecimientos bacterianos obtenidos en el proceso de siembra y aisla-
miento, se realizó la caracterización física y bioquímica de las cepas obtenidas des-
de las propiedades macroscópicas (tales como elevación, borde, color, textura, forma, 
tamaño, etc) y microscópicas (como tinción de Gram). Dentro de las características 
bioquímicas, se realizaron las comprobaciones necesarias para determinar las necesi-
dades metabólicas de estas cepas, aplicando pruebas catalasa, oxidasa y API 20E-Bio-
merieux®. Estas caracterizaciones, fueron un acercamiento a una identificación preli-
minar de las bacterias nativas aisladas.

2.2 CARACTERIZACIÓN FÍSICA Y BIOQUÍMICA DE LOS 
MORFOTIPOS BACTERIANOS

2.4 PRUEBA DE ENTRECRUZAMIENTO O INHIBICIÓN POR 
CONTACTO FRENTE A PATÓGENOS

Para la prueba de entrecruzamiento o inhibición por contacto, se obtuvieron cultivos 
de patógenos como lo son la Aeromonas hydrophila y Yersinia ruckeri, a través de cen-
tros especializados que disponían de estos cultivos, y pertenecen al Servicio Nacional 
de Aprendizaje, SENA. Se tomaron discos de agar MRS y TSA de 6 mm de diámetro con 
las bacterias lácticas previamente sembradas y aisladas, estas se colocaron sobre pla-
cas de Agar Mueller Hinton-Merck® con las bacterias patógenas antes mencionadas 
inoculadas; las placas Petri se incubaron a 35 °C durante 24 horas, posterior a este tiem-
po se procedió a realizar la lectura de los halos formados, se tuvo en cuenta el tamaño 
del halo de inhibición mínimo de 2mm como positivo para esta prueba.  

Para realizar esta prueba, se llevaron a cabo dos técnicas: la prueba de entrecruza-
miento y el antibiograma. A partir de estas pruebas, se buscó evidenciar el potencial 
probiótico de las bacterias nativas aisladas.  Para la prueba de antibiograma, se em-
plearon cinco antibióticos los cuales fueron: florfenicol-MSD®, ácido oxolínico- BIO-
RAD®, amoxicilina-Neoplex®, eritromicina-Eritrovet® y oxitetraciclina-Phibro®, obteni-
dos de manera comercial. 

03

2.3 SUSCEPTIBILIDAD A LOS AGENTES 
ANTIMICROBIANOS
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A partir de 22 muestras de intestino y branquias de tilapias Oreochromis niloticus, se 
obtuvieron más de 82 aislados bacterianos, de los cuales, 32 compatibles macroscópi-
camente con bacterias lácticas: colonias pequeñas (2-5 mm), convexas, suaves, con ele-
vaciones de forma cóncava, con márgenes enteros, opacas, forma circular y ameboide, 
además sin pigmentos, sin embargo, sólo 12 presentaron características predominan-
tes, con bordes circular definido y tonalidades Blancas-amarillas opacas,  las cuales se 
purificaron y aislaron (Tabla 2).  

Tabla 1. Recuento de microorganismos viables en órganos potenciales.

Tabla 2. Morfología de colonias aisladas y purificadas.

Tabla 3. Caracterización fenotípica en base a criterios morfológicos y  
bioquímicos de las bacterias nativas aisladas.
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Los resultados son coherentes con los reportados en diferentes trabajos de in-
vestigación en donde se aislaron especies del género Lactobacillus y Bacillus en 
intestinos de trucha, por otra parte, otros procesos de investigación reportaron 
la identificación de Lactobacillus y (otras bacterias como Bacillus y Micrococcus) 

a partir del tracto intestinal de peces de agua dulce [10][15][16][17][18]. La presencia 
de estas bacterias en el medio acuático ha sido asociada a reducción en la mortalidad, 
mejora la resistencia frente a patógenos del medio, así como de la calidad del agua 
[19]. Estudios han reportado la elevada presencia de bacterias del género Lactobacillus 
en poblaciones sanas de Oreochromis niloticus después de presentarse una epidemia de 
furunculosis [20]. Lo cual nos indica que la presencia de estas bacterias mejora el siste-
ma inmune del pez y, por tanto, la salud en general del huésped. 

La capacidad de resistencia a los antibióticos que manifiestan algunas cepas es un 
criterio determinante y restrictivo para ser seleccionado como posible probiótico. Las 
bacterias ácido lácticas (BAL), se han implementado en la acuicultura y en diversos 
estudios, sin embargo, en un comienzo se emplearon algunas cepas obtenidas a partir 
de fermentos lácteos o de origen terrestre, después, a medida que estudios en estos 
campos fueron reportando resultados tangibles, los probióticos propuestos se for-
mularon con base en BAL nativas aisladas de peces cultivados [21][22]. Con relación 
a las 12 cepas seleccionadas como posibles probióticos, se mostraron sensibles frente 
a amoxicilina y florfenicol, esto sugeriría que algunas de estas cepas no transmitirán 
mediadores de resistencia antimicrobiana hacia el huésped, por otro lado, frente a 
Eritromicina y Oxitetraciclina, cepas aisladas B.E5, B.I 14, G.I 1 y I.In 10 presentaron re-
sistencias(Tabla 4). Estos resultados son coherentes con estudios que indican que Lac-
tobacillus y Bifidobacterias son sensibles frente a estos antibióticos [23]. A pesar de que 
no existen medidas específicas en cuanto al tamaño del halo de inhibición propio de 

Por otro lado, una de las características que nos facilitó la selección de cepas 
que puedan ser consideradas como potenciales probióticos, es su capacidad 
de inhibir el crecimiento de microorganismos patógenos, no deseables en el 
organismo del pez, ni en el agua. En dicho sentido, este trabajo llevó a cabo 

ensayos con el fin de evidenciar la posible capacidad de inhibición de las cepas aisla-
das del intestino de tilapia, ya que con esto se cumpliría con los requisitos de selección 
ya establecidos previamente. Las bacterias aisladas con potencial probiótico fueron 
evaluadas a través de la prueba de entrecruzamiento con dos patógenos como la A. 
hydrophila, y Yersinia ruckeri, analizadas y ver su potencial de inhibición del crecimiento 
de dichos patógenos, siendo las cepas I.In 22 y B.I16 que presentaron halos de inhibi-
ción superiores a 6mm frente a los patógenos evaluados, además las cepas codifica-

Lactobacillus y Enterococcus frente a antimicrobianos en acuicultura, en trabajos simila-
res con probióticos sugieren un tamaño de halo igual o mayor a 2mm [24][25]. Por otra 
parte, se podría establecer que en Lactobacillus los mecanismos que confieren resisten-
cia frente al ácido oxolínico no están asociados a algún elemento genético móvil, por 
lo que el riesgo de transmisión al huésped es mínimo [26][27].

Se destacan 8 aislados compatibles con el género Lactobacillus (bacilos cortos Gram po-
sitivos) y 4 aislados compatibles con el género Enterococcus (cocos Gram positivos) de 
los cuales, 1 cepa fue catalasa positiva, clasificándola como Micrococcaceae; mientras 
que las restantes, evidenciaron las pruebas con resultado negativo (Tabla 3). La pre-
sencia de oxidasa va muy relacionada con la producción de catalasa, pues es la enzima 
empleada para la degradación del peróxido de hidrógeno que se genera como resul-
tado de la reducción del oxígeno. Las cepas aisladas B.I 14, I.In 10 e In.E 20 presentaron 
capacidad oxidativa frente a glucosa y su capacidad de fermentar sacarosa, Lactosa 
y L-arabinosa, un perfil de fermentación similar al género Lactobacillus. Por otra par-
te, las cepas B.E 5, I. In 1 y G.I 1, presentaron capacidad fermentativa frente la glucosa, 
lactosa, L-arabinosa, reflejan un perfil similar al de los Enterococcus (Tabla 3). Las cepas 
restantes, se mantuvieron para una posterior clasificación molecular, y establecer su 
identificación más certera. Finalmente, estas fueron conservadas en glicerol 15% v/v a 
-15°C para los ensayos posteriores. 

Tabla.4. Resultados de las pruebas de susceptibilidad de las cepas 
seleccionadas frente a antibióticos utilizados en acuicultura.
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das como B.E 5, I.In 1 y G.I 1 presentaron actividad nula frente a los patógenos A. hy-
drophila, y Yersinia ruckeri (Tabla 5). En diversas investigaciones, se reportaron procesos 
de aislamiento de bacterias lácticas de intestinos de tilapia, estas se evaluaron frente 
a patógenos para peces como: S. typhi, K. pneumon, S. aureus, B. subtilis, A. hydrophila, P. 
aeruginosa y S. faecalis, los aislados lograron inhibir su crecimiento, siendo coherente 
con lo desarrollado en estudio en donde las bacterias aisladas con potencial probióti-
co inhibieron el crecimiento de A. hydrophila [28][29]. Además, en otra investigación se 
aislaron bacterias lácticas de intestino de tilapia y observaron los efectos del extracto 
frente a Aeromonas veronii con halos de inhibición de hasta 35mm. En este estudio, 
se encontró que los extractos de los extractos de los aislados bacterianos presentaron 
halos de inhibición frente a A. hydrophila desde 2mm hasta halos mayores de 10 mm y 
frente a Yersinia ruckeri con halos de inhibición mayoritariamente entre 2 mm y 6 mm. 
Las cepas presentaron actividad inhibitoria frente a A. hydrophila y Yersinia ruckeri des-
pués de 48h de incubadas. Estudios han revelado que, durante el periodo de 48h, las 
bacterias se encuentran en la fase exponencial de crecimiento, facilitando de una u 
otra forma su capacidad de sintetizar enzimas, proteínas y otras sustancias como antí-
genos a su máximo nivel. [24].

Zona de inhibición (mm)
Código (CEPA)

B.E 5 - -
B.I 6 - +

B.I 14 ++ +
B.I16 +++ ++

In.E 17 ++ -
In.E 20 +++ -
I.In 22 +++ +++
I.In 1 - -
G.I 1 - -
I.In 10 - +
In.E 12 ++ -
In.I 18 +++ -

(-) no hubo halo de inhibición,
(+) zona de inhibición de 2 a 5 mm,
(++) zona de inhibición de 6 a 10 mm,
(+++) zona de inhibición mayor a 10 mm

Aeromonas 
hydrophila

Yersinia 
ruckeri

Estos resultados inhibitorios del crecimiento de los patógenos estudiados, tienen que 
estar relacionados, probablemente, a la producción de sustancias propias de bacte-
rias lácticas con actividad antibacteriana que se han investigado en trabajos previos, 
entre esos están los ácidos orgánicos, nicinas, bacteriocinas y peróxido de hidrógeno 
[30]. En el presente estudio, se evaluaron algunas de las características recomendadas 
por la FAO para considerar a un microorganismo como probiótico y, después de ello, 
se comprobó su efecto antagonista frente a patógenos importantes de la trucha para 
finalmente establecer el potencial promisorio. Teniendo en cuenta que, los resultados 
obtenidos in vitro, no son contundentes para establecer la viabilidad de su implemen-
tación como probióticos. Para reconocer y establecer los efectos que pueden generar 
las bacterias lácticas, a raíz de la producción de enzimas sobre las tilapias en cuanto al 
aporte de micronutrientes, macronutrientes y enzimas digestivas, es pertinente reali-
zar evaluaciones para determinar su favorabilidad “in vivo” [31][32][33][34].

De los 82 aislados se lograron preseleccionar 32 cepas, siendo 12 finalmente 
las escogidas como autóctonas compatibles con género Lactobacillus y En-
terococcus del intestino y branquias de tilapia Oreochromis niloticus. Tanto la 
abundancia como la actividad antibacteriana de los diversos morfotipos 

extraídos y empleados autóctonos de O. niloticus, se relacionan estrechamente con los 
diversos productos extracelulares generados a raíz de los diferentes procesos metabó-
licos inherentes del pez. Siete cepas cumplieron con las condiciones in vitro seleccio-
nadas para este estudio, demostraron sensibilidad frente a cinco antibióticos de uso 
en acuicultura. De los aislados autóctonos de la microbiota de O.niloticus, evidenciaron 
tener capacidad de inhibición de crecimiento de bacterias patógenas como A. hydrophi-
la y Yersinia ruckeri. 

Tabla 5. Ensayos de actividad in vitro de candidatos a probióticos aislados de 
órganos potenciales de tilapia frente a patógenos bacterianos.

CONCLUSIONES04
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