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Aislamiento de bacterias nativas de Oncorhynchus mykiss con
potencial probidtico frente a Yersinia ruckeri

Isolation of native Oncorhynchus mykiss bacteria with probiotic potential
against Yersinia ruckeri
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue identificar bacterias nativas aisladas del tracto intestinal
de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con propiedades probidticas frente a Yersinia
ruckeri. Se utilizaron 48 truchas sanas provenientes de la ecloseria de la Universidad
Nacional del Altiplano (Puno, Pert). El tracto intestinal de los alevines y juveniles fue
extraido y se tomaron muestras de la mucosa intestinal. Las muestras fueron sembradas
en agar MRS e incubadas a 30 °C por 24-48 h. Las colonias fueron identificadas por su
morfologia y se evalud su efecto inhibitorio in vitro frente a una cepa de Yersinia
ruckeri, aislada de un brote de alta mortalidad. Se identificaron tres aislados compatibles
con el género Lactobacillus y un aislado compatible con el género Bacillus. Estos
aislados mostraron halos de inhibicién mayores a 9 mm de didmetro frente a Y. ruckeri.

Palabras clave: bacteria resistente, mortalidad, produccion, sistema inmune, trucha

! Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Nacional del Altiplano, Puno, Perii

2 Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional
del Altiplano, Puno, Peru

3 Facultad de Ciencias Bioldgicas, Escuela de Posgrado, Universidad Nacional del Altiplano, Puno,
Peru

* Laboratorio de Histologia, Embriologia y Patologia Veterinaria, Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru

3 E-mail: w.reinaldo.qg@gmail.com

Este articulo es derivado de la tesis «Aislamiento de Lactobacillus sp de «trucha arco iris» Oncorhynchus
mykiss con potencial probidtico frente a Yersinia ruckeri en Punoy del Bach. Wilson Reinaldo Quispe
Gallegos para optar el titulo de Licenciado en Biologia en la Universidad Nacional del Altiplano.

Recibido: 24 de junio de 2019
Aceptado para publicacion: 18 de septiembre de 2020
Publicado: 25 de noviembre de 2020



W. Quispe et al.

The aim of this study was to identify native bacteria isolated from the intestinal
tract of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) with probiotic properties against Yersinia
ruckeri. In the study, 48 healthy trout from the hatchery of the Universidad Nacional del
Altiplano (Puno, Peru) were used. The intestinal tract of the fry and juveniles was remo-
ved, and samples were taken from the intestinal mucosa. The samples were cultured on
MRS agar and incubated at 30 °C for 24-48 h. The colonies were identified by their
morphology and their inhibitory effect was evaluated in vitro against a Yersinia ruckeri
strain isolated from a high mortality outbreak. Three isolates compatible with the genus
Lactobacillus and one isolate compatible with the genus Bacillus were identified. These
isolates showed inhibition halos greater than 9 mm in diameter against Y. ruckeri.
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INTRODUCCION

La trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) es la principal especie dulceacuicola
cultivada en el Pert1, especialmente en Puno,
Huancavelica y Junin (PRODUCE, 2017).
La trucha es mas susceptible a presentar
enfermedades y alta mortalidad en los pri-
meros estadios; es decir, en la etapa de
alevinaje. Entre los patdogenos mas comunes
se encuentra la bacteria Yersinia ruckeri
(Flores, 2013). Esta es una bacteria Gram
negativa, perteneciente a la familia Enterobac-
teriaceae. Afecta principalmente a salmoni-
dos, siendo la especie mas susceptible la tru-
cha. Ademas, genera elevadas tasas de mor-
talidad, con mas del 50% en muchos paises,
causando importantes pérdidas econdomicas
en las granjas piscicolas (Flores, 2013).

Para el control de la yersiniosis se han
usado diversos antibioticos, como oxitetra-
ciclina, sulfadiazina en combinacién con
trimetropim, florfenicol, acido oxolinico,
flumequina y amoxicilina (Flores, 2013;
Kumar et al., 2015). Dado el limitado espec-
tro de antibidticos aprobados para uso en
acuicultura, estos han ido generando resis-
tencia a estos farmacos (Pandiyan et al.,

2013). Por otro lado, en el Perti no existen
vacunas comerciales disponibles, lo cual com-
plica el control de este agente (Fernandez,
2011; Bueno, 2012). Sin embargo, Cueva et
al. (2016) desarrollaron en el pais una vacu-
na experimental elaborada con aislados de Y.
ruckeri, la cual ha tenido buenos resultados
in vitro.

Dentro de este contexto, existen otras
alternativas viables, tales como los probio-
ticos; dado que el suministro de una dieta
enriquecida con microorganismos probioticos
proporciona una mejora del sistema inmune,
asimilacion de nutrientes y el desarrollo nor-
mal del pez, evitando infecciones bacterianas
(Walter, 2012; Berdasco, 2016). Mas atin, las
bacterias benéficas extraidas del tracto di-
gestivo de los peces tienen mayor facilidad
de colonizar el tracto digestivo del
hospedador (Henriquez, 2013; Muiioz, 2015).

Diversos estudios resaltan el uso de
probioticos con un efecto antagonico frente
a Y. ruckeri y otras bacterias que afectan el
cultivo de trucha, tales como Lactobacillus
spp, Lactococcus spp, y Bacillus spp
(Balcazar et al., 2009; Burbank et al., 2012,
Palikova et al., 2015). En el Pert son esca-
sos los estudios sobre la microflora bacteriana
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de la trucha arcoiris o de aquellas con poten-
cial benéfico frente a bacterias patogenas.
Debido a esto, el objetivo de este estudio fue
identificar bacterias nativas aisladas del tracto
intestinal de trucha arcoiris con propiedades
probioticas frente a Yersinia ruckeri.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Estudio

El estudio fue de tipo transversal. Los
peces fueron donados por el Centro de Pro-
duccion de Bienes y Servicios (CIPBS) de la
Universidad Nacional del Altiplano (UNA),
ubicado en el distrito de Chucuito, Puno, Pert,
auna altitud de 3931 msnm. El procesamien-
to y toma de muestras, el analisis bacteriolo-
gico, la preparacion de diluciones y el desafio
in vitro se realizaron en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la UNA.

Peces

Se seleccionaron 48 truchas de estadios
alevin y juvenil, aparentemente en buen esta-
do de salud, con pesos promedio de 4y 90 g
y tallas promedio de 6 y 18.5 cm, respectiva-
mente, provenientes del CIPBS. Los peces
fueron trasladados al laboratorio, donde fue-
ron anestesiados con eugenol (40-60 ppm)
(Keeme et al., 1998). La eutanasia se reali-
z6 mediante el corte medular con un bisturi,
entre el cerebro y la médula espinal
(Rosenthal, 2013). Se hizo la apertura por el
lado izquierdo de los especimenes, a partir de
la linea lateral y el poro anal; de acuerdo con
lo descrito por Ferguson (2006).

Aislamiento e Identificacion de Colonias

Se hizo un corte del intestino delgado,
entre la porcion media y la porcion posterior,
se hizo un raspado de la mucosa del intestino
con un ansa estéril y se procedio al sembra-
do por agotamiento en placa Petri con agar
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MRS (Man Rogosa Sharpe), e incubacion a
28-30 °C durante 24-48 horas. Trascurrido el
tiempo, se procedio a la observacion
macroscopica de las placas Petri y se selec-
cionaron las colonias con caracteristicas de
Lactobacillus (colonias pequeiias, blanque-
cinas cremosas) y Bacillus (colonias rizoides
cremosas ¢ irregulares).

Se hicieron tinciones Gram para deter-
minar la morfologia de las cepas con el apo-
yo de un microscopio de luz optica (Leica
ICC50 HD). Se seleccionaron las colonias
Gram positivas de forma bacilar que eran
compatibles con bacterias del género
Lactobacillus y del género Bacillus. Estas
cepas fueron sembradas e incubadas nueva-
mente a 28-30 °C durante 24-48 horas para
purificar las colonias.

Efecto Inhibitorio frente a Y. ruckeri

La cepa patron fue aislada de un brote
de mortalidad en el Lago Titicaca, Peru, por
el Laboratorio de Ictiopatologia de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos, Lima y
confirmada molecularmente por PCR. Para
este estudio, la cepa fue reactivada y sem-
brada en agar tripticasa soya (TSA) y trasla-
dada en menos de 24 h al laboratorio de la
FMVZ-UNA.

Cada colonia aislada fue incubada a 28-
30 °C en tubos de ensayo conteniendo caldo
MRS durante 24-48 horas y se procedio a
realizar diluciones seriadas. Posteriormente,
los ocho tubos de cada colonia fueron sem-
bradas en placas Petri conteniendo Agar Plate
Count e incubadas a 28-30 °C durante 24-48
horas, para luego realizar el conteo
macroscopico de las colonias. Se seleccio-
nar las placas que contenian 25-50 colonias.
Se hicieron diluciones para obtener concen-
traciones de 1x107 UFC. En forma similar, la
cepade Y. ruckeri fue diluida para llegar a la
misma concentracion, tomando como refe-
rencia lo descrito por De Souza et al. (2010).
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Figura 1. Colonias de bacterias aisladas del intestino delgado de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss). 1a: Lactobacillus sp. 1b: Bacillus sp. Tincion Gram. 1000X

Los aislados identificados y caracteri-
zados como Lactobacillus sp y Bacillus sp
fueron sembrados en agar MRS e incubados
a28-30 °C durante 24-48 horas. Luego, utili-
zando un tubo de ensayo estéril se obtuvie-
ron y retiraron discos de 9 mm de didmetro
con agar MRS. Los discos fueron sobrepues-
tos en el medio de cultivo de agar McConkey
sembrado con la cepa de Y. ruckeri (1x107
UFC) e incubados a 28-30 °C durante 24-48
horas, tomando como referencia a De Souza
et al. (2010). Se realizaron tres repeticiones
por cada bacteria aislada. Se consideraron
como resultados inhibitorios aquellos discos
que presentaron formaciones de halos ma-
yores a 9 mm de diametro.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio, las muestras fue-
ron tomadas de estanques un centro de culti-
vo, cuya fuente de agua proviene de un ma-
nantial y los peces son alimentados con una
dieta comercial. De los 48 peces se pudo ais-

lar cuatro bacterias acido-lacticas (8.4%) de
la porcion del intestino medio posterior. De
los aislados, tres fueron del género Lacto-
bacillus y uno del género Bacillus (Figura
1)., Pond et al. (2006) describieron que la
microbiota intestinal de la trucha arcoiris esta
compuesta principalmente por bacterias de
los géneros Clostridium y Aeromonas. No
obstante, es importante resaltar que, la com-
posicion microbiana del tracto intestinal de
los peces depende principalmente de su am-
biente y la composicion bioquimica de su die-
ta (Wittwer, 2012).

Los resultados obtenidos son congruen-
tes con el trabajo de Muthukumar y
Kandeepan (2015), quienes encontraron dos
aislados de Bacillus spp, dos de Lactobacillus
spp y uno de Macrococcus spp en peces de
agua dulce, con alto potencial para adherirse
a la mucosa intestinal y de inhibir el creci-
miento de Aeromonas hydrophila. Asimis-
mo, Balcazar et al. (2007) y Wittwer (2012)
aislaron principalmente bacterias acido-
lacticas (Lactobacillus) del tracto
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Cuadro 1. Halos de inhibicion de
Bacillus sp y Lactobacillus spp (tres
repeticiones) frente a Yersinia ruckeri

Halos de
Aislados inhibicion (mm) Prom.
1 2 3
) 19 20 20 19.7
fpactobaczllus 17 19 18 180

18 17 19 18.0
Bacillus sp 15 13 17 15.0

gastrointestinal de salménidos, mientras que
Henriquez (2013) logr6 aislar Lactobacillus
spp y Bacillus spp en heces de salmon.

En el Cuadro 1 se observan los resulta-
dos de los halos de inhibicion frente a Y.
ruckeri, donde se considera que halos ma-
yores a 9 mm de diametro indican que existe
inhibicion del patogeno. Las cepas del géne-
ro Lactobacillus son las que presentaron los
mayores halos de inhibicion, probablemente
debido a que las bacterias acido-lacticas
(BAL) tienen la capacidad de producir aci-
dos organicos (acido lactico y acido acético),
H,0, y, en algunos casos, bacteriocinas (Maji
etal., 2016).

Por otro lado, las bacterias Bacillus
poseen capacidades de adhesion e inmuno-
estimulacién, y son capaces de producir
péptidos antibidticos, aminoacidos, vitaminas
Ky B,, y enzimas (Bagheri et al., 2008;
Gisbert et al.,2014). En este sentido, Bagheri
et al. (2008) y Adineh et al. (2013) reporta-
ron que la suplementacion con un probidtico
comercial a base de Bacillus es beneficioso
sobre el crecimiento y sobrevivencia en
alevines de trucha, pues estimula la madura-
cion del sistema digestivo.
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Diversos estudios han sefialado los efec-
tos benéficos de administrar probioticos, como
las bacterias aisladas en este estudio, para
cultivo de peces (Joborn et al., 1997;
Robertson et al., 2000; Vasquez et al, 2005).
Asimismo, Abbass (2010), Henriquez (2013)
y Maji et al. (2016) sefialaron que existe un
consenso general sobre el beneficio de utili-
zar probidticos nativos extraidos de peces,
dado que estos microorganismos se adhieren
facilmente a la pared intestinal y compiten
con los microorganismos patdogenos.

CONCLUSIONES

Se aislaron bacterias nativas de los gé-
neros Lactobacillus y Bacillus del tracto
intestinal de alevines y juveniles de la tru-
cha arcoiris Oncorhynchus mykiss.
Los aislados de Lactobacillus sp y
Bacillus sp mostraron inhibicion in vitro
frente a Yersinia ruckeri.
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