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RESUMEN  

Antecedentes: Microorganismos patógenos como Aeromona sp y Streptococcus 

agalactiae, producen grandes pérdidas en la industria acuícola, especialmente por la 

capacidad virulenta que presentan las especies.  Una manera de controlar estas pérdidas 

es mediante el empleo de microorganismos probióticos. Objetivos: En esta 

investigación se evaluó el efecto bactericida de los extractos de bacterias probióticas 

Lactococcus lactis y Bacillus megaterium, aislados de intestino de tilapia (Oreochromis 

sp) frente a A.veronii y S.agalactiae. Metodología: el efecto bactericida de los extractos 

de L.lactis y B.megaterium se determinó por el ensayo de difusión en pozos, 

encontrando halos de inhibición frente a A.veronii hasta de 35mm.  El extracto de 

L.lactis  fue evaluado por cromatografía HPLC y el de Bacillus megaterium por 

espectrofotometría de masas. Los resultados mostraron que ambos extractos controlaron 

el crecimiento de A.veronii y S.agalactiae, los análisis estadísticos no presentaron 

diferencias  significativas (p>0.05) en la inhibición generada entre los dos extractos de 

probióticos, todos controlaron el crecimiento de estos patógenos in vitro.  El L.lactis  

produjo solo ácido láctico por HPLC, mientras que los análisis obtenidos en masas para 

el extracto de B.megaterium evidenciaron la presencia de acido palmítico, esteárico e 

imidazol. Conclusiones Todos estos hallazgos evidencian el efecto positivo de los 

microorganismos probióticos en el control del crecimiento de patógenos en la industria 

acuícola.  

Palabras claves: bactericida, inhibición, Aeromonas, Streptococcus, probióticos  

 



3 
 

ABSTRACT  

Rationale: Microorganisms and pathogens such as Streptococcus agalactiae and 

Aeromona sp produce large losses in the aquaculture industry, especially ability they 

possess virulent species. One way to control these losses is through the use of probiotic 

microorganisms. Aims: In This Research bactericidal effect extracts two bacteria 

Lactococcus lactis and Bacillus megaterium, Isolated tilapia gut (Oreochromus sp) and 

characterized as probiotics, evaluated against A.veronii and S .agalactiae. Methods: The 

extract of Lactococcus lactis and Bacillus megaerium controlated A.veronii and S 

.agalactiae for diffused assay in vitro.  Both extracted were evaluated by HPLC and 

Bacillus megaterium by mass spectrometry. The results showed that the extracts 

controlled the growth A.veronii and S. agalactiae, statistical analyzes showed no 

significant differences (p> 0.05) in inhibiting generated among the three extracts 

probiotics, they controlled all the growth of these pathogens in vitro. The determined 

study by HPLC detected lactic acid alone while analyzes masses obtained showed the 

presence of palmitic, stearic acid and imidazole. Conclusions: These findings 

demonstrate the positive effect of probiotic microorganisms in controlling the growth of 

pathogenic in the aquaculture industry. 

Keywords: bactericide, inhibition, Aeromonas, Streptococcus, probiotics 

 

 

 

 



4 
 

INTRODUCCIÓN 

En los últimos años la acuicultura ha tenido un desarrollo importante a nivel mundial
 
(1)

 

este crecimiento implica intensificación y mayor estrés en el cultivo, generando 

problemas con enfermedades, deterioro ambiental y pérdidas económicas. La 

prevención y control de enfermedades en peces emplea por lo general antibióticos, 

generando ante su uso continuado resistencia en los patógenos (2)
.
 Ante este panorama, 

se requiere implementar alternativas que permitan controlar los patógenos sin los 

efectos colaterales que generan los antibióticos. El uso de probióticos puede ser una 

opción para la reducción de medicamentos en acuicultura (3) debido a las propiedades 

metabólicas que ellos presentan como la producción sustancias inhibitorias, 

competencia por espacio y nutrientes o por modulación de respuesta inmune (4)
 

Las bacterias acido lácticas y algunas especies de Bacillus sp han sido ampliamente 

usadas como probióticos por los innumerable beneficios tanto en humanos como en 

animales (5).  Las bacterias acido lácticas producen ácidos orgánicos como el acido 

láctico, acido acético y peróxidos; los Bacillus sp generan enzimas y algunas especies, 

también producen acido orgánicos. Ambos grupos bacterianos, cuando son consumidos 

en cantidades adecuadas, tienen la capacidad de promover la integridad intestinal en el 

organismo huésped, mediante la excreción de enzimas y moléculas bioactivas con 

características inmunomoduladoras (6). 

Una de las propiedades más importantes de los probióticos es la capacidad bactericida 

frente a diferentes organismos patógenos, diversos estudios han demostrado la habilidad 

del genero Lactobacillus sp para antagonizar contra varios patógenos: Escherichia coli 

entero-hemorragica (7), Salmonella typhimurium y Shigella dysenteriae entre otros.(8) 

(9) Además estudios realizados en acuicultura han reportado que diferentes especies de 
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Bacillus sp y de bacterias Acido lácticas han presentado actividad antagónica contra 

Aeromonas sp, Pseudomonas  sp y Vibrio sp.(10)
 
(11)

 

En peces, una de las perdidas en producción se generan a partir de las infecciones  

generadas por Aeromonas sp, A. hydrophila, A. salmonicida  y A.veronii.  Ellas son 

consideradas patógenos emergentes y tiene un rol importante en los desórdenes 

gastrointestinales.  La patogenicidad del género de Aeromonas es multifactorial y 

atribuido a factores como citotoxinas, aerolisinas, hemolisinas, adhesinas y sistemas 

secretorios; A.veronii por ejemplo presenta una elevada actividad hemolítica, factor de 

virulencia que promueve las lesiones histotológicas en el animal (12); este factor de 

virulencia puede incrementar cuando los peces son sometidos a pésimas condiciones de 

manejo de cultivo, bajos niveles de oxígeno, variaciones en la temperatura o épocas 

reproductivas (13). 

Otro grupo de microorganismos también reportado como patógenos especialmente en 

tilapia son los Streptococcus y en ellos especies como S. iniae, S. agalactiae (S. 

difficile), S. parauberis, S. dysgalactiae, S. milleri, Lactococcus garviae (Enterococcus 

seriolicida), y Vagococcus salmoninarum (14) son considerados los causantes de las 

tasas de  mortalidad más altas en tilapia en etapa juvenil, posiblemente por presentar 

altos volúmenes de producción y distribución.  

El S. iniae ha sido considerado una de las especies más importantes dentro del grupo de 

cocos, sin embargo, el S. agalactiae caracterizado inicialmente como S.difficile, se 

considera un patógeno emergente con efectos letales en peces como tilapia(15). 

Por todo lo anterior el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana de 

Lactococcus lactis y Bacillus megaterium frente a dos cepas patógenas aisladas de 
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tilapia Aeromona veronii y Streptococcus agalactiae, determinando algunos de los 

metabolitos activos de los aislados por cromatografía HPLC y cromatografía de gases 

con detector selectivo de masas GC-MS. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Esta investigación se realizó en el laboratorio de Microbiología de la Corporación 

Universitaria Lasallista. Las cepas de Bacillus megaterium y Lactococcus lactis 

caracterizadas como probióticas e identificadas molecularmente, fueron aisladas 

directamente del intestino de tilapia roja  (Oreochromis sp) en estado juvenil.  La 

caracterización probiótica incluyó pruebas de viabilidad a sales biliares 0,3% p/v, pH 

2,5 y enzimas proteolíticas como tripsina y lisozima 0,5UI.   

Pruebas de actividad bactericida 

Para la preparación de los extractos de los microorganismos, se emplearon caldo 

nutritivo y caldo MRS (Man Rogosa y Sharpe, Merck), el primero se enriqueció con 

0,2% de extracto de levadura, 0,05% de peptona y 0,05% de NaCl, el Bacillus 

megaterium creció de forma independiente en 10mL de este medio, a 37°C y 

aeróbicamente, por 48 horas.  El Lactococcus lactis creció en caldo MRS en 

condiciones anaeróbicas a 37°C por 48  horas. Al cabo de este tiempo, los cultivos se 

sometieron a centrifugación, en las siguientes condiciones 6000 rpm por 15 

minutos/4°C, para remover las células y solo obtener el sobrenadante.  

En el ensayo de difusión en pozos, se empleó cajas de petri servidas con agar nutritivo 

para el extracto obtenido de B.megaterium y para el ensayo con el extracto de 

Lactococcus lactis se empleó agar MRS.  Se realizó 4 pozos  en cada medio de cultivo 
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capacitados para contener 100ul del extracto previamente obtenido. Una vez se adicionó 

los extractos en cada pozo, se procedió al ensayo doble capa, el cual consistía en 

mezclar 10ml del medio Muller Hinton (0,8% agar agar) con 1x10
6
 microorganismos/ml 

del  microorganismo patógeno Aeromona veronii aislado directamente de lesiones en 

piel de tilapia (Oreochromis spp). Esta mezcla se adicionaba encima del medio que 

contenía los extractos, se dejaba solidificar y se incubaban a 37°C/24 /aeróbicamente, el 

mismos ensayo se realizó con Streptococcus agalactiae, proporcionado por el 

laboratorio de Microbiología de la Universidad Nacional, sede Medellín.  Para el 

diagnostico molecular de la A.veronii se utilizaron los primers 8UAF Y 1492R.  El 

control empleado para estas pruebas fueron sensidiscos de antibióticos.  

Los resultados se leían como el diámetro de inhibición del crecimiento de la bacteria 

patógena en Muller Hinton, mostrando un halo transparente alrededor del pozo que 

contenía el extracto de los microorganismos.  El diseño empleado para las pruebas fue 

diseño por bloques completamente aleatorizado y para los análisis estadísticos se 

empleó una prueba de comparación de medias con un nivel de confianza del 95%, 

usando el programa Statgraphics Centurión con licencia para la Corporación 

Universitaria Lasallista.  

Los extractos generados por los microorganismos fueron centrifugados, filtrados y 

enviados al laboratorio de instrumentación de la Universidad Nacional, para ser 

evaluados por cromatografía liquida HPLC para el Lactococcus lactis y por 

cromatografía de gases con detector selectivo de masas GC-MS para el extracto de 

Bacillus megaterium. Los análisis HPLC se realizaron en el equipo empleado fue 

Agilent Modelo: 1100 series Detector: UV/VIS, 2 µL, Flujo: 0,5 ml/min Fase móvil: 
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Solución de ácido orto-fosfórico 0.05% Columna: SUPELCOGELTH H,  ref.:59304-U, 

30 cm x 7.8 mm ID.   

RESULTADOS  

En los resultados encontrados en los ensayos de difusión en pozos, se observó que  

A.veronii fue sensible  al efecto de los extractos del B.megaterium y del Lactococcus 

lactis con halos de inhibición hasta de 35mm, figura 1, siendo el extracto del L.lactis el 

que presentó mayor  acción sobre los dos aislados del estudio, A, veronii y S.agalactiae, 

estos resultados se muestran en la figura 2. 

 

Figura 1: Zona de inhibición del extracto de L.lactis frente a A.veronii 

 

Figura 2 Zonas de inhibición producidas por los extractos de probióticos frente a S.agalactiae y A.veronii 
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Los resultados obtenidos en el análisis de varianza, mostraron que tanto el valor P para 

el control de A. veronni como para el S.agalactiae, fue mayor de 0.05 (P>0.05), lo cual 

significa que no existe una diferencia estadísticamente significativa entre la actividad 

bactericida del extracto de L.lactis y B.megaterium, frente a cada uno de los patógenos 

estudiados, con un nivel de confianza del 95%. 

El perfil mostrado cromatografía de gases con detector selectivo de masas GC-MS 

evidencia que el extracto de Bacillus megaterium genera en su mayoría ácidos 

orgánicos, mostrando la presencia de acido n-hexadecanoico. ácido octadecenoico 

producción de imidazoles. Por cromatografía liquida HPLC, se comprobó la presencia 

de acido láctico confirmando el carácter homofermentador del Lactococcus lactis. 

DISCUSIÓN 

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de inhibición se encontró un efecto 

positivo de los extractos de Lactoccocus lactis y Bacillus megaterium frente a las cepas 

patógenas de A. veronii y S.agalactiae; sin diferencias estadísticamente significativas 

entre ellos.  En investigaciones realizadas con el ensayo de difusión, mostraron que A. 

hidrophila, disminuyó su crecimiento ante la presencia de tres tipos de 

probióticos(16)
,
(17) estos resultados soportan los hallados en esta investigación. 

Estudios realizados por Kumar y colaboradores en 2012 y 2014(17)
,
(18), mostraron el 

poder inhibitorio del Lactobacillus plantarum, frente a A. veronii, P.aeruginosa y 

E.coli. Investigaciones realizadas por Hatje y colaboradores en 2014(19), también 

confirmaron el control que ejercen las bacterias lácticas cuando se sometieron 

conjuntamente con A.veronii  en las líneas celulares Caco2, disminuyendo notablemente 

la adhesión de estos microorganismos a las líneas celulares y generando lisis en ellas.  
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Muñoz y colaboradores en 2013(15), realizaron ensayos con bacterias acido lácticas 

contra bacterias gram negativas y gram positivas patógenas de peces, encontrando un 

amplio espectro de inhibición contra ellas; determinando que la actividad de estas 

bacterias se deba probablemente a la producción de bacteriocinas, posiblemente esta sea 

la razón por la cual se haya encontrado inhibición de A.veronii y S.agalactiae. Sin 

embargo los resultados encontrados en la cromatografía HPLC, determinó la producción 

de ácido láctico, posiblemente el efecto inhibitorio del extracto de bacterias lácticas se 

deba a la producción de acido láctico.   

Los resultados encontrados en esta investigación mostraron que tanto los extractos de 

bacterias lácticas como el de Bacillus controla el crecimiento de S.agalactiae, con una 

leve diferencia en la zonas de inhibición por parte del extracto de bacterias lácticas, 

resultados similares fueron mostrados por Serna y Colaboradores en 2015(20), en donde 

la actividad antimicrobiana de Weisella confusa, bacteria acido láctica, inhibió 

patógenos in vitro causantes de mastitis como Staphylococcus aureus y Streptococcus 

agalactiae, un hallazgo importante, no sólo por ejercer un control natural sobre mastitis 

sino también por el efecto positivo de estos directamente en acuacultivos. 

Adineh y colaboradores en 2013(21), probaron en células Caco, el efecto de las 

bacterias lácticas, Aeromona veronii y Aeromona hidrofila, encontrando que las 

bacterias lácticas compitieron por los sitios de adhesión a las células y disminuyó 

considerablemente la viabilidad de las bacterias patógenas, este estudio concuerdan con 

los encontrados en esta investigación donde los extractos de bacterias lácticas inhibieron 

considerablemente  el crecimiento de A.veronii, in vitro(10). 
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Dentro del género Bacillus sp, la especie Bacillus licheniformis ha demostrado ser un 

potente antifúngico mediante la secreción de antibióticos, tales como, bacillomicina, 

licheniformina, proticina y bacitracina principalmente, además de imidazol(22); así 

mismo la especie Bacillus circulans produce  ciertos metabolitos de origen antibiótico 

tales como la butirosina, circulina, polipeptina, xilosantina entre otras; lo que explica su 

amplio uso como bioprotector, estos resultados soportan los  encontrados en el análisis 

de masas realizado al extracto de Bacillus megaterium, en donde se obtuvo imidazol, 

compuestos con actividad antifúngica ampliamente usados para el control de 

crecimientos de mohos y levaduras(23). Así mismo Kumar y colaboradores en 

2012(17), revelaron actividad inhibitoria del extracto de Bacillus sp, frente a patógenos 

del suelo como  Sclerotinia sclerotiorum; el cultivo filtrado inhibió también Fusarium 

oxysporum and Macrophomina phaseolina, in vitro; encontrando en el análisis de masas 

la presencia de ácido palmítico y acido esteárico(23)
, 
(24), también comprometidos en la 

inhibición de estos patógenos. Estos hallazgos concuerdan con los reportados en el 

análisis de masas de esta investigación, donde se reveló la presencia de estos de 

componentes en el extracto libre de células del Bacilo esporulado.  

Los resultados obtenidos en esta investigación evidenciaron que los microorganismos 

probióticos controlan de forma efectiva el crecimiento de patógenos como A.veronii y 

S.agalactiae, los metabolitos caracterizados en los extractos de L.lactis revelaron la 

producción de acido láctico y en el extracto de B.megaterium, la producción de acido 

palmítico, esteárico e imidazol. Estos resultados soportan la importancia de emplear 

probióticos de bacilos esporulados y de bacterias lácticas como promotores de 

crecimiento en la industria acuícola. 
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CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos investigación evidenciaron que el B.megaterium y el L.lactis 

controlan de forma efectiva el crecimiento de patógenos como A.veronii y S.agalactiae. 

Estos resultados soportan la importancia de seleccionar microorganismos con alto nivel 

de especificidad, para reintroducirlos posteriormente a la nutrición del animal. 
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