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RESUMEN

Objetivo. Caracterizar por pruebas microbiológicas y bioquímicas las cepas nativas asociadas al tracto 
intestinal de la especie Panaque cochliodon. Materiales y métodos. Se utilizaron tres ejemplares 
adultos de la especie Panaque cochliodon capturados en el río Magdalena que fueron transportados 
y sacrificados bajo normas de bienestar animal. Se realizó disección del tracto intestinal obteniendo 
muestras para el aislamiento microbiológico, usando medios de cultivo selectivos, purificando los 
microrganismos, realizando pruebas bioquímicas metabólicas y pruebas API 20E (Biomeriux) para 
su identificación. Resultados. Se obtuvo información sobre la estructura poblacional microbiana, 
reportando el phylum Proteobacteria con las especies: Pantoea sp, Erwinia sp, Providencia stuarti, 
Providencia alcalifaciens, Serratia ficaria, Citrobacter koseri y el phylum Firmicutes con las especies: 
Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bacillus thurigiensis, Bacillus mycoides, Bacillus coagulans y 
Bacillus circulans. Conclusión. Se logró identificar microorganismos predominantes en Panaque 
cochliodon de gran relevancia para la acuicultura que pertenecen al phylum Proteobacteria y al 
phylum Firmicutes.

Palabras clave: Especies silvestres; microbiota intestinal; firmicutes; proteobacteria (Fuente: ICYT 
de Biología animal).

ABSTRACT

Objective. To characterize by microbiology the native strains associated to the intestinal tract of 
the species Panaque cochliodon. Materials and methods. Three adult specimens captured in the 
Magdalena River that were transported and sacrificed under animal welfare regulations were used. 
Dissection of the intestinal tract was performed, obtaining samples for microbiological isolation, 
using culture media, purifying the microorganisms, performing metabolic biochemical tests and 
API 20E (Biomeriux) tests for their identification. Results. Information on the microbial population 
structure was obtained, reporting the phylum Proteobacteria with the species: Pantoea sp, Erwinia 
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INTRODUCCIÓN

P. cochliodon es un pez endémico de los ríos 
Cauca y Magdalena, reportado como vulnerable 
(A2d)(1); con alta demanda en el mercado de 
peces ornamentales y escaso conocimiento en 
aspectos referentes a su biología, su microbioma 
intestinal y a su fisiología digestiva; tiene hábitos 
xilívoros (2), es decir su consumo depende de 
una materia prima de escaso valor nutritivo como 
la lignina, pero que en estos peces se convierte 
en un factor importante para la obtención de 
energía y, para el mantenimiento de los procesos 
metabólicos (3); los microorganismos asociados 
al sistema digestivo cumplen un papel crucial en 
la digestión y en la modulación metabólica por la 
descomposición y asimilación de los nutrientes 
en su sistema digestivo. Estos microorganismos 
también influyen en el metabolismo de los 
peces, participando en la síntesis de vitaminas, 
la producción de enzimas y la regulación de 
procesos metabólicos clave. Comprender cómo 
la microbiota interactúa con la fisiología y la 
nutrición de los peces es esencial para optimizar 
su alimentación (3), defensa contra patógenos 
(4) y estimular  el sistema inmunológico del 
hospedero (4). La microbiota tiene interacciones 
establecidas con los peces desde su ontogenia, 
así los microorganismos colonizan su cuerpo, 
estableciendo relaciones simbióticas que son 
clave para su desarrollo saludable (5). Estudios 
demuestran alta diversidad de microorganismos 
en peces en ambientes dulceacuícolas, por 
ejemplo algunos bacilos Gram negativos y 
algunos géneros de la familia Enterobacteriaceae 
y Firmicutes (6). 

El microbioma de los peces está cobrando 
importancia gracias a los diferentes estudios que 
se acercan a la estructura de sus comunidades, 
otros relacionan dietas con inclusión o no de 
probióticos (7,8) o incluso ácidos orgánicos, 
buscando modular bacterias patógenas, 
previniendo enfermedades y evitando el uso 
de antibióticos (8). Dentro de las técnicas 
de caracterización de la microbiota están 
las moleculares (8), además de las pruebas 
bioquímicas, las cuales permiten identificar 
género y especie de los microorganismos (9). 

La caracterización bioquímica de los aislados 
microbianos permite determinar su diversidad y 
hacer inferencias sobre sus interacciones (9,10). 

Teniendo en cuenta que P. cochliodon no tiene 
estudios previos sobre la microbiota intestinal, 
se identificaron por pruebas bioquímicas algunos 
aislados cultivables asociados a su intestino.

MATERIALES Y MÉTODOS

Consideraciones éticas. La captura de los 
especímenes de P. cochliodon se realizó en 
el río Magdalena, sector Barrancabermeja, 
de acuerdo con los parámetros del decreto 
colombiano número 1376. Para ello la Corporación 
Universitaria Lasallista, cuenta con el permiso 
de colección de especies silvestres con fines de 
investigación otorgado por la Autoridad Nacional 
de Acuicultura y Pesca (AUNAP), por medio de 
la Resolución No. 2614 del 28 de diciembre de 
2020; adicionalmente se tiene el respaldo del 
Comité de Ética y Experimentación con animales 
de la Corporación Universitaria Lasallista 
(Unilasallista), dentro del Convenio 267 con la 
AUNAP, con fecha 24 de septiembre de 2020.

Disección y aislamiento del intestino. Para la 
obtención del material biológico (vísceras), 
la eutanasia de los ejemplares se hizo con 
sobredosis de Eugenol® (200 mg/L) y luego corte 
medular. Posteriormente se procedió a limpiar con 
etanol al 70% v/v para reducir la contaminación 
externa. Se realizó disección en la zona ventral 
con bisturí estéril cortando desde el ano hasta la 
boca, extrayendo el intestino completo. 

Aislamiento bacteriano. De las muestras se 
escogieron 3g de intestino por pez disectado, se 
incubaron en caldo BHI cerebro corazón por 2 
horas/30°C en condiciones anaerobias, al cabo 
de las 2 horas se maceró el intestino (9,10) y, 
se realizó diluciones sucesivas hasta 10-5, de la 
dilución 10-3, 10-4, y 10-5  se sembró por siembra 
en superficie en Agar BPLS (Verde-brillante Rojo 
fenol-Lactosa-Sacarosa) (MERCK, 110747); 
Agar MacCONKEY (Merck, 100205); Agar (de 
MAN, ROGOSA y SHARPE) (Merck, 110660); 

sp, Providencia stuarti, Providencia alcalifaciens, Serratia ficaria, Citrobacter koseri and the phylum 
Firmicutes with the species: Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bacillus thurigiensis, Bacillus 
mycoides, Bacillus coagulans and Bacillus circulans. Conclusion. The predominant culturable 
microorganisms in P. cohliodon belong to the phylum Proteobacteria and the phylum Firmicutes.

Keywords: Wild species; gut microbiota; firmicutes; proteobacteria (Source: ICYT de Biología animal).
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Agar nutritivo (Merck, 111471) y Agar M17 
(Merck, 115108); los medios inoculados fueron 
llevados a incubación a 30°C +/- 2°C por 48 
horas, para el aislamiento de Bacillus sp, se 
llevó la dilución 10-2 a calentamiento 80°C por 
10 minutos y luego se realizó la siembra en agar 
nutritivo Después del crecimiento bacteriano, 
se llevó a cabo el recuento de las colonias 
(UFC/g); se seleccionaron las diluciones en las 
que se lograron contar entre 1 y 250 colonias, 
los datos obtenidos se expresaron en la (Figura 
1). Posteriormente se realizó la identificación 
morfológica de las colonias por tinción de Gram 
y seguido se hizo la purificación de cada aislado 
que presentara características particulares 
diferentes, los aislados se codificaron y se 
conservaron a -80°C en tubos eppendorf con 
caldo nutritivo más glicerol hasta ser empleados 
para las pruebas bioquímicas (9,10).

Identificación bioquímica. Para la identificación 
de los bacilos esporulados Gram positivos, se 
emplearon baterías bioquímicas convencionales: 
Agar SIM (Merck Millipore,105470), Caldo rojo 
de fenol base (Merck Milipore,110987), Manitol 
(Merck Milipore, 443907), Nitrato movilidad 
(Merck milipore,14305-500G), Arabinosa 
(Merck Milipore, 101492), Glucosa (Merck 
milipore,117866) Xilosa (Merck, 108689), 
Gelatina (Merck,107004) Caldo MR-VP (Merck 
,105712) Agar huevo-lecitinasa (Merck, 110857) 
Agar leche- agar caseína (Merck, 110860), 
Agar almidón (Merck, 101252). Estas pruebas 
mostraron una identificación de los aislados con 
un porcentaje de identificación superior al 90%, 
los cultivos fueron inoculados de acuerdo con los 
protocolos sugeridos (9,10).

Los bacilos Gram negativos fueron identificados 
mediante el sistema API 20 E Biomeriux (9,10). 
Para ello se estandarizó el inóculo a través 
del patrón de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL) 
y se siguió el protocolo propuesto por Puello-
Caballero et al (9) y Gutiérrez-Ramírez et al 
(10). Para obtener cultivos nuevos y frescos se 
usaron los medios de cultivo Agar BPLS (Verde-
brillante Rojo fenol-Lactosa-Sacarosa) (MERCK, 
110747), Agar MacConkey (Merck, 100205) 
por 24 horas. Posteriormente se incubó cada 
prueba con el inóculo según las indicaciones del  
fabricante, y se hizo la lectura obteniendo el perfil 
numérico para ingresarlo en el Software API 

WEB (Francia biomerieux.com), el cual mostró la 
identificación de los aislados con un porcentaje 
de identificación superior al 95% (9,10). Todos 
los ensayos se efectuaron en el laboratorio de 
microbiología de Unilasallista.

RESULTADOS 

Los recuentos bacterianos del intestino de 
P. cochliodon se muestran en la (Figura 1), 
se recuperó mayor cantidad de bacilos Gram 
positivos con un recuento de UFC/g 9.9*105 y 
cocos Gram positivos con UFC/g 2.8*105, en 
cambio el recuento para bacterias ácido lácticas 
fue inferior, con una cantidad de UFC/g 2 *104 
.Estos resultados se muestran en cada una de las 
diluciones empleadas en las cuales se evidencian 
que para los bacilos Gram negativos se encontró 
un recuento de 1.5*106 UFC/g y Gram positivos 
un recuento de 9.9*105 UFC/g.

Figura 1. Recuento en logaritmo de unidades 
formadoras de colonia (UFC/g) del 
microbioma intestinal de P.Cochliodon.

La observación de las colonias permitió 
determinar las características morfológicas 
típicas y relevantes del aislado, asociadas 
a la forma, textura, elevación y color, entro 
otras, que en conjunto con su repuesta a la 
tinción de Gram, permitió un acercamiento a la 
clasificación, en este sentido formas irregulares, 
bordes ondulares, lobulados y variados tipos de 
elevaciones se muestran en las figuras 2, 3 y 4.

3a

https://doi.org/10.21897/rmvz.3332


4/10Rev MVZ Córdoba. 2024. Mayo-Agosto; 29(2):e3332
https://doi.org/10.21897/rmvz.3332

Cano-Gil et al - Microbiología digestiva en Panaque cochliodon

Figura 2. Identificación morfológica de la colonia y coloración de célula bacteriana. Medio de cultivo agar 
nutritivo, observación de colonia con forma rizoide, borde rizoide y consistencia dura (2ª). Bacilo 
largo Gram positivo (2b), magnificación 100x.

Figura 3. Identificación morfológica de la colonia y coloración de célula bacteriana. Medio de cultivo agar BPLS, 
observación de colonia con forma irregular, borde ondular y consistencia suave (3a). Bacilos Gram 
negativos (3b), magnificación 100x.

 
Figura 4. Identificación morfológica de la colonia y coloración de célula bacteriana. Medio de cultivo agar nutritivo, 

observación de colonia con forma irregular, borde lobulado, elevación umbilicada y consistencia mucoide 
(4a). Célula bacteriana alargada con forma de bastón Gram positivo (4b), magnificación 100x. 
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Para los bacilos Gram negativos el sistema 
API 20E indicó un orden predominante, las 
Enterobacterales, con cuatro familias diferentes, 
Enterobacteriaceae, Erwinaceae, Morganellaceae 
y Yersinaceae. Los géneros y especies se indican 
en la tabla 1, con su respectiva codificación con 
base en los registros del aislamiento.

Se evaluó además en medio selectivos la actividad 
enzimática para los 6 aislados intestinales 

de P. cochliodon que dieron coloración Gram 
positiva (Tabla 2). Se determinó la actividad 
de las enzimas catalasa, caseinasa, amilasa y 
lecitinasa, encontrándose que todos los aislados 
tienen la enzima catalasa y caseinasa, tres de 
ellos presentan la enzima lecitinasa y cuatro 
tienen la enzima amilasa, esto se pudo observar 
en los medios de cultivo específicos y con el 
reactivo peróxido de hidrogeno (H2O2)para 
determinación de catalasa.

Tabla 1. Cultivos bacterianos seleccionados e identificados con el Sistema API 20E.

Código Característica de la colonia Identificación por 
Gram

Identificación 
pruebas API

OO3 Colonia redonda, elevación convexa, textura lisa brillante y 
color amarillento.

Negativo con forma de 
colibacilo Erwinia sp

OO5 Colonia ovalada de pequeño tamaño, elevación plana, textura 
lisa brillante y color blanco amarillento. 

Negativo con forma de 
colibacilo Pantoea sp 

O1O Colonias redondas irregulares, con bordes bien definidos y una 
textura granulada y gran elevación y color amarillento rosado.

Negativo con forma de 
bacilo

 Providencia 
alcalifaciens

O11 Color blanco, redondas irregulares, con bordes bien definidos 
y una textura granulada y gran elevación.

Negativo con forma de 
colibacilo Providencia stuarti

O21 Color blanco, redondas irregulares, con bordes bien definidos 
y una textura granulada y gran elevación.

Negativo con forma de 
colibacilo Serratia ficaria

O25 Colonias redondas, con bordes definidos y coloración amarilla, 
naranja y textura lisa.

Negativo con forma de 
bacilo Citrobacter koseri

Tabla 2. Características bioquímicas de algunas bacterias del género Bacillus.

Código Característica de la colonia Identificación por 
Gram

Identificación 
pruebas bioquímicas

OO4 Colonias opacas y blanquecina, circular con bordes lisos, 
textura rugosa.

Positivo con forma de 
bacilo B.subtillis

OO8
Forma de ramificación, color blanco o crema, tienen bordes 
irregulares y grandes y forma una capa gelatinosa en el medio 
de cultivo

Positivo con forma de 
bacilo B.mycoides

O32
Redonda y compacta, con bordes bien definidos. Colonias lisas 
y brillantes, con una textura similar a la cera y color blanco 
o crema.

Positivo con forma de 
bacilo B.sphaericus

O33 Colonias redondas, con bordes definidos y coloración blanca o 
cremosa, textura lisa.

Positivo con forma de 
bacilo B.circulans

O13 Redonda con bordes lisos, aspecto opaco, Colonias lisas, color 
blanco o amarillento.

Positivo con forma de 
bacilo B.coagulans

O14 Color blanco y opaco, redondas o ligeramente irregulares, con 
bordes bien definidos y una textura suave y gran elevación.

Positivo con forma de 
bacilo B.thurigiensis

https://doi.org/10.21897/rmvz.3332
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DISCUSIÓN

Teniendo en cuenta que los peces son el grupo con 
mayor diversidad taxonómica y ecológica de los 
vertebrados, el conocimiento de su microbioma 
aún está por resolverse (11), probablemente se 
deba a su alta complejidad, que implica mayores 
retos en entender no solo su estructura, sino 
también su función (12). En la actualidad, el 
desarrollo de técnicas moleculares se emplea 
con frecuencia en estudios basados en medios 
de cultivo, estas técnicas han permitido realizar 
inferencias sobre la función de la microbiota de 
los peces.(12,13), sin embargo, se debe tener en 
cuenta la sensibilidad no sólo del microorganismo, 
sino también de las pruebas a la hora de 
hacer las descripciones y clasificación de su 
microbioma (13,14). Para P. cochliodon se trata 
del primer reporte que se hace de cepas nativas 
cultivables asociadas a su tracto gastrointestinal, 
entendiendo que se ha reportado que la captura 
y el confinamiento de peces silvestres puede 
influenciar la estructura de la microbiota (14), 
además de otros aspectos como el medio, la 
filogenia, la genética del hospedero y las dietas 
(14,15). De manera general se aprueba que la 
cantidad de microrganismos bacterianos en el 
sistema digestivo de los peces puede ser mayor 
a 108 heterótrofos/g y 105 anaerobios/g (15,16); 
en el presente estudio los valores encontrados 
fueron superiores a 105, indicando una gran 
cantidad de microorganismos recuperados, 
es probable que los bacilos esporulados estén 
presentes en mayor cantidad por su dinámica 
metabólica, lo cual genere funciones importantes 
para la hidrolisis de compuestos (16).

Se conoce que los principales grupos de bacterias 
que colonizan el tracto gastrointestinal en 
peces son aerobias, anaerobias facultativas y 
anaerobias obligadas (17,18) y, específicamente 
en peces de agua dulce predominan Aeromonas, 
Pseudomonas y Bacteroides tipo A, en conjunto 
con Plesiomonas; los grupos menos abundantes 
son Enterobacter iaceae,  Micrococcus , 
Acinetobacter, Clostridium, Bacteroides tipo B 
y Fusarium (18,19). En el presente estudio se 
encontró poblaciones del orden Enterobacterales, 
cuyas características están asociadas a procesos 
fermentativos de glucosa y otros carbohidratos 
(20), aunque también se asocian a enfermedades 
por su carácter oportunista (20,21); similares 
hallazgos se han reportado para la especie 
Piaractus brachypomus (21) y para otras 
especies de agua dulce pero con métodos 
moleculares para este mismo phylum, los cuales 
incluyen algunos géneros reportados en el 

presente estudio: Oncorhynchus mykiss (22), 
Megalograma. amblycephala, Ctenopharyngdon 
idellus, Carassius auratus, Ciprinus carpio, 
Hypophthalmichthys nobilis y H.molitrix (22), 
Oreochromis niloticus (22), Ictalurus punctatus 
(22) y Danio rerio (23). Comprendiendo el origen 
de las capturas, se espera que influencias de 
origen antrópico y del medio puedan determinar 
la presencia de estos grupos en P. cochliodon, 
como se ha demostrado en otros estudios (23); 
por otro lado el hábito alimenticio particular de 
P. cochliodon, podría brindar información sobre 
la presencia de este tipo de microorganismos 
y su importancia en la transformación de 
materia vegetal para la obtención de energía, 
al respecto se han elucidado mecanismos por 
los cuales muchos comedores de madera como 
Panaque nigrolineatus e Hypostomus pyrineusi 
usan el biofilm que está asociado a la madera, 
como fuente de microrganismos con actividad 
celulolítica, siendo parte de la dieta detritívora 
o xilívora natural (24)the pH, redox potentials, 
concentrations of short-chain fatty acids 
(SCFAs; por otro lado, trabajos con isótopos han 
demostrado mayor actividad biotranformadora 
de los organismos asociados al biofilm que de 
los microrganismos endosimbióticos (24), lo que 
ha sido corroborado para otros comedores de 
madera de los géneros Panaqolus y Panaque, 
sugieriendo un mayor rol del microbioma del 
ambiente (madera y bioflim), que del microbioma 
intestinal (24,25), incluyendo otros peces con 
hábitos alimenticios diferentes (25).

Otro phylum de importancia en peces es 
Firmicutes, que en conjunto con Proteobacteria 
y Bacterioidetes, representan más del 90% de 
su microbiota intestinal (25) En P. cochliodon 
también se encontró Firmicutes, similares 
hallazgos se reportaron para otros peces en el 
mismo ambiente pero con diferentes hábitos 
alimenticios (25,26). Dentro de Firmicutes se 
encuentra el género Bacillus, el cual es Gram-
positivo, catalasa positivo, forma endosporas, 
es aeróbico o anaerobio facultativo y de alta 
ubiquidad en la naturaleza (26), incluyendo 
ambientes acuáticos (26) y, por su puesto 
del tracto gastrointestinal de peces (27). El 
género Bacillus presenta algunas especies 
con características especiales y de interés 
para la bio-industria, entre ellas la producción 
de una variedad de enzimas tales como 
amilasas, lipasas, proteinasas, celulasas, 
xilanasas y fitasas, entre otras (27), producción 
de fungistáticos  y bacteriocinas (27); en 
P. cochliodon se encontraron las especies: 

https://doi.org/10.21897/rmvz.3332
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B. subtilis, B. coagulans, B. sphaericus, B. 
thurigiensis, B. mycoides y B. circulans. 

B. subtilis se ha reportado para las especies 
Mylopharyngodon piceus, Carassius gibelio y, 
Megalobrama amblycephala (28), con elevada 
actividad microbiana contra Edwarsiella ictaluri 
y Areomonas hydrophila, aislada de Ictalurus 
punctatus (29), esta especie también se ha 
reportado para Salmo salar (30) y para algunos 
representantes de las familias Cyprinidae y 
Cichlidae (31); además se ha demostrado 
actividad celulolítica de aislados de intestino de 
peces del río Amazonas (Piaractus brachypomus 
y Leporinus friderici) (32). B.coagulans, se 
ha reportado para Catla catla, Labeo rohita y 
Cirrinhus mrigala, indicando actividad de las 
enzimas amilasa, proteasa y celulasa (32). A su 
vez, se ha descubierto B. circulans, en el intestino 
de Cyprinus carpio y Oreochromis mossambicus 
con elevada actividad celulolítica (33), también 
para la especie Ctenopharyngodon Idella, con la 
misma actividad enzimática (33). En la especie 
Salmo salar, se reporta B. thurigiensis, indicando 
un amplio espectro de actividad enzimática (34).

Por otro lado, la capacidad de producir esporas 
hace que las especies de Bacillus puedan 
ocupar varios hábitats ofreciendo características 
importantes en bio-remediación de aguas 
residuales industriales (35,36), en el cuidado 
de la calidad del agua en acuicultura (37), en 
una acuicultura sustentable (37) y de amplio 
uso como probióticos en diferentes modelos 
animales (37,38). En peces su aplicación tiene 
implicaciones directas en mejorar el crecimiento 
y la conversión alimenticia (38), la resistencia al 

estrés (38), la inmunoestimulación y resistencia 
a enfermedades (39) y de manera general en su 
bienestar (39).

Como conclusión, Se logró ident i f icar 
microorganismos cultivables predominantes 
en Panaque cochliodon de gran relevancia 
para la acuicultura que pertenecen al phylum 
Proteobacteria, con la clase Gammaproteobacteria, 
las familias Enterobacteriaceae, Erwinaceae, 
Morganellaceae y Yersiniaceae y, las especies: 
Pantoea spp, Erwinia spp, Providencia stuarti, 
Providencia alcalifaciens, Serratia ficaria, 
Citrobacter koseri y el phylum Firmicutes, clase 
Bacilli, orden Bacillales, familia Bacillaceae 
y las especies: B. sphaericus, B. subtilis, B. 
thurigiensis, B. mycoides, B. coagulans y B. 
circulans 
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