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RESUMEN 

La microbiota intestinal del camarón (Penaeus vannamei) ha sido reconocida como fuente de bacterias probióticas útiles para su aplicación 

biotecnológica. El objetivo de este estudio fue evaluar la sobrevivencia y actividad probiótica in vitro de cinco cepas ácido-lácticas aisaldas de 

camarón. Las cepas fueron aisladas del intestino del camarón y analizadas mediante la secuenciación del gen ADNr 16S. La sobrevivencia de las 

cepas se evaluó mediante retos de acidez (pH 3, 5, 6 y 7), temperatura (4, 15, 30, 37 y 45 °C) y salinidad (4%, 6% y 8% NaCl) durante 24 h. La capacidad 

tecnológica, probiótica y seguridad de las cepas fueron derteminadas por diversas pruebas in vitro. Las cinco cepas nativas correspondieron a la 

orden Lactobacillales, y se relacionaron filogenéticamente (>99.9 %) con la cepa Enterococcus faecium (DSM_20477). El análisis multivariante indicó 

un carácter de sobrevivencia similar (≈ 94 %) entre las cepas de E. faecium, cuya proliferación ocurre a condiciones >15 ºC, pH 5 - 7 y <6% NaCl. La 

capacidad probiótica vario entre las cepas de E. faecium (P < 0.05) según las propiedades de hidrofobicidad, autoagregación, coagregación y 

antagónica. El potencial tecnológico de las cepas fue similar según su poder acidificante, proteolítico y lipolítico (P > 0.05). La sensibilidad a siete 

antibióticos y ausencia de hemólisis fue también observada en todas las cepas. Las características fisiológicas de las cepas autóctonas del intestino 

del camarón permiten proponerlas como potenciales agentes probióticos para el desarrollo de productos biotecnológicos.  

PALABRAS CLAVE: Camarón, Enterococcus, Microbiota, Probiótico. 

 

ABSTRACT 

The gut microbiota of shrimp (Penaeus vannamei) has been recognized as a source of probiotic bacteria and beneficial for biotechnological 

applications. The aim of this study was to evaluate the survival and probiotic activity in vitro of five lactic acid strains isolated from shrimp. The strains 

were isolated from the shrimp gut and analyzed by sequencing the 16S rDNA gene. The survival of the strains was evaluated by challenges of acidity 

(pH 3, 5, 6, and 7), temperature (4, 15, 30, 37, and 45 °C) and salinity (4%, 6% and 8% NaCl) for 24 h. The technological, probiotic and safety capacity 

of the strains were determined by various in vitro tests. The five native strains corresponded to the order Lactobacillales and were phylogenetically 

related (>99.9%) to the E. faecium strain (DSM_20477). Multivariate analysis indicated a similar survival rate (≈ 94%) among E. faecium strains, whose 

proliferation occurs at conditions >4 °C, pH 5 - 7, and <6% NaCl. Probiotic capacity varied among E. faecium strains (P < 0.05) according to 

hydrophobicity, self-aggregation, co-aggregation, and antagonistic properties. The technological potential of the strains was similar according to their 

acidifying, proteolytic, and lipolytic power (P > 0.05). Sensitivity to seven antibiotics and the absence of hemolysis were also observed in all strains. 

The physiological characteristics of autochthonous strains of shrimp gut allow them to be proposed as potential probiotic agents for developing of 

biotechnological products.  

KEYWORDS: Shrimp, Enterococcus, Microbiota, Probiotic. 
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INTRODUCCIÓN 

Actualmente, la pesca y acuacultura constituyen uno de los sectores de 

producción de alimentos de origen animal de mayor crecimiento 

económico, debido al rendimiento de cosecha y valor monetario del 

producto. A nivel munial, se estima que la actividad tiene una derrama 

económica de 4 600 millones de dólares anuales (FAO, 2022). La 

camaronocultura es una de las técnicas más atractivas de la acuacultura, 

dado que el camarón figura como uno de los productos mayormente 

comercializados a nivel mundial, y producidos principalmente en Asia y 

América Latina (FAO, 2020). La especie más cultivada en estas áreas 

corresponde a Penaeus vannamei (camarón patiblanco) con 4 966 mil 

toneladas anuales (FAO, 2020).  

Es reconocido que la camaronicultura se encuentra constantemente 

amenazada por diversos agentes infecciosos virales (virus de la cabeza 

amarilla, virus del síndrome de la mancha blanca, síndrome de 

crecimiento lento) y bacterianos (vibriosis) causantes de enfermedades 

que afectan el crecimiento, desarrollo y producción del camarón, 

pudiendo llegar a causar la muerte de este y generando grandes pérdidas 

económicas (Wikumpriya et al., 2023; Lee et al., 2022). Para el control de 

las enfermedades infecciosas se recurre generalmente al uso de agentes 

antimicrobianos, cuyo espectro de acción puede ser limitado para la 

prevención y control de las enfermedades, y el uso desmedido de estos 

agentes favorecen la contaminación del medio ambiente, la emergencia 

de microorganismos multirresistentes, la pérdida de la sanidad del 

animal y el riesgo en la salud del consumidor (Wikumpriya et al., 2023).  

Actualmente, existe un interés creciente en la utilización de compuestos 

fitoquímicos (Gámez-Bayardo et al., 2021), bacteriófagos (Ninawe et al., 

2020), vacunas (Amatul-Samahah et al., 2020), agentes probióticos (Hai, 

2015), productos simbióticos (Abdel-Latif et al., 2022), 

inmunoestimulantes (Castañeda-Ruelas et al., 2022) y métodos 

epigenéticos (Wikumpriya et al., 2023) como métodos de vanguardia para 

mejorar la calidad y seguridad de la actividad acuícola. Los agentes 

probióticos son microorganismos con propiedades bioactivas que 

ofrecen promisoriamente mejorar la salud y nutrición de animales en 

gorda, incluyendo el camarón (Hai, 2015; Oussaief et al., 2020; Abdel-

Latif et al., 2022). El aislamiento y la caracterización de los 

microorganismos probióticos nativos es un área de intéres, dado que 

para su uso deben cumplir con requisitos de seguridad (patogenia y 

resistencia antimicrobiana), carácter funcional y potencial tenológico 

mediante la producción de ácido láctico y otros metabolitos bioactivos 

benéficos (Oussaief et al., 2020).  

Particularmente, el género Enterococcus son un grupo de cococs Gram + 

que pertenencen a la familia de Lactobacillus, y han sido reconocidos 

como bacterias ácido-lácticas que pueden comportarse como 

patógenos, comensales o simbiotes intestinales del hospedero (Hanchi 

et al., 2018). Enterococcus faecium se consiera una de las especies más 

importantes de este género que es utilizada como agente de 

fermentación y probiótico sin reporte de efectos adversos (Zommiti et 

al., 2022). Adicionalmente, el carácter versátil de E. faecium para resistir 

y sobrevivir en diversas condiciones ha sido descrito como 

características que favorecen su aprovechamiento industrial (Oussaief et 

al., 2020). Actualmente, se han comercializado varias cepas de E. 

faecium para su uso como tratameinto preventivo de enfermedades 

infecciosas y suplemento alimenticio para el hombre y animales 

(Zommiti et al., 2022). 

La demanda mundial de soluciones libres de químicos y menos dañinas 

que soporten la sanidad y engorda de los productos pesqueros se han 

señalado necesarias para atender los objetivos de desarrollo sostenible 

vinculados a la páctica acuícola. Por ello, el objetivo del presente estudio 

fue obtener nuevas cepas probióticas adaptadas al camarón y hábitat 

marino. Posteriormente, se evaluó in vitro la sobrevivencia, el potencial 

probiótico y tecnológico para exponer su posible uso como agentes 

bioactivos para la industria acuícola.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

AISLAMIENTO DE BACTERIAS ÁCIDO-LÁCTICAS  

Se recolectaron asépticamente muestras de heces y tripas de larvas de 

camarón Litopenaeus vannamei que se encontraban en estanques de 

cultivo experimental y alimentados con una formulación comercial a base 

de proteína de pescado (Camaronina Plus®). Las muestras recolectadas 

fueron almacenadas a -80 °C hasta su uso. Brevemente, se homogeneizó 

1 g del intestino o heces de camarón con 9 mL de solución salina (NaCl 

0.9%, p/v) durante 2 min. Posteriormente, se realizaron diluciones 

seriadas y se sembraron (0.1 mL) en agar de Man Rogosa y Sharpe 

suplementado con L-Cisteina (0.5 g/L) (MRS-Cys). Los cultivos se 

incubaron a 37 °C por 72 h en condiciones anaeróbicas. Las colonias 

seleccionadas se purificaron en agar MRS-Cys y se preservaron en caldo 

MRS-Cys con glicerol (28%, v/v) a -20 °C hasta su uso.  

 

EXTRACCIÓN DE ADN 

El ADN bacteriano se extrajó a partir de cultivos puros en caldo MRS-cys. 

Brevemente, los cultivos se centrifugaron a 4 500 rpm durante 10 min, y 
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la pastilla se resuspendió con amortiguador de fosfatos. La suspensión 

se transfirió a un microtubo, se añadieron 450 µL de solución 0.1 M de 

hidróxido de sodio (NaOH) / 0.5%, v/v de docecilsulfato sódico (SDS) y 

225 µL de solución 3 M de acetato de sodio (C2H3NaO2) / 1.8 M de ácido 

acético (CH3COOH), y se centrifugó nuevamente a 15,000 rpm por 5 min. 

Los sobrenadantes se recuperaron en microtubos (600 µL) que contenía 

isopropanol grado reactivo, y se almacenaron -20 ºC por 24 h. 

Posteriormente, se añadieron 500 µL de solución de etanol al 70%, y se 

centrifugaron a 15 000 rpm por 5 min. La pastilla se homogenizó con 200 

µL de agua nanopura, el ADN extraído se almacenó a -80ºC hasta su uso. 

 

IDENTIFICACIÓN POR SECUENCIA ADN 16S Y ANÁLISIS FILOGENÉTICO  

Para la amplificación se utilizó la región del gen ADNr 16S utilizando los 

cebadores universales 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) y 1492R 

(5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′) (Lane, 1991). La reacción de PCR 

se realizó en un volumen de 25 µL, y las condiciones de amplificación 

fueron las siguientes: paso inicial de desnaturalización de 95 °C durante 

5 min, seguido de 35 ciclos de amplificación [94 °C por 1 min 

(desnaturalización), 56 °C por 1 min (alineamiento) y 72 °C por 1 min 

(extensión )], y extensión final a 72 °C por 10 min. Los productos de PCR 

se purificaron, y posteriormente el gen ADNr 16S fue secuenciado por 

Macrogen Inc. (Seúl, Corea del Sur). La calidad de la secuencias del gen 

ADNr 16S se analizaron con el programa Geneious (v8.1.6). Para la 

comparación in silico de las secuencias se utilizó el programa 16S 

biodiversity tool y la base de datos del GenBank utilizando el MOLE-

BLAST. El árbol filogenético se construyó utilizando el programa 

FastTree (v.2.1.11). 

 

ESTANDARIZACIÓN DEL INÓCULO DE BACTERIAS ÁCIDO-LÁCTICAS  

Para la preparación de la suspensión bacteriana, se inoculó una colonia 

en 10 mL de MRS-cys, y se incubó a 37 °C por 24 h en condiciones de 

anaerobiosis. El cultivo se centrifugó (5 000 rpm por 10 min a 4 ºC), y la 

pastilla se disolvió en amortiguador de fosfato (PBS) 1X para ajustar una 

concentración de 1.0 x 108 Unidades formadoras de colonia (UFC)/mL 

(OD = 0.1, λ = 625 nm). 

 

CARACTERIZACIÓN TECNOLÓGICA 

ACTIVIDAD ACIDIFICANTE 

Las suspensiones bacterianas estandarizadas se inocularon en leche 

desnatada de vaca estéril al 1%, y los cultivos se incubaron a 37 °C. El 

cambio de pH y la concentración bacteriana (UFC/mL) se determinaron 

durante 48 h (0, 3, 6, 12 y 24 h) usando un medidor de pH y cuenta total 

en placa, respectivamente.  

 

EFECTO DE LA TEMPERATURA, pH Y NaCI 

Para la evaluación del crecimiento microrbiano frente a diferentes 

condiciones de temperatura (4, 15, 30, 37 °C y 45 °C), pH (3, 5, 6 y 7) y 

cloruro de sodio (NaCl) 4, 6 y 8% p/v, se inocularon las suspensiones 

bacterianas estandarizadas en caldo MRS-cys al 1% previamente 

ajustado con cada condición. Los ensayos de pH y NaCl se incubaron a 

37 °C. Mientras que, los ensayos de temperatura se incubaron según el 

tratamiento y se ajustaron a pH 7. El pH de los medios fue ajustado con 

soluciones de 0.1 M de NaOH y 0.1 M de ácido clorhídrico (HCl) antes de 

que los medios fueran esterilizados. La concentración bacteriana 

(UFC/mL) se cuantificó por dilusiones seriadas y cuenta total en placa 

durante los tiempos 0, 3, 6, 12 y 24 h.  

 

ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA Y LIPOLÍTICA 

La actividad proteolítica (AP) y lipolítica (AL) se evaluaron según el 

método descrito por Moslehishad et al. (2013) y Meng et al. (2018), 

respectivamente. Alícuotas de 50 µL de cada sobrenadante obtenidos 

tras la centrifugación (5 000 × g, 10 min, 4 °C) de un cultivo bacteriano 

en caldo MRS-cys fueron depositados en pozos (⌀ = 6.5 mm) de placas 

agar de leche descremada al 1% para AP y agar tributirina al 1% para AL. 

La placa se incubó a 37 °C por 24 h y 72 h para AP y AL, respectivamente. 

La AP y AL se determinaron midiendo el diámetro (mm) de las zonas 

claras alrededor de los pozos.  

 

CARACTERIZACIÓN PROBIÓTICA 

ACTIVIDAD ANTAGÓNICA 

Para evaluar la actividad antagónica se utilizaron las siguientes cepas: 

Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Listeria monocytogenes (ATCC 

7644), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) y Escherichia coli (ATCC 

25922). Se extendió 1 mL de la suspensión bacteriana ajustada (1.0 x 108 

UFC/ml) de cada de cada cepa en cajas de agar Mueller-Hilton, y se 

colocaron 50 µL del cultivo de bacteria ácido lácticas (1.0 x 108 UFC/mL) 

en pozos (⌀ = 6.5 mm) previamente hechos en el medio de cultivo. Un 

sensidisco de sulfamethoxazole-trimethoprim 30 µg se incluyó como 

control de fenotipo de susceptibilidad. Las placas se incubaron a 37 °C 

por 24 h. La actividad antimicrobiana se determinó utilizando la Ecuación 

(1) descrita por Mohd et al. (2020):  
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𝑍𝑜𝑛𝑎	𝑑𝑒	𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛	(𝑍𝑂𝐼) = 𝑍𝑂𝐼	(𝑚𝑚) −

𝐷𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜	𝑑𝑒𝑙	𝑝𝑜𝑧𝑜	(𝑚𝑚) (1) 

 

AUTOAGREGACIÓN 

La autoagregación se realizó siguiendo la metodología establecida por 

Angmon et al. (2016) con algunas modificaciones. Alícuotas de 4 mL de 

una suspensión bacteriana estandarizada en PBS se agitaron por 10 s, y 

se incubaron a 37 ºC por 4 h. La absorbancia de las muestras se midió a 

600 nm. El porcentaje de la autoagregación fue expresado usando la 

Ecuación (2): 

%	𝐴𝑢𝑡𝑜𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =	@1 − !!
!"
B𝑥100 (2) 

Donde At y A0 represeentan la absorbancia en el tiempo 4 h y tiempo 0 h, 

respectivamente.  

 

COAGREGACIÓN 

Para la coagregación se siguió la metodología descrita por Collado et al. 

(2008). Las cepas bacterianas patógenas utilizadas fueron: S. aureus 

(ATCC 29213), L. monocytogenes (ATCC 7644), S. Typhimurium (ATCC 

14028) y E. coli (ATCC 25922). Brevemente, se prepararon suspensiones 

en PBS de las bacterias ácido-lácticas y de las cepas patógenas descritas 

previamente. Posteriormente, se mezclaron 2 mL de las suspensiones 

celulares de las cepas patógenas con 2 mL de las bacterias ácido-

lácticas por 10 s, y se incubaron a 37 °C por 4 h. Alícuotas individuales 

de 4 mL de las bacterias ácido-lácticas y 4 mL de las cepas patógenas se 

incluyeron como controles. La absorbancia de las muestras se midió a 

600 nm. El porcentaje de la coagregación fue determinado usando la 

Ecuación (3): 

%	𝐶𝑜𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑐𝑖ó𝑛 = (
(#$%#&' )(!$%&)

#$%#&
'

) ∙ 100  (3) 

Donde AX y AY representan la absorbancia de la suspensión de las 

bacterias ácido-lácticas y bacterias patógenas, respectivamente. AX+Y 

representa la absorbancia de la mezcla de las bacterias ácido-lácticas y 

cepas patógenas.  

 

HIDROFOBICIDAD 

La hidrofobicidad de la superficie bacteriana se calculó midiendo la 

adhesión microbiana a los hidrocarburos, de acuerdo con la metodología 

propuesta por Santos et al. (2016). Se añadieron 1 mL de hexano a cada 

una de las suspensiones de las bacterias ácido-lácticas ajustadas (OD = 

1.0, λ = 625 nm) en PBS (A0), y se dejaron reposar por 10 min a a 25 ºC 

para crear una suspensión de dos fases. Posteriormente, se agitaron por 

2 min y se dejaron reposar por 20 min a 25 ºC. Finalmente, se removió la 

fase acuosa y se midió su absorbancia a 600 nm (A). La hidrofobicidad 

se calculó con la Ecuación (4):  

%	𝐻𝑖𝑑𝑟𝑜𝑓𝑜𝑏𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 = @1 − !"
!
B𝑥100  (4) 

Donde A0 y A corresponden a los valores de absorbancia inicial y final, 

respectivamente. 

 

CARACTERIZACIÓN DE LA SEGURIDAD 

SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIÓTICOS 

Para la evaluación de susceptibilidad antimicrobiana se siguió el método 

de difusión Kirby-Bauer y los lineamientos establecidos por el Instituto 

de Estándares Clínicos (CLSI, 2016). Un panel de 13 antibióticos fue 

utilizado: cloranfenicol (C, 30 μg/mL), tetraciclina (Te, 30 μg/mL), 

amikacina (AK, 30 μg/mL), gentamicina (CN, 10 μg/mL), ácido nalidíxico 

(NA, 30 μg/mL), ceftazidima (CAZ, 30 μg/mL), ampicilina (AMP, 10 

μg/mL), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT, 25 μg/mL), sulfisoxazol (G, 25 

μg/mL), neomicina (N, 30 μg/mL), estreptomicina (S, 10 μg/mL), 

amoxicilina con ácido clavulánico (AMC, 30 μg/mL) y cefoperazona (CFP, 

75 μg/mL). Brevemente, se extendió una alícuota de 1 mL de cada 

suspensión de las bacterias ácido-lácticas (1.0 x 108 UFC/mL) en placas 

de agar Müeller Hinton y se colocaron los sensidiscos sobre la superficie 

de la placa inoculada. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h. Para 

medir el díametro (mm) de los halos de inhibición de las bacterias ácido-

lácticas sobre el agar se utilizó un Vernier. Basados en los halos de 

inhibición (mm), las bacterias se clasificaron como sensible, intermedio 

y resistente de acuerdo con los criterios de inhibición reportados por la 

CLSI (2016). Se calculó el índice de multiresistencia (IMR) a antibióticos 

como el cociente del número de antibióticos con fenotipo de resistencia 

entre el total de antibióticos evaluados (Krumperman et al., 1983). Los 

ensayos se realizaron por duplicado. 

 

ACTIVIDAD HEMOLÍTICA  

Se extendió una alícuota de 1 mL de cada suspensión bacteriana (1.0 x 

108 UFC/mL) en placas de agar sangre de ternera al 5%. Posteriormente, 

las cajas de Petri fueron incubadas a 37 ºC por 48 h. La hemólisis se 

revisó visualmente y se clasificó como α (halo verdoso), β (halo claro) o 

γ (sin halo). Los ensayos se realizaron por triplicado.  

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos obtenidos se analizaron estadísticamente utilizando el 

porgrama Minitab versión 17.0 y Excel versión 16.75.2. Brevemente, los 
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datos se expresaron como la media ± desviación estándar calculados 

según la prueba: cuatro réplicas (retos de temperatura, pH, salinidad, y 

actividd acidificante en la leche) o tres réplicas (caracterización 

probiótica, actividad proteolítica y actividad lipolítica). El análisis de 

significancia estadística se realizó mediante una ANOVA de una vía 

(tiempo o cepa). Cuando fue necesario, se utilizó la prueba de Tukey para 

discriminar diferencias entre las medias con un nivel de significación de 

P < 0.05. Un análisis multivariado de conglomerado de observaciones se 

empleó para los parámetros evaluados en la sobrevivencia de las cepas 

de E. faecium de acuerdo con su similitud.  

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

IDENTIFICACIÓN DE LAS CEPAS AISLADAS DE PENAEUS VANNAMEI 

Con base al análisis filogenético del marcador ADNr 16S, las cinco cepas 

aisladas del contenido intestinal de camarón correspondieron al orden 

Lactobacillales, y se relacionaron filogenéticamente (>99.9%) con la cepa 

E. faecium (DSM 20477) (Figura 1). Estudios previos han señalado que E. 

faecium puede coexistir como microbiota del camarón proveyiendo 

beneficios a la salud, y cuyas propiedades bioactivas y tecnológicas lo 

han perfilado para su uso industrial y terapeútico (Chino de la Cruz et al., 

2023; Zaghloul et al., 2023). La ceracana relación genética de las cepas 

de estudio con la cepa E. faecium (DSM 20477) permiten sugerir su 

potencial probiótico, dado que previamente se ha descrito que esta cepa 

de referencia tiene la capacidad de producir sustancias antimicrobianas 

(bacteriocinas) para el control de patógenos (Ng et al., 2020).  

 

CARACTERIZACIÓN TECNOLÓGICA 

EFECTO DE LA TEMPERATURA, pH, NaCI Y ACIDIFICACIÓN DE LA LECHE 

La Figura 2 ilustra el comportamiento de las cepas de E. faecium aisladas 

del contenido intestinal del camarón frente a los diferentes retos. La 

temperatura, el pH, y el NaCl (%) son predictores del crecimiento de las 

cepas de E. faecium (P < 0.05) durante el tiempo evaluado. Así mismo, la 

inoculación de las cepas de E. faecium en la leche de vaca evidencia la 

capacidad fermentativa de las bacterias en el periodo de evaluación (P < 

0.05). El carácter acidificante de las cepas en la leche descremada se 

mostró con un valor ΔpH = 1.42 ± 0.04, y una proliferación bacteriana 

promedio de 9.4 ± 0.6 Log UFC/mL. El análisis multivariante indica un 

carácter de sobrevivencia de las cepas de E. faecium similar (≈ 94 %) y 

señala las siguientes condiciones hostiles o limitantes para su 

crecimiento: pH 3, 8% NaCl y 4 ºC. Mientras que, la prolifereción de las 

cepas fue a condiciones >15 ºC, > pH 5 - 7 y < 6% NaCl (Figura 3).  

 
Figura 3. Perfil de sobrevivencia de las cepas de Enterococcus faecium aisladas 
del contenido intestinal de camarón frente a diferentes retos después de 24 h de 
exposición. Los valores son la media aritmética (Log UFC/mL de E. faecium) de 
cuatro réplicas. La leyenda de rojo a azul indica los Log de reducción o aumento 
de la concentración de E. faecium, respectivamente 
 

El comportamiento de las bacterias ácido-lácticas frente a diversas 

condiciones de temperatura, pH y salinidad ha sido ampliamente 

estudiado (Oussaief et al., 2020; Grujović et al., 2020; Sagiroglu et al., 

2022; Naik et al., 2023). Algunos autores han descrito que, E. faecium 

tiene la habilidad de crecer en un rango de: temperatura de 4 a 45 ºC, pH 

ácido (2 - 4) y salinidad 2 – 8% (Naik et al., 2023), valores similares a los 

observados en nuestro estudio. La tolerancia de las cepas de E. faecium 

a condiciones diversas de temperatura, pH y salinidad permite inferir su 

estabilidad, crecimiento a gran escala y la capacidad de adaptación a 

diversos sistemas de producción de alimentos (Hanchi et al., 2018).  

El criterio de viabilidad en valores de pH bajo es fundamental para la 

selección de los probióticos que deben sortear el mecanismo de defensa 

del hospedero y llegar vivos al lugar de destino (Samedi & Charles, 2019). 

Las cepas de estudio presentaron la capacidad de sobrevivir a pH ácido 

(< 12 h) y proliferar a valores de 5 a 7 logaritmos, lo cual pudiera 

garantizar su sobrevivencia en diversos hospederos. Al respecto, se ha 

descrito que la tolerancia a pH 2.5 durante 4 h de cultivo es una 

característica deseada del probiótico para garantizar la sobrevivencia en 
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el tracto gastrointestinal de hombre (Ammor & Mayo, 2007). Mientras 

que, los camarones carecen de ácido gástrico, y su sistema digestivo 

tiende a tener valores de pH que van ligeramente de ácido a neutro 

(Imaizumi et al., 2021). 

Adicionalmente, el crecimiento microbiano y la acidificación de la leche 

por parte de las cepas de E. faecium (Figura 2) son indicadores del 

carácter fermentativo y producción de metabolitos, proponiendo su uso 

intencional como ingrediente para mejorar los atributos sensoriales, 

organolépticos, preservativos y nutritivos de los alimentos (Hanchi et al., 

2018). Particularmente, la actividad fermentativa de las bacterias ácido- 

lácticas es una propiedad atractiva debido a la conversión de los 

carbohidratos en metabolitos como ácidos orgánicos, peróxido de 

hidrógeno, bacteriocinas, dióxido de carbono y diacetilo, cuyas 

propiedades antioxidantes y antimicrobianas han sido expuestas 

(Samedi & Charles, 2019, Ng et al., 2020).  

 

ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA Y LIPOLÍTICA 

El potencial proteolítico y lipolítico de las cepas de E. faecium se muestra 

en el Tabla 1. Todas las cepas mostraron poder proteolítico y lipofílico 

similar (P > 0.05), con un halo de 13.4 ± 1.2 mm y 15.7 ± 0.9 mm, 

respectivamente. El poder proteolítico y lipolítico de algunas bacterias  

 

 

 
Figura 1. Identificación (a) y dendrograma de similitud (b) de las cepas ácido-lácticas aisladas del contenido intestinal de camarón mediante el análisis de secuencia de 
ADNr 16S. Las cepas de este estudio se indican subrayadas en amarillo. 
 
 

ácido-lácticas está relacionado con la capacidad enzimática de 

degradar macromoléculas (proteínas o lípidos) que permitan liberar 

péptidos y ácidos grasos cortos que favorecen los atributos 

organolépticos de los alimentos fermentados y confieren propiedades 

bioactivas (Terzic-Vidojevic et al., 2021). Algunos estudios han 

descrito la actividad proteolítica y lipolítica de cepas de E. faecium 

aisladas de diversas fuentes, señalando que estas propiedades 

pueden variar entre cepas (Ammor & Mayo, 2007; Oussaief et al., 

2020). 

 

CARACTERIZACIÓN PROBIÓTICA 

ACTIVIDAD ANTAGÓNICA 

La actividad antagónica de las cepas de E. faecium frente a los 

patógenos seleccionados fue dependiente de la cepa y el patógeno 

evaluado (P < 0.05) (Tabla 1). La actividad antagónica se observó 

frente a L. monocytogenes y S. Typhimurium. Mientras que, E. coli y S. 

aureus no fueron inhibidas por las ninguna de las cepas de E. faecium.  

La capacidad de Enterococcus de producir sustancias con poder 

antimicrobiano (ácidos orgánicos, bacteriocinas, peróxido de 

hidrógeno, entre otros) es una de las características más buscadas 
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para su selección como probiótico (Samedi & Charles, 2019). Las 

enterocinas (bacteriocinas) son péptidos sintetizados por 

Enterococcus que se han identificado con bajo nivel de toxicidad y 

poder antimicrobiano contra microorganismo patógenos (Im et al., 

2023). Así mismo, las bacterias ácido-lácticas son capaces de 

neutralizar el crecimiento de patógenos a través de la producción de 

ácidos orgánicos que tienen la función de acidificar el entorno y 

producir la muerte celular de los patógenos (Zapaśnik et al., 2022). 

Dado el carácter antagónico de las cepas de E. faecium observado 

(Tabla 1), resulta relevante la identificación de los metabolitos que 

confiere esta propiedad como lo ha descrito Chino de la Cruz et al. 

(2023). 

 
Figura 2. Curva de crecimiento de las cepas de Enterococcus faecium aisladas 
del contenido intestinal de camarón frente a diferentes retos de temperatura 
(a), pH (b), salinidad (c) y acidificación y crecimiento en leche (d). Los valores 
son la media ± desviación estándar de cuatro réplicas. Los valores seguidos 
de letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes por una 
prueba de análisis de varianza ajustada de Tukey. Las diferencias se 
consideraron significativas a P ≤ 0.05. 
 
Algunos estudios han determinado que el potencial antagónico de 

bacterias ácido-lácticas puede ser limitado frente a ciertos 

patógenos. Generalmente, se ha descrito un poder antimicrobiano 

mejor para bacterias patógenas Gram positivas (Soleimani et al., 

2023), como se observó en este estudio (Tabla 1). No obstante, el 

poder antagónico de cepas de E. faecium aisladas de diversos 

orígenes han sido eficientemente probadas frente a patógenos 

humanos (Oussaief et al., 2020; Ng et al., 2020; Soleimani et al., 2023), 

fitopatógenos (Naik et al., 2023), y patógenos del camarón (Chino de 

la Cruz et al., 2023). Por lo tanto, la propiedad antagónica del E. 

faecium lo perfila como potencial biopreservativo en la industria 

alimentaria (Zapaśnik et al., 2022) o agente terapéutico (Ng et al., 

2020; Chino de la Cruz et al., 2023).  

 

AUTOAGREGACIÓN, COAGREGACIÓN E HIDROFOBICIDAD 

En el Tabla 1 se muestran los valores de autoagregación, 

coagregación e hidrofobicidad de E. faecium aislado del contenido 

intestinal de camarón. La capacidad de autoagregación (7.2 – 25.1%), 

coagregación (32.5 – 58.1%) e hidrofobicidad (2.5 – 15.2%) variaron 

según la cepa en estudio (P < 0.05). 

Algunos autores han determinado que cepas de E. faecium aisladas 

de alimentos presentaron un grado de autoagregación que oscila de 

≈16% a 50% (Oussaief et al., 2020; Han et al., 2023; Soleimani et al., 

2023). La autoagregación es una propiedad de adherencia de las 

bacterias para mantenerse juntas y formar un consorcio simbiótico 

que confiere protección al estrés ambiental y la respuesta del 

hospedero (Han et al., 2023). La autoagregación está implicada en la 

formación de uniones de las bacterias ácido-lácticas con el epitelio 

intestinal, previniendo la adherencia de patógenos y mejorando la 

salud del hospedero (Collado et al., 2008).  

La coagregación es una propiedad que refiere la capacidad de 

adherencia de las bacterias ácido-lácticas con microorganismo 

patógenos para evitar su adherencia al epitelio del hospedero (Collado 

et al., 2007). Soleimani et al. (2023) señalaron que cepas de E. faecium 

aislada de alimentos presentaron valores de coagregación que 

oscilaron entre 30% - 60%, siendo esta propiedad variante según el 

probiótico o patógeno. Estos valores coinciden con lo observado en 

este estudio, y propone a las cepas como agentes capaces de 

desplazar a bacterias patógenas.   

La hidrofobidad es considerada como una de las propiedades con 

mayor beneficio para el uso de las bacterias ácido-lácticas (Naik et 

al., 2023). Esta característica es un indicativo de las propiedades de 

la pared celular para favorecer la adherencia y colonización de estas 

bacterias en las células epiteliales del hospedero (Han et al., 2023). 

La literatura ha señalado que la hidrofobicidad es una propiedad no 

estable (≈ 8.7% a 94%) entre las bacterias ácido-lácticas, la cual 

depende de la cepa evaluada o el solvente empleado (Oussaief et al., 

2020; Han et al., 2023; Naik et al., 2023).   

 

CARACTERIZACIÓN DE SEGURIDAD 

SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIÓTICOS 

Las cinco cepas de E. faecium fueron susceptibles a siete antibióticos  

del panel evaluado, y se clasificaron en un perfil de resistencia común: 
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Tabla 1. Potencial probiótico y tecnológico de las cepas de Enterococcus faecium aisladas del contenido intestinal de camarón 

 
 

Los valores son la media ± desviación estándar de tres réplicas. Los valores seguidos de letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes por una prueba 
de análisis de varianza ajustada de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas a P ≤ 0.05. El nombre de las bacterias utilizadas se representó con las siguientes 
siglas: Listeria monocytogenes (Lm), Salmonella enterica (Se), Staphylococcus aureus (Sa) y Escherichia coli (Ec). 
 
 

Tabla 2. Actividad hemolítica y resistencia antimicrobiana de las cepas de Enterococcus faecium aisladas del contenido intestinal del camarón. 
 

Cepa Hemólisis 
Resistencia antimicrobiana 

IMR 

G AK S NA CAZ CFP 

1S γ       0.46 

2S γ       0.46 

3S γ       0.46 

4S γ       0.46 

5S γ       0.46 

 

(γ): Hemólisis gamma. Las cepas de E. faecium se clasificaron según el mecanismo de resistencia: inhibidores de las rutas metabolóicas (■), inhibidores de la síntesis 

de proteínas (■), inhibidores de la síntesis de ácidos nucleicos (■), e inhibidores de la síntesis de la pared celular (■). IMR: índice de multiressitencia.  

 

 

 

Cepa Proteóli-

sis (mm) 

Lipólisis 

(mm) 

Antagonismo (mm) Autoagre-

gación (%) 

Coagregación (%) Hidrofobi-

cidad (%) 
Lm Se Sa Lm Ec Se 

1S 15.2 ± 1.8 16.5 ± 4.9 4.9 ± 2.3 2.4 ± 0.1ab 25.1 ± 0.2a 53.5 ± 1.7a 46.3 ± 0.4b 44.6 ± 0.3c 51.4 ± 1.3a 2.5 ± 0.6e 

2S 12.7 ± 1.5 15.3 ± 1.0 5.1 ± 1.8 2.7 ± 0.4a 17.0 ± 1.8b 53.0 ± 1.4a 45.4 ± 0.0b 49.7 ± 0.7b 50.4 ± 1.6a 4.0 ± 0.5d 

3S 14.1 ± 2.8 17.2 ± 1.5 5.0 ± 1.4 2.4 ± 0.3ab 7.2 ± 0.2d 50.0 ± 1.2ab 52.1 ± 0.2ª 51.9 ± 0.2a 28.2 ± 2.2b 5.7 ± 0.7c 

4S 12.3 ± 1.9 17.8 ± 1.3 2.6 ± 1.4 1.2 ± 0.5b 7.6 ± 0.6d 57.1 ± 1.1a 55.2 ± 0.3ª 43.1 ± 1.0d 55.8 ± 0.8a 15.2 ± 0.3a 

5S 12.6 ± 1.4 17.6 ± 3.7 3.8 ± 2.1 1.8 ± 0.4b 14.3 ± 0.7c 48.2 ± 2.2b 32.5 ± 0.2c 51.5 ± 0.2a 49.9 ± 1.5a 9.8 ± 0.2b 

P 0.372 0.828 0.647 0.034 0.000 0.008 0.000 0.000 0.000 0.000 
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AK, NA, CAZ, G, S y CFP (Tabla 2). El perfil de resistencia observado en 

las cepas de estudio está asociado a mecanismos de inhibición de la 

síntesis de pared celular (cefalosporinas), proteínas (aminoglucósidos), 

ácidos nucleicos (quinolonas) y rutas metabólicas (sulfonamidas) 

(Reygaert, 2018). Las cepas presentaron un índice de multiresistencia de 

0.46, lo que indica que la fuente de aislamiento se encuentra 

continuamente expuesta a antibióticos de acuerdo con los límites de 

resistencia reportados por Thenmozhi et al. (2014). Es reconocido el uso 

indiscriminado de los antibióitcos en la acuacultura, y su impacto en el 

fenotipo de resistencia emergente en las bacterias (Amatul-Samahah et 

al., 2020). 

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana ha sido utilizada como 

herramienta que permite definir la evolución del fenotipo de resistencia 

de las bacterias ácido-lácticas, y valorar la seguridad de su uso (Im et al., 

2023). Particularmente, la resistencia a ampicilina, ácido nalidíxico, 

ceftriaxona, eritromicina, estreptomicina, kanamicina, 

piperacilina/tazobactam y vancomicina ha sido descrita en cepas de E. 

faecium aisladas de diversas fuentes (Oussaief et al., 2020; Naik et al., 

2023; Zaghloul et al., 2023). Chino de la Cruz et al. (2023) identificaron 

genes relacionados con la resistencia a macrólidos, aminoglucósidos y 

tetraciclinas en el genoma de E. faecium aislada de camarón, lo cual es 

consistente con nuestras observaciones.  

Algunos de los antibióticos que constituyen el fenotipo de resistencia de 

las cepas de estudio corresponde a cefalosporinas (CAZ y CFP), 

aminoglucósidos (AK y G) y sulfonaminas (G), los cuáles se relacionan 

con una resistencia de origen intrínseco del género Enterococcus 

(Reygaert, 2018; Chino de la Cruz et al., 2023). Esta cualidad favorece su 

potencial uso, dado el bajo riesgo de transmisión horizontal entre 

bacterias y su sobrevivencia en caso de un esquema terapéutico del 

hospedero (Oussaief et al., 2020).  

 

ACTIVIDAD HEMOLÍTICA 

Todas las cepas de E. faecium se clasificaron como γ-hemóliticas (Tabla 

2). La seguridad de uso de cepas nativas como probióticos es uno de los 

aspectos más relevantes. La seguridad de cepas de E. faecium ha sido 

ampliamente debatida dado la dualidad de la bacteria para comportarse 

como patógeno o simbionte (Hanchi et al., 2018; Zommiti et al., 2022). 

Diversos métodos genotípicos y fenotípicos se han empelado para definir 

la virulencia de bacterias ácido-lácticas, incluyendo especies de 

Enterococcus (Oussaief et al., 2020; Oruc et al., 2021; Chino de la Cruz et 

al., 2023; Soleimani et al., 2023). Nuestros estudios son consistentes con 

los de otros autores, quienes reportan la ausencia de hemólisis in vitro 

en cepas de E. faecium aisladas de diversos orígenes (Oussaief et al., 

2020; Han et al., 2023; Zaghloul et al., 2023; Soleimani et al., 2023). De 

Vuyst et al. (2004) han sustentado el uso seguro de cepas de 

Enterococuus como fermento de alimentos, dada la ausencia de la 

actividad hemolítica. La capacidad de hemólisis refiere la facultad de la 

bacteria para lisar los glóbulos rojos, por lo que la ausencia de esta 

propiedad en las cepas de estudio (Tabla 2) es al menos un indicador de 

su posible uso seguro.  

 

CONCLUSIONES 

El contenido intestinal del camarón es fuente de cepas E. faecium cuyas 

características fisiológicas permiten proponerlas como agentes con 

propiedades probióticas y tecnológicas que puedan favorecer al 

ambiente y la sustentabilidad de las prácticas acuícolas. Adicionalmente, 

la estabilidad de estas cepas frente a diferentes parámetros 

fisicoquímicos y la capacidad fermentativa permite proponerlas para el 

desarrollo de productos biotecnológicos que promuevan el crecimiento y 

la sanidad del camarón. Un aspecto relevante es la seguridad de uso de 

estas cepas, por ello la evaluación continua de la evolución de la 

resistencia antimicrobiana y la búsqueda intencionada de genes de 

virulencia son requeridos.  
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