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RESUMEN

Los estadios larvarios en los laboratorios de produccion de Penaeus vannamei son
los mas sensibles a enfermedades bacterianas causadas principalmente por bacterias
del género Vibrio. Debido a las crecientes restricciones regulatorias sobre el uso de
antibioticos, se considera el uso de consorcios probidticos como una alternativa
sostenible para mejorar la sanidad acuicola. El presente estudio evalud el efecto de
un consorcio probidtico no comercial proporcionado por la empresa Dapetsa S.A,
en la reduccion de la carga bacteriana patdgena de un cultivo de Penaeus vannamei,
mediante la determinacién de su capacidad inhibitoria y su desempefio en un
sistema de produccion. La investigacion se realizd bajo un enfoque cuantitativo
experimental en el laboratorio Megalatina S.A. (Salinas, Ecuador), evaluando tres
corridas consecutivas de produccion. Se realizaron ensayos de antagonismo in vitro
y analisis microbioldgicos de la carga bacteriana, ademas de estimar la tasa de
supervivencia final mediante analisis estadisticos como Kruskal-Wallis, ANOVA 'y
la prueba de equivalencia TOST. Los resultados demostraron una solida actividad
antagonica, registrando los mayores halos de inhibicion frente a V. alginolyticus (40
mm), Pseudomonas sp. (32 mm) y V. parahaemolyticus (30 mm). La aplicacion del
consorcio redujo la frecuencia de aislamiento de colonias verdes durante el ciclo
productivo, registrandose una incidencia del 55.6 % en el tratamiento y de 66.7 %
en el grupo control. Los analisis estadisticos evidenciaron equivalencia en la
supervivencia de los grupos evaluados, donde se obtuvo: Tratamiento (64 %) y
control (66 %). En conclusion, los resultados indican que la aplicacién del

consorcio probidtico no comercial, constituye una alternativa viable y segura para



la estabilidad de la microbiota de los cultivos, manteniendo un rendimiento

productivo equivalente al obtenido con los probidticos comerciales.

Palabras clave: Penaeus vannamei, probidtico, carga bacteriana, Vibrio,

antagonismo.



ABSTRACT

The larval stages in Penaeus vannamei production laboratories are the most
susceptible to bacterial diseases caused mainly by bacteria of the genus Vibrio. Due
to increasing regulatory restrictions on the use of antibiotics, the use of probiotic
consortia is being considered as a sustainable alternative for improving aquaculture
health. This study evaluated the effect of a non-commercial probiotic consortium
supplied by Dapetsa S.A on reducing the pathogenic bacterial load in a Penaeus
vannamei culture, by determining its inhibitory capacity and its performance in a
production system. The research was conducted using a quantitative experimental
approach at the Megalatina S.A. laboratory (Salinas, Ecuador), evaluating three
consecutive production runs. In vitro antagonism assays and microbiological
analyses of the bacterial load were carried out, and the final survival rate was
estimated using statistical analyses such as the Kruskal-Wallis test, ANOVA and the
TOST equivalence test. The results demonstrated strong antagonistic activity, with
the largest inhibition zones observed against V. alginolyticus (40 mm),
Pseudomonas sp. (32 mm) and V. parahaemolyticus (30 mm). The application of
the consortium reduced the frequency of green colony isolation during the
production cycle, with an incidence of 55.6% in the treatment group and 66.7% in
the control group. Statistical analyses showed equivalence in survival rates between
the groups evaluated, with the following results: treatment group (64%) and control
group (66%). In conclusion, the results indicate that the application of the non-

commercial probiotic consortium constitutes a viable and safe alternative for



maintaining the stability of the microbiota in the cultures, whilst maintaining a yield

equivalent to that obtained with commercial probiotics.

Keywords: Penaeus vannamei, probiotic, bacterial load, Vibrio, antagonism.



1. INTRODUCCION

Actualmente, la produccion y exportacion de camaron representa una de las
principales actividades economicas del Ecuador. Esta industria ha permitido que el
pais se ubique entre los principales exportadores de camarén del mundo, siendo
Penaeus vannamei la principal especie de cultivo, debido a su rapido crecimiento,
alta supervivencia y capacidad de adaptacion a diferentes condiciones de cultivo.
En 2025, el camardon fue el principal producto exportado del pais, alcanzando
valores que superaron a otros productos tradicionales de exportacion (Banco

Central del Ecuador, 2025).

A pesar del éxito de esta industria, los estadios larvarios se consideran una etapa
critica dentro de todo el ciclo de produccion, puesto que, en los laboratorios de
cultivo, esta es la etapa més vulnerable debido a que los organismos son mas
susceptibles a las variaciones ambientales o enfermedades causadas por
microorganismos patdégenos como bacterias del género Vibrio (Bermudez et al.,

2024).

Historicamente, el control de las enfermedades bacterianas se ha basado en el uso
de antibidticos, sin embargo, la aplicacion de estos ha sido prohibida, por lo que el

sector camaronero se ha visto en la necesidad de encontrar estrategias bioldgicas

20



sostenibles que permitan mejorar la salud de los organismos cultivados, siendo la

principal alternativa el uso de probioticos (Tamilselvan y Raja, 2024).

Los probiodticos son microorganismos vivos cuya aplicacion ha demostrado
proporcionar beneficios al hospedador y al ambiente de cultivo, permitiendo que
se establezca como una importante herramienta para el control de enfermedades,
sin embargo, la eficacia de los tratamientos probidticos puede verse influenciada
por las interacciones microbianas dentro del sistema de cultivo, por lo que el sector
acuicola se encuentra constantemente en investigacion de nuevas mezclas de
tratamientos aplicables y efectivos para mejorar el control de patdogenos (Bhassu et
al., 2024). En este contexto, se considera necesario validar la viabilidad de nuevas

formulaciones probidticas.

El presente trabajo se enfoca en evaluar la aplicacion de una mezcla de bacterias
probiodticas no comercial utilizada en un cultivo de larvas de camaron para
determinar la actividad antagdnica in vitro frente a patégenos de interés, asi como
su efecto en el sistema productivo y la supervivencia de los organismos a lo largo

de su ciclo de desarrollo.
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2. PROBLEMA

A pesar de la posicion importante que tiene Ecuador en la exportacion de Penaeus
vannamei, la produccién larvaria de esta especie representa una etapa fundamental
en todo el proceso, ya que la calidad y supervivencia obtenidas durante esta fase
determinan el éxito del proceso productivo. Sin embargo, esta se enfrenta a desafios
constantes y significativos, debido a la alta susceptibilidad del organismo a factores
ambientales adversos y enfermedades causadas por bacterias patogenas,
especialmente del género Vibrio, que ha sido asociado con la reduccion de
supervivencia y pérdidas econdmicas de los laboratorios de produccion (Reyes et

al., 2022).

En la actualidad, las normativas en la acuicultura regulan estrictamente el uso de
antibidticos, debido a los efectos negativos que puede causar en los organismos,
favoreciendo la aparicion de cepas bacterianas resistentes y alteraciones en las
comunidades microbianas, llegando a complicar el manejo de enfermedades y

representando riesgos para la salud ambiental y humana (Devadas et al., 2024).

Diversos estudios han demostrado que las bacterias probidticas presentan una
capacidad antagonica frente a especies patdgenas, contribuyendo al control de
enfermedades, al incremento de la supervivencia y al mejoramiento de la

produccion. Sin embargo, a pesar de esta alternativa creciente en la industria, la

22



eficacia de estos tratamientos probidticos no es uniforme. Esta eficacia depende de
diversos factores como la combinacion de las cepas utilizadas, la concentracion de
estas, la dosis aplicada, la interaccion con la microbiota del ambiente y las

condiciones ambientales (Elsegeny ef al., 2025)

Como consecuencia de estos factores, los resultados de las formulaciones
probioticas pueden variar a través del tiempo y en los diferentes sistemas de
produccion, evidenciando la necesidad constante de seleccionar y emplear nuevos
conjuntos de cepas probidticas que demuestren la capacidad para el control de
bacterias patdgenas y establecer las dosis de aplicacion mas efectivas (Raza et al.,

2024).

Debido al creciente interés en el uso de probidticos en la acuicultura, continilan
desarrollandose nuevas alternativas de consorcios bacterianos, por lo que es
necesario validar su capacidad inhibitoria y determinar las dosis mas efectivas para
el control de bacterias patogenas. En este sentido, este estudio busca evaluar la
eficacia de un céctel bacteriano no comercial, aportando evidencia cientifica para
validar su potencial como alternativa probidtica para el manejo de los sistemas de

cultivo.
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3. JUSTIFICACION

Actualmente, la frecuencia y diversas formas en que surgen las enfermedades
dentro de un cultivo, impulsan la bisqueda constante de alternativas para mejorar
los procesos de produccion. La posibilidad de enriquecer la flora bacteriana de las
larvas de camardn y la microbiota acuatica de los sistemas de cultivo de los
laboratorios, a través de la inoculacion de bacterias probidticas, es factible y

beneficioso a largo plazo para mantener la estabilidad de una produccion.

Sin embargo, la efectividad de los tratamientos probiodticos depende en gran medida
de la eleccion de cepas a utilizar y principalmente, de las dosis adecuadas para su
aplicacion. La variabilidad en la eficacia de los probioticos reportada en diferentes
estudios, destaca la necesidad de continuar realizando investigaciones que
determinen mezclas efectivas para ser aplicadas en produccion y establecer dosis
Optimas para la inhibicidon de agentes patogenos, ofreciendo alternativas de accion
que permitan maximizar los beneficios asociados al uso de consorcios probioticos

en los laboratorios de produccion.

Diversas investigaciones se han enfocado en identificar cepas con propiedades

inhibitorias, que hayan demostrado un gran potencial en la reduccion de agentes
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patogenos de interés, impidiendo su proliferacion y estimulando el desarrollo del

sistema inmune del camaron.

Ademas de estas razones, el presente trabajo se encuentra justificado en la
necesidad de evaluar la eficacia de un consorcio bacteriano probidtico como
estrategia de control patdogeno y generar informacién cientifica acerca de la
eficiencia de esta nueva alternativa. A pesar de los diversos productos existentes en
el mercado y considerando la importancia de la produccion de Penaeus vannamei
para la industria camaronera ecuatoriana, la busqueda, evaluacion y generacion de
nuevas formulas probidticas, contintia siendo relevante ante las diversas variaciones
de cultivo, condiciones ambientales e intensidad productiva, resultando

indispensable la evaluacion de estos consorcios bajo condiciones reales de cultivo.

Los resultados permitiran determinar si la aplicacion de este consorcio probidtico
no comercial contribuye a mejorar caracteristicas relevantes como la reduccion de
la carga bacteriana patogena y la supervivencia, aportando informacion util para la
implementacion de estrategias que contribuyan a una produccion larvaria mas

eficiente y sostenible.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar el efecto del coctel bacteriano aplicado como probidtico sobre la
reduccion de carga bacteriana patogena y la supervivencia larvaria de Penaeus

vannamei.

4.2 Objetivos especificos
e Comprobar el efecto inhibitorio del cdctel bacteriano frente a bacterias

patogenas mediante pruebas de antagonismo (in vitro)

e Comparar la carga bacteriana patégena presente en los organismos de los

grupos control y tratamiento, tras la aplicacion del coctel probiotico.

e Estimar la tasa de supervivencia de las larvas de camarén en los tanques del

grupo tratamiento, en comparacion con los del grupo control.
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5. HIPOTESIS:

La aplicacion del consorcio bacteriano probiotico no produce diferencias
significativas en la carga bacteriana patdgena, ni en la supervivencia larvaria de

Penaeus vannamei en comparacion con las larvas que no reciben el tratamiento.
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6. MARCO TEORICO

6.1 Generalidades del camaron blanco del pacifico (Penaeus vannamei)

6.1.1 Clasificacion taxonomica

Reino: Animalia.

Filo: Arthropoda.

Subfilo: Crustacea.

Clase: Malacostraca.

Figura 1 Penaeus vannamei

Orden: Decapoda

Suborden: Dendrobranchiata

Familia: Penaeidae

Género: Penaeus

Especie: vannamei (Ma et al., 2009) (Figura 1)
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6.2 Ciclo biologico larvario de Penaeus vannamei

6.2.1 Nauplio
Esta etapa es el primer estado larvario de Penaeus vannamei y comienza
inmediatamente después de la eclosion de los huevos y comprende cinco

subestadios consecutivos (NI, NII, NIII, NIV, NV) (Figura 2).

Durante este periodo, los nauplios se alimentan principalmente de sus reservas
vitelinas, por lo que ain no poseen un sistema digestivo funcional.
Morfoldgicamente presentan un cuerpo piriforme y un ocelo simple en la region
anterior que es el extremo mas grande, a medida que avanzan los subestadios, el
organismo va alargando su cuerpo y presentando diferenciaciones en la antena,

anténula y en la furca caudal con el agregado de espinas (Fenucci, 1988).

Figura 2.

Estadio de Nauplio

Nauplio 1 - 5

Nota: En la imagen se observa la diferenciacion entre los subestadios de Nauplio

I, Nauplio II, Nauplio III, Nauplio IV y Nauplio V. Fuente: (Marcillo, 2010).
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6.2.2 Zoea

Este estadio se encuentra dividido en tres subestadios larvales: Zoea I, Zoea I, Zoea
IIT (Figura 3). Durante esta etapa se desarrolla el aparato digestivo por lo que las
larvas comienzan a alimentarse de manera exdgena, basando su consumo principal

en microalgas como fuente de nutrientes (Pedrazzani et al., 2023).

En esta etapa comienza a notarse cambios morfologicos donde se empieza a
desarrollar el caparazon, el rostro y los ojos pedunculados y comienza la formacion
progresiva de los apéndices toracicos y abdominales. A medida que avanzan los
subestadios, el organismo presenta un alargamiento en su longitud corporal. Asi
mismo, las larvas presentan un nado continuo hacia adelante que es principalmente
impulsado por el movimiento de las antenas y apéndices locomotores (Goytortia et

al., 2023).

Figura 3.

Estadio de Zoea

Nota: En la imagen se observa la diferenciacion entre los subestadios Zoea I, Zoea

Il y Zoea III. Fuente: (Wei et al., 2014).
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6.2.3 Mysis

Esta etapa larval presenta tres subestadios: Mysis I, Mysis II, Mysis Il (Figura 4).
En esta etapa el organismo presenta un cuerpo alargado y se mantiene ligeramente
encorvado en la zona del abdomen. En esta fase, las larvas se alimentan de rotiferos,

artemia o alimento artificial (Pedrazzani et al., 2023).

Los pereidpodos se presentan con un mayor grado de desarrollo y comienzan a
participar en la locomocion larval, el patron de nado cambia, caracterizandose por

el desplazamiento en direccion opuesta (Goytortua et al., 2023).

Figura 4.

Estadios de Mysis.

Ml

Nota: En la imagen se observa la diferenciacion entre los subestadios Mysis I,

Mysis 11, Mysis II1. Fuente: (Wei et al., 2014).

6.2.4 Postlarva
Durante este periodo, el organismo adquiere caracteristicas morfologicas similares
a las de un camaroén juvenil, presentando el abdomen, el cefalotorax y los apéndices

locomotores bien desarrollados. En este estadio, los pledpodos presentan setas, lo
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que permite una natacion mas eficiente. El rostro se caracteriza por ser corto, de
base amplia y un extremo anterior puntiagudo. En tallas aproximadas de 5 mm de
longitud, el rostro presenta de 3 a 4 dientes en la parte dorsal, en tallas de 10 mm
no posee mas de dos dientes en la parte ventral. Su alimentacion se basa

principalmente en alimento balanceado y artemia (Carvajal et al., 2013) (Figura 5).

Figura 5.

Postlarva de Penaeus vannamei.

Nota: En la imagen se observa un ejemplar con las caracteristicas anatomicas de
una postlarva, cuerpo alargado y segmentado, rostro corto y pereidopodos

desarrollados. Fuente: (Wei ef al., 2014).

6.3 Cultivo de Penaeus vannamei en Ecuador.

6.3.1 Importancia de la produccion de camarén en Ecuador.

La camaronicultura representa una de las actividades de producciéon mas
importantes del Ecuador, debido a su importante aporte econdémico, su participacion
dentro del comercio internacional y su importancia en generacion de empleo en el

pais. Esta actividad se desarrolla principalmente en zonas costeras, gracias a que las
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condiciones ambientales favorecen el cultivo del camardn blanco del pacifico
(Penaeus vannamei). Durante los Ultimos afios, Ecuador se ha posicionado como
uno de los principales productores y exportadores mundiales de camardn,
generando importantes ingresos econdémicos. En 2025, el camaron fue el principal
producto exportado, registrando un 20,2% mas de crecimiento en valor de dolares

en relacion al afio 2024 (Banco Central del Ecuador, 2025).

6.3.2 Laboratorios de produccion de larvas de Penaeus vannamei

La produccion de larvas de Penaeus vannamei constituye una parte importante de
la cadena productiva de la camaronicultura en el pais, ya que los laboratorios de
larvicultura abastecen a las camaroneras con postlarvas para la fase de engorde. En
estos sistemas, el manejo adecuado de las condiciones del cultivo es esencial para

obtener organismos con buen desempeno productivo (Espinosa, 2016).

Sin embargo, durante el desarrollo larvario, los organismos atraviesan etapas
criticas debido a su alta sensibilidad a los diferentes factores fisico-quimicos y carga
microbiana (Su-Kyoung et al., 2022). Por esta razén, se procura mantener el
equilibrio entre estos factores para garantizar el crecimiento y la supervivencia de

los organismos.
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Con el constante crecimiento de las producciones en la industria, también se ha
incrementado la necesidad de implementar nuevas estrategias de manejo para

optimizar la produccion y reducir riesgos de pérdida (Khanjani, 2024).

6.4 Ecologia bacteriana en sistemas de produccion larvaria

6.4.1 Microbiota bacteriana en sistemas de produccion

Los sistemas de cultivo larvario de Penaeus vannamei presentan comunidades
bacterianas que se encuentran asociadas al agua, alimento e incluso al mismo
organismo. La composicion de estas comunidades, que conforman la microbiota del
cultivo, es dinamica y puede modificarse a medida que avanzan las diferentes etapas
del desarrollo larvario (Huang et al., 2016). En este sentido, el mantenimiento de
una microbiota equilibrada tiene efectos positivos en el crecimiento, la salud y la

supervivencia de los organismos (Raza ef al., 2024).

6.4.2 Factores que modifican la microbiota de Penaeus vannamei

Existen varios factores enddgenos y exodgenos que influyen en la composicion de la
microbiota de Penaeus vannamei. Entre los factores exdgenos se encuentran: la
composicion de la dieta, debido al aporte de nutrientes que proviene del alimento
no consumido, y la acumulacion de materia organica, que favorece el desarrollo y
la proliferacion de bacterias. Asimismo, los factores fisicoquimicos del agua

también influyen en la dindmica de la microbiota. Por otro lado, los factores
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endogenos incluyen el estadio de desarrollo y el estado de salud, ya que alteraciones
bioldgicas como estas pueden modificar el equilibrio de las comunidades

microbianas (Cruz, 2019).

6.4.3 Bacterias oportunistas en cultivos larvarios

Las bacterias oportunistas son microorganismos que generalmente habitan en el
ambiente o forman parte del hospedador sin causar enfermedad, sin embargo,
cuando se producen alteraciones en el equilibrio del sistema o del organismo, tienen

la capacidad de proliferar y provocar enfermedades (Samsing y Barnes, 2024).

En cultivos de Penaeus vannamei, las bacterias oportunistas de mas importancia
son especies pertenecientes al género Vibrio, cuya proliferacion esta asociada a
condiciones de estrés y desequilibrios ambientales, que a su vez incrementa el

riesgo de enfermedades y mortalidad (Xiong et al., 2024).

6.5 Género Vibrio

Las bacterias del género Vibrio son microorganismos Gram negativos con forma
curvada, anaerobias facultativas y moviles gracias a la presencia de flagelos, estas
son bacterias que habitan ambientes marinos y de agua dulce, y se encuentran como
microbiota normal de muchos ambientes acuaticos (Agencia Catalana de Seguridad

Alimentaria, 2025).
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Las bacterias de este género causan una enfermedad bacteriana conocida como
vibriosis, que ha sido la causa de altas mortalidades en cultivos de camaron,
afectando tanto a laboratorios de produccion larvaria como a piscinas de engorde.
Los estadios de larva y postlarva son los mas susceptibles a contraer infecciones

por especies patdégenas de Vibrio (Cuéllar, 2013).

6.5.1 Patologias asociadas a especies del género Vibrio

Las especies patogenas del género Vibrio se encuentran asociadas a diversas
enfermedades que afectan los cultivos de Penaeus vannamei en laboratorios de
produccion, causando tasas de mortalidad durante el desarrollo larvario de la
especie. En la Tabla 1 se presentan las principales enfermedades causadas por

especies de este género.

Tabla 1

Principales enfermedades causadas por especies patogenas de Vibrios.

Enfermedad Agente causal Signos clinicos Referencia
Necrosis Vibrio Hepatopancreas palido  (Tran et
hepatopancreatica parahaemolyticus 'y atrofiado, intestino al., 2013).
aguda (AHPND o vacio, letargo, falta de
EMS) apetito.
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Sindrome del rojo Vibrio harveyi  Letargo, anorexia, (Rodriguez
brillante (BRS) cuerpo flacido, etal.,

manchas rojas 2010).
multifocales en la
cuticula abdominal,
erosiones melanizadas
alrededor de las
manchas.

Sindrome de Zoea Vibrio Letargo y nado erratico, (Kumar et

alginolyticus, falta de apetito, rapida  al., 2017)

Vibrio harveyi

evacuacion del
contenido intestinal,
mortalidad elevada.

Sindrome larval Vibrio sp. Descamacion de las (Intriago et
de Bolitas (LBS) células del al, 2024)
hepatopancreas e
intestino, lo que
provoca la presencia de
bolitas blancas como
signo caracteristico.
Enfermedad de Vibrio harveyi ~ Bioluminiscencia  en (Cuéllar et
luminiscencia larvas, letargo, nado al., 2014)

erratico, permanencia
en el fondo vy
mortalidades.

Nota: Enfermedades causadas por especies de Vibrio patogenas

clinicos en P. vannamei.

y sus signos
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6.6 Medios de cultivo como herramienta para aislamiento e identificacion
bacteriana

6.6.1 Agar TCBS

El agar Tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa (TCBS) es uno de los medios
selectivos mas utilizados para el aislamiento de bacterias del género Vibrio. Este
medio de cultivo contiene sacarosa y un indicador de pH, los Vibrios que no
fermentan la sacarosa forman colonias verdes en este medio de cultivo, mientras

que los Vibrios que si fermentan la sacarosa forman colonias amarillas. (Nigro y

Steward, 2015).

6.6.2 Chromagar Vibrio

El agar cromogénico para Vibrio es un medio de cultivo selectivo y diferencial que
permite el aislamiento y la identificacion presuntiva de especies del género Vibrio.
Este medio incorpora sustratos cromogénicos, la forma en que permite distinguir de
forma presuntiva entre especies es porque discrimina entre cepas, basandose en las
diferencias de su capacidad para metabolizar sustratos cromogénicos, permitiendo

diferenciar las colonias mediante el desarrollo de colores caracteristicos (Fasulkova

y Stratev, 2024).
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6.6.3 Agar TSA marino

El agar Soya Tripticaseina (TSA) es un medio de cultivo general y no selectivo, se
emplea en microbiologia para aislar bacterias heterotrofas. Se caracteriza por tener
una base nutritiva que puede ser suplementada con sales marinas. Con dos peptonas
como fuentes ricas en nitrogeno (peptona de caseina y peptona de soya), este agar
permite el crecimiento de una amplia variedad de bacterias marinas incluyendo

microorganismos beneficiosos y oportunistas (Thermo Fisher Scientific, 2018).

6.6.4 Agar Cetrimide

El agar cetrimide se utiliza como un medio de cultivo de aislamiento presuntivo
para bacterias del género pseudomona, su selectividad se debe a un compuesto de
amonio cuaternario conocido como bromuro de cetiltrimetilamonio, que inhibe el
crecimiento de bacterias gram positivas y numerosas gram negativas, favoreciendo
el desarrollo de bacterias pertenecientes a este género. Ademas, induce la
produccion de pigmentos fluorescentes como la pioverdina y la piocianina

facilitando la identificacion presuntiva de las colonias (Henriquez et al., 2024).

6.7 Control de enfermedades bacterianas en la acuicultura

6.7.1 Uso de antibioticos en acuicultura
Los antibidticos son sustancias antimicrobianas utilizadas para inhibir el

crecimiento de bacterias patdgenas, mediante la interferencia de procesos
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esenciales para su supervivencia, por ejemplo: la sintesis de la pared celular, la

produccion de proteinas o replicacion del material genético (Borehalli ef al., 2022).

En la acuicultura, estos antibidticos se han utilizado para controlar enfermedades
causadas por bacterias patégenas que afectan a los organismos cultivados, entre

estos, Penaeus vannamei (Reantaso et al., 2023).

6.7.2 Consecuencias del uso de antibidticos

A pesar de los beneficios, el uso excesivo o inadecuado de antibidticos genera
consecuencias que afectan tanto al sistema de cultivo como al ambiente y la salud
humana. Entre las principales se encuentran la seleccion de bacterias resistentes,
reduccion de la eficacia en los tratamientos, presencia de residuos en el agua,
sedimentos y organismos de cultivo y efectos adversos asociados en la salud

humana (Reantaso et al., 2023).

En Ecuador, el uso de antibidticos en acuicultura se encuentra sujeto a regulaciones
por la normativa nacional, la cual establece medidas que buscan garantizar la
inocuidad de los productos destinados al consumo humano y minimizar los
impactos ambientales ocasionados por su aplicacion (Ministerio de Salud Publica

del Ecuador, 2019).
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6.7.3 Necesidad de alternativas para el control

El crecimiento de la industria camaronera ha incrementado la necesidad de
implementar estrategias sanitarias que le permitan controlar las enfermedades
bacterianas de una manera sostenible, buscando mantener el equilibrio del
ecosistema y a su vez la inocuidad de los productos destinados al consumo (Pereira

etal., 2022).

En este contexto han surgido diversas alternativas bioldgicas orientadas a prevenir
enfermedades y mantener el equilibrio microbiano. Entre estas estrategias destaca
el uso de probioticos gracias a que favorecen un sistema sanitario sostenible y
contribuyen a los organismos cultivados, ayudando a preservar la inocuidad de los

productos (Hancz, 2022).

6.8 Probioticos en la acuicultura

Los probidticos son microorganismos vivos que, al administrarse en cantidades
adecuadas, proveen beneficios de salud al huésped (FAO y OMS, 2002). En el
ambito acuicultor el uso de estos se ha incrementado como una alternativa
sostenible frente al uso de antibidticos debido a contribuciones como la mejora
intestinal crecimiento y resistencia a enfermedades causadas por patégenos (Amiin

etal. 2023)
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Ademas, se destaca el uso de probidticos en el aumento de la eficiencia productiva
calificandolo como una herramienta clave en la acuicultura moderna (Atienza,
2022). Estas propiedades han impulsado el uso constante de probioticos en sistemas
de cultivo, donde el equilibrio microbiologico es clave para mantener la estabilidad

de una produccion.

6.8.1 Caracteristicas de un probidtico
Para que un probidtico pueda ser considerado como tal, debe presentar
caracteristicas especificas que garanticen su eficacia y seguridad dentro de un

sistema de cultivo, entre las principales caracteristicas se incluyen:

e No dafiar al huésped.

e Ser aceptado por el huésped a través de la ingestion.

e (Colonizacion y posterior reproduccion dentro del mismo.

e Capacidad de llegar a los 6rganos meta donde deben ejercer sus beneficios

e No ofrecer resistencia a los virus o genes de resistencia antibacteriana (Pérez

et al., 2020).

6.8.2 Mecanismos de accion de los probioticos
Los probidticos ejercen sus efectos beneficiosos a través de distintos mecanismos
de accion que, en conjunto, contribuyen a mejorar la salud y el desempeino

productivo de los organismos cultivados (Hui-Goh et al., 2022).
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Estos mecanismos permiten la interaccion de los microorganismos probioticos con
el ambiente de cultivo y el hospedador, influyendo de manera positiva en aspectos
como la estabilidad del sistema microbiano en el intestino, el aprovechamiento de

nutrientes y la resistencia a enfermedades bacterianas (Mathan et al., 2024).

6.8.2.1 Colonizacion y sitios de adhesion.

La capacidad de los probidticos para adherirse a la mucosa intestinal favorece su
persistencia en el intestino, permitiéndole competir de forma efectiva con los
patdgenos por nutrientes y espacio, facilitando las interacciones beneficiosas con el
hospedador. La formacion de biopeliculas favorece la exclusion competitiva de
microorganismos nocivos, en consecuencia, se obtiene beneficios tales como mejor

salud intestinal y absorcion de nutrientes (Elsegeny et al., 2025)

6.8.2.2 Produccion de sustancias antimicrobianas

Los probiodticos secretan diferentes sustancias antimicrobianas como bacteriocinas,
perdxido de hidrégeno, bacitracina y sideréforos que reducen la actividad y el
crecimiento de bacterias patdgenas (Kalla et al., 2026). De esta manera, contribuye
mejorando la respuesta inhibitoria del organismo y favoreciendo la salud de los

organismos cultivados (Noman, 2024).
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6.8.2.3 Produccion de compuestos beneficiosos

Los probioticos producen diversos compuestos bioactivos que favorecen el
crecimiento de la salud del hospedador, entre ellos: enzimas digestivas, vitaminas,
aminoacidos y metabolitos, mejorando la digestibilidad y el aprovechamiento de

los nutrientes (Ringe et al., 2022).

Ademas, algunos microorganismos probidticos sintetizan compuestos con actividad
antioxidante y moléculas que contribuyen al equilibrio de la microbiota intestinal

promoviendo un mejor desempefio productivo (Calcagnile et al., 2024).

6.8.2.4 Estimulacion del sistema inmune

Los probioticos estimulan el sistema inmunitario del camarén al modular la
respuesta inmune innata, debido a que carecen de la capacidad para la produccioén
de anticuerpos. Los probidticos incrementan el nimero de hemocitos y la actividad
fagocitica, mejorando la produccién de lisozimas, la activacion del sistema
profenoloxidasa (proPO) y la expresion de genes relacionados con la defensa,
aumentando la capacidad del organismo para responder frente a bacterias patogenas

y mejorando su resistencia a enfermedades (Hui-Goh et al., 2022).
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6.9 Consorcios bacterianos como estrategia probiotica

Los consorcios bacterianos son combinaciones de dos o mds microorganismos que
se seleccionan para actuar de forma conjunta. En la naturaleza, los
microorganismos no suelen desarrollarse de forma independiente, sino que forman
alianzas en las que interactiian entre especies para impulsar funciones ecoldgicas

de forma colaborativa (Yuan et al., 2026).

Inicialmente, se evaluaba el efecto de cepas individuales para aplicar en acuicultura,
en la actualidad, sin embargo, gracias a la combinacién de los microorganismos, los
probiodticos de cepas multiples ejercen un efecto mas amplio que los probioticos que
estan formulados con una sola cepa, esto se debe a la sinergia entre cepas, brindando
beneficios como la inhibicién de varios patéogenos, mayor diversidad funcional,
mayor estabilidad microbiana y capacidad de adaptacioén al sistema de cultivo

(Puvanasundram et al., 2021)

6.10 Bacterias de interés en la investigacion

El consorcio probiotico utilizado en el presente estudio fue proporcionado por la
empresa Dapetsa S.A. La formulacion se compone de cuatro especies bacterianas

seleccionadas por el fabricante. A continuacion, se describe cada una:

45



6.10.1 Lactobacillus plantarum

Es una bacteria gram positiva con forma de bacilo, no formadora de esporas,
perteneciente al grupo de las bacterias acido lacticas (BAL). Presenta una elevada
tolerancia a diferentes condiciones ambientales y puede modular la composicion de
la microbiota intestinal, mejorar la funcion de la barrera intestinal, mitigar

respuestas inflamatorias y combatir el estrés oxidativo (Zhang et al., 2025).

Esta bacteria compite con microorganismos patdogenos por nutrientes y sitios de
adhesion en el tracto digestivo y produce compuestos antimicrobianos como acido
lactico bacteriocinas y otros metabolitos organicos que inhiben el crecimiento

particularmente de especies del género Vibrio (Macias et al., 2023).

6.10.2 Bacillus coagulans

Es una bacteria gram positiva, no patdégena, formadora de endosporas, anaerobia
facultativa y con forma de bacilo, sus células son cilindricas, con extremos romos.
Presenta una mayor resistencia al estrés y se ha observado que sobrevive a
temperaturas extremas, acidez estomacal y sales biliares e inhibe los

enteropatogenos (Bang et al., 2021).

Bacillus coagulans se caracteriza por su capacidad fermentativa, combina

propiedades de Bacillus y de bacterias 4cido lacticas, caracteristica que favorece su
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potencial para modificar las condiciones del ambiente microbiano e inhibir
microorganismos competidores, Ademas, esta bacteria influye de forma positiva en
la morfologia intestinal y la microflora de Penaeus vannamei y promueve la

respuesta antioxidante e inmunitaria del organismo (Amoabh ef al., 2019).

6.10.3 Bacillus mojavensis

Es una bacteria gram positiva con forma de bacilo que prospera a temperaturas
moderadas, se encuentra clasificada como mesofila y heterdtrofa, presenta un
comportamiento anaerdbico facultativo. Posee una capa gruesa de peptidoglicano
en su pared celular, lo que le permite ser resistente a condiciones ambientales
adversas. Produce una variedad de compuestos bioactivos, incluyendo sustancias
antimicrobianas que pueden inhibir el crecimiento de patégenos y promover

interacciones beneficiosas (MiMeDB, 2022).

Algunas cepas de Bacillus mojavensis han demostrado actividad antimicrobiana
extracelular frente a bacterias patdgenas de importancia en la acuicultura (Liu et al.,

2015).

6.10.4 Rhodopseudomonas palustris

Es una bacteria pirpura no sulfurosa, se caracteriza por su versatilidad metabolica,

diversidad de fuentes de carbono y variedad de metabolitos que le permite
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desarrollarse en diferentes condiciones ambientales y participar en procesos de
transformacion de nutrientes y degradacion de materia orgdnica gracias a sus
propiedades de biodetoxificacion y biodegradacion. Gracias a estas propiedades se
la ha incorporado en consorcios microbianos utilizados en el sector acuicultor (Li

etal., 2022).

Estudios realizados en cultivos de Penaeus vannamei, se ha incorporado a
Rhodopseudomona palustris en un consorcio bacteriano que mostré un efecto
favorable sobre la calidad del agua y en el mantenimiento del pH, reduciendo las
concentraciones de nitratos y mejorando los pardmetros productivos (Melgar et al.,

2013).
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7. METODOLOGIA

7.1 Sitio de estudio:

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de produccion
de larvas de camaron Megalatina S.A, especificamente en los mdodulos: Megalatina
e Inarola, que se encuentra ubicado en la zona de Punta Carnero, Salinas - Ecuador,

con las siguientes coordenadas geograficas: 2°18'05.7"S 80°54'22.5"W (Figura 6).

Figura 6.

Localizacion del drea de estudio, Megalatina.
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Nota: Ubicacion geografica del laboratorio de produccion Megalatina S.A.
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7.2 Enfoque y tipo de estudio:

La presente investigacion fue desarrollada bajo un enfoque cuantitativo, dado que
se recopilaron datos numéricos obtenidos a partir de evaluaciones microbioldgicas
y productivas. El estudio fue de tipo experimental y descriptivo, ya que tuvo como
proposito evaluar el efecto de la aplicacion de un consorcio bacteriano probidtico
sobre la carga microbiana de larvas de Penaeus vannamei bajo las mismas

condiciones de cultivo.

7.3 Disefio experimental:

Este estudio se llevd a cabo durante tres corridas consecutivas de produccion
larvaria de Penaeus vannamei durante los meses de marzo, abril y mayo del
presente afio. Cada corrida tuvo una duracion aproximada de 16 dias de produccion
y se utiliz6 un total de seis tanques de cultivo distribuidos en dos grupos
experimentales. En la Tabla 2 se describen los tratamientos aplicados. El grupo
control estuvo conformado por tres tanques manejados bajo la metodologia
tradicional del laboratorio, que consiste en el uso de tres diferentes probiodticos
comerciales para el tracto y un probidtico liquido de uso interno y propio del
laboratorio. Por su parte, el grupo tratamiento, integrado por los tres tanques

restantes, en los que unicamente se aplicd el consorcio bacteriano no comercial
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como probidtico para el tracto acompafiado del probiotico bacteriano liquido de uso

interno del laboratorio durante todos los dias de produccion.

Tabla 2

Descripcion de los tratamientos utilizados en el diserio experimental

Codigo Tipo de Tipo de Descripcion
tratamiento manejo
T1 Tratamiento  Aplicacion del Manejo experimental: Inoculacion
probidticono del consorcio  bacteriano  no
comercial comercial acompafiado del probidtico

de uso interno para tracto

T2 Control Metodologia  Manejo convencional: Uso de tres
tradicional de  probidticos comerciales y uno de
laboratorio  elaboracion interna para tracto.

Nota: Detalles de la aplicacion metodologica llevada a cabo durante los ciclos de

produccion, diferenciacion entre protocolos de cada grupo.

7.4 Siembra de nauplios

Los nauplios en el subestadio nauplio 5 fueron adquiridos de la maduracién
TEXCUMAR. Previo a la siembra, los tanques fueron preparados y acondicionados
con el protocolo de produccion establecido por el laboratorio, iniciando con un total

de 12 toneladas de agua por tanque. La cantidad de nauplios sembrados fue la
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misma en todos los tanques de un mismo ciclo de produccion, sin embargo, el

numero total de organismos sembrados vari6 entre ciclos (Tabla 3).

Tabla 3.

Cantidad de organismos sembrados por ciclo de produccion.

Ciclo de Tanques Estadio  Poblacion Densidad Volumen
produccion totales de sembrada de del
sembrados siembra (real) siembra tanque
1 6 tanques (3 N5 2,432,000 202 12,000 L
control / 3 Naup/L
tratamiento)
2 6 tanques (3 N5 2,634,000 220 12,000 L
control / 3 Naup/L
tratamiento)
3 6 tanques (3 N5 2,736,000 228 Naw/L 12,000 L
control / 3
tratamiento)

Nota: Los valores de la poblacion sembrada (real) corresponden al nimero de

organismos sembrados por cada tanque utilizado en la investigacion.

7.5 Tratamientos probiodticos

7.5.1 Composicion del consorcio bacteriano no comercial

Para el desarrollo de la presente investigacion, en el grupo tratamiento, se utilizo
un consorcio bacteriano probiotico no comercial formulado por la empresa Dapetsa

S.A, para uso acuicola. Los microorganismos se encuentran en una presentacion en

52



forma de polvo fino, microencapsulados. El consorcio se encuentra compuesto por
cuatro especies bacterianas benéficas: Lactobacillus plantarum, Bacillus
coagulans, Bacillus mojavensis y Rhodopseudomona palustris. Estas caracteristicas

se describen en la Tabla 4.

Tabla 4.

Caracteristicas del probiotico no comercial utilizado en la investigacion

Consorcio bacteriano probiotico no comercial

Presentacion Polvo fino, soluble, de color blanco-beige.
Cepas bacterianas Lactobacillus plantarum
Bacillus coagulans
Bacillus mojavensis

Rhodopseudomona palustris.

Concentracién 2,2 x 10" UFC/g (22 billones UFC/g).

minima

Nota: Los datos corresponden a las especificaciones microbioldgicas

proporcionadas por la empresa fabricante.
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7.5.2 Composicion de los consorcios comerciales

En el grupo control, se utilizaron tres probiodticos comerciales de uso estdndar,
empleados bajo la metodologia tradicional del laboratorio. En la Tabla 5 se detallan

las caracteristicas y especificaciones extraidas de sus respectivas etiquetas.

Tabla 5.

Caracteristicas de los probioticos comerciales utilizados en la investigacion

Producto  Presentacion Composicion Concentracion
comercial garantizada
PC1 Polvo fino, Bacillus subtilis 3.0 x 10 ' UFC/kg
soluble Pediococcus acidilactici
Enterococcus faecium

Lactobacillus reuteri

PC2 Polvo fino, Bacterias probioticas 5.0x10° UFC/g
soluble

PC3 Polvo fino,  Bacterias probidticas 6.0x10'° UFC/g
soluble

Nota: La informacion presentada sobre la composicion exacta de las cepas y su

concentracion se limita a lo declarado por los fabricantes.

Cabe mencionar que la composicion exacta del probidtico interno de Megalatina no
estd disponible por ser de uso exclusivo, no obstante, se aplico siguiendo las dosis

y frecuencias de su protocolo.
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7.5.3 Dosificacion y aplicacion de los tratamientos

La aplicacion del consorcio bacteriano no comercial inici6 desde el subestadio
Nauplio 5 correspondiente al dia de siembra, desde el cual se aplicé diariamente
una Unica dosis hasta el estadio de Mysis II, incrementando progresivamente la
dosis de acuerdo al desarrollo larvario. A partir del estadio de postlarva 1, hasta el
dia de cosecha, el consorcio fue aplicado en razon de dos dosis por dia, manteniendo
la cantidad de la dosis constante. Las dosis utilizadas durante el periodo
experimental para el grupo tratamiento se presentan en la Tabla 6, mientras que las

correspondientes al grupo control se detallan en la Tabla 7.

Tabla 6.

Dosificacion de probidticos del grupo Tratamiento (T1)

- o Dosis Frecuencia de
S :§ aplicacion por dia
@] 17
= PNC (ppm/ton) PDL (ml/ton)
N5 -Z1 5 - 1 vez
1 72-73 6 - 1 vez
2
3 M1 -M2 7 100 1 vez (Ambos)
M3 —PI110 8 100 2 veces (PNC)
1 vez (PDL)

Nota: PNC corresponde al probidtico no comercial de la investigacion, PDL
corresponde al probidtico propio del laboratorio. Cada probidtico fue aplicado

alternandose en diferentes horarios.
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Tabla 7.

Dosificacion de probioticos del grupo control (T2)

o Dosis Frecuencia de
To, ;§ aplicacion por dia
S % PC1 - PC2- PC3 PDL

= (ppm/ton) (ml/ton)

N5-Z1 5 - 1 vez

; 72-M3 4 100 2 veces (PC)
3 1 vez (PDL desde M1)

PI1—-P110 Se aplica repicada 100 2 veces (PC)

en melaza 1 vez (PDL)

Nota: PC corresponde a los probidticos comerciales normalmente usados durante
la produccion, PDL corresponde al probiotico propio del laboratorio. La frecuencia
de aplicacion se basa en un esquema de rotacion frecuente del laboratorio, donde se

alterna el uso de cada probiotico comercial por cada dia.

7.6 Evaluacion del probiotico in vitro

7.6.1 Prueba de antagonismo:

La capacidad antagonista del probiotico fue evaluada al inicio del proyecto,
mediante ensayos in vitro frente a bacterias de importancia en la acuicultura. Esta
prueba fue realizada por un laboratorio especializado en anélisis microbioldgicos,
con el proposito de garantizar la aplicacion de procedimientos estandarizados y el
uso de material y equipamiento necesario para la ejecucion y obtencion de

resultados.
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La actividad antagonista se determin6 mediante la medicion del didmetro de halos
de inhibicion generados alrededor del probidtico, evaluando su capacidad para

inhibir el crecimiento de bacterias patogenas (Anjum et al., 2022).

7.7 Evaluaciones microbiologicas

7.7.1 Muestreos larvarios

Para evaluar la dindmica de la carga bacteriana durante el desarrollo larvario de
Penaeus vannamei, se realizaron muestreos microbioldgicos en cada uno de los
ciclos de produccion. En cada ciclo se efectuaron cuatro muestreos distribuidos en
los diferentes estadios, tal como se muestra en la Tabla 8: Zoea 3 (muestreo 1),

Mysis 3 (muestreo 2), postlarva 4 (muestreo 3) y postlarva 8 (muestreo 4).

Tabla 8.

Frecuencia de muestreos por ciclo de produccion

Ciclo N° de muestreo Estadio Cantidad de muestras
1 Zoea 3 6
! 2 Mysis 3 6
? 3 Postlarva 4 6
3 4 Postlarva 8 6

Nota: La cantidad de muestras corresponde a las muestras totales recolectadas por

muestreo.
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Se recolectd una muestra de organismos vivos de cada uno de los tanques
experimentales (tres control y tres tratamiento) y posteriormente fueron trasladadas

al laboratorio de analisis para el respectivo procesamiento microbiologico.

7.7.2 Preparacion de los medios de cultivo

7.7.2.1 Agar TCBS

Para la preparacion de este medio de cultivo Agar TCBS, se utiliz6 una balanza
analitica para pesar 17.60 gr del medio deshidratado. Posteriormente, el polvo fue
colocado en un matraz Erlenmeyer de 200 ml con agua destilada estéril a una
concentracion de NaCl de 2%. Esta preparacion se homogenizo y se colocé a hervir

para disolver completamente el medio (MCD Lab, 2025).

7.7.2.2 Agar Chromagar Vibrio

Para la preparacion del medio de cultivo Chromagar Vibrio, se pesé 13,5 gr del
medio deshidratado y se suspendio en 200 ml de agua destilada estéril en un matraz,
ajustada a una concentracion de NaCl de 0,4%. Esta preparacion fue homogenizada
y se sometida a calentamiento hasta la completa de disolucion del medio

(CHROMagar, 2021).
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7.7.2.3 Agar Cetrimide

La preparacion de agar Cetrimide se realizd6 pesando 9,06 gr del medio
deshidratado, el cudl fue colocado en un matraz con 200 ml de agua destilada y 2ml
de glicerol. La mezcla fue homogenizada y calentada hasta lograr la disolucién
completa del medio deshidratado y posteriormente fue esterilizado en autoclave a

una temperatura de 121°C durante 15 minutos para su posterior uso (Laboratorios

MICROKIT, 2020).

7.7.2.4 Agar TSA.

Para la preparacion de Agar TSA, se pesd 8 gr del medio deshidratado en una
balanza analitica y se realizé una suspension en agua destilada estéril en un matraz
de 200 ml a una concentracioén de 2% de NaCl. La preparacion se homogeniza y se
calienta hasta obtener una disolucion completa del medio de cultivo y

posteriormente se somete a esterilizacion previo a su utilizacion (Condalab, 2021).

7.7.3 Procesamiento microbioldgico de las muestras.

Las muestras larvarias fueron separadas del agua de cultivo utilizando un pequeio
filtro estéril y posteriormente enjuagadas con agua destilada estéril. A continuacion,
se pes6 1 gr de larvas de cada muestra y se colocd en tubos eppendorf

respectivamente. La muestra fue macerada hasta obtener un homogenizado lo
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suficientemente uniforme para realizar los siguientes procedimientos (Lozano et

al., 2025).

7.7.3.1 Preparacion de diluciones seriadas

A partir del homogenizado obtenido se realizaron diluciones seriadas utilizando

tubos de ensayo estériles con 9 ml de solucion salina estéril.

Como primer paso, se transfirio el homogenizado larvario al primer tubo de
dilucidn, cuya funcion era ser utilizado como solucién madre, del cual se realizaron
las diluciones sucesivas. A partir de aqui, se realizaron 4 diluciones seriadas, cada
uno con 9 ml de solucion salina y 1 ml de sobrenadante de la dilucién anterior

(Guerrero, 2024).

7.7.3.2 Siembra en agar

A partir de las diluciones seriadas obtenidas se realiz6 la siembra microbiologica
utilizando el método de vertido en placa. Para esto, se empled una micropipeta para
transferir 1000 pL de la dilucion a placas petri estériles y posteriormente se adicion6
el medio de cultivo correspondiente previamente preparado. La mezcla se
homogeniz6 mediante movimientos circulares suaves para favorecer la distribucion

uniforme de la muestra y el medio (Cruces et al., 2021).
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Una vez solidificado el agar, las placas fueron incubadas a una temperatura de 27°C
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se realizd la cuantificacion de las
colonias bacterianas desarrolladas en cada una de las placas para poder determinar

la carga bacteriana presente en las muestras.

7.7.4 Estimacion de unidades formadoras de colonias (UFC)

Se realizo el conteo en UFC por mililitro utilizando la siguiente formula:

UFC /i = ( Numero de colonias )
fml = Volumen sembrado x factor de diluciéon

El factor de dilucién influye directamente en los resultados en el crecimiento de
colonias por esto se siguieron recomendaciones metodologicas acerca de utilizar la
dilucion en la que se obtienen entre 30 y 300 colonias por placa para realizar los

conteos (Arana et al., 2012).

7.8 Evaluacion del probiotico in vivo

7.8.1 Supervivencia
La supervivencia larvaria se determino al final de cada ciclo de produccion

relacionando la poblacion final obtenida en la cosecha y la cantidad inicial de
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organismos sembrados, el porcentaje de supervivencia de cada estadio de

produccion fue calculado utilizando la siguiente ecuacion (Aquino, 2017).

N° de organismos al final del periodo . .
( - —— - )xlOO = % supervivencia
N° de organismos al inicio del periodo

Los valores obtenidos fueron comparados entre los tratamientos con la aplicacion
del consorcio probidtico y los grupos control para determinar posibles diferencias

asociadas.

7.9 Analisis estadisticos

Para el andlisis estadistico de los datos se emplearon pruebas de normalidad,
comparacion de grupos, asociacidon y equivalencia, de acuerdo con las

caracteristicas de cada variable.

7.9.1 Prueba de Shapiro-Wilk

Se aplico la prueba de Shapiro-Wilk a los datos de carga bacteriana y supervivencia
de cada ciclo de produccidn, para determinar si presentaban una distribucion
normal. Un valor de p > 0,05 indica que los datos provienen de una distribucion
normal, un valor de p < 0,05 indica que no provienen de una distribucion normal

(Malato, 2025). De acuerdo con estos resultados, se seleccioné la prueba estadistica
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correspondiente: ANOVA para los datos que cumplieron con el supuesto de

normalidad y Kruskal-Wallis para aquellos que no lo cumplieron.

7.9.2 Analisis de varianza (ANOVA)

La prueba de ANOVA se aplicé cuando los datos cumplieron con el supuesto de
normalidad, permitiendo determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de los grupos evaluados. Esta prueba permite
comparar las medias entre grupos (Lund Research Ltd, 2018). En este estudio, se
utiliz6 para comparar los recuentos bacterianos entre los diferentes tiempos de

muestreo.

7.9.3 Kruskal-Wallis

Esta prueba se utiliz6 como método no paramétrico para los datos de carga
bacteriana que no cumplieron con el supuesto de normalidad, permitiendo comparar
la distribucion de los recuentos bacterianos entre los grupos evaluados y determinar
la existencia de diferencias estadisticamente significativas. Se consideré que
existian diferencias estadisticamente significativas cuando el valor de p < 0,05

(Thomas, 2024).

7.9.4 Prueba exacta de Fisher
Se utiliz6 para evaluar la asociacion entre variables categdricas organizadas en

tablas de contingencia (Elsevier, 2026). En este estudio, permiti6 determinar la
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asociacion entre la aplicacidon del consorcio y la presencia o ausencia de bacterias
patogenas en los muestreos. Se considerd un valor de p < 0,05 para determinar que

existia una asociacion estadisticamente significativa.

7.9.5 Analisis de equivalencia TOST

El método TOST (Two One-Sided Tests) se utilizé para evaluar la equivalencia de
la supervivencia entre el grupo tratado con el consorcio y el grupo control. Esta
prueba permite determinar si la diferencia entre las medias de dos grupos se
encuentra dentro de un margen de equivalencia establecido (Jurado, 2024). En este
estudio, se establecio un margen de +5 puntos porcentuales, permitiendo determinar

si la supervivencia de ambos grupos era equivalente.
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8. RESULTADOS

8.1 Evaluacion in vitro del consorcio bacteriano probidtico

La evaluacion de la actividad antagonista del consorcio bacteriano probidtico
permitié determinar su capacidad inhibitoria frente a diferentes cepas bacterianas
evaluadas, como resultado se observo la formacion de zonas claras alrededor de la
aplicacion del consorcio, estas zonas corresponden a los halos de inhibicion del

crecimiento bacteriano (Figura 7).

Figura 7

Halos de inhibicion formados a partir de la prueba de antagonismo

Nota: 1. Vibrio alginolyticus (40 mm), 2. Vibrio harveyi (22 mm), 3. Vibrio
vulnificus (8 mm), 4. Vibrio parahaemolyticus (30 mm), 5. Pseudomonas

Sfluorescens (12 mm), 6. Pseudomonas sp. (32 mm)
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En la Tabla 9 se presentan los resultados del diametro de los halos de inhibicion
obtenidos frente a las diferentes cepas bacterianas. Se observaron variaciones en el
tamafio del didmetro de los halos dependiendo de la cepa bacteriana enfrentada. El
mayor efecto inhibitorio se registrd frente a Vibrio alginolyticus, con un halo de
inhibiciéon de 40 mm, seguido de Pseudomonas sp. con 32 mm Yy Vibrio
parahaemolyticus con 30 mm. Por otro lado, se observd menor didmetro de
inhibicién frente a Vibrio harveyi (22mm), Pseudomonas fluorescens (12 mm) y

Vibrio vulnificus (8 mm).

Tabla 9.

Halos de inhibicion (mm) del consorcio probidtico

Tratamiento Bacteria evaluada Halo de inhibicion
Consorcio Vibrio parahaemolyticus 30 mm
bacteriano Vibrio alginolyticus 40 mm
probiotico Vibrio harveyi 22 mm

Vibrio vulnificus 8 mm
Pseudomonas sp 32 mm
Pseudomonas fluorescens 12 mm

Nota: Medidas de los halos de inhibicion obtenidos en la prueba de antagonismo el

probiotico frente a diferentes bacterias patogenas.
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En conjunto, los datos obtenidos de la prueba de antagonismo indican que el
consorcio bacteriano ejerce un efecto inhibitorio sobre todas las cepas bacterianas

evaluadas, sin embargo, el efecto inhibitorio varia segun el microorganismo.

8.2 Comparacion microbiologica de la carga bacteriana entre tratamientos

8.2.1 Colonias verdes

A lo largo de los ciclos de produccion se obtuvo la presencia de colonias verdes en
varias de las pruebas microbiologicas. En el estadio de Zoea se registré la mayor
carga de estas colonias en ambos grupos experimentales. El grupo tratamiento
presentd una media y desviacion estandar de: 1,851 + 1,805 Logio UFC/ml,
mientras que los datos del grupo control presentaron una media ligeramente mayor:

2,185+ 1,683 Logio UFC/ml.

A medida que avanzaron los estadios, se observd una tendencia de la dinamica de
colonias verdes a disminuir en ambos grupos hasta postlarva 4, ya que en el estadio
de postlarva 8 se observd un incremento de la carga bacteriana de colonias verdes
en los tanques del grupo control, esto aparecié de manera controlada en los tanques
de tratamiento, lo que reveld un ligero mejoramiento del control en la

recolonizacion tardia con la aplicacion del probiotico (Figura 8).
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Figura 8

Tendencia de la carga (Log10) de colonias verdes por estadio.
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Nota: En la grafica se observa una reduccion inicial de la carga bacteriana de
colonias verdes en ambos grupos desde el estadio Z3 hasta Pl4. Se observa la
divergencia en el estadio PL8 donde se ve un incremento microbiano en el grupo

control a comparacion del tratamiento.

El anélisis de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk indicé que los datos
no presentaban una distribucion normal, por lo que se realiz6 la comparacion de la
distribucion de la carga bacteriana entre los grupos mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, la cual no mostré diferencias estadisticamente
significativas para colonias verdes entre ambos grupos (H= 1.358; p= 0.244). A
pesar de esto, la (Figura 9) detalla que la reduccion de la carga bacteriana fue
consistente en la mayoria de réplicas del grupo tratamiento, ya que el grupo control

presentd una mayor variabilidad en el incremento en los muestreos de postlarva 8.
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Figura 9

Distribucion de la carga (Logl0) de colonias verdes por estadio.
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Nota: La grafica muestra que, al inicio de la investigacion, la carga bacteriana era
sumamente variable entre replicas en colonias verdes, sin embargo, para P18 se
evidencia que en los tanques de tratamiento no existio un rebrote bacteriano como

en los tanques control.

La frecuencia de aislamiento de colonias verdes (Figura 10) complementd los
resultados anteriores, ya que demostrd la incidencia inicial alta en ambos grupos
durante Zoea (Tratamiento 55.6% y control 66.7%) y su disminucidn progresiva a
lo largo del cultivo. Ademas, demostrd que la frecuencia de aislamiento en el grupo
control se mantuvo elevada (44.4%) en el estadio de postlarva 8, mientras que en el

grupo tratamiento descendio a (22.2%).
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Figura 10
Frecuencia de aislamiento de colonias verdes por estadio
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Nota: Porcentaje de muestras positivas a la presencia de colonias verdes en los
diferentes estadios larvarios. Las fracciones sobre la barra indican el numero de
aislamientos positivos con respecto al total de réplicas analizadas por grupo en cada
muestreo, evidenciando que el tratamiento con el probidtico disminuye la carga de

colonias verdes en contraste con el grupo control.

Ambos grupos presentaron una reduccion promedio cercana al 80% de la carga
bacteriana perteneciente a colonias verdes lo que confirma que la disminucién de
las colonias fue una tendencia general del cultivo. Sin embargo, el andlisis de
persistencia mostro que las colonias verdes se detectaron en un menor nimero de

estadios en el grupo tratamiento que en el control.
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Estos resultados permiten comparar el efecto del consorcio probiotico sobre la carga
de colonias verdes, a pesar de que la prueba de Kruskal-Wallis no encontr6
diferencia significativas, el andlisis de tendencia y frecuencia de aislamiento reveld
un efecto bioldgico del tratamiento al inducir una eliminacion temprana de estas
bacterias o un control mas efectivo, sugiriendo que el consorcio puede favorecer
una pequefia mejora en la estabilidad microbioldgica con respecto a colonias

verdes.

8.2.2 Colonias amarillas

A diferencia de la disminucion observada en la dinamica de colonias verdes, el
grupo de las colonias amarillas mostr6 una presencia constante, con cargas elevadas
a lo largo de todo el periodo experimental, donde el grupo control presentdé una

media de (4.5 Logio UFC/ml) y el grupo tratamiento (4.7 Logio UFC/ml).

Al analizar la tendencia de la carga de colonias amarillas (Figura 11) se logro
observar una dinamica diferenciada entre los grupos. En el grupo tratamiento, se
observo una leve tendencia decreciente en la carga bacteriana desde el estadio de
Zoea 3 hasta postlarva 8, mientras que el grupo control presentdé una tendencia
inversa donde empez6d con una carga mas baja en Zoea 3 y se incremento
progresivamente hasta el estadio de postlarva 8. Esta diferencia sugiere que el
consorcio pudo haber influido en la dindmica poblacional de las colonias amarillas

evitando el incremento observado en el grupo Control
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Figura 11

Tendencia de la carga (Logl0) de colonias amarillas por estadio
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Nota: Se observa que el grupo control inicia con una media de (4.5 Logio UFC/ml)
y el grupo tratamiento con (4.7 Logie UFC/ml), presentando un contraste entre el
incremento progresivo registrado en el grupo control y la disminucién de la carga

del grupo tratamiento.

El analisis de normalidad realizado con la prueba de Shapiro-Wilk mostr6é que los
datos no tuvieron una distribucién normal en ninguno de los tratamientos, por lo
que se empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para la comparacion de
ambos grupos. Los resultados demostraron que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos (H = 0.464; p = 0.496). La similitud entre ambos
grupos se evidencia en la (Figura 12), Donde se logré observar que los rangos de
los valores de la distribucidon de la carga bacteriana no se diferencias de manera

clara a lo largo de los ciclos de produccion.
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Figura 12

Distribucion de la carga (Logl0) de colonias amarillas por estadio
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Nota: Tendencia de la carga bacteriana promedio correspondiente colonias

amarillas a lo largo de los cuatro estadios de desarrollo larvario.

La frecuencia de aislamiento (Figura 13) fue completa en todos los estadios
evaluados tanto para el grupo tratamiento como para el grupo control y la
persistencia fue constante durante todos los ciclos productivos. Sin embargo, estos
indicadores no permitieron encontrar diferencias entre ambos tratamientos, pero se
mostrd una reducciéon promedio aproximadamente de 0,40 logl0 UFC/ml en el
tratamiento, lo que equivale a una disminucion del 60%, mientras que en el grupo

control se observo un ligero incremento de aproximadamente 0,21 Log10 UFC/ml.
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Figura 13

Frecuencia de aislamiento de colonias amarillas por estadio

Mota: frecuencia saturada al 100% (patogeno presente en todos los registros)
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Nota: La grafica muestra que la frecuencia de aislamiento no varia en los grupos de
tratamiento y control alcanzando la total prevalencia en los cuatro estadios

muestreados para ambos grupos.

Con los resultados obtenidos se observo la minima diferencia en las medias de las
cargas bacterianas, mismas que no resultaron estadisticamente significativas. A
pesar de esto, el analisis de tendencia de la carga demostré6 que en el grupo
tratamiento disminuy¢ ligeramente a lo largo del cultivo mientras que en el grupo
control hubo un incremento de esta. La tendencia decreciente del tratamiento
sugiere que aunque el consorcio no logré disminuir significativamente la carga de
colonias amarillas, si contribuye a mantener un mejor control, evitando el

incremento de estas y mejorando la estabilidad microbiologica del sistema.
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8.2.3 Vibrio alginolyticus

La carga de Vibrio alginolyticus se mantuvo elevada y estable durante todo el
periodo experimental en ambos grupos, la media de la carga registro valores de 4,66
Logl10 UFC/mL en el grupo tratamiento, mientras que en el grupo control fue de

4,68 Log10 UFC/ml, indicando que la abundancia esta bacteria fue constante.

Al analizar la tendencia de la carga (Figura 14) se logré observar que ambos grupos
presentaron un patron similar, donde existe un descenso progresivo hasta postlarva
4 con un incremento en ambos grupos en el estadio de postlarva 8, lo que sugiere
que la poblacion de esta bacteria no se vio influenciada por la aplicacion del
consorcio probiodtico. La (Figura 15), respalda este resultado al mostrar rangos

similares en ambos grupos.

Figura 14

Tendencia de la carga (Logl0) de Vibrio alginolyticus por estadio
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Nota: La tendencia de la carga bacteriana de Vibrio alginolyticus no presenta

diferencias significativas entre tratamiento y control.
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Figura 15

Distribucion de la carga (Logl0) de V. alginolyticus por estadio

Rombo negro = media; caja = mediana e intercuartiles
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Nota: La grafica refleja una alta dispersion y variabilidad de los datos.

La prueba de Shapiro-Wilk demostrd que unicamente el grupo control presentd una
distribucion normal, por lo que se uso la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,
esta no evidencié diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

experimentales (Hc= 0.021; p=0.884).

La frecuencia de aislamiento (Figura 16), mostré una presencia constante de V.
alginolyticus a lo largo de todo el estudio. La bacteria se detectd en todas las
muestras analizadas, lo que evidencia a esta bacteria como parte de la microbiota
habitual del sistema de cultivo sin que el consorcio logré modificar su presencia o

dindmica poblacional, simplemente mantenimiento su control.
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Figura 16

Frecuencia de aislamiento de V. alginolyticus por estadio

Mota: frecuencia saturada al 100% (patogeno presente en todos los registros)
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constante en los ciclos de produccion.

A pesar de que en las pruebas in vitro el consorcio presenté el mayor halo de
inhibicion frente V. alginolyticus (40 mm), este efecto no se present6d de la misma
manera en la dindmica poblacional de la bacteria dentro del sistema de cultivo. Esto
puede atribuirse a que las condiciones controladas de la prueba antagbénica no

presentan la misma complejidad de un sistema de produccion.

Con estos resultados se logro deducir que la aplicacion del consorcio probidtico no
logro reducir la carga de Vibrio alginolyticus. A pesar de que en las pruebas in vitro
el consorcio presentd el mayor halo de inhibicion frente V. alginolyticus (40 mm),

este efecto no se presentd de la misma manera en la dindmica poblacional de la
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bacteria dentro del sistema de cultivo. Esto puede atribuirse a que las condiciones
controladas de la prueba antagénica no presentan la misma complejidad de un
sistema de produccion. La presencia constante y elevada de la bacteria, indica que

esta se encuentra adaptada al entorno de produccion.

8.2.4 Bacterias marinas

La carga de bacterias marinas corresponde a la carga general obtenida del
crecimiento en agar TSA, esta se mantuvo elevada (10° UFC/ml) durante todo el
periodo experimental para ambos grupos. La media de la carga bacteriana fue

(Tratamiento: 6.092 Log10 UFC/ml y Control: 6.068 Log10 UFC/ml).

En la tendencia de la carga de bacterias marinas (Figura 17) se observé un descenso
progresivo en ambos grupos a medida que avanzaba el desarrollo larvario, donde el
grupo del consorcio present6 una disminucion de 6.494 hasta 5.850 Log10 UFC/ml,
mientras que el control pasé de 6.283 hasta 5.930 Log10 UFC/ml. Esta disminucion
fue ligeramente mas pronunciada en el grupo tratamiento lo que sugiere una posible

influencia del consorcio en la reduccion de la carga bacteriana general.

La distribucion de la carga bacteriana (Figura 18) permitid complementar esta
observacion ya que demostrd que los rangos de los valores son similares entre
ambos grupos, con una tendencia ligeramente mas baja en los valores del grupo

tratamiento en los estadios finales.
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Figura 17

Tendencia de la carga (Logl0) de bacterias marinas por estadio
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Nota: La grafica muestra cargas globales notablemente mas altas, y un descenso

mas pronunciado con respecto a los tanques del grupo control.

Figura 18

Distribucion de la carga (Logl0) de bacterias marinas por estadio

Rombo negro = media; caja = mediana e intercuartiles
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Nota: Se observa la disminucion progresiva en los grupos tratamientos y control de

la carga de bacterias marinas a medida que avanzan los estadios de desarrollo.
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El analisis de Shapiro-Wilk mostré que ambos tratamientos presentan una
distribucion normal de los datos (Tratamiento p=0.744; control p=0.677) por lo que
la comparacion se realizd0 mediante un analisis de varianza (ANOVA). Los
resultados no evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. La prueba de Levene confirmo la homogeneidad de las varianzas, mientras

que el factor de Bayes indicéd evidencia a favor de la igualdad de medias entre

ambos grupos.

La frecuencia de aislamiento de bacterias marinas (Figura 19) demostrd que se

mantuvieron presente totalmente en todas las muestras analizadas a lo largo de todo

el experimento.

Figura 19

Frecuencia de aislamiento de Bacterias marinas por estadio

Nota: frecuencia saturada al 100% (presente en todos los registros)
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Los resultados obtenidos para bacterias marinas no presentaron diferencias
significativas entre ambos grupos, lo que permite analizar que la aplicacion del
consorcio probidtico no alterd la carga total de las bacterias presentes en el sistema.
Sin embargo, la ligera tendencia decreciente observada en el grupo tratamiento
sugiere que pudo haber contribuido en un mejor control de la comunidad bacteriana

general.

8.2.5 Otros patégenos (V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. vulnificus,

Pseudomonas sp).

La prevalencia de todos los patogenos aislados fue baja a moderada durante todo el
periodo experimental y no se detectaron diferencias estadisticas significativas entre

ambos grupos para ninguno de los microorganismos analizados.

Vibrio parahaemolyticus presentd una prevalencia global de 11.1% con la misma
frecuencia de deteccion en ambos grupos, su presencia solo aparece en el estadio

Zoea 3 y no se registro su presencia en las etapas posteriores del cultivo.

Vibrio vulnificus registr6 una prevalencia global de 18.1%, esta prevalencia se
presentd en menor cantidad de aislamientos en el grupo tratamiento (13.9%) a
comparacion del grupo control (22.2%). Al igual que Vibrio parahaemolyticus, la

mayoria de los aislamientos ocurrieron en Zoea 3, con ciertas detecciones en Mysis
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3 y un Unico aislamiento en postlarva 8 (dentro del tratamiento). A pesar de esto, la

diferencia no fue estadisticamente significativa.

En el caso de Pseudomonas sp. se obtuvo la mayor prevalencia global entre los
microorganismos evaluados con un 23.6%. Con una deteccion positiva en el grupo
tratamiento de 25% y control 22.2%. A diferencia de las otras especies este
microorganismo se registr6 en Mysis 3 alcanzando su mayor frecuencia en

postlarva 8.

Vibrio cholerae no fue aislado en ninguna de las 72 muestras analizadas, este
patégeno se encontré ausente durante todo el tiempo que durd el ensayo

experimental.

Los resultados en este punto permiten comparar el efecto del consorcio probidtico
en la presencia de patdgenos de deteccion esporddica en el cultivo. Aunque no se
encontraron diferencias significativas, el andlisis revela patrones de aparicion
diferenciados bioldgicamente para cada patégeno donde la aparicion de V.
parahaemolyticus y V. vulnificus en estadios tempranos puede verse relacionada con
la microbiota inicial del sistema y la aparicion de Pseudomonas sp. en los estadios

avanzados puede deberse al incremento de biomasa y materia organica (Figura 20).
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Figura 20

Prevalencia de patégenos de deteccion esporddica

Sin diferencias significativas entre grupos (Fisher p >= 0.54)
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Nota: La inferencia se hizo con Fisher a nivel de unidad tanque x ciclo (n = 9/grupo)
para evitar pseudoreplicaciéon por medidas repetidas entre estadios. En ningin
patégeno hubo diferencia significativa entre grupos. V. cholerae no se aislo en

ninguna de las 72 muestras.

Cada microorganismo present6 en la dindmica temporal particular con aislamientos
distinguidos en determinados estadios larvarios y sin la presencia continua a lo largo

del cultivo (Figura 21).
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Figura 21

Deteccion por estadio de patégenos esporadicos

Cada patogeno con firma temporal propia; V. cholerae no detectado (0/72)
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Nota: Patdégenos con patron temporal: V. parahaemolyticus se detecta solo en Z3
(estadio temprano) y desaparece después; V. vulnificus se concentra en Z3 con
presencia residual en M3 (control) y un caso tardio en PL8 (T1), Pseudomonas spp.
muestra el patroén inverso ausente en Z3 y presente solo desde M3 en adelante, con

foco en PL8. Ninglin patdégeno persiste de forma continua a lo largo del cultivo.

8.3 Tasa de supervivencia en tanques control y tratamiento

La tasa de supervivencia media para el grupo control fue 66.0% mientras que para
el tratamiento fue de 64.0%. Sin embargo, se presenta un contraste en la variabilidad
entre ambos grupos. En el grupo control, la supervivencia en los tanques fue
homogénea y estable, manteniéndose en un rango entre 65% y 67%, con una baja
desviacion estandar (DE = 0,87). El grupo tratamiento, por otro lado, tuvo un
comportamiento mas disperso con valores oscilando en un rango entre 60% y 69%

y una desviacion estandar de (DE = 3.97) (Figura 22).
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Se evalu6 la normalidad de los datos mediante una prueba de Shapiro-Wilk, en
donde ambos grupos mostraron datos de una distribucién anormal, por lo que se
aplico la prueba de Kruskal-Wallis para el contraste de medianas. Se obtuvo un
valor de He=1.457; p = 0.227, que al ser mayor al nivel de significancia alfa
tradicional (0.05), se concluye que no existen diferencias estadisticamente

significativas en la tasa de supervivencia entre el grupo tratamiento y control.

Figura 22
Tasa de supervivencia por tratamiento

Rombo negro = media; Kruskal-Wallis p = 0.227
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Nota: La supervivencia media fue de 64.0% en T1 y 66.0% en C, con una diferencia
de 2 puntos porcentuales a favor del control. T1 presentdé mayor variabilidad entre

ciclos (rango 60-69%; DE 3.97) que C (rango 65-67%; DE 0.87).
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Se procedid a realizar un andlisis de equivalencia mediante la prueba TOST,
utilizando un margen de equivalencia definido a priori de A= %5 puntos
porcentuales. El intervalo de confianza del 90% para la diferencia de medias se
ubicd entre (-4.49%; +0.49%), lo que resultd estadisticamente significativo
considerando que se encuentra dentro del margen de tolerancia establecido (+5%)

demostrando que el tratamiento es equivalente al control (Figura 23).

Figura 23

Prueba de equivalencia TOST: Tratamiento vs control
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Nota: se aplicé una prueba de dos pruebas t unilaterales (TOST) con un margen de
equivalencia de 5 puntos porcentuales de supervivencia, definido a priori como la
minima diferencia biologicamente relevante. T1 es estadisticamente equivalente al

control dentro de + 5%.

86



8.4 Analisis de los resultados obtenidos

La prueba antagdnica in vitro del consorcio bacteriano demostrd que este presenta
una fuerte capacidad antagonista frente a todas las cepas evaluadas, la diferencia
radica en que la intensidad de inhibicion fue diferente para cada microorganismo,
los mayores halos se registraron para V. alginolyticus (40 mm), V. parahaemolyticus
(30 mm) y Pseudomonas sp. (32 mm). Mientras que los menores halos se
presentaron en V. harveyi (22 mm), P. fluorescens (12 mm) y Vibrio vulnificus (8
mm). Esto permiti6 comprobar que el probidtico si presenta una actividad
antagonista frente a bacterias patogenas de manera in vitro, respaldando si

utilizacion para la evaluacion in vivo en condiciones de cultivo controladas.

Los resultados de los muestreos microbioldgicos para la comparacion de la
reduccion de la carga bacteriana demostraron que la aplicacion del probiodtico no
reduce de manera estadisticamente significativa la presencia de las bacterias
aisladas del cultivo. Sin embargo, su aplicacién permite mantener la dindmica
microbioldgica de manera similar a la observada en la aplicacion de la metodologia
tradicional de laboratorio. Los resultados evidencian que, aunque el probidtico no
disminuye la carga bacteriana de los cultivos, si puede ser utilizado dentro de estos,
ya que la data obtenida evidencia que su aplicacion permite mantener un adecuado
control de las poblaciones bacterianas sin alterar el equilibrio microbiano del

sistema de produccion.
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Con respecto a los resultados de supervivencia, se logré comprobar que la
aplicacion del consorcio bacteriano no compromete el rendimiento productivo de
los ciclos de produccion, ya que las pruebas de equivalencia demostraron que los
porcentajes de supervivencia de ambos grupos fueron semejantes en todos los ciclos

de produccion para ambos grupos experimentales.

Como analisis final se deduce que el consorcio bacteriano probidtico no comercial
brind6 resultados favorables tanto en la evaluacion in vitro como durante su
aplicacion en vivo. A pesar de que su aplicacion en el sistema de cultivo no mostrd
una reduccion estadisticamente significativa de las cargas bacterianas obtenidas, si
mostrd resultados favorables con respecto a un mejor control y conservacion del

equilibrio de la microbiota del sistema.

Los resultados de la supervivencia comprobaron que la aplicacion del probidtico no
comprometié el rendimiento productivo de los ciclos de produccién, ya que las
pruebas de equivalencia demostraron que los porcentajes de supervivencia fueron
semejantes en ambos grupos durante todos los ciclos evaluados. En conjunto, se
demuestra que la aplicacion de este consorcio constituye una alternativa bioldgica
viable y que su aplicacion durante la produccion larvaria de Penaeus vannamei
permite mantener un desempeiio microbioldgico y productivo similar al manejo

tradicional utilizado por el laboratorio.
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DISCUSIONES

Los resultados obtenidos evidenciaron que el consorcio bacteriano presentd
actividad antagonista frente a todas las bacterias evaluadas. Los mayores halos se
observaron frente a Vibrio alginolyticus, Pseudomonas sp. 'y Vibrio
parahaemolyticus, mientras que Vibrio vulnificus presentd la menor
susceptibilidad. Estos resultados sugieren que la eficacia inhibitoria depende de la
especie evaluada. En este sentido, observaciones similares fueron reportadas por
Ringg et al. (2020) y Hoseinifar y Sun (2018), quienes coincidieron en que el éxito
inhibitorio de un probiotico estd estrechamente ligado tanto a las propiedades de la

cepa empleada como a la propia biologia del patdogeno con el que entra en contacto.

El amplio rango de inhibiciéon observado puede atribuirse a la combinacion de
microorganismos presentes en el consorcio, ya que los probioticos multicepa suelen
presentar ventajas frente a las formulaciones de cepas individuales debido a
fenomenos de sinergia bacteriana. Estudios recientes, como el realizado por
Puvanasundram et al. (2021), sefialan que la combinacion de diferentes cepas
probioticas permite la integracion de multiples funciones metabolicas, favoreciendo
la diversidad funcional del consorcio mediante la accidon complementaria de las
cepas que lo conforman. Esto se complementa con lo descrito por Butt ef al. (2021),

donde indican que los probidticos multicepa ofrecen ventajas frente a las
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formulaciones de una sola cepa debido a la complementariedad de sus mecanismos
de accion, generando un efecto combinado que reduce la incidencia de
enfermedades bacterianas y pueden favorecer la supervivencia y estabilidad del

cultivo.

Esta capacidad de inhibicion se vio reflejada en las evaluaciones microbiologicas
realizadas durante los cultivos. A pesar de que, en los primeros estadios, las cargas
bacterianas fueron similares, en las etapas finales, el grupo tratado mantuvo
recuentos ligeramente menores a diferencia del control. Este comportamiento
indica que el consorcio logré mantener una dindmica microbiana méas equilibrada.
Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Ramirez et al. (2022) y Pazmifio et
al. (2026), quienes evidenciaron la proteccion de los organismos de Penaeus
vannamei contra V. parahaemolyticus mediante consorcios bacterianos. Ademas,
estos estudios se complementan con el realizado por Xiong (2018), quien demostrd
que la estabilidad de la microbiota intestinal constituye uno de los principales
mecanismos mediante los cuales los probioticos reducen la proliferacion de Vibrios
y favorecen la salud de los organismos. De la misma manera, Lozano et al. (2025)
evidencido que la aplicacion de consorcios probioticos favorece el control de
bacterias patdogenas Vibrio spp. y Pseudomonas, mejorando las condiciones

microbioldgicas del cultivo de Penaeus vannamei.
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En el cultivo de larvas de Penaeus vannamei, el desempeiio productivo no depende
solo de la presencia o ausencia de microorganismos patogenos, sino también del
equilibrio establecido en la comunidad microbiana. Segun menciona Vega et al.,
(2024), factores como la microbiota, la calidad del agua y la capacidad del huésped
para responder a los cambios ambientales influyen en la estabilidad microbioldgica
del cultivo. En este contexto, el principal beneficio, como sefala Amiin et al.
(2023), no radica tunicamente en la inhibicion directa de microorganismos
patogenos, sino también en su capacidad para modular la microbiota del cultivo y
mejorar la calidad del agua, efectos que son mas pronunciados durante las etapas

larvaria y de postlarva.

Este punto de vista es consistente con los resultados obtenidos en la presente
investigacion, donde los efectos observados tras la aplicacion del consorcio
estuvieron relacionados con una mejora en el equilibrio microbiologico del sistema
de cultivo. De forma similar, Mathan et al. (2024) y Thompson et al. (2024), sefialan
que la reduccion y el control de bacterias oportunistas contribuyen al
mantenimiento de una comunidad microbiana equilibrada y mejores condiciones de

cultivo para el desarrollo larvario.

La estabilidad microbioldgica observada en los tanques tratados también se reflejo
en el desempeno productivo de las larvas. A pesar de que el grupo tratamiento

presentd una tasa de supervivencia ligeramente inferior respecto al control, el
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analisis estadistico no evidencid diferencias significativas entre ambos grupos. Esto
indica que la aplicacion del consorcio no comprometié la supervivencia de las
larvas, manteniendo un desempeio productivo similar al del manejo tradicional del
laboratorio. Estos resultados coinciden con lo sefialado por Golder ef al. (2022) y
Goh et al.(2022) , quienes indicaron que la respuesta en la supervivencia con el uso
de probidticos puede variar entre estudios, dependiendo de las condiciones del
cultivo y las caracteristicas del probidtico utilizado. En este sentido, Khanjani et al.
(2024), concluyeron que, mas alld del incremento en la supervivencia, los
consorcios probidticos representan una de las estrategias mas prometedoras para
fortalecer la resiliencia sanitaria de los sistemas de produccidon intensiva de
camaron, al reducir la proliferacion de Vibrio spp, estabilizar la microbiota
intestinal y mejorar la respuesta fisioldgica de los organismos ante condiciones de

estrés.

En conjunto, los resultados obtenidos muestran una secuencia de eventos
caracterizada por actividad antagonista frente a bacterias patogenas, reduccion de
la carga bacteriana durante el cultivo y mantenimiento de una supervivencia en el
grupo tratado comparable a la del grupo control. Esto permite deducir que el
beneficio del consorcio no depende de un Uinico mecanismo de accion, sino de la
interaccion de diversos procesos microbioldgicos que contribuyen a mantener el
sistema de cultivo mas estable. Estos hallazgos respaldan el uso del consorcio
bacteriano como una herramienta preventiva dentro de los programas de manejo

sanitario para la larvicultura de Penaeus vannamei.
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CONCLUSIONES

El consorcio bacteriano probiotico demostrd su solida capacidad antagonista in
vitro, presentando actividad inhibitoria frente a todos los microorganismos
evaluados. Sin embargo, la respuesta inhibitoria del consorcio presentd una
variacion conforme al microorganismo enfrentado. Los mayores niveles de
inhibicién se observaron en las especies Vibrio alginolyticus, Pseudomonas sp. y
Vibrio parahaemolyticus. Un menor nivel de inhibicion se observo en las especies

Vibrio harveyi, Vibrio vulnificus y Pseudomonas fluorescens.

La aplicacion del consorcio bacteriano evaluado en los sistemas de cultivo no
genero alteraciones estadisticamente significativas en la carga bacteriana estimada
en los grupos tratamiento y control, lo que indica que su incorporacién no modifico
las variables microbioldgicas de manera significativa, apoyando la estabilidad de la
comunidad microbiana del sistema de produccion, con resultados equivalentes al

manejo del grupo control.

La supervivencia larvaria no presentd diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos. El analisis TOST indic6 equivalencia entre estos dentro del
margen establecido de +£5 puntos porcentuales. Esto permite deducir que el

consorcio presentd un rendimiento productivo comparable al manejo utilizado en
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el grupo control, validando su uso sin comprometer los indices de productividad

obtenidos normalmente dentro de este estudio.

De manera general, el desempefio técnico y biologico del consorcio bacteriano fue
comparable al manejo utilizado en el grupo control, considerandose como una
opcion sostenible para complementar o sustituir los programas de manejo actuales
de larvicultura de P vannamei. Se concluye que la aplicacion del consorcio
bacteriano probidtico constituye una alternativa viable y segura para el manejo

sanitario en la larvicultura de camardn blanco.

De esta manera, no se rechazo la hipdtesis nula planteada, ya que la aplicacion del
consorcio no produjo diferencias estadisticamente significativas en la carga

bacteriana patdgena ni en la supervivencia larvaria.
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RECOMENDACIONES

Debido a la variacidon en la respuesta inhibitoria del consorcio, se recomienda
realizar un monitoreo microbiologico preventivo de los patdgenos que presentaron
menor susceptibilidad, con el fin de detectar oportunamente posibles incrementos
en su presencia durante el desarrollo del cultivo y aplicar medidas de manejo

sanitario en caso de ser necesario.

Se recomienda realizar ajustes de las dosis del probidtico de acuerdo a la carga
bacteriana presente en el cultivo y a las condiciones de salud de las larvas durante

su desarrollo.

Se recomienda realizar ensayos experimentales bajo condiciones de estrés para
evaluar la efectividad de la aplicacion del probiotico, permitiendo determinar el

funcionamiento del consorcio en la estimulacion inmunologica del hospedero.

Se recomienda realizar estudios in vitro orientados a identificar los metabolitos
producidos por el consorcio para entender la diferenciacion inhibitoria observada

entre los patogenos evaluados.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion y montaje de
muestras larvarias para andlisis en
microscopio

Anexo 2. Observacion microscopica
de muestra de tanque tratamiento

Anexo 3. Pesaje del medio de cultivo
TCBS para su posterior preparacion

Anexo 4. Agar preparado para someter
a ebullicion para su completa
disolucion.
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Anexo 5. Proceso de solidificacion del medio de cultivo en placas inoculadas
previo a su periodo de incubacion.

Anexo 6. Crecimiento de colonias bacterianas tras 24 h de incubacion para el
recuento bacteriano.
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Anexo 7. Visita de supervision técnica y seguimiento del desarrollo
experimental por parte de tutora académica
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