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RESUMEN

La camaronicultura en Ecuador enfrenta serios desafios sanitarios, particularmente
en la etapa larval, debido a enfermedades causadas por bacterias del género Vibrio,
las cuales provocan altas tasas de mortalidad y pérdidas econdmicas significativas.
Ante la creciente resistencia bacteriana y los efectos secundarios del uso de
antibioticos, esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el potencial probidtico
de cepas locales de Bacillus spp. aisladas de ambientes marinos, como alternativa
biologica para el control de patdgenos en el cultivo larvario de Penaeus vannamei.
Se aislaron 38 cepas bacterianas de tres zonas de produccion larvaria (Monteverde,
Ballenita y La Diablica), de las cuales se seleccionaron cuatro (6.1, 6.9, 1.4y C13)
por su destacada actividad antimicrobiana contra Vibrio harveyi, V.
parahaemolyticus, V. campbellii y V. vulnificus, evaluada mediante pruebas de
difusion en agar y antagonismo por cumulos. La cepa 6.9 mostro halos de
inhibicion de hasta 13 mm en concentraciones de 108 UFC/mL, siendo una de las
mas efectivas. Las cepas seleccionadas se sometieron a pruebas in vivo en larvas
sanas de P. vannamei, con tratamientos diarios durante siete dias. Posteriormente,
las larvas fueron desafiadas con V. parahaemolyticus. Los resultados demostraron
que los tratamientos con Bacillus redujeron significativamente la mortalidad larval
frente al grupo control infectado, el cual presentd una mortalidad del 53.8%,
mientras que los tratamientos con cepas 6.1 y 6.9 redujeron la mortalidad hasta
valores entre 12% y 20%, sin efectos toxicos. Se concluye que las cepas locales de
Bacillus spp. poseen un alto potencial probiotico, siendo eficaces para mejorar la
supervivencia larval y controlar infecciones bacterianas en la camaronicultura
ecuatoriana, constituyéndose como una alternativa sustentable frente al uso de

antibioticos.

Palabras clave: Bacillus spp., Vibrio, larvicultura, probiotico, Penaeus vannamei.
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ABSTRACT

Shrimp farming in Ecuador faces serious health challenges, particularly at the
larval stage, due to diseases caused by bacteria of the Vibrio genus, which cause
high mortality rates and significant economic losses. Given the growing bacterial
resistance and side effects of antibiotic use, this research aimed to evaluate the
probiotic potential of local strains of Bacillus spp. isolated from marine
environments as a biological alternative for pathogen control in larval Penaeus
vannamei culture. Thirty-eight bacterial strains were isolated from three larval
production areas (Monteverde, Ballenita, and La Diablica), of which four were
selected (6.1, 6.9, 1.4, and C13) for their outstanding antimicrobial activity against
Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V. campbellii, and V. vulnificus, evaluated by
agar diffusion and cluster antagonism tests. Strain 6.9 showed inhibition zones of
up to 13 mm at concentrations of 10®* CFU/mL, making it one of the most effective
strains. The selected strains were tested in vivo on healthy P. vannamei larvae, with
daily treatments for seven days. The larvae were subsequently challenged with V.
parahaemolyticus. The results showed that treatments with Bacillus significantly
reduced larval mortality compared to the infected control group, which had a
mortality rate of 53.8%. Treatments with strains 6.1 and 6.9 reduced mortality to
levels between 12% and 20%, without toxic effects. It is concluded that local
strains of Bacillus spp. have high probiotic potential, being effective in improving
larval survival and controlling bacterial infections in Ecuadorian shrimp farming,

constituting a sustainable alternative to the use of antibiotics.

Keywords: Bacillus spp., Vibrio, larviculture, probiotic, Penaeus vannamei
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1. INTRODUCCION

El crecimiento a gran escala del cultivo de camarén Penaeus vannamei, se
refleja mundialmente con cifras que han aumentado de 155 mil TM en 2000 a 5,8
millones de TM en 2020, finalmente para el 2022 la produccion global fue seis millones
de toneladas métricas (FAO 2024). El desarrollo productivo se acrecentd desde
aproximadamente alrededor de 20 afios atras, lo que ha permitido al Ecuador liderar la
produccion del camaron en el mundo (Piedrahita Y. , 2018). Sin embargo, la industria
camaronera afronta diferentes desafios incluyendo los patdégenos que merman la

produccion.

Entre las medidas profilacticas utilizadas para mitigar los problemas con
patdgenos bacterianos presentes en la camaronicultura se puede mencionar fertilizantes
inorgénicos, acidos orgdnicos, vitaminas, aceites esenciales, inmunoestimulantes,
antibidticos y probioticos (Coronel y Sorroza, 2019). No obstante, los residuos de
antibidticos provenientes de alimentos como el camarén pueden ocasionar efectos
adversos en los consumidores y el medio ambiente (FAO, 2002). Como una de las
alternativas amigables con el ambiente ha sido propuesto el uso de probioticos para el

cultivo de camaron, como menciona (Hossein Khanjani, Torfi Mozanzadeh, Gisbert, &



Hossein Hoseinifar, 2024) fortalece el sistema inmunitario, mejora la resistencia a

enfermedades infecciosas y disminuye la mortalidad.

Se ha descrito que bacterias del género Lactobacillus, Enterococcus,
Alteromonas, Arthrobacter, Lactococcus, € incluso algunas especies del género Vibrio,
mejoran el crecimiento y la salud de especies de camarones de cultivo (Kewcharoen &
Srisapoome, 2019). Sin embargo, la mayoria de los estudios se han centrado en la
cualidad probiotica del uso del género Bacillus como principal género, sobresaliendo
como agente biocontrolador mas usado en la industria camaronera, entre las especies
que destacan se encuentran: B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, Bacillus

thuringiensis, B. megaterium, B. cereus (Subuntit et al,, 2020).

Entre las cualidades probidticas de los Bacillus destaca la amplia gama de
producir sustancias extracelulares como tripsina, lipasa, amilasa y péptidos
antimicrobianos como la bacilomicina, surfactina y subtilina que inhiben el crecimiento
de otros microorganismos, ademas de su capacidad de colonizacion y adhesion en el
tracto gastrointestinal (Proespraiwong, Mavichak, Imaizumi, Hirono, & Unajak, 2023).
Todas estas caracteristicas los vuelven candidatos idoneos para controlar cepas de
Vibrio patogenas que se presenta como el principal problema de la larvicultura

(Abdollahi-Arpanahi, y otros, 2018).



Segun (Flegel, 2012) indica que el 20% de las pérdidas por enfermedades en
la acuicultura de camardn han sido causadas por patogenos bacterianos, predominando
las bacterias del género Vibrio. Los brotes de enfermedad se han asociado con vibriosis
causada por bacterias patdégenas como Vibrio harveyi, V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus, V. campbelli y V. vulnificus, aunque la mayoria de las especies del
género han sido determinadas como patdgenas, también existen especies calificadas

como probiodticas en el caso de V. diabolicus y V. hepatarius (Ramirez et al., 2022).

La presente investigacion tiene como finalidad la evaluacion de cepas de
Bacillus spp. locales aislados de tres diferentes sitios de produccién larvaria, con el
proposito de determinar su capacidad antagonica para actuar como potencial probiotico
frente a patogenos del género Vibrio, debido al poco conocimiento que existe sobre el
uso de cepas de Bacillus endémicas y propias de ambiente marino (cultivo de camaroén),
y que han sido escasamente evaluadas en el cultivo de P. vannamei en Ecuador, se ha
demostrado que muchos probidticos que tienen como base Bacillus no prosperan en
ambientes marinos presentando una abundancia menor al 1% en el desarrollo larvario

(Shan, y otros, 2025) (Dominguez-Borbor, y otros, 2019).



2. PROBLEMATICA

La larvicultura de Penaeus vannamei en Ecuador, enfrenta desafios para
mantener la salud animal en condiciones Optimas, la aparicion de enfermedades virales
o bacterianas afectan gravemente la supervivencia de los animales. La coexistencia de
microorganismo en conjunto con los cambios ambientales de la produccion resulta el
factor primordial para la presencia de distintas especies de hongos, virus, parasitos y
bacterias, provocando enfermedades y a su vez un ascenso en altos porcentajes de

mortalidad, causando grandes pérdidas econdémicas (Sarango Vivanco, 2021).

Los problemas de enfermedades del camardn son comunes en la industria, como
menciona (Shinn et al., 2018) causan enormes pérdidas de ingresos, que ascienden a 4
mil de millones de dolares anuales segun lo reportado durante el periodo de 2009 a
2018. Anteriormente los antibidticos eran comunmente utilizados en el sector, no
obstante, el uso de estos y otros compuestos generan resistencia bacteriana, por lo que
las recientes tecnologias aplicadas a este sector acuicola han permitido incrementar el
volumen de produccion a través de la diversificacion de las especies. Dando como
resultado que mas del 50% del producto final que se consumia procediera de esta

industria debido a la gran demanda de productos marinos (Sorroza et al., 2014).



Diversas bacterias patdgenas como Vibrio harveyi 'y Vibrio parahaemolyticus,
han sido asociadas con mortalidades durante la larvicultura y el engorde de camaron,
desencadenando multiples patologias y problemas en la produccion, colonizando a su
vez el tracto digestivo y disminuyendo la efectividad del sistema inmune innato del
hospedero. Es recomendable y necesario intensificar las investigaciones que permitan
desarrollar diferentes tipos de probioticos efectivos y evaluar su actividad para evitar
pérdidas econdmicas y a su vez, incrementando el uso de bacterias competitivas contra

patogenos (Barrantes, 2023).

La seleccion y aplicacion de probidticos que no son adecuados afectan de forma
negativa al metabolismo de los diferentes nutrientes del organismo y la resistencia a
patdgenos, por lo tanto, es ampliamente utilizada como herramienta de control
biologico debido a su elevada y viable habilidad que poseen las cepas o el conjunto
bacteriano seleccionado para lograr impedir el crecimiento de bacterias oportunistas,
asi lograr establecer las condiciones y comunidad microbiana en los individuos y su

presencia perenne en el agua del cultivo (Villamil y Martinez-Silva, 2009).



3. JUSTIFICACION

Los principales grupos bacterianos han generado interés debido a su impacto
benéfico con mayor eficacia contra una amplia gama de microorganismos oportunistas,
muchos de estos insumos probados actualmente no solo en produccién de camarones
peneidos sino también en cangrejos, moluscos y peces principalmente marinos donde

predomina el género Bacillus (Pérez-Chabela et al., 2020).

Generalmente, los aislados de Bacillus se pueden encontrar en el suelo y en el
agua y adherirse en el tracto digestivo con el acido y las sales biliares del camaron,
estas bacterias Grampositivas, tienen la capacidad de colonizacion y sobrecrecimiento
de patogenos. La administracion dietética de probioticos controla diversos patogenos

durante el cultivo animal (Kewcharoen & Srisapoome, 2019).

El aislamiento de nuevas cepas de Bacillus que tengan capacidad y
caracteristicas bio-floculantes con un alto potencial probiodtico, permite ampliar el
campo de soluciones para los problemas en la camaronicultura, por ello la necesidad
de cubrir temas investigativos acerca de bacterias nativas de los cultivos podrian
generar una mejor respuesta inmune en el estudio de probidticos que sean provenientes

de ambientes acuaticos.



4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el potencial probiotico de cepas de Bacillus spp. mediante el
aislamiento y la aplicacion en el medio de cultivo larvario, determinando su efecto
contra Vibrio patdgeno y mejorando la supervivencia en la larvicultura de Penaeus

vannamei.

Objetivos especificos:

- Identificar Bacillus spp. con cualidades probioticas de cultivos de Penaeus
vannamei para la obtencion de la(s) cepa mas activa.

- Determinar el efecto inhibitorio de las cepas de Bacillus spp. contra Vibrio
patdgenos de relevancia para la larvicultura mediante pruebas microbioldgicas
in vitro.

- Evaluar el efecto probiotico in vivo de la(s) cepa mas activa mediante una
prueba desafio usando como modelo larvas sanas de Penaeus vannamei

expuestas al Vibrio patogeno seleccionado.

5. HIPOTESIS

Hipotesis Alternativa (H1)
Los aislados locales de Bacillus poseen actividad inhibitoria contra Vibrio y

pueden ser usados como potenciales probioticos en larvicultura de camarén.



6. MARCO TEORICO

7.1. Cultivo de Penaeus vannamei (Camaron Blanco)

El cultivo del camaron tiene origenes en Ecuador hace mas 50 afios, las primeras
empresas de cultivo del camarén blanco se establecieron por primera vez en el sur del
Ecuador, aumentando alrededor de 220 mil hectareas de piscinas de produccion, las
cuales conforman gran parte de la fuente primordial de ingresos extranjeros en nuestro
no derivados del petroleo, ya que mas del 40% de las exportaciones ecuatorianas estan

comprendidas en este sector (Piedrahita Y. , 2018).

Ademas, la comparacion con respecto a nuestro pais evidencia la ventaja de los
factores climaticos en relacion con la produccion y efectividad de las especies
cultivadas, donde las producciones de tipo semi intensivo es mayor. Se debe destacar
que en los ultimos afios la mejora de productividad se ha dado gracias a los modelos
intensivos y tecnificados que se han empleado en las producciones. Las provincias
como Guayas, Manabi, El Oro y Santa Elena son zonas costeras donde se encuentran

ubicados los estanques principales para la cria de camarones, la implementacion de



sistemas de monitoreo continuo garantiza las condiciones de temperatura, oxigeno y

salinidad mejorando la calidad de agua.

A medida que asciende el crecimiento de la industria camaronera ecuatoriana,
uno de los aspectos que ha impulsado este incremento es la adopcion de tecnologia
avanzada que permite, optimizar varios procesos necesarios en la produccion. El uso
de alimentacion automatizada, sistemas de aireacion eficientes y modelos de cultivo
basados en biofloc han permitido mejorar la produccion y reducir la dependencia del
agua. Ademas, se han desarrollado estrategias de control sanitario para prevenir
enfermedades tales como el WSSV (virus de la mancha blanca) y el sindrome de

mortalidad temprana, que en el pasado han afectado la industria.

Segtn los informes estadisticos anuales de la Camara Nacional de Acuicultura
para el afio 2024, es decir de enero-diciembre, la produccion de camardén alcanzéd
2.671.219.027 libras, lo que representa un incremento con respecto a 2023
(2.676.645.175 libras) en términos de ingresos en dodlares donde Ecuador generd
6.068.447.480 USD, lo que significa un aumento con respecto a los afios anteriores

(Cémara Nacional de Acuicultura, 2025).



7.2. Estadios larvarios

El cultivo de camaron blanco consta de varias etapas entre ellas, esta la

larvicultura que garantiza el crecimiento y la produccion de post larvas de alta calidad

para abastecer a las piscinas de engorde. Como menciona (Garnica, 2016), las larvas

de camarodn atraviesan 3 etapas tales como: etapa naupliar, etapa protozoea y etapa de

Mysis, antes de llegar a su estadio final post larva con diferentes caracteristicas. Tabla

1.

Tabla 1. Etapas del crecimiento larvario

Estadio Descripcion Imagen
Nauplio Esta primera fase Figura 1
esta caracterizada por su Fase Naupliar

notable  foto  tactismo
positivo, cuerpo periforme
con tres pares de apéndices
notables que poseen
capacidad natatoria, durante
estas 12 horas de cambios
entre los cinco subestadios
el animal no consume
alimento del medio externo,
por lo que en su lugar
consume las  reservas
acumuladas

(Soluap, 1998).
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Zoea

La etapa de Zoea estad
definida por el cambio de
estructura  corporal, la
aparicion del cefalotorax es
distintivo, las anténulas y
antenas se encargan de la
locomocion que permite el
desplazamiento vertical,
posee 0jos compuestos y
telson  espatulado. Este
estadio de Zoea presenta 3
subestadios (Soluap, 1998).

Figura 2

Fase Zoea |
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Mysis

Post-larva

Las caracteristicas
similares a la de un camaréon
adulto, donde se distingue de
la caracteristica natacion
dando brincos y en lado
contrario, la formacion de
pledpodos y de la cola, no
les permite tener mayor

movimiento y agilidad.

La duracién en esta
fase es de 3 dias donde su
longitud de tamafo llega
hasta 5mm (Bermudez |,
Nieves-Soto, Flores , &
Lopez, 2022).

La etapa final de post
larva donde su proceso de
metamorfosis lo convierte
en juvenil, asemejandose a
su etapa adulta en la mayor
parte de su morfologia
menos en el rostro y los
organos reproductores,
llegando a ser su fase mas
activa y donde necesita de
mayor consumo de

alimento, llegan a medir

Figura 3

Estadio Mysis
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desde 7 a 11 mm en
ambientes no controlados.
La caracteristica que
destaca es la cabeza ancha,
rostro acortado pero fino en
la parte anterior del mismo,
una vez que su rostro
alcanza una longitud de
Smm es notorio el
crecimiento en la parte
dorsal 3 a 4 dientes (Fennuci

& Mallo, 2004).

Figura 4

Post larva de camaron

Nota. Adaptado de

Desarrollo ontogenético
post larvario, por Fernando
Huerta, 2021,  Global
Seafood

(https://www.globalseafood

.0rg)

7.3. Enfermedades comunes en larvicultura

Los patogenos bacterianos que ocasionan repercusiones en el cultivo de
camaron se encuentran generalmente en ambientes acuaticos marinos de forma natural,
siendo oportunistas cuando existe en estado de estrés o debilitado, atacando a los

animales; y haciéndolos vulnerables y sensibles ante cualquier agente.
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7.3.1. Sindrome de Zoea II o LBS

Las altas mortalidades que se presentan por causa de esta enfermedad ocurren
36-48 horas luego de la metamorfosis de Zoaea I- II, esta dard paso a la infeccion y
aprovechamiento del medio. La sintomatologia mas ocurre de forma répida con
evacuacion frecuente del contenido intestinal, letargo y la disminuciéon de actividad

junto con nado erraticos y la permanencia de infectados en el fondo de los tanques.

En el lumen o la luz de los tubulos del hepatopancreas, se ha observado la
presencia de pequeias formaciones blancas, que han sido llamadas “bolitas blancas”,
dichas bolitas son células descamadas del hepatopancreas o hepatocitos hipertrofiados
y redondeados que se ven como formaciones esféricas. Esas células se pueden
visualizar generalmente en el tracto digestivo, siendo notables en el cultivo larvario e
induciendo su presencia debido a las toxinas bacterianas del agente patogeno (Vibrio

spp.) (Gomez, Roque , & Guerra, 2008).

7.3.2. Necrosis hepatopancreatitis aguda (AHPND)
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La enfermedad de AHPND o Sindrome de mortalidad temprana, se caracteriza
por la atrofia del hepatopancreas, presentando una coloracion palida o blanquecina,
frecuentemente acompafiada de manchas o lineas de pigmentacion oscura. Los
organismos afectados muestran signos clinicos como letargia, exoesqueleto blando,
retardo en el crecimiento e intestino vacio. Esta patologia comun esta asociada con
cepas del Vibrio parahemolitycus que portan genes codificantes de toxinas las cuales
causan procesos de citotoxicidad y finalmente culminan en la muerte celular (Saavedra

et al., 2018).

7.3.3. Enfermedad de luminiscencia

La alta mortalidad como consecuencia de esta enfermedad y han aislado las
especies Vibrio harveyi y V. splendidus, siendo estos los candidatos principales
causantes de la enfermedad, aunque no se ha realizado identificacion molecular para
determinarlo. Es comun observar con luminiscencia a los organismos infectados con
esta bacteria, y por ende le da su nombre, presentan también disminucion de la
actividad normal, nado erratico, larvas en el fondo del tanque y grandes tasas de
mortalidad, la colonizacion de infecciones bacterianas por el presente tipo de bacterias
se presenta generalmente en los apéndices, el inicio del tracto digestivo y la region oral

del animal (Vega, 2019).
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7.3.4. Micosis larvaria

Infecciones ocasionadas por Lagenidium sp. y Sirolpidium sp. generalmente
ocurren con mayor frecuencia en todos los estadios larvarios. Las infecciones por estos

hongos resultan en infecciones progresivas con respuestas inflamatorias.

7.4. Uso de probioticos en la acuicultura

Aunque a principios del afio 1965, los probioticos se definieron como sustancias
producidas por microorganismos que favorecen a otros, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), reformulé esta definicion, estableciendo que los probidticos son
microorganismos vivos que cuando son suministrados en la cantidad adecuada
proporcionan beneficios para la salud del hospedero (Olveira & Gonzalez-Molero,

2016).

La capacidad que poseen las bacterias de ciertos géneros para adherirse y

mantenerse en el mucus entérico, es decir del tracto intestinal, resulta esencial para que
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esta pueda establecerse como parte del microbiota intestinal, esta propiedad de
adherencia es usada tanto por bacterias benéficas como aquellas que pueden ser
patogenas. Estas bacterias beneficiosas se han utilizado en los ultimos afios en la
industria camaronera y complementandose en los piensos alimentarios (Amiin, y otros,

2023).

Gran parte de los microorganismos probidticos propuestos para uso acuicola
(cultivo de camarodn), pertenecen generalmente al grupo de bacterias acido-lacticas, por
lo que se conoce que los géneros mas usados son Lactobacillus y Lactococccus, seguido
de Enterococcus, Pediococcus. Estan consideradas como “Generally recognized as
safe” (GRAS), debido a su capacidad de reducir los ensayos de seguridad bioldgica, es
decir no son necesarios por lo que no solo mejoran la microbiota del animal sino el
consorcio microbiano encargados de la calidad de agua, asegurando el excedente de
residuos o dafios colaterales en consumidores de estos animales cultivados (Moreira y

Méndez , 2024).

Para que un microorganismo pueda ser considerado como probidtico existen
diferentes caracteristicas con las que deben cumplir, entre ellas: no dafiar al huésped;
manteniendo su capacidad de ser ingerido, colonizando su tracto digestivo,

manteniéndose e incluso reproduccion sin generar efectos adversos. Ademas, debe ser
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capaz de alcanzar o6rganos y tejidos especificos, deteniendo el crecimiento y no ofrecer
resistencia a las bacterias patogenas. No obstante, la evaluacion in vitro es fundamental
para seleccionarse en base a la actividad antagonica, complementandose con amplios
estudios que permitan determinar la patogenicidad cuando esta dentro del huésped y

asegurar su aplicacion (Pérez-Chabel et al., 2020).

7.4.1. Importancia

La utilizacion de probioticos en la acuicultura se ha realizado desde hace mucho
tiempo, sin embargo se ha comprobado que los probidticos pueden neutralizar e inhibir
la accion bacteriana a través de dos mecanismos: a) Produccion de compuestos
antimicrobianos: especificamente la produccion de bacteriocinas, que son una clase de
péptidos generados principalmente por dos géneros representativos en esta area
(Lactobacillus y Lactocccus), estas interfieren con la sintesis de la pared celular
bacteriana ayudando a la formacién de poros; b) Exclusion competitiva: ya que impiden
que las bacterias patogenas se adhieran a las células epiteliales del intestino (CElIs), es
decir compiten por los sitios de adhesion como las lectinas o evitando que las toxinas
se unan a receptores especificos tipo gangliosido en la superficie de dichas células

(Pérez-Chabela et al., 2020b).
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Por ejemplo, muchas especies del género Bacillus spp. pueden producir
antibidticos y metabolitos oportunistas en respuesta a microbios patdogenos. Asi mismo,
se ha demostrado que Lactobacillus plantarum Ep-M17 aumenta las enzimas
digestivas (tripsina) y las enzimas antioxidantes, aumenta la inmunidad del camarén
76,9% y aumenta la tasa de supervivencia aproximadamente un 89% (Li, Tian, & Dong,

2019).

7.4.2. Exclusion competitiva

El término exclusion competitiva es un término que hace referencia a la
coexistencia de especies bacterianas dentro de un mismo nicho ecoldgico, estas
compiten por recursos limitados, nutrientes y espacio, utilizando dos estrategias:
competencia por explotacion y competencia por interferencia (Knipe, Temperton,
Lange, Bass, & Tyler, 2020). Estas estrategias consisten en la explotacion y el consumo
acelerado de recursos por parte de los microorganismos, restringiendo asi la

disponibilidad para los competidores y priorizando el crecimiento celular.

La competencia por explotacion, donde los microorganismos pueden optimizar
su acceso a los nutrientes, estos mecanismos ayudan a aumentar la velocidad de

captura, y a su vez la secrecion de moléculas extracelulares que descomponen otras
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macromoléculas. La adhesion especifica a superficies mediada por la produccion de
receptores o compuestos extracelulares confiere ventajas en la ocupacion de sustratos,
asi como en la resistencia al desplazamiento por organismos invasores, este tipo de
adhesion es también fundamental en la formacion de biopeliculas, estructuras
multicelulares que facilitan la cooperacion y la proteccion de las bacterias frente a

estresores ambientales y agentes antimicrobianos (Meade et al., 2020).

Dentro de las biopeliculas, las células de un mismo genotipo pueden compartir
recursos y aumentar su tolerancia, aunque la competencia local por nutrientes sigue
siendo intensa. Ademads, algunos probidticos modulan la respuesta inmune del
hospedador, fortaleciendo las defensas mucosas e incrementando la produccion de
inmunoglobulina A (IgA), péptidos antimicrobianos y citoquinas que favorecen la

eliminacion de patogeno (Ouwehand et al., 2002).

7.5. Bacillus spp.

El control bioldgico consiste en un enfoque que permiten controlar plagas y
patogenos de forma natural, sin afectar a las personas ni al medio ambiente. Un agente
u organismo capaz de eliminar o inhibir el crecimiento de cualquier patégeno vegetal

o animal se denomina agente de control biologico (ACB) (Lisa y Foysal, 2018). Las
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especies representativas y siendo principales en las aplicaciones del género Bacillus,
por su cualidad de formacion de endosporas, siento el principal B. subtilis y B.

lincheniformis (Greeshma et al., 2021).

7.5.1. Caracteristicas

Entre las muchas especies probiodticas descubiertas, estas especies poseen
mejores caracteristicas probidticas atribuyéndole su capacidad de producir sustancias
antimicrobianas que son activas contra muchos otros microorganismos o bacterias y no
son patogenas, adicional a esto tampoco son tdxicas, junto con su capacidad de
esporulacion es decir, su periodo de efectividad es mas largo y se extiende, les da una
doble ventaja junto a la termo tolerancia y su alta supervivencia la formacion de
endosporas confiere a las bacterias del género Bacillus una notable resistencia frente a

condiciones desfavorables del tracto gastrointestinal (Villareal et al., 2018).

Esta estructura especializada les permite persistir en ambientes extremos o bajo
estrés fisioldgico, tales como acidez elevada, temperaturas superiores al rango 6ptimo,
concentraciones significativas de sales biliares, escasez de nutrientes y procesos de

desecacion. Estos microorganismos presentan una intensa actividad biosintética,
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destacandose por la producciéon de diversos compuestos con propiedades

antimicrobianas.

Ademas, maultiples especies del género Bacillus poseen un alto valor
biotecnoldgico por su capacidad de producir enzimas extracelulares de interés
industrial, como la amilasa y la proteasa, utilizadas en diversas aplicaciones
comerciales (Golnari et al., 2024). Existen registros que demuestran que las especies de
Bacillus mejoran la actividad de las enzimas digestivas, la actividad de las enzimas
antioxidantes, la expresion de genes relacionados con el sistema inmunitario, asi como
los genes relacionados con el estrés y, sobre todo, mejoran la capacidad de los peces

para ser resistentes a los microbios patdogeno (Amenyogbe, y otros, 2022).

7.5.2. Aislamiento Bacteriano

El aislamiento y la identificacion bacteriana son los primeros pasos de estudios
investigativos bacteriologicos, estos se realizan para obtener cultivos bacterianos
puros, es decir, permite conocer e identificar la morfologia, la fisiologia, las
caracteristicas bioquimicas y el reconocimiento de esta. Los cultivos puros se obtienen

utilizando medios so6lidos, mediante el método de estriado en placa o el método de
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vertido en placa, permitiendo asi observar las colonias aisladas en la ultima area

estriada.

7.5.3. Morfologia de colonias bacterianas

Las bacterias crecen en medios solidos como colonias, la cual se define como
una masa visible de microorganismos, todos originados a partir de una sola célula
madre; por lo tanto, una sola colonia bacteriana representa a varias genéticamente
idénticas. La morfologia de las colonias describe las caracteristicas de los cultivos, por
lo que hace referencia a las caracteristicas visibles a simple vista de las colonias
bacterianas y fingicas que crecen en una placa de agar, describe la apariencia visual de

las colonias que se forman en un medio de cultivo solido, como un agar.

Esta apariencia incluye caracteristicas como la forma, el borde, la elevacion, la
textura, el color y la transparencia de la colonia, por lo tanto, tienden a variar entre
diferentes especies bacterianas y también pueden ser influenciadas por factores como

el tipo de medio de cultivo y la temperatura de incubacion.
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Figura 5

Morfologia colonial de bacterias
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8. METODOLOGIA

8.1. Area de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en tres sitios de produccion de larvas de
camardén Penaeus vannamei ubicados en la Provincia de Santa Elena, ubicadas en

Monteverde (Zona 1), Ballenita (Zona 2) y La Diablica (Zona 3).

Figura 6

Zonas del Area de estudio
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8.2. Recoleccion de muestras y aislamiento bacteriano

Se obtuvo un total de 6 muestras por cada sitito de produccion de larvas y
postlarvas (PL) de P. vannamei, en los siguientes estadios (Larvas: Z1, Z3; M2;

Postlarvas: PL2, PL6, PL10). Las muestras se colocaron individualmente en bolsas
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Ziploc con agua de mar de su entorno y fueron transportadas al laboratorio de

microbiologia de LABMARCORSA S.A para los respectivos analisis.

Las muestras fueron filtradas usando tamices acordes a su tamafo y enjuagadas
con agua de mar esterilizada. Para el aislamiento de las bacterias se us6 un gramo por
muestra para ser macerado, siguiendo la metodologia de (Dominguez-Borbor , y otros,
2019). Brevemente, el producto macerado se diluyo en 9 mL de agua de mar estéril,
una vez homogenizado se realizaron diluciones seriadas 1:10 hasta series de 1073, luego
de la homogenizacidon se realizd la siembra de 100uL de las concentraciones
anteriormente mencionadas utilizando la técnica de siembra por superficie en placas
Petri que contendran AGAR TSA + 2% de NaCl y, colocadas en la incubadora a 28°C

durante 18h.

Figura 7

Diluciones seriadas 1:10
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Una vez pasadas las 48 horas, se observaron las colonias crecidas, las que
poseian mayor actividad, se resembraron en AGAR TSA+2% de NaCl, utilizando la
técnica de siembra por agotamiento con asa de platino para ser aisladas. Se
seleccionaron las colonias aisladas mediante pruebas de confirmaciéon microbiologicas
estandares y pruebas bioquimicas tales como: Tincion de Gram, presencia de oxidasa,
utilizacion de aminodacidos (arginina, ornitina y lisina), la utilizacion de carbohidratos
(sacarosa, glucosa y manosa), el uso de citrato como fuente de carbono y la formacion
de diacetilo (Voges.Proskauer), la produccion de indol y capacidad de termo tolerancia,
usando el usando el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology: Volume 3 (Garrity

et al., 2009).

Figura 8

Siembra por agotamiento en placas TSA +2% de NaCl

/
{

Las colonias aisladas que crecieron fueron resuspendidas en medio de
congelacion adecuado (TSB—Glicerol 15%) y colocados en microtubos de 1,5 ml
estériles. Finalmente, los microtubos fueron etiquetados, codificados y conservados en

cajas de congelacion para luego ser mantenidas a -80 °C como criopreservante.
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Figura 9
Criopreservante (LB + 2% NaCl + Glicerol 15%) de cepas aisladas de Bacillus

LB +2%NaCl \ /

8.3.Capacidad antagonica de Bacillus contra Vibrio

8.3.1. Condiciones de medio de cultivo de las cepas de Bacillus y

Vibrio

La(s) cepa bacteriana que mostraron mejores cualidades para crecer en
condiciones de NaCl y con mayor capacidad de termo-tolerancia fueron viabilizadas
en cultivos de TSA+2% e incubadas por 24 horas a 30 °C, fueron crecidas en caldo de

TSB con 2% NaCl de forma similar las cuatro cepas de referencia de Vibrio patogenos
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y viabilizadas en el medio de cultivo anteriormente mencionado y ajustado a una
concentracion de 2x108 CFUmL—-1 correspondiente a lecturas de densidad optica
(O.Ds0o) de 0,6 a 0,8. La bioactividad contra Vibrio de las cepas de Bacillus fueron
evaluada contra cuatro especies de Vibrio patogenos en camaron blanco: V.

parahemolyticus (BA), V. harveyi, V. campbellii (LM), y V. vulnificus.

8.3.2. Actividad anti-Vibrio

La evaluacion se llevé a cabo mediante dos metodologias, el método de
cumulos citado en (Arcentales & Pefia Mosquera, 2023), y a través de cibrado rapido

en difusion de agar pocillo, segun Al Atya et al. (2015).

Para el método de antagonismo por cimulos se realizo una previa siembra de la
cepa aislada, del cultivo fresco se extrajo un pequenio cimulo del biofilm formado por
cada cepa probiotica a través de un ligero raspado en la superficie de la placa con ayuda
de un asa estéril (Figura 10). Una vez formado el camulo se procedi6 a colocar cinco
cepas aisladas en diferentes puntos de las placas que fueron previamente inoculadas

con la cepa patdgena mediante un hisopo estéril.
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Figura 10

Pruebas de antagonismo por Cumulos y Pocillos en Agar TSA+2%NaCl
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Las cepas de Bacillus que se inocularon e incubaron, seran expuestas a una
eliminacion de células por centrifugacion (8000% g) durante 10 minutos a 4 °C. Los
sobrenadantes que pasaran a través de filtros de jeringa estériles para obtener CFS

(Sobrenadante libre de c€lulas).
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Para la prueba de Concentracion minima inhibitoria (MIC) se sembraron
doscientos (200) pL de cada suspension bacteriana por extension en placas, y se
perforaron pocillos de 6 mm de didmetro en las placas de agar preparadas con una
varilla de vidrio hueca estéril, se afiadieron cincuenta (50) uL de las suspensiones de
Bacillus a los pocillos. Cada ensayo se realizé por triplicado y posterior a ello fueron
incubadas durante 48 hy 72 h a 28°C. Después de la incubacion, se evalud la actividad
antibacteriana midiendo las zonas de inhibicion alrededor del pocillo.

Figura 11

Antagonismo por el método difusion en agar pocillos
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Se determind el efecto a través de la aparicion de una zona de inhibicion del
crecimiento alrededor de la mancha. Sélo las zonas de inhibicion >3 mm se
consideraron reacciones positivas, segun lo recomendado por Zidour et al. (2017)

citado por (Dominguez-Borbor , y otros, 2019).
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8.3.3. Efecto protector de cepa de Bacillus contra Vibrio patégeno en

larvas de P. vannamei

Para determinar la inocuidad de las cepas seleccionadas de Bacillus potenciales
probiodticas se realizo la prueba de toxicidad mediante la exposicion directa a larvas de
P. vannamei (Post larva 6) se evalud realizando pruebas in vivo, provenientes de
LABMARCORSA S.A. Las muestras fueron distribuidas aleatoriamente en envases de
vidrio con 1 L de agua de mar filtrada y esterilizada con UV, a una densidad de 50

PL/L.

Las muestras se sometieron a diferentes tratamientos: cada una de la(s) cepas
probioticas seleccionada fueron aplicadas de forma individual, para cada tratamiento
se realizaron 3 réplicas, asi mismo se colocaron cuatro envases para tratamiento
control, es decir, sin aplicacion de cepas aisladas. La aplicacion se realizo diariamente
por inmersion directa, a una concentracién 10° y 107 UFC mL-1, durante siete dias
consecutivos con recambio diario de agua del 50 %. Las postlarvas fueron alimentadas
al 2% de la biomasa con balanceado (28% de proteina), manteniéndose a temperaturas

Optimas entre 25 y 31°C.
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8.4. Prueba in vivo

Después de cinco dias, las PL fueron desafiadas con Vibrio parahaemolyticus
ajustado por densidad optica (O.Ds20) con un espectrofotometro de microplacas,
utilizando una curva de calibracién previamente establecida hasta alcanzar una
concentracion de 2,3x10° UFC/mL de agua de mar. El recambio de agua (50%) se
realiz6 veincuatro horas post-exposicion (hpe) y la mortalidad de las larvas de camarén

se cuantificd 12 horas después.

Para preparar el inoculo bacteriano, se sembrd en agar tripticasa de soya (2%
NaCl TSA), y ocho colonias se transfirieron a 1000 mL de TSB +2% NaCl y se
incubaron durante siete horas a 30 °C, con movimiento constante. Posteriormente, el
cultivo se centrifugara (4000 g, 10 min, 25 °C), se descartaran los sobrenadantes y los

pellets celulares se resuspenderan en solucion salina estéril (2%NaCl).

Tabla 2

Disefio experimental prueba de desafio.

Tratamientos Descripcion del Tratamiento Concentracion Réplicas
Grupo Sin aplicacion de cepa aislada y sin 0 2
Control (CT) infeccion de patdgeno.
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Control Sin aplicacion de cepas aisladas pero 2,3x10° 2

Infectado infectadas con Vibrio patogeno. UFC/mL
(CP)
T1 (7) Inmersion directa de la cepa 6.9 de 10" UFC/mL 3

la Zona 3 e infectadas.

T1 (5) Inmersion directa de la cepa 6.9 de 10° UFC/mL 3

la Zona 3 infectada con Vibrio.

T2 (7) Inmersion directa de la cepa 6.1 de 10" UFC/mL 3

la Zona 3 e infectadas.

T2 (5) Inmersion directa de la cepa 6.1 de 10° UFC/mL 3

la Zona 3 e infectadas.

T3 (7) Inmersion directa de la cepa 1.4 de 107 UFC/mL 3

la Zona 1 e infectadas.

T3 (5) Inmersion directa de la cepa 1.4 de 10° UFC/mL 3

la Zona 1 e infectadas.

8.5. Analisis estadistico

En el analisis estadistico se utilizé el software R Studio version 2025.05.0+496,
para determinar la diferencia de la actividad antimicrobiana de las cepas seleccionadas
de los halos de inhibicion entre patdgenos se aplicéd la prueba no paramétrica de suma
de rangos de Kruskal-Wallis. La supervivencia y mortalidad de los ensayos in vivo, se
verificd el cumplimiento de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas,
se aplico el analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba post hoc

Dunnett, en comparacion con el grupo Control.
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9. RESULTADOS

9.1. Aislamientos de bacterias y seleccion de Bacillus spp.

Las cepas bacterianas con actividad antimicrobiana frente a otras colonias en el
medio de cultivo en la primera fase de siembra por superficie fueron halladas,
seleccionadas y caracterizadas mediante diferentes morfotipos, tendiendo asi: 14
aislados en la Zona 1 (Monteverde), 13 en la Zona 2 (Ballenita), y 11 aislados en la
Zona 3 (La Diablica), consiguiendo un total de 38 cepas aisladas con diferencias

morfoldgicas entre si. Tabla 2
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Tabla 3

Morfologia colonial de bacterias

Coloracion Tamaiio Borde Forma  Transparencia Superficie Textura Elevacion
C1.1Z213 Blanca G Ondulado Irregular Opaca Sin brillo Lisa Elevada
C1.2NT10 Beige M Rizoide Irregular Opaca Sin brillo  Rugosa  Crateriforme
C1.3Z213 Beige M Entero Circular Opaca Sin brillo  Rugosa  Crateriforme
C1.42713 Beige G Rizoide Irregular Opaca Sin brillo  Rugosa Elevada
C1.5LT10 Beige P Rizado Irregular Opaca Brillo Rugosa Elevada
C1.6MT3 Beige P Ondulado Irregular Opaca Brillo Lisa Plana
Zona 1 CIL.7LT3 Beige M Entero Circular Opaca Sin brillo Lisa Elevada
C1.8MT10 Beige P Entero Circular Opaca Brillo Lisa Elevada
C1.9OMTI10 Beige G Ondulado Irregular Transparente Brillo Lisa Elevada
CI.10LT10  Blanco M Entero Circular Transparente Brillo Lisa Elevada
CI1.1INTI10 Beige G Rizoide Rizoide Opaca Sin brillo Lisa Plana
CI1.12MT10  Beige P Rizado Irregular Transparente Brillo Lisa Convexa
C1.15LT3 Beige G Lobulado Circular Opaca Brillo Lisa Plana
Cl1AT4 Blanca G Lobulado Irregular Opaca Sin brillo  Rugosa Plana
Zona 2 C27ZT4 Beige M Filamentosa Filamentoso Transparente  Sinbrillo  Rugosa Crateriforme
C3ZT12 Blanca M Entero Circular Opaca Sin brillo Lisa Elevada
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C572T4 Beige M Filamentosa Filamentoso Transparente Brillo Lisa Plana
C6AT4 Blanca G Filamentoso Filamentosa Transparente  Sin brillo Lisa Plana
C8ZT2 Blanca P Filamentoso  Circular Opaca Brillo Lisa Convexa
CI9AT2 Beige M Entero Circular Opaca Sin brillo Lisa Plana
C10AT4 Blanca P Filamentosa  Circular Transparente  Sin brillo  Rugosa Plana
Cl1ZT4 Blanca M Lobulado Irregular Opaca Sin brillo  Rugosa Plana
C12MT2 Blanca P Rizoide Rizoide Transparente Brillo Lisa Plana
C13MT4 Blanca P Entero Circular Opaca Sin brillo  Rugosa Crateriforme
CI14LT2 Beige P Entero Irregular Opaca Brillo Lisa Convexa
C16LT2 Blanca G Rizado Irregular Opaca Sin brillo Lisa Plana
C17LT4 Blanca M Rizoide Irregular Opaca Sin brillo Lisa Plana
C6.1ZT6 Blanco G Ondulado Irregular Opaca Brillo Rugosa Elevada
C6.2ZT6 Beige G Rizoide Irregular Opaca Sin brillo Lisa Plana
C6.3ZT2 Blanco G Ondulado Irregular Opaca Sin brillo  Rugosa  Crateriforme
C6.42T12 Blanca M Rizoide Rizoide Opaca Brillo Rugosa Plana
C6.6MT6 Beige G Lobulado Irregular Opaca Brillo Lisa Elevada
Zona 3 C6.7TMT2 Blanco M Rizado Irregular Opaca Brillo Lisa Plana
C6.9MT2 Blanca G Rizoide Rizoide Opaca Brillo Lisa Elevada
C6.10LT2 Beige M Entero Circular Opaca Sin brillo  Rugoso  Crateriforme
Co6.11LT6 Blanca M Entero Circular Opaca Brillo Lisa Plana
C6.12LT6 Blanco P Entero Circular Opaca Brillo Rugoso Plana
C6.13LT2 Beige M Rizoide Rizoide Opaca Brillo Lisa Elevada
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9.2.Actividad Anti-Vibrio

Los resultados de los ensayos de la actividad antibacteriana in vitro
realizados con las cepas anteriormente aisladas de la Zona 1 (Monteverde),
permitieron evidenciar su potencial frente a patdgenos de género Vibrio: V.

vulnificus, V. harveyi, V. campbelli (LM), V. parahemolyticus (BA).

Cinco (Cl1.2, Cl1.4, Cl.6, C1.8 y C1.11) de las 12 cepas evaluadas
presentaron actividad antagdénica positiva, dando como resultado halos de
inhibicién (mm) o expansion (E), que indican el crecimiento sobre la colonia
patdgena, mientras los 7 restantes tuvieron resultados nulos de actividad,
destacando la cepa 1.4 con halos > Smm, mientras la cepa 1.6 tuvo crecimiento de

hasta 8mm sobre las bacterias patdogenas. Tabla 4

Tabla 3

Actividad Anti-Vibrio de las cepas aisladas de la Zona 1, halos de inhibicion
expresados en mm.

Cepas V.v V.h LM B. A

Zona 1 -5 -6 -5 -6 -5 -6 -5 -6
Cl1.1 - - 1 - - - - -
C1.2 1 - 2 1 3 1 - -
C1.3 - - - - - 1 - -
C14 7 5 10 7 4 - 2 5
C1.5 - - - - - - - -
C1.6 EQ2 ER2) EGB) EQB) E((@) E®@ E®) 4
C1.7 - - - - - - E (3) -
C1.8 EB) E(@2) 3 2 - - 2 2
C1.9 - - - - 1 - E(l) E()
C1.10 - - - - - - - -
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Clit EQ2 - E@Q@ - - - E() -
C1.12 - - - E@) - -
ClL15 E@Q) - - )

Figura 12

Promedio de halos de inhibicion en la Zona 1
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En la zona 2, se verificé la existencia de al menos cepas nativas antagonicas
contra las patdgenas de las cuales 5 (C1; C3; C6; C8; C13) tuvieron actividad
antibacteriana positiva, demostrando mayores crecimientos sobre el Vibrio
patdgeno y los halos de inhibicion promedio, la C1 con halos promedio de 2.3 mm,

y el restante solo demostrd crecimiento sobre el Vibrio.

Tabla 4

Cepas aisladas de la Zona 2 resultados de prueba de antagonismo

Cepas V.v V.h LM B. A

Zona 2 10° 10° -5 -6 -5 -6 -5 -6
C1 EGB) E®) - - E4) E(@2 2 1
C2 - - - - - - - -




C3 - - - - E E (1) - -
Cs -

C6 E E - - E E E E
C8 E E E E E@) EQ) - -

C9 - - - - E@® 5 - -

C10 - - - - - - - -

C11 - - - - - - - -

C12 ] ] ) ) _ )

C13 - - E E E E E E

C14 - - - - - - - -

Cl6 - - - - - - C C

C17 - ; ] ] - ] ] ;

Los graficos de barras muestran la actividad antimicrobiana de distintas
cepas de la Zona 2. Se observa que algunas cepas presentan mas halos de inhibicion
en la menor concentracion del agente patdgeno (10°), las cepas C6, C13 Y Cl4
muestran halos méas amplios en las cuatro bacterias mostrando mayor efectividad
antimicrobiana mientras que la cepa C12 tiene una notable actividad en ambas

concentraciones para LM.

Figura 13

Promedio de halos de inhibicion en mm de la Zona 2
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Para la zona 3, los resultados de los posibles Bacillus aislados frente a V.v;
V.h; B.A y LM, se observaron variaciones importantes en la formacion de halos de
inhibicion, diez de las bacterias aisladas registraron halos desde 2mm hasta 7 mm,
otras bacterias se destacaron por expansion. Se observa que las cepas 6.10 y 6.13
poseen mayor crecimiento sobre el patogeno V.V; V.h y LM, respectivamente. Sin
embargo, los Bacillus con mayor capacidad antimicrobiana son los codificados
como 6.1 y 6.9 mostrando actividad inhibitoria para todos los patdgenos expuestos,

con halos desde 2 a 7Tmm.

Tabla 5

Actividad antagonica de cepas seleccionadas de la Zona 3 expresado en mm

V.v V.h LM B.A
Cepa -5 -6 -5 -6 -5 -6 -5 -6
Zona 3
Cé6.1 2 3 E (10) 3 3 4 2 1
C6.2 E EB) E@®B) E(®) - - E (1,5) -
C6.3 2 - E (2) - 1 C(1) - -
Cé6.4 - - 1 - - - - -
C6.6 1 - E E E E 1 -
C6.7 1 - - - E (2) E E (2) E (1)
C6.9 4 E(@) 2 3 5 2 5 2
C6.10 E(10) E(10) 3 - - - - -
Ce6.11 1 1 3 - 1 - - -
C6.12 2 4 5 - 3 E 2 1
C6.13 7 7 6 - E (10) E E (1) -
(10)

Los gréficos de barra muestran las cepas 6.9, 6,13 y 6.1 también mostraron
actividad significativa, con halos de hasta 5 mm frente a LM, BA'Y Vh. La
presencia de crecimiento por encima del Vibrio indica con la presencia de

compuestos antimicrobianos activos, estos resultados permiten identificar cepas de
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bacterias prometedoras. Por otro lado, C 6.4 y C 6.6 presentaron escasa o nula

inhibicion especialmente frente V.v y L.M. Figura 14.

Figura 14
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9.3. Concentracion minima inhibitoria (MIC)

Una vez elegida las cepas mas activas se seleccionaron cuatro a las que se
expresaron mejores resultados, entre los que se seleccionaron a C 6.1; 6.9; y 1.4.
Los resultados obtenidos para C6.1 demostraron mayor actividad en V. campbelli
(13 £ 4.24) en la concentracion mas alta (10¥, sin embargo, se obtuvieron valores

con menor actividad contra V. parahaemolyticus (10 £ 0.816).
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Figura 15

Capacidad antagonica por pocilllos C6.1
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Asi mismo, la evaluacion de la cepa 6.9 permite evidenciar que tan efectiva
para inhibir el crecimiento de cada patdogeno, demostrando halos de hasta 13 mm
para V.v, Las cepas LM y V.v mostraron los mayores halos de inhibicion en la
concentracion mas alta (10® UFC/mL), superando los 13 mm en promedio, mientras

que la reaccion fue menor en V.h.
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Figura 16

Capacidad antagénica por pocilllos C6.9
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En este caso, la cepa 1.4 mantuvo una actividad significativa para el
patégeno LM tanto a 10® como 107 UFC/mL (10 mm y 8 mm, respectivamente),
destacandose sobre las otras, también mostré actividad importante a para V.h en
concentraciones de 10® (9 mm), mientras que para BA 'y V.v presentaron halos mas
reducidos (4 mm). A concentraciones menores (10° y 10°), nuevamente solo para
LM mostré una inhibicion persistente, aunque leve (2-3 mm), lo que evidencia su

poca eficacia relativa en condiciones de baja densidad celular.
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Figura 17

Capacidad antagonica por pocilllos C 1.4
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Finalmente, las pruebas de efecto anti- Vibrio permitieron seleccionar tres
cepas con potencial probiotico frente a los patogenos y asi ponerlos a prueba en un
sistema de cultivo larvario, comprobando su efectividad in vivo enfrentadas a un

Vibrio patogeno seleccionado.
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9.4. Analisis bioquimicos

Los resultados de los andlisis bioquimicos realizado a las cepas bacterianas
clasificadas como potenciales probidticos tienen caracteristicas especificas,
utilizando la fermentaciéon de carbohidratos, utilizacion de aminoacidos, la
capacidad de respiracion aerobio o anaerobia, produccion de metabolitos
secundarios como indol o cetona (VP), siendo estos aspectos relevantes para la

seleccion de cepas funcionales en sistemas larvarios.

La cepa 6.1 fue evaluada y mostré una capacidad metabolica moderada,
fermentando sacarosa y celobiosa, metabolizando aminodcidos como lisina,
arginina ornitina relacionado estrechamente con la tolerancia a estrés ambiental o
funciones inmunoestimulantes. Su crecimiento se dio en condiciones anaerobicas,
lo que sugiere que podria adaptarse bien al intestino larval, fue positiva para la
produccion de indol, lo que podria indicar la sintesis de compuestos bioactivos.
Aunque su versatilidad es limitada, podria tener funciones complementarias en

ambientes con bajo oxigeno.

Asimismo, la cepa 6.9 fue la mas versatil en comparacion a las dos restantes
por lo que fermentd multiples azicares (arabinosa, galactosa, manitol, gluconato,

entre otros) y crecid tanto en condiciones aerobicas como anaerdbicas, lo que la
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hace altamente adaptable. Esta capacidad le permite competir eficientemente en

ambientes variables, como el agua de cultivo y el sistema digestivo de las larvas.

En contraste, la cepa 1.4 tuvo un perfil mas limitado, es decir, no fermentd
azlcares, pero metaboliz6 los tres aminoacidos evaluados y creci6 en condiciones
anaerobicas. Su rol podria enfocarse en funciones especificas como estabilidad
intestinal o soporte inmunoldgico, mds que en competencia nutricional. Su
crecimiento en medio nutritivo sugiere facilidad de produccidon, aunque su

aplicacion seria mas restringida.

Tabla 6

Lectura de pruebas bioquimicas a Cepas seleccionadas

CEPA
6.1 6.9 1.4

Arabinosa -

Sacarosa +

Galactosa -
Manitol -

o+ 4]+

Sacarosa
Madre
Gluconato -

Gluconato -

Lisina

o+ ]+

+
Arginina +
+

Ornitina

OF Aerobio - + -
OF Anaerobio +
Citrato - -
Indol + - -
VP - - -
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Celebiosa + + -
Nutrient Broth + + +

Cepa 6.9: Bacillus subtilis o B. amyloliquefaciens, dada su capacidad fermentativa
(azucares), uso de gluconato, crecimiento aerdbico y anaerdbico. Cepa 6.1 podria
asociarse a un Bacillus menos fermentador, posiblemente una cepa con
metabolismo oxidativo reducido, como algunas cepas atipicas de B. licheniformis.
Cepa 1.4, al ser negativa en la mayoria de los azlicares y pruebas metabdlicas,
podria tratarse de una especie menos comun o requerir confirmacion por técnicas

moleculares.

9.5.Toxicidad de cepas

Durante el ensayo de 7 dias suministrando los posibles Bacillus mediante la
alimentacion, la evaluacion de toxicidad a través de la supervivencia diaria
demostrd que el grupo Control (90 + 2.0 %) supero la tasa de supervivencia en

comparacion de los demads tratamientos.

La grafica muestra una tendencia general en la disminucion de supervivencia a lo
largo del tiempo, sin embargo, el Tratamiento 2 (84.1 = 3.5 %) tuvo la menor tasa
de supervivencia durante el periodo determinado, es decir, ninguna de las cepas
expuestas presenta rangos < 80%, lo que determina la nula toxicidad cuando son

suministradas en un medio de cultivo.
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Tabla 7 Tasa de supervivencia en el disefio experimental

Grupo Supervivencia (%)
CT 90 +£2.0
T1 86.4+2.9
T2 84.1+3.5
T3 89.3+42

Figura 18
Supervivencia de presumibles Bacillus
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El anélisis de varianza (ANOVA) realizado para evaluar los diferentes tratamientos
sobre el porcentaje de supervivencia no mostréd diferencias significativas entre los
grupos (0,17 > 0.05). Posterior a ellos se aplicd la prueba de comparaciones
multiples por el método de Dunnett para contrastar cada tratamiento con el grupo

control.
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Tabla 8

Prueba de normalidad y homogeneidad de varianza

Tratamiento p_value normal

p- Normalidad
value
CT 0,726 Si
T1 5 0,637 Si
T1 7 0,637 Si
T2 5 0,637 Si
T2 7 0,637 Si
T3 5 1 Si
T3 7 0,298 Si

Asi mismo, el andlisis de Dunnet indicé que ninguno de los tratamientos difiri6
significativamente del control a lo largo de los 7 dias (p>0.05). Sin embargo, el
tratamiento 2 mostrd una menor supervivencia con un p- valor (p=0,0953), lo que
podria sugerir un efecto relevante pero no de significancia estadistica bajo las

condiciones del presente experimento. Tabla 10.

Tabla 9

Prueba de comparacion multiple Dunnett

Estimad Error tvalor . p-
0 ajustado
T1 5 C== -2.667 4.926 -0.541 0.9880
T1 5 T== -5.333 4.926 -1.083 0.7904
T2 5 C== -5.333 4.926 -1.083 0.7904
T2 5 T== -9.000 4.926 -1.827 0.0953
T3 5§ C== -1.333 4.926 -0.271 0.9997
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T3 5 T== -1.333 4.926 -0.271 0.9997

Figura 19

Numero de larvas finales por tratamiento

501
T T *

5o || T pE

£ 40

()]

]

P

T 301

@

o

2

o 201

£

3

=

101

D T T T
cT T1.5 T1.7 T2.5 T2_7 T35 Ta_7

Tratamientos

Nota: “*’no presentan significancia con relacion al Grupo control CT

9.6. Prueba de desafio in vivo

El analisis de varianza (ANOVA) evaluo las diferencias en la mortalidad de
larvas expuestas a V. parahaemolyticus entre los tratamientos, demostrando que
existen diferencias significativas (F (7,56) =30.38, p<0.001). La prueba de
comparacion multiple por el método de Tukey indico que el grupo CP (Control
Positivo) presentd un porcentaje de mortalidad significativamente mayor

(53.8+14.4 %; letra a) en comparacion con los demas tratamientos que
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presentaron rangos desde 6.2+ 3.2 (CT) hasta 20.5 = 14.4 (T2 107), lo que

indica una disminucién notable en la mortalidad de los organismos infectados.

Tabla 10

Analisis Tukey de tratamientos

Tratamiento Media SD  Grupo
Ccp 53.8+144 a
T2 (10EXP7) 205+6.0 b
T3 (10EXPS) 19.0+29 b
T2 (10EXPS) 17.8+56 b
T1 (10EXP5) 138464 b
T3 (10EXP7) 13.0+£4.1 b
T1 (10EXP7) 122+7.3 b
CT 6.2+3.2 b
Figura 20

Porcentaje de mortalidad promedio por Tratamiento
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El andlisis de supervivencia mostré altas diferencias entre los tratamientos
mediante Log-rank test, p < 0.0001, la curva correspondiente al Control Positivo
(CP), que present6 una disminucién mas acelerada de la supervivencia en funcion
al tiempo. Sin embargo, el grupo control mantuvo los valores mas altos de
supervivencia durante el tiempo del experimento, entre los que se puede mencionar

(T1x107) presentaron patrones de alta supervivencia.

Figura 21
Survival Analysis por tratamiento
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La supervivencia general para el ensayo de toxicidad fue alta generalmente
(> 84%). Aunque el tratamiento T2 mostr6 una leve disminucion en la
supervivencia (84.1 %), el anélisis estadistico (ANOVA y prueba de Dunnett) no
encontr6 diferencias significativas respecto al grupo control (p > 0.05), indicando
baja toxicidad de las cepas. Posterior los resultados de evaluacion protectora in vivo,
revelaron que los tratamientos con bacterias benéficas redujeron significativamente
la mortalidad en comparacién con el grupo control positivo (CP: 53.8 %
mortalidad). Los tratamientos T1, T2 y T3 mostraron mortalidades entre 12.2 %y
20.5 %, indicando efecto protector. El andlisis de supervivencia confirmé estas

diferencias con alta significancia estadistica (p < 0.0001).
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10. DISCUSION

El presente estudio se centro en el aislamiento y la evaluacion cepas
probidticas de Bacillus spp., obtenidas de cultivos de camarén blanco (P. vannamei)
con potencial antagénico en V. vulnificus, V. harveyi, V. campbelli, V.
parahaemolyticus, las cuales fueron aisladas en medio de cultivo de agar TSA y

analizadas de secuencias del gen 16S rARN concordando con del (Rodicio Rodicio
& Mendoza, 2004) quienes utilizaron esta técnica en la identificacion de bacterias.

Sin embargo, la capacidad inhibitoria de las cepas se registré de forma diferente

entre las zonas de muestreo.

Los aislados que se encontraron de forma nativa en los cultivos de larvas de
Penaeus vannamei fue de 38 cepas aisladas lo que coincide con (Proespraiwon et
al., 2023), que logro aislar 22 cepas aisladas del HP de camaro6n blanco del Pacifico,
sobrevivientes a AHPND, de los cuales 10 fueron identificados como Bacillus spp.

y caracterizados mediante pruebas bioquimicas

Al igual que, (Moreira Suarez y Méndez, 2024) donde logro aislar bacterias
nativas extraidas del intestino de camaron P. vannamei, encontrando 4 especies de
bacterias gran positivas correspondientes a Bacillus, entre las que se puede
mencionar B. megaterium, B cereus, B. thuringiensis, B. subtilis halladas en los

organismos tomado de 3 zonas de recoleccion.
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En relaciéon con lo reportado por (Peng, Zhang, & Song, 2019), donde la
cepa G de Bacillus licheniformis, mostrd halos de inhibicion de hasta 20 mm contra
Vibrio parahaemolyticus, aunque los halos de inhibicion reportados en el presente
trabajo son menores existen relaciones de hasta 15 mm promedio, demostrando la
inhibicion valida para el potencial antagonista de la cepa utilizada. Asi mismo, para
la evaluacion de la toxicidad segln el estudio de (Mirbaksh, Mahjoub, Afsharnasab,
& Kakoolaki, 2021) demostrando que las etapas de desarrollo larvario y la tasa de
supervivencia mejoraron significativamente después de la aplicacion de B. subtilis
a una concentraciéon de 10% UFC/ml, con respecto a lo analizado, también se
demostrd una supervivencia elevada y sin diferencias significativas con respecto al

grupo Control.

Segun los halos de inhibicion presentados en las diferentes cepas patogenas,
se observa que estas poseen un didmetro promedio entre 4 a 15 mm en la dilucién
correspondiente a 107, lo que coincide con Potosi Castillo (2024) que en su trabajo
probo que, los halos de inhibicidon presentados fueron de mayor dimension al ser
sometidos una menor dilucion de probidtico, de la misma manera Peng et al.,
(2019) indican que la cepa de Bacillus licheniformis aislada en su estudio, presentd
halos de inhibicion con dimensiones de hasta 20 mm contra la especie Vibrio

parahaemolyticus.
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De la misma manera, en este estudio, se realizoé un analisis de supervivencia
donde se corrobor6 que al adicionar probidticos a los cultivos, este indice desciende
su rapidez de manera paulatina, ya que en el tratamiento control la mortalidad
presentd niveles significativamente acelerados en relacion con los tratamientos
inoculados con probioticos, concordando con los reportes presentados por Chai et
al. (2016), quienes aseveran que la adicion de probidticos mayormente compuestos
por Bacillus aumentan la resistencia en contra de patdgenos causados por Vibrio;
ademads, Mirbakhsh et al., (2021), sefialan que los organismos a los cuales se les
aplica Bacillus subtilis en altas concentraciones presentaron mejoras morfologicas

y un aumento en la tasa de supervivencia.

Como resultado de la mortalidad y supervivencia de la prueba in vivo,
expuesta a V. parahaemolyticus mejord significativamente en T2x107 y T1x107 con
un porcentaje de supervivencia de hasta el 43% mas que el grupo infectado, tal
como resalta (Hoang Duc, Trung Nam, Hoang Oanh, Trung Thanh, & Hoang Ha,
2021) la suplementacion con la cepa del Género Bacillus, tras siete dias de
exposicion, mostrd tasas de supervivencia del 71% en comparacion con el 33% del

tratamiento.

Para finalizar, tomando en cuenta estos resultados y las investigaciones

realizadas previamente, resulta necesario profundizar e incrementar estudios en el

57



ambito microbiologico en relacion con la identificacion de cepas patogénicas y no
patogénicas presentes en cultivos de camaron blanco (Penaeus vannamei) con la
finalidad de incrementar la informacion y probar nuevas alternativas en contra de

virus altamente perjudiciales para la industria acuicola del pais.
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11. CONCLUSION

EL aislamiento de las cepas bacterianas nativas de larvas sanas dio como
resultado 38 cepas de tincidon Gram- positivas los tres sitios de produccion de
cultivo larvario con morfologias coloniales de tres zonas geograficas, cada cepa

caracterizada segun su color, forma, textura y otras caracteristicas.

La evaluacion de la capacidad para inhibir el crecimiento de cuatro especies
patégenas in vivo del género Vibrio el nimero de cepas con capacidad
antimicrobiana con halos mayores a 6 mm hasta 13mm correspondiente a cada
Vibrio desafiado, siendo escogidas para la prueba de desafio solo 3 posibles Bacillus

representativos seleccionados.

Las cepas expuestas al Vibrio patdogeno en la prueba in vivo mediante los
tratamientos mostraron niveles superiores de supervivencia con respecto al control
positivo, pero siendo estadisticamente similares entre si. Los tratamientos T1 y T3
superaron la supervivencia en comparacion y mayor eficacia protectora de los

Bacillus utilizados mejorando hasta un 40% la supervivencia.
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1.

12. RECOMENDACIONES

La correcta identificaciéon molecular es la clave para garantizar la seguridad
y eficacia de las cepas con potencial probiodticos y el reconocimiento de la
especie que se esta trabajando, por ello se recomienda realizar una

identificacion completa del genoma.

Realizar estudios de Bacillus con capacidad para colonizar el sistema
digestivo del hospedero y efectividad en su aplicacion, determinando su
permanencia en el medio del cultivo y el animal cultivado, mediante pruebas

microbiologicas.

Evaluar los compuestos antagonistas, bacteriocinas, productos enzimaticos

o metabolitos responsables de la actividad antimicrobiana.
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14. ANEXOS

- Aislamiento
Figura 22 Figura 23
Muestra de larvas Macerado para posterior siembra

Figura 24

Siembras de varias diluciones agar TSA +2% NaCl
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Figura 25 Figura 27

Cepas candidatas a aislamiento Siembra por superficie, bacterias con
actividad antimicrobiana

Figura 26 Figura 28

Aislamiento por agotamiento con Asa Siembra por agotamiento de Cepa 1
de Platino
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Figura 29

Siembra por agotamiento, aislamiento y purificacion.

Figura 30

Cepas con criopreservante TSA + Glicerol 15%

- Prueba in vitro
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Figura 31 Figura 32

ICepa de Vibrio patogeno (Vibrio Estandar de McFarland
harveyi)

Figura 33

Prueba de Antagonismo por cumulos
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Figura 34 Figura 36

Ajuste de bacterias probioticas  Resultados de antagonismo por cumulos
y patogenas a estindar de
McFarland

Figura 35
Halos de inhibicion de cepa 6.1 v 6.9
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Figura 38 Figura 39

Prueba de antagonismo método
pocillos

Crecimiento de bacteria en TSA
Broth

Figura 37

Respuesta inhibitoria de cepas 6.9
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- Prueba in vivo

Figura 40 Figura 41

Post larvas sanas Separacion para diseiio
experimentales

Figura 42

Alimentacion previa con bacterias probioticas
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Figura 43

Aislado de bacterias probioticas
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