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Resumen 

Las enfermedades bacterianas provocan pérdidas económicas en la producción de camarón. El uso 

de antibióticos ha provocado la aparición de cepas bacterianas resistentes a los antibióticos. Los 

probióticos son unas de las principales herramientas para poder combatir a las enfermedades 

bacterianas. Dentro de este contexto, se evaluó la efectividad antimicrobiana de 11 cepas 

bacterianas aisladas de cultivos exitosos de varias etapas de producción de camarón. Se determinó 

la susceptibilidad de una cepa Vibrio parahaemolyticus, patógena para camarón Penaeus 

vannamei, frente a las cepas bacterianas mediante pruebas in vitro de antagonismo (antibiograma: 

métodos de difusión de tapón de agar y cúmulos). Las bacterias que mostraron mayor efectividad 

contra la cepa patógena V. parahaemolyticus en la prueba in vitro de antagonismo fueron 

seleccionadas para la prueba in vitro de competencia con la cepa patógena V. parahaemolyticus, 

con el objetivo de determinar la aptitud de crecimiento de las cepas bacterianas frente al patógeno 

mediante un co-cultivo de un grupo de bacterias (cepa bacteriana versus patógeno). Se realizó 

además una prueba de desafío de 48 horas con larvas de camarón P. vannamei, administrándoles 

por 7 días (en estadio larvario entre PL2  PL8) en forma individual las cepas que presentaron 

mejor desempeño en las pruebas in vitro, para luego infectarlas (PL9) con la cepa patógena V. 

parahaemolyticus. Los resultados de las pruebas in vitro e in vivo fueron consistentes, 

encontrándose que la cepa ICA-29 es potencialmente probiótica. La información obtenida en este 

estudio será de vital importancia para continuar con las investigaciones sobre el potencial 

probiótico de esta cepa bacteriana. 

Palabras Clave: probióticos, antibiogramas, pruebas de competencia entre pares de bacterias, 

prueba de desafío. 
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Abstract 

Bacterial diseases cause economic losses in shrimp production. The use of antibiotics has led to 

the appearance of bacterial strains resistant to antibiotics. Probiotics are one of the main tools to 

control bacterial diseases. The antimicrobial effectiveness of 11 bacterial strains isolated from 

successful cultures of various stages of shrimp production was evaluated. The susceptibility of a 

Vibrio parahaemolyticus strain pathogenic to Penaeus vannamei shrimp was determined by in 

vitro antagonism tests (antibiograms: agar plug and cluster diffusion methods). The bacteria that 

showed the greatest effectiveness against the pathogenic V. parahaemolyticus strain in the in vitro 

antagonism tests were selected for the in vitro competition test with the pathogenic V. 

parahaemolyticus strain, with the objective of determining the growth aptitude of the bacterial 

strains against the pathogen by means of a co-culture of a group of bacteria (bacterial strain versus 

pathogen). A 48-hour challenge test was also carried out with P. vannamei shrimp larvae, 

administering them for 7 days (in larval stage between PL2 - PL8) individually the strains that 

presented the best performance in the in vitro tests, and then infecting them (PL9) with the 

pathogenic strain V. parahaemolyticus. The results of the in vitro and in vivo tests were consistent, 

showing that the strain ICA-29 is potentially a probiotic against V. parahaemolyticus. The 

information obtained in this study will be of vital importance for further research on the probiotic 

potential of this bacterial strain. 

Keywords: probiotics, antibiograms, competition test between pairs of bacteria, challenge test. 
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CAPITULO I 

1. Introducción 

El cultivo de camarón es el primer producto de exportación no petrolero del Ecuador. En el 2022 

Ecuador superó el millón de toneladas de exportación de camarón, generando divisas por más de 

$7 mil millones [1]; lo cual representó el 25,53% de las exportaciones no petroleras del país y, el 

18,9% de las exportaciones totales del Ecuador [1]. Además, en el hemisferio occidental el 

Ecuador es el mayor productor de camarón, y unos de los mayores productores a escala mundial 

[1]. 

Según la Organización Internacional de Epizootias (OIE), las enfermedades bacterianas son uno 

de los principales obstáculos para el cultivo de camarón [2]. Las enfermedades bacterianas, y entre 

ellas las comúnmente conocidas como vibriosis provocadas por bacterias del género Vibrio, han 

provocado devastadoras pérdidas económicas en todo el mundo [2,3]. Se estima una pérdida del 

20% de las producciones totales mundiales por infecciones bacterianas en los años recientes [4].  

La enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda (AHPND) es una vibriosis ocasionada 

generalmente por bacterias de la especie Vibrio parahaemolyticus [5]. AHPND puede generar altas 

mortalidades en postlarvas o juveniles de camarón durante los primeros días de cultivo [5,6,7]. 

Los impactos económicos de la enfermedad son importantes, así desde la década del 2010 se ha 

reportado pérdidas por más de $10 mil millones, lo que representa pérdidas anuales de 

aproximadamente $1 mil millones anuales [1].  
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Una de las alternativas más utilizadas como tratamientos y profilaxis para combatir las 

enfermedades bacterianas son los antibióticos [6]. Las sulfonamidas, tetraciclinas, quinolonas, 

cloranfenicol y nitrofuranos son usadas en la acuicultura [8,9] y existen reportes de uso de 

amoxicilina, florfenicol, sulfadiazina, y eritromicina en cultivo de camarón [9]. El uso desmedido 

y malas prácticas de estos antimicrobianos han provocado la aparición de cepas bacterianas 

resistentes a los antibióticos (Resistencia a los antimicrobianos - RAM) [6]. En consecuencia, 

países como Estados Unidos, y los de la Unión Europea han implementado medidas estrictas para 

el control de antibióticos [10].  

Dado que estos países son importantes mercados para el camarón ecuatoriano es necesario cumplir 

sus regulaciones en materia de antibióticos. Las Agencias Federales de Estados Unidos de 

Protección Ambiental (EPA) y de Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) permiten 

el uso de oxitetraciclina, florfenicol, sulfadiazina y sulfadimetoxina para un limitado número de 

especies acuícolas [11]. Mientras que en el Ecuador se encuentra prohibido la importación y 

comercialización de enrofloxacina [12]. 

 Los probióticos han demostrado ser uno de los mejores sustitutos para los antibióticos en el control 

de enfermedades bacterianas en camarón de cultivo [9,13], ya que además de ser una alternativa 

natural ayudan a mejorar la respuesta del sistema inmune [14], el crecimiento de los camarones 

[9] y la calidad del agua de cultivo de camarón [15]. Por lo tanto, el uso de probióticos se ha 

convertido en una de las mejores alternativas para el control de enfermedades bacterianas en la 

producción de camarón. 

1.1. Descripción del problema 

Las altas producciones de camarón conllevan a la intensificación de los cultivos, lo que puede 

provocar situaciones de estrés para los animales [16], deterioro de la calidad de agua por alta carga 
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de materia orgánica, y consecuentemente cambios en los parámetros de calidad de agua [16]. Esto 

conlleva a que bacterias primarias y oportunistas tengan medios favorables para su crecimiento, lo 

que puede generar brotes de infecciones bacterianas en el ambiente de cultivo. Si estas infecciones 

bacterianas no son tratadas a tiempo y adecuadamente pueden provocar altas mortalidades y 

mermar la producción de camarón [17].  

Dentro de las enfermedades bacterianas la vibriosis es la más frecuente, y se presenta tanto en la 

fase larvaria del camarón como en la de engorde, siendo la principal causa de mortalidad en las 

etapas iniciales de cultivo [17]. Los antibióticos han sido usados como antibacterianos para el 

control de vibriosis. Sin embargo, el uso prolongado de los antibióticos puede inducir el desarrollo 

de bacterias resistentes a estos antimicrobianos [18]. Además, pueden permanecer residuos de 

antibióticos en el medio ambiente, convirtiéndose en un problema de salud pública y ambiental 

[18]. En consecuencia, los mercados internacionales han limitado el uso de antibióticos en los 

cultivos de camarón [10]. 

Por lo tanto, es indispensable buscar soluciones basada en la naturaleza para el manejo de las 

enfermedades bacterianas y evitar las mortalidades masivas [16]. Ante esta necesidad surgen los 

probióticos como una alternativa natural para controlar eficazmente los agentes patógenos de 

manera sostenible [19]. Adicionalmente, dado que en el mercado circulan una gran variedad de 

probióticos comerciales es importante incrementar la versatilidad de metodologías con las que se 

pueda evaluar la efectividad de los probióticos [20]. 

1.2. Justificación del problema 

Si bien actualmente la producción de camarón en el país está en continuo crecimiento, no siempre 

fue así, habiendo pasado por crisis sanitarias graves. Por ejemplo, la epidemia provocada por el 

síndrome del virus de la mancha blanca (WSSV) entre 2000 y 2003 provocó una crisis en la 
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industria acuícola. Este problema refleja la susceptibilidad que tiene el país ante la aparición de 

patógenos letales, si no son tratados a tiempo y debidamente. [21]. 

Los probióticos son una promesa para el tratamiento de la vibriosis debido a la diversidad de 

mecanismos de acción, tales como antagonismo, exclusión competitiva por sitios de adhesión, 

competencia de nutrientes e interrupción del quorum sensing de las bacterias patógenas [22]. Es 

importante que los productores utilicen correctamente los probióticos ya que algunas veces se 

utilizan ciertos productos en forma empírica, por esta razón debe primero determinarse mediante 

la efectividad de los probióticos a nivel experimental, tales como pruebas in vitro y pruebas in vivo 

de desafío [20]. 

La industria del cultivo de camarón es un sector productivo clave para Ecuador. La industria genera 

numerosas plazas de empleo directas e indirectas promoviendo un avance en la comunidad [23]. 

Las exportaciones de camarones sumaron $5.323 millones en 2021, lo que representó un 

crecimiento del 39% frente al 2020. Mientras que las exportaciones de camarón para los primeros 

4 meses del 2022 ascendieron a $2.387 millones, con un crecimiento aproximado del 79% frente 

al mismo periodo del 2021 [23]. En consecuencia, es imperativo la búsqueda de probióticos 

eficaces que puedan combatir enfermedades bacterianas emergentes y remergentes para contribuir 

a la sostenibilidad de la industria de cultivo de camarón. 

1.3. Objetivos 

1.3.1. Objetivo General 

 
 Evaluar la efectividad de bacterias aisladas de cultivos exitosos de camarón Penaeus 

vannamei mediante pruebas in vitro contra Vibrio parahaemolyticus 
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1.3.2. Objetivos Específicos 

 
 Evaluar la efectividad de cepas bacterianas aisladas de cultivos exitosos de camarón 

Penaeus vannamei mediante pruebas in vitro de antagonismo contra Vibrio 

parahaemolyticus. 

 Evaluar la efectividad de cepas bacterianas potencialmente probióticas mediante pruebas 

in vitro de competencia contra Vibrio parahaemolyticus. 

1.4. Marco teórico 

1.4.1. Probióticos 

La palabra probiótico proviene del griego pro bios

[21,24]. De acuerdo con la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 

Alimentación (FAO) y la Organización Mundial de la salud (OMS), los probióticos son aquellos 

microorganismos vivos capaces de proporcionar beneficios en la salud del hospedero [25] cuando 

se suministra en concentraciones adecuadas. En resumen, los probióticos son productos a base de 

bacterias beneficiosas que ayudan a promover la salud animal, prevenir múltiples enfermedades y 

evitar el crecimiento de patógenos.  

1.4.2. Probióticos en el cultivo de camarón  

Debido al riesgo por la aparición de cepas bacterianas resistentes a los antibióticos, los efectos 

ambientales producidos por los residuos de antibióticos y al incremento de la demanda de la 

producción de los alimentos, se ha vuelto crucial la búsqueda de alternativas naturales que 

reemplacen los antimicrobianos y promuevan beneficios con respecto a la salud animal [26,27].   

 

Los probióticos son unas de las principales alternativas naturales para el control de enfermedades 

provocados por cepas bacterianas patógenas [28,29]. Los probióticos pueden administrarse en el 
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agua o como complemento en el alimento [30], induciendo efectos potencialmente beneficiosos a 

la salud del animal a través de la modulación directa de la salud del huésped, o mejorando de forma 

indirecta la calidad ambiental del sistema de cultivo [25,30,31].

En la acuicultura, los probióticos han ayudado a combatir y suprimir microorganismos dañinos 

[32]. Entre los géneros más utilizados en la acuicultura se encuentran: Aeromonas, Bacillus, 

Clostridium, Lactobacillus, Staphylococcus spp, entre otros [13,26]. Además, es indispensable 

encontrar cepas probióticas que no produzcan sustancias tóxicas para el hospedero, y que se 

encuentren equipadas con varios mecanismos de acción tales como la producción de compuestos 

antagónicos, inmunomodulación y exclusión competitiva, con los cuales se prevenga el desarrollo 

y proliferación de patógenos. El mejoramiento de una mejor respuesta inmune del camarón

repercute en mejores desempeños productivo, tales como incremento de la supervivencia y de las 

tasas de crecimientos de los camarones [13,33] (Figura 1).

Figura 1 Probióticos en la acuicultura, modos de acción para el mejoramiento de la salud, crecimiento y calidad de agua en 
cultivos de camarón. [12]
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1.4.3. Producción de compuestos antagónicos  

Los probióticos producen metabolitos antimicrobianos como antibióticos, bacteriocina, enzimas 

líticas y ácidos orgánicos que son capaces de proteger al hospedero por sus efectos antagonistas 

contra los patógenos y por la modulación de la respuesta inmunitaria de los camarones [27,30].  

1.4.4. Inmunomodulación   

Los camarones poseen tres tipos de células hemocitarias (Figura 2), los cuales desempeñan las 

funciones de respuestas inmunitarias innatas en los camarones [34]. Los probióticos mejoran la 

respuesta inmune y reducen la susceptibilidad a enfermedades de carácter microbiano mediante la 

estimulación de la actividad antimicrobiana y mejorando las células hemolíticas [30,35,36].  

  

 
Figura 2. Vía inmunitaria intracelular probiótica en camarones. [13]  

  

1.4.5. Exclusión competitiva  

Muchas bacterias patógenas en las primeras etapas de infección se caracterizan por la colonización 

de los tractos gastrointestinales del hospedero [37]. Por consiguiente, el probiótico candidato para 

emplearse no solo debe tener una fase de latencia corta, también debe tener la capacidad de 

adherirse y colonizar las membranas mucosas del hospedador, excluyendo competitivamente a los 
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patógenos [32,36,37] y compitiendo contra microorganismos, especialmente patógenos, por los 

nutrientes [32].

1.4.6. Mejora en la calidad de agua, supervivencia y crecimiento de los camarones

Las cepas probióticas Grampositivas del género Bacillus, han demostrado mejorar la calidad de 

agua promoviendo la descomposición de la materia orgánica [38]. En tal sentido, cepas B.

licheniformis y B. subtilis disminuyen las concentraciones de nitrito y amoniaco dentro de los 

sistemas acuícolas [39]. Además, las cepas probióticas tienen la capacidad de aumentar la 

supervivencia en camarones [31]. Los probióticos también promueven el crecimiento de los 

animales, aunque el efecto puede variar según la cepa que se esté utilizando o la especie del animal 

[37]. Finalmente, es importante destacar que los probióticos efectivos promueven cambios en la 

composición del microbiota intestinal, aumento en las actividades enzimáticas y/o modificación 

de la morfología del intestino y del hepatopáncreas [39,40] (Figura 3).

Figura 3. Probióticos: Mecanismos de promoción de crecimiento animal [14]
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                                                                CAPÍTULO II 

2. Metodología 

Se seleccionaron 11 cepas bacterianas aisladas de cultivos exitosos de varias etapas de producción 

de camarón, y se evaluó la efectividad antimicrobiana de estas cepas en términos de susceptibilidad 

a la bacteria patógena de camarón V. parahaemolyticus cepa BA94C2 causante del síndrome de 

necrosis hepatopancreática aguda AHPND. La efectividad antimicrobiana se evaluó mediante 

pruebas in vitro de antagonismo (antibiograma) utilizando los métodos de difusión de tapón de 

agar y cúmulos. Las bacterias que mostraron mayor efectividad contra la cepa patógena V. 

parahaemolyticus en la prueba in vitro de antagonismo fueron seleccionadas para la prueba in vitro 

de competencia con la cepa patógena V. parahaemolyticus, con el objetivo de determinar la aptitud 

de crecimiento de las cepas bacterianas frente al patógeno mediante un co-cultivo de pares de 

bacterias (cepa bacteriana versus patógeno). Se utilizó como control la bacteria probiótica 

comercial Vibrio diabolicus cepa ILI (CENAIM-ESPOL) que ha demostrado ser un probiótico 

efectivo en el cultivo de camarón debido a su modo de acción antagónico contra bacterias 

patógenas V. parahaemolyticus. Los análisis se realizaron en el Centro Nacional de Acuicultura e 

Investigaciones Marinas de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (CENAIM-ESPOL). 

 

2.1. Prueba in vitro de antagonismo de las cepas bacterianas 

Las once cepas bacterianas y la cepa patógena fueron activadas en agar tripticasa soya (TSA, 

Difco, Le Pont de Claix, Francia) suplementadas con 2% de NaCl (VWR Chemicals BDH, Estados 

Unidos) y 2% de bacto agar (Difco, Le Pont de Claix, France), e incubadas por 24 horas a 30 °C 

(Figura 4). 
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Figura 4. Siembra de cepas probióticas y patógenas. Creado en BioRender.com (2023). 

 

Para el proceso de formación de los biofilms se procedió a evaluar la pureza de las cepas 

bacterianas inoculando nuevamente las cepas en las placas TSA e incubando para la formación de 

los respectivos biofilms. Para el proceso de pruebas de antagonismo se transfirió una colonia de la 

cepa patógena BA94C2 en medio TSB suplementado con 2% de NaCl. Se incubó en un agitador 

de tubos rotador por 2 horas. Posteriormente, se midió el crecimiento microbiano en un lector de 

placas espectrofotómetro Varioskan LUX, a una densidad óptica de 0.225 ± 0.01 unidades 

(O ), equivalente a una concentración de  UFC/mL. Se realizaron diluciones seriadas 

con solución salina hasta alcanzar la concentración de  UFC/mL. Posteriormente, se inoculó 

100 µl de la suspensión bacteriana en medio Mueller-Hinton suplementado con 2% de NaCl para 

formar una capa uniforme de césped bacteriano (Figura 5). 
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Figura 5. Activación de cepa patógena. Creado en BioRender.com (2023). 

 

Se realizaron pruebas de antagonismo por cúmulos y por difusión de tapón de agar. Para el método 

de antagonismo por cúmulos se extrajo los cúmulos del biofilm formado de cada una de las cepas 

probióticas mediante un ligero raspado en la superficie de la placa con un asa estéril (Figura 6). 

Una vez formado el cúmulo se procedió a inocularlo en el centro de las placas de Mueller-Hinton 

que fueron previamente inoculadas con la cepa patógena mediante un hisopo estéril. Para el 

método de antagonismo por difusión de tapón de agar o disco, se procedió a cortar círculos con la 

punta de una pipeta estéril en el biofilm bacteriano formado. Una vez realizado este proceso se 

transfirieron los discos en las placas Mueller-Hinton que fueron previamente inoculadas con la 

cepa patógena. Las placas se incubaron por 24 y 48 horas a 30 °C en condiciones aeróbicas, para 

posteriormente efectuar la medición de inhibición (diámetros de halos de inhibición). Todos los 

análisis se realizaron por duplicado. 



12 
 

 

Figura 6. Pruebas de antagonismo por difusión de tapón de agar y por cúmulos. Creado en BioRender.com (2023). 

 

2.2. Pruebas in vitro de competencia entre grupos de bacteria 

Las cepas bacterianas seleccionadas para la prueba in vitro de competencia entre grupo de bacterias 

fueron aquellas que mostraron diámetros de inhibición más altos. Previamente, se realizaron las 

curvas de crecimiento individuales de las 11 cepas bacterianas (Figura 7).  
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Figura 7. Preparación de las cepas bacterianas. Creado en BioRender.com (2023). 

Para obtener el crecimiento individual de cada cepa bacteriana se midió la turbidez en un lector de 

placas espectrofotómetro Varioskan LUX, a una densidad óptica de 0.225 ± 0.01 unidades 

(O ). Brevemente se realizó un inoculo bacteriano de 1x  UFC/mL obtenido mediante 

diluciones seriadas (1:10) con solución salina. Posteriormente, se inoculó 100 del inóculo a 

1x  UFC en un frasco con 100 mL de TSB suplementado con 2% de NaCl, el cual se sometió a 

lecturas periódicas de 2 horas en el espectrofotómetro Varioskan (Figura 8). Paralelamente, se 

realizó una siembra por superficie en placas de agar TSA al 2% de NaCl, mediante diluciones 

seriadas de la suspensión al 2% de NaCl cada 4 horas (Figura 8). El crecimiento de las cepas 

bacterianas fue observado durante un periodo de 12 horas. Culminado el tiempo se realizó el conteo 

de cada una de las placas Petri sembradas. 
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Figura 8. Crecimiento bacteriano por 24 horas. Lectura de OD (600 nm) cada 2 horas y siembra para conteo de UFC cada 4 
horas. Creado en BioRender.com (2023). 

 

En las pruebas de competencia entre pares de bacterias se evaluó las bacterias seleccionadas en las 

pruebas de antagonismo contra la cepa patógena BA94C2. Se incubó individualmente cada una de 

estas cepas bacterianas y la patógena toda la noche a 30 °C en cajas TSA suplementadas con 2% 

de NaCl. Posteriormente, se inoculó una sola colonia en tubos de 10 mL de TSB al 2% de NaCl. 

Para cada prueba de competencia entre pares de bacterias se inoculó el par de bacterias (cepa 

bacteriana versus Cepa patógena) en un frasco plásticos estéril con 100 mL de TSB al 2% de NaCl. 

Las cepas bacterianas analizadas iniciaron con una concentración de 106 UFC/mL. Mientras que 

la patógena inició con una concentración de 104 UFC/mL. Para el efecto, se inoculó 1 mL del 

cultivo bacteriano de los tubos de TSB que contenía las cepas bacterianas en frascos plásticos 

estériles con 100 mL de TSB al 2% de NaCl. Se realizaron siembras cada 2 horas durante un 

periodo de 12 horas para los conteos de UFC/mL en placas de TSA al 2% de NaCl identificando 

las bacterias por morfología. Al mismo tiempo se realizaron lecturas de turbidez cada 2 horas por 

un periodo de 12 horas en el equipo espectrofotómetro Varioskan LUX, a una longitud de onda de 

600 nm. Esta última observación, aunque no podía desglosar el crecimiento de las cepas 

bacterianas analizadas y la patógena, sirvió como control de las observaciones de crecimiento 

realizadas en las placas de TSA. 
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CAPITULO III 

3. Resultados y análisis 

3.1. Pruebas de antagonismo de las cepas bacterianas 

Todas las once cepas bacterianas provocaron antagonismo contra la bacteria patógena V. 

parahaemolyticus utilizada en el estudio (Tabla 1). Las cepas ICA-29 y MRS-57 destacaron de 

entre el grupo por exhibir mayores actividades inhibitorias contra la cepa patógena, formando 

halos de 85 mm en las placas tratadas, tanto con el método de antagonismo de difusión de tapón 

de agar, como con el de cúmulos (Tabla 1). La cepa ICA-73 también generó halos de inhibición 

de 85 mm en la prueba de antagonismo por cúmulos, sin embargo, en la prueba de antagonismo 

de difusión de tapón de agar se observó una menor inhibición (50 mm, Tabla 1). La cepa con 

menor actividad inhibitoria fue ICA-47, con diámetros de halos de inhibición de entre 10 y 16 mm 

(Tabla 1). Estos resultados determinaron que las cepas bacterianas con mejor desempeño en las 

pruebas de antagonismo fueron ICA-29 y MRS-57. 

Tabla 1.- Susceptibilidad de la bacteria patógena V. parahaemolyticus BA94C2 frente a 11 cepas bacterianas aisladas de cultivos 
de camarón P.vannamei, determinada con pruebas in vitro de antagonismo (antibiograma) mediante los métodos de difusión de 
tapón de agar y cúmulos. 

Cepas bacterianas 

Crecimiento inhibitorio 24 horas Crecimiento inhibitorio 48 horas 
Difusión de tapón de 

agar (mm) 
Cúmulos 

(mm) 
Difusión de tapón 

de agar (mm) 
Cúmulos 

(mm) 

19 30 28 38 35 
ICA-67 20 28 25 41 
TSB-24 28 31 33 35 
TSA-29 22 34 28 44 
ICA-29 85 85 85 85 
NB-84 28 34 28 42 
AM31 29 33 34 41 
ICA-73 50 85 50 85 
NB-24 28 30 31 35 
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ICA-47 10 11 15 16 
MRS-57 85 85 85 85 

 

3.2 Pruebas in vitro de competencia entre grupo de bacteria 
 

A pesar de que las cepas bacterianas con mejores desempeños en las pruebas in vitro de 

antagonismo fueron ICA-29 y MRS-57, el crecimiento individual de cada una de las 11 cepas fue 

evaluado a lo largo del periodo de cuantificación de 12 horas, mostrando similares 

comportamientos entre ellas, y con máximos crecimientos entre las 6 y 10 horas (Figura 9). Como 

un ejemplo, la figura 9 muestra el crecimiento de un grupo de cinco de las 11 cepas, incluyendo a 

las cepas ICA-29 y MRS-57, así como a otras tres cepas (D19, ICA-67 y NB-84) que tuvieron 

menor desempeño en la prueba in vitro de antagonismo (Figura 9). Destacó el rápido crecimiento 

de la cepa ICA-29, que mostró un máximo de crecimiento a las seis horas de cuantificación (Figura 

9). 

 

Figura 9. Curvas de crecimiento individuales (UFC/mL) de cinco cepas bacterianas observadas cada 2 horas durante un 
periodo de cuantificación de 24 horas. 
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Las curvas de crecimiento realizadas con el lector de placas espectrofotómetro Varioskan LUX 

mostró consistencia con los crecimientos de las bacterias obtenidas en las siembras de las placas 

de agar TSA, con crecimientos máximos entre las 10 y las 11 horas de medición (Figura 10). 

 

Figura 10. Curvas de crecimiento individuales de cinco cepas bacterianas registradas con un lector de placas espectrofotómetro 
Varioskan LUX a una longitud de onda de 600 nm, durante 24 horas. 

 

Por otro lado, las pruebas de competencia entre pares de: cepa bacteriana y bacteria patógena V. 

parahaemolyticus cepa BA94C2 mostró que la única cepa bacteriana que consistentemente 

presentó una habilidad para competir con la cepa patógena fue la cepa ICA-29 (Figura 11). En tal 

sentido, aunque la cepa MRS-57 en la prueba in vitro de antagonismo mostró una habilidad para 

inhibir el crecimiento de la bacteria patógena V. parahaemolyticus (Tabla 1), en la prueba de 
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competencia de pares presentó un decaimiento en el crecimiento a las 6 horas de cuantificación 

(Figura 12). 

 

Figura 11.- Curvas de crecimiento (UFC/mL) conjunto de la cepa bacteriana ICA-29 y la bacteria patógena V. 
parahaemolyticus cepa BA94C2 registrada cada 2 horas durante un periodo de cuantificación de 12 horas. 

        

 

 

Figura 12. Curvas de crecimiento (UFC/mL) conjunto de la cepa bacteriana MRS-57 y la bacteria patógena V. 
parahaemolyticus cepa BA94C2 registrada cada 2 horas durante un periodo de cuantificación de 12 horas. 
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En forma consistente, cuando se colocó a crecer en forma conjunta las cepas ICA-29 y MRS-57 

con la bacteria patógena V. parahaemolyticus también se observó que la cepa bacteriana ICA-29 

lograba competir contra la bacteria patógena (Figura 13). En tanto que, la cepa MRS-57 inhibía su 

crecimiento a partir de las 4 horas de cuantificación (Figura 13). 

 

Figura 13. Curvas de crecimiento (UFC/mL) conjunto de las cepas bacterianas ICA-29, y MRS-57, y la bacteria patógena V. 
parahaemolyticus cepa BA94C2 registrada cada 2 horas durante un periodo de cuantificación de 12 horas. 

 

De igual forma, cuando se incrementó el número de bacterias a tres cepas (ICA-29, MRS-57 e 

ICA-67) a competir con la bacteria patógena V. parahaemolyticus se volvió a observar el patrón 

consistente en que la cepa ICA-29 era la de mejor desempeño en términos de habilidad para 

competir contra la bacteria patógena (Figura 14). En tanto que las otras dos cepas (MRS-57 y ICA-

67) dejaron de crecer a las 6 horas de cuantificación (Figura 14). 
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Figura 14. Curvas de crecimiento (UFC/mL) conjunto de las cepas bacterianas ICA-29, ICA-67 y MRS-57, y la bacteria 
patógena V. parahaemolyticus cepa BA94C2 registrada cada 2 horas durante un periodo de cuantificación de 12 horas. 

 

Finalmente, cuando se colocó la cepa bacteriana ICA-29 en forma conjunta con la bacteria 

probiótica V. diabolicus cepa ILI y la bacteria patógena V. parahaemolyticus, se observó que, 

aunque a las 12 horas de cuantificación la concentración de la cepa bacteriana ICA-29 disminuyó 

comparado con el probiótico comercial de control, este se mantenía compitiendo con la bacteria 

patógena (Figura 15).  Los resultados de este estudio muestran que la cepa ICA-29 es 

potencialmente probiótica, y que debe ser considerada para posteriores estudios para confirmar tal 

potencialidad. 
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Figura 15. Curvas de crecimiento (UFC/mL) conjunto de la cepa bacterianas ICA-29, bacteria probiótica Vibrio diabolicus cepa 
ILI (control), y la bacteria patógena V. parahaemolyticus cepa BA94C2 registrada cada 2 horas durante un periodo de 

cuantificación de 12 horas. 
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CAPITULO IV 

Prueba adicional in vivo de desafio de postlarvas de camarón P. vannamei con V. 

parahaemolyticus 

Como una parte adicional a los objetivos de este estudio de evaluar la efectividad de las 11 

bacterias aisladas de cultivos de camarón P. vannamei mediante pruebas in vitro con V. 

parahaemolyticus se realizó una prueba adicional consistente en una prueba de desafio con 

postlarvas de camarón P. vannamei. Así, postlarvas de camarón P. vannamei recibieron en forma 

individual la administración diaria de seis de las cepas bacterianas del estudio (D19, ICA-67, 

NB84, MRS-57, ICA-29 e ICA-73). La administración de las bacterias se realizó al agua de cultivo 

(concentración final en el agua de cultivo = 105 UFC/mL) entre los estadios PL2 a PL8. Cuando 

las postlarvas de camarón alcanzaron el estadio PL9 se realizó un desafío con la bacteria patógena 

V. parahaemolyticus cepa BA94C2 (concentración final en el agua de cultivo = 104 UFC/mL), 

inoculando la cepa patógena al agua de cultivo. Esta prueba se realizó en vasos plásticos de 

capacidad de 300 mL (4 réplicas), a una densidad de 30 postlarvas de camarón por unidad 

experimental. La inoculación de la bacteria patógena se realizó por una sola vez. El experimento 

continuó por otras 48 horas, luego de lo cual se contaron las postlarvas supervivientes, cuando 

llegaron al estadio PL11. Se incluyeron dos tratamientos adicionales para el análisis estadístico: 

postlarvas de camarón que recibieron la administración diaria de la bacteria probiótica comercial 

V. diabolicus cepa ILI, y que fueron infectadas con la cepa patógena, y un control positivo de 

postlarvas de camarón que no recibieron la administración de ninguna cepa bacteriana, pero que 

fueron infectadas con la cepa patógena. Además, se incluyó un control no infectado (postlarvas 

que no recibieron ninguna de las cepas bacterianas y que tampoco fueron infectadas con la cepa 

patógena). Adicional a estos tratamientos y controles, se incluyeron unidades experimentales 
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donde las postlarvas de camarón recibieron la administración de cada una de las cepas bacterianas 

utilizadas en el desafio, pero que luego no fueron infectadas con la bacteria patógena (controles 

para observar un potencial efecto tóxico de las cepas bacterianas). Las postlarvas de todas las 

unidades experimentales de los tratamientos y controles recibieron una alimentación cada dos 

horas con una misma dieta seca comercial. La temperatura de cultivo fue aproximadamente 31 C. 

Todas las unidades experimentales de los tratamientos y controles recibieron aireación continua y 

tuvieron el mismo manejo de alimentación y administración de las bacterias potencialmente 

probióticas.  

Cuando las larvas fueron cosechadas en PL11 no se observó diferencias significativas entre 

tratamientos (p > 0.05 según ANOVA de una vía, Figura 16). A pesar de que no hubo diferencias 

significativas, se observó un buen desempeño de algunas de las cepas bacterianas, destacando otra 

vez las cepas ICA-29 y MRS-57 (Figura 16). Además, se observó que las cepas bacterianas no 

mostraron un efecto de toxicidad dado que no hubo diferencias significativas entre las 

supervivencias de las postlarvas que recibieron los tratamientos de las cepas bacterianas y que no 

fueron infectadas comparadas con el control no infectado (postlarvas que no recibieron ninguna 

de las cepas bacterianas y tampoco fueron infectadas con la cepa patógena). 
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                    Figura 16.- Supervivencia promedio (± desviación estándar) de postlarvas de camarón (PL11) que recibieron 
administración de seis de las cepas bacterianas del estudio (D19, ICA-67, NB84, MRS-57, ICA-29 e ICA-73) durante 7 días 

(PL2-PL8) y que fueron infectadas con la bacteria patógena V. parahaemolyticus cuando llegaron al estadio PL9. 
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Comparación de las pruebas in vitro de antagonismo (antibiogramas) y de competencia entre 

grupo de bacterias  

La tabla 2 muestra el resumen del análisis de costos de las pruebas in vitro de antagonismo 

(antibiogramas) y de competencia entre grupos de bacterias. Para este análisis se consideró el costo 

de los materiales, equipos (considerando el costo del equipo y la depreciación) y personal 

(considerando solamente el salario correspondiente al tiempo que un técnico utiliza para realizar 

el análisis). Además, se asumió un 10% de gastos indirectos y una utilidad del 30%. El costo final 

de la prueba in vitro de antagonismo fue de $39.18. En tanto que, el costo de la prueba in vitro de 

competencia entre grupos de bacterias fue $63.78.  

Tabla 2. Cuadro comparativo de los costos requeridos para realizar una prueba de antibiograma vs prueba de competencia entre 
grupos de bacterias, asumiendo gastos indirectos del 10% y utilidad del 30%. 

 Costo ($) de la prueba in 
vitro de antagonismo 

(antibiogramas) 

Costo ($) de la prueba in 
vitro de competencia entre 

grupo de bacterias 
Materiales 7.00 23.20 
Equipo 4.30 8.50 
Personal 16.10 12.90 
Gastos indirectos 10% 2.74 4.46 
Utilidad 30% 9.04 14.72 
Precio final por muestra 39.18 63.78 

 

Se considera que las dos pruebas in vitro son complementarias y se sugiere que la prueba de 

competencia entre grupos de bacterias debería realizarse en forma complementaria a la de 

antibiogramas, a pesar de que esta última presenta un mayor costo. El objetivo de la prueba in vitro 

de antagonismo (antibiogramas) es evaluar la capacidad de un antimicrobiano para inhibir o 

impedir el crecimiento de una bacteria patógena (Tabla 3). Por su lado, el objetivo de la prueba in 

vitro de competencia entre grupos de bacterias evalúa el crecimiento de un par, o más de dos 

bacterias, durante un periodo de tiempo (Tabla 3). Aunque ambas pruebas in vitro evalúan la 

habilidad del antimicrobiano para competir con la bacteria patógena, la prueba de competencia 
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entre pares muestra una versatilidad que debe ser considerada a la hora de evaluar consorcios de 

bacterias potencialmente probióticas (Tabla 3). Así, con esta última prueba se puede analizar el 

crecimiento de un consorcio de bacterias a la vez en distintas combinaciones, lo que puede ser una 

herramienta útil si se desea estudiar el efecto de un coctel de bacterias para competir contra una 

bacteria patógena (Tabla 3). Sin embargo, dado que la metodología usada en este trabajo consistió 

en la cuantificación de las colonias mediante siembra, resulta limitado el número de bacterias que 

se pueden colocar en una caja, ya que el conteo se realiza en función de la morfología de las cepas 

bacterianas (Tabla 3). La prueba in vitro de competencia entre grupo de bacterias presenta además 

la ventaja de que se puede evaluar la cinética del crecimiento del consorcio de bacterias durante 

un periodo de tiempo determinado, lo cual ofrece ventajas para profundizar en las interacciones 

(sinergia/competencia) que se establezcan entre las bacterias analizadas (Tabla 3). Por su lado, la 

prueba in vitro de antagonismo tiene un menor costo y presenta la ventaja que se puede analizar 

algunos antimicrobianos en una misma corrida de análisis (siempre entre par: antimicrobiano 

versus patógeno), pero está limitada a estudiar la inhibición entre un par de bacterias a un mismo 

tiempo (antimicrobiano versus patógeno) (Tabla 3). 

Tabla 3. Cuadro comparativo de las características de las pruebas in vitro de antibiograma y prueba de competencia entre grupo 
de bacterias. 

Criterio  de 
análisis 

Prueba in vitro de antagonismo 
(antibiogramas) 

Prueba in vitro de competencia entre grupo de 
bacterias 

Objetivo de la 
prueba 

Evalúa la capacidad de un antimicrobiano 
para inhibir o impedir el crecimiento de 
una bacteria patógena. 

Evalúa el crecimiento de un par, o más de dos bacterias 
durante un periodo de tiempo. 

Tipo de 
resultado 

Inhibición de la bacteria patógena por 
efecto del antimicrobiano (diámetro del 
halo de inhibición). 

Carga bacteriana (UFC) en el tiempo de todas las 
bacterias que están creciendo al mismo tiempo. 

Costo $39.18/muestra $63.78/muestra 

Tiempo de 
análisis 

24 horas 24 horas 
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Versatilidad 

Limitada a estudiar la inhibición entre un 
par de bacterias a un mismo tiempo: 
antimicrobiano versus patógeno. 

Posibilidad de analizar el crecimiento de un consorcio 
de bacterias a la vez en distintas combinaciones. 
Ejemplo: 
Antimicrobiano 1 + Patógeno 1 
Antimicrobiano 1 + Antimicrobiano 2 + Patógeno 1, 
entre otras combinaciones posibles. 

Se puede analizar algunos 
antimicrobianos en una misma corrida de 
análisis, pero siempre entre par: 
antimicrobiano versus patógeno 

El número de bacterias que se ponen a crecer al mismo 
tiempo (consorcio) es limitado. 

Un solo resultado en el tiempo (al 
finalizar las 24 horas de observación). 

Análisis en el tiempo de la cinética del crecimiento del 
consorcio de bacterias. 

                                                                                                                  

4. Conclusiones y recomendaciones 
 
4.1 Conclusiones 

Se concluye que la cepa ICA-29 es una cepa potencialmente probiótica. La información obtenida 

en este estudio será de vital importancia para continuar con las investigaciones sobre el potencial 

probiótico de esta cepa bacteriana. 

Se estandarizó la prueba de competencia entre grupo de bacterias, la cual constituye una prueba in 

vitro versátil que tiene una alta potencialidad de ser ofertada como una herramienta de análisis 

para evaluar la efectividad y cinética en el tiempo de un consorcio de bacterias. El investigador 

podría customizar el flujo de análisis de las pruebas in vitro. Por ejemplo, si se cuenta con un 

conjunto grande de cepas posiblemente probióticas, se puede realizar un primer filtro usando las 

pruebas de antibiogramas para seleccionar las cepas bacterianas con mayor capacidad de inhibir a 

la bacteria patógena. Una vez identificadas las bacterias con mayor antagonismo, estas pueden ser 

usadas en una prueba de competencia entre grupos de bacterias en donde se evalúa la dinámica de 

ese consorcio de bacterias a través del tiempo. Este flujo de análisis puede constituirse en una 

herramienta útil para el desarrollo de un coctel de probióticos que actúen en sinergia con el objetivo 

de reducir las mortalidades en los cultivos de camarón y mejorar la rentabilidad. 
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4.2. Recomendaciones 

Los resultados de este estudio muestran que la cepa ICA-29 es potencialmente probiótica, y que 

debe ser considerada para posteriores estudios para confirmar tal potencialidad.  

Se recomienda para todos los procesos de análisis seguir las normas de bioseguridad para evitar 

una posible contaminación de las placas o lectura de datos erróneos. Utilizar correctamente las 

proporciones de agar a utilizar dependiendo del medio que se vaya a utilizar, así como también el 

correcto uso del autoclave y correcta configuración para evitar sobre cocinar el agar o que le falte 

cocción. Utilizar guantes todo el tiempo que se manipule muestras en la cámara de seguridad, así 

como un correcto uso del alcohol y evitar el uso de accesorios como anillos, pulseras; etc. Para un 

correcto uso de las placas primero se recomienda que el agar se enfríe quedando solamente tibio 

ligeramente y de ahí empezar a plaquear, caso contrario se empañan las placas y están pueden 

contaminarse. Antes de plaquear es recomendable dejar las placas en la cámara a luz ultravioleta 

alrededor de 10 a 15 minutos y una vez plaqueado dejarlas igualmente de 10 a 15 minutos. Otras 

de las recomendaciones de vital importancia para una correcta obtención de datos es ser preciso 

con las mediciones y no dejar pasar el tiempo ya que las bacterias van creciendo. Recomendamos 

para una correcta medición en el equipo espectrofotómetro manipular correctamente la placa micro 

Elisa, de lo contrario al momento de medir la densidad óptica se puede generar datos erróneos. 

Finalmente recomendamos verificar la pureza de las cepas bacterianas cuando se realizan estos 

tipos de análisis. 
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