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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar estirpes bacterianas con caracteristicas probioticas,
aisladas del tracto intestinal de camarones marinos (Litopenaeus vannamei). Ciento noventa y una
(191) estirpes fueron evaluadas para su seleccion basada en pruebas fenotipicas y genotipicas
incluyendo: factores de virulencia (elastasa, gelatinasa, caseinasa, lipasa e fosfolipasa), tolerancia a
diferentes temperaturas (4°C e 40°C) y pHs (5 e 9), prueba de susceptibilidad a antimicrobianos,
prueba de agregacion, antagonismo y prueba de identificacion molecular (secuenciamiento-gen 16S
rRNA). Las estirpes identificadas fueron agrupadas en diferentes géneros: Bacillus, Vibrios,
Staphylococcus y un grupo con representantes de diferentes géneros bacterianos. Fueron formados
tres grupos bacterianos prioritarios atendiendo a la respuesta de las estirpes frente a las diferentes
pruebas analizadas. La mayoria de las estirpes (66,45%) presentd resisténcia frente a la
oxitetraciclina. Todas las estirpes presentaron susceptibilidad frente al cloranfenicol y la tetraciclina.
Ninguna estirpe presentd antagonismo frente al patdégeno Vibrio parahaemolyticus. De las 70
estirpes que formaron parte de los tres grupos prioritarios, 16 estirpes (22,85%) resultaron
antagonicas frente a Vibrio harvey. Doce estirpes bacterianas mostraron resultados satisfactorios en
la técnica de antagonismo cruzado. Fueron formados tres consorcios bacterianos con aquellas
estirpes que cumplieron los requisitos como probiotico potencial.

Palabras clave: Factores de virulencia, secuenciamiento, oxitetraciclina, agregacion, antagonismo.

ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate bacterial strains with probiotic characteristics,
1solated from the intestinal tract of marine shrimps (Litopenaeus vannamei). One hundred ninety-
one (191) strains were evaluated for selection based on phenotypic and genotypic tests including:
(elastase, gelatinase, caseinase, lipase e fosfolipase), tolerance to different temperatures (4 ° C and
40 ° C) and pHs (5 and 9), antimicrobial susceptibility test, aggregation, antagonism test and
molecular identification test (sequencing-gen 16S rRNA). The identified strains were grouped into
different genera: Bacillus, Vibrio, Staphylococcus, and a group with representatives of different
bacterial genera. Three priority groups were formed based on the response of the strains to the
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different tests analyzed. Most of the strains (66.45%) presented resistance against oxytetracycline.
All the strains were susceptible to chloramphenicol and tetracycline. None of the strains showed
antagonism against the pathogen Vibrio parahaemolyticus. Of the 70 strains that were part of the
three priority groups, 16 strains (22.85%) were antagonistic against Vibrio harvey.
Twelve bacterial strains showed satisfactory results in the cross antagonism technique. Three
bacterial consortia were formed with those strains that met the requirements as a potential probiotic.

Key words: Virulence factors, sequencing, oxitetracycline, aggregation, antagonism.

1 INTRODUCCION

El cultivo de organismos acuaticos constituye un sector de gran importancia econdémica y
alimentaria en diferentes paises. La produccion de alimentos a partir de la acuicultura presenta las
mayores tasas de crecimiento en los ultimos anos (FAO, 2018).

Tradicionalmente y durante mucho tiempo, el control de las enfermedades en los sistemas de
cultivo de organismos acuaticos fue fundamentado en el uso de sustancias quimicas y antibioticos,
por esa razon, el desarrollo de agentes antimicrobianos con menor efecto negativo sobre el ambiente
constituye un elemento esencial para el manejo sustentable de la acuicultura (BIDHAM et al., 2014).

Una de las alternativas para una acuicultura economica y ambientalmente sustentable es el uso de
probidticos (LAZADO y CAIPANG, 2014). De acuerdo con la “Organizacion para la Agricultura y la
Alimentacion™ los probiodticos son organismos vivos que mejoran la salud de los humanos y de los
animales y deben ser seguros y en cantidades suficientes para las funciones en el organismo y son
alternativas viables para combatir eventos epidémicos de enfermedades bacterianas como la
enfermedad de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND, sigla en inglés) (REANTASO, 2016).

La seleccion de bacterias probidticas tiene como basamento los siguientes criterios: el género al cual
pertenece la bacteria, la estabilidad frente al acido gastrico, la capacidad de adherirse a la mucosa
intestinal, la capacidad de colonizar al menos temporalmente el tracto gastrointestinal, la capacidad de
producir compuestos antimicrobianos y ser metabolicamente activo en el intestino (VERSCHUERE et
al., 2000).

Entre los organismos empleados como probidticos se destacan las bacterias gran- negativas
pertenecientes a los géneros Vibrio y Pseudomonas (LAKSHMI, VISWANATH y SAI GOPAL, 2013;
HAI, 2015) y entre las bacterias gran-positivas, el género Bacillus se destaca como el de mayor
potencial para el uso principalmente en la carcinicultura (NEWAJ-FYZUL, AL-HARBI y AUSTIN,
2014). El presente trabajo tiene como objetivo evaluar estirpes bacterianas para la formacion de

consorcio probidtico para uso en el cultivo de camarones marinos L. vannamei.
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2 MATERIAL y METODOS
2.1 SELECCION DE LAS ESTIRPES BACTERIANAS

Fueron evaluadas 191 estirpes bacterianas que hacen parte de la bacterioteca del Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y del Pescado (LAMAP), del Instituto de Ciencias del Mar (LABOMAR) de
la Universidad Federal de Ceara (UFC) aisladas del tracto intestinal y hemolinfa de camarones marinos
(L. vannamei). La seleccion de las estirpes se basod en la diversidad funcional de las bacterias, su
capacidad de colonizacion y produccion de componentes extracelulares relacionados al favorecimiento
del desempeno zootécnico y la estimulacion de las respuestas inmunologicas frente a patogenos
bacterianos y virales.

Importante destacar que todos los medios de cultivo utilizados fueron elaborados con agua de mar

con salinidad ajustada para 10ppm.

2.2 PURIFICACION DE LAS ESTIRPES

Las estirpes seleccionadas fueron reactivadas en caldo Luria Bertani (LB), Difco e incubacion en
estufa a 35° C por 24 h. Despues de ese periodo, asadas del material crecido fueron replicadas en la
superficie del medio agar PCA (Plate Count Agar, Difco). Una vez verificado el crecimiento, las
estirpes fueron sometidas a la coloracion de Gram para la confirmacion de la morfologia, agrupamiento
celular y verificacion de la pureza de las mismas. Las estirpes fueron divididas en Gram-positivas y

Gram-negativas.

2.3 VERIFICACION DE LOS FACTORES DE VIRULENCIA (F.V.) (SOTO-RODRIGUEZ ET AL.,
2012).

Fue verificada la presencia de las siguientes enzimas extracelulares: elastasa, gelatinasa, caseinasa,
lipasa y fosfolipasa. La visualizacion de un halo transparente en el lugar del inoculo indico la
positividad en las pruebas. Importante destacar que aquellas bacterias que presentaron tres o mas
factores de virulencia fueron excluidas de los restantes anadlisis por ser consideradas con mayor

potencial de virulencia.

2.4 Estudio de la tolerancia a diferentes temperaturas (Zokaeifar et al., 2012).
Las estirpes fueron inoculadas en caldo LB (Difco). Diferentes temperaturas fueron probadas (4°C

e 40°C). El resultado fue verificado hasta 48h, a través del crecimiento bacteriano en el medio utilizado.
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2.5 ESTUDIO DE LA VIABILIDAD BAJO DIFERENTES VALORES DE PH (CAI ET AL.,1999).
Caldo LB (Difco), con diferentes valores de pH (5,0 e 9,0) fueron inoculados e incubados en
estufa a 35°C por hasta 48h. Fue verificada la viabilidad de las estirpes por turbidez en el medio de

cultivo.

2.6 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LAS ESTIRPES SELECCIONADAS PARA LA
FORMACION DEL CONSORCIO PROBIOTICO

Fue realizada la extraccion de DNA genomico de las cepas bacterianas, previamente crecidas en
caldo LB, con la utilizacion de un kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega). Para la realizacion del PCR, fue elaborado un mix para cada muestra (1x tampon,
1.5mMde MgCl,, 200 uM de dNTP, 0,2 uM de Primer L1401, 0.2 uM de Primer U968, 2,5U de
Taq DNA polimerasa y 100 ng de DNA),

Las amplificaciones fueron realizadas en termociclador AmpliTherm modelo Veriti® con las
siguientes condiciones de termociclaje: un ciclo a 94°C/2min; un ciclo a 94°C/Imin; un ciclo
52°C/1min; un ciclo a 72°C/Imin y por ultimo un ciclo a 72°C/8min. El volumen final de la reaccion
final de PCR fue de 25uL.

Los productos de la extraccion de DNA y de la reaccion de PCR fueron visualizados a través de
la electroforesis en gel de agarosa (1%) mas colorante GelRed para auxiliar en la visualizacion de
las bandas con aplicacion de luz ultravioleta en un transluminador (Espectroline-UV). Fue utilizado
un marcador molecular de 1kb DNA /adder (Sigma) para visualizar el tamano de los amplicones
generados. Los geles fueron documentados en sistema KODAK (EDAS290).

Despues de la amplificacion de la subunidad 16S rDNA, las muestras fueron encaminadas al
Centro de Diagnostico para las Enfermedades de Organismos Acuaticos (CEDECAM), del Instituto
de Ciencias del Mar (LABOMAR —-UFC) para el secuenciamiento del DNA bacteriano utilizando
BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit en microplaca de PCR conteniendo 96 pozos. El
volumen final de la reaccion fue de 10uL: 0,5 X de Big Dye; 3.2 pmol de cada primer (primer 141L
y primer U968); 0,5X de tampon 5X; 0,8uL de muestra PCR. Las condiciones de termociclaje
fueron: un ciclo de 96°C / 15s; 40 ciclos de 96°C/15s, 50°C/15s; un ciclo de 50°C/15s; un ciclo de
60°C/4 min y enfriamiento a 4°C. Fue utilizado el secuenciador automatico capilar ABI PRISM®
3500 (AppliedBiosystems), conforme metodologia descrita por Sanger, Nicklen y Coulson (1977).
Los fragmentos amplificados fueron secuenciados a través del analisis de las secuencias obtenidas
en cuanto a la calidad de los nucleotidos y la similitud, utilizando el programa MEGA (TAMURA

et al., 2013) version 6 con posterior comparacion con las secuencias depositadas en el GenBank
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(BENSON et al., 2002) utilizando el Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) ((ALTSCHUN
et al., 1997).

2.7 PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

El antibiograma fue realizado a traves del metodo de difusion en discos (BAUER; KIRBY;
SHERRIN, 1966).

Los antimicrobianos y los valores de corte fueron seleccionados e interpretados
(respectivamente) segun a orientacion técnica dictada por Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI, 2013). Fueron utilizados los siguientes antimicrobianos: Cloranfenicol 30ug (CLO),
Florfenicol 30ug (FLO) y Oxitetraciclina 30ug (OXI), usados en la acuicultura. Los resultados
fueron visualizados después de 24 horas de incubacion a 35°C. Despues de ese periodo, fue medido
el diametro de los halos de inhibicion con el auxilio de un parquimetro digital y los resultados

clasificados en resistentes (R), sensibles (S) o intermedios (I).

2.8 PRUEBA DE AGREGACION (CHRISTENSEN ET AL.,1985)

Fue utilizado caldo LB con incubacion a 35°C por 48h. Despues de ese periodo, 200l de celulas
en suspension fueron inoculadas en triplicado en microplacas de poliestireno estériles e incubadas
en estufa a 35°C por 48h. Pasado ese tiempo, el mmoculo fue descartado y los pozos fueron lavados
por tres veces con agua destilada y secados en estufa a 60°C por 1h. Después de este procedimiento,
los pozos fueron coloreados con una solucion de cristal violeta 1% por lmin y lavados
sucesivamente con agua destilada y dejar a temperatura ambiente para su secado. La positividad fue
indicada por la visualizacion de un halo con residuo de cristal violeta alrededor de los pozos.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas anteriores, fueron formados grupos

prioritarios de estirpes para la confirmacion de las actividades antagonicas y antibacterianas.

2.9 PRUEBA DE ACTIVIDAD ANTAGONISTA (CHAPMAN, GIBSON Y ROWLAND, 2012)
2.9.1 Prueba de antagonismo con patogenos a través de la técnica de estrias cruzadas

Fueron probados los patogenos V. harvey (ATCC 14126) y V. parahaemolyticus (I0C 17082),
los cuales fueron diseminados en una estria central en placas conteniendo agar PCA (Difco).
Enseguida, estrias perpendiculares y distantes 5 mm del inoculo central fueron hechas con las
diferentes estirpes a ser probadas. El resultado fue observado después de 24-48h de incubacion en
estufa a 35°C. La actividad antagonica fue verificada a través de una zona de inhibicion entre la

estria central con cada patogeno vy la estria de cada estirpe probada.
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2.9.2 Prueba de antagonismo entre las estirpes probadas a través de la técnica de estrias
cruzadas

Las estirpes con resultados positivos en la prueba de antagonismo frente a patdgenos fueron
sometidas a la prueba por estrias cruzadas. Fue realizado el mismo procedimiento descrito en el

item anterior (2.9.1) solo entre las estirpes seleccionadas.

3 RESULTADOS y DISCUSION

Del total de estirpes (191) sometidas a la técnica de coloracion de Gram, 115 (60,20%)
resultaron ser Gram-positivas en cuanto 76 (39,79%) resultaron como Gram-negativas.

Estirpes bacterianas G(+) y G(-) aisladas y caracterizadas de camarones marinos han sido
utilizadas como probioticos por diferentes autores (FAR et al. 2013; MIRBAKHSH et al. 2013).
Especificamente, aislamientos bacterianos de Litopennaeus vannamei pueden ser utilizados en el
mantenimiento de la salud de estos organismos (LUIS-VILLASENOR; CAMPA-CORDOVA y
ASCENCIO-VALLE, 2012) y en el control de patogenos bacterianos (FERREIRA et al., 2017).

3.1 FACTORES DE VIRULENCIA
Una vez realizadas las pruebas de virulencia, 64 estirpes presentaron tres o mas factores de
virulencia por lo que no fueron tomadas en cuenta para sus analisis en las restantes pruebas. No en

tanto, 66,49% de las estirpes fueron evaluadas para la formacion del probiotico (Tabla 1).

3.2 TOLERANCIA A LA TEMPERATURA
En relacion a la temperatura, la mayor cantidad de estirpes fue capaz de crecer a 40°C. La
temperatura de 4°C fue probada buscando la factibilidad en la aplicacion de la liofilizacion como

forma de almacenamiento de las estirpes bacterianas en el laboratorio (Tabla 1).

3.3 ESTUDIO DE LA VIABILIDAD BAJO DIFERENTES VALORES DE PH
La variacion del pH evaluado (5 y 9) mostré una amplia respuesta positiva por parte de las

estirpes bacterianas (Tabla 1).
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Tabla 1. Respuestas de las estirpes frente a las diferentes pruebas evaluadas

83115

Factores de virulencia (F.V.) Temperatura pH;s probados
Ausencia 1 2 >3 40°C + 40°C + | 40°C - 9+ 9+ -
F.V. F.v. | F.V. 4°C + 4°C - 4°C + 5+ 5 5+
No. de estirpes 39 42 46 64 57 120 2 168 12 11
Porciento (%) 20.40 21,98 | 24,08 | 33.50 29.84 62.82 1,04 87,96 | 6,28 | 5.75

Los productos extracelulares tales como: proteasa, elastasa, fosfatasa, lipasa, gelatinasa entre
otros, han sido estudiados por diferentes autores en la determinacion de la patogenicidad de
diferentes estirpes bacterianas (KUMARAN y CITARASU, 2016).

De la misma forma que otros parametros como la salinidad (ANAND et al., 2014) la
temperatura y el pH del agua (VINATEA et al., 2010) pueden variar de acuerdo a diferentes
condiciones de cultivo por lo que las cepas seleccionadas como posibles probiodticos deben resistir

a una amplia variacion de estos parametros (VIEIRA et al., 2013).

3.4 IDENTIFICACION TAXONOMICA

Importante destacar que la identificacion molecular de las estirpes mostro una alta similitud
(99%-100%) para todos los géneros y especies identificadas.

Una vez realizadas los analisis, de un total de 191 estirpes fueron identificadas 158 para 82,72%.
De las cepas identificadas 55,06% pertenecian al género Bacillus, 34,17% al género Vibrio, 6,96%
al género Staphylococcus v 3,79% a otros geéneros bacterianos (figura 1). Las 33 estirpes restantes
no fueron identificadas por ausencia de similitud con cualquiera de los grupos bacterianos con los

que fueron comparados.

Figura 1. Géneros identificados en las estirpes analizadas
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De los géneros identificados, encabeza la lista el género Bacillus con 78 estirpes identificadas como
Bacillus sp., cinco estirpes (B. pumilus) y una especie (B. sonorensis). Del género Vibrio fueron

identificadas 47 estirpes como Vibrio spp., dos estirpes (V.olivae), dos estirpes (V. xui) y una estirpe
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de cada una de las siguientes especies: V. parahaemolyticus, V. sinaloensis y V. tubiashii (Figura 2).
Dentro de las estirpes bacterianas consideradas como otros géneros fueron identificadas dos estirpes
como Arthrobacter sp. y dos estirpes como Isoptericola jianguensis. Una cepa de cada género género
fue 1dentificada. Ningin miembro de la familia Enterobacteriaceae fue identificado. El género

bacteriano con menor numero de representantes fue Staphyvlococcus con seis estirpes bacterianas

(Figura 2).

Figura 2. Especies bacterianas identificadas por género.
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Bacterias del género Bacillus han sido utilizadas como probidticos en ambiente de carcinicultura
(FERREIRA et al., 2015; FRANCO er al., 2016)

Vibrios spp. patogénicos han estado relacionados como agentes causales de diferentes
enfermedades en ambiente de carcinicultura ( CHEN et al., 2016; CHUMPOL et al., 2017).

Bacterias del género Lysinibacillus han sido aisladas e identificadas en diferentes fuentes
ambientales (GOMEZ-GARZON, HERNANDEZ-SANTANA y DUSAN, 2016; ZOTHANPUIA et
al., 2016).

Aunque para pez, Hamza et al., 2016 confirmaron la accion de Virgibacillus promii y Bacillus
mojavensis como probioticos para la mejoria de las condiciones del microambiente intestinal del
huésped asi como, el rendimiento de su crecimiento y sobrevivencia.

Este estudio permitio la identificacion de una estirpe bacteriana como Oceanobacillus oncorlhynchi
subsp. incaldanensis. Bacterias del género Oceanobacillus han sido aisladas e identificadas en
diferentes fuentes ambientales (NAMWONG et al., 2009; LIU y YANG, 2014).

Arthrobacter sp. como probiodtico unico o en consorcio con otras estirpes bacterianas han sido

probadas en diferentes organismos marinos: pez-Bacalao Artico (Gadus morhua L.) (LAUZON et al.,
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2010) y camarones marinos (Lifopennaeus vannamei) (RAMACHANDRAN et al., 2016; XIA, ZHU
y ZHANG, 2013).

Acinetobacter sp. fue encontrada entre las cinco especies bacterianas patogenas aisladas de los
apendices toracicos de camarones enfermos (PURIVIROJKUL, 2013).

La accion antagonica de bacterias del género Micrococcus contra patdgenos en ambiente de
acuicultura ha sido reportada en diferentes estudios (AKAYLI et al, 2016; BARCENAL,
TRAIFALGAR y CORRE, 2015)

Los efectos del uso combinado y simple de Shewanela haliotis D4, Bacillus cereus D7 y
Aeromonas bivalvium D15 aisladas del intestino del camaron Litopenaeus vannamei y suministradas
en la dieta, fueron evaluados por Hao et al., 2014. Los resultados de este estudio indicaron que las tres
cepas unicas o combinadas podrian tener un rol importante como probioticos para ser utilizadas en
ambientes de carcinicultura.

El género Isoptericola fue descrito por Stackebrandt, Schumann y Cui, 2004. Actualmente la
coleccion germanica de micro-organismos (DSMZ) presenta siete especies conocidas pertenecientes a
ese género (DSMZ, 2020).

Bacterias del género Paracoccus han sido aisladas y estudiadas para su uso como potencial
probidtico (WANKA et al., 2018).

Bacterias del género Staphviococcus han sido aisladas en ambiente de acuicultura: Staphviococcus
cohnii - pez garopa-tigre (Epinephelus fuscoguttatus) (NURHIDAYU et al., 2012); Staphylococcus
aureus - camarones capturados en los mares del Golfo Pérsico, Mar de Oman y Océano Indico
(ARFATAHERY etal., 2015); Staphvlococcus epidermidis — camaron Penaeus indicus (ESAKKIRAJ
et al., 2010).

3.5 PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

En relacion a los antimicrobianos, todas las estirpes (191) presentaron susceptibilidad al
cloranfenicol y florfenicol (100%). En este estudio las estirpes bacterianas mostraron alta resistencia
(>50%) a la oxitetraciclina.

De las 158 estirpes identificadas, 105 estirpes (66,45%) presentaron resistencia frente a la
oxitetraciclina y nueve estirpes (5,08%) presentaron respuesta intermedia frente a la oxitetraciclina
(tres estirpes pertenecientes al género Vibrio y tres estirpes pertenecientes a otros géneros bacterianos,
dos estirpes del género Bacillus y una estirpe perteneciente al género Staphylococcus). Las restantes

estirpes identificadas resultaron sensibles a los antimicrobianos evaluados.
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El orden de los géneros bacterianos de mayor a menor frecuencia de la resistencia fue la siguiente:

Bacillus > Vibrio > Otros géneros > Staphylococcus (figura 3).

Figura 3. No. de estirpes resistentes por género bacteriano.

1056

Numero de bacterias resistentes
8 8§ & 8

/
)
%

7
AS b‘}@’ K c;\;6 °<’°°°
y
L
&P

La oxitetraciclina, antimicrobiano de la clase de las tetraciclinas es de amplio espectro que ademas
de ser utilizado en la clinica ha sido utilizado en la veterinaria y la acuicultura para el control de las
enfermedades y como promotor del crecimiento (GHOUSE, 2015). Es el antimicrobiano mas utilizado
en el alimento de camarones y en combinacion con otros antimicrobianos (cloranfenicol, acido
oxonilico y formalina) (LAKSHIMI, VISWANATH y SAI GOPAL, 2013).

La presion selectiva ejercida por el uso de este antimicrobiano en diferentes ambientes ha resultado
en la diseminacion de la resistencia en organismos gram-positivos y gram-negativos a traves de la
transferencia conjugativa de transposones o plasmidos (CHOPRA y ROBERTS, 2001).

Rebougcas et al., 2011 evaluaron los perfiles de resistencia fenotipica de bacterias del género Vibrio
en muestras de agua de ambiente de carcinicultura y de hepatopancreas de camaron marino cultivado
en dos granjas de cultivo del Estado de Ceara, NE de Brasil. Similar a los resultados encontrados en
este estudio, las bacterias del género Vibrio resultaron susceptibles al florfenicol y presentaron
resistencia a la oxitetraciclina.

Bacterias del género Vibrio fueron aisladas de agua y sedimento del estuario de Acarau (granja de
carcinicultura) en Ceara, Brasil y evaluadas para el perfil de resistencia a los antimicrobianos
seleccionados por su uso en la industria del camardén y mecanismos de accion. Tetraciclina y
oxitetraciclina fueron antibidticos probados como inhibidores de la sintesis proteica. Fue verificado en

los aislamientos bacterianos del agua y los sedimentos la presencia de cepas resistentes a la

oxitetraciclina y tetraciclina (ROCHA, SOUSA y VIEIRA, 2016).
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Diferentes geéneros bacterianos aislados de ambiente de carcinicultura han sido identificados y
evaluados con resistencia a la tetraciclina/oxitetraciclina: Bacillus (SUNDARAMANICKAM et al..
2015) y Aeromonas-Shewanella-Vibrio-Lactococcus (YANO et al., 2011) entre otros geéneros.

Importante destacar que de las cepas 1dentificadas, nueve estirpes (5,08%) presentaron respuesta
intermedia frente a la oxitetraciclina, el resto de las estirpes resultaron sensibles. De las nueve estirpes,
dos estirpes pertenecian al género Bacillus, tres estirpes del género Vibrio, una estirpe al género
Staphylococcus y tres estirpes pertenecientes a otros géneros bacterianos. Aunque considerado un
porciento bajo de estirpes (<25%) con valores intermedios, este resultado puede ser considerado como
una alerta por la posible transferencia a otras bacterias en el ambiente ademas de indicar una tendencia
de la poblacion bacteriana a tornarse resistente a la accion del antimicrobiano, siendo, por tanto, un

indicativo de resistencia futura.

3.6 PRUEBA DE AGREGACION

La mayoria de las estirpes (113) para un 59,16% resultd con agregacion negativa y 40,83%
presentaron resultados de agregacion positiva (78 cepas).

Tres grupos de estirpes fueron priorizados (70 estirpes) tomando en cuenta los resultados positivos
obtenidos en las pruebas precedentes.

Las estirpes bacterianas de estos tres grupos fueron evaluadas en las pruebas de antagonismo frente
a patogenos.

Como es conocido, estirpes evaluadas con potencial probidtico poseen propiedades caracteristicas
de cada estirpe y no de un género o atn de una determinada especie (JANKOVIC et al., 2012). La
agregacion es una caracteristica necesaria para la adhesion, pre-requisito para la colonizacion de las
celulas adherentes en el tracto gastrointestinal (KOS et al., 2003; RE et al., 2000) por lo que el probar
la capacidad de agregacion de una estirpe bacteriana es una caracteristica importante y prioritaria para

su evaluacion como probiotico (JANKOVIC ez al., 2012).

3.7 PRUEBA DE ANTAGONISMO

Ninguna estirpe bacteriana resulto antagonica frente a Vibrio parahaemolyticus. De las 70 estirpes
bacterianas que formaron parte de los tres grupos prioritarios, 16 estirpes (22,85%) resultaron
antagonicas frente a Vibrio harvey. Doce estirpes bacterianas presentaron resultados satisfactorios en
la técnica de antagonismo cruzado.

Una de las propiedades mas importante de un candidato probidtico es su habilidad de inhibicion o

antagonismo (BANERJEE y RAY, 2017). El antagonismo es un fenomeno natural que constituye una
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herramienta aplicable para reducir o eliminar patogenos oportunistas (IBRAHEM, 2015). Los ensayos
de antagonismo bacteriano in vitro, son utilizados en la seleccion de probioticos para camaron y asi
verificar la eficiencia o habilidad para excluir competitivamente al patogeno indeseado (KNIPE et al.,
2020).

Fueron formados tres consorcios con representantes bacterianos de los géneros Bacillus,
Staphylococcus, Isoptericola y Shewanella. Fue verificado para cada estirpe el cumplimiento de los
siguientes requisitos:

a. Pertenecer a uno de los tres grupos prioritarios formados (segun los resultados obtenidos en las
pruebas de virulencia, tolerancia a diferentes temperaturas, viabilidad bajo diferentes valores
de pH y agregacion).

b. No pertenecer al género Vibrio

c. No poseer resistencia frente a los antimicrobianos probados

d. Mostrar actividad antagonica (inhibitoria) frente al patogeno V. harvey

e. No presentar antagonismo (inhibicion) cruzado entre las estirpes evaluadas

4 CONCLUSION

Bacterias gram-negativas y gram-positivas mostraron caracteristicas potenciales de probidticos
en el camaron, teniendo al género Bacillus como principal competidor entre los diferentes géneros
evaluados, mas otros géneros bacterianos también mostraron caracteristicas de potencial probiotico
para la formacion del consorcio.

No existe un protocolo general para la elaboracion y aplicacion de los probioticos en el camaron
marino, mas es conocido a nivel internacional que su desarrollo es considerado un procedimiento
de multiples pasos que valora como etapas claves, el aislamiento, identificacion y caracterizacion
de las estirpes que seran utilizadas con ese fin (test in vifro). Si bien, es importante este primer paso,
las pruebas de las estirpes in vivo, cierra el ciclo de pruebas para el establecimiento y aplicacion del
probidtico para su uso en el camaron marino cultivado por lo que futuros estudios precisan ser

realizados para evaluar la eficacia tanto en el organismo cultivado como en su ambiente de cria
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