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Resumen 

Las mezclas de cepas probióticas fueron sometidas a una prueba de inhibición in vitro con vibrios 
patógenos (Vibrio harveyi E22, V. vulnificus S2 y V. parahaemolyticus PA2) para demostrar su 
efecto antagónico. Las mezclas P63-Ili, P62-P64 y P62-P63-Ili presentaron porcentajes de 
inhibición mayores al 50%. Estas mezclas de cepas probióticas tienen potencial aplicación para el 
control de vibrios patógenos en los sistemas acuícolas. 

 

Summary 

Inhibition of shrimp pathogenic vibrios by mixture of probiotic strains 

A series of probiotic strain were challenged using an in vitro inhibition test with three pathogenic 
vibrios (Vibrio harveyi E22, V. vulnificus S2 and V. parahaemolyticus PA2) in order to confirm its 
antagonistic effect. The mixtures P63-Ili, P62-P64 and P62-P63-Ili presented a percentage of 
inhibition greater than 50%. This probiotic mixtures strain have potential applications to control 
shrimp pathogenic vibrios in aquaculture systems. 

 

Introducción 

En los últimos años, muchas investigaciones se han encaminado al desarrollo de 
técnicas preventivas y terapéuticas para reducir o impedir la incidencia de 
enfermedades en los cultivos. Peeters y Rodríguez (1999) señalan que los problemas 
de enfermedades muchas veces son ocasionados por el manejo inadecuado de los 
antibióticos en el tratamiento de ataques bacterianos. 

La tendencia actual es de restringir o reducir el uso de antibióticos debido a la 
aparición de resistencia bacteriana, problemas ecológicos, restricción de las 
exportaciones por presencia de residuos en los tejidos de camarones y su incidencia 
en la salud humana. Las estrategias de control han sido encaminadas hacia el uso de 
técnicas mejoradas en larvicultura (Alday, 1999), programas de selección genética 
(Pérez y Gómez, 2001), uso de tolerinas (Melena y cols., 2000), aplicación de 
lipopolisacáridos (Newman, 2000), β-glucanos y peptidoglucanos (Otero y cols, 2000; 
Newman, 2000) para incrementar el rendimiento y resistencia a enfermedades de 
origen viral o bacteriano. 

Una estrategia de control bacteriológico, muy interesante y con resultados 
prometedores, se enfoca al empleo de probióticos, como alternativa al uso de 
antibióticos y quimioterapéuticos, bajo el principio de exclusión competitiva. Es una 
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herramienta viable, ya que las bacterias probióticas ocupan espacios y demandan 
nutrientes del agua y del fondo del estanque, así como directamente del tracto 
digestivo de los camarones, reduciendo las posibilidades de colonización y desarrollo 
de otros microorganismos que sean patógenos o puedan convertirse en nocivos 
(Moriarty, 1999; Berger, 2000; Newman, 2000; Benetti, 2001; Chamberlain, 2001; 
Gullian 2001). 

Varios estudios han demostrado que el uso de mezclas probióticas son más efectivas 
que las cepas independientes en el control de patógenos, ya que la posibilidad de 
establecer poblaciones probióticas a pesar de las variaciones ambientales es mayor. 
Además, se han observado procesos sinergísticos entre cepas, que han incrementado 
los resultados deseados (Douillet, 2000). 

El mecanismo de exclusión competitiva es una propiedad que ha sido aprovechada por 
varios investigadores, para realizar pruebas de desafío con patógenos, con el fin de 
demostrar la capacidad probiótica de las bacterias en estudio. 

 

 

Materiales y métodos 
 
Material biológico 

• Cepas probióticas 

Se utilizaron cuatro cepas probióticas proporcionadas por CENAIM para realizar 
las evaluaciones experimentales: 

- La cepa Ili (Vibrio alginolyticus) aislada por (Morales fide San Miguel, 
1992), caracterizada por San Miguel (1996) y estudiada su efecto 
probiótico en larvas de camarón por Serrano (1996). 

- Las cepas P62 y P63 (Vibrio sp.) y P64 (Bacillus sp.) aisladas del 
hepatopáncreas de animales silvestres sanos de Litopenaeus vannamei y 
estudiados sus efectos probióticos individualmente en camarones juveniles 
por Gullian (2001). 

• Cepas patógenas 

Se utilizaron tres cepas patógenas para realizar las evaluaciones 
experimentales: 

- La cepa bacteriana E22 fue aislada por Arauz en 1994 de larvas de camarón 
que presentaron el síndrome de “bolitas” y fue identificada 
bioquímicamente como Vibrio harveyi (Serrano, 1996). 

- La cepa S2 (V. vulnificus), aislada de larvas que presentaron el Síndrome 
de “Bolitas”. Sotomayor (2001) demostró la naturaleza patógena de la cepa 
en camarones juveniles. 

- La cepa PA2 (V. parahaemolyticus), aislada de camarones enfermos por el 
Centro de Servicios para la Acuicultura (Guayaquil, Ecuador). 
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Evaluación in vitro del efecto inhibidor de las mezclas de cepas probióticas 
sobre el crecimiento de vibrios patógenos 

• Mezclas probióticas 

Para la preparación de las mezclas, la técnica consistió en sembrar las cepas 
individualmente considerando su fase exponencial en LB (Lennox L. Broth 
Base) 2% NaCl para obtener una concentración base de 105 UFC/ml de cada 
cepa. Para medir la concentración bacteriana requerida, se utilizó un 
espectrofotómetro JENWAY 6400® a una longitud de onda de 550 nm. La 
cantidad de UFC/ml se registró multiplicando el valor obtenido por 
espectrofotometría con el número de colonias de cada cepa, establecido por 
Gullian (2001). 

Una vez obtenida la concentración deseada para cada cepa, se procedió a 
realizar las mezclas para observar interacción entre ellas, agregando 1 ml de 
cada cepa en tubos de 10 ml con Caldo LB 2% NaCl, manteniéndolas por 5 
horas y media, a 28ºC en constante movimiento. 

Para realizar la siembra y el posterior conteo de las UFC se utilizó Agar Mueller 
Hinton (AMH) (DIFCO®) al 2% NaCl, ya que este agar permitió establecer 
diferencias morfológicas entre las cepas. En cada mezcla se realizaron 
diluciones con solución salina al 2% NaCl. Se sembró 100 µl de las diluciones 
10-3 a 10-5. Luego, las cajas fueron incubadas durante 8 horas a 30˚C, antes 
de iniciar el conteo de las colonias. Se escogieron las mezclas en que las cepas 
utilizadas no produjeron inhibición entre ellas o aquellas en que la inhibición 
fue hasta el 25% como máximo. 

La concentración final de las mezclas de cepas probióticas utilizadas fue de 
1x105 UFC/ml.  

• Mezclas patógenas 

Para la preparación de las cepas patógenas (E22, S2 y PA2), se partió de una 
siembra en agar TSA (Tryptic Soy Agar), incubada por 8 horas a 30°C. Una 
colonia de cada cepa patógena fue replicada en 10 ml de Caldo LB al 2% ClNa, 
incubándose por 6 horas a 28°C, en baño maría y agitación continua. La 
concentración de E22, S2 y PA2 utilizada fue de 1x106 UFC/ml.  

• Inhibición  

Con el fin de determinar el efecto antagónico de las mezclas, se empleó una 
adaptación de la técnica descrita por Gómez (1998). La técnica consistió en 
sembrar 1 ml de cada mezcla con 1 ml del patógeno correspondiente en tubos 
con 10 ml de Caldo LB 2% NaCl, manteniéndolas por 5 horas y media a 28 °C 
en constante movimiento. 

Para realizar el conteo de las UFC se utilizó AMH al 2% NaCl. Se sembró 100 µl 
de cada mezcla utilizando diluciones 10-3 a 10-5 UFC/ml en las cajas, que 
posteriormente fueron mantenidas en una incubadora a 30°C. La lectura se 
realizó después de 8 horas.  
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Análisis estadístico 

Los datos obtenidos fueron evaluados por análisis de varianza (ANOVA) a un nivel de 
confianza del 95% bajo principios de normalidad y homogeneidad de varianza. Para 
contrastes entre tratamientos se utilizó la prueba de Fisher (Least Significant 
Difference, LSD). 

 

Resultados 

La adaptación de la técnica descrita por Gómez (1998) permitió conocer el porcentaje 
de inhibición de las mezclas probióticas sobre el crecimiento de cepas patógenas E22, 
S2 y PA2. 

Esta evaluación in vitro permitió determinar el efecto antagónico de las mezclas sobre 
el crecimiento de E22 (figura 1). Las mezclas P62-P64 y P62-P63-Ili presentaron 
porcentajes de inhibición significativamente mayores (p<0.05) entre las mezclas que 
lograron inhibir a la cepa patógena. 

Todas las mezclas bacterianas lograron inhibir a la cepa S2 en porcentajes mayores al 
50% (figura 2). Las mezclas P63-P64, P63-Ili, P62-P64, P62-P63-Ili, P62-P64-Ili y P64-P63-
Ili presentaron superiores porcentajes de inhibición, sin embargo la mezcla P62-P63-Ili 
registró diferencias significativamente mayores (p<0.05) entre las mezclas. 

En la evaluación con PA2, para observar la capacidad de inhibición de las mezclas, los 
resultados demostraron un efecto de inhibición mayor al 50% en las mezclas P63-Ili, 
P62-P64, P62-P63-Ili, P62-P64-Ili y P64-P63-Ili (figura 3). Sin embargo, no se registraron 
diferencias significativas (p<0.05) entre las mezclas que lograron inhibiciones mayores 
al 50%. 

 

Figura 1. Porcentajes de inhibición de las mezclas probióticas sobre el crecimiento de E22 

 
*Barras con iguales letras no tienen diferencia significativa. 
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Figura 2. Porcentajes de inhibición de las mezclas probióticas sobre el crecimiento de S2 

 
*Barras con iguales letras no tienen diferencia significativa. 

Figura 3. Porcentajes de inhibición de las mezclas probióticas sobre el crecimiento de PA2 

 
*Barras con iguales letras no tienen diferencia significativa. 

 

Discusión y Conclusiones 

El uso de V. alginolyticus como probiótico ha sido reportado en literatura (Austin y 
cols., 1995; San Miguel, 1996; Serrano, 1996; Zherdmant, 1996; Gullian, 2001). 
Garriques y Arévalo (1995) reportaron que una cepa de V. alginolyticus redujo la 
presencia de bacterias patógenas en el cultivo de larvas comerciales de Litopenaeus 
vannamei. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos en las evaluaciones in vitro con E22, S2 y PA2, 
las mezclas P63-Ili, P62-P64, P62-P63-Ili, presentaron mayor capacidad de inhibición 
sobre el crecimiento de Vibrio sp. patógenos. 

Las bacterias por naturaleza presentan mecanismos antagónicos que les permite 
subsistir en determinados ecosistemas. Así, varios investigadores en pruebas in vitro 
han utilizado la propiedad antagónica para la selección de cepas candidatas. Dopazo y 
cols. (1988) utilizando medios líquidos, observó que una bacteria marina cepa FP6 
inhibió el crecimiento de cepas patógenas A. hydrophila B-32, A. salmonicida ATCC 
14174 y V. anguillarum R-82 por la producción de una sustancia antibiótica.  

Chythanya y cols. (2002) encontraron una bacteria marina Pseudomonas I-2, que 
produce una sustancia de bajo peso molecular, estable al calor, soluble al cloroformo y 
resistente a enzimas proteolíticas que inhibe el crecimiento de vibrios (V. harveyi, V. 
fluvialis, V. parahaemolyticus, V. damsela y V. vulnificus) patógenos en camarones. 

En conclusión, las mezclas de cepas probióticas tienen propiedades como agentes de 
biocontrol para el uso en laboratorios y granjas de cultivo, reduciendo la presencia de 
vibrios patógenos en los sistemas acuícolas. 
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