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Introducción

• Dinámica de cambio de población.
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Introducción

Pasaje de aptitud en sistemas de cultivos
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Introducción

= Infectar a células locales 
(Mas adaptadas al sistema de 
cultivo)

Toxinas PirA y Pir B
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Introducción

Cambiar el paisaje de aptitud de los
sistemas de cultivo de camarón y
establecer un microbioma benéfico =
BIODESCUBRIMIENTO DE PROBIOTICOS
EFICACES



Introducción

Gullian, M., Thompson, F., & Rodriguez, J. (2004). Selection of probiotic bacteria and study of 

their immunostimulatory effect in Penaeus vannamei. Aquaculture, 233(1), 1-14.



METODOLOGÍA

Obtención de 
muestras

Aislamiento 
bacteriano

Selección 

Gram +

Esporuladoras 
+Pseudovibrio

Antagonismo

Identificación 
bioquímica.

Identificación 
molecular

Test de toxicidad

Bioensayos contra 
cepas patógenas.

Estudios realizados en los proyectos PIC
CENAIM 001 (Biodiversidad) y PIC CENAIM
003 (Salud Animal), auspiciados por :

BIODESCUBRIMIENTO



Obtención de muestras

SCUBA 10 – 15 m. Ambientes marinos 

Ambientes estuarinos



Aislamiento bacteriano

-Incubación normal 
-anaerobiosis  28⁰C  / 

24-48 h (Bacillus)

Invertebrado Marino, Sedimento e 
intestinos

Cultivos puros

Diluciones seriadas

Bacillus:Siembra en 
superficie y al vacío 

(Bacillus)
Otras bacterias: 

diferentes medios de 
selección

10-2, 10-3, 10-4



Caracterización bioquímica
Test Componente activo Test Componente activo Test Componente activo

1 GLY GLYcerolo 19 SOR D-LACtosa 37 GLYG GLIcógeno

2 ERY ERYtritolo 20

MD

M Metil-αD-Manopiranosida 38 XLT XiLiTol

3

DAR

A D-ARAbinosio 21 MDG

Metil-αD-

Glucopiranosida 39 GEN GENtiobiosa

4

LAR

A L-ARAbinosio 22 NAG N-AcetilGlucosamina 40 TUR D-TURanosa

5 RIB D-RIBosio 23 AMY AMigdalina 41 LYX D-LIXosa

6

DXY

L D-XILosio 24 ARB ARButina 42 TAG D-TAGatosa

7

LXY

L L-XILosio 25 ESC ESCulina 43 DFUC D-FUCosa

8 ADO D-ADOnitolo 26 SAL SALicina 44 LFUC L-FUCosa

9 MDX Metil-ßD-Xilopiranoside 27 CEL D-CELobiosa 45 DARL D-Arabitol

10 GAL D-GALactosa 28 MAL D-MALtosa 46 LARL L-Arabitol

11 GLU D-GLUcosa 29 LAC D-SORbitol 47 GNT GlucoNa

12 FRU D-FRUctosa 30 MEL D-MELlibiosa 48 2KG 2-CetoGluconato

13 MNE D-MamNosa 31 SAC D-SACarosa 49 5KG 5-CetoGluconato

14 SBE L-SorBosa 32 TRE D-TREhalosa

15 RHA L-RHAmnosa 33 INU INUlina Gram Método K(OH)

16 DUL DULcitol 34 MLZ D-MeLeZitosa Catalasa

17 INO INOsitol 35 RAF D-RAFinosa Oxidasa

18 MAN D-MALtosa 36 AMD Almidón Esporas



Caracterización bioquímica

• Tinción Gram

• Uso de aminoácidos (arginina, ortinina y 
lisina)

• Uso de carbohidratos (sucrosa, manosa y 
glucuronato)

• Uso de citrato

• Formación de diacetyl (VP)

• Producción de indol

• Determinación del metabolismo 
(fermentativo u oxidativo) 270 µl de reactivo + 

30 µl de bacteria 



Secuenciación y análisis filogenético

Árboles filogenéticosAnálisis de secuencias



Determinación in-vitro de la bioactividad antibacteriana

Patógenos Características

V. harveyi Cepa L29, aislada local.

V. campbellii Cepa luminiscente aislada de larvas de camarón que presentaron mortalidad.

V.parahaemolyticus

cepa1

Cepa ATCC 27969, aislada de colección transmitida al humano por consumo de 
especies marinas contaminadas

V.parahaemolyticus

cepa2

Aislado local de camarones juveniles que presentaron mortalidad.

Pseudomona

aureginosa y

Aeromona

Aislado local de larvas que presentaron alta mortalidad.

Patógenos

“Probiótica”

“Probiótica”

Patógeno



Pruebas en P. vannamei
Test  de Inocuidad

Infección contra patógenos in-vivo
* Se infectaron juveniles de 0.24 gramos con 
cepa patógena (Protocolo Tran et al., 2013), 
V.parahaemolyticus por doce horas , con 
exposición de 10 minutos.
* Postlarvas Infectaron con Vibrio harveyi a 
cocncentraciones 106UFC/ml

Zoea Post larvas

+ Cepas de 
invertebrados 

marinos.

Cepas de Estuario y
sedimentos marinos

Control sin bacterias Control sin bacterias

+ Se realizaron dos muestreos en diferentes 
tiempo



Resultados
• Aislamiento de bacterias y selección de cepas potencialmente 

probióticas
Fuentes de cepas 

bacterianas

Número de cepas 

aisladas

Aislados Bacillus spp.y Pseudovibrio

seleccionadas

Estanque de camarón P. 

vannamei
48 27 (3 intestino y 24 sedimento)

Estanque de 

policultivo P. vannamei

y Oreochromis spp.

35 10 (4 intestino y 6 sedimento)

Ambientes marinos 63
47 (6 sedimento, 41 invertebrado 

marino)

Total



Resultados
• Identificación de cepas aisladas de invertebrado marino



Resultados
• Identificación de cepas aisladas de ambientes marinos y estuarinos.

Código de la 

cepa
Especie

Pe11 B amyloliquefaciens

Pmrs19 B licheniformis

Mrs13 B lentus

Mrs11 B micoyde



Resultados

• Pruebas de antagonismo con cepas patógenas

Prueba de bioactividad de Pseudovibrio frente a V.
campbellii y V. parahaemolyticus

Antagonismo V. parahaemolyticus código interno
C15. 17.5 y cepa probiótica Bacillus sp. 1



Resultados
• Pruebas de antagonismo con cepas patógenas

Código de la 

cepa
Origen de la cepa Especie

Diámetro de halos de inhibición 

(mm)

V.
 

p
ar

ah
ae

m
o

ly
ti

cu
s

P.
ae

ru
gi

n
o

sa

V.
 c

am
p

b
el

lii

P
ro

m
ed

io
 

p
o

n
d

er
ad

o

Pe11 Sedimento marino B amyloliquefaciens 19 8 19 16,3

Pmrs19 Policultivo B licheniformis 20 9 10 14,9

Mrs13 Camaronera B lentus 13 12 9 11,8

Mrs11 Camaronera B micoyde 12 12 8 10,8



Resultados

• Pruebas de antagonismo de Pseudovibrio con cepas patógenas

• Primer muestreo

Diámetro de halos de inhibición (mm)

Código V. vulnificus V. parahaemolyticus V.harveyi P. aureginosa Aeromonas

Bact 11 14 11 11 16 12

Bact 17 13 11 12 17 11

Bact 18 12 11 10 15 11



Resultados
• Pruebas de antagonismo de Pseudovibrio con cepas patógenas

Segundo muestreo

Diámetro de halos de inhibición (mm)

Código V. vulnificus
V. 

parahaemolyticus V.harveyi V. parahaemolyticus V. campbelli
6.4 ME 8 7 10 15 15
11.3 ME 9 15 15 10 13
A24 0 6 0 0 15
A43 15 11 18 8 18



Resultados

• Inocuidad PL10 (Supervivencia)

Tratamientos Supervivencia (%)

Pe11 97.5 ± 3.0 a, b

Pmrs19 97.5 ± 2.5 a, b

Mrs13 88.5 ± 13.9 a, b

Pe11 + Pmrs19 94.5 ± 5.5 a, b

Pe11 + Mrs13 97.0 ± 2.6 a, b

Pmrs19 + Mrs13 96.5 ± 1.9 a, b

Pe11 + Pmrs19 + Mrs13 79.5 ± 15 a

Control sin bacterias 98.5 ± 3.0 b

Supervivencia de postlarvas P.

vannamei PL30 al finalizar la prueba

de toxicidad de potenciales

probióticos. Promedios ( desviación

estándar) con distintas letras son

significativamente diferentes a P <

0.05, basado en el análisis de ANOVA

y prueba de comparación de pares de

tratamientos de Tukey.



Resultados

• Inocuidad Zoea (Supervivencia)
• Primer ensayo

• Segundo ensayo
Cepas de Pseudovibrios sp. (106UFC/ml)

Códigos 11.3 ME A43 6.4 ME A24 Control

Supervivencia (%) 98 ± 4 96 ± 5 90 ± 10 94 ± 9 94 ± 5

Cepas de Pseudovibrios sp. (106UFC/ml)

Códigos Bac 11 Bac 17 Bac 18 Control

Supervivencia (%) 98 ± 3 97,4 ± 3 96,9 ± 3 96,9 ± 4,1

Supervivencia de Zoeas P. vannamei al finalizar la prueba de toxicidad de potenciales probióticos. 

Promedios ( desviación estándar)



• Capacidad de desplazar Vibrios luminiscentes in vivo en Pls de bacterias 
con potencial probiótico (Psuedovibrio)
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Resultados

Cepas potencialmente probiótica en campo 

Bact. 17 Bact. 18 Control

S% 79,2 66,3 63,0
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Supervivencia (%)

Supervivencia final de cosecha. Diferentes letras indican 

diferencias significativas (p < 0.05)



Resultados

Cepas potencialmente probiótica en campo 

Bact. 17 Bact. 18 Control

Lbs/Ha 1979 1658 1575

B
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Rendimiento (Lbs/Ha)Datos de rendimiento, 

proyección de libras 

por hectárea. 

Diferentes letras 

indican diferencias 

significativas (p < 

0.05)



Conclusión

• Considerar el paisajes de aptitud permite encontrar probióticos
capaces de colonizar y reproducirse en los sistemas de cultivos.

• La obtención de probióticos autóctonos puede ser una herramienta
importante para el control efectivo de enfermedades bacterianas en
los sistemas de cultivo de camarón del Ecuador.

• La cepa Pe11 y Bact 17, aislada del ambiente naturales, se perfila
como un potencial probiótico a ser usada en los sistemas de cultivo
de camarón.
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