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Aislamiento de Bacillus marinos con afinidad por la quitina
como posibles probioticos para limitar el acceso de vibrios
patogenos a las superficies del camaron

PROBLEMA

Los brotes de vibriosis en Penaeus vannamei causan graves pérdidas debido a la rapida colonizacion de patogenos
en las superficies quitinosas y digestivas. El uso de antibidticos genera multirresistencia, mientras que los probioticos
convencionales carecen de afinidad cuticular para competir por estos nichos. Por tanto, se requieren barreras
biologicas preventivas que impidan el anclaje inicial de los patégenos.

OBJETIVO GENERAL

Aislar Bacillus marinos y seleccionarlos por su afinidad por la quitina a fin de contar con probiéticos funcionales para
combatir las vibriosis en camaron.

PROPUESTA

Para hallar bacterias con alta afinidad cuticular e inocuas para el camaron, se ejecutd una ruta experimental de cuatro
fases continuas.

FASE 1 MUESTREO Y CULTIVO FASE 2 SELECCION MORFOLOGICA FASE 3 ACTIVIDAD QUITINOLITICA FASE 4 CINETICA E INOCUIDAD

1.1 Invertebrados Marinos 2.1 Prueba de Lisis (KOH 3%) HCI 3T% 3.1 Quitina Coloidal Purificada D010 4.1 Curva de Crecimiento
i * 14 especies intermareales yia « Emulsion bacteriana (30 a 60 s) e, ‘C « Desestructuracion acida (HCI) « Cultivo en caldo TSB (NaCl al 2%)
i ﬁ « San Pedro y Punta Barandia | , * Elavacion con aplicador de madera A * Precipitacion por choque térmico * Lectura de DOszocada 2h (12 h)
« Lavado previo con agua de mar * Sin viscosidad = Pared Gram (+) * Lavados sucesivos ypH 70+ 0,2 12h .« Cuantificacidn paralela (UFC-mL-")
v v v ¥
1.2 Macerado y Dilucién 2.2 Prueba de Catalasa (H202) 3.2 Siembra en Medio MMC 4.2 Bioensayo con Larvas
10-10-10-*+ Maceracion en NaCl al 2% (p/v) _’ N X 0: " « Gotas de perdxdo de hidrogeno _’ / + Medio minimo con sales y NaCl al 2% _’ O®O| . Larvas Zoea-3 (P. vannamei)
(b ﬂ ﬂﬂ « Diluciones seriadas (10-'a 10°9) | Qo | « Efervescancia inmediata por Oz @ * Quitina coloidal (2% ) como carbono * Placas de 6 pocillos (10 larvas/pozo)
| ‘1.1 « Homogeneizacion de tejidos + Caracteristico de bactenas aerobias * Inoculacion por puntos (alicuota 10 pl) * Dosis bactenana: 1 x 10° UFC-mL-'
v \ ¥ v
1.3 Siembra en Medios 2.3 Tincién de Endosporas _Oh_ 3.3 Cuantificacién Enzimatica e 4.3 Supervivencia y Estadistica
* Inoculacion por extension (100 ul) * Tincion de Schaeffer-Fulton * Medicion de diametro de halo (Dh) T Leetatad * Monitoreo de supervivencia (10 h)
@ « Agar Manno, Nutritivo y MRS @@ * Verde de malaquita al 5% con calor :-. . .,-' * Medicion de diametro de colonia (Dc) * Método de Kaplan-Meier
* Incubacion a 30 °C (24 a 48 h) « Safranina al 0,5% de confraste * Indice Quitinolitico: 1Q = Dh / De ton *Prueba de Log-Rank (a =0,05)
* Punficacion de colonias en TSA FRIORgOm. o Examen microscopico optico (100x) * Halo neto = (Dh - Dc¢) / 2 + Procesamiento en entorno RStudio

RESULTADOS

‘% Se procesaron 14 especies de macroinvertebrados bentonicos
,obteniendo 27 aislados Gram (+) .

* Tincion de Schaeffer-Fulton confirmod 12 bacilos formadores de
endosporas.

¢ La clase Hexacorallia concentro el 50% de las cepas esporuladas.

s Cepa 88: 1Q = 1,98 | Halo neto: 4,80 mm (mayor degradacion

enZimética te rminal)_ Tratamiento —— Control Negativo —— Cepa 88 —— Cepa 187
 Cepa 187: 1Q = 1,64 | Halo neto: 3,60 mm (cinética hidrolitica
sostenida).
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¢ Bioensayo en larvas :

» Cepa 187: 100,0 % de supervivencia larvaria.

» Cepa 88: 97,5 % de supervivencia.

*» Bioseguridad: Curvas de Kaplan-Meier sin diferencias significativas
frente al control (p=0.601), confirmando su inocuidad total en p
estadios tempranos.
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CONCLUSIONES

» Se obtuvieron 27 aislados bacterianos Gram (+) a partir de 14 especies de macroinvertebrados, confirmandose 12
bacilos formadores de endosporas y destacando el filo Cnidaria como su principal reservorio natural.

> El Agar Marino (AM) fue el medio mas eficiente para la recuperacién de biomasa (1,92 x 10° - UFC/ml™1
promedio), superando al Agar Nutritivo y contrastando con la selectividad del medio MRS.

» La desestructuracion acida y precipitacion térmica permitid obtener quitina coloidal neutralizada (2,5% p/v) de
forma eficiente y reproducible, 6ptima para formular el medio minimo de seleccion (MMC).

> Las cepas 88 y 187 exhibieron la mayor degradacién enzimatica sostenida con indices Quitinoliticos
sobresalientes (IQ = 1,98 y 1,64, respectivamente).

» La exposicion directa a no indujo mortalidad en larvas de P. vannamei en estadio Zoea-3, validando su
bioseguridad inmediata como candidatas a probidticos para exclusion competitiva frente a vibrios patégenos.
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