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Resumen 

La presente investigación cuantitativa buscó evaluar la capacidad inhibitoria de Bacillus 

subtilis cepa AZPM-325 aislada del estuario del río Chone en Bahía de Caráquez mediante 

antagonismo dual, dada la importancia de estudiar los probióticos y sus nuevas cepas, como 

una de las mejores alternativas a los antibióticos, capaces de brindar múltiples beneficios a la 

salud digestiva de los organismos que habitan.  Por esta razón, se realizó este estudio 

experimental - explicativo entre octubre y diciembre de 2022. Para la identificación 

molecular, se realizó la extracción del ácido desoxirribonucleico (ADN), amplificación del 

ADN mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 16 y secuenciación. En cuanto al 

antagonismo dual, se sembró el inóculo bacteriano en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) a 

1% de agar; para determinar el crecimiento bacteriano a salinidad (2%,4%,6%,8% y 10%) y 

pH (3.0,4.0,5.0,6.0 y 7.0), se sembró 50 μl del inóculo bacteriano en el medio LB durante 

24h. Los hallazgos de la identificación molecular determinan que la cepa aislada es B 

subtilis; las pruebas de antagonismo dual identifican que la bacteria no posee capacidad 

inhibitoria frente al patógeno (Vibrio parahaemolyticus); sin embargo, sí presenta 

recubrimiento sobre este (t de Student p < 0.05). En las pruebas de bajo pH y salinidad alta, B. 

subtilis-AZPM-325 logra tener un crecimiento significativo respecto al control ANOVA (p 

>0.05). Se establece que B. subtilis-AZPM-325 es una bacteria con gran potencial probiótico, 

que, respecto al control, presenta buenos resultados en los diferentes tratamientos. 

Palabras clave: B. subtilis, V. parahaemolyticus, antagonismo, salinidad, pH 

 

 

 

 



Abstract 

This quantitative research study aimed to evaluate the inhibitory effects of Bacillus subtilis 

strain named AZPM-325 isolated from the Chone River Estuary in Bahía de Caráquez using 

dual antagonism tests, regarding the importance of studying probiotics and their new strains 

as one of the best alternatives to antibiotics, which confer several digestive health benefits to 

the host animals. Therefore, this experimental - explanatory research study was carried out 

from October to December 2022, so that deoxyribonucleic acid (DNA) extraction, DNA 

polymerase chain reaction (PCR) amplification of DNA fragments 16, and sequencing were 

carried out for molecular identification. As per dual antagonism tests, bacterial inoculum was 

grown in Luria-Bertani broth (LB) at 1% agar; to calculate bacterial cell growth at different 

salinity (2%,4%,6%,8% and 10%) and pH (3.0,4.0,5.0,6.0 and 7.0), 50 μl of the bacterial 

inoculum was cultured on LB medium for 24 h. The molecular identification findings 

determine that the isolated strain corresponds to B. subtilis; dual antagonism tests identify 

that the bacterium has not been shown to have inhibitory effects against the pathogen (Vibrio 

parahaemolyticus); however, the bacterium coats it (Student's t-test p < 0.05). In the low pH 

and high salinity tests, B. subtilis-AZPM-325 achieves significant growth compared to the 

ANOVA control p >0.05. It is conclusive that B. subtilis-AZPM-325 is a great probiotic 

potential bacterium, which compared to control group obtains good results in the different 

treatments.  

Keywords: B. subtilis, V. parahaemolyticus, antagonism, salinity, pH 
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Introducción 

Las bacterias habitan en diversos ecosistemas, incluso en condiciones extremas, como 

el sistema digestivo de los camarones, el cual presenta factores adversos para la vida 

microbiana. Aun así, existe la proliferación de bacterias patógenas, entre las más comunes 

encontramos a distintos tipos de Vibrio que afectan negativamente a la salud del camarón 

(Dehkordi et al., 2022). Es por esto, que se han buscado varias alternativas para tratar 

enfermedades microbianas, una de ellas es el uso de bacterias probióticas que pueden mejorar 

el desempeño ambiental y la dietética de estos organismos, así como reforzar su sistema 

inmunológico. Varias investigaciones detallan el uso de bacterias probióticas que proveen 

beneficios a la salud de sus huéspedes en cantidades adecuadas, convirtiendo a los probióticos 

en una alternativa a los antibióticos (Knipe et al., 2021). 

Las bacterias probióticas son microorganismos no patógenos que tienen el potencial de 

mejorar la defensa innata de su hospedero, la resistencia a patógenos en periodos de estrés, 

promover una buena digestión, resistencia a infecciones y la producción de sustancias 

inhibidoras (Madhana et al., 2021).  Estos microorganismos actúan liberando sustancias 

químicas con efecto bactericida sobre los patógenos que se encuentran en el intestino del 

huésped, ejerciendo así una barrera contra las bacterias patógenas. Este efecto se debe a factores 

como: producción de enzimas, antibióticos y variación del pH intestinal por parte de las 

bacterias probióticas (Martinez et al., 2012).   

Durante los últimos años, el uso de probióticos en la acuicultura ha aumentado por ser 

una gran alternativa, sin embargo, se debe cuidar la selección de probióticos a usar, ya que la 

mala elección de bacterias puede provocar un desequilibrio en la flora intestinal. Cada vez se 

han impulsado más los estudios de probióticos en la acuicultura, ya que actúan como 
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promotores de crecimiento y mejoran su salud, a pesar de ello, se necesitan más investigaciones 

que prueben su efecto respecto a la reproducción y la tolerancia al estrés (Wang et al., 2020).  

Varios estudios enfocados a la evaluación del efecto de bacterias probióticas y 

antibióticos para fortalecer el crecimiento, y la supervivencia de juveniles de Litopenaeus 

vannamei, determinaron que la aplicación de estos tiene gran potencial como alternativa al uso 

de antibióticos costosos y potencialmente nocivos (García-Bernal et al., 2020).  

Wanna et al., (2021), investigó el potencial probiótico de la cepa Pediococcus 

pentosaceus MR001, aislado de Macrobrachium rosenbergii, mediante ensayos de 

alimentación y caracterización genética, como resultados obtuvo que los camarones que 

recibieron la dieta probiótica tenían intestinos más saludables y una tasa de supervivencia alta. 

Así, varios estudios relacionados a probióticos mediante metaanálisis de supervivencia, 

producción y respuesta inmune de los camarones frente a los probióticos han demostrado 

mejoras en el rendimiento, supervivencia de organismo en cultivo (Golder et al., 2022). 

Ante estos antecedentes, el uso de microorganismos probióticos supone una gran 

oportunidad ante la problemática de la constante amenaza de enfermedad para organismos en 

cultivo y otras especies como es la Vibriosis, causada por bacterias Gram negativas de la 

familia Vibrionaceae y la cepa V. parahaemolyticus siendo esta la encargada de ocasionar el 

Síndrome de Mortalidad Temprana (EMS) / Síndrome de Necrosis Hepatopancreática Aguda 

la cual es considerada una de las infecciones más peligrosas con una tasa alta de virulencia para 

organismos acuáticos y tasa de crecimiento muy baja de los mismos (Dehkordi et al., 2022). La 

investigación dirigida a evaluar la capacidad probiótica de la cepa AZPM -325, cumplió con 

tres objetivos específicos, logrando establecer un microorganismo con potencial inhibitorio útil 

para la acuicultura. 
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Metodología 

Obtención de la cepa 

Las muestras de sedimento se tomaron en el estuario del río Chone, en la ciudad de 

Bahía de Caráquez a la altura del puente “Los Caras”. Se tomaron 100 gr de sedimento 

superficial (10cm), para trasladarlo en refrigeración hasta el laboratorio de microbiología de la 

Pontificia Universidad Católica Sede Manabí en el campus Bahía de Caráquez.  

Se tomó 1 gr del sedimento colectado para diluirlo en 100 ml de solución salina (2 % 

NaCl), luego se tomó una alícuota (100 μl) para sembrar en cajas Petri con agar Luria-Bertani 

(LB) al 2 % NaCl y se incubó por 96h a 30oC. Se evaluó cada 24h el cultivo hasta observar 

halos de inhibición. Las colonias que mostraron inhibición se aislaron hasta obtener una cepa 

probiótica pura. Posteriormente se confirmó la actividad antimicrobiana mediante pruebas de 

inhibición en cajas Petri.   

En cuanto al control se utilizó un consorcio de microorganismos probióticos del 

producto comercial EMBIO PLUS.  

Identificación molecular 

Para una identificación certera de la especie de bacteria se procedió a la evaluación 

molecular.  

Extracción del ADN 

De acuerdo con Grewe et al., (1993), se tomaron colonias de la cepa AZPM-325 en una 

cantidad de 100 mg y se transfirieron a un tubo eppendorf (1.5 ml) de 700 μl de CTAB y 20-

30 μl de proteinasa K.  Luego se procedió a incubar en un baño de agua a 55 °C durante tres 

horas, para la digestión de las proteínas. 
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Posteriormente, se agregaron 400 μl de fenol:cloroformo en una proporción de 24:1 en 

cada tubo y se invirtieron suavemente de 8 a 10 veces antes de centrifugar a 13 000 rpm durante 

10 minutos. Obtenido el precipitado, se recuperó 300 μl de sobrenadante para mezclar 200 μl 

de isopropanol y centrifugar a 13 000 rpm durante 10 min. 

Se descartó el sobrenadante y el sedimento de ADN se lavó con 1 ml de etanol al 70 %  

a una temperatura baja (4 °C), se centrifugó durante 5 min a 10 000 rpm, después se eliminó el 

sobrenadante y el sedimento se secó durante 3 horas, finalmente  este fue disuelto en 200 μl de 

agua ultrapura. 

Amplificación del ADNr 16S mediante PCR 

Se empleó la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar la región del 

gen 16s de ARNr del ADNmt (ADN mitocondrial). El ciclo de amplificación por PCR fue el 

siguiente; una desnaturalización inicial a 94°C por 4 min, seguida de 34 ciclos de 96°C en 5 

min, 95°C por 30 s, 55°C en 30 s, 72°C por 30 s, y un paso final de elongación de 72°C durante 

5min (Wilson et al, 1990).  

Visualización y purificación del ADN 

Después de la amplificación, los productos se separaron mediante electroforesis en 

geles de agarosa al 1 % y se visualizaron bajo un transiluminador UV para garantizar la calidad 

del producto de la PCR (Nieto., 2005).  

 Secuenciación 

El producto purificado de ADN, se secuenció en un analizador genético usando el 

método de secuenciación de Sanger, acorde al servicio contratado a la empresa Macrogen. 
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 Inhibición por antagonismo dual 

El antagonismo dual es la inhibición entre dos microrganismos en el cual una de ellas 

causa efectos negativos sobre la otra. Para esto se sembró de manera directa del inoculo 

bacteriano de 3 µl en el medio de cultivo semisólido, se depositó en puntos equidistantes (2 

cm) en cajas Petri (90 mm de diámetro), los cuales fueron preparadas con medio de cultivo LB 

(2% NaCl) a 1% de agar. Se consideraron cinco réplicas de antagonismo por enfrentamiento 

dual. Las placas se mantuvieron a 30±1° C, se tomó el registro del crecimiento a partir de las 

6 horas (Añasco y Pozo, 2021). 

 Crecimiento bacteriano  

A partir de un cultivo de 24 horas (1.0 D.O 1010 UFC) en caldo LB y medio de cultivo 

técnico, la cepa se cultivó en 50 ml de caldo LB, habiendo sido inoculadas a razón de 1:10 en 

el mismo medio e incubadas a 30 °C durante 24 h. Posteriormente se realizaron conteos cada 

2 horas mediante un hematocitómetro y espectrometría para establecer la capacidad de 

crecimiento.  

Tolerancia a salinidades 

Se tomó una alícuota de suspensión bacteria (1.0 D.O.) para inocular en medio de 

cultivo LB suplementado con distintas concentraciones de NaCl (2.4, 6.0, 8.0, 10.0% p/v), 

luego se incubó a 30°C durante 24 h., el crecimiento se determinó mediante la medición de la 

densidad óptica (D.O.) a 605 nm después de las 24 h (Rondón et al., 2008). 

 Resistencia a pH ácido 

Se usó la cepa AZPM - 325 para evaluar la resistencia a diferentes pH, se inoculó 50 µl 

de la bacteria a una densidad de D.O.= 1.0 en medio LB ajustado a pH de 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, y 
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7.0 con ácido clorhídrico (0.02N) y se incubó a 30°C durante 24 h. bajo condiciones 

anaeróbicas. 

Su cuantificación se realizó antes de la incubación (h0) y después de la incubación (h1) 

por medio de espectrofotometría a D.O.   

Evaluación de resistencia a antibiótico 

Con un hisopo se inoculó por barrido, una suspensión bacteriana de 0.1% de densidad 

óptica medida en el espectrofotómetro (Spectroquant ® NOVA60) a 600 nm de longitud de 

onda (D.O 600 = 0,1) y se incubó por 24 h a 30±1°C. En cada plato Petri se añadieron discos 

de Tetraciclina (30 µg) para establecer la resistencia microbiana. Los análisis se realizaron con 

5 réplicas por concentración de acuerdo con Pardo., Monsalve., Erira., Espinosa., & Jaramillo., 

(2017); Añazco y Pozo (2021). 

 Análisis estadístico  

En el análisis de los datos se utilizó el programa SPSS (versión 25). Para evaluar la 

normalidad de los datos se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk (p=0.05) y para la 

homocedasticidad se empleó la prueba de Levene (p=0.05). Comprobado el supuesto de 

normalidad y homocedasticidad, el análisis de varianza se realizó con un nivel de significancia 

con (alfa = 0.05). La prueba de Tukey se utilizó para establecer comparaciones múltiples entre 

las medias aritméticas, fue usada para Salinidad y pH. La Prueba T de Student (p=0.05) para 

determinar diferencias entre dos muestras y está se utilizó en: Crecimiento Bacteriano, 

Antagonismo y Resistencia a Antibiótico. Todos los datos evaluados fueron el producto de 5 

réplicas experimentales. 
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Resultados 

Identificación de la cepa  

Existen muchos microorganismos denominados BAL, consideradas especies 

importantes por su actividad probiótica. Así la declaración de un nuevo microorganismo con 

actividad probiótica debe ser identificada con mayor exactitud. Inicialmente se tomó al aislado 

AZPM – 325, para la identificación molecular, definiendo la especie como Bacillus subtilis 

cepa AZPM – 325 (tabla 1) y la secuencia de nucleótidos mostraron un 100% de coincidencia 

con B. subtilis (tabla 2): 

Tabla 1. 

Secuencia consenso de nucleótidos, código B484 ensamblado en Geneious. 
 
TCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTC
ACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAA
GACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCT
TGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTT
ACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATG
ACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTG
CCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCA
CTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAA
GATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCC 

 

Tabla 2.  

Coincidencia de la especie Bacillus subtilis según la secuencia de nucleótidos. Obtenida de 

NCBI  

Especie Puntaje 

Máximo 

Puntaje 

Total 

Cubierta 

de 

Consulta 

Valor E % 

Identificado 

Acceso 

Largo 

Código de 

Accesión 

Bacillus subtilis cepa 

WW-185 16S 

ribosomal RNA gen, 

secuencia parcial 

1548 1548 100% 0.0 100.00% 1459 

 

OM914861.1 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM914861.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=ZHUWS1HA013
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Crecimiento Bacteriano  

Para definir el crecimiento entre la bacteria control y Bacillus subtilis-AZPM-325, 

mediante la prueba T de Student se buscó establecer diferencias significativas con un nivel de 

significancia menor a 0.05. Se observó que el crecimiento bacteriano tanto del control y 

Bacillus subtilis-AZPM-325 no presentó diferencia estadística (p= ≥ 0.05), el promedio de 

crecimiento para control fue de 0.96 absorbancia (abs) y Bacillus subtilis AZPM-325 con 0.76 

abs mostrando que el crecimiento microbiano de las dos especies fue similar (Gráfico 1).  

Gráfico 1. 

Capacidad de Crecimiento bacteriano entre el control y la Bacillus subtilis cepa 

AZPM-325.  
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Antagonismo dual 

El antagonismo dual se analizó considerando la movilidad de la bacteria probiótica. Al 

evaluar los resultados de la movilidad de las bacterias probióticas mediante la prueba de T de 

Student (p<0.05) se determinó que aun cuando no existen diferencias significativas en la 

movilidad, se observó que Bacillus subtilis-AZPM-325 presentó un promedio de 15.8±4.1 mm 

movilidad, mientras que para la bacteria control (comercial) el promedio fue de 10.0 ±3.9 mm 

como se observa en la Gráfico 2. En cuanto al porcentaje de recubrimiento este fue más alto en 

B. subtilis-AZPM-325 (30%) y comparado con la bacteria control (16%).  

Gráfico 2. 

Análisis de la movilidad entre el control y Bacillus subtilis cepa AZPM-325.  

 

 

Resistencia a Antibiótico  

En cuanto a la resistencia a antibiótico para definir la capacidad de la bacteria a 

condiciones toxicas (antibióticos); Los resultados mostraron diferencias significativas (t 

Student p <0.05) entre las dos bacterias probióticas evaluadas (control-B. subtilis-AZPM-325) 
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demostrando que B. subtilis-AZPM-325 puede actuar frente a tratamientos de antibióticos. En 

cuanto a la bacteria control presentó menor resistencia al antibiótico Tetraciclina (disco de 

inhibición a 30 µg) con un promedio de halo de inhibición de 23.6±1.1 mm, mientras la bacteria 

B. subtilis- AZPM-325 presentó mayor resistencia (promedio de 27.6±2.0 mm) como se 

muestra en la Gráfico 4). 

Gráfico 3.  

Análisis de resistencia a antibiótico de la bacteria control y la Bacillus subtilis cepa 

AZPM-325.  

 

 

 Tolerancia a Salinidades  

Al evaluar la tolerancia y la salinidad de la bacteria probiótica aislada se pudo establecer 

mediante la prueba de ANOVA = p <0.05, que si existen diferencias significativas entre los 

tratamientos evaluados. Detectadas las diferencias significativas entre tratamientos, se realizó 

la prueba de contraste de Tukey (p <0.05), se observó que existen diferencias estadísticas entre 

la bacteria control (comercial) a salinidad del 2% comparado la bacteria Bacillus subtilis- 
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AZPM-325 al 2%, 8% y 10% salinidad. Mientras que al 4% y 6% no presentó diferencias 

significativas en su crecimiento respecto al control (comercial). 

 La salinidad en la que presentó mayor crecimiento de la bacteria Bacillus subtilis-

AZPM-325 fue al 2% con un nivel de absorbancia de 0.90±0.09 abs, mientras que a salinidad 

de 8% y 10% la absorbancia se redujo a un nivel de 0.02±0.01 y 0.0±0.0 abs. respectivamente.  

Gráfico 4.  

Tolerancia a salinidades entre el control y la Bacillus subtilis cepa AZPM-325. 

Barras verticales representan el error estándar a nivel alfa 0.05. 

 

 

 Resistencia a pH ácido  

Los datos obtenidos del crecimiento fueron evaluados mediante ANOVA (p≤ 0.05) que 

muestra que existen diferencias significativas en el crecimiento de Bacillus subtilis-AZPM-325 

a diferentes niveles de pH, mientras que en la bacteria control el crecimiento fue igual 

(ANOVA p≤ 0.05) en todos los niveles de evaluación. 
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Según la prueba de Tukey (p≤ 0.05) para Bacillus subtilis-AZPM-325, el crecimiento 

se redujo significativamente a pH 3 (˂0.0 abs), 4 (0.01±0.02 abs) y 5 (0.61±0.07abs). En cuanto 

a la bacteria control, su crecimiento fue bajo y no presento diferencia significativa en el 

crecimiento con registro de pH 3 (0.16±0.07), pH4 (0.24±0.07) y pH5 (0.19±0.03) (Gráfico 6). 

Gráfico 5.  

Crecimiento de control y Bacillus subtilis cepa AZPM-325 sometidas a distinto pH. 

Barras verticales representan el error estándar a nivel alfa 0.05. 

 

 

 

 

 

 

Discusión 

La industria acuícola está en constante innovación con el desarrollo de nuevas cepas de 

bacterias probióticas de utilidad para los cultivos, por ello es importante el desarrollo de nuevos 

microorganismos con capacidad benéfica (De Lourdes., 2020). La identificación molecular, así 

como la detección de genes de toxinas antimicrobianas son indispensables para seleccionar 
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especies probióticas (Olmos et al., 2020). Estudio realizado por Lu en 2018, mediante 

caracterización de la morfología de la colonia, prueba bioquímica, amplificación por PCR de 

16S rRNA y el análisis de secuencia determinó la presencia de bacterias del género bacilos 

Gram positivas identificadas como B. subtilis la cual logró la inhibición del crecimiento de 

Staphylococcus aureus (Lu et al., 2018).  

Resultados similares se obtuvieron en el presente trabajo de investigación, al identificar 

a la bacteria como Bacillus subtilis, la cual logró antagonismo significativo (p < 0.05) contra 

Vibrio parahaemolyticus. Aun así, esta actividad antimicrobiana no es exclusiva para este 

género de bacterias. Así, se ha reportado que aislados de cepas autóctonas compatibles del 

género Lactobacillus y Enterococcus del intestino y branquias de tilapia O. niloticus también 

poseen potencial probiótico (Ibargüen et al., 2021).  

Otro aspecto importante para lograr un efecto antagónico es la capacidad de crecimiento 

de las bacterias (probióticas).  En este estudio se comparó la velocidad de crecimiento entre 

una bacteria con capacidad probiótica comercial y la Bacillus subtilis-AZPM-325, los 

resultados mostraron que ambas crecen al mismo ritmo, lo cual cumple con el requisito de fácil 

cultivo y rápido crecimiento de una bacteria candidata probiótica (Samson et al., 2020). 

Así mismo para definir a un microorganismo probiótico se toma en cuenta la capacidad 

de colonizar y desplazar a bacterias patógenas (antagonismo). Un estudio de antagonismo 

mediante la técnica de cultivos duales, entre Bacillus subtilis y Alternaria spp observa que B. 

subtilis posee actividad biocontroladora de Alternaria spp (Ñacato & Valencia., 2016). De 

igual forma se ha logrado establecer la capacidad probiótica frente Aeromos hydriphila, 

Psedomona aerruginosa, Edwardsiella tarda, Vibrio parahemolyticus, Flavobacterium 

columnare y Staphylococus aureus pero a partir de extractos de proteínas de la membrana 

externa de Bacillus subtilis (Das et al., 2016).  
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A pesar de que bacterias del género Bacillus poseen ventajas o características positivas 

y una amplia gama de actividades antagónicas (Amenyogbe et al., 2021), en nuestros resultados 

no se logró establecer antagonismo antimicrobiano (péptidos bactericidas) frente a V. 

parahemolyticus. Esto podría explicarse debido a que los miembros del género Bacillus pueden 

producir más de un tipo de metabolito antimicrobiano según Liu et al (2015), además los 

metabolitos pudieron ser degradados por la temperatura en el desarrollo del cultivo en caja 

Petri, así reduciría la actividad antimicrobiana contra V parahemolyticus, sin embargo, logró 

establecer una alta tasa de recubrimiento similar al control.  

En el caso de la tolerancia a Salinidades y pH se observó que la bacteria Bacillus 

subtilis- AZPM-325 puede proliferar de forma significativa (p < 0.05) a salinidades superiores 

a 2.0% y a pH ácidos, resultados similares fueron reportados por (Lalloo et al., 2008), en el 

cual crecimiento de B. cereus lograba mantenerse a través de diferentes rangos de pH y 

salinidad típicamente. Aunque el autor describe que un factor más relevante era el cambio de 

temperatura cuyo efecto observado fue la germinación de esporas y células vegetativas (Lalloo 

et al., 2008). Finalmente, al estudio se le adiciono una prueba de resistencia a antibiótico, esto 

ante la posibilidad de usar tratamientos con agentes antibióticos en los sistemas de cultivos que 

podrían desfavorecer a la bacteria probiótica, aquí, nuestros resultados muestran una leve 

resistencia a estos agentes controladores (Tetraciclina). Esta actividad se consideraría benéfica 

sobre un agente probiótico. En general la bacteria Bacillus subtilis- AZPM-325 podría ser 

considerada como una bacteria probiótica para el uso en la acuicultura de camarón. 

 

Conclusiones 

• Mediante herramientas moleculares se identificó a la bacteria con código AZPM-325 

como un microorganismo de la especie Bacillus subtilis, confirmando que si se trataba de una 

bacteria con capacidad probiótica.  
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• Se determinó que la especie de ensayo identificada (B. subtilis) no presenta capacidad 

inhibitoria como bactericida frente al patógeno (V. parahaemolyticus), sin embargo, su 

capacidad inhibitoria por recubrimiento es bastante alta, demostrando que si posee 

característica probiótica mediante 1) la rápida colonización del espacio dual, y 2) gran 

recubrimiento de la bacteria patógena, lo cual logró reducir la movilidad (T de Student p < 

0.05) de V. parahaemolyticus. 

• Establecido las características benéficas de la bacteria Bacillus subtilis-AZPM-325, se 

determinó que posee crecimiento microbiano mediante la tolerancia a factores como pH bajos 

y salinidad alta, condiciones similares al tratamiento control (ANOVA p >0.05, y a 

condiciones semejantes del sistema digestivo del camarón, esto determina que B. subtilis-

AZPM-325 es una bacteria con alto potencial probiótico.  
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