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Abstract.- The cultivation of bivalve molluscs in controlled systems requires an adequate control of mortalities in larval stages due 
to bacterial infections. In this work, the activity of marine bacteria from coastal area of the Arauco Province, Chile to be used as 
a potential biocontroller in hatchery was investigated. Sampling of different matrices commonly associated with bivalve molluscs 
in their natural state was carried out and marine bacteria were isolated. The ability of these bacteria to inhibit three pathogenic 
bacteria normally associated with the culture of bivalve molluscs, Vibrio anguillarum, Vibrio splendidus and Vibrio parahaemolyticus 
was evaluated. In addition, a phenotypic characterization of the inhibitory strains was carried out, considering their properties of 
innocuousness and growth, for the practical use of these strains in culture systems. Of the 70 isolated bacteria, three strains were 
able to inhibit at least one bacterial pathogen and they were able to growth in seawater. The phenotypic characterization of these 
strains made it possible to identify them as belonging to the genus Vibrio and Pseudomonas. One strain was totally innocuous 
according to the characteristics evaluated in vitro. In conclusion the selection of bacteria with inhibitory and innocuous properties 
for a potential biocontrol in bivalve mollusc cultures is feasible in Arauco Province.
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Resumen.- El cultivo de moluscos bivalvos en sistemas controlados requiere un adecuado control de mortalidades en estados larvales 
debido a infecciones bacterianas. En este trabajo se investigó la actividad de bacterias marinas provenientes de zonas costeras de la  
provincia de Arauco, Chile para ser usadas como potencial biocontrolador en sistemas artificiales de cultivo. Se realizó el muestreo 
de diferentes matrices comúnmente asociadas a moluscos bivalvos en su estado natural y se procedió al aislamiento de bacterias 
marinas. Se evaluó la capacidad de estas bacterias para inhibir tres bacterias patógenas asociadas normalmente al cultivo de moluscos 
bivalvos, Vibrio anguillarum, Vibrio splendidus y Vibrio parahaemolyticus. Además, se realizó una caracterización fenotípica de 
las cepas con actividad inhibitoria, considerando sus propiedades de inocuidad y crecimiento, para la utilización práctica de estas 
cepas en sistemas de cultivo. De las 70 bacterias aisladas, tres cepas fueron capaces de inhibir al menos un patógeno bacteriano, 
logrando crecer en agua marina. La caracterización fenotípica de estas tres cepas permitió catalogarlas como pertenecientes a los 
géneros Vibrio y Pseudomonas. Una cepa marina  fue totalmente inocua según las características evaluadas in vitro. Por tanto, es 
factible seleccionar bacterias con propiedades inhibitorias y de inocuidad para un potencial biocontrol en cultivos de moluscos 
bivalvos en la provincia de Arauco.
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Introducción
El cultivo intensivo de bivalvos en sistemas de ambiente 
controlado o hatchery permite una fuente continua de 
semillas durante todo el año, para la acuicultura de muchas 
especies de recursos bentónicos de alto valor económico 
(Wurmann-Gotfrit 2008). 

Se ha observado que las condiciones del cultivo 
larval de moluscos pueden favorecer el crecimiento de 
bacterias debido a la disponibilidad y acumulación de los 
metabolitos de las larvas y productos de excreción que 
sirvan de nutrientes para los microorganismos copiotróficos 

asociados a estos ambientes, siendo las larvas muy 
susceptibles a infecciones bacterianas (De la Fuente et al. 
2015a). En efecto, se ha observado una tasa de crecimiento 
menor de semillas de Argopecten purpuratus (Lamarck, 
1819), producidas en hatchery, en comparación a aquellas 
provenientes de ambiente natural (Pérez et al. 2012)

En estado embrionario o larvario de moluscos, por 
ejemplo, el proceso infeccioso es favorecido en muchas 
ocasiones por una mayor susceptibilidad debido a 
factores de estrés y condiciones tecnológicas inadecuadas 
incluyendo mala calidad del agua, contaminación orgánica 
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y mortalidad natural, entre otras, facilitando estos factores 
el crecimiento de los agentes bacterianos patógenos como 
Vibrio anguillarum (Riquelme et al. 1995, Wurmann-Gotfrit 
2008) y Vibrio splendidus (Rojas et al. 2015). Estos cuadros 
infecciosos producen mortalidades masivas que implica 
la pérdida de los stocks de producción y del suministro 
de semillas con serias consecuencias económicas para la 
sostenibilidad del proceso productivo (Romalde & Barja 
2010). 

Las infecciones microbianas pueden afectar tanto a 
estados larvales como post-larvales y también a juveniles 
y adultos en su traspaso a los cultivos en el ambiente 
natural (Romalde & Barja 2010). Estas infecciones pueden 
ser controladas por antibióticos, sin embargo, se corre el 
riesgo de seleccionar bacterias resistentes o de eliminar la 
microbiota benéfica en los sistemas de cultivo. Así también 
se debe considerar el problema bio-ecológico de desechar 
antibióticos a cursos de agua (Miranda et al. 2013). En el 
último tiempo, el mayor conocimiento sobre el rol de la 
microbiota asociada a estados larvales y la aplicación de 
bacterias benéficas a los cultivos permite vislumbrar el uso 
de estos organismos como una alternativa para el desarrollo 
de una nueva estrategia de control de patógenos en el cultivo 
de recursos hidrobiológicos. Algunos de los géneros con 
propiedades probióticas destacables corresponden a Vibrio, 
Pseudomonas y Bacillus (Prado et al. 2010, Sihag & Sharma 
2012, Karim et al. 2013, Atalah et al. 2015), así como 
también la aplicación de fagos (Onarinde & Dixon 2018)

En esta investigación, se evaluaron las propiedades 
benéficas y de inocuidad de bacterias aisladas en caletas 
de la provincia de Arauco para su uso potencial como 
biocontrolador de patógenos en cultivos acuícolas. Para ello, 
se evaluó in vitro la capacidad de estas bacterias para inhibir 
patógenos bacterianos comúnmente asociados al cultivo 
de moluscos bivalvos. Estas cepas fueron seleccionadas 
y caracterizadas  según sus propiedades fenotípicas, de 
inocuidad y crecimiento, para su utilización práctica en 
sistemas artificiales de cultivo como biocontrolador.

Materiales y métodos

Recolección de muestras
Se consideraron distintas matrices para el aislamiento 
de bacterias marinas: especímenes de moluscos bivalvos 
adultos, agua de mar, sedimento marino y algas marinas 
obtenidas desde Caleta Rumena (37°10’26”S; 73°36’48”O), 
Caleta Piures (37°13’55”S; 73°39’15”O) y Caleta Llico 
(37°11’37”S;73°33’51”O), correspondientes a zonas 
costeras de la provincia de Arauco, Biobío, Chile. Estas 
matrices tuvieron carácter no cuantitativo, es decir su único 
fin es la obtención de cepas bacterianas de trabajo. Para el 
muestreo de moluscos bivalvos se utilizaron 2 especímenes 
de Mytilus chilensis (Hupé, 1854) (un espécimen desde 

caleta Llico y un desde caleta Rumena), los cuales fueron 
depositados en una bolsa estéril (Interscience® 20x30 
cm). Para agua de mar se tomaron 3 muestras de agua de 
500 mL, (1 desde caleta Llico, 1 desde caleta Rumena y 1 
desde caleta Piures). Cada muestra se tomó en una botella 
de vidrio estéril (APHA 1999). Para sedimento se tomó 
una muestra de arena bentónica en caleta Rumena, la cual 
fue depositada en una bolsa estéril (Interscience® 20×30 
cm). Para el muestreo de algas se recogió un espécimen de 
Macrocystis pyrifera  en caleta Llico, la cual fue depositada 
en una bolsa estéril (Interscience® 20×30 cm). Todas las 
muestras fueron trasladadas en frio al laboratorio de análisis 
de Biotecmar Servicios de la Universidad Católica de la 
Santísima Concepción para su posterior análisis.

Aislamiento bacteriano
Las muestras fueron procesadas para el aislamiento 
bacteriano de la siguiente forma:

Aislamiento desde muestras de choritos adultos
Se realizó la disección respectiva de los especímenes, 
obteniéndose de forma aséptica todos los tejidos blandos 
incluyendo manto, branquias y masa visceral. Se realizó un  
homogenizado de estos tejidos en homogenizador de paleta 
Stomacher® por 3 min. Se pesó 1 g de homogenizado que 
fue depositado en bolsas estériles (Interscience® 20×30 cm) 
con 9 mL de Solución Salina Marina (SSM), 24g L-1 NaCl, 
0,8g L-1 KCl, 7g L-1 MgSO4×7H20, pH7 final. Se prepararon 
cinco diluciones seriadas al décimo (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 
10-5) en SSM a partir del primer homogenizado. Se sembró 
en duplicado 0,1 mL de cada dilución (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 
10-5) en placas de agar no selectivos y selectivos mediante 
la técnica de diseminación en superficie. Los medios no 
selectivos fueron Agar Tripticasa Soya (TSA)(Oxoid, 
Inglaterra)  suplementado con  2 % de NaCl y Agar Marino 
2216 (Difco, BD, Franklin Lakes, NJ), y los medios  de 
agar selectivo fueron agar Tiosulfato-Citrato Bilis-Sucrosa 
(TCBS)(Oxoid, Inglaterra) para el aislamiento de bacterias 
del género Vibrio, y agar Pseudomonas (Oxoid, Inglaterra) 
para el aislamiento de bacterias del género Pseudomonas, 
todas las placas se incubaron por 20 h a 22 ± 2 °C. Estos 
medios fueron utilizados para todos los aislamientos 
descritos más adelante.

Aislamiento desde agua de mar
Para el aislamiento de bacterias provenientes de agua de 
mar, se realizaron 3 diluciones seriadas de cada muestra 
al décimo en SSM (10-1, 10-2, 10-3) y se sembró 0,1 mL de 
la muestra original y de cada dilución (10-1, 10-2, 10-3) en 
duplicado sobre placas de agar selectivos y no selectivos 
(APHA 1999).
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Aislamiento desde sedimento
Se pesó 1 g de la muestra de arena y fue resuspendida en 
9 mL de SSM, luego homogenizada en un homogenizador 
Stomacher® por 3 min realizando 3 diluciones seriadas de 
la muestra al décimo en SSM (10-1, 10-2, 10-3). Finalmente, 
se sembró 0,1 mL de la muestra original y de cada dilución 
(10-1, 10-2, 10-3) en duplicado sobre placas de agar selectivos 
y no selectivos.

Aislamiento desde algas
Se realizó el aislamiento desde un macerado del alga 
obtenido mediante mortero. Se resuspendió 1 g de este 
macerado en 9 mL de SSM y se realizaron 2 diluciones 
seriadas de la muestra al décimo en SSM (10-1, 10-2), 
sembrando 0,1 mL de la muestra original y de cada 
dilución (10-1, 10-2) en duplicado sobre agares selectivos 
y no selectivos. Se realizó, además, el aislamiento desde 
superficie de fijación deslizando una tórula sobre la 
superficie de zona de fijación del alga y luego se deslizó 
la tórula sobre la superficie de los agares, el aislamiento se 
realizó con asa de cultivo. 

Para cada muestra, desde cada medio utilizado, se 
seleccionaron aquellas colonias que presentaron diferentes 
características morfológicas como tamaño, color, borde, 
elevación y superficie. Estas colonias fueron purificadas 
mediante traspaso a una nueva placa hasta obtención de un 
cultivo axénico. Las cepas fueron guardadas en cepario a 
-20 °C en glicerol 20% en caldo soya triptona (TSB) (Oxoid, 
Inglaterra) con 1,5% de NaCl, hasta realizar el posterior 
análisis de sus propiedades benéficas.

Selección de bacterias según propiedades 
inhibitorias de vibrios patógenos

La prueba de inhibición se realizó mediante en ensayo doble 
capa descrito por Dopazo et al. (1988), enfrentando cada 
bacteria aislada a cada uno de los patógenos. Los patógenos 
utilizados fueron Vibrio anguillarum 3276 (De la Fuente et 
al. 2015b), Vibrio splendidus VPAP23 (Rojas et al. 2015) 
y Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802. Para ello, en una 
placa de agar TSA se inoculó 10 µl de un cultivo de 12 h 
de la bacteria de prueba (A625 entre 0,08 y 0,1) e incubó 
a 20 °C durante 24 h. La colonia crecida fue muerta por 
exposición a vapores de cloroformo por 30 min y cubierta 
con la doble capa de TSB suplementado con 2% de NaCl y 
0,9% de agar bacteriológico previamente inoculado con 100 
µl de una dilución 10-1 de un cultivo de 12 h de la cepa testigo 
patógena (A625 entre 0,08 y 0,1). Después de un periodo 
de difusión de 15 a 30 min las placas fueron incubadas a 20 
°C durante 2 a 4 días. La presencia de un halo de inhibición 
del crecimiento alrededor de la colonia se consideró como 

resultado positivo. El estudio se realizó en duplicado y el 
grado de inhibición se determinó midiendo el diámetro 
del halo, considerándose valores mayores a 5 mm como 
fuerte inhibición (Avendaño-Herrera et al. 2005). Las cepas 
positivas fueron preseleccionadas para estudios posteriores.

Caracterización fenotípica de las cepas 
preseleccionadas

Con el objetivo de aproximarse a la identidad de las cepas 
que resultaran positivas para inhibición en el ensayo 
anterior, se realizaron las siguientes pruebas según criterios 
conocidos para bacterias marinas: Tinción de Gram, 
Movilidad, Descarboxilación de la lisina, Licuefacción de 
la gelatina, Fermentación de glucosa, Presencia de catalasa, 
Presencia de oxidasa, Crecimiento en agar TCBS (Oliver 
1982, Muroga et al. 1987, Montiel & Lam 2001).

E s t u d i o  d e  i n o c u i d a d  d e  l a s  c e pa s 
preseleccionadas

Prueba de hemólisis: Se ensayó en una placa de agar sangre 
para determinar la hemólisis, sembrando las placas por el 
método de estría (Riquelme et al. 1997). 

Susceptibilidad a los antibióticos de las cepas positivas: 
Se realiza el método estándar de difusión en agar sembrando 
en tapiz un inóculo bacteriano MacFarland 0,5 (Estándar de 
turbidez) en agar Müller-Hinton (Oxoid, Inglaterra), luego 
se depositó sobre este tapiz sensidiscos de antibióticos a 
ensayar según normas CLSI 2018. Se incubó la placa a 20 
°C por 24 h y se midieron los diámetros de los halos de 
inhibición. Se determinaron los patrones de resistencia a 
los siguientes antibióticos (Oxoid, Inglaterra): amoxicilina 
(2 µg), oxitetraciclina (30 µg), eritromicina (15 µg), 
florfenicol (30 µg), flumequina (30 µg) y ácido oxolínico 
(2 µg) (CLSI 2018).

Detección de vibrios patógenos de humanos: La cepa 
inhibitoria que coincidió con las características del género 
Vibrio fue sometida a pruebas más específicas para descartar 
que se tratara de una de las 9 especies de vibrios patógenos 
de humanos con el fin de evitar un posible riesgo futuro de 
contaminación al inocular esta cepa en sistemas de cultivo 
artificial. Las pruebas utilizadas fueron realizadas según 
protocolo de Kaysner & DePaola (2013).

Estudio de interacción bacteriana de cepas 
preseleccionadas

Las cepas preseleccionadas que fueron positivas para 
inhibición se hicieron interactuar entre sí con el fin de 
evaluar si estas cepas podrían ser usadas en conjunto en un 
hatchery. El método utilizado fue el antagonismo en doble 
capa de Dopazo et al. (1988). 
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Caracterización del crecimiento bacteriano de 
cepas preseleccionadas

Se realizó una curva de crecimiento de las cepas positivas 
para inhibición, en medio líquido (TSB + 2% de NaCl) 
y en agua de mar esterilizada por filtración a en filtro de 
membrana 0,2 µm (Millipore), realizando conteos regulares 
hasta alcanzar la fase estacionaria para cada cepa. Las 
primeras 10 h de fase exponencial se realizó el recuento 
cada 2 o 3 h y luego se realizó el recuento a las 24, 48, o 
72 h dependiendo de la cinética de cada cepa evaluada. La 
concentración bacteriana en el tiempo se detectó mediante 
la técnica de recuento bacteriano en placa, realizando 3 
diluciones seriadas (10-1, 10-2, 10-3) de cada cultivo en SSM 
a la décima parte y sembrando 0,1 mL en TSA + 2% de 
NaCl. Las curvas se realizaron a 20 °C. Se determinaron 
parámetros cinéticos en la fase exponencial de crecimiento 
realizando regresión lineal, a partir de lo cual se obtuvo la 
constante específica de crecimiento (k) correspondiente a la 
pendiente de la recta y se determinó el tiempo de generación 
(g) con la fórmula g= 0,301/k, donde k es la constante 
específica de crecimiento. 

Resultados

Aislamiento bacteriano
A partir de las muestras marinas de zonas costeras de la 
provincia de Arauco se aislaron 70 cepas bacterianas de 
trabajo. Las cepas se aislaron mayoritariamente de muestras 
de agua de mar (32 cepas de 70) y los medios selectivos 
permitieron guiar el aislamiento principalmente a bacterias 
de los géneros Vibrio sp. (19 cepas de 70) y Pseudomonas 
sp. (22 cepas de 70) (Tabla 1). 

Selección de bacterias con propiedades 
inhibitorias de bacterias patógenas 

De las 70 cepas estudiadas, 3 cepas resultaron inhibidoras de 
vibrios patógenos (4,2%), por lo que fueron preseleccionadas 
para posteriores análisis (Tabla 2, Fig. 1). Sólo una bacteria 
tuvo la capacidad para inhibir el patógeno V. anguillarum, 
ésta correspondió a la cepa A5, aislada desde arena de 
caleta Rumena. El halo en 2 réplicas fue de 34 mm, por lo 
que puede ser considerada como antagónica (Fig. 1). Dos 
cepas fueron capaces de inhibir V. parahaemolyticus, la 
cepa aislada desde muestras de chorito (cepa CCH18) y 
la cepa aislada desde alga (cepa CA6), el halo promedio 
en dos réplicas de estas cepas fue 20 mm y 15 mm, 
respectivamente). Ninguna cepa logró inhibir V. splendidus. 

Tabla 1. Aislamiento de cepas bacterianas desde muestras marinas de la 
provincia de Arauco / Isolation of bacterial strains from marine samples 
from provincia de Arauco

Tabla 2. Actividad inhibitoria de cepas marinas sobre vibrios patógenos / 
Inhibitory activity of marine strains on pathogenic vibrios

Caracterización fenotípica de bacterias 
preseleccionadas

Se analizaron las características bioquímicas de las cepas 
preseleccionadas, correspondientes a las bacterias marinas 
que resultaron positivas para inhibición de patógenos 
(Tabla 3). Las características detectadas coincidieron con 
las del género Vibrio para la cepa A5 y para el caso de 
las cepas CCH18 y CA6, coincidieron con las del género 
Pseudomonas, permitiendo identificar preliminarmente 
estas cepas.

I n o c u i d a d  d e  l a s  c e pa s  b a c t e r i a n a s 
preseleccionadas

Se realizaron pruebas de inocuidad de las 70 cepas aisladas 
inicialmente para seleccionar aquellas seguras y descartar 
potenciales patógenos. Del total de cepas aisladas, 15 
presentaron hemólisis (21,4%). En el caso de las cepas 
inhibitorias preseleccionadas, la cepa A5 presentó hemólisis 
β, lo que podría indicar un potencial patógeno, a diferencia 
de las cepas CCH18 y CA6, que no presentaron esta 
característica. 
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Figura 1. Halos inhibitorios de las cepas preseleccionadas. A) La cepa A5 inhibiendo a V. anguillarum B) Las cepas CCH18 y CA6 inhibiendo 
a V. parahaemolyticus / Zones of inhibition of the pre-selected strains. A) Strain A5 inhibiting V. anguillarum B) Strains CCH18 and CA6 
inhibiting V. parahaemolyticus

Tabla 3. Características fenotípicas de las cepas marinas preseleccionadas para biocontrol / 
Phenotypic characteristics of the marine strains preselected for biocontrol

Con respecto al ensayo de susceptibilidad a antibióticos, 
las cepas preseleccionadas fueron susceptibles a casi la 
totalidad de los antibióticos. La cepa CA6 fue susceptible 
a todos los antibióticos ensayados, en cambio la cepa A5 
presentó resistencia intermedia a eritromicina y CCH18 
fue resistente a amoxicilina (Tabla 4). 

Según el protocolo para la detección de vibrios 
patógenos BAM, la cepa A5 no correspondió a ninguna 
de las 9 especies de vibrios patógenos para humanos 
(V. alginolyticus, V. cholerae, V. fluvialis, V. furnissii, V. 
hollisae, V. metschnikovii, V. mimicus, V. parahaemolyticus. 
V. vulnifucus), ni tampoco a las bacterias también 
patógenas: A. hydrophila y Plesiomonas shigelloides, 
quedando descartadas, según los resultados de las pruebas 
realizadas (Tabla 5). 
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Interacción  bacteriana  entre  cepas 
preseleccionadas

Las 3 cepas preseleccionadas se hicieron interactuar entre 
ellas, sólo la bacteria A5 logró inhibir las cepas CCH18 
(halo de 13,8 mm) y CA6 (halo de 18 mm), en cambio estas 
últimas no inhibieron a la cepa A5 y tampoco se inhibieron 
entre sí, indicando que las cepas CCH18 y CA6 pueden ser 
usadas en conjunto, pero que la cepa A5 debiera usarse sola. 

Crecimiento bacteriano de cepas preseleccionadas
Las 3 cepas evaluadas lograron crecer en caldo soya, A5 
y CCH18 alcanzaron la fase estacionaria a las 24 h, y una 
concentración de 1,6× 1011 UFC mL-1 y 4,0 ×109 UFC mL-1 

respectivamente (Fig. 2). La cepa CA6 alcanzó la fase 
estacionaria a las 48 h, y una concentración de 3,8 ×1011 
UFC mL-1. A partir de la fase exponencial se determinaron 
parámetros cinéticos, cuyos valores se indican en la Tabla 
6.

En agua mar se obtuvo crecimiento de las cepas A5 
y CCH18, alcanzando a las 8 h la fase estacionaria, con 
concentraciones de 1×108 UFC mL-1 y de 1×107 UFC mL-1, 
respectivamente. La cepa CA6 alcanzó la fase estacionaria 
con una concentración 1×107 UFC mL-1 a las 4 h. Estas 
concentraciones fueron menores a las obtenidas en medio 
de cultivo, sin embargo, se alcanzó la fase estacionaria en 
un tiempo menor. Los parámetros cinéticos se indican en 
la Tabla 6. 

Figura 2. Curvas de crecimiento de las cepas preseleccionadas 
(A5, CA6, CCH18) en: a) caldo de cultivo soya triptona +2% 
NaCl; b) agua de mar / Growth curves of the preselected 
strains (A5, CA6, CCH18) in: a) tryptone soya broth + 2% 
NaCl; b) seawater

Tabla 5. Pruebas para identificación fenotípica de especies de vibrios 
patógenos aplicado a la cepa A5 / Tests for specific phenotypic 
identification of pathogenic vibrios for A5 strain

Tabla 4. Susceptibilidad de cepas preseleccionadas a diversos 
antibióticos / Susceptibility of preselected strains to various antibiotics
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Discusión
Las bacterias marinas son reconocidas por su versatilidad 
y potencial antimicrobiano, característica que puede 
ser aprovechada para su utilización en acuicultura en el 
control de patógenos (ElAhwany et al. 2015, Sayes et 
al. 2016, Salazar & Sunagawa 2017).  Existen varios 
trabajos que exploran esta posibilidad específicamente en 
la inhibición de patógenos asociados a moluscos bivalvos, 
principalmente del género Vibrio sp.  (Riquelme et al. 1997, 
Long et al. 2005, Leyton & Riquelme 2010, Leyton et al. 
2014, Genard et al. 2014, De la Fuente et al. 2015b, León 
et al. 2016, Burks et al. 2017), en este tipo de trabajos 
se considera importante que las bacterias marinas sean 
aisladas desde el hábitat en el cual tendrán que cumplir 
su función, para asegurar así su habilidad de crecer en las 
condiciones de uso y su inocuidad (Verschuere et al. 2000). 
Con esa consideración, en este trabajo se aislaron bacterias 
marinas desde distintas matrices que tienen normalmente 
contacto con moluscos bivalvos en su ambiente natural en 
una zona costera de la provincia de Arauco, con el interés 
de aportar una herramienta para el desarrollo de acuicultura 
sostenible en esta zona. De las bacterias aisladas (70 
cepas), un bajo porcentaje (3 cepas, 4,2%) logró inhibir 
patógenos que pueden provocar infecciones en moluscos 
y/o humanos. Este resultado era esperado, ya que se ha 
reportado en general una baja incidencia de este tipo de 
cepas. Para la inhibición de V. parahaemolyticus, Pellón 
et al. (2001) describe un porcentaje similar de bacterias 
marinas inhibitorias cercano al 5%, Leyton & Riquelme 
(2010) describe un 17% y Burks et al. (2017) describe un 
7,8%. Para la inhibición de V. anguillarum y V. splendidus 
los estudios son aún escasos y las bacterias inhibitorias 
son aisladas principalmente desde peces, por lo que no 
es comparable con lo descrito en este trabajo. Debido a 
los bajos porcentajes de cepas inhibitorias encontrados es 
siempre recomendable trabajar con un número de cepas 
adecuado que asegure la probabilidad de encontrar la 
característica inhibitoria deseada. 

Tabla 6. Parámetros cinéticos en fase exponencial de cepas preseleccionadas en medio de cultivo y agua de mar / Kinetic parameters in 
exponential phase of preselected strains in culture medium and seawater

Esta investigación apuntó a determinar el potencial 
efecto inhibitorio de las especies aquí seleccionadas sobre 
el género Vibrio. Se ha descrito que los patógenos de este 
género son bacterias abundantes y normales en los sistemas 
marinos costeros. Éstas, en sistemas artificiales de cultivo, 
producen la muerte de los organismos hidrobiológicos, 
favorecido por el estrés de las especies cultivadas 
(Leyton & Riquelme 2008). En particular, las especies V. 
anguillarum y V. splendidus, son patógenos reconocidos 
como causantes de vibriosis en cultivos de moluscos 
bivalvos y otras especies como peces y crustáceos, por 
ende, llegar a su control podría tener alto impacto en el área 
acuícola (Riquelme et al. 1995, Wurmann-Gotfrit 2008, 
Rojas et al. 2015). V. anguillarum, inhibido por la cepa 
seleccionada A5, es un patógeno que produce septicemia en 
las especies afectadas pudiendo incluso causar la muerte al 
cabo de 2 días (Hickey & Lee 2018), de ahí que su control 
es de alta prioridad a nivel mundial. Por otra parte, V. 
parahaemolyticus, inhibido por las cepas preseleccionadas 
CA6 y CCH18, es un patógeno principalmente que afecta a 
humanos, causando infecciones asociadas a la ingestión de 
moluscos contaminados y los síntomas pueden ir desde una 
gastroenteritis hasta la septicemia, llegando a la muerte en 
pacientes inmunodeprimidos o con bajas defensas (Leyton 
& Riquelme 2008). Como el cultivo de bivalvos tiene como 
objetivo final el consumo humano es importante también 
asegurar la inocuidad en este aspecto, evitando contaminar 
el agua con este tipo de bacterias patógenas.

Las 3 cepas que resultaron ser inhibidoras de estos 
patógenos fueron preseleccionadas (A5, CCH18 y CA6) 
y se procedió a realizar su caracterización fenotípica, 
coincidiendo con los géneros Vibrio (A5) y Pseudomonas 
(CCH18 y CA6), los cuales han sido descritos como 
géneros bacterianos con propiedades inhibitorias y de 
antagonismo con otras especies bacterianas (Riquelme 
et al. 1997, 2000, 2001; Kesarcodi-Watson et al. 2008). 
Cabe destacar que el género Vibrio, como se mencionó 
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anteriormente, es comúnmente aislado desde agua marina y 
constituye un género de la microbiota normal de moluscos 
bivalvos, teniendo propiedades tanto probióticas como 
patógenas (Riquelme et al. 1994, Avendaño-Herrera et al. 
2001, Godoy et al. 2011).

En la búsqueda de cepas no sólo inhibitorias, sino 
también inocuas, se analizó la capacidad hemolítica 
de ellas. Esta es una característica de algunas bacterias 
que constituye un factor de virulencia para humanos y 
animales debido a la presencia de hemolisinas, enzimas 
que lisan eritrocitos, por lo que esta característica es 
analizada en trabajos de evaluación de probióticos en 
acuicultura (Riquelme et al. 1997, FAO/WHO 2002, 
Escamilla-Montes et al. 2015, Abasolo-Pacheco et al. 
2016). En este trabajo se encontró que un 21,4% de las 
cepas marinas producían hemólisis, porcentaje más bajo 
que el encontrado por Escamilla-Montes et al. (2015), 
quienes reportaron un porcentaje cercano al 50% en 
cepas de Bacillus y Lactobacillus aislados de moluscos y 
Sánchez-Ortiz et al. (2015) quienes encontraron cerca de 
77% de hemólisis en cepas aisladas de moluscos. De las 3 
cepas preseleccionadas en este trabajo, una fue hemolítica 
(cepa A5), lo que constituye un factor clave para descartar 
esta cepa como medida de prevención (Leyva-Madrigal 
et al. 2011, Escamilla-Montes et al. 2015). Considerando 
que la cepa A5 (Vibrio) resultó hemolítica, se evaluó 
fenotípicamente si ésta podría corresponder a una de 
las 9 especies de vibrios patógenas para humanos. Esta 
característica fue determinada mediante el protocolo 
establecido para la detección de estas especies patógenas, 
en este caso la cepa A5 no correspondió a ninguna de esas 
9 especies de acuerdo a los resultados obtenidos. 

Otra prueba de inocuidad importante fue evaluar la 
susceptibilidad a antibióticos de las cepas preseleccionadas. 
En este contexto, se encontró que las cepas analizadas 
fueron susceptibles a diversos antibióticos y la cepa CA6 
fue susceptible a todos los antibióticos ensayados. Este 
resultado puede estar relacionado con el sector costero 
donde las cepas fueron recogidas, el que presenta una baja 
incidencia antrópica, con baja exposición a antibióticos 
y por ende baja presión selectiva sobre las bacterias 
allí existentes (Miranda et al. 2013). En general, la 
susceptibilidad a antibióticos encontrada en otros trabajos 
ha sido superior (Escamilla-Montes et al. 2015, Sánchez-
Ortiz et al. 2015).

Aunque no fue determinada la identidad taxonómica 
a nivel de especie, las pruebas fenotípicas realizadas 
coincidieron con los géneros bacterianos Vibrio (cepa A5) 
y Pseudomonas (cepas CCH18 y CA6). Para conocer la 
especie en cuestión se podría realizar una identificación  
molecular mediante secuenciación de ADNr 16S tanto 
de la cepa de Vibrio como las cepas de Pseudomonas. 

Se debe considerar que debido a la diversidad bacteriana 
marina (Salazar & Sunagawa 2017) en ocasiones hay 
dificultades para resolver el nivel taxonómico de especie y 
algunos trabajos, aunque realizan identificación molecular, 
no consiguen determinar la especie analizada (Leyton & 
Riquelme 2010, Sayes et al. 2016) y requieren aún más 
pruebas, como por ejemplo secuenciación de otros genes 
o espectrometría de masas, para su identificación (García 
et al. 2012). 

Con el fin de acercarse a la aplicación práctica de estas 
bacterias en sistemas de cultivo se evaluó las interacciones 
entre las cepas preseleccionadas, se determinó que las 
cepas de Pseudomonas no son antagónicas entre ellas, por 
lo que podrían usarse en conjunto en hatchery potenciando 
el efecto benéfico de estas bacterias. Esta característica 
es importante ya que el uso de distintas bacterias 
permite acercarse a lo que ocurre en el ambiente natural, 
considerando que  las bacterias no actúan en solitario sino 
formando parte de un complejo ecosistema. 

Una característica importante cuando se aplican 
bacterias en sistemas de cultivo, es que las bacterias 
sean de fácil y rápido cultivo tanto en agua de mar 
como en medios de cultivo, lo que facilita su posterior 
manipulación (Jantzen et al. 2013, Escamilla-Montes et al. 
2015, Sánchez-Ortiz et al. 2015). Al evaluar la capacidad 
de crecimiento de las 3 bacterias preseleccionadas se 
determinó que estas bacterias pueden crecer en agua de 
mar y en medio de cultivo, siendo la tasa de crecimiento 
más rápida en agua de mar que en un medio artificial. 
Considerando el agua de mar, como su ambiente natural, 
se puede esperar un crecimiento acelerado. No obstante, 
la fase estacionaria tuvo un nivel menor en este ambiente 
respecto de lo alcanzado en el medio de cultivo artificial, 
lo que se explicaría por un agotamiento más rápido de 
nutrientes en un cultivo de agua de mar. Maeda el al. 
(1997) reportó que en el mar la cantidad de bacterias 
puede alcanzar hasta 1×106 cel mL-1, así como también 
en el agua de mar tratada de un hatchery. En la presente 
investigación, un resultado destacable fue que en agua de 
mar las bacterias alcanzaran un crecimiento a las 8 h entre 
107 y 108 UFC mL-1 (cepas CCH18 y A5, respectivamente) 
y las 4 h una concentración de 107 para la cepa CA6, esto 
indica que, con las concentraciones obtenidas, las bacterias 
se pueden mantener en un estanque con agua marina para 
su aplicación como biocontrolador. Este resultado es muy 
interesante, considerando que se recomienda la inoculación 
cada 2 o 3 días, después de cada cambio de agua (Riquelme 
et al. 2001) y una dosis efectiva que según bibliografía 
debiera corresponder, como mínimo, a una concentración 
entre 5×103 cel mL-1  y 1×106 cel mL-1 para lograr el efecto 
deseado (Riquelme et al. 2000, 2001; Aguilar-Macías et 
al. 2010). 
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Finalmente, se concluye que fue posible seleccionar 
cepas con características benéficas in vitro, lo que 
demuestra que bacterias marinas aisladas desde la costa 
chilena de la provincia de Arauco tienen potencial uso 
como biocontrolador que ayude al desarrollo del cultivo en 
hatchery de moluscos bivalvos en esta zona. La cepa CA6, 
que inhibió a V. parahaemolyticus, fue la que reunió más 
características benéficas, a saber, no hemolítica, susceptible 
a todos los antibióticos y con rápido crecimiento en 
agua de mar. Una característica de la cepa CA6 es no 
ser antagónica respecto de la CCH18. Este hecho hace 
posible sugerir una evaluación in vivo de estas dos cepas 
en cultivos larvales de moluscos para determinar la 
sinergia que puedan desarrollar en la salud del cultivo de 
organismos hidrobiológicos. La importancia de este tipo 
de procedimiento de selección in vitro radica en la menor 
cantidad de cepas bacterianas que se requieran evaluar 
posteriormente sobre los cultivos larvales in vivo. Se 
recomienda evaluar las bacterias benéficas seleccionadas 
inoculándolas en los estanques de cultivos hidrobiológicos 
y determinar la supervivencia de larvas en presencia de 
estas bacterias. De ser exitosa la experiencia, las mejoras 
en las tasas de supervivencia permitirían aumentar 
sustancialmente la producción de semillas de moluscos 
bivalvos u otras especies de importancia comercial en la 
etapa de hatchery a nivel industrial.
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