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Efecto de productos antibacterianos comerciales sobre el crecimiento de 
Vibrio spp. aislados del tracto digestivo de Litopenaeus vannamei en 

laboratorio 
 

Br. Ismael Vicente Torres Canales1 
Dr. Oscar A. Mendoza Neyra2 
Ing. José Alberto Serna Cruz3 
 

 

RESUMEN 

La presente investigación se realizó con la finalidad de evaluar el efecto de dos 
ácidos orgánicos y dos probióticos en la inhibición in vitro de Vibrio spp. aislados 
del hepatopáncreas e intestino de juveniles de Litopenaeus vannamei, en 
laboratorio. Luego de obtener las muestras de langostino que presentaban 
signos clínicos patológicos, se procedió a extraer el hepatopáncreas e intestino 
para realizar cultivos en placas y aislar a Vibrio spp. obteniéndose 3 cepas. Los 
productos antimicrobianos (ácidos orgánicos y probióticos) fueron preparados y 
activados. Posteriormente se realizaron las pruebas de sensibilidad (prueba de 
concentración mínima inhibidora, prueba de concentración mínima bactericida y 
prueba de antagonismo), enfrentando tanto los ácidos orgánicos; C (ácido cítrico, 
ácido gálico, acido fumárico y ácido láctico) y D (ácido propiónico, ácido acético, 
acido fórmico) contra las tres cepas de Vibrio spp. y de la misma forma los 
probióticos A (Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis, Nitrosomonas sp., Nitrobacter 
sp.) y B (Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus y Bacillus subtilis). Los 
resultados mostraron que el ácido orgánico C tuvo una mejor eficacia al tener 
una mejor concentración mínima de inhibición y concentración mínima 
bactericida. Los probióticos, demostraron tener capacidad antagónica, al poder 
eliminar las cepas de Vibrio spp. 
 

Palabras clave: ácidos orgánicos, probióticos, Vibrio spp., pruebas de 

sensibilidad, halos. 
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ABSTRACT 

This research evaluated the effect of two organic acids and two probiotics on 
growth or inhibition in laboratory of Vibrio spp. isolated from hepatopancreas and 
intestine of juveniles of Litopenaeus vannamei. After obtaining the shrimp 
samples with clinical pathological signs, the hepatopancreas and intestine was 
grown and isolated Vibrio spp on plates, obtaining three differential strains. 
Antimicrobial products (organic acids and probiotics) were prepared and 
activated. Subsequently, sensitivity tests were carried out (minimum inhibitory 
concentration test, minimum bactericidal concentration test and antagonism test), 
facing both organic acids; C (citric acid, gallic acid, fumaric acid and lactic acid) 
and D (propionic acid, acetic acid, formic acid) against the three strains of Vibrio 
spp. and the same way probiotics A (Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis, 
Nitrosomonas sp., Nitrobacter sp.) and B (Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus 
and Bacillus subtilis). The results showed that organic acid C had better efficacy 
by having a better minimum inhibition concentration and minimum bactericidal 
concentration. Probiotics demonstrated to have antagonistic capacity, being able 
to eliminate strains of Vibrio spp. 
 

Keywords: organic acids, probiotics, Vibrio spp., sensitivity tests, halos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La población humana en el planeta cada día, crece de manera 

exponencial estimándose que estamos acercándonos a los 8 mil 

millones de habitantes, eso hace que cada año se necesite más 

alimento para satisfacer esta necesidad primaria que tenemos, razón 

por lo cual la acuicultura marina-continental, tanto de peces como 

crustáceos, en especial del camarón de mar del género Litopenaeus se 

ha empoderado de los mercados del mundo. La región Tumbes en 

Perú, también aporta su cuota de producción al mundo; aun cuando su 

cultivo tiene altos y bajos debido a los problemas patológicos que se 

presentan.  

La producción mundial del langostino Litopenaeus vannamei 

proveniente de la industria acuícola alcanzó una tasa promedio anual 

de crecimiento del 8,2% durante el periodo 2009 al 2018. En el Perú, la 

producción de langostino blanco L. vannamei ascendió a 4,9 mil 

toneladas, lo que corresponde al 31,5% de la producción nacional de 

acuicultura, concentrándose en las regiones de Tumbes y Piura, 

durante el 2018 (FAO, 2020; PRODUCE, 2019). 

En la actualidad el cultivo de L. vannamei viene siendo afectado por 

agentes patógenos de origen bacteriano, virales, micóticos y 

parasitarias, causantes de altas mortalidades y pérdidas económicas. 

Esto, debido principalmente a la intensificación de los sistemas de 

cultivo (Morales y Cuéllar-Anjel, 2008). 

Los principales agentes patógenos bacterianos que afectan 

considerablemente la producción de los sistemas de cultivo de L. 

vannamei, son del género Vibrio, que han causado elevadas 

mortalidades durante el ciclo larval y de engorde (Soltani et al., 2010; 

Chandrakala & Priya, 2017). 

La camaronicultura enfrenta desafíos en el tratamiento y prevención de 

enfermedades bacterianas. La mayoría de las empresas acuícolas 

utilizan antibióticos para combatir estas enfermedades; sin embargo, 

su uso excesivo y sin regulación adecuada genera contaminación del 
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agua y altera los ecosistemas. Esto provoca la propagación de genes 

resistentes entre comunidades bacterianas a través de la transferencia 

horizontal, aumentando la resistencia a diversos antibióticos y 

originando graves problemas de salud humana (Pepi & Focardi, 2021). 

Por tal motivo, este trabajo de investigación tuvo como objetivo principal 

evaluar el efecto de productos antibacterianos comerciales sobre el 

crecimiento de Vibrio spp. aislados del tracto digestivo de Litopenaeus 

vannamei, en laboratorio. 

2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Antecedentes  

2.1.1. Ácidos orgánicos en la inhibición de bacterias patógenas  

Muñoz (2022) realizó la validación de estrategias profilácticas en 

larvas de L. vannamei, enfrentando en laboratorio, bacterias 

patógenas de género Vibrio con productos de uso común, 

encontrando que los aceites esenciales y ácidos orgánicos 

poseen mayor antagonismo frente a Vibrio spp. Asimismo, Silva 

et al. (2021) realizaron experiencias en larvicultura utilizando 

ácidos orgánicos, obteniendo que la mezcla de ácidos orgánicos 

aumenta la supervivencia y productividad de larvas de 

langostinos Peneidos. También Reyes (2017), aisló a Vibrio 

parahaemolyticus de Litopenaeus vannamei, para enfrentarlos a 

ácidos orgánicos y fitoquímicos, y así evaluar el efecto sinérgico 

antimicrobiano. Para ello aplicó ácidos (ácido acético, butírico, 

nicotínico y propiónico), teniendo una mayor efectividad 

antimicrobiana (p<0,05) y su concentración de inhibición fue 

distinta en la evaluación de cada cepa, en rango de 11,23-50 

mm, con lo cual demostró in vitro, que los ácidos orgánicos 

presentan un amplio espectro de inhibición de forma individual o 

sinérgico frente a cepas de Vibrio parahaemolyticus asociadas a 

la enfermedad de la Necrosis Hepatopancreática Aguda. 
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Por su parte Zambrano (2023) evaluó la susceptibilidad de 

bacterias responsables de enfermedades en L. vannamei ante 

diferentes productos comerciales, obteniendo que los 

microorganismos identificados presentan resistencia ante el uso 

de ácidos orgánicos en concentraciones menores de 300 ppm, 

por lo cual requieren concentraciones mayores para inhibir su 

proliferación (600 ppm). 

Chávez & Llanos (2015) evaluaron la capacidad antimicrobiana 

de ácidos orgánicos realizando el método de concentración 

mínima inhibitoria (MIC). Seleccionaron cepas bacterianas, las 

cuales fueron inhibidas por ácidos orgánicos a diferentes 

concentraciones. Los datos fueron evaluados por ANOVA para 

hallar el porcentaje de inhibición y luego realizaron la evaluación 

estadística por medio del análisis de varianza. Los autores 

concluyeron que los ácidos orgánicos utilizados presentaron 

actividad microbiana frente a las cepas bacterianas en 

laboratorio.  

Da Silva et al. (2013) seleccionaron sales de ácidos orgánicos 

para la nutrición de camarones, analizando la inhibición in vitro 

de Vibrio harveyi, V. alginolyticus y V. anguillarum. demostraron 

que, al usar ácidos orgánicos, se puede optimizar la absorción 

de nutrientes y la salud de los langostinos marinos. El propionato 

de sal presenta un gran potencial para adicionar como 

complemento dietético para Litopenaeus vannamei, debido a 

que redujo la concentración de los patógenos (Vibrio) en el 

microbiota intestinal (p<0,05), además de incrementar la 

digestibilidad aparente de energía (p<0,01) y fósforo (p<0,02). 

Por otro lado, He et al. (2017) realizaron una experiencia de 

alimentación en 8 semanas, mezclando ácidos orgánicos [ácido 

cítrico, 25%; ácido sórbico, 16,7%] y aceites esenciales [timol, 

1,7%; vanillin, 1,0%], para evaluar crecimiento, inmunidad y 

resistencia de Litopenaeus vannamei frente a Vibrio 

parahaemolyticus. Demostrando que la aplicación de esta 
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mezcla a la dieta mejoró significativamente la expresión de 

genes relacionados con el sistema inmunitario, incluida la 

lisozima, la penaeidina y la catalasa a las 48 h después de la 

exposición. Por lo tanto, la mezcla probada de ácidos orgánicos 

y aceites esenciales afecta de manera beneficiosa a la microflora 

intestinal y mejora la respuesta inmune y la resistencia a 

enfermedades de L. vannamei. 

Adams & Boopathy (2013) en su investigación realizaron 

medición de la efectividad mediante el método de densidad 

óptica y estudiar la inhibición del crecimiento de Vibrio 

alginolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio harveyi, Vibrio 

parahaemolyticus y Vibrio vulnificus usando ácido fórmico. Se 

sembró las especies de Vibrio en agar de Muller-Hinton y agua 

de peptona alcalina, con diferentes concentraciones de ácido 

fórmico. Teniendo como resultado una inhibición significativa del 

crecimiento de Vibrio frente al ácido fórmico, el cual estaba a una 

concentración menor de 0,039%, esto indica que el ácido fórmico 

sirve como método alternativo para controlar y recudir la 

proliferación de las bacterias Vibrio en el cultivo de camarón. 

Mine & Boopathy (2011), indicaron que el primordial componente 

inhibidor puede ser el efecto del pH de los ácidos orgánicos. 

Asimismo, refieren, concentración efectiva (EC50) de los ácidos 

orgánicos, eran ácido fórmico (0,023%), acético (0,041%), 

propiónico (0,03%) y butírico (0,066%), después de 96 h de 

inoculación. En cuanto a la concentración inhibitoria mínima 

(MIC), se determinó que el ácido fórmico al 0,035% inhibe el 

crecimiento de Vibrio harveyi. 

Ng et al. (2015), mezclaron ácidos orgánicos microencapsulados 

(OAB) para la producción de Litopenaeus monodon, en 

estanques de tierra, alimentando con alimento comercial dieta a) 

y la segunda dieta mezclando suplementos de ácidos orgánicos 

al 2% de OAB en la etapa de engorde (dieta b). Luego de 5 

meses y 2 semanas de cultivo el crecimiento fue parecido, sin 
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embargo, en la dieta b se encontró más bajo los nitritos y nitratos 

(NO2-N y NO3-N). En cuanto al conteo de las presuntas 

bacterias del género Vibrio, estuvieron en mínimas 

concentraciones. 

Reyes (2018), ejecutó una investigación a cerca de la 

sensibilidad de especies de Vibrio frente a agentes beneficiosos 

(ácidos orgánicos, probióticos y aceites esenciales), para 

controlar enfermedades bacterianas en larvas de Litopenaeus 

vannamei. Al realizar el análisis de concentración mínima 

inhibitoria (MIC) y antibiogramas, de demostró que el ácido 

orgánico (AC10) fue eficaz para inhibir el desarrollo del 95% de 

las bacterias, en concentraciones inferiores a 1000 ppm; sin 

embargo, a 100 ppm es tóxico a nivel celular, alterando la 

viabilidad de los hemocitos. 

2.1.2. Probióticos con poder antimicrobiano 

El poder antimicrobiano de las bacterias probióticas por cepa o 

por mezcla de cepas, está demostrado en varios reportes de 

investigadores, que han mencionado haber encontrado 

antagonismo en bacterias patógenas para el cultivo de 

langostino L. vannamei, encontrándose los siguientes: 

Urresta (2017) evaluó dos probióticos comerciales A y B a 

diferentes concentraciones de 5 ppm, 10 ppm y 15 ppm y como 

antagonistas, bacterias del género Vibrio en el cultivo larval de 

L. vannamei. Obtuvieron una disminución del crecimiento de las 

bacterias patógenas en todos los tratamientos, sin diferencia 

significativa (p<0,05) entre los tratamientos y controles. 

Arias-Moscoso et al. (2018) usaron dos probióticos comerciales 

con la finalidad de mejorar la calidad de agua y los parámetros 

de producción en un cultivo de biofloc sin recambio de agua o 

recambio cero, al finalizar el ensayo los resultados obtenidos no 

mostraron diferencia significativa (p<0,05) entre los tratamientos 

(con probióticos) y controles (sin probióticos). 
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Rivera & Ríos (2010) evaluaron la efectividad del probiótico 

“EPICIN 3W” conformado por bacilos, lactobacilos y levaduras 

contra la disminución del crecimiento de dos especies de Vibrio 

(V. alginolyticus y V. parahaemolyticus) en tanques de cultivo de 

postlarvas. Después de cinco semanas de cultivo observaron 

una disminución del crecimiento de las dos especies de Vibrio a 

diferencia del control donde se aplicó probiótico. 

Abarike et al. (2018) mencionaron que en la prueba de desafío 

con juveniles de Oreochromis niloticus infectados con 

Streptococcus agalactiae, se suministraron al alimento cuatro 

dosis de un probiótico comercial BS (una mezcla de B. subtilis y 

B. licheniformis) de 3, 5, 7 y 10 g.kg-1. Al finalizar la prueba las 

tasas de mortalidad de O. niloticus obtenida fue 

significativamente más altas en el grupo BS10 (p<0,05), 

concluyendo el uso de probióticos mejora el crecimiento y el 

estado inmunológico en el cultivo de tilapia. 

Balcázar & Rojas-Luna (2007) evaluaron el poder antimicrobiano 

de la cepa probiótica Bacillus subtilis frente a tres especies de 

bacterias patógenas del género Vibrio (V. alginolyticus, V. 

parahaemolyticus, y V. harveyi) en juveniles de L. vannamei, 

determinaron que al aplicar el alimento suplementario con estas 

bacterias probióticas a concentración de 105 UFC/g desafiados 

con juveniles infectados con 105 UFC/mL de la cepa V. harveyi, 

obtuvieron que la mortalidad al final del estudio disminuyo a 

18,25% comparado con el control que fue de 51,75%; asimismo, 

en las pruebas de sensibilidad los resultados obtenidos de 15 

mm, 15 mm y 10 a 15 mm  para V. alginolyticus, V. 

parahaemolyticus, y V. harveyi, respectivamente. 
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Sotomayor y Balcázar (2003) evaluaron la capacidad antagónica 

de combinaciones de cepas probióticas contra Vibrios 

patógenos (Vibrio harveyi E22, V. vulnificus S2 y V. 

parahaemolyticus PA2) mediante pruebas de inhibición in vitro. 

Los resultados mostraron que las combinaciones P63-Ili, P62-

P64 y P62-P63-Ili lograron inhibir a los patógenos en más del 

50%. Estos hallazgos sugieren que estas mezclas de probióticos 

tienen un potencial prometedor para controlar la presencia de 

Vibrios patógenos en la acuicultura.  

Leyton et al. (2014) evaluaron la actividad inhibitoria de 53 cepas 

de bacterias probióticas aisladas de capsulas de huevos de 

Concholepas concholepas, logrando identificar 19 cepas de 

Bacillus pumilus que inhibieron el crecimiento de V. cholerae, 

con halos de inhibición variados con un máximo de 40 mm y un 

mínimo de 11 mm; concluyeron que Bacillus pumilus tiene gran 

capacidad de inhibición sobre estas bacterias patógenas. 

Luis (2012) aisló e identificó nueve bacterias probióticas del 

género Bacillus del tracto digestivo del L. vannamei, entre las 

más comunes se encuentran; B. endophyticus, B. tequilensis, B. 

amyloliquefaciens y B. licheniformis, las cuales fueron 

enfrentados contra bacterias patógenas del género Vibrio (V. 

cambelli, V. parahaemolyticus, V. harveyi y V. vulnificus). En la 

prueba de difusión en placa de cultivo determinaron que dos 

especies de probióticos (B. tequilensis y B. amyloliquefaciens) 

lograron inhibir todos los Vibrios con halos de inhibición de 11,0 

±1,8 a 18,0 ±1,4 mm. 

Delgado-Díaz et al. (2020) en su ensayo de sensibilidad con 

cuatro cepas probióticas nativas Lactobacillus paracasei (E91 y 

E107) y Lactococcus lactis (E33 y E72) que fueron enfrentadas 

con bacterias patógenas de langostino blanco Litopenaeus 

vannamei, obtuvieron halos de inhibición de 14 y 15 mm para las 

cepas E91 y E 33. 
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Las bacterias probióticas mediante sus procesos fisiológicos 

secretan sustancias antibacterianas denominadas metabolitos 

secundarios, encontramos los siguientes reportes: 

Sánchez (2018) aisló bacterias con capacidad antagónica de 

fuentes naturales y organismos marinos, con la finalidad de 

inhibir el crecimiento de una cepa bacteriana patógena Vibrio 

parahaemolyticus causante de la enfermedad de la Necrosis 

Aguda del Hepatopáncreas (AHPND). Los metabolitos extraídos 

de los caldos de cultivo de 36R Bacillus pumilus 13L, B. safensis 

y 36Y Pseudoalteromonas piscicida obtuvieron 25 μg/ml MIC y 

50 μg/ml MBC de actividad antimicrobiana contra el V. 

parahaemolyticus. 

Leyton et al. (2012) aislaron e identificaron cinco metabolitos 

secundarios conocidos como dicetopiperazinas a partir de 

Bacillus sp. procedentes de ambientes marino, aislados de la 

cápsula de huevo de Concholepas concholepas, que posee la 

capacidad de inhibir el crecimiento del V. parahaemolyticus 

pandémico en la industria langostinera. Además, encontraron 

que la actividad inhibitoria de los productos bacterianos aumentó 

cuando los cultivos alcanzaron la fase estacionaria, la cual se dio 

entre 72 y 96 horas de cultivo. 

Xu et al. (2014), determinaron que la actividad antibacteriana de 

la sustancia bioactiva cruda producida por cepa bacteriana 

Bacillus amyloliquefaciens M1 tuvo amplio espectro contra 10 

especies de bacterias patógenas de Vibrio spp. obteniendo 

como diámetros de halos de inhibición entre 12±0,3 a 28±0,4 

mm. Además, encontraron que la B. amyloliquefaciens M1 

produce un producto lipopéptido N3 que contiene isoformas de 

surfactina con aminoácidos e hidroxiácidos grasos (de 12 a 15 

carbonos en longitud). 

  



25 

Muñoz (2022), al enfrentar cuatro productos de probióticos de 

diversas marcas comerciales, contra bacterias patógenas del 

género Vibrio y Pseudomonas encontradas en estadios larvales 

de L. vannamei, determinó que la concentración mínima 

inhibitoria de los probióticos (1, 2, 3 y 4), estuvo entre el rango 

de 600 a 750 ppm, para el caso de Pseudomonas. 

2.2. Bases teóricas y científicas  

2.2.1. Uso de antibióticos en acuicultura 

La acuicultura es una actividad de rápido crecimiento en el 

mundo y para lograr compensar la demanda que existe de 

productos acuáticos, los sistemas de cultivo se están 

intensificando. Esto ha provocado el brote de enfermedades y el 

uso de insumos terapéuticos, especialmente antibióticos, los 

cuales son usados para la prevención y control de enfermedades 

bacterianas que resulta de las deficiencias sanitarias dentro de 

las unidades de producción (Mog et al., 2020).  

Entre los patógenos que afectan la producción de camarón 

encontramos: virus, protozoarios, hongos, bacterias, y otros que 

al ser oportunistas representan un riesgo constante de producir 

enfermedades. Para contrarrestar las infecciones bacterianas 

patógenas, se utilizan antibióticos como oxitetraciclina, 

enrofloxacina y florfenicol que debido a sus cualidades 

bacteriostáticas inhiben el crecimiento de bacterias cuando se 

los utiliza en las dosis adecuadas y por tiempo determinado 

(Redrován, 2017). 

Santiago et al. (2009), indican que los antibióticos son 

suministrados a través del alimento a las unidades productores 

o sistemas de cultivo de langostino blanco, con la finalidad de 

tratar enfermedades bacterianas, ha provocado la presencia de 

pequeñas concentraciones de antibióticos en los sedimentos por 

efecto de la lixiviación y el uso continuo, puede provocar el 
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desarrollo de cepas bacterianas resistentes o multirresistentes a 

los antibióticos. 

Cada día es más frecuente en granjas camaroneras las 

enfermedades infecciosas y debido a esta incidencia ha 

aumentado la aplicación de antibióticos por parte de los 

productores, como medida para frenar las pérdidas causadas 

por estos agentes patógenos. Muchas veces los tratamientos 

aplicados son realizados por personas que tienen conocimientos 

sobre las propiedades farmacológicas de los productos. Uno de 

los antibióticos más usados en el cultivo del camarón es la 

oxitetraciclina (Valera-Mejías & Alfaro-Mora, 2018). 

El empleo continuo de la oxitetraciclina que es un antibiótico del 

grupo de las tetraciclinas de amplio espectro y que se usa 

ampliamente en la acuicultura y especialmente en el cultivo de 

L. vannamei para combatir las infecciones bacterianas como la 

vibriosis, ha generado diversos problemas ambientales y de 

salud humana, los que se incluyen la resistencia bacteriana, la 

persistencia en el ambiente acuático y los efectos sobre la 

biogeoquímica del sedimento (Mog et al., 2020). 

Es importante tener bioseguridad con los alimentos que ingiere 

el ser humano, sin embargo, el uso de medicamentos en el 

cultivo de camarones para eliminar bacterias, genera residuos 

de antibióticos en sus tejidos.  En Bangkok durante octubre de 

1990, se estableció el 37% de residuos de ácido oxolínico y 

oxitetraciclina, para el caso de P. monodon. En Japón al inicio 

de 1991, las autoridades descubrieron residuos de antibióticos 

en camarones procedentes de Tailandia. En el año 2001 

autoridades alemanas detectaron restos de cloranfenicol en 

camarones importados desde China, seguidamente se 

corrobora residuos de antibióticos en camarones provenientes 

de Vietnam e Indonesia. Luego de estos antecedentes Europa 

instaura la inspección obligatoria de los camarones provenientes 

de dichos países. En el año 2022 la FDA se suma a mejorar los 
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controles de revisión de productos acuícolas y genera una alerta 

para no promover y prohibir el uso de drogas en acuicultura 

(Montoya, 2002). 

2.2.2. Uso de ácidos orgánicos en acuicultura  

La salud del camarón se relaciona con otros cohabitantes del 

mismo ecosistema, como son las bacterias, hongos, 

protozoarios, virus, etc., que generalmente son patógenos 

oportunistas y causan un peligro constante produciendo 

enfermedades. Para dar solución a este problema, actualmente 

existen dos tipos de medidas, profilácticas (ácidos orgánicos, 

prebióticos, probióticos), que suelen aplicar como un refuerzo 

inmunitario del camarón y los tratamientos con antibióticos, que 

se aplican cuando ya existe una proliferación de patógenos 

(Redrován, 2017). 

En diversos estudios se han investigado alternativas para 

sustituir la aplicación de antibióticos en la producción del 

camarón, demostrando que los ácidos orgánicos, son una gran 

alternativa debido a sus características profilácticas y 

antimicrobianas (Reyes, 2017). 

Da Silva et al. (2013), mencionan que los ácidos orgánicos son 

utilizados como promovedor de crecimiento en el cultivo de 

especies acuáticas, cuya función es la inhibición de 

microorganismos infecciosos en el tracto intestinal, 

suministrando energía a las especies acuáticas y optimizando la 

digestibilidad del alimento (nutrientes como fósforo y nitrógeno). 

2.2.3. Actividad antimicrobiana de las bacterias probióticas 

Los probióticos en acuicultura se les atribuye una variedad de 

beneficios en los cultivos de organismos acuáticos como valor 

alimenticio mejorado, aporte enzimático a la digestión, 

promotores del crecimiento, inhibidor de microorganismos 

patógenos y aumento de la respuesta inmune, además de 
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mejorar la calidad del agua. Los microrganismos encargados de 

estos procesos pueden ser bacterias grampositivas y 

gramnegativas, como también, los bacteriófagos, microalgas y 

levaduras que cumplen dicha función probiótica (Hai, 2015; 

Pandiyan et al., 2013). 

El efecto benéfico de los probióticos se debe principalmente a 

los mecanismos de acción como la capacidad para colonizar y 

adherirse al tracto intestinal, la modulación del sistema inmune, 

la producción de compuestos benéficos, la producción de 

sustancias antagónicas contra patógenos y la mejora de la 

calidad del medio acuático (Do Nascimento et al., 2018). 

En la industria de acuicultura se están aplicando bacterias 

probióticas que al ser cultivadas producen enzimas, como 

proteasa, amilasa, lipasa y celulasas, que son capaces de 

mitigar el crecimiento de bacterias patógenas como las del 

género Vibrio y que a su vez mejora las condiciones fisiológicas 

del hospedero (Wang et al., 2020). 

Los microorganismos en determinadas condiciones pueden 

producir sustancias antibacterianas, que por lo general son 

liberadas al medio exterior, estos productos se le denominan 

metabolitos secundarios. Por ejemplo, las bacterias del género 

Bacillus durante la germinación o esporulación liberan al medio 

el ácido dipicolínico (ácido piridín-2-6-dicarboxílico), 

encontrándose entre el 10 al 15% del peso seco de las esporas 

(Parés & Juárez, 2012). 

Los metabolitos secundarios producidos por bacterias 

probióticos, vienen siendo usada tando en la industria agricola y 

acuicola como antimicrobianos, Chen et al. (2017) indican que la 

cepa Bacillus licheniformis aislada de sedimento marino, 

produce lipopéptidos que pueden ser usados como 

bacteriostáticos y tienen la ventaja de resistir la luz ultravioleta y 



29 

al cambio de pH y temperatura. La surfactinas producidos por 

diferentes cepas del género Bacillus, como el B. subtilis además 

de ser buenos controladores de enfermedades fitopatógenas, 

también son usadas en la industria petrolera como 

biorremediadores de hidrocarburos (Abdel-Mawgoud et al., 

2008). 

 



3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Lugar de ejecución 

Se realizó la investigación en las instalaciones del laboratorio 

Agroacuanálisis S.R.L. (figura 1), ubicado en la urbanización 

Andrés Araujo Moran, Tumbes, Perú. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Instalaciones del laboratorio Agroacuanálisis S.R.L. 

Tomado de Google Earth, 2024). 

3.2. Tipo y diseño de investigación  

Aplicada:  

Es aplicada porque con los resultados de esta investigación se 

solucionará de manera inmediata, el problema de mortalidad por 

microorganismos patógenos como las bacterias del género Vibrio de 

L. vannamei en cultivo. 

Experimental:  

Porque el estudio se llevó a cabo a través de un experimento a nivel 

de laboratorio mediante pruebas de sensibilidad (prueba de 

concentración inhibitoria, prueba de concentración mínima 

bactericida y prueba de antagonismo), se evaluó el efecto de dos 

ácidos orgánicos C y D, probióticos comerciales A y B en la inhibición 

del crecimiento de Vibrio spp. 
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3.3. Población y muestra  

3.3.1. Población  

 Procedentes de cultivo semi intensivo de L. vannamei en la 

región Tumbes. 

3.3.2. Muestra   

 La muestra estuvo conformada por 10 langostinos y el 

muestreo fue dirigido seleccionando animales con signos 

clínicos patológicos (tamaño reducido, coloración anormal, 

expansión de cromatóforos, musculo flácido). 

 

3.4. Preparación de material biológico y medios cultivo 

3.4.1. Preparación de medios cultivo  

Para la preparación de los medios de cultivo (figura 2), se 

procedió según las especificaciones técnicas de cada Agar: 

a) Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa: Se pesó 17,6 g de 

Agar TCBS y 4,0 g de NaCl en un matraz Erlenmeyer de 250 

mL y se enrasó hasta 200 mL con agua destilada. 

Posteriormente se hirvió por 3 a 4 minutos. Se dejó reposar 

hasta alcanzar una temperatura aproximada de 45 °C y se 

dispensó en diez placas de Petri esterilizadas. 
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b) ChromAgar Vibrio: Se pesó 7,5 g de ChromAgar Vibrio y 2,0 

g de NaCl en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se enrasó 

hasta 100 mL con agua destilada. Se llevó a hervir por 3 a 4 

minutos. Se dejó reposar hasta alcanzar una temperatura 

aproximada de 45 °C y se dispensó en cinco placas de Petri 

esterilizadas. 

c) Agar Triptona-Soja:  Se pesó 8 g de TSA y 4 g de NaCl en 

un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se enrasó hasta 200 mL 

con agua destilada. Se llevó a hervir durante 1 o 2 minutos 

hasta su disolución total. Se dispensó en recipientes 

apropiados y se esterilizó en autoclave a 121 ºC durante 15 

minutos y se dispensó en diez placas de Petri esterilizadas. 

d) Caldo Soja Tripticaseína:  Se pesó 6 g de TSB y 4 g de NaCl 

en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se enrasó hasta 200 

mL con agua destilada. Se agitó para disolver y luego 

distribuir en tubos y frascos tapa rosca. Se esterilizó en 

autoclave a 121 ºC durante 15 minutos.  

e) Solución Salina Fisiológica Estéril (SSFE) al 2% NaCl: Se 

pesó 1 g de NaCl en un frasco de vidrio con tapa rosca de 

100 mL, se enrasó hasta 50 mL con agua destilada, luego 

se esterilizó en autoclave a 121 °C por 15 min. Se dejó 

enfriar y se mantuvo a 4 °C hasta su uso. 
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Figura 2. Preparación de los medios de cultivo 

3.4.2. Selección de juveniles  

Las muestras de juveniles de L. vannamei, fueron extraídos de 

estanques de cultivo semi-intensivo de langostinera Tumbes 

S.A.C. El muestreo estuvo dirigido, seleccionando juveniles con 

signos de enfermedad; tamaño reducido, coloración anormal, 

expansión de cromatóforos, musculo flácido. (figura 3). 

Figura 3. Juveniles de Litopenaeus vannamei  
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3.4.3. Aislamiento de bacterias del género Vibrio 

A partir de 10 ejemplares de L. vannamei con signos de 

enfermedad, se realizó asépticamente la extracción del 

hepatopáncreas e intestino, luego se depositó en un tubo de 15 

ml con base cónica conteniendo 10 ml de solución salina 

fisiológica estéril (SSFE) al 2% NaCl, y posteriormente se 

realizó los cultivos en placas con medio de cultivo TCBS 

(Comité Estatal de Sanidad Acuícola de Sinaloa, 2003). 

Después de 24 horas de incubación de la placa de cultivo 

TCBS, se procedió a aislar las Unidades Formadoras de 

Colonias (U.F.C.) mediante la técnica descrita por Moreno & 

Albarracín (2012), utilizando placas Petri con medios de 

cultivos selectivos cromogénicos (ChromAgar Vibrio) con 

ayuda de un asa de siembra mediante la técnica de estriado se 

purificó a Vibrio spp. 

Las bacterias que se aislaron del hepatopáncreas e intestino 

del langostino fueron cultivadas en medios selectivos y 

diferenciales (ChromAgar Vibrio) para la detección presuntiva 

de especies de Vibrio (figura 5). 

De las bacterias cultivadas, se eligió 3 cepas, las cuales se 

caracterizaron fenotípicamente y posteriormente se inoculó en 

tubos de ensayo con caldo TSB. Luego se llevó a incubación 

(figura 6). 
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Figura 4. Cultivo en agar TCBS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.  Cultivos selectivos cromogénicos (ChromAgar Vibrio) 

Figura 6. Tubos de ensayo con caldo TSB e inoculados con Vibrio spp.  
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3.5. Preparación de productos antimicrobianos  

3.5.1. Preparación de ácidos orgánicos  

Se preparó la solución de trabajo a una concentración de 1% 

del ácido orgánico C, se pesó 0,1 g en un tubo de ensayo y se 

enrasó hasta 10 ml de SSFE al 2% NaCl.  

Se preparó la solución de trabajo a una concentración de 2% 

del ácido orgánico D, se pesó 0,2 mL en un tubo de ensayo y 

se enrasó hasta 10 mL de SSFE al 2% NaCl (figura 7).  

 

Figura 7. Ácidos orgánicos C y D preparados  

 

3.5.2. Preparación de probióticos  

Según la ficha técnica (Anexo 1 y 2), los probióticos 

presentan una concentración de 10⁹ UFC/g. Para la 

preparación, se diluyó dicha concentración en un tubo con 

tapa rosca, añadiendo 1 g de probiótico y 9 mL de SSFE al 

2% NaCl. Se incubó a 35 °C por 2 horas (figura 8).  
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Figura 8. Preparación de los probióticos: A) Se pesó el 

probiótico comercial, B) Se llenó de Solución Salina Fisiológica 

Estéril, C) Mezclado de los probióticos y SSFE.  

 

3.6. Pruebas de sensibilidad 

3.6.1. Prueba de concentración mínima inhibidora (MIC) 

Para la prueba de concentración mínima inhibidora, el 

procedimiento esta descrito por (Rodríguez-Tudela et al., 

2002), Se utilizó una placa de Elisa de 96 pocillos, cada pocillo 

tiene una capacidad de 360 μL. Se procedió a llenar los pocillos 

con 180 μL de TSB, posteriormente se realizó diluciones 

sucesivas a partir de la solución de trabajo de los ácidos 

orgánicos C (1%) y D (2%). Las diluciones se realizaron con 

una micropipeta de volumen variado (20 a 200 μL), de tal 

manera, que la concentración de la solución de trabajo se fue 

diluyendo a la mitad de la concentración anterior (figura 9).  

Al final se inoculó 20 μL con Vibrio spp. a una concentración 

1x108 UFC/mL (la concentración fue determinada utilizando un 

estándar de turbidez correspondiente a la escala de McFarland 

0.5 que contiene aproximadamente 108 bacterias por mL). 

Después de 24 horas de incubación se evaluó el crecimiento 

de Vibrio spp. mediante la turbidez en las diluciones. 
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Figura 9. Prueba de concentración mínima inhibidora 

3.6.2. Prueba de concentración mínima bactericida (CMB) 

A partir de la prueba del MIC los pocillos con y sin presencia de 

turbidez se sembró 20 μL en placas con agar TSA. Después de 

24 horas de incubación a temperatura, se evaluó el crecimiento 

de Vibrio spp. (figura 10), este método fue descrito por (Eloff, 

1998, como se citó en Jabo, 2023).  

Figura 10. Prueba de concentración mínima bactericida; A) 

Inoculación de los pocillos en ausencia de turbidez hacia el 

agar TSA, B) Siembra por el método de extendido en agar TSA. 
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3.6.3. Prueba de antagonismo 

Para determinar el poder antagónico de los probióticos A y B 

en presencia de las cepas de Vibrio spp. se procedió a realizar 

el método de difusión de discos (Chythanya et al., 2002), el cual 

consistió en colocar discos en placas con agar TSA 

previamente sembrado por superficie con las cepas aisladas 

Vibrio, posteriormente se inoculó 20 µL con los cultivos activos 

de las bacterias probióticas (figura 11). Las placas de cultivo 

fueron incubadas a 30 °C por 24 horas. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Prueba de antagonismo; A) Colocación de discos 

sobre medio de cultivo en placa, B) Inoculación de cultivos 

activos (bacterias probióticas).  
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3.7. Procesamiento y análisis de datos  

3.7.1. Diseño experimental  

El diseño experimental consistió en: 

Prueba de concentración mínima inhibidora, se utilizó los ácidos 

orgánicos C (Tratamiento 1) y D (Tratamiento 2) enfrentados 

contra tres cepas patógenas del género Vibrio que serán aisladas 

de juveniles de L. vannamei. Cada tratamiento tendrá tres 

repeticiones. Después de 24 horas de incubación se observó la 

turbidez en las placas de Elisa, lo que indicó el crecimiento de las 

bacterias. 

Prueba de concentración mínima bactericida, se utilizó los pocillos 

con ausencia de turbidez de los ácidos orgánicos C (Tratamiento 

1) y D (Tratamiento 2) enfrentados contra tres cepas patógenas 

del género Vibrio que fueron aisladas de juveniles de L. vannamei. 

Cada tratamiento tuvo tres repeticiones y los controles fueron 

agua esterilizada. Después de 24 horas de incubación se evaluó 

el crecimiento de Vibrio spp. en las placas con agar TSA.  

Prueba de antagonismo, se utilizó los caldos de cultivos de los 

probióticos A (Tratamiento 3) y B (Tratamiento 4); enfrentados 

contra tres cepas patógenas del género Vibrio que fueron aisladas 

de juveniles de L. vannamei. Cada prueba tuvo tres repeticiones 

y los controles fueron agua esterilizada. Después de 24 horas de 

incubación se midió los diámetros del halo de inhibición de cada 

placa Petri de cultivo TSA. 

3.7.2. Evaluación estadística  

La evaluación estadística se realizó sobre la sensibilidad 

bacteriana expresada en mm. Se aplicó el análisis de varianza 

(ANOVA) con un nivel de significancia de 5%. 

 



4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

4.1. Animales con signos de Enfermedad  

Los resultados obtenidos a partir de la observación de los 

langostinos seleccionados mostraron signos de enfermedad, 7 

individuos presentaban musculo flácido acompañados de 

coloración anormal, mientras que 3 individuos tenían tamaño 

reducido y expansión de cromatóforos.  

4.2. Caracterización fenotípica de Vibrio spp. 

Al observar signos clínicos (tamaño reducido, coloración anormal, 

expansión de cromatóforos, músculo flácido) de juveniles de cultivo 

semi intensivo, se seleccionó y se procedió al aislamiento 

bacteriano en el medio de cultivo TCBS (tabla 1), luego se aisló 3 

cepas con características fenotípicas en el medio selectivo 

ChromAgar Vibrio (tabla 2). La diferenciación se clasificó de 

acuerdo al tipo de bordes, elevación, texturas, tamaños y 

coloraciones como se puede observar en las siguientes tablas.  

Tabla 1. Caracterización de colonias en agar TCBS. 

Cepas Tipo de 

bacteria 

Tinción 

Gram 

Caracterización de colonias en agar TCBS 

Borde Elevación Textura Color Tamaño 

2 Vibrio - Regular convexa seca verde Pequeño 

3 Vibrio - Regular plana cremoso amarilla Grande 

4 Vibrio - Regular convexa cremoso verde mediana 

 

Tabla 2. Caracterización de colonias en ChromAgar. 

 

 

 

 

 

 

Cepas 
Tipo de 

bacteria 

Tinción 

Gram 

Caracterización de colonias en agar Cromogénico 

Borde Elevación Textura Color Tamaño 

C1V2 Vibrio - Regular convexa Seca malva Pequeño 

C2V3 Vibrio - Regular plana Cremoso cremosa Grande 

C3V4 Vibrio - Regular convexa Cremoso azulado mediana 
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Las características observadas en esta investigación coincidieron 

con las cepas de Vibrio spp. al desarrollarse en el medio de cultivo 

TCBS. Según Sabir et al. (2013), estas colonias deben ser 

circulares, con bordes regulares y superficie lisa, presentando 

colores que van desde el amarillo hasta el verde, dependiendo de 

la especie de Vibrio. 

4.3. Concentración mínima inhibitoria  

Los ácidos orgánicos (C y D) usados en esta investigación fueron 

enfrentados en dos tratamientos y tres repeticiones contra 3 cepas 

de Vibrio spp.  (figura 12). 

Figura 12. Prueba de concentración mínima inhibidora 
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Las concentraciones mínimas inhibitorias del ácido orgánico C, 

fueron muy efectivas. Se logró inhibir a Vibrio spp. en todas las 

repeticiones con diferentes cepas del tratamiento 1, para el caso de 

la cepa 1V2 la inhibición fue de 0,031 g/ml, para la cepa 2V3 fue de 

0,063 g/ml y para la cepa 3V4 la inhibición fue de 0,063g/ml, en 

cambio, en el tratamiento 2 utilizando el ácido orgánico D, también 

se logró inhibir a Vibrio spp. en las cepas 1V2, 2V3, 3V2 y la 

inhibición fue de 1 g/ml (Tabla 3). 

Tabla 3. Concentración mínima inhibitoria de los ácidos orgánicos 

frente a cepas de Vibrio spp. 

Vibrio spp. (cepas)  Tratamientos MIC (g/ml). 

C1V2 T1 AO(C) 0,031 ± 0,00 

T2 AO(D) 1,0 ± 0,00 

C2V3 T1 AO(C) 0,063 ± 0,00 

T2 AO(D) 1,0 ± 0,00 

C3V4 T1 AO(C) 0,063 ± 0,00 

T2 AO(D) 1,0 ± 0,00 

Muñoz (2022) demuestra que al enfrentar a cepas patógenas de 

Vibrio spp. contra ácidos orgánicos, logra su inhibición a 

concentraciones mínimas, en tanto los resultados de esta 

investigación indican que fueron comparables, debido a que 

también se logró disminuir y detener la proliferación Vibrio spp. 

frente a el uso de los ácidos orgánicos probados (ácido cítrico, 

ácido gálico, acido fumárico y ácido láctico), siendo una gran 

alternativa para dejar de usar antibióticos en el cultivo de 

Litopenaeus vannamei. Sin embargo, la investigación de Reyes 

(2018), indica que luego de probar 10 ácidos orgánicos comerciales 

contra Vibrio sp. solo el ácido orgánico AC10 demostró ser efectivo 

en la inhibición del crecimiento con un porcentaje significativo 

(95%), incluso a concentraciones bajas (inferiores a 1000 ppm). No 

obstante, es importante destacar que este compuesto presenta 
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toxicidad a nivel celular a concentraciones relativamente bajas (100 

ppm), lo que afecta negativamente la viabilidad de los hemocitos. 

Por otro lado, en la investigación de Reyes (2017), menciona que, 

mediante la identificación de P. dioica, R. officinalis y A. absinthium, 

se demostró que contienen principios activos con propiedades 

antimicrobianas solubles en diversos disolventes orgánicos y solo 

el ácido acético demostró ser el extractante más efectivo para 

lograr un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra 

diversas cepas de Vibrio. Mientras que, en esta investigación se 

encontró que hay otros ácidos orgánicos (el ácido cítrico, acido 

fumárico y ácido láctico), los cuales también son efectivos para 

lograr inhibir el crecimiento bacteriano de Vibrio spp. 

4.4. Concentración mínima bactericida  

Después de las 24 horas de incubación, se observó que hubo 

crecimiento bacteriano en agar TSA proveniente del inóculo de los 

pocillos con turbidez; sin embargo, los inóculos de los pocillos sin 

turbidez dieron un resultado efectivo al no observar crecimiento 

(figura 13), las concentraciones mínimas bactericidas para el 

tratamiento 1 fue de 0,031 g/ml en la cepa C1V2 y 0,063 para las 

cepas C2V3, C3V4. En el tratamiento 2 las concentraciones 

mínimas bactericidas fueron de 1g/ml para las tres cepas (Tabla 4).  

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Prueba de concentración mínima bactericida  
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Tabla 4. Concentración mínima bactericida de los ácidos orgánicos 

frente a cepas de Vibrio spp. 

 

 

 

 

 

 

Los resultados encontrados de las pruebas concentración mínima 

inhibitoria y concentración mínima bactericida indicaron que los 

ácidos orgánicos usados lograron inhibir el crecimiento de Vibrio 

spp. siendo compatible con lo encontrado por Chávez & Llanos 

(2015) y Adams & Boopathy (2013), realizaron pruebas en cultivo 

de agar TSA y Muller-Hinton, obteniendo también como resultado 

la inhibición del crecimiento de Vibrio spp. En tanto, Mine & 

Boopathy (2011), indicaron que el primordial componente 

inhibidor de los ácidos orgánicos se debe al efecto genera el pH.   

 

4.5. Medición del diámetro de los halos de inhibición 

La medición de halos indica que los probióticos utilizados en esta 

investigación (A y B) consiguieron inhibir a las 3 cepas de Vibrio 

spp. (figura 14).  

Vibrio spp. (cepas)  Tratamientos MBC (g/ml). 

C1V2 T1 AO(C) 0,031 ± 0,00 

T2 AO(D) 1,0 ± 0,00 

C2V3 T1 AO(C) 0,063 ± 0,00 

T2 AO(D) 1,0 ± 0,00 

C3V4 T1 AO(C) 0,063 ± 0,00 

T2 AO(D) 1,0 ± 0,00 
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Figura 14. Halos de inhibición de los probióticos A y B frente a 

Vibrio spp., donde: X: crecimiento de bacterias probióticas, Y: 

zona de inhibición.  

En el tratamiento 3 con el probiótico A y con la cepa 1V2 se 

encontró 10,5 a 11,3 mm de diámetro de halos de inhibición, para 

el caso de la cepa 2V3 se encontró 14,0 a 16,0 mm y la cepa 2V4 

15,5 a 17,5 diámetros de halos de inhibición (tabla 5). 

 

Tabla 5. Diámetro de los halos de inhibición del probiótico A 

Tratamientos Vibrio spp. (cepas) 
Diámetro de halos de 

inhibición (mm) 

T3 R1 

Cepa 1 (V2) 

10,5  

T3 R2 10,5 

T3 R3 11,3 

T3 R1 

Cepa 2 (V3) 

14,0 

T3 R2 15,5 

T3 R3 16,0 

T3 R1 

Cepa 3 (V4) 

15,5 

T3 R2 18,5 

T3 R3 17,5 
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En el tratamiento 4 con el probiótico B y con la cepa 1V2, se 

encontró 15,5 a 16,0 mm de diámetro de halos de inhibición, en la 

cepa 2V3 y cepa 3V4 se encontró 13,0 a 15,5 mm y 15,0 a 17,0 

mm de diámetros de halos de inhibición respectivamente (tabla 6).  

Tabla 6. Diámetro de los halos de inhibición del probiótico B 

Tratamientos Bacteria (cepas) 
Diámetro de halos de 

inhibición (mm) 

T4 R1 

Cepa 1 (V2) 

15,5 

T4 R2 16,0 

T4 R3 15,5 

T4 R1 

Cepa 2 (V3) 

15,0 

T4 R2 13,0 

T4 R3 15,0 

T4 R1 

Cepa 3 (V4) 

17,0 

T4 R2 16,0 

T4 R3 15,0 

Los probióticos utilizados en este estudio, A (Bacillus subtilis, 

Lactobacillus lactis, Nitrosomas sp., Nitrobacter sp.) y B (Bacillus 

licheniformis, Bacillus pumilus y Bacillus subtilis), produjeron 

halos de inhibición para contrarrestar el crecimiento de Vibrio 

spp., coincidiendo con Tinoco (2020), ya que en su investigación 

realizó aislamiento de bacterias acido lácticas con potencial 

probiótico para inhibir a Vibrio spp. resistentes y sensibles a 

antibióticos, demostrando una efectiva capacidad inhibitoria en 

cultivos in vitro contra todas las cepas de Vibrio spp. Sin embargo, 

la investigación de Mendoza (2023), donde utilizó Mentha piperita 

sobre el crecimiento de Vibrio spp., obtuvo halos mayores por la 

esencia obtenida con extracción etanólica de menta procesada en 

baño maría. Cabe resaltar que las investigaciones antes 

mencionadas demuestran formas de inhibir a Vibrio spp. sin el uso 

de antibióticos.  
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Los halos de inhibición obtenidos en las cepas 1V2, 3V4 del 

probiótico B y la cepa 3V4 del probiótico A, fueron mayores a las 

encontradas por Delgado-Díaz et al. (2020), con un máximo de 14 

y 15 mm para las cepas E91 y E 33. Por su parte Balcázar & 

Rojas-Luna (2007), obtuvieron halos de inhibición con un rango 

distinto, entre 10 mm a 15 mm para Vibrio spp. siendo también 

menores a los encontrados en esta investigación. 

Mediante la evaluación estadística se aplicó el análisis de 

varianza al promedio de halos usando el probiótico A contra las 3 

cepas de Vibrio spp. encontrando que si existe diferencia 

significativa (tabla 5, anexos). Aplicando Duncan, 

estadísticamente, todas las cepas son afectadas por el probiótico 

A, pero la Cepa 3 presenta un mayor halo (anexo 4). 

Aplicando análisis de varianza para los halos encontrados en el 

enfrentamiento del probiótico B contra 3 cepas de Vibrio spp. se 

encontró que no hay diferencia significativa estadística (anexo 5). 

Para realizar una evaluación estadística entre cepas del 

probiótico A y B, se hizo lo siguiente: Para verificar la eficacia de 

cada probiótico se realizó un análisis de varianza (ANOVA =5%) 

y se corroboró mediante una prueba de significación de Duncan 

=5%. Por otro lado, para comparar si el promedio del halo fue 

igual o diferente en cada cepa al usar los probióticos A y B, se 

aplicó una prueba t-student =5% 

 Con el probiótico A, las 3 cepas bacterianas tuvieron un 

promedio de halo diferente (ANOVA =5%; p<0,05). Al 

aplicar la prueba de Duncan se concluye que las tres 

cepas bacterianas son afectadas por el A, pero la cepa 3 

presentó un promedio de halo mayor. 

 Con el probiótico B al aplicar el ANOVA, se concluye que 

no existe diferencia significativa estadística (p<0,05), es 
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decir, el promedio del halo es parecido en las 3 cepas 

bacterianas. 

 La prueba t-student =5% para comparar 

estadísticamente el promedio del halo formado al aplicar 

el probiótico A y probiótico B, se concluye que para la cepa 

2 es indiferente colocar cualquiera de los dos probióticos. 
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5. CONCLUSIONES  

1. El ácido orgánico “C” compuesto por ácido cítrico, ácido gálico, acido 

fumárico y ácido láctico consiguió una mejor concentración mínima de 

inhibición al ser enfrentado contra tres cepas de Vibrio spp. 

2. Los ácidos orgánicos “C” y “D” fueron muy efectivos al poder eliminar las 

cepas de Vibrio spp. mediante pruebas de laboratorio, sin embargo, el 

ácido orgánico “C” obtuvo una mayor concentración mínima bactericida. 

3. La aplicación de los probióticos A y B en laboratorio mediante una prueba 

de sensibilidad (antibiograma), demostraron la capacidad antagónica al 

ser enfrentados contra cepas bacterianas de Vibrio spp, encontrando 

halos de inhibición. 

4. El probiótico “B “conformado por Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus y 

Bacillus subtilis presentó mejores halos de inhibición contra la cepa 1 (V2) 

y el probiótico “A” conformado por Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis, 

Nitrosomonas sp., Nitrobacter sp. presentó mejores halos de inhibición 

contra las cepas 2 (V3) y 3 (V4). 

5. El probiótico B afecta por igual a las tres capas bacterianas, Cepa1 (V2), 

Cepa2 (V3), Cepa3 (V4), ya que el promedio del halo es parecido en 

todas. 

6. El probiótico A afecta por igual a las tres capas bacterianas, Cepa1 (V2), 

Cepa2 (V3), Cepa3 (V4), aunque la cepa 3 presentó un promedio de halo 

mayor que las otras 2. 

7. Estadísticamente el promedio del halo formado al aplicar el probiótico A y 

probiótico B, se concluye que para la cepa 2 es indiferente colocar 

cualquiera de los dos probióticos. 

 



6. RECOMENDACIONES 

1. De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigación, se 

debería realizar pruebas de sensibilidad a otras especies de bacterias 

patógenas que afecten el cultivo de Litopenaeus vannamei. 

2. Utilizar métodos moleculares para la identificación de especies del género 

Vibrio y enfrentarlas con otros productos antimicrobianos.   
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Anexo 1. Composición del probiótico A 
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Anexo 3. Resultados obtenidos de la prueba de concentración mínima inhibitoria 
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Anexo 4. Resultados obtenidos de la prueba de concentración mínima bactericida  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



64 

Anexo 5. Resultados obtenidos de la prueba de antagonismo 
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Anexo 6. Análisis de varianza para el probiótico A. 

 

 

Anexo 7. Análisis de varianza para el probiótico B. 
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Anexo 8. Prueba t para dos muestras (cepa 1V2 del probiótico A y B). 

 

Anexo 9. Prueba t para dos muestras (cepa 2V3) del probiótico A y B. 
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Anexo 10. Prueba t para dos muestras (cepa 3V4) del probiótico A y B. 
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