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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el potencial terapéutico de cepas
nativas acido lacticas (BAL) aisladas de Litopenaeus vannamei, asi como de
extractos vegetales de neem (Azadirachta indica) y orégano (Origanum vulgare),
con la finalidad de inhibir el crecimiento de Vibrio spp. y reducir el uso de antibiéticos
aplicados en la acuicultura. Se utilizaron 10 langostinos silvestres de las zonas de
Puerto Pizarro y La desembocadura rio Tumbes. Ademas, se recolectaron 10
ejemplares de langostinos de cultivo, adquiridos de una empresa langostinera
ubicada en Puerto Hualtaco (Ecuador). Los ejemplares fueron sacrificados
disminuyendo la temperatura corporal. Se extrajeron muestras de hepatopancreas
e intestinos y fueron sembradas en medio HiCrome Vibrio agar y medio MRS para
el aislamiento de Vibrio spp. y BAL, las cepas se purificaron en TSA 'y se realizaron
antibiogramas para determinar la resistencia antibiotica de las cepas bacterianas
frente a 10 antibidticos. Las cepas de Vibrio spp. mostraron resistencia a la
ampicilina (100%), fosfomicina (33,3%), oxitetraciclina y estreptomicina (16,7%). En
el ensayo in vitro de extractos vegetales, se evidencié que los mejores resultados
fueron para el extracto de orégano, que inhibié a todas las cepas de Vibrio spp. e
incluso fue capaz de inhibir a una de ellas en una dilucién 10-3. En el ensayo in vivo
utilizando los extractos de neem y orégano se observé que con casi todas las dosis
aplicadas en el alimento (2,5, 5 y 10 g/kg) se redujo la carga de Vibrio en el
hepatopancreas hasta 0 UFC/g al final del experimento. En el ensayo in vivo
utilizando cepas de BAL se observé que todas las cepas aplicadas en el alimento
redujeron la carga de Vibrio en el hepatopancreas al final del experimento.
Finalmente, los extractos vegetales y las cepas de BAL mostraron supervivencia de

100% durante el ensayo in vivo.

Palabras clave: BAL, extractos, neem, in vivo, in vitro.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the therapeutic potential of native
lactic acid bacteria (LAB) strains isolated from Litopenaeus vannamei, as well as
plant extracts of neem (Azadirachta indica) and oregano (Origanum vulgare), to
inhibit the growth of Vibrio spp. and reduce the use of antibiotics in aquaculture. Ten
wild shrimps from the Puerto Pizarro and Tumbes River mouth areas were used. In
addition, 10 farmed shrimps were collected from a shrimp farm located in Puerto
Hualtaco, Ecuador. The shrimps were euthanized by lowering their body
temperature. Samples of hepatopancreas and intestines were extracted and
cultured on HiCrome Vibrio agar and MRS medium for the isolation of Vibrio spp. In
the LAB assay, the strains were purified in TSA and antibiograms were performed
to determine the antibiotic resistance of the bacterial strains to 10 antibiotics. Vibrio
spp. strains showed resistance to ampicillin (100%), fosfomycin (33.3%),
oxytetracycline, and streptomycin (16.7%). In the in vitro assay of plant extracts, the
best results were obtained with oregano extract, which inhibited all Vibrio spp.
strains and was even able to inhibit one of them at a 1072 dilution. In the in vivo
assay using neem and oregano extracts, it was observed that with almost all doses
applied in the feed (2.5, 5, and 10 g/kg), the Vibrio load in the hepatopancreas was
reduced to 0 CFU/g at the end of the experiment. In the in vivo assay using LAB
strains, all strains applied in the feed reduced the Vibrio load in the hepatopancreas
at the end of the experiment. Finally, the plant extracts and LAB strains showed

100% survival during the in vivo assay.

Keywords: BAL, extracts, neem, in vivo, in vitro.
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|.  INTRODUCCION.

El manglar es un ecosistema acuatico altamente productivo y rico en biodiversidad
a nivel global. A pesar de su importancia, enfrenta graves amenazas, se estima que
entre 1996 a 2020, es decir en el lapso de 25 afios, ha perdido el 3,4% de su
extension mundial (Arnaud et al., 2023; Rull, 2023; Segaran et al., 2023).

En Perd, el ecosistema del manglar mas extenso e importante se encuentra en la
regibn de Tumbes, aunque existen manglares mas pequefios en la regién Piura
(Martinez, 2022; Seminario-Cérdova et al., 2022); el manglar de Tumbes constituye
la porcién mas septentrional de la region biogeografica Tumbes-Chocé-Magdalena,
la cual es el noveno hotspot méas biodiverso del planeta (Pérez-Escobar et al.,
2019).

Entre las principales fuentes de contaminacion en el manglar, se destaca la
contaminacion provocada por antibiéticos, que a su vez origina la seleccion de
bacterias resistentes asi como de sus genes de resistencia, todos ellos son
considerados también elementos contaminantes (Jang et al., 2018; Ruan et al.,
2020; Yang et al., 2018).

Los residuos antibioticos, bacterias resistentes y sus genes pueden migrar desde
los componentes no bidticos, como los sedimentos y el agua, hacia los
componentes bidticos, ingresando a la cadena alimentaria. Esto puede llevar a que
lleguen finalmente a los seres humanos pudiendo dar lugar a graves infecciones
nosocomiales que causan anualmente 700 000 muertes (Chow et al., 2021; Yuan
et al., 2019).

Las tetraciclinas, y en particular la oxitetraciclina (OTC), son antibiéticos
ampliamente utilizados a nivel mundial (Guo et al., 2021; Liu et al., 2019). Dado que
la OTC, asi como otros antibiéticos, como la enrofloxacina, florfenicol y norfloxacina
se utilizan con frecuencia en la alimentacion de langostinos cultivados en zonas
cercanas al manglar para tratar infecciones por Vibrio spp. que es el principal
patogeno bacteriano para estos animales (Tinoco et al., 2023), es probable que
dichos antibiéticos también estén ingresando al manglar contaminandolo (Aguirre
et al., 2021; Rosado, 2018).



Los antibioticos son muy utilizados en acuicultura y ganaderia (Mog et al., 2020),
lamentablemente, mucho del antibiético proporcionado (hasta 80%) no permanece
en el organismo tratado sino que escapa por la orina y heces pasando a contaminar
el ambiente (Manage, 2018).

Debido al impacto ambiental que producen los antibioticos, su uso cada vez esta
siendo mas restringido en acuicultura, por lo que se estan buscando alternativas
para tratar enfermedades de los animales en cultivo sin el uso de los mismos. Dos
de dichas alternativas son el uso de probioticos y de plantas con propiedades
antibacterianas (Mendoza & Ordinola-Zapata, 2022; Tinoco et al., 2023).

Las bacterias acido lacticas (BAL), son bacterias frecuentemente utilizadas como
probidticos puesto que muestran una fuerte actividad antimicrobiana y son
reconocidos como microorganismos generalmente seguros (Khelissa et al., 2021,
Tinoco et al., 2023).

Entre las plantas que han demostrado poder antibacteriano contra Vibrio spp. se
tienen al neem (Azadirachta indica) y al orégano (Origanum vulgare) (Herrera-
Calderon et al., 2019).

Estas bacterias y plantas se hallan en la regibn Tumbes, son asequibles, por lo que
podrian ser investigadas para determinar si presentan un poder antibacteriano
suficiente como para poder ser utilizados en reemplazo de antibioticos en el
tratamiento de infecciones por Vibrio spp. en el cultivo de langostino (L. vannamei).
En consecuencia, el objetivo de esta investigacion fue:

Evaluar el potencial terapéutico de cepas nativas de bacterias acido lacticas
aisladas de Litopenaeus vannamei, y de extractos vegetales de neem (Azadirachta
indica) y orégano (Origanum vulgare), para inhibir Vibrio spp. resistentes a
antibiéticos aislados de Litopenaeus vannamei.
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ll. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Bases teoricas.

2.1.1. Manglares del Peru

Los manglares en Peru se distribuye principalmente en los departamentos costeros
mas septentrionales: Tumbes y Piura, siendo Tumbes la regiébn con mayor
extension, con aproximadamente 4 541 hectareas, en comparacién con sélo 300
hectareas registradas en Piura (Ordinola, 2022; Ordinola-Zapata et al., 2020). El
manglar tumbesino incluye zonas protegidas como es el Santuario Nacional Los
Manglares de Tumbes, con un area de 2972 ha y zonas no protegidas como Puerto
Pizarro, en el cual se realizan diversas actividades humanas, que incluye entre
otros la acuicultura de langostinos (Moran & Hidalgo, 2018; Ordinola-Zapata et al.,
2019).

Los manglares en todo el mundo estdn amenazados por la contaminacion por
diferentes tipos de poluentes, como metales pesados, microplasticos, compuestos
disruptores endocrinos (EDCs), productos farmacéuticos y de cuidado personal
(PPCPs), poluentes organicos persistentes (POPs), hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs) e incluso antibidticos. Estos Ultimos son considerados
contaminantes emergentes en estos ecosistemas (Deng etal., 2021; Maiti &
Chowdhury, 2013; Zheng et al., 2021).

2.1.2. Polucién asociada a antibidticos

La industria de antibiéticos ha experimentado un aumento en su produccién
considerable, con grandes cantidades de antibiéticos veterinarios fabricados en los
Estados Unidos y China. La elevada produccion de estos aunados a que una parte
significativa de estos no se metaboliza en los animales y personas (entre 25% y
75% de los antibidticos se excretan sin metabolizar), lo que conduce a incrementar,
en los ecosistemas receptores naturales, los residuos de antibiéticos (Xu et al.,
2021) y por consiguiente a su contaminacion. Se espera que la produccion de

antibioticos continie aumentando, lo que representa un desafio adicional para el



mundo pues debera enfrentar un nivel mas alto de contaminacion por estas

sustancias (Van Boeckel et al., 2015)

2.1.3. Uso de antibioticos en la acuicultura

El crecimiento acelerado de la acuicultura impulsada por la necesidad de suplir
alimentos de origen acuatico, aunado a su intensificacion y globalizacién ha
propiciado la emergencia de nuevas enfermedades que atacan a los organismos
acuaticos cultivados, principalmente por bacterias gram negativas; por ello se ha
incrementado el uso de antibiéticos, dadas las caracteristicas de los animales en
cultivo y del medio acuético, en el que es impractico tratar de medicar solo a los
organismos enfermos, sino que el antibiotico debe ser aplicado al alimento de
manera que alcance a los animales enfermos e incluso a los sanos, es por ello que
se puede dar algunas veces una sub dosificacion; sin embargo, los antibiéticos en
el medio acuatico se aplican en dosis superiores a las aplicadas en el medio
terrestre, esto puede darse de manera desproporcionada, como es el caso del
cultivo del salmén en Chile, en que se han empleado hasta 660 g de antibiéticos
por cada tonelada de salmén producida (Bondad-Reantaso et al., 2023; Hossain
et al., 2022).

El cultivo de langostinos L. vannamei, de igual manera, ha mostrado un notorio
crecimiento en los ultimos afios debido a la alta demanda a nivel mundial. Sin
embargo, también se ha incrementado las enfermedades originadas por diversos
patdégenos las cuales periédicamente producen brotes epidémicos, de los cuales el
mas reciente fue el sindrome de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) que
es originada por bacterias del género Vibrio (Flegel, 2019). En el tratamiento de
estas enfermedades, se ha utilizado habitualmente florfenicol, enrofloxacina y
oxitetraciclina (Varela-Mejias & Alfaro-Mora, 2018).

Los langostinos reciben antibidticos a través del alimento balanceado; la lixiviacién
del farmaco, el alimento medicado no consumido asi como las excretas de los
langostinos en los que se pueden expulsar entre 25 y 75% del antibiotico,
contribuyen a acumular en los sedimentos los residuos antibioticos, lo que puede
promover la seleccion de cepas bacterianas que resisten o incluso multirresisten a

los antibidticos (Santiago et al., 2009).
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2.1.4. Enfermedades causadas por Vibrio

Una serie de enfermedades son originadas por bacterias Vibrio spp., de manera
genérica se denominan vibriosis, estas han provocado mortalidades elevadas en
los cultivos de L. vannamei, resultando en pérdidas economicas a nivel global de
miles de millones de dolares, segun datos del Banco Mundial en 2014 (World Bank,
2014).

Las cepas de este género son principalmente oportunistas, se encuentran
comunmente en las branquias, el intestino y el exoesqueleto de langostinos. Estas
pueden ingresar a través de heridas y causar manchas oscuras en el exoesqueleto
de los langostinos. El intestino medio, que alberga la glandula digestiva o
hepatopancreas, es otro 6rgano afectado por estas bacterias, que pueden ingresar
a través del agua, los alimentos o los sedimentos (Morales-Covarrubias, 2008).
Una de las enfermedades provocadas por Vibrio spp. es la enfermedad de la
necrosis hepatopancreética aguda (AHPND), que ha causado graves pérdidas en
la industria de la cria de langostinos. Esta enfermedad se manifiesta con altas tasas
de mortalidad en todas las etapas del cultivo, desde la pre-cria hasta el engorde. El
agente etioldgico de esta enfermedad correspondié a ciertas cepas de Vibrio
parahaemolyticus que poseen como parte de su genoma un pladsmido que porta
genes denominados PirAB, los que codifican una toxina que destruye las células
del hepatopancreas y desencadenan el sindrome, fueron el primer agente etiologico
identificado para dicha enfermedad; pero, posteriormente, se descubrié que otras
cepas de Vibrio como V. campbellii, V. harveyi, V. owensii y V. punensisse también
portaban este plasmido y producian la misma toxina (Aranguren et al., 2020; Soto-
Rodriguez et al., 2024; Williams et al., 2017)

2.1.5. Resistencia antibiotica de Vibrio en el cultivo de langostino

La resistencia antibiética se origina a través de mutaciones en los genes que
codifican las dianas de los antibidticos, proteinas o enzimas que participan en las
vias metabolicas en las que actuan los antibidticos, o incluso en las bombas de
eflujo que expulsan activamente el antibidtico del citoplasma. Una vez que un gen
ha mutado y se ha convertido en un gen de resistencia antibibtica, puede
transmitirse tanto vertical como horizontalmente, lo que facilita la propagacion de la

resistencia a los antibiéticos entre las comunidades microbianas acuaticas,
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incluyendo las bacterias patdgenas para los humanos (Magiorakos et al., 2012;
Pepi & Focardi, 2021).

2.1.6. Actividad antimicrobiana de bacterias &cido lacticas

Los probidticos son utilizados en la produccion animal, incluyendo la acuicultura,
estas son cepas microbianas beneficiosas, en el caso de las bacterias pueden
corresponder a diversos grupos, como las bacterias acido lacticas (BAL), Vibrio,
Pseudomonas y Bacillus. Las BAL son bacterias bacilares gram positivas no
esporulantes, inmoviles y, fundamentalmente, capaces de fermentar carbohidratos
y producir acido lactico. Se ha demostrado que estas bacterias pueden colonizar
rapidamente el intestino, competir eficazmente por espacio y nutrientes, inhibir a
muchos patégenos y modular el sistema inmune del hospedero al estimular la
sintesis de enzimas como la superoxidasa, fenoloxidasas y peroxinectinas (Pérez-
Sanchez et al., 2014; Quispe et al., 2020).

2.1.7. Uso de bacterias acido lacticas en la acuicultura

Las BAL se usan ampliamente para combatir enfermedades infecciosas originadas
por diversas bacterias y que afectan a la acuicultura; Pérez-Sanchez et al. (2014)
mencionan que en numerosos estudios se han empleado bacterias del género
Lactobacillus spp. y Carnobacterium spp. en la acuicultura para tratar diversas
enfermedades bacterianas en peces y langostinos. Asi se han utilizado L.
carnarum; para inhibir Vibrio algynoliticus en el langostino (Litopenaeus vannamei).
L. rhamnosus y L. sakei para tratar la enfermedad originada en la trucha arcoiris
(Oncorhychus mykiss) por Aeromonas salmonicida a; Carnobacterium inhibens
para inhibir Vibrio anguillarum y Aeromonas salmonicida en la trucha O. mykis, asi
como para inhibir Vibrio spp. en el rodaballo Scophtalmus maximus. Lactobacillus
plantarum ha demostrado ser eficaz contra Aeromonas salmonicida en la trucha
Salmo trutta y contra Vibrio spp. en el pez Scophthalmus maximus.
Adicionalmente, los estudios de Tinoco et al. (2023), Huynh et al. (2019), Tank et al.
(2018) y Sha et al. (2016) han demostrado la capacidad inhibidora de cepas de BAL
tales como Enterococcus faecium, L. pentosus, L. plantarum sobre Vibrio spp. en

el langostino L. vannamei.
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2.1.8. Fitobiodticos

Los fitobiéticos son productos o compuestos derivados de plantas que pueden tener
beneficios en la salud animal e incluso en la salud humana. Los fitobi6ticos se
obtienen de vegetales como frutas, hierbas, legumbres y aceites esenciales.
Pueden ser utilizados como plantas enteras o mas comunmente extrayendo sus
compuestos bioactivos, que incluyen entre otros, compuestos fendlicos,
carotenoides y alcaloides. Las caracteristicas de los fitobidticos se determinan
segun la presencia de estos compuestos bioactivos. Por ejemplo, la existencia de
compuestos fendlicos en los fitobidticos puede contribuir a su propiedad
antioxidante. Ademas, se ha informado que los fitobibticos tienen otras notables
caracteristicas, como propiedades anti-inflamatorias y antimicrobianas. Por ello, se
emplean ampliamente en la produccion animal como promotores del crecimiento y
de la produccion (Kari et al., 2022).

Numerosas plantas contienen compuestos metabdlicos que pueden utilizarse con
fines medicinales como lignanos, lactonas, limonoides, melicianinas,
simarubalidanos, terpenoides, quinonas, cumarinas, flavonoides, taninos,
alcaloides entre otros. Aunque la proporcion de tales compuestos en la planta
puede variar de acuerdo a la parte de la planta, la zona geografica y el tiempo de
cosecha (Mohammadi & Kim, 2018; Prieto et al., 2005)

Algunas investigaciones muestran que los extractos obtenidos de diversas plantas,
entre las cuales se mencionan a Thymus vulgaris (tomillo), Salvia officinalis (salvia),
Lavandula angustifolia (lavanda), Hyssopus officinalis (hisopo), Ocimum basilicum
(albahaca), Melissa officinalis (balsamo), Origanum vulgare (orégano) vy
Azadirachta indica (neem) tienen un fuerte poder antibacteriano, por lo que
representarian una buena alternativa a los antibiéticos en la acuicultura del
langostino (Aguirre et al., 2021; Campoverde, 2015).

En la regiébn de Tumbes, existen numerosas plantas con propiedades fitobidticas
antimicrobianas que podrian reemplazar a los antibioticos en el cultivo de L.
vannamei; plantas, como A. indicay O. vulgare que han demostrado tener actividad
antimicrobiana contra Vibrio y otras bacterias Gram negativas (Aguirre et al., 2021;

Banerjee et al., 2013; Kannappan et al., 2018).
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2.1.9. Uso de neem y orégano como fitobioticos

Azadirachta indica, conocido como neem, es un arbol de la familia Meliaceae que
se ha utilizado en la medicina tradicional para tratar enfermedades de la piel, como
antipirético, diurético, antiséptico, antitumoral, inductor de interferébn y agente
antibacteriano. El aceite esencial del neem contiene numerosos compuestos
bioactivos, como azadiractina, gedunina, isomargolonona, margolona, nimbidina,
nimbina, nimbolida y salanina, que le confieren propiedades antibacterianas,
antivirales, antifingicas, repelentes de insectos y anticancerigenas, entre otras
(Ghosh et al., 2016).

El aceite esencial de neem ha mostrado ser tan efectivo como ciertos antibiéticos,
como la tetraciclina, ampicilina y ciprofloxacina, contra patdégenos como
Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7, Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, Alcaligenes
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida y Vibrio
parahaemolyticus (Ghosh et al., 2016), Salmonella paratyphi y Salmonella typhi (Al
Akeel et al., 2015), asi como contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(MRSA) (Quelemes et al., 2015).

El orégano (Origanum vulgare) es otra planta que se ha utilizado como fitobiético
debido a que contiene flavonoides, alcoholes alifaticos, fenoles (timol y carvacrol),
acidos fendlicos (cafeico, rosmarinico y clorogénico), taninos, compuestos
terpénicos y derivados del fenilpropano. Su aceite esencial tiene propiedades
antimicrobianas contra bacterias ya sean del grupo de las Gram positivas o de de
las Gram negativas, debido a su accion en los fosfolipidos de la membrana celular
bacteriana. Son efectivos contra diversos patégenos entre los que se mencionan a
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella

typhinurium, (Aguirre et al., 2021; Campoverde, 2015).
2.2. Antecedentes
Algunas investigaciones que emplearon bacterias acido lacticas para combatir

Vibrio spp. en langostinos Litopenaeus vannamei se resumen a continuacion:

Sha etal. (2016), investigaron la capacidad probiética de BAL, incluida

Lactobacillus pentosus, contra Vibrio spp. aisladas a partir de Litopenaeus
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vannamei. Los tratamientos consistieron en cepas de bacterias acido lacticas solas
o combinadas: T1 (Enterococcus faecium), T2 (L. pentosus cepa HC-2), T3 (cultivo
mixto de E. faecium y L. pentosus cepa HC-2), T4 (control sin cepas bacterianas
probiéticas), T5 (polimixina B, control positivo) y T6 (caldo Man Rogosa Sharpe o
MRS sin cepas bacterianas, control negativo). El experimento se llevo a cabo in
vitro empleando la técnica de difusion en pozo de agar. L. pentosus HC-2 demostré
una alta actividad probidtica contra cepas de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
harveyi, lo que lo convierte en una posible alternativa para controlar a Vibrio spp.

en Litopenaeus vannamei.

Huynh et al. (2019), llevaron a cabo un experimento en el que combinaron la BAL
probidtica Lactobacillus plantarum con tres prebidticos: fructooligosacarido,
galactooligosacarido y manano oligosacarido. La combinaciéon de L. plantarum y
galactooligosacarido se evaludé en términos de crecimiento, conteo de Vibrio spp.
en el tracto intestinal y produccion de enzimas digestivas. Aunque esta combinacion
no aumento el crecimiento de los langostinos, permitié a los langostinos producir
mas &acido lactico y proteasas. Ademas, incrementé la actividad de la leu-
aminopeptidasa y p-galactosidasa, mientras que redujo el conteo de Vibrio spp.
Esto demostr6 la utilidad de esta combinacion como probiético en el cultivo de
langostinos.

Delgado-Diaz et al. (2022), evaluaron 40 cepas de BAL probidticas nativas aisladas
de langostinos Litopenaeus. vannamei. Dos cepas, Lactobacillus paracasei (E91) y
Lactococcus lactis (E33), cumplieron con los requisitos necesarios para ser
utilizadas como probidticos. Estas cepas se probaron en un ensayo a nivel de
campo, donde se compararon con un biorremediador comercial y un probiotico
comercial. In vitro, Lactobacillus paracasei E91 y Lactococcus lactis E33
demostraron inhibir a Vibrio spp. La combinacion de las cepas BAL y el
biorremediador mejoro la calidad del agua de cultivo, asi como aumento la

supervivencia y el rendimiento de los langostinos en el cultivo.

En relacion a investigaciones realizadas en Tumbes sobre BAL nativas usadas
como probidticos en el cultivo de langostino, la literatura cientifica es limitada. No

obstante, se encontrd un estudio realizado por Tinoco et al. (2023), que evalud las
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propiedades probiéticas de bacterias acido lacticas (BAL) nativas aisladas del
langostino blanco L. vannamei contra cepas de Vibrio spp., resistentes o sensibles
a antibidticos, tanto in vitro como in vivo. Se observo que in vitro las cepas BAL:
F1L, F3L y C1L, inhibieron todas las cepas de Vibrio spp.. Ademas, in vivo, las
cepas C1L y F1L inhibieron el crecimiento de Vibrio spp. evidenciado por el menor
namero de colonias que se hallaron de esta bacteria en el hepatopancreas de los
langostinos, las cepas de BAL también aumentaron la supervivencia, indicando que
son capaces de ejercer actividad probidtica contra Vibrio spp.

Respecto a estudios sobre el uso de extractos de neem y de orégano contra Vibrio

spp. en el cultivo de langostinos, se tiene:

Banerjee et al. (2013), investigaron en cultivos de langostinos en la India, el efecto
evaluado mediante dos parametros, por un lado la concentracién inhibitoria minima
también denominada MIC, y por otra parte, la concentracion bactericida minima
también llamada MBC, que el extracto obtenido a partir de las hojas de Azadirachta
indica tuvo en cepas de Vibrio algynoliticus y V. parahaemolyticus. Para este
propésito, obtuvieron extracto acuoso y el jugo de las hojas del vegetal, que
aplicaron a cultivos de estas bacterias. Descubrieron que la MIC para V.
algynoliticus fue de 6,25% y para V. parahaemolyticus de 3,13%; en tanto que la
MBC fue de 25% y 12,5% respectivamente. En conclusion, las hojas de neem

preparadas como jugo mostraron efectividad en inhibir a Vibrio spp.

Morales-Covarrubias et al. (2016), investigaron la eficacia, evaluada mediante la
concentracion inhibitoria minima (MIC) y la medicién de los didmetros de los halos
de inhibicién (HI), de extractos acuosos de plata coloidal, orégano y neem en el
crecimiento de cepas de V. parahaemolyticus que se aislaron de langostinos L.
vannamei cultivados en agua con 5 %o de salinidad. Respecto a la actividad de los
extractos vegetales, estos tuvieron una MIC equivalente a 62,50 mg/ml y un Hi
maximo de 19 mm. En tanto, que se observé una MIC de 2 mg/ml en el caso de la
plata coloidal, con un HI maximo de 18,8 mm. Lo cual mostré la eficacia de estos

extractos vegetales como agentes antimicrobianos.
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Gracia-Valenzuela et al. (2014), estudiaron los efectos de la incorporacion de
orégano en forma de aceite esencial en la dieta del langostino Litopenaeus
vannamei que fueron infectados con una dosis de 108 UFC/ml de Vibrio cholerae,
V. vulnificus y V. parahaemolyticus. Se evalud la carga de Vibrio en el tejido
muscular del langostino. Los resultados mostraron un aumento en la cantidad de
bacterias en el tratamiento control, en el que no se aplico el aceite esencial en su
dieta, mientras que en los tratamientos en que si se aplico, la cantidad de bacterias
disminuyd. Se concluyé que aplicando diariamente el aceite esencial se logro

eliminar a Vibrio spp. en los langostinos cultivados.

Campoverde (2015), evaluo los efectos del orégano (O. vulgare) y de la hierba luisa
(Aloysia triphilla) en cepas del género Vibrio presentes en el agua de estanques de
cultivo langostinos. Para llevar a cabo este estudio, se preparé una infusion 1:1
(w/v) de la planta en agua hirviendo. Se utilizaron 21 acuarios de 2 litros y se
aplicaron tres volumenes de la infusion: 6, 8 y 10 ml. Se analiz6 la carga de Vibrio
en el agua a las 12, 24 y 48 h, sembrando 10 yl de la misma en agar tiosulfato
citrato bilis sacarosa (TCBS), y contando las colonias bacterianas luego de 24 horas
de incubacion. Los resultados mostraron que Vibrio spp. tuvieron un crecimiento

menor con las infusiones de Origanum vulgare y de Aloysia triphilla.

Por ultimo, respecto a la utilizacion del orégano y neem contra Vibrio spp. obtenidos

a partir de langostinos de cultivo en Peru, existe un Unico antecedente:

Aguirre etal. (2021), investigaron la capacidad de extractos tanto de neem
(Azadirachta indica) y orégano (O. vulgare) para inhibir a Vibrio spp. resistentes a
antibioticos obtenidos de Litopenaeus vannamei. Se aislaron 14 cepas de Vibrio a
partir de langostinos de cultivo de Ecuador. Ademas, obtuvieron una donacién de
14 cepas adicionales de langostinos cultivados en Tumbes. Se determiné la
resistencia de las cepas de Vibrio spp. frente a antibiéticos, luego se determiné su
sensibilidad, ante extractos acuosos, alcohdlicos y extractos purificados usando
soxhlet y rotaevaporador de orégano y neem. Al ensayar estos extractos contra
cuatro cepas de Vibrio, dos de ellas resistentes y dos multirresistentes a
antibioticos, se determin6 que los extractos alcohdlicos o acuosos de orégano y

neem, no lograron inhibir ninguna de las cuatro cepas probadas. Sin embargo, el
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extracto purificado mediante soxhlet y rotaevaporador de neem, al ser aplicado sin
dilucion, fue capaz de inhibir al 25% de las cepas resistentes a antibidticos,

demostrando asi tener un efecto inhibidor prometedor.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugary periodo de ejecucion de la investigacion

La recoleccion de muestras para la obtencion de cepas bacterianas se realizé entre
marzo y diciembre de 2024. El aislamiento y los ensayos de inhibicion in vitro se
realizaron en la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar (FIPCM) de la
Universidad Nacional de Tumbes, especificamente en el Laboratorio de
Microcultivos asi como en el de Biologia Molecular.

Los ensayos de inhibicién in vivo se llevaron a cabo en el Laboratorio de Acuicultura
Il de la FIPCM.

3.2. Tipoy disefio de investigacion
La investigacion correspondié al tipo aplicado y respecto a su disefio de

investigacion se trat6 de una experimental.

3.3. Poblacion y muestra de estudio

Poblacién. Correspondié a las cepas de BAL y de Vibrio presentes en los
langostinos (Litopenaeus vannamei) provenientes del manglar de Tumbes asi como
de una empresa langostinera de la zona de Puerto Hualtaco (Ecuador), en el afio
2024.

Muestra. La muestra estuvo compuesta por las cepas que se pudieron aislar a
partir de 40 langostinos (20 silvestres y 20 de cultivo) que incluyeron tanto

ejemplares saludables como presuntivamente enfermos.

3.4. Lugar derecoleccién de las muestras.
Los langostinos silvestres fueron recolectados por pescadores artesanales en los
canales de marea de dos zonas del manglar: Puerto Pizarro asi como la

desembocadura del rio Tumbes.



En el caso de los langostinos provenientes de cultivo, estos fueron donados por
una langostinera de Puerto Hualtaco (Ecuador), e incluyeron ejemplares saludables

asi como presuntamente afectados por vibriosis.

3.5. Recoleccion de la muestra langostinos silvestres y de cultivo

Diez langostinos silvestres (L. vannamei). fueron capturados por un pescador y
transportados en baldes con agua del lugar de colecta. Se aseguré el suministro de
aire con un aireador portatil, los ejemplares fueron transportados hasta el

Laboratorio de Microcultivos de la FIPCM, donde se llevé a cabo su procesamiento.

3.6. Obtencién de muestras de hepatopancreas e intestino para el cultivo
bacteriano

Los datos de los langostinos recolectados fueron registrados en un formato,
incluyendo tanto las caracteristicas externas, como heridas, color y erosiones, asi
como su peso Yy longitud.

Cada langostino fue sacrificado de manera humanitaria, reduciendo
progresivamente la temperatura de su cuerpo al afiadir hielo al agua en la que se
encontraba. Tras su muerte, se obtuvo una porcion de su hepatopancreas
equivalente a 0,1 g, asi como su intestino completo. Finalmente, los tejidos fueron
triturados en microtubos de 1,5 ml con maceradores metélicos previamente
esterilizados. Una vez triturado el tejido, se incorporo solucion salina al 2,5% hasta

completar 1ml de volumen.

3.7. Aislamiento de Vibrio spp.

Se realizaron diluciones, de los tejidos de intestino y hepatopancreas, en el rango
de 10°a 1074, Se tomaron 20 pl de indculo de las diluciones 102, 1023y 10, Luego
se sembraron en una placa Petri con agar HiCrome Vibrio. Las placas se sellaron

con cinta parafilm y se incubaron por 24 horas a 37 °C en posicién invertida.

3.8 Aislamiento de cepas de bacterias acido lacticas

Para el aislamiento de las BAL, se siguié la metodologia de Quispe et al. (2020)
con algunos cambios. El intestino se trituré con caldo Man Rogosa Sharpe (MRS)
estéril y se dejo incubar durante 24 horas a 37 °C. Culminado el periodo de
incubacion, se sembraron 50 pl con un asa de Drigalsky en una placa Petri que
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contenia agar MRS. Finalmente, las placas se sellaron con parafilm y fueron

incubadas en posicién invertida a 37 °C durante 48 horas.

3.9. Purificacion de colonias.

Las cepas bacterianas que crecieron tanto en el medio HiCrome Vibrio como en
MRS fueron seleccionadas, eligiendo las colonias mas representativas. Estas se
subcultivaron por agotamiento en placas con medio agar tripticasa soya (TSA),
luego se sellaron con cinta parafilm y se dejaron incubar por 24 horas a 37 °C.
Posteriormente, para cada colonia se evalu6 su morfologia y se consideraron puras

aguellas que presentaron la misma forma, tamafio y color.

3.10. Conservacion de cepas bacterianas.

Se tomaron microtubos de 1,5 ml con 1 ml de caldo tripticasa soya (TSB). En cada
uno de ellos se colocé una colonia de las cepas puras correspondientes a Vibrio y
BAL. Los microtubos se colocaron en la incubadora durante 24 h a 37 °C. Luego de
que se produjo el crecimiento de las cepas en los tubos, se preparé un microtubo
de 1,5 ml adicional para cada cepa, para realizar una réplica de respaldo. En ese
nuevo microtubo se coloc6 950 pl de caldo TSB y 50 pl de la suspension bacteriana
de la primera siembra. Se incubaron por 24 h a 37 °C; luego, se afadio glicerol
hasta una concentracién final de 15 % y se conservdo a -30 °C en una

ultracongeladora.

3.11. Resistencia antibiotica de cepas de Vibrio spp.

Las cepas conservadas se reactivaron y sembraron cada una de ellas en un
microtubo con 1 ml en caldo TSB, los cuales se colocaron a incubar por 24 h a
37 °C. Las bacterias que mostraron crecimiento se centrifugaron a 10 000 xg por 3
minutos para obtener un pellet bacteriano. Luego, se realizaron los lavados en
solucion salina al 2,5% con la finalidad de estandarizar la cepa a una densidad
equivalente a 0,5 en la escala de MacFarland (equivalente a 1,5 x 108 cél./ml). Se
tomd 100 pl de la cepa estandarizada, se coloco en una placa Petri conteniendo
agar Mueller-Hinton y se esparcio por toda la superficie con un asa de Drigalski.
Una vez que estuvieron sembradas las cepas en las placas petri, se aplicaron los
discos de antibidticos comerciales correspondientes a 10 antibidticos de 7 familias,

segun se aprecia en la tabla 1.
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Tabla 1

Lista de antibioticos empleados en el ensayo in vitro contra Vibrio spp.

Familia Antibiético Dosis (ug)
Aminoglucésidos Gentamicina 10
Fenicoles Florfenicol 25

Cloranfenicol 30
Fosfonatos Fosfomicina 50
Penicilinas Ampicilina 10
Quinolonas Norfloxacina 10
Enrofloxacina 5
Acido nalidixico 30
Tetraciclinas Tetraciclina 30
Oxitetraciclina 30

Una vez incubadas las placas, se procedié a medir con una regla el diametro del
halo de inhibicion. También se compararon los didmetros contra los puntos de corte

para Vibrio spp. como se muestra en la figura 1.

Figura 1
Puntos de corte para determinacion de resistencia de Vibrio spp. a varios
antibioticos
Oxitstraciclina (Otc 30 pg) 3 —
Tetraciclina (Tet 30 pg) 3 —
Azitromicina (Azm 15 ug) 3 E
Acido nalidixico (Nal 30 pg) | —
Ampicilina (Amp 10 ug) ] E
Fosfomicina (Fos 50 ug) ] —
Cloranfenicol (Clor 30 g) ] ——
Estreptomicina (Str 10 ug) . E
Gentamicina (Gen 10 ug) 3 E

01 2 3 4 5 868 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Punto de quiebre (mm)

<+—] Sensible Intermedio F—— Resistente
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Una vez determinada la sensibilidad o resistencia de cada cepa de Vibrio spp. a los
antibioticos, se calcul6 el indice de resistencia a multiples antibioticos (MAR) con la
formula:

MAR = RAN/TAN

Donde:

RAN = cantidad de antibiéticos a los que es resistente la cepa bacteriana

TAN= Cantidad total de antibioticos

También se determin® su multirresistencia antibiotica, cuando fue resistente al

menos a un antibiético de al menos tres familias antibidticas.

3.12. Efecto inhibitorio in vitro de las bacterias acido lacticas

El efecto inhibitorio de las bacterias acido lacticas se determin6 empleando la
metodologia de Lamari et al. (2014) y Reboucgas et al. (2011), consistente en un
ensayo de difusion en pozo de agar con algunas adaptaciones:
Se estandarizé la cepa de Vibrio spp. a la escala de MacFarland 0,5, se sembraron
100 ul de la cepa en una placa Petri que contenia agar Mueller-Hinton y se dejo
reposar durante 10 minutos. Se reactivé la bacteria acido lactica en caldo TSB; una
vez que hubo crecido, se procedi6é a tomar 1 ml del cultivo con una jeringa de 5 ml
a la cual se afiadi6 un filtro de membrana de Polietersulfona (PES) con un tamafio
de poro de 0,22 um, con la finalidad de retener las bacterias y obtener en el liquido
filtrado el secretoma (sustancias secretadas naturalmente por las bacterias, que
pueden incluir compuestos antibacterianos). a continuacion, se procedié a
construir, en el agar, los pozos de 6 mm de diametro con una jeringa de 1 ml a la
que se le removid la punta con un bisturi cada pozo se le adicionaron 30 pl del
secretoma obtenido de la bacteria &cido lactica. Cada cepa de Vibrio se sembro en
tres placas petri en las que se hizo el ensayo con los secretomas de las BAL,;
ademas, se emplearon discos de papel filtro previamente esterilizado como control
negativo, a los cuales se les afiadié solucién salina al 2,5%. Como control positivo,
se utilizo un disco con el antibiotico al que la cepa de Vibrio spp. fue mas sensible.
Las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C. Finalmente, se midieron los

didmetros de los halos de inhibicion con una regla.
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3.13. Efecto inhibitorio in vitro de los extractos de neem y orégano.

Se estandarizé la cepa de Vibrio spp. a la escala de MacFarland 0,5, se sembraron
100 pul de la cepa en una placa Petri que contuvo agar Mieller-Hinton, luego se dej6
reposar durante 10 minutos. A continuacién, se emplearon discos de papel filtro de
6 mm esterilizados, a los que se les agrego los extractos vegetales en diferentes
concentraciones (diluciones desde 10° hasta 1073); los extractos fueron diluidos en
alcohol. Cada cepa de Vibrio se sembr6 en tres placas petri en las que se hizo el
ensayo con los extractos vegetales; ademas, se emplearon discos de papel filtro
previamente esterilizados como control negativo, a los cuales se les afiadio solucion
salina (2,5% de NaCl). Como control positivo, se utilizé un disco con el antibiético
al que la cepa de Vibrio spp. fue mas sensible. Las placas se incubaron durante 24

h a 37 °C. Finalmente, se midieron los halos de inhibicién con una regla.

3.14. Ensayo de inhibicién in vivo

Se evalué el efecto inhibitorio in vivo de bacterias probioticas y extractos vegetales.
Las cepas elegidas y las concentraciones de los extractos se seleccionaron segun
los siguientes criterios:

A) En el caso de las cepas de bacterias acido lacticas, se seleccioné la que mejor
efecto inhibitorio obtuvo en el ensayo in vitro, al igual que las cepas de Vibrio spp.
contra las que tuvieron mejor efecto.

B) En cuanto a los extractos, se eligio la concentracién que mayor efecto inhibitorio
obtuvo en el ensayo in vitro.

Las cepas de BAL seleccionadas fueron LCL-4, LCL-23, y LCL-18; mientras que
las concentraciones de los extractos vegetales de neem y orégano que se
emplearon fueron al 2,5, 5, 10 g por cada kilogramo de alimento.

Se realiz6 el ensayo en dos fases, en la primera se evaluo el efecto de las cepas
de BAL en el control de Vibrio spp. in vivo y en la segunda fase se hizo con los
extractos de neem y orégano. En la primera fase se emplearon 12 acuarios de 60
[, en el caso de la segunda fase se emplearon 21 acuarios de 60 |. En cada acuario
se colocaron 13 langostinos juveniles que fueron aclimatados previamente durante
una semana, los cuales fueron infectados.

La infeccion experimental se realizé preparando una mezcla de las cuatro cepas de
Vibrio spp. seleccionadas. Estas se hicieron crecer en caldo TSB hasta alcanzar

una concentracion superior a la del estandar 0,5 de MacFarland. En el caso de la
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cepa 25, obtuvo una densidad optica (OD) de 1,80; para la cepa DRTS-49, se
observo una OD de 2,19; para la cepa DRTS-78, una OD de 1,89; y para la cepa
DRTS-50, una OD de 2,94. En base a las OD de las cuatro cepas se calcularon los
volimenes de cultivo necesarios para obtener concentracion de 1,5 x 108 para el
mix de bacterias, en el caso de la otra fase, la cepa 25 present6 una densidad 6ptica
de 2,00 (OD); la cepa DRTS-49 mostro una OD de 1,74, la cepa DRTS-78, una OD
de 1,53; y DRTS-50, una OD de 1,42. En este caso, también se realiz6 el célculo
para ajustar la concentracion 1,5 x 108 para el mix de la infeccién.

Para el ensayo, se utilizaron langostinos juveniles que fueron aclimatados durante
una semana. Se tomdé una muestra de langostinos de cada acuario, los que fueron
sacrificados para determinar la carga de Vibrio spp. en sus hepatopancreas. La
infeccion de los langostinos se realizé mediante inmersion, por 10 min, en agua en
la que se aplico el mix de cepas de Vibrio spp. a una concentracion de 10 UFC/m.
Posteriormente, se distribuyeron en acuarios de 70 litros, colocandose 13
langostinos por acuario. Se tomd una muestra al azar de langostinos de cada
acuario para realizar un analisis microbiolégico, con la finalidad de asegurarse de
gue la infeccién tuvo éxito.

En cuanto a la preparaciéon del tratamiento, se utilizé alimento balanceado que se
suplementd con extractos vegetales. Se siguid la metodologia basada en la
preparacion de soluciones etandlicas, utilizando concentraciones del 2,5, 5y 10 g
de extracto por kilogramo de alimento. Luego de ello, se dejo secar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Ademas, se le afiadié aceite de pescado, a una dosis
de 10 g/kg, con la finalidad de evitar enmascarar el olor de los extractos. Un dia
después de la infeccion, se procedié a medicar con los tratamientos propuestos.
Este ensayo se llevo a cabo durante 15 dias. Ademas, se registraron las tasas de

supervivencia, el peso y la carga de Vibrio spp.

3.15. Identificacion molecular de las cepas bacterianas

Las cepas del ensayo in vitro e in vivo, candidatas a probioticos, y los posibles Vibrio
Spp. ya puros se reactivaron en caldo TSB durante 24 h a una temperatura de 37
°C. Luego de ello, se extrajo el ADN utilizando el protocolo de extraccién con fosfato
buferado salino (PBS). A continuacion, se realizo la amplificacion de un fragmento
del gen 16S ARNI, el cual fue enviado a secuenciar a una empresa en el exterior.

Finalmente, una vez recibidas las secuencias, se procedi6 a depurarlas y establecer
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secuencias de consenso entre las cadenas secuenciadas correspondientes a cada
cepa bacteriana. Las secuencias de consenso se usaron para realizar busquedas
en las bases de datos de SILVA (https://www.silva.de) y GenBank (en este ultimo
caso se utilizé el software en linea Nucleotide Blast) para determinar la especie a

la que perteneci6 cada cepa.

3.16. Plan de procesamiento y analisis de datos

Se prepararon tablas en las que se resumié las variables investigadas tales como
peso y longitud de los langostinos; caracteristicas fenotipicas e identificacion
molecular de las cepas de Vibrio spp. y BAL ademas de la resistencia antibiética de
las cepas de Vibrio spp.

En el ensayo in vitro, se llevaron a cabo varios experimentos siguiendo un disefio
completamente aleatorio (DCA). Se tuvieron 11 tratamientos, cada uno de ellos
correspondio a una de las 11 cepas de BAL gue se aplicaron como sobrenadante,
gue consistieron en cepas de este grupo presentes en el intestino de langostinos
que mejor resultado tuvieron contra las cepas de Vibrio spp. también se
seleccionaron seis cepas de Vibrio spp. para el desafio. Cada tratamiento tuvo tres
repeticiones consistentes cada una en una placa Petri con una cepa de Vibrio spp.
El control positivo consistio en el antibiético al que la respectiva cepa de Vibrio spp.
fue mas sensible en el ensayo in vitro, y el control negativo fue una solucion de
NaCl al 2,5%. La evaluacion se baso en la medicion de los diametros de los halos
de inhibicién alrededor de los pozos en el agar de las placas Petri.

En el caso de los extractos vegetales, se probaron cinco diluciones (desde 10°
hasta 104) para cada extracto. Estas diluciones se ensayaron contra las mismas
ocho cepas de Vibrio spp. mencionadas anteriormente.

La evaluacion estadistica se llevo a cabo mediante andlisis de varianza y prueba
de Tukey, con un nivel de significancia de 5%.

Para el ensayo de inhibicion in vivo, se realizé un experimento bajo un disefo
completamente aleatorio (DCA). En el caso de las BAL, se seleccionaron las cepas
entre las que mayor inhibiciéon contra Vibrio spp. mostraron en el ensayo in vitro.
Estas cepas se ensayaron contra las cepas de Vibrio spp. que mas inhibieron in
vitro. Se tuvieron cuatro tratamientos, cada uno de ellos consistié en una cepa de
BAL aplicada como cultivo o como sobrenadante. Se utilizaron 12 acuarios de 60

litros, el cual se ensayaron tres cepas BAL LCL-4, LCL-23, y LCL-18) cada cepa
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con tres repeticiones (tres acuarios) y control positivo con oxitetraciclina (OTC) con
tres repeticiones (tres acuarios), en los que se colocaron juveniles de L. vannamei
aparentemente sanos, y se aplicaron en el agua las cepas de Vibrio spp.
mencionadas anteriormente. El control positivo consistidé en el antibidtico de
eleccion (oxitetraciclina), y el control negativo no incluyé ningan tipo de medicacion.
La evaluacién se centrd en la supervivencia de los langostinos y el conteo de Vibrio
spp. en el intestino de los langostinos. La evaluacion estadistica se llevé a cabo
mediante analisis de varianza y prueba de Tukey, con un nivel de significancia de
5%.

En el caso de los extractos vegetales, se seleccionaron las dosis que mostraron
mayor inhibicién contra Vibrio spp. in vitro. Estos extractos se probaron contra las
cepas de Vibrio spp. que mas inhibieron in vitro. Se tuvieron siete tratamientos,
cada uno de ellos consistio en una concentracion del extracto predefinida. Se
tuvieron tres repeticiones consistentes en acuarios de 60 litros, en los que se
colocaron juveniles de L. vannamei aparentemente sanos, y se aplicaron en el agua
las cepas de Vibrio spp. mencionadas anteriormente. El control positivo consistio
en el antibidtico de eleccion (oxitetraciclina), y el control negativo no incluyé ningun
tipo de medicacion. La evaluacion se centrd en la supervivencia de los langostinos
y el conteo de Vibrio spp. en el hepatopancreas de los langostinos. La evaluacion
estadistica se llevo a cabo mediante analisis de varianza y prueba de Tukey, con

un nivel de significancia de 5%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracteristicas externas de Litopenaeus vannamei.

En la tabla 2 se muestran los 20 langostinos, tanto silvestres como de cultivo,
recolectados en la zona de la desembocadura del rio Tumbes y en la langostinera
de Puerto Hualtaco (Ecuador). Los langostinos silvestres y de cultivo presentaron
pesos y longitudes promedios estadisticamente similares (p<0,05). Ademas, se
observé que en ambos muestreos predominaron los machos, mientras que en el

15% de los ejemplares no se pudo determinar el sexo por su pequefio tamafo.

Tabla 2
Peso y longitud (Media + DE) de langostinos silvestres y de cultivo colectados en el

manglar de Tumbes.

Longitud
Peso (g) (cm) Sexo (%)
Tipo de (Media £ (Media £
Zonha muestra DE) DE) Macho Hembra Indeterminado
La Langostinos
desembocadura  —2"9 . 3,61x130% 8091002 50 35 15
. silvestres

del rio Tumbes
Langostinera Langostinos 369+1,38 80L+1500 45 40 15

Puerto Hualtaco  de cultivo**

*Muestras de langostinos silvestres se emplearon para el aislamiento de Vibrio spp.

*Muestras de langostinos de cultivo se emplearon para el aislamiento de BAL.

Los langostinos silvestres y de cultivo presentaron tamafos adecuados para la
extraccién de tejidos (intestino y hepatopancreas), lo que facilité la toma de
muestras para realizar la siembra microbiologica. Segun Cesasin (2003), cuando
los langostinos tienen un peso y una longitud mayores a las de las postlarvas, es

mas facil extraer los tejidos.



4.2. Aislamiento de cepas bacterianas en medio de cultivo Hi Crome y MRS
en langostinos silvestres y de cultivo.

En la tabla 3 se presenta el nimero de cepas aisladas de langostinos silvestres y
de cultivo. Para los ejemplares colectados en la zona de la desembocadura del rio
Tumbes, se aislaron 27 cepas del hepatopancreas de los langostinos silvestres en
medio HiCrome Vibrio. Ademas, se aislaron 23 cepas en medio de cultivo MRS
especificos para BAL, a partir de muestras de intestino de langostinos de cultivo

extraidos de la langostinera Puerto Hualtaco (Ecuador).

Tabla 3
Cepas bacterianas aisladas de langostinos silvestres y de cultivo en medio de

cultivo HiCrome Vibrio agar y MRS

Medio de
Zona Muestra  Cantidad  cultivo Caodigo de cepas
La desembocadura del Langostinos 27 HiCrome DRTS-40 a DRTS-78
rio Tumbes silvestres Vibrio
agar

Langostinera Puerto  Langostinos 23 MRS BL-1a BL-16
Hualtaco (Ecuador) de cultivo PL-17 a PL-23

El aislamiento de Vibrio spp. se realizo utilizando el medio selectivo HiCrome Vibrio
agar, disefiado especificamente para favorecer el crecimiento de este género.
Canal etal. (2017) sefialan que este medio contiene sustratos de beta-
galactosidasa que no solo permiten el crecimiento, sino también la diferenciacion
de especies como Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus, V. cholerae y otras, a
través de la coloracion diferencial de sus colonias debido a la presencia de un

sustrato cromogénico.

Por otro lado, se empled el medio de cultivo MRS para el aislamiento de BAL,
disefiado para el crecimiento de este género; asimismo, Chino De La Cruz et al.
(2023) mencionan que este medio es especifico para el crecimiento de bacterias
con potencial probiético como son las BAL, que incluyen géneros como
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus; ademas también pueden crecer cepas

gue no son acido lacticas como Bacillus.
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4.3. Caracterizacion de cepas bacterianas aisladas de langostinos
silvestres en medio de cultivo Hi crome Vibrio agar.

En la tabla 4, se muestra la caracterizacion de colonias, incluyendo la tincion de
Gram en cepas bacterianas aisladas en medio de cultivo HiCrome Vibrio agar, las
cuales presentaron coloraciones lila, crema, turquesa y azul, y que tuvieron
tamafos entre 1,5 mm a 10 mm. Las colonias tuvieron formas circulares y
puntiformes, con borde entero, consistencia cremosa, elevacion convexa y
superficie lisa; por otro lado, las células bacterianas de esas cepas se presentaron
como coco bacilos Gram negativos.

Estas caracteristicas en cuanto a la coloracion son comunes al utilizar un medio
especifico como HiCrome Vibrio agar; pues existen investigaciones como las de
Canal et al. (2017), quienes aislaron cepas de Vibrio spp. en mejillones (Aulacomya
atra) que tuvieron coloraciones verdes azuladas, las cuales mencionaron que
posiblemente se trataron de V. parahaemolyticus, también obtuvieron colonias de
color purpura que se tratarian de las especies V. vulnificus y V. cholerae. Por altimo,
obtuvieron colonias incoloras que se tratarian de V. alginolyticus; asi mismo Pereira
et al. (2007) confirmaron que Vibrio parahaemolyticus se presenta como colonias
de color verde azulado y que V. alginolyticus, como colonias incoloras. EI empleo
de HiCrome Vibrio agar para identificacion de cepas de Vibrio spp. es una estrategia
adecuada pues este medio ha demostrado una mejor sensibilidad y especificidad
en comparacion con los métodos tradicionales, como el cultivo en medio TCBS

como lo precisan Yeung & Thorsen (2016).
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Tabla 4
Caracterizacion de colonias aisladas del hepatopancreas de langostinos silvestres

en medio de cultivo HiCrome Vibrio

Caracteristicas de colonias**

Codigo Color Tamafio (mm) Forma
DRTS-40* Lila 2,5 Circular
DRTS-41 Crema 4,0 Circular
DRTS-42 Crema 2,0 Circular
DRTS-43 Turquesa 1,5 Puntiforme
DRTS-44  Turquesa 4,0 Circular
DRTS-45  Turquesa 1,5 Puntiforme
DRTS-46 Lila 1,5 Circular
DRTS-47  Turquesa 3,0 Circular
DRTS-48 Crema 2,0 Circular
DRTS-49 Turquesa 6,0 Circular
DRTS-50  Turquesa 3,5 Circular
DRTS-51 Crema 1,5 Puntiforme
DRTS-52 Crema 1,5 Puntiforme
DRTS-63  Turquesa 4,0 Circular
DRTS-65 Turquesa 5,0 Circular
DRTS-66 Turquesa 6,5 Circular
DRTS-67  Turquesa 10,0 Circular
DRTS-68 Lila 2,0 Circular
DRTS-69 Lila 5,0 Circular
DRTS-70 Azul 3,5 Circular
DRTS-71 Turquesa 3,5 Circular
DRTS-72 Turquesa 7,0 Circular
DRTS-73 Azul 4,0 Circular
DRTS-74 Turquesa 5,0 Circular
DRTS-75 Turquesa 5,0 Circular
DRTS-76  Turquesa 3,0 Circular
DRTS-77 Azul 3,0 Circular
DRTS-78 Lila 2,0 Circular

* La codificacién de cada cepa se establecio con textos que indicaron la zona de
muestreo, procedencia del langostino y numero correlativo de cepa aislada. Ej.
DRTS-40 (DRT = Desembocadura del rio Tumbes, S = langostino silvestre y 40 =
cepa 40).

** Todas las cepas correspondieron a coco bacilos Gram negativos.
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4.4. Caracterizacion de cepas bacterianas aisladas de langostinos de
cultivo en medio MRS.

En la tabla 5 se muestran 23 colonias aisladas en el medio cultivo MRS, las cuales
fueron identificadas de manera presuntiva como pertenecientes a las bacterias
acido lacticas. Estas colonias mostraron una morfologia redonda y puntiforme, con
una coloracion crema y tamafos que oscilaron entre 0,5 y 4,0 mm. A nivel
macroscopico, las colonias bordes enteros y una elevacion convexa, rasgos
fenotipicos clasicos asociados al crecimiento de bacterias &cido lacticas. Estas
caracteristicas coinciden con lo descrito en la literatura por autores como Quevedo
(2020) y Sanchez etal. (2013), quienes indican que dichas morfologias son
comunes en cepas de este grupo de bacterias.

La identificacion presuntiva se sustentd no solo en las caracteristicas morfoldgicas,
sino también en el uso de un medio de cultivo especifico como el agar MRS,
formulado para estimular el crecimiento de bacterias acido lacticas e inhibir a su
vez el desarrollo de otros grupos bacterianos. En este sentido, Moreira & Mendez
(2024) seinalan la importancia de emplear medios selectivos como MRS para
obtener aislamientos representativos de BAL, especialmente en muestras
complejas como las provenientes de productos acuaticos o ambientes naturales
asociados a crustaceos.

Desde el punto de vista microscépico y bioquimico, las cepas aisladas mostraron
una morfologia compatible con bacilos y cocos Gram positivos, excepto dos cepas
gue resultaron Gram negativas (LCL-5y LCL-10), lo cual podria indicar la presencia
de bacterias contaminando el medio o de géneros diferentes. Ademas, todas fueron
catalasa negativas, una caracteristica distintiva de las bacterias del género
Lactobacillus, ya que este género carece de la enzima catalasa, incluso en
condiciones aerobias, caracteristicas que corresponden a Lactobacillus segun
Sanchez et al. (2013).
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Tabla 5
Caracterizacion y tincion de Gram de cepas bacterianas aisladas en MRS a partir

del intestino de langostinos de cultivo

Caracteristicas de colonias* Tincion de Gram
Cbédigo  Tamafio (mm) Forma Forma Reaccion
LCL-1 2,0 Circular Coco +
LCL-2 3,0 Circular Bacilo +
LCL-3 3,0 Circular Coco +
LCL-4 1,5 Circular Coco +
LCL-5 2,0 Circular Bacilo -
LCL-6 1,5 Circular Bacilo +
LCL-7 2,5 Circular Bacilo +
LCL-8 0,5 Puntiforme Coco +
LCL-9 2,0 Circular Coco +
LCL-10 2,5 Circular Bacilo -
LCL-11 1,5 Circular Bacilo +
LCL-12 1,5 Circular Coco +
LCL-13 2,5 Circular Coco +
LCL-14 3,0 Circular Estreptococo +
LCL-15 1,5 Circular Coco +
LCL-16 3,5 Circular Bacilo +
LCL-17 4,0 Circular Coco +
LCL-18 2,5 Circular Coco +
LCL-19 2,0 Circular Bacilo +
LCL-20 3,0 Circular Bacilo +
LCL-21 3,5 Circular Coco bacilo +
LCL-22 1,0 Puntiforme Coco +
LCL-23 0,5 Puntiforme Coco +

* Todas las colonias tuvieron coloracion crema.

Existen reportes de cepas de Lactobacillus aisladas en trucha arcoiris, que
formaron colonias pequefias, con didametros que oscilaron entre 2 mm a 5 mm, con
elevacion convexa, consistencia suave, margenes enteros y coloraciones opacas.
Ademas, presentaron forma de bacilos cortos Gram negativos (Quevedo, 2020),
que son similares a las caracteristicas de las cepas observadas en esta

investigacion.
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4.5. Identificacion molecular de cepas bacterianas aisladas de langostinos
silvestres y de cultivo.

En la tabla 6 se observa que las cepas cultivadas en el medio selectivo Hicrome
Vibrio, correspondieron a Vibrio alginolyticus (DRTS-47, DRTS-50 y DRTS-78), a
Vibrio harveyi (DRTS-49), a Vibrio diabolicus (DRTS-75), y a Vibrio furnissi (DRTS-
40). Adicionalmente, se detect6 que la cepa DRTS-46, correspondio a Shewanella
algae, aunque el medio HiCrome Vibrio esta disefiado para favorecer el crecimiento
de bacterias del género Vibrio, el posterior aislamiento y purificacion en agar TSA
puede permitir el desarrollo de otros géneros bacterianos.

Por otro lado, las cepas aisladas en el medio de cultivo MRS fueron identificadas
como Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium, especies que perteneces a la
familia Lactobacillaceae y se consideran parte del grupo de bacterias &cido lacticas.
La identificacion se sustento tanto en analisis moleculares como en caracteristicas
fenotipicas, incluyendo morfologia de bacilos y cocos Gram positivos, reaccion
negativa a la catalasa y ausencia de formacion de esporas. Estas caracteristicas
coinciden con lo reportado por Ruelas et al. (2024), quienes utilizaron MRS para el
aislamiento de bacterias probidticas en heces e intestinos de Litopenaeus
vannamei, confirmando también la presencia de Enterococcus faecium mediante
andlisis de secuenciacion. Ademas, se detectdé una cepa identificada como
Staphylococcus epidermidis. Aunque el, medio MRS es selectivo para el
crecimiento de bacterias acido lacticas y en especial del género Lactobacillus, su
composicién no impide completamente el crecimiento de otras bacterias, como S.
epidermidis, especialmente cuando se presentan ciertas condiciones ambientales
o de incubacién que favorecen su desarrollo. En el estudio realizado por Abre et al.
(2022), se evaluo el crecimiento bacteriano en el medio MRS a partir de muestras
de adjuevan, un pescado fermentado de la Costa de Marfil. Aunque el medio MRS
esta formulado para el aislamiento de bacterias acido lacticas, el analisis molecular
de los aislamientos revel6 la presencia de bacterias no lacticas, incluyendo como
Staphylococcus. Este hallazgo demuestra que el medio MRS no es completamente
selectivo y puede permitir el crecimiento de otros grupos bacterianos.

La identificacibn molecular de las cepas bacterianas realizadas mediante
secuenciamiento del gen 16S (rRNA) bacteriano, obtuvo altos porcentajes de
identidad, que oscilaron entre 99,86% y 100% en las bases de datos de Silva y

GenBank. Estos resultados indican una identificacién precisa a nivel de especie, lo
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cual respalda la confiabilidad del analisis molecular como herramienta clave en la

caracterizacion de la microbiota en organismos acuéaticos.

Tabla 6

Identificacion molecular de cepas aisladas de langostino silvestre (Litopenaeus
vannamei)

Medio de |dentidad (%)
Cepa Tejido cultivo Especie GenBank  Silva
DRTS-40 Hepatopancreas Hi Crome Vibrio furnissi 100,00 99,93
DRTS-46 Hepatopancreas Hi Crome Shewanella algae 100,00 99,93
DRTS-47 Hepatopancreas Hi Crome Vibrio alginolyticus 99,86 99,93
DRTS-49 Hepatopancreas Hi Crome Vibrio harveyi 99,86 99,86
DRTS-50 Hepatopancreas Hi Crome Vibrio alginolyticus 100,00 100,00
DRTS-75 Hepatopancreas Hi Crome Vibrio diabolicus 99,86 99,73
DRTS-78 Hepatopancreas Hi Crome Vibrio alginolyticus 100,00 100,00
LCL-1 Intestino MRS Staphylococcus epidermidis 100,00 99,85
LCL-3 Intestino MRS Enterococcus faecalis 100,00 99,85
LCL-4 Intestino MRS Enterococcus faecalis 100,00 99,92
LCL-15  Intestino MRS Enterococcus faecalis 100,00 99,85
LCL-18 Intestino MRS Enterococcus faecium 100,00 99,85
LCL-21  Intestino MRS Enterococcus faecalis 99,86 99,85
LCL-23 Intestino MRS Enterococcus faecalis 100,00 100,00

4.6. Resistencia antibiética de cepas bacterianas aisladas de langostinos
silvestres.

En la tabla 7 se presentan la resistencia antibidtica de las seis cepas aisladas en el
medio HiCrome Vibrio que fueron identificadas como Vibrio spp. En tanto que en la
tabla 8 se observa la resistencia de 19 cepas con caracteristicas fenotipicas
compatibles con el género Vibrio. La mayor parte de cepas fueron resistentes de
uno a dos antibiéticos; sin embargo, DRTS-50 fue la Unica cepa bacteriana que
resisti6 a tres antibioticos de los 10 antibidticos ensayados (ampicilina,
oxitetraciclina y estreptomicina); por lo que esta cepa fue la Unica multirresistente y
tuvo un indice MAR de 0,3. Con respecto al indice MAR, varié entre 0,1y 0,3, siendo
bastante similares al MAR reportado por Tinoco et al. (2023), quienes registraron
en promedio 0,2 en cepas de Vibrio spp. aisladas en Tumbes.
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Tabla 7
Resistencia antibiética de Vibrio spp. aislados e identificados de langostinos

silvestres
Penici Fosfo- Feni- Tetra- Amino- . 7]
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DRTS40 R S S R S [ S s s S 2 2 0,2 No
DRTS47 R I S I S I S S I I 1 1 0,1 No
DRTS49 R R S I I I S I S I 2 2 0,2 No
DRTS-50 R I S R S R S S I I 3 3 0,3 Si
DRTS-75 R S S S I I S S S I 1 1 0,1 No
DRTS-78 R R S I I I S S s I 2 2 0,2 No

El andlisis de sensibilidad revel6 que la mayoria de estas cepas presentaron
resistencia a la ampicilina; también mostraron resistencia completa o intermedia a
a la estreptomicina. Este hallazgo es similar a lo reportado por Potosi (2024) y
Campafia (2024) quienes también encontraron que muchas cepas aisladas de
langostinos en Tumbes, fueron resistentes a la ampicilina, y en el caso de los
langostinos silvestres, resistencia a la estreptomicina; este ultimo hallazgo se
justifica porque residuos de este antibiotico pueden llegar al manglar como producto
del consumo de pobladores de Puerto Pizarro, que emplean este antibiético en el
tratamiento de la tuberculosis, una enfermedad presente en dicho poblado
(Campanfia, 2024; Dominguez & Gonzales, 2017; Moran & Hidalgo, 2018).
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Tabla 8
Resistencia antibidtica de cepas bacterianas aisladas en medio de cultivo Hicrome

Vibrio en langostinos silvestres
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DRTS-41 R S S S S I S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-42 I R S [ S I S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-44 R S S S S I S S S | 1 1 0,1 No
DRTS-45 S R S S S I S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-48 S R S S S R S S S S 2 2 0,2 No
DRTS-51 I R S S S I S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-52 S R S S S I S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-63 R S S S S I S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-65 R I S S S I S S S | 1 1 0,1 No
DRTS-66 R S S | S I S S S | 1 1 0,1 No
DRTS-67 R S S S S S S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-68 R S S S S I S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-70 R S S S S I S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-71 R S S S S R S S S S 2 2 0,2 No
DRTS-72 R S S S S I S S S | 1 1 0,1 No
DRTS-73 R S S [ S I S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-74 R S S S S I S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-76 R S S S S I S S S S 1 1 0,1 No
DRTS-77 R S S S S I S S S S 1 1 0,1 No

4.7. Porcentaje de resistencia antibidtica de cepas bacterianas aislados de
langostinos silvestres.

En la tabla 9 se aprecia que el 100% de las cepas fue resistente a la ampicilina
(100%), en orden de resistencia, también 33,3% de las cepas fueron resistentes a
la fosfomicina y oxitetraciclina (33,3%) y por ultimo a la estreptomicina (16,7%). Sin
embargo, existieron cepas de Vibrio spp. con resistencia intermedia a antibiéticos,
como enrofloxacina (83,3%), estreptomicina (66,7%) Yy tetraciclina (50%).
Finalmente, el 100% de las cepas fueron sensibles al cloranfenicol y norfloxacina.
En la figura 2 se muestra el nimero de familias antibidticas a las que las cepas de
Vibrio spp. fueron resistentes. La cepa DRTS-50 (Vibrio alginolyticus) fue la que
resistid a mayor numero de familias: penicilinas, tetraciclinas y aminoglucésidos

siendo por tanto multirresistente; por otro lado, las cepas DRTS-49 (Vibrio harveyi),
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DRTS-78 (Vibrio alginolyticus) y DRTS-40 (Vibrio furnissi) resistieron solo a dos
familias. Finalmente, las cepas DRTS-47 y DRTS-75 resistieron a una sola familia

(penicilinas).

Tabla 9
Porcentaje de resistencia antibiotica de cepas de Vibrio spp. aislados de

langostinos silvestres

Qg Resistente Intermedia Sensible
Antibiético
n % n % n %
Ampicilina 6 100,0 0 0,0 0 0,0
Fosfomicina 2 33,3 2 33,3 2 33,3
Cloranfenicol 0 0,0 0 0,0 6 100,0
Oxitetraciclina 2 33,3 3 50,0 1 16,7
Tetraciclina 0 0,0 3 50,0 3 50,0
Estreptomicina 1 16,7 5 83,3 0 00,0
Gentamicina 0 0,0 0 00,0 6 100,0
Acido nalidixico 0 0,0 1 16,7 5 83,3
Norfloxacina 0 0,0 2 33,3 4 66,6
Enrofloxacina 0 0,0 5 83,3 1 16,7

Como se ha observado, el 100% de cepas de Vibrio spp. fueron resistentes a la
ampicilina, lo cual era previsible, ya que estas fueron aisladas de langostinos
silvestres recolectados en canales de marea de Puerto Pizarro que reciben
efluentes generados por la poblacién de ese lugar (Moran & Hidalgo, 2018), que
puede incluir residuos antibiéticos usados en clinica humana. De manera similar,
Calizaya et al. (2023) y Grande (2020) también reportaron niveles elevados de
resistencia a la ampicilina en cepas de Vibrio spp. aislados en Tumbes.

Por otro lado, el 100% de cepas de Vibrio spp. fueron sensibles al cloranfenicol y a
la gentamicina. Esta sensibilidad podria explicarse por la prohibicion actual de
utilizar ciertos antibiéticos en la acuicultura de Litopenaeus vannamei (Carvalho
et al., 2016), asi mismo por las directrices del Codex Alimentarius Commission
(2018), que establece limites permisibles de oxitetraciclina en langostinos para
consumo humano. En este sentido, la Unidn Europea ha fijado limites maximos de
residuos (LMR) mas estrictos para productos carnicos, correspondientes a 100
pmg/kg para oxitetraciclina, clortetraciclina y tetraciclina, segun el informe
EMEA/MRL/023/95.
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Otra razon relevante es que, debido al declive de precios del langostino, muchas
empresas acuicolas de Puerto Pizarro han abandonado esta actividad, lo que ha
reducido la exposicion del ecosistema del manglar a los efluentes ocasionados por
empresas de cultivo de langostinos y por ende, a la entrada de bacterias resistentes
a los antibidticos utilizados en dicha actividad (Sociedad Nacional de Acuicultura
[SNA], 2024).

Figura 2
Numero de familias antibi6ticas a las que fueron resistentes las cepas de Vibrio spp.

aislados de langostinos silvestres

NUmero de familias antibidticas a las
gue son resistentes
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Cepas de Vibrio spp.

Se observo que la cepa DRTS-50 (Vibrio alginolyticus) resistié a tres de las seis
familias de antibidticos ensayados (penicilinas, tetraciclinas y aminoglucésidos).
Este comportamiento es similar a lo reportado para especies de Vibrio; por ejemplo,
Campafia (2024) aisl6 la cepa Lang 55 en langostinos silvestres, la cual resistio a
tres familias (penicilinas, fosfonatos y quinolonas). Asi mismo, Rosado (2018) se
identificd cepas de Vibrio alginolyticus en Litopenaeus vannamei de langostineras
de la region Tumbes, que fueron resistentes a la ampicilina (penicilinas), tetraciclina
(tetraciclinas) y cloranfenicol (fenicoles).

Por otro lado, en la tabla 10 se observa que el 100% de las cepas de Vibrio spp.
fueron sensibles al cloranfenicol, tetraciclina, gentamicina, acido nalidixico y
norfloxacina, mientras que el 84,2% mostro sensibilidad a la oxitetraciclina. Estos

resultados son consistentes con lo reportado por De Cock et al. (2023), quienes
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encontraron que el nivel de residuos de oxitetraciclina y florfenicol en la porcién
comestible en cangrejos del manglar del Guayas fue baja, a pesar de que en esa
zona operan numerosas empresas langostineras que emplean dichos antibioticos.
Una posible explicacion para estos niveles de sensibilidad es la reduccion
progresiva en el uso de antibioticos en los cultivos de langostinos en regiones como
Tumbes, lo que habria contribuido a disminuir la presion selectiva sobre las
bacterias y, en consecuencia, la prevalencia de cepas resistentes. Este hallazgo se
explica por lo reportado por Garcia-Pérez et al. (2021), quienes indican que el uso
continuado de antibioticos en sistemas de cultivo favorece la seleccion de bacterias
resistentes, en consecuencia si se disminuye el uso de antibioticos, las bacterias

vuelven a ser sensibles.

Tabla 10
Porcentaje de resistencia antibiética de cepas bacterianas aisladas en medio de

cultivo Hicrome Vibrio en langostinos silvestres

Resistente Intermedia Sensible

Antibidtico n % n % n %
Ampicilina 14 73,7 2 10,5 3 15,8
Fosfomicina 5 26,3 1 5.3 13 68,4
Cloranfenicol 0 0,0 0 0,0 19 100,0
Oxitetraciclina 0 0,0 3 15,8 16 84,2
Tetraciclina 0 0,0 0 0,0 19 100,0
Estreptomicina 2 10,5 16 84,2 1 53
Gentamicina 0 0,0 0 0,0 19 100,0
Acido nalidixico 0 0,0 0 0,0 19 100,0
Norfloxacina 0 0,0 0 0,0 19 100,0
Enrofloxacina 0 0,0 4 21,1 15 78,9

En la tabla 10 también se observa que las cepas presentaron mayor resistencia
frente a la ampicilina, con un 73,7% de cepas resistentes. De manera similar,
Calizaya et al. (2023) reportaron niveles elevados de resistencia a la ampicilina en
estudios realizados con bacterias aisladas de organismos acuaticos, lo cual indica
una tendencia comun en ambientes donde existe una exposicion recurrente o
prolongada a este tipo de antibiéticos. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de
monitorear constantemente la sensibilidad antimicrobiana en especies cultivadas,
ya que el uso inadecuado o excesivo de determinados antibidticos puede generar

presion selectiva y favorecer la proliferacion de cepas resistentes.
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Finalmente, en la figura 3 se observa que las 19 cepas de Vibrio spp. fueron
resistentes de una a dos familias de antibidticos; por lo tanto, ninguna de ellas se

consideré multirresistentes.

Figura 3
Numero de familias antibidticas a las que fueron resistentes las cepas aisladas en

medio Hi crome Vibrio en langostinos silvestres
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Cepas aisladas en medio de cultivo Hicrome Vibrio.

4.8. Efectoinhibitorio in vitro de extractos vegetales frente a cepas de Vibrio

spp. aisladas de langostinos silvestres.

En las tablas 11 y 12 se presentan los enfrentamientos in vitro de los extractos de

neem y orégano frente a Vibrio spp.

Los resultados observados, en la tabla 11, indican que el extracto de neem inhibi6
a todas las cepas de Vibrio pero solo cuando se utilizé el extracto puro (100%), la
cepa DRST-50 (Vibrio alginolyticus) fue la que presenté mayor halo de inhibicion
con un diametro de 16,3+0,6 mm.
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Tabla 11

Enfrentamiento in vitro de extractos vegetales diluidos en alcohol contra cepas de

Vibrio spp.
Codigo Disco antibiotico Control positivo* Extracto de Dilucion** 10!
neem al 100%
DRTS-46 Enrofloxacina 30,0+5,0 14,7+0,6 8,310,6
DRTS-50 Cloranfenicol 30,0+0,0 16,3+0,6 10,7+0,6
DRTS-75 (}Ioranfenicol 28,7£2,3 11,7+0,6 0,0+0,0
DRTS-78 Acido nalidixico 22,0+3,5 14,3+0,6 0,0+0,0
DRTS-40 Fosfomicina 36,7+2,9 13,0£0,0 0,0+£0,0
DRTS-47 Cloranfenicol 34,0+3,5 14,7+0,6 13,7+1,2
25 Cloranfenicol 30,040,0 10,7+1,2 0,0+£0,0
DRTS-49 Cloranfenicol 34,0+1,7 15,3+0,6 10,040,0

* El control negativo consistente en solucién salina no produjo halos de inhibicién.

** Las diluciones 102y 103 no produjeron inhibicion en las cepas de Vibrio spp.

Por otro lado, solo la dilucién 10! del extracto de neem tuvo cierta efectividad,
inhibiendo a cuatro de las seis cepas de Vibrio spp. con halos de inhibicién de
8,3£0,6 mm a 13,7+1,2 mm. Las diluciones 1:100 y 1:1000 del extracto de neem no
tuvieron la capacidad de inhibir a Vibrio spp., del mismo modo Banerjee et al. (2012)
mencionaron que al utilizar extracto concentrado de neem (jugo de neem) se tuvo
mayor inhibiciébn de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus aislados en
Litopenaeus vannamei. Sin embargo, cuando utilizaron el extracto acuoso de hoja

de neem, que estuvo mas diluido, no se puedo inhibir a Vibrio spp.

Tabla 12
Didmetro de los halos de inhibicion producidos in vitro por el extracto de orégano

diluido en alcohol contra Vibrio spp.

Exiracto Diluciones
Codigo  Disco antibiético Corllt.rol ’de
positivo orégano 10+ 102 103

al 100%
DRTS-46 Enrofloxacina 35,0¢0,0  10,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
DRTS-50 Cloranfenicol 30,7¢1,2 11,017 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
DRTS-75 Cloranfenicol 32,000 14,712 13,3+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0
DRTS-78  Acido nalidixico 30,0£0,0  12,04£0,0 10,3£0,6 10,0£0,0 9,0+0,0
DRTS-40 Fosfomicina 42,7£06  15,3£0,6 13,7£1,2 0,00,0 0,00,0
DRTS-47 Cloranfenicol 31,3+1,2  10,7£0,6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 Cloranfenicol 28,0+0,0 13,3+0,6 11,3+£2,3 9,0+1,7 0,0+0,0
DRTS-49 Cloranfenicol 33,0¢1,7 8,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
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* El control negativo consistente en solucién salina no produjo halos de inhibicion.

En los enfrentamientos empleando extracto de orégano se pudo apreciar que la
mayoria de las cepas de Vibrio spp. fueron inhibidas al utilizar el extracto puro
(100%) generando halos con diametros entre 8,0+0,0 mm y 15,3+0,6 mm.
Conforme se diluye el extracto, se pierde su poder inhibidor, pero no tanto como el
caso del extracto de neem. El extracto pudo inhibir incluso a una cepa de Vibrio
alginolyticus (DRTS-78) a una dilucién tan baja como 1:1000 generando un halo
con didmetro de 9,0+0,0 mm. Este mayor poder del extracto de orégano ha sido
confirmado por Aguirre et al. (2021) quienes mencionaron que el extracto de
orégano procesados en soxhlet y concentrado con rotaevaporador, al ser utilizado
sin diluir logroé la inhibicién de cuatro cepas de Vibrio spp. entre las que se hallaban
multirresistentes y resistentes a antibiéticos. Estos mismos autores reportaron que
el extracto de orégano produjo halos con diametros entre 8,4 mm y 14,0 mm. Por
otro lado, Morales-Covarrubias et al. (2016) probaron infusiones de hoja de orégano
en Vibrio spp. logrando su inhibicién, mostrando una tendencia similar en la que las
concentraciones mas altas del extracto produjeron también mayores halos de

inhibicion.

En la tabla 13 se puede apreciar que la mayoria de cepas acido lacticas tuvieron la
capacidad de inhibir a las cepas de Vibrio spp., con halos hasta de 20,3 mm (cepa
acido lactica LCL-5 contra cepa de Vibrio spp. DRTS-78); sin embargo, la cepa
acido lactica LCL-8 no logroé inhibir a tres cepas de Vibrio (DRTS-78, DRTS-49 y
DRTS-50), asi mismo la cepa acido lactica LCL-17 no pudo inhibir el crecimiento
de la cepa de Vibrio DRTS-49.
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Tabla 13
Diametros de los halos de inhibicion (mm) producidos por bacterias acido lacticas

en cepas de Vibrio spp. in vitro

Cepas de bacterias &cido lacticas
Cepade Discode Control

Viibrio spp. - antibiotico positivo® | o1 LCL-4 LCL-5 LCL-6 LCL-8 LCL-13 LCL-15 LCL-17 LCL-18 LCL-21 LCL-23

DRTS-40  Fosformicina 380 153 173 157 103 67 11,0 160 110 153 173 167
DRTS-46 Enrofioxacina 363 157 160 160 107 00 00 133 73 97 103 137
DRTS-47  Cloranfenicol 297 133 157 163 93 67 83 153 90 163 147 143
DRTS-49  Cloranfenicol 303 167 167 160 60 00 83 17,0 00 157 167 143
DRTS-50  Cloranfenicol 207 153 173 167 87 00 77 163 70 187 153 137
DRTS-75 Acidonalidixico 267 103 163 137 100 00 103 137 97 180 150 140
DRTS-78 Acidonalidixico 270 137 187 203 67 00 00 187 83 167 163 140
25 Cloranfenicol 29,7 150 170 17,3 7,0 0,0 6,7 153 93 16,7 16,0 15,3

* El control negativo consistente en solucion salina no produjo halos de inhibicién.

Como se ha observado en estos ensayos in vitro las cepas de bacterias acido
lacticas tienen un gran potencial en la inhibicion de Vibrio spp.; de igual manera en
varias investigaciones se han reportados resultados exitosos de este grupo de
bacterias contra Vibrio spp. como es el caso de las investigaciones de Delgado-
Diaz et al. (2022), Balcazar & Rojas-Luna (2007) y Torres (2025) en las cuales las
cepas de BAL fueron efectivas en inhibir a Vibrio spp., produciendo halos de

inhibicién similares a los de esta investigacion.

4.9. Carga de Vibrio spp. en hepatopancreas de langostinos infectados
experimentalmente y tratados con extractos de neem y orégano.

En las tablas 14 y 15 se observa que al inicio del experimento (dia 1), todos los
tratamientos en los que se empled neem y orégano mostraron una carga elevada
de Vibrio spp. El tratamiento con neem en concentracion de 5 g/kg de alimento
registré una carga mas alta (1,12 x 108 UFC/g), superando a los demas tratamientos
evaluados. Conforme avanzo el experimento y se administraron los extractos a
través del alimento, se observo una disminucion progresiva de la carga bacteriana.
Particularmente, el grupo tratado con neem en concentracion de 10 g/kg presento
una reduccion significativa de Vibrio spp. en la fase intermedia (dia 9). En la fase
final (dia 18), los tratamientos con neem en dosis de 2,5 g/kg y 5 g/kg, asi como
con orégano en dosis de 5 g/kg y 10 g/kg, mostraron una inhibicion completa de la

carga bacteriana, con conteos de 0 UFC/g.
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Tabla 14

Carga de Vibrio spp. (UFC/g) en hepatopancreas de langostinos tratados con

extracto de neem durante el ensayo in vivo

. Testigo Neem (g/kg de alimento)
Dia . L
(Oxitetraciclina) 2,5 5,0 10,0
1 9,48x107+1,24x108 2,10x1074£3,38x107  1,12x108+4,31x107  2,20x107+3,72x10”
3 1,55x108+1,30x108 2,01x108+9,01x107  1,89x108+5,23x107  2,38x10%8+7,10x107
9  2,42x107+4,19x107 2,92x1074+4,84x107  3,67x107+4,73x107  8,33x10%5,77x10°
18  0,00x10°+0,00x10° 0,00x10°+0,00x10°  0,00x10°+0,00x10°  3,33x10°+2,89x105
Tabla 15

Carga de Vibrio spp. (UFC/g) en hepatopancreas de langostinos tratados con

extracto de orégano durante el ensayo in vivo

, Testigo Orégano (g/kg de alimento)
Dia . L
(Oxitetraciclina) 2,5 5,0 10,0
1 9,48x107+1,24x108 5,17x107+4,75x107  5,48x107+6,32x107  7,18x107£1,90x107
3 1,55x108+1,30x108 2,39x108+£1,41x108  2,28x108+9,43x107  2,56x108+7,20x107
9 2,42x107+4,19x107 5,93x107£5,01x107  9,35x107+£9,04x107  5,97x107£9,99x107
18 0,00x109+0,00x10° 2,83x10+4,91x106  0,00x10°+0,00x10°  0,00x10°+0,00x100

En las tablas 14 y 15 se observa que la infeccion fue exitosa puesto que la carga
de Vibrio spp. se increment6 entre el dia 1 (momento en que se inicid el
experimento) y el dia 3 (dos dias después de haber realizado la infeccion
experimental). También se observa una reduccion de la carga de Vibrio spp. a partir
del momento en que se comenzé a aplicar el alimento con los extractos vegetales
(dia 3 en adelante). En el tratamiento en el que se empled oxitetraciclina, la carga
de Vibrio spp. empez6 con 9,48 x 107 UFC/g y disminuyd hasta 0 UFC/g en el dia
18 (al final del experimento), lo que demostrd que las cepas eran sensibles a este
antibiético. En cuanto a los tratamientos con extracto de neem también mostraron
una disminucion gradual de la carga bacteriana, siendo al principio la dosis de 10
g/kg la mas efectiva, pero al final del experimento en el dia 18, fue el Unico

tratamiento que no logré eliminar por completo a Vibrio spp.
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En cambio, las dosis de 2,5 y 5,0 g/kg lograron igualar el efecto de la oxitetraciclina
al final del experimento, habiendo conseguido eliminar todos los vibrios del
hepatopancreas. Investigaciones como la de Prashant & Shubham (2025)
demostraron que los extractos de neem poseen compuestos antibacterianos como
nimbidina y azadiractina, que interfieren con la integridad de la pared celular
bacteriana, lo que explicaria su eficacia contra Vibrio spp., asimismo, al utilizar
cantidades elevadas de vegetales en la elaboracién de alimento balanceado,
proporcionan baja atractibilidad y palatabilidad por los langostinos (Nunes et al.,
2006).

De manera similar, el tratamiento con orégano presentd una reduccion progresiva
de la carga bacteriana, con mayor efectividad a concentraciones mas altas,
alcanzando 0,00 x 10° UFC/g al dia 18. Estudios previos han respaldado el uso de
extractos vegetales como alternativas naturales a los antibiéticos en acuicultura,
como es el caso de Hernandez-Rodriguez et al. (2021) y Gracia-Valenzuela et al.
(2014), quienes reportaron que el orégano, gracias a sus compuestos fenolicos
como el carvacrol y timol, tiene una accion antibacteriana potente contra bacterias

patdgenas en organismos acuaticos (Rashidian et al., 2021).

4.10. Supervivencia de langostinos infectados con cepas de Vibrio spp. y
tratados con extractos vegetales neem y orégano.

En las figuras 4 y 5 se observa que la supervivencia de los langostinos infectados
con Vibrio spp. fue del 100% en todos los tratamientos, incluso al final del
experimento. Las Unicas muertes fueron ocasionadas por el sacrificio de
langostinos para determinar sus cargas de Vibrio en el hepatopancreas. La
supervivencia alta de los langostinos (100%) se ha observado también en
investigaciones como la de Fierro etal. (2019), quienes observaron altas
supervivencias entre 96,7% y 100% en ensayos experimentales en Litopenaeus
vannamei utilizando extractos vegetales como alternativas terapéuticas.

Una posible razon para este resultado es que de acuerdo a la metodologia
empleada para esta investigacién, el Unico criterio utilizado para seleccionar las
cepas de Vibrio fue que estas fueran resistentes o multirresistentes a los
antibioticos, como asi ocurrié en las cepas seleccionadas, ademas se tuvo en
cuenta que las cepas empleadas (25, DRST-50, DRTS-49 y DRTS-78)

correspondieran a especies reconocidas como patégenas tales como Vibrio
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parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus y Vibrio harveyi segun indican Chang et al.
(2023).

Sin embargo, es probable que estas cepas no hayan sido muy virulentas lo que
permitid la supervivencia al 100% en todos los tratamientos, aspecto que también
ha sido reportado por Aguilar-Rendon et al. (2020).

Figura 4

Supervivencia de langostinos aplicando extracto de neem en el ensayo in vivo sin
considerar los sacrificios del experimento
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Figura 5

Supervivencia de langostinos aplicando extracto de orégano en el ensayo in vivo
sin considerar los sacrificios del experimento
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La supervivencia de los langostinos en el experimento en el que se empleo extracto
de orégano en el en alimento, tuvo igual resultado que el observado para el extracto
de neem, la supervivencia fue del 100% en todos los tratamientos al final del
experimento. Nuevamente, la mortalidad observada se debié al sacrificio de
langostinos realizado durante el experimento para determinar la carga de Vibrio
sSpp. en sus hepatopancreas. Supervivencias elevadas y cercanas incluso al 100%
se han observado en otras investigaciones como las de Fierro et al. (2019) quienes
realizaron ensayos experimentales con Penaeus vannamei.

De igual manera, es posible argumentar que las cepas de Vibrio spp. empleadas
en el ensayo hayan sido poco virulentas, sin embargo las mismas fueron
seleccionadas de acuerdo a la metodologia propuesta para esta tesis, que consistio
en seleccionar las cepas de Vibrio que fueran resistentes o multirresistentes a los
antibidticos como asi ocurrid en las cepas seleccionadas, ademas se tuvo en
consideracion que las cepas seleccionadas correspondieran a especies
reconocidas como patégenas para el langostino como son Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio alginolyticus y Vibrio harveyi, lo que cumplieron las cepas seleccionadas: 25,
DRST-50, DRTS-49 y DRTS-78, La supervivencia observada del 100% es similar a
la reportada por Aguilar-Rendon et al. (2020) quienes mencionan que si las cepas

no son muy virulentas se podrian tener supervivencias del 100%.

4.11. Conteos de Vibrio spp. en langostinos infectados y tratados con cepas
de BAL.

En la tabla 16 se observa la carga de Vibrio spp. en el hepatopancreas de
langostinos infectados y tratados con cepas de BAL. Al iniciar el ensayo in vivo, los
langostinos presentaron baja carga de Vibrio spp. en el hepatopancreas. Sin
embargo, después de la infeccion se presencié un ligero incremento de la carga.
Finalmente, al terminar el experimento en el dia 18 se observd una diminucion de
Vibrio spp. debido al tratamiento con cepas de BAL. Estas cepas acido lacticas

presentaron poder inhibidor contra Vibrio spp., similar al que tuvo la oxitetraciclina.
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Tabla 16
Carga de Vibrio spp. (UFC/g) en hepatopancreas de langostinos tratados con

bacterias acido lacticas durante el ensayo in vivo

. Testigo Cepas de BAL
Dia . .
(Oxitetraciclina) LCL-4 LCL-23 LCL-18
1 2,60x10'+4,42x10° 1,16x102£1,39x102  6,50x10'+9,97x10"  2,23x102+2,52x10"
4 1,12x103+4,77x102 5,07x102+1,14x102  8,43x102+8,03x10"  1,10x10%+2,37x102
18 0,00x10°+0,00x10° 3,03x10'£5,17x10"  3,33x10'+5,77x10"  6,67x10'+1,15x10°

Diversos estudios como los de Kabiraj et al. (2020) demostraron que las cepas de
BAL tienen efecto antagénico contra Vibrio spp., Io que conduce a la reduccion
significativa de la carga de Vibrio spp. en langostinos. Esto explicaria el efecto

inhibidor de Vibrio spp. observado en esta investigacion.

4.12. Supervivencia de langostinos infectados con cepas de Vibrio spp.
y tratados con cepas de BAL.

En la figura 6, se muestra la supervivencia durante el periodo de 18 dias,
considerando los sacrificios de los langostinos periédicamente para determinar la
carga bacteriana de Vibrio spp., todos los tratamientos iniciaron con una
supervivencia del 100%, en el tercer dia del ensayo in vivo se registro el 84,6% de
supervivencia para todos los tratamientos experimentales; esto se debié a los
sacrificios. Al finalizar el experimento, los tratamientos LCL-4, LCL-18 vy
oxitetraciclina mantuvieron una tasa de supervivencia aparentemente mas alta
(76,9%) que la de la cepa LCL-23 (71,8%), sin embargo, al ser analizada
estadisticamente se evidencid que no existio diferencia significativa entre todos los

tratamientos (p>0,05).

61



Figura 6

Supervivencia de los langostinos considerando el sacrificio intencional de

langostinos.
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Como se ha observado, la supervivencia de los langostinos con las cepas de Vibrio
spp. no hubo diferencia entre los que recibieron el tratamiento con oxitetraciclina,
comparado con los que recibieron cepas de BAL. Esto evidencia la eficacia de tales
cepas para controlar enfermedades producidas por vibrios. Por ejemplo Kabiraj
et al. (2020) demostraron que la BAL Lactobacillus spp. tuvo efectos antagénicos
demostrados contra Vibrio spp., o que redujo significativamente el conteo de
bacterias tanto en branquias y los intestinos de los langostinos. Por otro lado,
Mustafa et al. (2019) y Sahandi et al. (2019), sugieren que los probioticos, en este
caso las cepas de BAL, pueden ser una alternativa sostenible a los usos de
antibiéticos, ya que reducen la concentracion de Vibrio spp. y mejoran la tasa de
supervivencia de los langostinos.
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V. CONCLUSIONES

Las seis cepas de Vibrio spp. seleccionadas para los ensayos fueron
resistentes a al menos un antibiético, y una de ella resistié a tres antibiéticos
considerandose multirresistente. El 100% fueron resistentes a la ampicilina y
sensibles al cloranfenicol. El 16,7% fueron sensibles a la oxitetraciclina.

En el ensayo in vitro de extractos vegetales, se evidencio los mejores
resultados con el extracto de orégano, que inhibié a todas las cepas de Vibrio
spp. e incluso fue capaz de inhibir a una de ellas en una dilucién 103. El extracto
de neem inhibi6 a todas las cepas pero solo cuando fue aplicado sin diluir.
Casi todas las cepas de BAL pudieron inhibir a las seis cepas de Vibrio spp. en
el ensayo in vitro. Las cepas LCL-4, LCL-18 y LCL-23 se encontraron entre las
que mayores diametros de halos de inhibicibn produjeron en Vibrio y se
emplearon por ello en el ensayo in vivo.

En el ensayo in vivo utilizando el extracto de neem se observlo que con casi
todas las dosis aplicadas en el alimento (2,5, 5y 10 g/kg) se redujo la carga de
Vibrio en el hepatopancreas hasta 0 UFC/g al final del experimento, con la
excepcion de la dosis de 10 g/kg de neem. Las supervivencias de los
langostinos durante el experimento fueron del 100%.

En el ensayo in vivo utilizando el extracto de orégano se observé que en casi
todas las dosis aplicadas en el alimento (2,5, 5y 10 g/kg) se redujo la carga de
Vibrio en el hepatopancreas hasta 0 UFC/g al final del experimento, con la
excepcion de la dosis de 2,5 g/kg de orégano. Las supervivencias de los
langostinos durante el experimento fueron del 100%.

En el ensayo in vivo utilizando cepas de BAL se observé que todas las cepas
aplicadas en el alimento redujeron la carga de Vibrio en el hepatopancreas al
final del experimento. Las supervivencias de los langostinos durante el
experimento fueron del 100%.

Los extractos de neem, orégano y las cepas de BAL mostraron, poder inhibidor
contra las cepas de Vibrio spp. in vitro como in vivo, igualando en poder

inhibidor a la oxitetraciclina.
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1)

2)

VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la virulencia de las cepas de Vibrio spp. utilizadas en el ensayo in vivo
a fin de determinar si las supervivencias elevadas observadas (100%) se
debieron a que las cepas fueron no nocivas.

Realizar nuevos ensayos in vitro e in vivo utilizando cepas de Vibrio spp.
confirmadas como virulentas (evaluando sus genes de patogenicidad o
realizando bioensayo de virulencia) para el langostino, a fin de demostrar si las
cepas de BAL son capaces de inhibir a cepas de Vibrio spp. confirmadas como

patbégenas.
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ANEXOS



Anexo 1. Formulario de registro de datos de langostinos silvestres.

FORMULARIO 1
RECOLECCION DE DATOS DE LANGOSTINOS

N° Registro: :]

Nombre del responsable:

Lugar de recoleccion:

Fecha: / / Hora:

ESPECIE:
Litopenaeus vannamei () Litopenaeus stylirostris ()
Litopenaeus occidentalis () Farfantepenaeus californiensis ()
Farfantepenaeus brevirrostris () No se puede determinar ()
SEXO: Macho (] Hembra (] Indeterminado (]

MEDIDAS:

LT (cm): Peso (g):

OBSERVACIONES EXTERNAS:

Color del animal:

Expansion de cromatéforos: Si() No ()

Deformidades en rostro, abdomen o apéndices:  Si () No ()

Indique:

Flexion del masculo abdominal (calambre): Si () No ()

Color de las branquias: blancas () marrén () negras () Amarillas ()

Otro () Indique:

Color de los apéndices (peri6podos, pleépodos y urépodos) : normal () rojo () Negro ()
Otro () Indique:

Color de las antenas: normal () rojo ()
Otro () Indique:
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Transparencia de los musculos del abdomen y del cefalotérax:

Transparente () Blanquecino () Otro () Indique:

Replecién Intestinal (porcentaje del Intestino que se encuentra lleno):

Textura del exoesqueleto: duro () blando()
Manchas, lesiones, melanosis, astillas clavadas:
Indique:

UBICACION DE LESIONES/MELANIZACION

En la figura, sefalar las zonas de manchas (M), lesiones (L), melanosis (Me), astillas

clavadas (A).

OBSERVACIONES ADICIONALES:
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Anexo 2. Recoleccion de langostinos silvestres y obtencién de tejidos.
Figura 7

Biometria en ejemplares de Litopenaeus vannamei a) ejemplares de langostino
para la toma de medidas b) medicién de la longitud c) pesado del ejemplar
a PR (b NG = C [

2 ~ AN = -_— i

Figura 8

Toma de tejidos de langostinos silvestres a) extraccion de intestino en muestras de
langostinos b) extraccién de muestra de hepatopancreas en langostino silvestre c)
diluciones de las muestras extraidas para la siembra
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Anexo 3. Microbiologia de trabajo de investigacion

Figura 9

Siembra de cepas en medio HiCrome Vibrio y MRS. a) Siembra de muestras de
intestino y hepatopancreas, b) colonias crecidas en medio HiCrome Vibrio y c)
colonias crecidas en medio MRS

Figura 10

Procedimiento de tincion de Gram. a) Colonias purificadas en medio TSA, b)
observacion de las formas en el microscopio y c) fotografia de BAL (cocos Gram
positivos)

Figura 11

Pruebas bioquimicas aplicadas en Vibrio spp. a) Prueba de catalasa y b) Prueba
de oxidasa
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Figura 12

Realizacion de antibiogramas de cepas bacterianas. a) Siembra de cepas en medio
Mueller Hinton y b) Colocacion de discos de antibioticos

Figura 13
Antibiograma realizado en las cepas DRTS-50 y DRTS-44 de Vibrio spp. aisladas

de langostinos silvestres

Cepa DRTS-44
R
Z .
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Figura 14

Ensayo in vitro de inhibicion utilizando cepas de BAL etiquetadas como LCL contra
la cepa DRTS de Vibrio spp. NOR: antibiético de eleccion (norfloxacina). C-: control
negativo (solucion salina)

» Cepa DRTS-78
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Anexo 4. Procedimiento para la identificacion molecular de las cepas.

Figura 15

Extraccion de ADN usando el protocolo de PBS

Figura 16

Preparacion de las muestras para la PCR. a) Materiales para preparas el mix de
PCR b) Adicion del ADN a los tubos conteniendo el mix

Figura 17

PCR vy electroforesis. a) Programacion del termociclador b) Adicién de los
amplicones al gel para la electroforesis y C) Observacion de los amplicones en el
transiluminador
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Figura 18

Ensayo in vivo. a) Pesado del alimento balanceado y b) Adicidn de las cepas de
BAL al alimento balanceado

Figura 19

Tratamiento a los langostinos infectados. a) Adicion de las cepas de BAL al alimento
balanceado y b) Aplicacion del alimento balanceado con las cepas de BAL a los
langostinos infectados
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Anexo 6. Diametros de halos de inhibicién producidos por antibidticos en cepas de Vibrio spp.

Tabla 17
Didmetro de halos de inhibicion (mm) en cepas de Vibrio spp. aisladas de langostinos silvestres.
Penicilinas Fosfonatos Fenicoles Tetraciclinas Aminoglucésidos Quinolonas
Cepa Ampicilinas Fosfomicina (50 Cloranfenicol Oxitetraciclina ~ Tetraciclina Estreptomicina Gentamicina Acido nalidixico ~ Norfloxacina (10 Enrofloxacina (5
(10 ug) Hg) (30ug) (30 pg) (30 ug) (10 ug) (10 pg) (30 pg) Hg) Hg)

DRTS-40 0,0£0,0 26,3+1,5 26,3+0,6 12,0+1,0 19,3+0,6 15,0¢1,0 17,0¢1,0 22,0+1,0 26,3+3,2 23,15
DRTS-41 10,0£0,0 29,7+0,6 29,3+0,6 25,0+0,0 25,0+0,0 15,0£0,0 19,0£0,0 28,0+0,0 25,0+0,0 26,0+0,0
DRTS-42 14,744,0 0,0£0,0 30,040,0 16,3+0,6 19,7+0,6 14,3+1,2 26,3+1,2 25,0+0,0 24,0+3,5 25,0+0,0
DRTS-44 0,0£0,0 20,0+0,0 25,0+0,0 20,00,0 24,0452 14,0+£3,5 18,7+2,3 20,3+1,2 19,7£2,3 19,3+1,2
DRTS-45 23,3+0,6 0,0£0,0 29,3+0,6 22,0+0,0 30,0+0,0 16,0£0,0 25,0+0,0 30,040,0 30,7+0,6 35,3+0,6
DRTS-46 0,0£0,0 17,8+0,6 26,3+0,6 17,740,6 17,001 15,3+0,6 22,746,1 22,010,1 24,3140 22,3174
DRTS-47 0,0£0,0 17,3£1,0 25,7+1,2 15,1£0,0 20,0+1,0 16,0+1,0 20,0+2,0 21,3+0,6 15,0+1,0 16,0+1,0
DRTS-48 22,0+0,0 0,0£0,0 30,740,6 20,00,0 25,0+0,0 12,0£0,0 22,0+0,0 27,0+0,0 33,0+0,0 35,0+0,0
DRTS-49 0,0£0,0 13,5+0,6 21,315 17,3+0,6 15,3+0,6 15,0¢1,0 20,0+0,0 15,0+1,0 20,0+0,0 16,7+0,6
DRTS-50 0,0£0,0 17,5421 257,0+0,6 13,7£1,5 20,3+0,6 10,7+0,6 16,7+0,6 24,3+1,2 16,3+0,6 17,0£1,0
DRTS-51 15,7+0,6 0,0£0,0 29,3+0,6 20,0+0,0 18,7412 16,0£1,7 27,3+4,6 20,3+1,2 25,7+0,6 25,7129
DRTS-52 27,7+0,6 0,0£0,0 33,0+0,0 20,0+0,0 25,0£0,0 15,01£0,0 25,0+0,0 29,3+0,6 35,3+0,6 36,0+0,0
DRTS-63 0,0£0,0 26,7+0,6 30,0+0,0 25,0+0,0 24,0+0,0 15,01£0,0 24,0+0,0 30,0+0,0 35,0+0,0 27,0+0,0
DRTS-65 0,0£0,0 18,741,2 28,3+2,9 20,3+0,6 19,7412 13,3+2,9 22,045,2 21,0£0,0 21,017 19,0£0,0
DRTS-66 0,0£0,0 21,341,2 23,3+2,3 18,0+1,2 19,34£0,6 15,01£0,0 18,3+2,9 19,0£1,7 26,0417 20,0£0,0
DRTS-67 0,0£0,0 29,740,6 30,0+0,0 25,0+0,0 25,3+0,6 17,0£0,0 23,0+0,0 25,0+0,0 27,0+0,0 23,0+0,0
DRTS-68 0,0£0,0 20,3+0,6 27,3412 18,7+1,2 20,0£0,0 14,0£3,5 17,3+4,0 22,7+0,6 26,7+5,8 20,7+2,3
DRTS-70 0,0£0,0 23,0£0,0 30,0+0,0 25,0+0,0 27,7£0,6 15,01£0,0 17,01£0,0 30,00,0 25,0+0,0 22,0+0,0
DRTS-71 0,0£0,0 24,0+0,0 28,0+0,0 25,0+0,0 25,0£0,0 12,0£0,0 18,010,0 22,0+0,0 30,0£0,0 23,0+0,0
DRTS-72 0,0£0,0 20,0+1,0 26,7+0,6 21,715 21,0¢1,7 15,045,2 21,7458 22,0+0,0 19,7£0,6 19,3+1,2
DRTS-73 0,0£0,0 20,0£0,0 26,0+0,0 18,0+1,7 19,3£1,2 15,7440 18,7£2,3 22,017 26,7+5,8 21,3112
DRTS-74 10,0+0,0 30,3+0,6 30,0+0,0 27,0£0,0 25,0£0,0 15,740,6 20,0+0,0 26,3+0,6 29,7+0,6 27,0+0,0
DRTS-75 0,0£0,0 242410 23,3+1,5 21,0£1,0 16,3£0,6 16,0£1,0 23,0+1,7 20,3+0,6 23,315 16,7+0,6
DRTS-76 0,0£0,0 25,0£0,0 30,0+0,0 23,3+0,6 29,3+0,6 14,01£0,0 20,0+0,0 30,0+0,0 27,0£0,0 25,0+0,0
DRTS-77 10,0+0,0 29,3+0,6 30,010,0 27,0+0,0 26,0+0,0 13,0+0,0 17,0£0,0 28,0+0,0 30,0+0,0 27,0+0,0

DRTS-78 0,0+0,0 12,3+0,6 22,7£1.2 15,7+0,6 17,7+0,6 16,0+1,0 19,3+0,6 20,740,6 23,74£2,5 20,0+0,0




