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RESUMEN 

El objetivo de esta investigación fue evaluar el potencial terapéutico de cepas 

nativas ácido lácticas (BAL) aisladas de Litopenaeus vannamei, así 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 antibióticos 

aplicados en la acuicultura. Se utilizaron 10 langostinos silvestres de las zonas de 

Puerto Pizarro y La desembocadura río Tumbes. Además, 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 hepatopáncreas 

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 antibiótica de las cepas bacterianas 

frente a 10 antibióticos. 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 evidenció que los mejores resultados 

fueron para el extracto de orégano, que inhibió a todas las cepas de Vibrio spp. e 

incluso fue capaz de inhibir a una de ellas en una dilución 10-3. En el ensayo in vivo 

utilizando los extractos de neem y orégano se observó 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 

hepatopáncreas hasta 0 UFC/g al final del experimento. En el ensayo in vivo 

utilizando cepas de BAL se observó que todas las cepas aplicadas en el alimento 

redujeron la carga de Vibrio en el hepatopáncreas 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 10⁻³ 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

I. INTRODUCCIÓN. 

El manglar es un ecosistema acuático 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 años, ha perdido el 3,4% de su 

extensión mundial (Arnaud et al., 2023; Rull, 2023; Segaran et al., 2023). 

En Perú, el ecosistema del manglar más extenso e importante se encuentra en la 

región de Tumbes, aunque existen manglares más pequeños en la región Piura 

(Martinez, 2022; Seminario-Córdova et al., 2022); el manglar de Tumbes constituye 

la porción más septentrional de la región biogeográfica Tumbes-Chocó-Magdalena, 

la cual es el noveno hotspot más biodiverso del planeta (Pérez-Escobar et al., 

2019). 

Entre las principales fuentes de contaminación en el manglar, se destaca la 

contaminación provocada por antibióticos, que a su vez origina la selección de 

bacterias resistentes así 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 antibióticos, bacterias resistentes y sus genes pueden migrar desde 

los componentes no bióticos, como los sedimentos y el agua, hacia los 

componentes bióticos, 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 antibióticos 

ampliamente utilizados a nivel mundial (Guo et al., 2021; Liu et al., 2019). Dado que 

la OTC, así como otros antibióticos, como la enrofloxacina, florfenicol y norfloxacina 

se utilizan con frecuencia en la alimentación de langostinos cultivados en zonas 

cercanas al manglar para tratar infecciones por Vibrio spp. que es el principal 

patógeno bacteriano para estos animales (Tinoco et al., 2023), es probable que 

dichos antibióticos también estén ingresando al manglar contaminándolo (Aguirre 

et al., 2021; Rosado, 2018). 
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Los antibióticos son muy utilizados en acuicultura y ganadería (Mog et al., 2020), 

lamentablemente, mucho del antibiótico 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 antibióticos, su uso cada vez está 

siendo más restringido en acuicultura, por lo que se están buscando alternativas 

para tratar enfermedades de los animales en cultivo sin el uso de los mismos. Dos 

de dichas alternativas son el uso de probióticos y de plantas con propiedades 

antibacterianas (Mendoza & Ordinola-Zapata, 2022; Tinoco et al., 2023). 

Las bacterias acido lácticas (BAL), son bacterias frecuentemente utilizadas como 

probióticos 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 región Tumbes, son asequibles, por lo que 

podrían ser investigadas para determinar si presentan un poder antibacteriano 

suficiente como para poder ser utilizados en reemplazo de antibióticos en el 

tratamiento de infecciones por Vibrio spp. en el cultivo de langostino (L. vannamei). 

En consecuencia, el objetivo de esta investigación fue: 

Evaluar el potencial terapéutico de cepas nativas de bacterias ácido lácticas 

aisladas de Litopenaeus vannamei, y de extractos vegetales de neem (Azadirachta 

indica) y orégano (Origanum vulgare), para inhibir Vibrio spp. resistentes a 

antibióticos aislados de Litopenaeus vannamei. 

 

 



 

 

 

II. REVISIÓN DE LA LITERATURA 

 

2.1. Bases teóricas. 

2.1.1. Manglares del Perú   

Los manglares en Perú se distribuye principalmente en los departamentos costeros 

más septentrionales: Tumbes y Piura, siendo Tumbes la región con mayor 

extensión, con aproximadamente 4 541 hectáreas, en comparación con sólo 300 

hectáreas 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 área 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 (Morán & Hidalgo, 2018; Ordinola-Zapata et al., 

2019). 

Los manglares en todo el mundo están amenazados por la contaminación por 

diferentes tipos de poluentes, como metales pesados, microplásticos, compuestos 

disruptores endocrinos (EDCs), productos farmacéuticos y de cuidado personal 

(PPCPs), poluentes orgánicos persistentes (POPs), hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (PAHs) e incluso antibióticos. Estos últimos son considerados 

contaminantes emergentes en estos ecosistemas (Deng et al., 2021; Maiti & 

Chowdhury, 2013; Zheng et al., 2021). 

 

2.1.2. Polución asociada a antibióticos 

La industria de antibióticos ha experimentado un aumento en su producción 

considerable, con grandes cantidades de antibióticos veterinarios fabricados en los 

Estados Unidos y China. La elevada producción de estos aunados a que una parte 

significativa de estos no se metaboliza en los animales y personas (entre 25% y 

75% de los antibióticos se excretan sin metabolizar), lo que conduce a incrementar, 

en los ecosistemas receptores naturales, los residuos de antibióticos (Xu et al., 

2021) y por consiguiente a su contaminación. Se espera que la producción de 

antibióticos continúe aumentando, lo que representa un desafío adicional para el 
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mundo pues deberá enfrentar un nivel más alto de contaminación por estas 

sustancias (Van Boeckel et al., 2015) 

 

2.1.3. Uso de antibióticos en la acuicultura 

El crecimiento acelerado de la acuicultura impulsada por la necesidad de suplir 

alimentos de origen acuático, aunado a su intensificación y globalización ha 

propiciado la emergencia de nuevas enfermedades que atacan a los organismos 

acuáticos cultivados, principalmente por bacterias gram negativas; por ello se ha 

incrementado el uso de antibióticos, dadas las características de los animales en 

cultivo y del medio acuático, en el que es impráctico tratar de medicar solo a los 

organismos enfermos, sino que el antibiótico 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 dosificación; sin embargo, los antibióticos en 

el medio acuático 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 salmón en Chile, en que se han empleado hasta 660 g de antibióticos 

por cada tonelada de salmón 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 últimos años debido a la alta demanda a nivel mundial. Sin 

embargo, también se ha incrementado las enfermedades originadas por diversos 

patógenos las cuales periódicamente producen brotes epidémicos, de los cuales el 

más reciente fue el síndrome de la necrosis hepatopancreática 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-Mejías & Alfaro-Mora, 2018). 

Los langostinos reciben antibióticos a través del alimento balanceado; la lixiviación 

del fármaco, el alimento medicado no consumido así como las excretas de los 

langostinos en los que se pueden expulsar entre 25 y 75% del antibiótico, 

contribuyen a acumular en los sedimentos los residuos antibióticos, lo que puede 

promover la selección de cepas bacterianas que resisten o incluso multirresisten a 

los antibióticos (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 económicas a nivel global de 

miles de millones de dólares, según datos del Banco Mundial en 2014 (World Bank, 

2014).  

Las cepas de este género son principalmente oportunistas, se encuentran 

comúnmente 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 glándula digestiva o 

hepatopáncreas, es otro órgano 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 hepatopancreática aguda (AHPND), que ha causado graves pérdidas en 

la industria de la cría de langostinos. Esta enfermedad se manifiesta con altas tasas 

de mortalidad en todas las etapas del cultivo, desde la pre-cría hasta el engorde. El 

agente etiológico de esta enfermedad correspondió a ciertas cepas de Vibrio 

parahaemolyticus que poseen como parte de su genoma un plásmido que porta 

genes denominados PirAB, los que codifican una toxina que destruye las células 

del hepatopáncreas y desencadenan el síndrome, fueron el primer agente etiológico 

identificado para dicha enfermedad; pero, posteriormente, se descubrió que otras 

cepas de Vibrio como V. campbellii, V. harveyi, V. owensii y V. punensisse también 

portaban este plásmido y producían la misma toxina (Aranguren et al., 2020; Soto-

Rodriguez et al., 2024; Williams et al., 2017) 

 

2.1.5. Resistencia antibiótica de Vibrio en el cultivo de langostino 

La resistencia antibiótica se origina a través de mutaciones en los genes que 

codifican las dianas de los antibióticos, proteínas o enzimas que participan en las 

vías metabólicas en las que actúan los antibióticos, o incluso en las bombas de 

eflujo que expulsan activamente el antibiótico del citoplasma. Una vez que un gen 

ha mutado y se ha convertido en un gen de resistencia antibiótica, puede 

transmitirse tanto vertical como horizontalmente, lo que facilita la propagación de la 

resistencia a los antibióticos entre las comunidades microbianas acuáticas, 
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incluyendo las bacterias patógenas para los humanos (Magiorakos et al., 2012; 

Pepi & Focardi, 2021). 

 

2.1.6. Actividad antimicrobiana de bacterias ácido lácticas  

Los probióticos son utilizados en la producción animal, incluyendo la acuicultura, 

estas son cepas microbianas beneficiosas, en el caso de las bacterias pueden 

corresponder a diversos grupos, como las bacterias ácido lácticas (BAL), Vibrio, 

Pseudomonas y Bacillus. Las BAL son bacterias bacilares gram positivas no 

esporulantes, inmóviles y, fundamentalmente, capaces de fermentar carbohidratos 

y producir ácido láctico. Se ha demostrado que estas bacterias pueden colonizar 

rápidamente el intestino, competir eficazmente por espacio y nutrientes, inhibir a 

muchos patógenos y modular el sistema inmune del hospedero al estimular la 

síntesis de enzimas como la superoxidasa, fenoloxidasas y peroxinectinas (Pérez‐

Sánchez et al., 2014; Quispe et al., 2020). 

 

2.1.7. Uso de bacterias ácido lácticas en la acuicultura 

Las BAL se usan ampliamente para combatir enfermedades infecciosas originadas 

por diversas bacterias y que afectan a la acuicultura; Pérez‐Sánchez 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. Así 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 arcoíris 

(Oncorhychus mykiss) por Aeromonas salmonicida a; Carnobacterium inhibens 

para inhibir Vibrio anguillarum y Aeromonas salmonicida en la trucha O. mykis, así 

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. Fitobióticos  

Los fitobióticos son productos o compuestos derivados de plantas que pueden tener 

beneficios en la salud animal e incluso en la salud humana. Los fitobióticos se 

obtienen de vegetales como frutas, hierbas, legumbres y aceites esenciales. 

Pueden ser utilizados como plantas enteras o más comúnmente extrayendo sus 

compuestos bioactivos, que incluyen entre otros, compuestos fenólicos, 

carotenoides y alcaloides. Las características de los fitobióticos se determinan 

según la presencia de estos compuestos bioactivos. Por ejemplo, la existencia de 

compuestos fenólicos en los fitobióticos puede contribuir a su propiedad 

antioxidante. Además, se ha informado que los fitobióticos tienen otras notables 

características, como propiedades anti-inflamatorias y antimicrobianas. Por ello, se 

emplean ampliamente en la producción animal como promotores del crecimiento y 

de la producción (Kari et al., 2022). 

Numerosas plantas contienen compuestos metabólicos que pueden utilizarse con 

fines medicinales como lignanos, lactonas, limonoides, melicianinas, 

simarubalidanos, terpenoides, quinonas, cumarinas, flavonoides, taninos, 

alcaloides entre otros. Aunque la proporción de tales compuestos en la planta 

puede variar de acuerdo a la parte de la planta, la zona geográfica 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 (bálsamo), Origanum vulgare (orégano) y   

Azadirachta indica (neem) tienen un fuerte poder antibacteriano, por lo que 

representarían una buena alternativa a los antibióticos en la acuicultura del 

langostino (Aguirre et al., 2021; Campoverde, 2015). 

En la región de Tumbes, existen numerosas plantas con propiedades fitobióticas 

antimicrobianas que podrían reemplazar a los antibióticos en el cultivo de L. 

vannamei; plantas, como A. indica y 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 fitobióticos  

Azadirachta indica, conocido como neem, es un árbol 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 interferón 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, antifúngicas, repelentes de insectos y anticancerígenas, entre otras 

(Ghosh et al., 2016). 

El aceite esencial de neem ha mostrado ser tan efectivo como ciertos antibióticos, 

como la tetraciclina, ampicilina y ciprofloxacina, contra patógenos 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), así 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 fitobiótico 

debido a que contiene flavonoides, alcoholes alifáticos, fenoles (timol y carvacrol), 

ácidos fenólicos (cafeico, rosmarínico 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 acción en los fosfolípidos de la membrana celular 

bacteriana. Son efectivos contra diversos patógenos 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 ácido lácticas para combatir 

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

 

Sha et al. (2016), investigaron la capacidad probiótica de BAL, incluida 

Lactobacillus pentosus, contra Vibrio spp. aisladas a partir de Litopenaeus 



27 
 

vannamei. Los tratamientos consistieron en cepas de bacterias ácido lácticas 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 

probióticas), T5 (polimixina B, control positivo) y T6 (caldo Man Rogosa Sharpe o 

MRS sin cepas bacterianas, control negativo). El experimento se llevó a cabo in 

vitro empleando la técnica de difusión en pozo de agar. L. pentosus HC-2 demostró 

una alta actividad probiótica 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 

probiótica Lactobacillus plantarum con tres prebióticos: fructooligosacárido, 

galactooligosacárido y manano oligosacárido. La combinación de L. plantarum y 

galactooligosacárido se evaluó en términos de crecimiento, conteo de Vibrio spp. 

en el tracto intestinal y producción de enzimas digestivas. Aunque esta combinación 

no aumentó el crecimiento de los langostinos, permitió a los langostinos producir 

más ácido láctico y proteasas. Además, incrementó la actividad de la leu-

aminopeptidasa y β-galactosidasa, mientras que redujo el conteo de Vibrio spp. 

Esto demostró la utilidad de esta combinación como probiótico en el cultivo de 

langostinos. 

 

Delgado-Díaz et al. (2022), evaluaron 40 cepas de BAL probióticas nativas aisladas 

de langostinos Litopenaeus. vannamei. Dos cepas, Lactobacillus paracasei (E91) y 

Lactococcus lactis (E33), cumplieron con los requisitos necesarios para ser 

utilizadas como probióticos. Estas cepas se probaron en un ensayo a nivel de 

campo, donde se compararon con un biorremediador comercial y un probiótico 

comercial. In vitro, Lactobacillus paracasei E91 y Lactococcus lactis E33 

demostraron inhibir a Vibrio spp. La combinación de las cepas BAL y el 

biorremediador mejoró la calidad del agua de cultivo, así como aumentó la 

supervivencia y el rendimiento de los langostinos en el cultivo. 

 

En relación a investigaciones realizadas en Tumbes sobre BAL nativas usadas 

como probióticos en el cultivo de langostino, la literatura científica es limitada. No 

obstante, se encontró un estudio realizado por Tinoco et al. (2023), que evaluó las 
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propiedades probióticas de bacterias ácido lácticas (BAL) nativas aisladas del 

langostino blanco L. vannamei contra cepas de Vibrio spp., resistentes o sensibles 

a antibióticos, tanto in vitro como in vivo. Se observó que in vitro las cepas BAL: 

F1L, F3L y C1L, inhibieron todas las cepas de Vibrio spp.. Además, in vivo, las 

cepas C1L y F1L inhibieron el crecimiento de Vibrio spp. evidenciado por el menor 

número de colonias que se hallaron de esta bacteria en el hepatopáncreas de los 

langostinos, las cepas de BAL también aumentaron la supervivencia, indicando que 

son capaces de ejercer actividad probiótica 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 parámetros, por un lado la concentración inhibitoria mínima 

también denominada MIC, y por otra parte, la concentración bactericida mínima 

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 

propósito, 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 conclusión, 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 

concentración inhibitoria mínima (MIC) y la medición de los diámetros de los halos 

de inhibición (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 ‰ de salinidad. Respecto a la actividad de los 

extractos vegetales, estos tuvieron una MIC equivalente a 62,50 mg/ml y un HI 

máximo de 19 mm. En tanto, que se observó una MIC de 2 mg/ml en el caso de la 

plata coloidal, con un HI máximo de 18,8 mm. Lo cual mostró la eficacia de estos 

extractos vegetales como agentes antimicrobianos. 
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Gracia-Valenzuela et al. (2014), estudiaron los efectos de la incorporación de 

orégano en forma de aceite esencial en la dieta del langostino Litopenaeus 

vannamei que fueron infectados con una dosis de 106 UFC/ml de Vibrio cholerae, 

V. vulnificus y V. parahaemolyticus. Se evaluó 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 aplicó el aceite esencial en su 

dieta, mientras que en los tratamientos en que sí se aplicó, la cantidad de bacterias 

disminuyó. Se concluyó que aplicando diariamente el aceite esencial se logró 

eliminar a Vibrio spp. en los langostinos cultivados. 

 

Campoverde (2015), evaluó 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 preparó una infusión 1:1 

(w/v) de la planta en agua hirviendo. Se utilizaron 21 acuarios de 2 litros y se 

aplicaron tres volúmenes de la infusión: 6, 8 y 10 ml. Se analizó la carga de Vibrio 

en el agua a las 12, 24 y 48 h, sembrando 10 μl de la misma en agar tiosulfato 

citrato bilis sacarosa (TCBS), y contando las colonias bacterianas luego de 24 horas 

de incubación. Los resultados mostraron que Vibrio spp. tuvieron un crecimiento 

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

 

Por último, respecto a la utilización del orégano y neem contra Vibrio spp. obtenidos 

a partir de langostinos de cultivo en Perú, existe un único antecedente: 

 

Aguirre et al. (2021), investigaron la capacidad de extractos tanto de neem 

(Azadirachta indica) y orégano (O. vulgare) para inhibir a Vibrio spp. resistentes a 

antibióticos obtenidos de Litopenaeus vannamei. Se aislaron 14 cepas de Vibrio a 

partir de langostinos de cultivo de Ecuador. Además, obtuvieron una donación de 

14 cepas adicionales de langostinos cultivados en Tumbes. Se determinó la 

resistencia de las cepas de Vibrio spp. frente a antibióticos, luego se determinó su 

sensibilidad, ante extractos acuosos, alcohólicos 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 

antibióticos, se determinó que los extractos alcohólicos 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 

dilución, fue capaz de inhibir al 25% de las cepas resistentes a antibióticos, 

demostrando así tener un efecto inhibidor prometedor. 

 

 



 

 

 

III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Lugar y periodo de ejecución de la investigación  

La recolección de muestras para la obtención de cepas bacterianas se realizó entre 

marzo y diciembre de 2024. El aislamiento y los ensayos de inhibición in vitro se 

realizaron en la Facultad de Ingeniería Pesquera y Ciencias del Mar (FIPCM) de la 

Universidad Nacional de Tumbes, específicamente en el Laboratorio de 

Microcultivos así como en el de Biología Molecular. 

Los ensayos de inhibición in vivo se llevaron a cabo en el Laboratorio de Acuicultura 

II de la FIPCM. 

 

3.2. Tipo y diseño de investigación 

La investigación correspondió al tipo aplicado y respecto a su diseño de 

investigación se trató de una experimental. 

 

3.3. Población y muestra de estudio 

Población. Correspondió a las cepas de BAL y de Vibrio presentes en los 

langostinos (Litopenaeus vannamei) provenientes del manglar de Tumbes así como 

de una empresa langostinera de la zona de Puerto Hualtaco (Ecuador), en el año 

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 de recolección de las muestras. 

Los langostinos silvestres fueron recolectados por pescadores artesanales en los 

canales de marea de dos zonas del manglar: Puerto Pizarro así como la 

desembocadura del río Tumbes.  
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En el caso de los langostinos provenientes de cultivo, estos fueron donados por 

una langostinera de Puerto Hualtaco (Ecuador), e incluyeron ejemplares saludables 

así como presuntamente afectados por vibriosis. 

 

3.5. Recolección 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 aseguró el suministro de 

aire con un aireador portátil, los ejemplares fueron transportados hasta el 

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

 

3.6. Obtención de muestras de hepatopáncreas e intestino para el cultivo 

bacteriano  

Los datos de los langostinos recolectados fueron registrados en un formato, 

incluyendo tanto las características externas, como heridas, color y erosiones, así 

como su peso y longitud. 

Cada langostino fue sacrificado de manera humanitaria, reduciendo 

progresivamente la temperatura de su cuerpo al añadir hielo al agua en la que se 

encontraba. Tras su muerte, se obtuvo una porción de su hepatopáncreas 

equivalente a 0,1 g, así como su intestino completo. Finalmente, los tejidos fueron 

triturados en microtubos de 1,5 ml con maceradores metálicos previamente 

esterilizados. Una vez triturado el tejido, se incorporó solución salina al 2,5% hasta 

completar 1ml de volumen. 

 

3.7. Aislamiento de Vibrio spp. 

Se realizaron diluciones, de los tejidos de intestino y hepatopáncreas, en el rango 

de 10⁰ a 10⁻⁴. Se tomaron 20 µl de inóculo de las diluciones 10-2, 10-3 y 10-4. 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 posición invertida. 

 

3.8 Aislamiento de cepas de bacterias ácido lácticas 

Para el aislamiento de las BAL, se siguió la metodología de Quispe et al. (2020) 

con algunos cambios. El intestino se trituró con caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) 

estéril y se dejó incubar durante 24 horas a 37 °C. Culminado el periodo de 

incubación, se sembraron 50 µl con un asa de Drigalsky en una placa Petri que 
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contenía agar MRS. Finalmente, las placas se sellaron con parafilm y fueron 

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

 

3.9. Purificación de colonias.  

Las cepas bacterianas que crecieron tanto en el medio HiCrome Vibrio como en 

MRS fueron seleccionadas, eligiendo las colonias más 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 evaluó su morfología y se consideraron puras 

aquellas que presentaron la misma forma, tamaño y color. 

 

3.10. Conservación de cepas bacterianas.  

Se tomaron microtubos de 1,5 ml con 1 ml de caldo tripticasa soya (TSB). En cada 

uno de ellos se colocó 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 preparó un microtubo 

de 1,5 ml adicional para cada cepa, para realizar una réplica de respaldo. En ese 

nuevo microtubo se colocó 950 µl de caldo TSB y 50 µl de la suspensión bacteriana 

de la primera siembra. Se incubaron por 24 h a 37 °C; luego, se añadió glicerol 

hasta una concentración final de 15 % y se conservó a -30 °C en una 

ultracongeladora. 

 

3.11. Resistencia antibiótica 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 

solución 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 × 108 cél./ml). Se 

tomó 100 μl de la cepa estandarizada, se colocó en una placa Petri conteniendo 

agar Mueller-Hinton y se esparció 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 antibióticos comerciales correspondientes a 10 antibióticos de 7 familias, 

según se aprecia en la tabla 1. 
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Tabla 1 

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

Familia Antibiótico Dosis (µg) 

Aminoglucósidos Gentamicina 10 
   

Fenicoles Florfenicol 25 
 Cloranfenicol 30 
   

Fosfonatos Fosfomicina 50 
   

Penicilinas Ampicilina 10 
   
Quinolonas Norfloxacina 10 

 Enrofloxacina 5 
 Ácido nalidíxico 30 

   
Tetraciclinas Tetraciclina 30 
 Oxitetraciclina 30 

 

Una vez incubadas las placas, se procedió a medir con una regla el diámetro del 

halo de inhibición. También se compararon los diámetros contra los puntos de corte 

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

 

Figura 1 

Puntos de corte para determinación de resistencia de Vibrio spp. a varios 

antibióticos  
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Una vez determinada la sensibilidad o resistencia de cada cepa de Vibrio spp. a los 

antibióticos, se calculó el índice de resistencia a múltiples antibióticos (MAR) con la 

fórmula: 

MAR = RAN/TAN 

Donde: 

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

TAN= Cantidad total de antibióticos  

También se determinó su multirresistencia antibiótica, cuando fue resistente al 

menos a un antibiótico de al menos tres familias antibióticas. 

3.12. Efecto inhibitorio in vitro de las bacterias ácido lácticas 

El efecto inhibitorio de las bacterias ácido lácticas se determinó empleando la 

metodología de Lamari et al. (2014) y Rebouças et al. (2011), consistente en un 

ensayo de difusión en pozo de agar con algunas adaptaciones: 

Se estandarizó la cepa de Vibrio spp. a la escala de MacFarland 0,5, se sembraron 

100 µl de la cepa en una placa Petri que contenía agar Müeller-Hinton y se dejó 

reposar durante 10 minutos. Se reactivó la bacteria ácido láctica en caldo TSB; una 

vez que hubo crecido, se procedió a tomar 1 ml del cultivo con una jeringa de 5 ml 

a la cual se añadió un filtro de membrana de Polietersulfona (PES) con un tamaño 

de poro de 0,22 µm, con la finalidad de retener las bacterias y obtener en el líquido 

filtrado el secretoma (sustancias secretadas naturalmente por las bacterias, que 

pueden incluir compuestos antibacterianos). a continuación, se procedió a 

construir, en el agar, los pozos de 6 mm de diámetro con una jeringa de 1 ml a la 

que se le removió la punta con un bisturí cada pozo se le adicionaron 30 µl del 

secretoma obtenido de la bacteria ácido láctica. Cada cepa de Vibrio se sembró en 

tres placas petri en las que se hizo el ensayo con los secretomas de las BAL; 

además, se emplearon discos de papel filtro previamente esterilizado como control 

negativo, a los cuales se les añadió solución salina al 2,5%. Como control positivo, 

se utilizó un disco con el antibiótico al que la cepa de Vibrio spp. fue más sensible. 

Las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C. Finalmente, se midieron los 

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

Se estandarizó la cepa de Vibrio spp. a la escala de MacFarland 0,5, se sembraron 

100 µl de la cepa en una placa Petri que contuvo agar Müeller-Hinton, luego se dejó 

reposar durante 10 minutos. A continuación, se emplearon discos de papel filtro de 

6 mm esterilizados, a los que se les agregó los extractos vegetales en diferentes 

concentraciones (diluciones desde 100 hasta 10⁻³); los extractos fueron diluidos en 

alcohol. Cada cepa de Vibrio se sembró en tres placas petri en las que se hizo el 

ensayo con los extractos vegetales; además, se emplearon discos de papel filtro 

previamente esterilizados como control negativo, a los cuales se les añadió solución 

salina (2,5% de NaCl). Como control positivo, se utilizó un disco con el antibiótico 

al que la cepa de Vibrio spp. fue más sensible. Las placas se incubaron durante 24 

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

 

3.14. Ensayo de inhibición in vivo 

Se evaluó el efecto inhibitorio in vivo de bacterias probióticas y extractos vegetales. 

Las cepas elegidas y las concentraciones de los extractos se seleccionaron según 

los siguientes criterios: 

A) En el caso de las cepas de bacterias ácido lácticas, se seleccionó 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 eligió la concentración 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 realizó el ensayo en dos fases, en la primera se evaluó 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 

l, en el caso de la segunda fase se emplearon 21 acuarios de 60 l. En cada acuario 

se colocaron 13 langostinos juveniles que fueron aclimatados previamente durante 

una semana, los cuales fueron infectados. 

La infección experimental se realizó preparando una mezcla de las cuatro cepas de 

Vibrio spp. seleccionadas. Estas se hicieron crecer en caldo TSB hasta alcanzar 

una concentración superior a la del estándar 0,5 de MacFarland. En el caso de la 
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cepa 25, obtuvo una densidad óptica (OD) de 1,80; para la cepa DRTS-49, se 

observó 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 

volúmenes de cultivo necesarios para obtener concentración de 1,5 x 108 para el 

mix de bacterias, en el caso de la otra fase, la cepa 25 presentó una densidad óptica 

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 realizó el cálculo 

para ajustar la concentración 1,5 x 108 para el mix de la infección. 

Para el ensayo, se utilizaron langostinos juveniles que fueron aclimatados durante 

una semana. Se tomó una muestra de langostinos de cada acuario, los que fueron 

sacrificados para determinar la carga de Vibrio spp. en sus hepatopáncreas. La 

infección de los langostinos se realizó mediante inmersión, por 10 min, en agua en 

la que se aplicó el mix de cepas de Vibrio spp. a una concentración de 10⁶ UFC/ml. 

Posteriormente, se distribuyeron en acuarios de 70 litros, colocándose 13 

langostinos por acuario. Se tomó una muestra al azar de langostinos de cada 

acuario para realizar un análisis microbiológico, con la finalidad de asegurarse de 

que la infección tuvo éxito. 

En cuanto a la preparación del tratamiento, se utilizó alimento balanceado que se 

suplementó con extractos vegetales. Se siguió la metodología basada en la 

preparación de soluciones etanólicas, utilizando concentraciones del 2,5, 5 y 10 g 

de extracto por kilogramo de alimento. Luego de ello, se dejó secar a temperatura 

ambiente durante 30 minutos. Además, se le añadió aceite de pescado, a una dosis 

de 10 g/kg, con la finalidad de evitar enmascarar el olor de los extractos. Un día 

después de la infección, se procedió a medicar con los tratamientos propuestos. 

Este ensayo se llevó a cabo durante 15 días. Además, se registraron las tasas de 

supervivencia, el peso y la carga de Vibrio spp. 

 

3.15. Identificación molecular de las cepas bacterianas  

Las cepas del ensayo in vitro e in vivo, candidatas a probióticos, 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 extracción con fosfato 

buferado salino (PBS). A continuación, se realizó la amplificación de un fragmento 

del gen 16S ARNr, el cual fue enviado a secuenciar a una empresa en el exterior. 

Finalmente, una vez recibidas las secuencias, se procedió 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 búsquedas 

en las bases de datos de SILVA (https://www.silva.de) y GenBank (en este último 

caso se utilizó el software en línea Nucleotide Blast) para determinar la especie a 

la que perteneció cada cepa. 

 

3.16. Plan de procesamiento y análisis de datos  

Se prepararon tablas en las que se resumió las variables investigadas tales como 

peso y longitud de los langostinos; características fenotípicas e identificación 

molecular de las cepas de Vibrio spp. y BAL además de la resistencia antibiótica de 

las cepas de Vibrio spp.  

En el ensayo in vitro, se llevaron a cabo varios experimentos siguiendo un diseño 

completamente aleatorio (DCA). Se tuvieron 11 tratamientos, cada uno de ellos 

correspondió a una de las 11 cepas de BAL que se aplicaron como sobrenadante, 

que 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 desafío. Cada tratamiento tuvo tres 

repeticiones consistentes cada una en una placa Petri con una cepa de Vibrio spp. 

El control positivo consistió en el antibiótico al que la respectiva cepa de Vibrio spp. 

fue más sensible en el ensayo in vitro, y el control negativo fue una solución de 

NaCl al 2,5%. La evaluación se basó en la medición de los diámetros de los halos 

de inhibición alrededor de los pozos en el agar de las placas Petri. 

En el caso de los extractos vegetales, se probaron cinco diluciones (desde 100 

hasta 10-4) para cada extracto. Estas diluciones se ensayaron contra las mismas 

ocho cepas de Vibrio spp. mencionadas anteriormente.  

La evaluación estadística se llevó a cabo mediante análisis de varianza y prueba 

de Tukey, con un nivel de significancia de 5%. 

Para el ensayo de inhibición in vivo, se realizó un experimento bajo un diseño 

completamente aleatorio (DCA). En el caso de las BAL, se seleccionaron las cepas 

entre las que mayor inhibición contra Vibrio spp. mostraron en el ensayo in vitro. 

Estas cepas se ensayaron contra las cepas de Vibrio spp. que más inhibieron in 

vitro. Se tuvieron cuatro tratamientos, cada uno de ellos consistió 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 

https://www.silva.de/
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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 consistió en el antibiótico de 

elección (oxitetraciclina), y el control negativo no incluyó ningún tipo de medicación. 

La evaluación se centró en la supervivencia de los langostinos y el conteo de Vibrio 

spp. en el intestino de los langostinos. La evaluación estadística se llevó a cabo 

mediante análisis 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 inhibición contra Vibrio spp. in vitro. Estos extractos se probaron contra las 

cepas de Vibrio spp. que más inhibieron in vitro. Se tuvieron siete tratamientos, 

cada uno de ellos consistió en una concentración 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 consistió 

en el antibiótico de elección (oxitetraciclina), y el control negativo no incluyó ningún 

tipo de medicación. La evaluación se centró en la supervivencia de los langostinos 

y el conteo de Vibrio spp. en el hepatopáncreas de los langostinos. La evaluación 

estadística se llevó a cabo mediante análisis de varianza y prueba de Tukey, con 

un nivel de significancia de 5%. 

 

 

 



 

 

 

 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1. Características 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 río Tumbes y en la langostinera 

de Puerto Hualtaco (Ecuador). Los langostinos silvestres y de cultivo presentaron 

pesos y longitudes promedios estadísticamente similares (p<0,05). Además, se 

observó que en ambos muestreos predominaron los machos, mientras que en el 

15% de los ejemplares no se pudo determinar el sexo por su pequeño tamaño. 

 

Tabla 2 

Peso y longitud (Media ± DE) de langostinos silvestres y de cultivo colectados en el 

manglar de Tumbes. 

Zona 
Tipo de 
muestra 

Peso (g)  
(Media ± 

DE) 

Longitud 
(cm) 

(Media ± 
DE) 

Sexo (%) 

Macho Hembra Indeterminado 

La 
desembocadura 
del río Tumbes 

Langostinos 
silvestres* 

3,61 ± 1,30ª 8,09 ± 1,00a 50 35 15 

       

Langostinera 
Puerto Hualtaco 

Langostinos 
de cultivo** 

3,69 ± 1,38a 8,01 ± 1,50a 45 40 15 

*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 tamaños adecuados para la 

extracción de tejidos (intestino y hepatopáncreas), lo que facilitó la toma de 

muestras para realizar la siembra microbiológica. Según Cesasin (2003), cuando 

los langostinos tienen un peso y una longitud mayores a las de las postlarvas, es 

más fácil extraer los tejidos. 
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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 número de cepas aisladas de langostinos silvestres y 

de cultivo. Para los ejemplares colectados en la zona de la desembocadura del río 

Tumbes, se aislaron 27 cepas del hepatopáncreas de los langostinos silvestres en 

medio HiCrome Vibrio. Además, se aislaron 23 cepas en medio de cultivo MRS 

específicos para BAL, a partir de muestras de intestino de langostinos de cultivo 

extraídos 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 

 

 

El aislamiento de Vibrio spp. se realizó utilizando el medio selectivo HiCrome Vibrio 

agar, diseñado específicamente para favorecer el crecimiento de este género. 

Canal et al. (2017) señalan que este medio contiene sustratos de beta-

galactosidasa que no solo permiten el crecimiento, sino también la diferenciación 

de especies como Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus, V. cholerae y otras, a 

través de la coloración diferencial de sus colonias debido a la presencia de un 

sustrato cromogénico.  

Por otro lado, se empleó el medio de cultivo MRS para el aislamiento de BAL, 

diseñado para el crecimiento de este género; asimismo, Chino De La Cruz et al. 

(2023) mencionan que este medio es específico para el crecimiento de bacterias 

con potencial probiótico como son las BAL, que incluyen géneros como 

Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus; además también pueden crecer cepas 

que no son acido lácticas como Bacillus. 

Zona Muestra Cantidad 
Medio de 

cultivo Código de cepas 
La desembocadura del 
río Tumbes 

Langostinos 
silvestres 

27 HiCrome 
Vibrio 
agar 

DRTS-40 a DRTS-78 

    
Langostinera Puerto 
Hualtaco (Ecuador) 

Langostinos 
de cultivo 

23 MRS BL-1 a BL-16 
PL-17 a PL-23 
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4.3. Caracterización de cepas bacterianas aisladas de langostinos 

silvestres en medio de cultivo Hi crome Vibrio agar. 

En la tabla 4, se muestra la caracterización de colonias, incluyendo la tinción 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 

tamaños entre 1,5 mm a 10 mm. Las colonias tuvieron formas circulares y 

puntiformes, con borde entero, consistencia cremosa, elevación convexa y 

superficie lisa; por otro lado, las células bacterianas de esas cepas se presentaron 

como coco bacilos Gram negativos.  

Estas características en cuanto a la coloración 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 tratarían de las especies V. vulnificus y V. cholerae. Por último, 

obtuvieron colonias incoloras que se tratarían de V. alginolyticus; así mismo Pereira 

et al. (2007) confirmaron que Vibrio parahaemolyticus se presenta como colonias 

de color verde azulado y que V. alginolyticus, como colonias incoloras. El empleo 

de HiCrome Vibrio agar para identificación de cepas de Vibrio spp. es una estrategia 

adecuada pues este medio ha demostrado una mejor sensibilidad y especificidad 

en comparación con los métodos tradicionales, como el cultivo en medio TCBS 

como lo precisan Yeung & Thorsen (2016).  
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Tabla 4 

Caracterización de colonias aisladas del hepatopáncreas de langostinos silvestres 

en medio de cultivo HiCrome Vibrio 

Código 
Características de colonias** 

Color Tamaño (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 codificación de cada cepa se estableció con textos que indicaron la zona de 

muestreo, procedencia del langostino y numero correlativo de cepa aislada. Ej.  

DRTS-40 (DRT = Desembocadura del río Tumbes, S = langostino silvestre y 40 = 

cepa 40). 

** Todas las cepas correspondieron a coco bacilos Gram negativos.  
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4.4. Caracterización 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 

ácido lácticas. Estas colonias mostraron una morfología redonda y puntiforme, con 

una coloración crema y tamaños que oscilaron entre 0,5 y 4,0 mm. A nivel 

macroscópico, las colonias bordes enteros y una elevación convexa, rasgos 

fenotípicos clásicos asociados al crecimiento de bacterias ácido lácticas. Estas 

características coinciden con lo descrito en la literatura por autores como Quevedo 

(2020) y Sánchez et al. (2013), quienes indican que dichas morfologías son 

comunes en cepas de este grupo de bacterias. 

La identificación presuntiva se sustentó no solo en las características morfológicas, 

sino también en el uso de un medio de cultivo específico como el agar MRS, 

formulado para estimular el crecimiento de bacterias ácido lácticas e inhibir a su 

vez el desarrollo de otros grupos bacterianos. En este sentido, Moreira & Mendez 

(2024) señalan la importancia de emplear medios selectivos como MRS para 

obtener aislamientos representativos de BAL, especialmente en muestras 

complejas como las provenientes de productos acuáticos o ambientes naturales 

asociados a crustáceos. 

Desde el punto de vista microscópico y bioquímico, las cepas aisladas mostraron 

una morfología compatible con bacilos y cocos Gram positivos, excepto dos cepas 

que resultaron Gram negativas (LCL-5 y LCL-10), lo cual podría indicar la presencia 

de bacterias contaminando el medio o de géneros diferentes. Además, todas fueron 

catalasa negativas, una característica distintiva de las bacterias del género 

Lactobacillus, ya que este género carece de la enzima catalasa, incluso en 

condiciones aerobias, características que corresponden a Lactobacillus según 

Sánchez et al. (2013). 
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Tabla 5 

Caracterización y tinción de Gram de cepas bacterianas aisladas en MRS a partir 

del intestino de langostinos de cultivo 

Código 

Características de colonias*  Tinción de Gram 

Tamaño (mm) Forma  Forma Reacción 

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 coloración crema. 

Existen reportes de cepas de Lactobacillus aisladas en trucha arcoíris, que 

formaron colonias pequeñas, con diámetros que oscilaron entre 2 mm a 5 mm, con 

elevación convexa, consistencia suave, márgenes enteros y coloraciones opacas. 

Además, presentaron forma de bacilos cortos Gram negativos (Quevedo, 2020), 

que son similares a las características de las cepas observadas en esta 

investigación.  
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4.5. Identificación 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 detectó que la cepa DRTS-46, correspondió a Shewanella 

algae, aunque el medio HiCrome Vibrio está diseñado para favorecer el crecimiento 

de bacterias del género Vibrio, el posterior aislamiento y purificación 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 ácido lácticas. 

La identificación se sustentó tanto en análisis moleculares como en características 

fenotípicas, incluyendo morfología de bacilos y cocos Gram positivos, reacción 

negativa a la catalasa y ausencia de formación de esporas. Estas características 

coinciden con lo reportado por Ruelas et al. (2024), quienes utilizaron MRS para el 

aislamiento de bacterias probióticas en heces e intestinos de Litopenaeus 

vannamei, confirmando también la presencia de Enterococcus faecium mediante 

análisis de secuenciación. Además, se detectó una cepa identificada como 

Staphylococcus epidermidis. Aunque el, medio MRS es selectivo para el 

crecimiento de bacterias ácido lácticas y en especial del género Lactobacillus, su 

composición no impide completamente el crecimiento de otras bacterias, como S. 

epidermidis, especialmente cuando se presentan ciertas condiciones ambientales 

o de incubación que favorecen su desarrollo. En el estudio realizado por Abre et al. 

(2022), se evaluó 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 

está formulado para el aislamiento de bacterias ácido lácticas, el análisis molecular 

de los aislamientos reveló la presencia de bacterias no lácticas, incluyendo como 

Staphylococcus. Este hallazgo demuestra que el medio MRS no es completamente 

selectivo y puede permitir el crecimiento de otros grupos bacterianos. 

La identificación 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 identificación precisa a nivel de especie, lo 
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cual respalda la confiabilidad del análisis molecular como herramienta clave en la 

caracterización de la microbiota en organismos acuáticos.  

 

Tabla 6 

Identificación molecular de cepas aisladas de langostino silvestre (Litopenaeus 

vannamei) 

Cepa Tejido 
Medio de 

cultivo Especie 

Identidad (%) 

GenBank Silva 

DRTS-40 Hepatopáncreas Hi Crome Vibrio furnissi 100,00 99,93 

DRTS-46 Hepatopáncreas Hi Crome Shewanella algae 100,00 99,93 

DRTS-47 Hepatopáncreas Hi Crome Vibrio alginolyticus 99,86 99,93 

DRTS-49 Hepatopáncreas Hi Crome Vibrio harveyi 99,86 99,86 

DRTS-50 Hepatopáncreas Hi Crome Vibrio alginolyticus 100,00 100,00 

DRTS-75 Hepatopáncreas Hi Crome Vibrio diabolicus  99,86 99,73 

DRTS-78 Hepatopáncreas 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 antibiótica de cepas bacterianas aisladas de langostinos 

silvestres.  

En la tabla 7 se presentan la resistencia antibiótica 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 características fenotípicas 

compatibles con el género Vibrio. La mayor parte de cepas fueron resistentes de 

uno a dos antibióticos; sin embargo, DRTS-50 fue la única cepa bacteriana que 

resistió a tres antibióticos de los 10 antibióticos ensayados (ampicilina, 

oxitetraciclina y estreptomicina); por lo que esta cepa fue la única multirresistente y 

tuvo un índice MAR de 0,3. Con respecto al índice MAR, varió entre 0,1 y 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 antibiótica de Vibrio spp. aislados e identificados de langostinos 

silvestres 

Cepa 
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DRTS-40 R  S  S  R S  I S  S S S  2 2 0,2 No 
DRTS-47 R  I  S  I S  I S  S I I  1 1 0,1 No 
DRTS-49 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 análisis de sensibilidad reveló que la mayoría 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 Potosí (2024) y 

Campaña (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 último hallazgo se 

justifica porque residuos de este antibiótico pueden llegar al manglar como producto 

del consumo de pobladores de Puerto Pizarro, que emplean este antibiótico en el 

tratamiento de la tuberculosis, una enfermedad presente en dicho poblado 

(Campaña, 2024; Domínguez & Gonzales, 2017; Morán & Hidalgo, 2018).  
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Tabla 8  

Resistencia antibiótica 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  I S  I S  S S S  1 1 0,1 No 
DRTS-44 R  S  S  S S  I S  S S I  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 I  1 1 0,1 No 
DRTS-66 R  S  S  I S  I S  S S I  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 I  1 1 0,1 No 
                     
DRTS-73 R  S  S  I 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 antibiótica 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 último a la estreptomicina (16,7%). Sin 

embargo, existieron cepas de Vibrio spp. con resistencia intermedia a antibióticos, 

como enrofloxacina (83,3%), estreptomicina (66,7%) y tetraciclina (50%). 

Finalmente, el 100% de las cepas fueron sensibles al cloranfenicol y norfloxacina.  

En la figura 2 se muestra el número de familias antibióticas a las que las cepas de 

Vibrio spp. fueron resistentes. La cepa DRTS-50 (Vibrio alginolyticus) fue la que 

resistió a mayor número de familias: penicilinas, tetraciclinas y aminoglucósidos 

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 antibiótica de cepas de Vibrio spp. aislados de 

langostinos silvestres 

Antibiótico 
Resistente   Intermedia   Sensible 

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 

Ácido nalidíxico 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 población de ese lugar (Morán & Hidalgo, 2018), que 

puede incluir residuos antibióticos usados en clínica 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 podría explicarse por la prohibición actual de 

utilizar ciertos antibióticos en la acuicultura de Litopenaeus vannamei (Carvalho 

et al., 2016), así mismo por las directrices del Codex Alimentarius Commission 

(2018), que establece límites permisibles de oxitetraciclina en langostinos para 

consumo humano. En este sentido, la Unión Europea ha fijado límites máximos de 

residuos (LMR) más estrictos para productos cárnicos, correspondientes a 100 

µg/kg para oxitetraciclina, clortetraciclina y tetraciclina, según el informe 

EMEA/MRL/023/95. 
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Otra razón relevante es que, debido al declive de precios del langostino, muchas 

empresas acuícolas de Puerto Pizarro han abandonado esta actividad, lo que ha 

reducido la exposición 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 antibióticos utilizados en dicha actividad (Sociedad Nacional de Acuicultura 

[SNA], 2024).       

    

Figura 2 

Número de familias antibióticas a las que fueron resistentes las cepas de Vibrio spp. 

aislados de langostinos silvestres  

 

 

Se observó que la cepa DRTS-50 (Vibrio alginolyticus) resistió a tres de las seis 

familias de antibióticos ensayados (penicilinas, tetraciclinas y aminoglucósidos). 

Este comportamiento es similar a lo reportado para especies de Vibrio; por ejemplo, 

Campaña (2024) aisló la cepa Lang 55 en langostinos silvestres, la cual resistió a 

tres familias (penicilinas, fosfonatos y quinolonas). Así mismo, Rosado (2018) se 

identificó cepas de Vibrio alginolyticus en Litopenaeus vannamei de langostineras 

de la región 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, ácido nalidíxico y 

norfloxacina, mientras que el 84,2% mostró 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 porción 

comestible en cangrejos del manglar del Guayas fue baja, a pesar de que en esa 

zona operan numerosas empresas langostineras que emplean dichos antibióticos. 

Una posible explicación para estos niveles de sensibilidad es la reducción 

progresiva en el uso de antibióticos en los cultivos de langostinos en regiones como 

Tumbes, lo que habría contribuido a disminuir la presión selectiva sobre las 

bacterias y, en consecuencia, la prevalencia de cepas resistentes. Este hallazgo se 

explica por lo reportado por García-Pérez et al. (2021), quienes indican que el uso 

continuado de antibióticos en sistemas de cultivo favorece la selección de bacterias 

resistentes, en consecuencia si se disminuye el uso de antibióticos, las bacterias 

vuelven a ser sensibles. 

 

Tabla 10 

Porcentaje de resistencia antibiótica de cepas bacterianas aisladas en medio de 

cultivo Hicrome Vibrio en langostinos silvestres 

Antibiótico 

Resistente   Intermedia   Sensible 

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 5,3 

Gentamicina 0 0,0  0 0,0  19 100,0 

Ácido nalidíxico 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 acuáticos, lo cual indica 

una tendencia común en ambientes donde existe una exposición recurrente o 

prolongada a este tipo de antibióticos. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de 

monitorear constantemente la sensibilidad antimicrobiana en especies cultivadas, 

ya que el uso inadecuado o excesivo de determinados antibióticos puede generar 

presión selectiva y favorecer la proliferación 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 antibióticos; por lo tanto, ninguna de ellas se 

consideró multirresistentes.   

 

Figura 3 

Número de familias antibióticas a las que fueron resistentes las cepas aisladas en 

medio Hi crome Vibrio en langostinos silvestres 

 

4.8. Efecto inhibitorio 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 inhibió 

a todas las cepas de Vibrio pero solo cuando se utilizó el extracto puro (100%), la 

cepa DRST-50 (Vibrio alginolyticus) fue la que presentó mayor halo de inhibición 

con un diámetro 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. 

Código  Disco antibiótico Control positivo* 
Extracto de 

neem al 100% 
Dilución** 10-1  

DRTS-46 Enrofloxacina 30,0±5,0 14,7±0,6 8,3±0,6 
DRTS-50 Cloranfenicol 30,0±0,0 16,3±0,6 10,7±0,6 
DRTS-75 Cloranfenicol 28,7±2,3 11,7±0,6 0,0±0,0 
DRTS-78 Ácido nalidíxico 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 30,0±0,0 10,7±1,2 0,0±0,0 
DRTS-49 Cloranfenicol 34,0±1,7 15,3±0,6 10,0±0,0 

* El control negativo consistente en solución salina no produjo halos de inhibición. 

** Las diluciones 10-2 y 10-3 no produjeron inhibición en las cepas de Vibrio spp. 

 

Por otro lado, solo la dilución 10-1 del extracto de neem tuvo cierta efectividad, 

inhibiendo a cuatro de las seis cepas de Vibrio spp. con halos de inhibición 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 inhibición de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus aislados en 

Litopenaeus vannamei. Sin embargo, cuando utilizaron el extracto acuoso de hoja 

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

 

Tabla 12 

Diámetro de los halos de inhibición producidos in vitro por el extracto de orégano 

diluido en alcohol contra Vibrio spp. 

Código  Disco antibiótico 
Control 
positivo 

Extracto 
de 

orégano 
al 100% 

Diluciones 

10-1 10-2 10-3 

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 11,0±1,7 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
DRTS-75 Cloranfenicol 32,0±0,0 14,7±1,2 13,3±0,6 0,0±0,0 0,0±0,0 
DRTS-78 Ácido nalidíxico 30,0±0,0 12,0±0,0 10,3±0,6 10,0±0,0 9,0±0,0 
DRTS-40 Fosfomicina 42,7±0,6 15,3±0,6 13,7±1,2 0,0±0,0 0,0±0,0 

       
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 solución salina no produjo halos de inhibición. 

En los enfrentamientos empleando extracto de orégano se pudo apreciar que la 

mayoría de las cepas de Vibrio spp. fueron inhibidas al utilizar el extracto puro 

(100%) generando halos con diámetros 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 dilución tan baja como 1:1000 generando un halo 

con diámetro 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 logró la inhibición de cuatro cepas de Vibrio spp. entre las que se hallaban 

multirresistentes y resistentes a antibióticos. Estos mismos autores reportaron que 

el extracto de orégano produjo halos con diámetros 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 inhibición, mostrando una tendencia similar en la que las 

concentraciones más altas del extracto produjeron también mayores halos de 

inhibición. 

 

En la tabla 13 se puede apreciar que la mayoría de cepas ácido lácticas tuvieron la 

capacidad de inhibir a las cepas de Vibrio spp., con halos hasta de 20,3 mm (cepa 

ácido láctica LCL-5 contra cepa de Vibrio spp. DRTS-78); sin embargo, la cepa 

ácido láctica LCL-8 no logró inhibir a tres cepas de Vibrio (DRTS-78, DRTS-49 y 

DRTS-50), así mismo la cepa ácido láctica LCL-17 no pudo inhibir el crecimiento 

de la cepa de Vibrio DRTS-49.   
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Tabla 13 

Diámetros de los halos de inhibición (mm) producidos por bacterias ácido lácticas 

en cepas de Vibrio spp. in vitro 

Cepa de 
Vibrio spp. 

Disco de 
antibiótico 

Control 
positivo* 

Cepas de bacterias ácido lácticas 

LCL-1 LCL-4 LCL-5 LCL-6 LCL-8 LCL-13 LCL-15 LCL-17 LCL-18 LCL-21 LCL-23 

DRTS-40 Fosformicina 38,0 15,3 17,3 15,7 10,3 6,7 11,0 16,0 11,0 15,3 17,3 16,7 

DRTS-46 Enrofloxacina 36,3 15,7 16,0 16,0 10,7 0,0 0,0 13,3 7,3 9,7 10,3 13,7 

DRTS-47 Cloranfenicol 29,7 13,3 15,7 16,3 9,3 6,7 8,3 15,3 9,0 16,3 14,7 14,3 

DRTS-49 Cloranfenicol 30,3 16,7 16,7 16,0 6,0 0,0 8,3 17,0 0,0 15,7 16,7 14,3 

DRTS-50 Cloranfenicol 29,7 15,3 17,3 16,7 8,7 0,0 7,7 16,3 7,0 18,7 15,3 13,7 

DRTS-75 Ácido nalidíxico 26,7 10,3 16,3 13,7 10,0 0,0 10,3 13,7 9,7 18,0 15,0 14,0 

DRTS-78 Ácido nalidíxico 27,0 13,7 18,7 20,3 6,7 0,0 0,0 18,7 8,3 16,7 16,3 14,0 

25 Cloranfenicol 29,7 15,0 17,0 17,3 7,0 0,0 6,7 15,3 9,3 16,7 16,0 15,3 

* El control negativo consistente en solución salina no produjo halos de inhibición. 

 

Como se ha observado en estos ensayos in vitro las cepas de bacterias ácido 

lácticas tienen un gran potencial en la inhibición 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-

Díaz et al. (2022), Balcázar & Rojas-Luna (2007) y Torres (2025) en las cuales las 

cepas de BAL fueron efectivas en inhibir a Vibrio spp., produciendo halos de 

inhibición similares a los de esta investigación. 

 

4.9. Carga de Vibrio spp. en hepatopáncreas 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 (día 1), todos los 

tratamientos en los que se empleó neem y orégano mostraron una carga elevada 

de Vibrio spp. El tratamiento con neem en concentración de 5 g/kg de alimento 

registró una carga más alta (1,12 x 108 UFC/g), superando a los demás tratamientos 

evaluados. Conforme avanzó el experimento y se administraron los extractos a 

través del alimento, se observó una disminución progresiva de la carga bacteriana. 

Particularmente, el grupo tratado con neem en concentración de 10 g/kg presentó 

una reducción significativa de Vibrio spp. en la fase intermedia (día 9). En la fase 

final (día 18), los tratamientos con neem en dosis de 2,5 g/kg y 5 g/kg, así como 

con orégano en dosis de 5 g/kg y 10 g/kg, mostraron una inhibición completa de la 

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

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

extracto de neem durante el ensayo in vivo  

Día 
Testigo 

(Oxitetraciclina) 

Neem (g/kg de alimento) 

2,5  5,0 10,0 

1 9,48x107±1,24x108 2,10x107±3,38x107 1,12x108±4,31x107 2,20x107±3,72x107 

3 1,55x108±1,30x108 2,01x108±9,01x107 1,89x108±5,23x107 2,38x108±7,10x107 

9 2,42x107±4,19x107 2,92x107±4,84x107 3,67x107±4,73x107 8,33x105±5,77x105 

18 0,00x100±0,00x100 0,00x100±0,00x100 0,00x100±0,00x100 3,33x105±2,89x105 

 

Tabla 15 

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

extracto de orégano durante el ensayo in vivo 

Día 
Testigo 

(Oxitetraciclina) 

Orégano (g/kg de alimento) 

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 0,00x100±0,00x100 2,83x106±4,91x106 0,00x100±0,00x100 0,00x100±0,00x100 

 

En las tablas 14 y 15 se observa que la infección fue exitosa puesto que la carga 

de Vibrio spp. se incrementó entre el día 1 (momento en que se inició el 

experimento) y el día 3 (dos días después de haber realizado la infección 

experimental). También se observa una reducción de la carga de Vibrio spp. a partir 

del momento en que se comenzó a aplicar el alimento con los extractos vegetales 

(día 3 en adelante). En el tratamiento en el que se empleó oxitetraciclina, la carga 

de Vibrio spp. empezó con 9,48 x 107 UFC/g y disminuyó hasta 0 UFC/g en el día 

18 (al final del experimento), lo que demostró que las cepas eran sensibles a este 

antibiótico. En cuanto a los tratamientos con extracto de neem también mostraron 

una disminución gradual de la carga bacteriana, siendo al principio la dosis de 10 

g/kg la más efectiva, pero al final del experimento en el día 18, fue el único 

tratamiento que no logró 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 

hepatopáncreas. 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 explicaría su eficacia contra Vibrio spp., asimismo, al utilizar 

cantidades elevadas de vegetales en la elaboración de alimento balanceado, 

proporcionan baja atractibilidad y palatabilidad por los langostinos (Nunes et al., 

2006). 

De manera similar, el tratamiento con orégano presentó una reducción progresiva 

de la carga bacteriana, con mayor efectividad a concentraciones más altas, 

alcanzando 0,00 x 100 UFC/g al día 18. Estudios previos han respaldado el uso de 

extractos vegetales como alternativas naturales a los antibióticos en acuicultura, 

como es el caso de Hernández-Rodríguez et al. (2021) y Gracia-Valenzuela et al. 

(2014), quienes reportaron que el orégano, gracias a sus compuestos fenólicos 

como el carvacrol y timol, tiene una acción antibacteriana potente contra bacterias 

patógenas en organismos acuáticos (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 únicas muertes fueron ocasionadas por el sacrificio de 

langostinos para determinar sus cargas de Vibrio en el hepatopáncreas. La 

supervivencia alta de los langostinos (100%) se ha observado también en 

investigaciones como la de Fierro et al. (2019), quienes observaron altas 

supervivencias entre 96,7% y 100% en ensayos experimentales en Litopenaeus 

vannamei utilizando extractos vegetales como alternativas terapéuticas. 

Una posible razón para este resultado es que de acuerdo a la metodología 

empleada para esta investigación, el único criterio utilizado para seleccionar las 

cepas de Vibrio fue que estas fueran resistentes o multirresistentes a los 

antibióticos, como así ocurrió en las cepas seleccionadas, además se tuvo en 

cuenta que las cepas empleadas (25, DRST-50, DRTS-49 y DRTS-78) 

correspondieran a especies reconocidas como patógenas tales como Vibrio 
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parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus y Vibrio harveyi según indican Chang et al. 

(2023).  

Sin embargo, es probable que estas cepas no hayan sido muy virulentas lo que 

permitió la supervivencia al 100% en todos los tratamientos, aspecto que también 

ha sido reportado por Aguilar-Rendón et al. (2020).  

 

Figura 4 

Supervivencia de langostinos aplicando extracto de neem en el ensayo in vivo sin 

considerar los sacrificios del experimento 

 

 

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 empleó 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 debió al sacrificio de 

langostinos realizado durante el experimento para determinar la carga de Vibrio 

spp. en sus hepatopáncreas. 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 metodología propuesta para esta tesis, que consistió 

en seleccionar las cepas de Vibrio que fueran resistentes o multirresistentes a los 

antibióticos como así ocurrió en las cepas seleccionadas, además se tuvo en 

consideración que las cepas seleccionadas correspondieran a especies 

reconocidas como patógenas 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-Rendón et al. (2020) quienes mencionan que si las cepas 

no son muy virulentas se podrían 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 hepatopáncreas 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 hepatopáncreas. Sin 

embargo, después de la infección se presenció un ligero incremento de la carga. 

Finalmente, al terminar el experimento en el día 18 se observó una diminución de 

Vibrio spp. debido al tratamiento con cepas de BAL. Estas cepas ácido lácticas 

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 hepatopáncreas de langostinos tratados con 

bacterias ácido lácticas durante el ensayo in vivo 

Día 
Testigo 

(Oxitetraciclina) 

Cepas de BAL 

LCL-4 LCL-23 LCL-18 

1 2,60x101±4,42x101 1,16x102±1,39x102 6,50x101±9,97x101 2,23x102±2,52x101 

4 1,12x103±4,77x102 5,07x102±1,14x102 8,43x102±8,03x101 1,10x103±2,37x102 

18 0,00x100±0,00x100 3,03x101±5,17x101 3,33x101±5,77x101 6,67x101±1,15x100 

 

Diversos estudios como los de Kabiraj et al. (2020) demostraron que las cepas de 

BAL tienen efecto antagónico contra Vibrio spp., lo que conduce a la reducción 

significativa de la carga de Vibrio spp. en langostinos. Esto explicaría el efecto 

inhibidor de Vibrio spp. observado en esta investigación. 

  

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 días, 

considerando los sacrificios de los langostinos periódicamente para determinar la 

carga bacteriana de Vibrio spp., todos los tratamientos iniciaron con una 

supervivencia del 100%, en el tercer día del ensayo in vivo se registró el 84,6% de 

supervivencia para todos los tratamientos experimentales; esto se debió a los 

sacrificios. Al finalizar el experimento, los tratamientos LCL-4, LCL-18 y 

oxitetraciclina mantuvieron una tasa de supervivencia aparentemente más alta 

(76,9%) que la de la cepa LCL-23 (71,8%), sin embargo, al ser analizada 

estadísticamente se evidenció que no existió diferencia significativa entre todos los 

tratamientos (p>0,05).   
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Figura 6 

Supervivencia de los langostinos considerando el sacrificio intencional de 

langostinos.  

 

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 antagónicos 

demostrados contra Vibrio spp., lo 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 probióticos, en este 

caso las cepas de BAL, pueden ser una alternativa sostenible a los usos de 

antibióticos, ya que reducen la concentración de Vibrio spp. y mejoran la tasa de 

supervivencia de los langostinos. 
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V. CONCLUSIONES 

1) Las seis cepas de Vibrio spp. seleccionadas para los ensayos fueron 

resistentes a al menos un antibiótico, y una de ella resistió a tres antibióticos 

considerándose multirresistente. El 100% fueron resistentes a la ampicilina y 

sensibles al cloranfenicol. El 16,7% fueron sensibles a la oxitetraciclina. 

2) En el ensayo in vitro de extractos vegetales, se evidenció los mejores 

resultados con el extracto de orégano, que inhibió a todas las cepas de Vibrio 

spp. e incluso fue capaz de inhibir a una de ellas en una dilución 10-3. El extracto 

de neem inhibió a todas las cepas pero solo cuando fue aplicado sin diluir. 

3) 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 diámetros de halos de inhibición produjeron en Vibrio y se 

emplearon por ello en el ensayo in vivo. 

4) En el ensayo in vivo utilizando el extracto de neem se observó 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 hepatopáncreas hasta 0 UFC/g al final del experimento, con la 

excepción de la dosis de 10 g/kg de neem. Las supervivencias de los 

langostinos durante el experimento fueron del 100%. 

5) En el ensayo in vivo utilizando el extracto de orégano se observó que en casi 

todas las dosis aplicadas en el alimento (2,5, 5 y 10 g/kg) se redujo la carga de 

Vibrio en el hepatopáncreas hasta 0 UFC/g al final del experimento, con la 

excepción de la dosis de 2,5 g/kg de orégano. Las supervivencias de los 

langostinos durante el experimento fueron del 100%. 

6) En el ensayo in vivo utilizando cepas de BAL se observó que todas las cepas 

aplicadas en el alimento redujeron la carga de Vibrio en el hepatopáncreas al 

final del experimento. Las supervivencias de los langostinos durante el 

experimento fueron del 100%. 

7) 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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VI. RECOMENDACIONES 

 

1) 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. 

2) 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 

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

 

FORMULARIO 1 

RECOLECCIÓN DE DATOS DE LANGOSTINOS 

 

N° Registro:  

Nombre del responsable: __________________________________________________ 

Lugar de recolección: _____________________________________________________ 

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:__________________________ 

Expansión de cromatóforos: Si ( ) No ( ) 

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

Indique: _____________________________________________________________ 

Flexión del músculo abdominal (calambre):   Si ( )  No ( ) 

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

Otro ( ) Indique: ______________________________________________________ 

Color de los apéndices (periópodos, pleópodos y urópodos) : normal ( )  rojo ( ) Negro ( )

  Otro ( ) Indique:________________________________________ 

Color de las antenas:  normal ( )  rojo ( )   

Otro ( ) Indique: ____________________________________________ 
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Transparencia de los músculos del abdomen y del cefalotórax:  

Transparente ( ) Blanquecino ( ) Otro ( )  Indique: 

_______________________ 

Repleción Intestinal (porcentaje del Intestino que se encuentra lleno): ____________ 

Textura del exoesqueleto: duro ( )  blando( ) 

Manchas, lesiones, melanosis, astillas clavadas: 

Indique: _____________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

 

UBICACIÓN DE LESIONES/MELANIZACIÓN 

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

clavadas (A). 

 

  

 

 

 

OBSERVACIONES ADICIONALES: 

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________ 
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Anexo 2. Recolección de langostinos silvestres y obtención de tejidos.  

Figura 7 

Biometría en ejemplares de Litopenaeus vannamei a) ejemplares de langostino 

para la toma de medidas b) medición de la longitud c) pesado del ejemplar 

 

 

Figura 8 

Toma de tejidos de langostinos silvestres a) extracción de intestino en muestras de 
langostinos b) extracción de muestra de hepatopáncreas en langostino silvestre c) 
diluciones de las muestras extraídas para la siembra 
 

 

  

a b c 

a b c 
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Anexo 3. Microbiología de trabajo de investigación  

Figura 9 

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

 

Figura 10 

Procedimiento de tinción de Gram. a) Colonias purificadas en medio TSA, b) 
observación de las formas en el microscopio y c) fotografía de BAL (cocos Gram 
positivos) 

 

 

Figura 11 

Pruebas bioquímicas aplicadas en Vibrio spp. a) Prueba de catalasa y b) Prueba 
de oxidasa  

 

DRTS-50  LCL-18 
a b c 

 a c b DRTS-50 b 
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Figura 12 

Realización de antibiogramas de cepas bacterianas. a) Siembra de cepas en medio 
Mueller Hinton y b) Colocación de discos de antibióticos  

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

 

 

  

a b 
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Figura 14 

Ensayo in vitro de inhibición utilizando cepas de BAL etiquetadas como LCL contra 
la cepa DRTS de Vibrio spp. NOR: antibiótico de elección (norfloxacina). C-: control 
negativo (solución salina) 
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Anexo 4. Procedimiento para la identificación molecular de las cepas. 

 
Figura 15 

Extracción de ADN usando el protocolo de PBS  

 

 

Figura 16 

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

 

 

 

 

Figura 17 

PCR y electroforesis. a) Programación del termociclador b) Adición de los 
amplicones al gel para la electroforesis y C) Observación de los amplicones en el 
transiluminador 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Anexo 5. Ensayos in vivo. 

a b c

a b
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Figura 18 

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

 
 
Figura 19 

Tratamiento a los langostinos infectados. a) Adición de las cepas de BAL al alimento 
balanceado y b) Aplicación del alimento balanceado con las cepas de BAL a los 
langostinos infectados   

 

a b

a b



 

Anexo 6. Diámetros de halos de inhibición producidos por antibióticos en cepas de Vibrio spp. 
Tabla 17 

Diámetro de halos de inhibición (mm) en cepas de Vibrio spp. aisladas de langostinos silvestres. 

Cepa 

Penicilinas   Fosfonatos   Fenicoles   Tetraciclinas   Aminoglucósidos   Quinolonas 

Ampicilinas 
(10 µg) 

 Fosfomicina (50 
µg) 

 Cloranfenicol 
(30µg) 

 Oxitetraciclina 
(30 µg) 

Tetraciclina 
(30 µg) 

 Estreptomicina 
(10 µg) 

Gentamicina 
(10 µg) 

 Ácido nalidíxico 
(30 µg) 

Norfloxacina (10 
µg) 

Enrofloxacina (5 
µg) 

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,±1,5 
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 14,7±4,0  0,0±0,0  30,0±0,0  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  20,0±0,0 24,0±5,2  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  30,0±0,0 30,7±0,6 35,3±0,6 
                
DRTS-46 0,0±0,0  17,8±0,6  26,3±0,6  17,7±0,6 17,0±0,1  15,3±0,6 22,7±6,1  22,0±0,1 24,3±4,0 22,3±7,4 
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  30,7±0,6  20,0±0,0 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  21,3±1,5  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  17,5±2,1  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 18,7±1,2  16,0±1,7 27,3±4,6  20,3±1,2 25,7±0,6 25,7±2,9 
DRTS-52 27,7±0,6  0,0±0,0  33,0±0,0  20,0±0,0 25,0±0,0  15,0±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  15,0±0,0 24,0±0,0  30,0±0,0 35,0±0,0 27,0±0,0 
DRTS-65 0,0±0,0  18,7±1,2  28,3±2,9  20,3±0,6 19,7±1,2  13,3±2,9 22,0±5,2  21,0±0,0 21,0±1,7 19,0±0,0 
DRTS-66 0,0±0,0  21,3±1,2  23,3±2,3  18,0±1,2 19,3±0,6  15,0±0,0 18,3±2,9  19,0±1,7 26,0±1,7 20,0±0,0 
                
DRTS-67 0,0±0,0  29,7±0,6  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  27,3±1,2  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  15,0±0,0 17,0±0,0  30,0±0,0 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 18,0±0,0  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  21,7±1,5 21,0±1,7  15,0±5,2 21,7±5,8  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  15,7±4,0 18,7±2,3  22,0±1,7 26,7±5,8 21,3±1,2 
DRTS-74 10,0±0,0  30,3±0,6  30,0±0,0  27,0±0,0 25,0±0,0  15,7±0,6 20,0±0,0  26,3±0,6 29,7±0,6 27,0±0,0 
DRTS-75 0,0±0,0  24,2±1,0  23,3±1,5  21,0±1,0 16,3±0,6  16,0±1,0 23,0±1,7  20,3±0,6 23,3±1,5 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  14,0±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  30,0±0,0  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  20,7±0,6 23,7±2,5 20,0±0,0 

 


