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Potencial probiotico de bacterias &cido lacticas aisladas de Litopenaeus

vannamei frente a Vibrio spp. resistentes y sensibles a antibioticos.

Br. Vicsy Yanet Tinoco Elizalde?
Dr. Alberto Ordinola Zapata?

RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo determinar el potencial probidtico de bacterias acido
lacticas aisladas de Litopenaeus vannamei frente a Vibrio spp. resistentes y sensibles a
antibioticos. Para ello se obtuvieron langostinos de cultivo de tres localidades de la regidn
de Tumbes (Puerto Pizarro, Tumbesy Zorritos); de éstos se aislaron nueve cepas bacterianas,
tanto de Vibrio spp. como de bacterias acido lacticas. Se evalud la resistencia de Vibrio spp.
contra 10 antibidticos para luego evaluar in vitro el efecto inhibidor de las cepas acido
lacticas contra ellos; se selecciond dos de las cepas acido lacticas que mostraron mayor
efecto inhibidor. en el ensayo in vitro y se usaron en el ensayo in vivo, en el cual se colocaron
13 juveniles de langostino/acuario en nueve acuarios de 70 litros, éstos fueron infectados
con un pool de cuatro cepas de Vibrio spp., y tratados con alimento suplementado con las
cepas acido lacticas seleccionadas, evaluandose su supervivencia y recuento de colonias de
Vibrio spp. en el hepatopancreas. Los resultados mostraron que las nueve cepas de Vibrio
spp. fueron resistentes a fosfomicina y acido nalidixico pero sensibles al resto de
antibidticos, entre ellos oxitetraciclina y enrofloxacina; asi también que las cepas acido
lacticas F1L, C1L y F3L, inhibieron in vitro el crecimiento de todas las cepas de Vibrio spp.
asi como que las cepas F1L y C1L, mostraron incrementar la supervivencia y reducir el
recuento de Vibrio spp. en hepatopéancreas en langostinos en el ensayo in vivo, demostrando
que las cepas nativas de bacterias acido lacticas tienen potencial probiotico frente a Vibrio

spp. sensible o resistente a antibiéticos.

1 Bachiller egresada de la Escuela Académico Profesional de Ingenieria Pesquera de la UNTUMBES
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Probiotic potential of lactic acid bacteria isolated from Litopenaeus vannamei against
Vibrio spp. resistant and sensitive to antibiotics.

Br. Vicsy Yanet Tinoco Elizalde!
Dr. Alberto Ordinola Zapata?

ABSTRACT

This research aimed to determine the probiotic potential of lactic acid bacteria isolated from
Litopenaeus vannamei against Vibrio spp. resistant and sensitive to antibiotics. For this,
shrimps from three locations in the Tumbes region (Puerto Pizarro, Tumbes and Zorritos)
were obtained; From these nine bacterial strains were isolated, both from Vibrio spp. as of
lactic acid bacteria. The resistance of Vibrio spp. against 10 antibiotics and then evaluate in
vitro the inhibitory effect of lactic acid strains against them; Two of the lactic acid strains
that showed the greatest inhibitory effect were selected. in the in vitro test and were used in
the in vivo test, in which 13 juveniles shrimp/aquarium were placed in nine 70-liter
aquariums, these were infected with a pool of four strains of Vibrio spp., and stained with
food supplemented with the selected lactic acid strains, assessing their survival and colony
count of Vibrio spp. in the hepatopancreas. The results showed that the nine strains of Vibrio
spp. were resistant to fosfomycin and nalidixic acid but sensitive to other antibiotics,
including oxytetracycline and enrofloxacin; also that the lactic acid strains F1L, C1L and
F3L, inhibited in vitro the growth of all Vibrio spp strains. as well as the F1L and C1L
strains, showed increasing survival and reducing Vibrio spp. in hepatopancreas in shrimps
in in vivo test, demonstrating that the native strains of acid-lactic bacteria have probiotic

potential against Vibrio spp. sensitive or resistant to antibiotics.
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INTRODUCCION

La principal amenaza para la acuicultura a nivel mundial son las enfermedades
infecciosas que originan cuantiosas pérdidas econdémicas, que segun World Bank
(2014), se estiman en miles de millones de ddlares al afio.

Para combatir dichas enfermedades se usan de manera indiscriminada antibidticos,
tanto en enfermedades bacterianas e incluso en las de origen viral, lo cual es
completamente erréneo. El uso y abuso de estos antibidticos ha producido un
verdadero problema ambiental, por la gran cantidad de ellos que ingresan al ecosistema
acuatico; asi la magnitud de este problema es tal que, por ejemplo en Chile el afio 2003,
se registrd el uso de hasta 1/2 (kg de antibidticos)/(kg de salmon producido) (Done
etal., 2015).

En el caso del cultivo de langostino también se ha reportado un uso inadecuado de
antibioticos empleadndose en dosis inadecuadas e incluso como profilactico
(Letchumanan et al., 2015), generalmente para combatir las enfermedades que mayor
gravedad revisten para el cultivo como es el caso de las originadas por Vibrio
(Krishnani et al., 2015; Luis-Villasefior et al., 2015) y dentro de ellas por una de las
especies mas virulentas, Vibrio parahaemolyticus. El uso inadecuado de estos
antibioticos propician la aparicion de cepas de bacterias resistentes a antibidticos
(Watts et al., 2017).

En el caso del cultivo de Litopenaeus vannamei, se han reportado en varias
investigaciones la presencia de cepas de Vibrio spp. con resistencia a uno o multiples
antibioticos (Stalin & Srinivasan, 2016), lo cual hace que la eficacia de los antibidticos
usados tradicionalmente en su tratamiento sea cada vez menor; adicionalmente estas
cepas resistentes constituyen un riesgo para el ambiente y la salud del ser humano,
dada la posibilidad de su transmision directa a través de la cadena alimenticia asi como
por la transferencia horizontal de estos genes de resistencia desde Vibrio spp. a otras
cepas patogenas para los humanos (Jeyasanta et al., 2017; Millanao et al., 2011,
Shakerian et al., 2018).

Debido a esta situacion se han investigado alternativas al uso de antibidticos para el
tratamiento de enfermedades en langostinos, asi se han ensayado probi6ticos,
prebioticos, simbidticos, fitobiodticos y otros suplementos dietarios funcionales. Entre

los probiodticos mas comunmente utilizados en la acuicultura se destacan las bacterias



acido-lacticas que han demostrado excelentes propiedades inhibidoras contra Vibrio
spp. (Pandiyan et al., 2013; Rodriguez, 2017).

En particular hay una tendencia a desarrollar probidticos en base a bacterias nativas
(del medio y el intestino del langostino) debido a que ya estan adaptadas a su propio

ambiente; es por ello que esta investigacion tuvo como objetivo:

Determinar el potencial probiotico de bacterias acido lacticas aisladas de Litopenaeus

vannamei en la inhibicidn de Vibrio spp. resistentes y sensibles a antibioticos.
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REVISION DE LITERATURA

2.1. Uso de antibioticos en acuicultura

La acuicultura a nivel mundial tiene como principal problema a las enfermedades
infecciosas, las cuales son responsables de pérdidas econdmicas muy grandes las
cuales en el afio 2014, se estima fueron alrededor de 6000 millones de ddlares
(Santiago et al., 2009; World Bank, 2014); esta situacion también afecta de igual
manera al cultivo de langostino, que en el 2001 registré pérdidas de casi 1000 millones
de ddlares anuales como reporta Flegel et al. (2008).

Muchas de las enfermedades infecciosas en el langostino son originadas por bacterias
la mayoria de las cuales forman parte de la flora normal de este organismo pero pueden
tornarse en patdgenas de manera oportunista, algunas de estas bacterias son las que
predominan en el intestino de los langostinos como las de los géneros Vibrio,
Pseudomonas y Aeromonas (Zheng et al., 2016) de éstas, las que han representado el
mayor problema en el cultivo de langostino son las del género Vibrio (Flegel, 2012),
que forman las poblaciones més frecuentes de bacterias en el langostino (tanto en su
sistema digestivo, branquias y exoesqueleto) e incluso estando presentes
ocasionalmente en su hemolinfa (Lomeli-Ortega & Martinez-Diaz, 2014).

Las enfermedades originadas por Vibrio spp. son a menudo graves para el langostino,
por ello los productores utilizan frecuentemente antibidticos para tratarlas. Los
antibidticos son sustancias obtenidas de algunos microorganismos, o producto de
modificaciones quimicas de las mismas e incluso pueden ser sintéticas (Acosta, 2014;
Santiago etal., 2009), las que pueden evitar la proliferacion bacteriana a través de
detener su crecimiento sin matarla, en este caso el antibidtico se denomina
bacteriostatico o matando a la bacteria, en dicho caso se le llama bactericida; al
contrario de otras sustancias que también detienen el crecimiento bacteriano, como es
el caso de los desinfectantes, la toxicidad de los antibioticos es suficientemente baja
como para que pueda ser utilizado para controlar las bacterias dentro del cuerpo del
huésped (Martinez, 2018).

Para controlar a Vibrio spp. en los cultivos de langostinos se ha empleado ciertos
antibioticos siendo los mas frecuentes: oxitetraciclina, enrofloxacina y florfenicol
(Otero, 2018).



2.2. Vibrio spp.

El género Vibrio conjuntamente con los géneros Aeromonas, Plesiomonas y
Photobacterium pertenecen a la clase Gammaproteobacteria y la familia Vibrionaceae
(Serrano, 2014; Thompson et al., 2004). Las bacterias del género Vibrio son ubicuas
en los ecosistemas marinos y estuarinos. Se trata de bacterias oportunistas que
producen infeccion cuando el langostino esta debilitado (Lin et al., 2018; Morales-
Covarrubias, 2008); las infecciones por Vibrio spp. son capaces de originar
mortalidades hasta del 100% en el cultivo de langostino, especialmente en larvicultura
(Lomeli-Ortega & Martinez-Diaz, 2014).

El género Vibrio incluye mas de 110 especies (Lin et al., 2018), 13 de las cuales son
patogenas para el ser humano como son: V. cincinmatiensis, V. parahaemolyticus, V.
fluvialis, V. alginolyticus, V. cholerae, V. carchariae V. vulnificus, V. furnissii, V.
damsela (actualmente clasificada como Photobacterium damsela), V. metshnikovii, V.
mimicus y V. hollisae,, también algunas de ellas afectan a la acuicultura, produciendo
severas infecciones en los organismos en cultivo especialmente en langostinos, las
principales especies que son causante de esto son V. harveyi, V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus, V. anguillarum y V. splendidus (Rebougas et al., 2011; Serrano, 2014).
Las bacterias del género Vibrio son bacilos gram-negativos, no esporulantes con un
tamafio de 1,4 a 2,6 pum de largo por 0,5 a 0,8 um de ancho, son principalmente
oxidasas positivas, rectas o curvas en forma de coma, pero en laboratorio crecen como
varillas rectas. Cuentan con un solo flagelo polar monotrico el cual puede
transformarse en multitrico al crecer en medio liquido, son aerdbicos o anaerdébicos
facultativos. Vibrio spp. necesitan de sodio para crecer, asi el requerimiento en el
medio de cultivo de NaCl para estas bacterias esta entre 0,029 y 4,1%, aunque su
Optimo es de 2,0 a 2,5%. Metabdlicamente muchas de sus especies producen catalasa,
oxidasa y son capaces de fermentar la glucosa sin producir gas, ademas reducen el
nitrato a nitrito, Vibrio spp. son capaces de usar diferentes fuentes de carbono, incluso
la quitina, que es el segundo carbohidrato mas abundante del mundo y que forma parte
del exoesqueleto de crustaceos (Lin et al., 2018; Serrano, 2014; Silva et al., 2008).
Un caracter diagnostico rapido es que Vibrio spp. son capaces de crecer en agar marino
y agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) y son principalmente oxidasa positivos
(Thompson et al., 2004).
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2.3. Resistencia a antibidticos en Vibrio spp.

Los antibioticos producidos naturalmente por ciertos microorganismos, asi como los
elaborados por el ser humano, han hecho que muchas cepas bacterianas se hayan visto
expuestas por generaciones a los mismos, por lo que la seleccion natural ha
seleccionado progresivamente a aquellas cepas bacterianas en las que se han
desarrollado mecanismos para lidiar con los antibioticos. La resistencia a antibidticos
es una estrategia muy antigua empleada por las bacterias para sobrevivir a estos y que
se evidencia en sedimentos que datan de hace mas de 30 000 afios, en los que se
detectaron genes de resistencia a antibioticos tales como tetraciclinas, p-lactamicosy
glucopéptidos (Santos, 2017).

Se ha considerado frecuentemente que Vibrio spp. es un grupo de bacterias que son
altamente sensibles a antibioticos usados clinicamente, sin embargo a lo largo del
tiempo, se ha mostrado que la resistencia a antibidticos no es un hecho inusual en este
grupo de bacterias mas bien los casos de Vibrio spp. resistente, se reportan por todo el
mundo, la causa de tal resistencia es el uso excesivo de estos en la medicina humana,
la agricultura e incluso la acuicultura; si bien es cierto que en la acuicultura no se aplica
antibidticos como promotores de crecimiento, si se aplica como profilactico para
prevenir enfermedades y en el tratamiento de las mismas. La resistencia a los
principales antibidticos permitidos y usados en forma general en la acuicultura como
son la oxitetraciclina, tetraciclina, quinolonas, sulfonamidas y trimetoprim, crece cada
dia mas de igual manera ocurre para aquellos antibidticos que son usados contra Vibrio
spp. como son: cefalotina, cefuroxima, cefotaxima y ceftazidima, tetraciclina,
doxiciclina, orfluoroquinolona (Albuquerque et al., 2015; Jeyasanta et al., 2017; Rico
et al., 2017; Shakerian et al., 2018; Varela-Mejias & Alfaro-Mora, 2018).

En la acuicultura de langostino se han reportado casos de Vibrio spp. resistente o
multirresistente a antibioticos como en V. choleare, V. harveyi, V. parahaemolyticus,
V. vulnificus, V. fluvialis y V. campbelli (Stalin & Srinivasan, 2016); esta situacion
podria empeorar si se tiene en cuenta que Vibrio spp. puede portar plasmidos con genes
de resistencia a antibioticos, los que pueden transferir horizontalmente la resistencia a
antibidticos a otras cepas de Vibrio o de otros género; sin embargo el uso de
probidticos que pueden controlar a cepas patdgenas se esta viendo como una verdadera

alternativa al uso de antibioticos en la acuicultura (Balcazar et al., 2006).
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2.4. Probidticos.

Los probioticos son cultivos de una cepa o de varias cepas de microorganismos que al
ser ingeridos por su huésped le proporciona beneficios al mejorar las propiedades de
su flora bacteriana nativa; en la acuicultura del langostino generalmente se aplican
como suplementos alimenticios o al agua de cultivo para mejorar la salud del mismo
o0 para mejorar la calidad del agua de cultivo (Javadi & Khatibi, 2017). Los probidticos
son una de las alternativas mas prometedoras para reemplazar a los antibiéticos y su
aplicacion en la acuicultura es ampliamente aceptada. Los probid6ticos pueden mejorar
la salud de los langostinos al mejorar su balance microbiano intestinal, al colonizar su
intestino, privar a los patdgenos de sitios de adhesion en el intestino competir con los
mismos por nutrientes, para seleccionar una cepa bacteriana como potencial
probidtico, ésta debe ser no patogénicas y mostrar antagonismo hacia uno 0 mas
patdgenos (Javadi & Khatibi, 2017; Lamari et al., 2014).

Generalmente las cepas probioticas usadas en acuicultura son obtenidas de la flora
bacteriana indigena o exdgena de los animales acuéticos, en los marinos las bacterias
mas frecuentes son Vibrio spp. y Pseudomonas spp., mientras que en el caso de agua
dulce, son més frecuentes Aeromonas spp. y Plesiomonas spp., ambas de la familia
Enterobacteriaceae, y bacterias obligadas de los géneros Bacteroides, Fusubacterium
y Eubacterium. Las bacterias acido lacticas que son muy frecuentes en el intestino de
mamiferos y aves (Bifidobacterium en humanos, Lactobacillus en cerdos, roedores y
aves, Enterococcus en carnivoros), son generalmente sub dominantes en los peces, sin
embargo ello no ha impedido que sean una de las cepas mas estudiadas (Balcazar et al.,
2006).

Los estudios realizados sobre las especies bacterianas presentes en langostinos sanos
y enfermos, muestran que en los enfermos se produce un desbalance de la flora
bacteriana y muestran que bacterias de los géneros Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus y Bacillus que son bacterias con potencial probidtico se hallan
notablemente disminuidos en dicho caso; asi se ha encontrado que en langostinos sanos
(Lietal., 2018).
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2.5. Bacterias acido lacticas como probidticos.

La mayoria de los probioticos usados en acuicultura corresponden a bacterias acido
lacticas (Lactobacillus y Carnobacterium), Bacillus, Pseudomonas y Vibrio; en
particular las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de bacilos o cocos Gram
positivos no formadores de esporas, no motiles y que producen a través de la
fermentacion de carbohidratos, &cido lactico; al igual que otras cepas probidticas
poseen actividades inhibidoras de patdgenos, competencia por sitios de adhesion e
incluso inmuno moduladoras, como estimuladoras de fenoloxidasas, superoxidasa,
peroxinectinas entre otras (Pérez-Sanchez et al., 2014; Quispe, 2017).

Perez-Sanchez et al. (2014), sefialan maltiples investigaciones en las que las bacterias
acido lacticas han sido empleadas con éxito en el cultivo de organismos acuaticos, asi
por ejemplo se han utilizado para tratar edwardisellosis, furunculosis y vibriosis; se ha
usado Lactobacillus carnarum cepa 7-40 (NTU 102) para controlar Vibrio
algynoliticus en L. vannamei, Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103,
Carnobacterium sp. BA211, Lactococcus lactis CLFP 100, Lactobacillus sakei CLFP
202, Leuconostoc mesenteroides CLFP 196, para controlar Aeromonas salmonicida en
la trucha arcoiris Oncorhychus mykiss. Leuconostoc mesenteroides CLFP 196 vy
Lactobacillus plantarum CLFP 238, para controlar Lactococcus garvia en O. mykis;
Leuconostoc mesenteroides CLFP 196 y Lactococcus lactis CLFP 100, para combatir
Aeromonas salmonicida en Salmo trutta, Lactobacillus plantarum o Carnobacterium
sp. Para tratar la vibriosis en Scophtalmus maximus entre otros, todo esto muestra que
las bacterias acido lacticas tienen un potencial probidtico probado y que pueden ser

utilizadas en la acuicultura.

2.6. Investigaciones relacionadas al uso de bacterias acido lacticas como
probioticos en acuicultura.
Algunos estudios realizados sobre bacterias acido lacticas con propiedades probioticas

frente a patdgenos en la acuicultura se tienen:

Xia et al. (2018), desarrollaron una investigacién para evaluar el efecto de las cepas:
Lactobacillus rhamnosus (LR) JCM1136 y Lactococcus lactis subsp. lactis (LL)
JCM5805 solas y combinadas sobre el crecimiento, la microbiota intestinal, la
morfologia intestinal, la respuesta inmune y la resistencia a enfermedades de la tilapia

del Nilo (Oreochromis niloticus). Para ello, seleccionaron 720 tilapias aparentemente
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sanas Y las alimentaron con una dieta suplementada con las cepas antes sefialadas (LR,
LL o LR+LL) a una dosis de 1x108 UFC/g, asi como con una dieta testigo (CK) sin
suplementacién de probidticos. Luego de las seis semanas, se inyect6
intraperitonealmente a las tilapias con 20 pl del patdgeno Streptococcus agalactiae
(WC1535) a una concentracion de 1x10° UFC/ml, observandose que la tasa de
supervivencia fue significativamente mayor en los tratamientos con probidticos
comparados al testigo. También, al analizar las tilapias luego de las seis semanas de
alimentacién, y antes de la inyeccion intraperitoneal, se observé que el tratamiento LL
mostré mayor crecimiento y mejor utilizacion del alimento que el testigo CK. La
observacion microscopica de las microvellosidades intestinales mostr6 que éstas
fueron més grandes y se encontraron en mayor densidad en los tratamientos con
probidticos. También se hall6 mayor expresion de genes inmunitarios en los
tratamientos con probidticos. Esto demostrd que los lactobacilos fueron efectivos

probidticos frente a S. agalactiae.

Quispe (2017), realizo el aislamiento de Lactobacillus sp. a partir del intestino de la
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) en Puno (Per() y probd su efecto probidtico
frente a Yersinia ruckeri, uno de los principales patdgenos de la trucha. Para ello
recolectd 48 truchas sanas (alevines y juveniles) de una piscifactoria, luego las
sacrificd con una sobredosis de eugenol y les extrajo el intestino de forma aséptica,
para luego raspar su mucosa y sembrar la muestra en agar De Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) dejandolo incubar por 24-48 h a 30 °C. Las colonias fueron identificadas
morfolégicamente, aislandose tres cepas de Lactobacillus y una de Bacillus; luego
fueron probados por su actividad probidtica in vitro contra Y. ruckeri, mostrando todas
las cepas actividad probidtica al mostrarse halos de inhibicion de 9 mm de didmetro
en cultivos de Y. ruckeri. Concluyendo que en el intestino de la trucha existen bacterias
con potencial probidtico para combatir a Y. ruckeri siendo una alternativa

medioambientalmente amigable frente a los antibidticos.

Liu et al. (2010), probaron el potencial probiotico de la cepa de Bacillus subtilis E20,
en la supervivencia, desarrollo, tolerancia al estrés y estado inmune de larvas de L.
vannamei. Para ello realizaron un experimento con tres concentraciones de B. subtilis:
0 (control), 108 y 10° UFC/I de agua salada, aplicadas una vez cada 3 dias, durante los

14 dias que durd la larvicultura. Los resultados mostraron que el desarrollo larvario se
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incremento significativamente en los tratamientos en los que se aplicé B. subtilis a
concentracion de 10° UFC/I, de igual manera se produjo una fuerte inhibicion del
crecimiento de bacterias totales y de Vibrio luego de la aplicacion de B. subtilis al
agua. Las larvas se mostraron resistentes al estrés pues ninguna de ellas murié luego
de que el agua de cultivo se redujo de 30 °C a 2 °C a una tasa de 0,1 °C/min, asi
también las mortalidades acumuladas luego de ser expuestas a una salinidad de 60 %o
y a agua dulce, fueron menores en los tratamientos con B. subtilis. Concluyeron que
B. subtilis E20 puede servir como probidtico al ser suministrado en concentracion de
10° UFC/ml

Sha et al. (2016), evaluaron el efecto probiotico de bacterias acido lacticas sobre la
supervivencia, crecimiento, respuesta inmune y resistencia a enfermedades de L.
vannamei, para ello obtuvieron 53 cepas de bacterias acido lacticas de probioticos
comerciales, del tracto intestinal del langostino Fenneropenaeus indicus y del pez
Acanthogobius hasta. Las cepas fueron identificadas mediante analisis de su gen 16S
ARNr. Se selecciond dos cepas: Entrerococcus faecium NRW-2 y Lactobacillus
pentosus HC-2, las cuales se usaron en los experimentos, segun los tratamientos
siguientes: T1 (E. faecium), T2 (L. pentosus), T3 (E. faecium + L. pentosus) y T4
(control sin bacterias probidticas). Se realiz6 un ensayo de su poder probidtico in vitro,
para lo cual siguieron el método de difusion en pozo de agar reportado por Lamari
et al. (2014), aplicando dos tratamientos adicionales, el primero con polimixyna B y
el segundo con caldo MRS, los que constituyeron respectivamente los controles
positivo y negativo del experimento. También se ensayé el sobrenadante del cultivo
de B. subtilis como un tratamiento adicional. El poder inhibidor de las bacterias acido
lacticas se estim6 midiendo el halo de inhibicion alrededor de cada pozo y
comparandolo con el halo de inhibicién de la polimyxina B. Los resultados mostraron
que L. pentosus HC-2 mostré mayor actividad inhibitoria contra V. parahaemolyticus
y V. harveyi, siendo una cepa probiotica que puede ser utilizada en el cultivo de L.

vannamei.

A pesar de la existencia de este tipo de investigaciones a nivel internacional, luego de
realizada la revision bibliografica respectiva, no se ha encontrado reportes locales ni
regionales de investigaciones sobre el potencial probidtico de bacterias acido lacticas

nativas contra Vibrio spp. aislados de L. vannamei.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material y equipo
Material bioldgico
- 180 ejemplares de Litopenaeus vannamei.
Materiales
- 400 jeringas de 1 ml
- 2 cajas de guantes nitrilo
- 2 cajas de guantes de examen
- 1 tubo de estdndar Mac Farland 0,5 preparado artesanalmente.
- 1000 puntas de micropipeta de 0-10 pl
- 1000 puntas de micropipeta de 10-100 pl
- 500 puntas de micropipeta de 100-1000 pl
- 1000 microtubos de centrifuga de 1,5 ml
- 100 placas Petri de 10 cm de diametro
- 200 tubos falcon de 15 ml
- 30 tubos falcon de 50 ml
- 4baldesde 10|
- 1 galdn de hipoclorito de sodio (lejia)
- 5 cinta maskingtape
- 1 libreta de campo
- 9baldesde 20|
- 2 cajas hojas de bisturi
- 1 balén de gas
- 2rollos papel aluminio
- 41 de alcohol de 96%
- 10 gal de agua destilada
- 1 docena de papel kraft
- 1 frasco de 500 g de agar TCBS
- 1 frasco de 500 g de caldo TSB
- 1 frasco de 500 g de caldo MRS
- 1 frasco de 250 g de cloruro de sodio al 99%
- 100 g de citrato de sodio

- 6 cartuchos de sensidiscos de ampicilina



6 cartuchos de sensidiscos de fosfomicina

6 cartuchos de sensidiscos de cloranfenicol

6 cartuchos de sensidiscos de florfenicol

6 cartuchos de sensidiscos de oxitetraciclina

6 cartuchos de sensidiscos de gentamicina

6 cartuchos de sensidiscos de tetraciclina

6 cartuchos de sensidiscos de acido nalidixico

6 cartuchos de sensidiscos de enrofloxacina

6 cartuchos de sensidiscos de norfloxacina

2 kg de alimento balanceado para langostino al 35% de proteinas

Equipos

1 estuche de diseccion

6 maceradores de acero

6 sacabocados artesanales (preparados con jeringa hipodérmica de 1 ml)
1 camara de flujo laminar marca Boeco

1 micropipeta de 0-10 pl

1 micropipeta de 10-100 pl

1 micropipeta de 100-1000 pl

1 probeta de 100 ml

9 matraces de 250 ml

4 matraces de 500 ml

2 matraces de 1000 ml

1 horno de microondas marca LG

1 balanza analitica con precision de 0,0001 g, marca Sartorius modelo
TE2145

1 autoclave marca All American modelo 25x

1 centrifuga marca Sigma modelo 15K

1 caja de hisopos de algodon

1 mechero

1 refrigeradora marca LG modelo GM-323QC

1 congelador vertical a -18 °C marca Electrolux modelo EFCC10C3HQW

1 cocina marca Indurama modelo Cadiz
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3.2. Métodos

3.2.1. Preparacion de insumos y materiales para la siembra bacteriana.

El dia previo a la realizacion del muestreo de langostinos, se preparo la solucién
anticoagulante (citrato de sodio al 10%) la cual fue mantenida en un refrigerador a una
temperatura de alrededor de 4 °C hasta su utilizacion.

Las placas petri, matraces, microtubos de centrifuga, pinzas y tijeras de acero
inoxidable y maceradores fueron empacados y esterilizados en autoclave a 121 °C por
15 minutos.

Se prepard suficiente agar MRS suplementado con cloruro de sodio (a una
concentracion final de 2,5% de NaCl), teniendo en cuenta cuantas placas de petri se
emplearian para la siembra (20 a 25 ml de agar MRS/placa). EI medio de cultivo fue
esterilizado a 121 °C por 15 min y dispuesto en las placas petri, que fueron selladas
con papel parafilm y mantenidas en refrigeracion hasta su uso.

Se preparé medio TCBS en cantidad suficiente para la cantidad de placas petri que se
utilizaron en el muestreo, teniendo en cuenta que por cada placa se requirié entre 20 a
25 ml de medio. EI medio se preparo disolviendo en un matraz, agar TCBS en agua
destilada, en cantidad de 88 g por cada litro de medio, al cual se agregé cloruro de
sodio para alcanzar una concentracion de 2,5%. El medio se disolvié calentandolo
hasta ebullicion para que se disuelva todo el agar, luego se dejo reposar pues el medio
no necesito esterilizacion. Una vez tibio, el medio fue vertido en las placas petri, las
que se sellaron usando papel parafilm y se colocaron en forma invertida en
refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Se prepard TSA con adicion de cloruro de sodio hasta alcanzar una concentracion final
de 2,5%. EI medio se esterilizé en autoclave (121 °C, 15 min), para luego ser vertido
en placas petri, que fueron selladas con papel parafilm y mantenidas en refrigeracion
hasta su uso.

3.2.2. Recoleccion de langostinos

Los langostinos (L. vannamei) recolectados fueron animales de cultivo que fueron
donados por empresas langostineras de las zonas de Puerto Pizarro, Zarumilla y
Zorritos. Los langostinos fueron obtenidos de los estanques en los que se reportaron
mas casos de enfermedades, se selecciond aquellos individuos que presuntamente

padecian vibriosis segun sus signos externos; pero también se seleccionaron aquellos
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aparentemente sanos; los langostinos fueron colocados en depdsitos que contenian
agua del estanque del cual fueron obtenidos; y luego fueron transportados rapidamente
a la sede de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar (FIPCM) de la

Universidad Nacional de Tumbes en la villa de Puerto Pizarro.

3.2.3. Obtencion de muestras de tejidos para el cultivo bacteriano

Cada ejemplar obtenido se pes6 y observé sus caracteristicas externas, en busca de
heridas, coloraciones anormales, erosiones, bioluminiscencia, entre otros. Se extrajo
ademas al menos 0,1 ml de hemolinfa del seno ventral, con una jeringa de 1 mi
conteniendo 0,1 ml de citrato de sodio al 10% refrigerado. La hemolinfa se mantuvo
refrigerada hasta que se realizo la siembra bacteriana. Tambiéen se extrajo un fragmento
de 0,1 g de hepatopancreas, el cual fue colocado en un microtubo de centrifuga de 1,5
ml. Se extrajo la mayor parte del intestino del animal, el que fue colocado también en
un microtubo de centrifuga de 1,5 ml. Finalmente, se tomd también muestras de las
heridas y erosiones en el exoesqueleto, los que fueron colocados en otro microtubo de
centrifuga de 1,5 ml.

Las muestras solidas (obtenidas del hepatopancreas, intestino, de heridas y erosiones),
fueron trituradas en el mismo microtubo con varillas metalicas de acero inoxidable
esterilizadas, al tejido triturado se le agregd solucién de NaCl al 2,5% hasta alcanzar

un volumen de 1 ml.

3.2.4. Aislamiento de bacterias acido lacticas (BAL)

El aislamiento de cepas de bacterias acido lacticas se realiz6 siguiendo el método de
Quispe (2017), para lo cual se tomé el macerado del intestino y se sembrd por
agotamiento en placas petri conteniendo medio MRS. Las placas fueron selladas con
cinta parafilm e incubadas por 24 h a 48 h en posicion invertida a una temperatura de
37 °C.

3.2.5. Aislamiento de cepas de Vibrio spp.

Se sembraron 100 ul de la hemolinfa extraida (mezclada con el anticoagulante) en su
correspondiente placa petri, en la cual se habia dispensado medio agar tiosulfato citrato
bilis sacarosa (TCBS). La muestra fue extendida en estrias con un asa de siembra sobre
la superficie del medio. Luego las placas petri fueron selladas con parafilm y dejadas

incubar en posicion invertida por 24 h a 37 °C.
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Para las muestras de intestino, hepatopancreas, erosiones y heridas, el microtubo con
el macerado de éstos, fue etiquetado como solucion madre, se prepararon
adicionalmente soluciones diluidas en el rango de 10 hasta 10 en otros microtubos
del mismo volumen: Se sembraron 100 ul de cada dilucion en placas petri con TCBS.

Las placas sembradas fueron selladas con parafilm e incubadas a 37 °C por 24 h.

3.2.6. Purificacion de cepas bacterianas.

La purificacion se realizé de manera similar para las cepas bacterianas obtenidas en
los medios MRS y TCBS, consistiendo la observacidn posterior a la incubacion de las
placas petri para determinar cuales fueron las cepas bacterianas mas representativas;
las mimas que se subcultivaron en TSA, sembrando por estrias cada colonia elegida a
otra placa petri con TSA. Las placas se sellaron e incubarona 37 °C por 24 h, luego
de lo cual se observé si las colonias que crecieron fueron similares, sino fue asi se
volvié a subcultivar en nuevas placas petri con TSA, hasta obtener un monocultivo de
bacterias.

El cddigo con que se designo a las cepas purificadas, tuvo una estructura como la
siguiente: E1V, donde su primera letra indicé el campo de cultivo del cual procedio el
langostino del que se obtuvo la cepa, luego un numero secuencial de la cepa purificada
y por ultimo la letra V para designar a Vibrio spp. o L para designar a bacterias acido

lacticas.

3.2.7. Conservacion de cepas bacterianas.

Para la conservacion de la cepa, ya sea de bacterias &cido lacticas como de Vibrio spp.,
se tomd una colonia de las cepas bacterianas purificadas y se colocd en un microtubo
con 1 ml de caldo de lisogenia (LB), dejandose incubar por 24 h a 37 °C. También se
realizaron al menos dos réplicas de respaldo para cada una de estas colonias para lo
cual se tomo 10 pl de la suspension bacteriana del primer microtubo y se colocO en
otro microtubo conteniendo 1 ml de caldo LB, se incub6 nuevamente por 24 ha 37 °C.
Luego de las 24 h de incubacidn, se observd si hubo crecimiento en cada microtubo,
pero al no haberlo se esper6 hasta las 48 h, cuando se confirmd su crecimiento, a
continuacién se adiciond glicerol helado hasta alcanzar una concentracion de 15% y

se conservo a -20 °C, hasta su uso
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3.2.8. Aislamiento de cepas de Vibrio spp. resistentes a antibidticos

Las cepas de Vibrio spp. conservadas, fueron utilizadas en el ensayo de antibiograma.
Para ello se tom6 una colonia y se sembrd en un microtubo de centrifuga de 1,5 ml con
1 ml de TSB. Este se dejé crecer por 48 h hasta que alcanzé un nivel de turbidez que
superd al estandar de MacFarland 0,5.

Se empleo el método de disco de difusion, que consistio en que las colonias a sembrar
que se hallaban en los microtubos, se centrifugaron a 10 000 xg por 5 min, para separar
el pellet bacteriano del medio TSB, luego el pellet fue resuspendido en un microtubo
de 1,5 ml con solucidn salina al 2,5% y se trat6 de igualar su turbidez (por inspeccién
visual) con la que tiene el estandar de MacFarland 0,5 (equivalente a una concentracion
de 1x108 cél./ml) para lo cual en caso fue necesario se diluyé la solucion bacteriana
con solucion salina al 2,5%. La muestra bacteriana estandarizada se usé para la
siembra en placas petri conteniendo medio Mueller-Hinton (preparado disolviendo 38
g en 1 litro de agua destilada). Para ello se tom6 100 pl de la muestra bacteriana y se
extendid sobre toda la placa petri con un cotonete esterilizado. A continuacion se
aplicé con la aguja de una jeringa, sobre la placa sembrada, discos antibioticos

comerciales conforme a la tabla 1:

Tabla 1. Antibioticos a utilizar en el ensayo de resistencia a antibiéticos

Grupo Antibiotico Clave Cantidad por

disco (1g)
I. Inhibidores de la Ampicilina Amp 10
pared celular Fosfomicina Fos 50
II. Inhibidores de la Cloranfenicol Clor 30
sintesis de proteinas  Florfenicol Flo 25
Oxitetraciclina Otc 30
Gentamicina Gen 10
Tetraciclina Tet 30
I1l. Inhibidores de la Acido nalidixico Nal 30
sintesis de ADN Enrofloxacina Enro 5
Norfloxacina Nor 10

Luego de aplicar los discos, se esper6 24 h para observar el crecimiento de las bacterias
y la formacién de halos de inhibicién en el caso de que no fueran resistentes. Los
didmetros de los halos de inhibicién generados por los discos de sensibilidad se
midieron utilizando una regla milimetrada. Las cepas de Vibrio spp. que mostraron ser

resistentes a uno o mas antibiéticos fueron colocadas en microtubos de 1,5 ml con
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medio TSB y almacenadas en refrigeracion para su posterior uso. La determinacién de

la resistencia de las cepas a los antibioticos ensayados se realizé tomando como puntos

de corte los que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Puntos de corte para determinacién de sensibilidad a antibi6ticos en Vibrio

Concentra- Punto de corte (mm)

Antibiotico cién (ug) Sensible Intermedio Resistente Referencia
Ampicilina 10 >17 14-16 <13 (Cayul, 2003; NCCLS, 1999)
Fosfomicina 50 >20 17-19 <16 (Seguel, 2009)

Cloranfenicol 30 >18 13-17 <12 (Gémez-Gil, 2005)
Florfenicol 30 >18 13-17 <12 (Cayul, 2003; NCCLS, 1999)
Oxitetraciclina 30 >19 15-18 <14 (Cayul, 2003; NCCLS, 1999)
Tetraciclina 30 >19 15-18 <14 (CLSI, 2019)

Gentamicina 10 >15 13-14 <12 (Cayul, 2003; NCCLS, 1999)
Acido nalidixico 30 >19 14-18 <13 (CLSI, 2019)

Enrofloxacina 5 >21 16-20 <15 (Cayul, 2003; NCCLS, 1999)
Norfloxacina 10 >17 13-16 <12 (CLSI, 2019)

Se eligieron las cepas que mostraron resistencia a algunos de los antibioticos
sefialados, las que fueron usadas en los ensayos de sensibilidad frente a bacterias acido

lacticas.

3.2.9. Evaluacion del efecto inhibitorio in vitro de bacterias acido lactico.

Para determinar el efecto inhibitorio de las cepas de bacterias acido lacticas, se emple6
el método de difusion en pozo de agar como lo realizaron Lamari et al. (2014), con
modificaciones como se detalla a continuacion: Se tomé 10 ul del cultivo de Vibrio
spp. en el microtubo conservado y se transfirié a un microtubo de centrifuga de 1,5 ml
con 1 ml de TSB. Este se dejé crecer por 24 a 48 h hasta que alcanz6 un nivel de
turbidez que superd al estandar de MacFarland 0,5. Los microtubos se centrifugaron a
10 000 xg por 5 min, para separar el pellet bacteriano del medio TSB, luego el pellet
fue resuspendido en un microtubo de 1,5 ml con solucion salina al 2,5% y se trat6 de
igualar su turbidez (por inspeccion visual) con la que tuvo el estdndar de MacFarland
0,5 (equivalente a una concentracion de 1x108cél./ml) para lo cual en caso ser

necesario se diluyd la solucion bacteriana con solucion salina al 2,5%. La muestra

29



bacteriana estandarizada se us6 para la siembra en placas petri conteniendo medio
Modeller-Hinton. Para ello se tom6 100 pl de la muestra bacteriana y se extendié sobre
toda la placa petri con un asa de drigalski esterilizada.

Las cepas de bacterias acido lacticas fueron dejadas crecer en tubos falcon de 15 ml
con caldo MRS; luego se igual6 su turbidez con la del estandar de MacFarland 0,5.
De cada uno de estos tubos se transfirio la cepa a dos microtubos de centrifuga de
1,5 ml, el primero se designé como cultivo (C), mientras que el segundo se centrifugo
a 10000 rpm por 3 min para separar el pellet bacteriano del sobrenadante (S).

En cada una de las placas petri en que se sembraron las cepas de Vibrio spp. se
perforaron pozos en el agar usando una jeringa de 1 ml a la que se le cortd la parte
anterior y que fue esterilizada. La distancia entre pozos no fue menor a 25 mm y
estuvieron uniformemente espaciados sobre la placa petri.

En cada pozo se colocé entre 20 a 70 pl de la suspension bacteriana del microtubo
marcado como C, asi también en otro pozo se coloc6 un volumen similar del
sobrenadante del microtubo marcado como S. Esto se repitio por triplicado para cada
una de las cepas de bacterias acido lacticas y se dejé incubar por 24 h, luego de lo cual
se midieron con una regla los diametros de los halos de inhibicion alrededor de los

POZOS.

3.2.10. Evaluacion del efecto inhibitorio in vivo de bacterias &cido lacticas.

Para evaluar el efecto inhibitorio in vivo de las cepas de bacterias acido lacticas se
efectud un experimento en acuarios utilizando juveniles de L. vannamei, los cuales
fueron infectados con un pool de cuatro cepas de Vibrio spp. mas resistentes a
antibidticos a los que se les administrd alimento balanceado impregnado con las cepas
acido lacticas potencialmente probidticas.

Se selecciond las dos cepas acido lacticas que mostraron el mayor efecto inhibitorio
en el ensayo in vitro, para ser utilizadas en el ensayo in vivo; de igual manera se
selecciond cuatro cepas (E1V, E2V, C1V, C2V) de Vibrio spp, no fermentadora de
sucrosa (colonias verdes en TCBS, las mismas que generalmente se consideran
patogenas para el langostino), las cuales fueron mezcladas en un pool.

Para la preparacion del alimento suplementado con las cepas acido lacticas se siguid
la metodologia empleada por Esguerra (2012), con modificaciones:

Las cepas &cido lacticas se cultivaron en medio TSA, y luego de 48 h, se sembraron

en TSB por 24 h, a continuacion se realizaron diluciones hasta obtener una
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concentracion de 10° UFC/ml. Estas diluciones se emplearon para agregarlo al
alimento en cantidad tal que el alimento quedd humedecido de manera uniforme, luego
se dejo secar y se agreg0 aceite de pescado como atractante. Las cantidades aplicadas
de cultivo bacteriano diluido y aceite de pescado, fueron de 1 mly 0,5 ml por cada 100
g de alimento balanceado respectivamente. El alimento se prepar6 a diario de esta
manera, antes de ser administrado a los langostinos.

Antes de iniciar el experimento, se tom6 una muestra de dos langostinos de cada
acuario, a los cuales se les extrajo el hepatopancreas para poder determinar su carga
de Vibrio spp. mediante recuento de colonias en placas petri con medio TCBS.

Para el experimento se utilizaron nueve acuarios de 70 | aproximadamente en cada uno
de los cuales se colocaron 13 langostinos de peso promedio 1,3 g. Cada acuario fue
sorteado para determinar el tratamiento que se le asignaria (testigo o la aplicacion de
alimento con cepa potencialmente probidtica F1L y F2L).

Se prepar6 un balde de 20 | en el cual se colocé agua salobre al cual se le agregd un
pool de Vibrio spp. (Constituido por las cepas E1V, E2V, C1V, C2V) en cantidad tal
que se asegurd una concentracion final de 10° UFC/ml, los langostinos fueron
sumergidos 10 min en el agua de dicho balde para lograr su infeccion. Posteriormente
se retird los langostinos y se colocaron en su respectivo acuario, los langostinos
recibieron el primer dia de infeccion, alimento balanceado sin ningun tipo de
probidtico. A partir del segundo dia de cultivo, se empezd a alimentar a los langostinos
conforme a lo que indico cada tratamiento (alimento con adicion de cepas de bacterias
acido lacticas o sin ellas).

En el dia cinco de cultivo, se tom6 una muestra de dos langostinos de cada acuario y
se sacrificaron para obtener un recuento de Vibrio spp. en su hepatopancreas. El
experimento continuo hasta el dia 8 de cultivo, en el cual se obtuvo nuevo recuento de
Vibrio spp. en hepatopancreas. Diariamente se llevd control de crecimiento,

supervivencia y de consumo de alimento.

3.2.11. Analisis estadistico.

Los resultados de los analisis anteriores fueron organizados en tablas y graficos para
una mejor comprension. Se elaboraron tablas en las que se mostré la cantidad y
porcentaje de cepas de Vibrio spp. que mostraron resistencia a antibiéticos.

Para el ensayo de inhibicion in vitro se realizd un experimento bajo el disefio

completamente al azar (DCA) con nueve tratamientos (cepas de bacterias acido
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lacticas obtenidas del intestino y hepatopancreas de langostinos sanos), las cuales
fueron ensayadas contra las nueve cepas de Vibrio spp. aisladas (todas ellas fueron
resistentes a solo dos antibidticos) de langostinos de cultivo. Las repeticiones fueron
tres placas petri conteniendo cultivos de Vibrio spp. antes mencionados, se usé como
control positivo el antibiotico al cual fueron mas sensibles las cepas de Vibrio spp.
ensayadas. Se evaluo los diametros de los halos de inhibicion alrededor de los pozos
practicados en el agar de las placas petri. La evaluacion estadistica se realiz6é usando
analisis de varianza y prueba de Duncan y Tuckey con a = 5%.

Para el ensayo de inhibicion in vivo se realizd un experimento bajo el disefio
completamente al azar (DCA) con tres tratamientos (dos tratamientos en que se aplico
al alimento balanceado, dos de las cepas de bacterias acido lacticas que mayor
inhibicidn produjeron en el ensayo in vitro, y un tratamiento testigo sin aplicacion de
cepas de bacterias) las cuales fueron ensayadas en langostinos infectados
experimentalmente con un pool de cepas de Vibrio spp. (E1V, E2V, C1Vy C2V). Las
repeticiones fueron tres acuarios de 70 | en los que se colocO 13 juveniles de L.
vannamei aparentemente sanos, a los cuales se infectd experimentalmente con Vibrio
spp.; los tratamientos experimentales recibieron tratamiento con alimento balanceado
al que se agreg0 bacterias acido lacticas (F1L y C1L), mientras que el testigo recibid
alimento sin bacterias acido-lacticas. Se evalud la supervivencia de los langostinos en
experimentacion y el recuento de Vibrio spp. en su intestino. La evaluacion estadistica

se realiz6 usando andlisis de varianza y prueba de Duncan y Tuckey con o = 5%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Pesoy talla de los langostinos recolectados

Los langostinos presentaron tallas y pesos promedios distintos en cada muestreo, pero
en cada muestreo sus tallas y pesos fueron bastante similares como lo indica su baja
desviacion estandar (DE). Los langostinos mas pequefios correspondieron al primer
muestreo (peso de 3,6+0,3 g y talla de 7,5£1,7 cm) y los de mayor tamafio, al segundo
(peso de 9,0+1,3 cm y talla de 12,3£1,9 cm)(tabla 3).

Tabla 3. Peso y talla (MediaxDE) de los langostinos recolectados segiin muestreo.

Muestreo N° de ejemplares  Peso(g)  Talla(cm)

1 9 3,6+0,3 7,517
2 12 9,0+1,3 12,3+19
3 11 4,7+0,6 6,1+1,1

4.2. Cepas de Vibrio spp. y bacterias &cido lacticas aisladas de langostino

Se aislaron nueve cepas de Vibrio spp. y nueve de bacterias acido lacticas, las primeras
procedieron principalmente del hepatopancreas (seis de nueve), mientras que las
segundas del intestino (cinco de nueve) (tabla 4). EI codigo que se les asigné estuvo
compuesto de la inicial de la langostinera, el nimero de cepa aislada y la indicacion
de ser cepa de Vibrio (V) o bacteria acido lactica (L).

Tabla 4. Cepas de Vibrio spp. y bacterias acido lacticas aisladas de langostino

Identificacién presuntiva  Cepa Langostino  Organo del cual fue aislada
Vibrio spp. Cclv 3 Hepatopancreas
ca2v 7 Hepatopancreas
Fiv 6 Intestino
E1V 2 Hepatopancreas
E2V 3 Intestino
E3V 4 Hepatopancreas
E4V 5 Hepatopancreas
E5V 5 Intestino
E6V 10 Hepatopancreas
Bacterias acido lacticas ClL 2 Hepatopancreas
c2L 4 Intestino
C3L 6 Hepatopéancreas
C4aL 7 Intestino
F1L 3 Intestino
F2L 5 Hepatopancreas
F3L 8 Hepatopancreas
FAL 9 Intestino
F5L 11 Intestino




El hecho de obtener cepas de Vibrio spp. y de bacterias acido lacticas de los langostinos
muestreados, obtenidas principalmente del hepatopancreas e intestino, es compatible
con el hecho de que Vibrio spp. forman parte de la flora nativa del langostino, siendo
patdgenas oportunistas, asi como que las bacterias acidolacticas sean comunes en el

tracto intestinal (Cornejo-Granados et al., 2017; Md Zogratt et al., 2018).

4.3. Resistencia antibi6tica de Vibrio spp.

En la tabla 5 se observa el diametro promedio de los halos de inhibicion que se
obtuvieron en los antibiogramas realizados a las cepas de Vibrio spp. (tres repeticiones
por cepa). Las cepas en general mostraron halos con didmetros reducidos frente a
fosfomicina (0,3£0,6 mm) y acido nalidixico (1,6£1,7 mm); pero con diametros
mayores contra oxitetraciclina (38,3+1,7 mm), ampicilina (33,0+3,9 mm), florfenicol
(33,0+2,3 mm), cloranfenicol (32,2+2,0 mm) y tetraciclina (32,2+0,9 mm).

Tabla 5. Didmetro promedio de los halos de inhibicion (mm) a antibi6ticos de las cepas de
Vibrio spp. aisladas.

Penicili Fosfo- Fenicoles Tetraciclinas Arr’nr_mglu Quinolonas
nas natos cosidos
— © o

o g .8 _ TE> g ,E % .g

£ k= s_ & 8_ 35 g 8_ % g

S EB E3 5§59 53 5D ES cXT 2~ O
Cepa g8 88 58 28 358 28 38 288 feo 28
Cclv 34,7 0,7 31,7 34,0 36,3 32,3 31,0 0,0 30,7 20,7
ca2v 34,3 0,0 32,7 35,0 38,0 32,3 33,0 0,7 343 16,7
F1Vv 37,3 0,7 36,7 31,7 38,7 32,0 32,3 30 30,7 20,0
E1V 31,7 0,0 33,3 36,7 36,7 31,7 30,0 33 330 21,3
E2V 34,0 0,0 31,7 30,0 35,7 31,3 31,3 30 330 18,0
E3V 23,3 0,0 30,0 31,3 40,0 33,0 28,3 40 347 20,0
E4V 34,0 0,0 31,7 35,0 40,0 34,0 29,7 0,0 283 18,3
E5V 34,3 1,7 30,0 31,3 39,3 31,0 35,0 00 313 20,7
E6V 33,3 0,0 32,0 31,7 40,0 32,0 35,0 0,0 30,7 21,0

MediatDE 33,0+39 0,3%06 32,2#20 33,0+23 38,3+17 32,2+0,9 31,7423 16417 319+21 19,616

El anélisis de la sensibilidad antibidtica de las cepas de Vibrio spp. (tabla 6), indica
que éstas en general fueron resistentes a fosfomicina y a &cido nalidixico, pero fueron
sensibles ampicilina, cloranfenicol, florfenicol, oxitetraciclina, tetraciclina,
gentamicina, enrofloxacina y norfloxacina. En el caso de la cepa C2V tuvo resistencia

intermedia a norfloxacina.
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Tabla 6. Sensibilidad antibiotica de las cepas de Vibrio spp.

Penicili- Fosfo- Tetracicli- Amino-

nas natos Fenicoles nas glucésidos Quinolonas = B
n = ©
_ . © Q5.
© & 3 S i @ g .g S ,g 5 £ l‘("é = g
= 28_ &5_8_ Bgs g g5 £ $_Zs%
S IS co 52 52 ¢ E o c® 2~ 5T ESQ
o = e = CS3I ¢« 3 8 g 83 = 3 S 5 Bo s3I §°T
€ o ) Lo oo XE B9 T o 38 EZT 59,
Cepa <Z oL e oo 03T 8 od <X wezd z
Civ S* R S S S S S R S S
ca2v S R S S S S S R S | 2
F1Vv S R S S S S S R S S 2
E1V S R S S S S S R S S 2
E2V S R S S S S S R S S 2
E3V S R S S S S S R S S 2
E4V S R S S S S S R S S 2
E5V S R S S S S S R S S 2
E6V S R S S S S S R S S 2

*R = Resistente, |

Intermedio, S = Sensible

El 100% de las cepas de Vibrio spp. aisladas mostraron ser resistentes a dos de los
antibioticos ensayados (fosfomicina y acido nalidixico); el hecho de que las cepas de
Vibrio spp. fuesen resistentes a algunos de los antibioticos es un aspecto comun entre
Vibrio spp. aislados de langostinos en cultivo, asi por ejemplo, Banerjee et al. (2012),
reportaron que el 97,6% de las cepas de Vibrio spp. que aislaron de langostineras en
Malasia fueron resistentes al menos a uno de los antibi6ticos que ensayaron, por otra
parte el 75% de las cepas analizadas por Rebougas et al. (2011), en Brasil y el 61% de
las cepas estudiadas por Albuquerque et al. (2015), también mostraron ser resistentes
al menos a un antibidtico; por lo que se puede concluir que la tasa de resistencia
antibiotica es alta entre las cepas de Vibrio.

Debido a que las cepas mostraron ser resistentes a dos antibiéticos correspondientes a
las familias fosfonatos (fosfomicina) y quinolonas (&cido nalidixico), pero no
mostraron resistencia a antibidticos de al menos tres de las familias ensayadas (criterio
establecido para declarar multirresistencia), ninguna de las cepas se calific6 como
multirresistente.

Respecto a la resistencia a los antibidticos fosfomicina y acido nalidixico que se
encontraron en esta investigacion, no se trata de una resistencia que se halle presente
en todas las cepas de Vibrio, como lo demuestran estudios como los de Sotomayor
et al. (2019) que reportaron en cepas de dicha especie, 100%; de sensibilidad a acido
nalidixico y 95% a fosfomicina. Sin embargo no es de sorprender la existencia de

resistencia antibiotica en Vibrio spp, puesto que como lo ha mostrado Zhao et al.
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(2018) en estas cepas es posible localizar un gran nimero de genes de resistencia a

antibidticos.

4.4. Diametro de halos de inhibicion de bacterias acido lacticas en Vibrio spp.
En las tablas 7 a 9 se observan los diametros promedio de los halos de inhibicion en
Vibrio spp. usando las cepas de bacterias acido lacticas, se aprecié que las cepas C2L,
CAL y F2L, no produjeron ninguna inhibicién tanto al ser aplicadas como sobrenadante
0 como cultivo puro, careciendo de actividad probidtica in vitro. La cepa F5L no
produjo inhibicion al ser aplicado como cultivo puro, y solo inhibié a una de las seis
cepas de Vibrio spp. al ser aplicada como sobrenadante, poseyendo casi nula actividad
prebiotica. Por otra parte las cepas F1L, C1L y F3L fueron las que produjeron mayores
halos de inhibicién en todas las cepas de Vibrio spp., ya sea aplicadas como cultivo o
como sobrenadante, seguidas de las cepas F4Ly C3L.

Tabla 7. Diametro promedio (mm) de los halos en el ensayo de inhibicion de Vibrio

spp. con sobrenadante y cultivo puro de las bacterias acido lacticas: C1L, C2L y C3L

Cepa de Sobrenadante Cultivo

Vibrio spp. CiL C2L C3L CiL C2L C3L
Clv 2 0 0 4 0 0
ca2v 13 0 0 2 0 0
E2V 9 0 0 10 0 0
E3V 2 0 10 5 0 6
E5V 2 0 10 5 0 10
E6V 5 0 11 10 0 10

MediaxDE 5,5+4,6° 0,0£0,0P 5,245,728 6,0+3,32 0,0+0,0° 4,3+5,0%
* Letras diferentes indican resultados estadisticamente diferentes
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Tabla 8. Diametro promedio (mm) de los halos en el ensayo de inhibicion de Vibrio

spp. con sobrenadante y cultivo puro de las bacterias acido lacticas: C4L, F1L y F2L

Cepa de Sobrenadante Cultivo

Vibrio spp. C4L F1L F2L C4L F1L F2L
C1lv 0 5 0 0 10 0
E1V 0 12 0 0 15 0
E2V 0 5 0 0 15 0
E4V 0 5 0 0 5 0
E5V 0 5 0 0 10 0
F1V 0 5 0 0 10 0
Media+DE 0,0£0,0° 6,2+#2,9° 0,0+0,0°  0,0+0,0° 10,8+3,82  0,0+0,0°

* Letras diferentes indican resultados estadisticamente diferentes

Tabla 9. Diametro promedio (mm) de los halos en el ensayo de inhibicion de Vibrio

spp. con sobrenadante y cultivo puro de las bacterias acido lacticas: F3L, F4L y F5L

Cepa de Sobrenadante Cultivo

Vibrio spp. F3L FAL F5L F3L FAL F5L
c2v 15 0 15 18 0 0
E1V 12 5 0 15 8 0
E3V 5 5 0 10 2 0
E4V 10 2 0 9 10 0
E6V 5 10 0 10 14 0
F1Vv 5 11 0 8 14 0

o

Media+DE 8,744,320" 5 544 3bcd 2 546 1¢d  11,743,92 8,0+5,9%¢ (0,0+0,0
* Letras diferentes indican resultados estadisticamente diferentes

De las nueve cepas de bacterias acido lacticas ensayadas, tres tuvieron el maximo
efecto inhibidor contra Vibrio spp. tanto como al ser aplicadas como cultivo o como
sobrenadante, seguidas de otras dos que tuvieron menor efecto (FAL y C3L) y
finalmente por otras tres que no tuvieron efecto inhibidor alguno (C2L, C4L y F2L);
en particular las cepas que tuvieron el maximo efecto inhibidor produjeron halos entre
5,5+4,6 mmy 11,7+3,9 mm; didmetros similares estos, han sido reportados por Le &
Yang (2018) en su investigacion sobre el efecto de Lactobacillus spp. aislados de
langostino fermentado en la inhibicion de Vibrio parahaemolyticus, los cuales

mostraron didmetros de los halos de inhibicién mayores a 8 mm.

4.5. Supervivencia de langostinos infectados con Vibrio spp. y tratados con cepas
de bacterias &cido lacticas

La supervivencia de los langostinos durante la fase de experimentacién in vivo se

reporta en las figuras 1 y 2, en la primera de ellas no se considera la mortalidad

originada por los muestreos en los dias 1, 5 y 8 del experimento (dos langostinos
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sacrificados/muestreo para poder hacer el recuento de colonias de Vibrio spp. en
hepatopancreas); mientras que en la segunda si se considera tal mortalidad. En ambos
casos se observa que la supervivencia en los tratamientos en los que se empled las
cepas de bacterias acidos lacticos potencialmente probidticas (FIL y CI1L)
consistentemente tuvieron una supervivencia superior a la del tratamiento testigo, en
que no se aplico bacterias acido lacticas.

El analisis estadistico aplicado a la supervivencia al final de los ocho dias de
experimentacion, confirmé que considerando o no la mortalidad debido a los
muestreos, los tratamientos en que se aplicaron las cepas F1L y C1L, obtuvieron
supervivencias estadisticamente superiores; en el caso de no tomar en cuenta la
mortalidad por muestreos, se obtuvo 92,3% de supervivencia en los tratamientos con
cepas BAL frente a 51,3% en el testigo y cuando se tomo en cuenta la mortalidad por
muestreos, se obtuvo 53,8% en los tratamientos con cepas BAL frente a 12,8% en el

testigo.
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Figura 1. Supervivencia de langostinos en experimentacion segun tratamiento, no
considerando la mortalidad por los muestreos

38



100

80 E N\
60
40

—pe— C1L
\\\ —e— Testigo
20

N

—a—F1L

Supervivencia (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo de experimentacion (Dias)

Figura 2. Supervivencia de langostinos en experimentacion segun tratamiento,
considerando la mortalidad por los muestreos

Tabla 10. Supervivencia (%) (Media+DE) de langostinos segun tratamiento en el ensayo
in vivo

Tratamiento Supervivencia (%)(MediatDE)

Mortalidad por muestreos ~ Mortalidad por muestreos

No considerada Considerada
Testigo 51,3+4,4% 12,8+4,4°
F1L 92,3+0,0? 53,8+0,0?
CiL 92,3+0,0% 53,8+0,0%

* |etras diferentes indican resultados estadisticamente diferentes

Respecto a la supervivencia de los langostinos infectados con Vibrio spp. al ser
tratados con alimento suplementado con las cepas &cido lacticas F1L y CI1L, se
encontrd que tuvieron una superior a la de los langostinos infectados que no recibieron
alimento con cepas acido lacticas (92,3% frente a 51,3%); estos datos muestran una
tendencia similar a la reportada por Karthik et al. (2014), quienes ensayaron una cepa
de Lactobacillus sp. contra Vibrio harveyi en un ensayo in vivo en langostinos Penaeus
monodon y L. vannamei, encontrando que a los diez dias de iniciada la infeccion
experimental y el tratamiento con Lactobacillus sp., las supervivencias de P. monodon
y L. vannamei tratados con la cepa de Lactobacillus sp. fueron de 94% y 88%, mientras

que los testigos tuvieron supervivencias de 20% y 12% respectivamente; esto es
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compatible con un efecto benéfico de las cepas de bacterias &cido lacticas en el

tratamiento de vibriosis en langostinos.

4.6. Recuento de colonias de Vibrio spp. en langostinos infectados
experimentalmente y tratados con cepas de bacterias acido lacticas
En la tabla 11 se muestra el recuento de Vibrio spp. (UFC/g) en el hepatopancreas de
los langostinos durante el experimento in vivo. Al inicio de la experimentacion y hasta
el dia 5, el recuento de Vibrio spp. en hepatopancreas de los langostinos en
experimentacion no mostraron diferencia estadistica entre todos los tratamientos, sin
embargo en el dia 8 de experimentacion se observo que el recuento de Vibrio spp. fue
significativamente menor en los tratamientos con bacterias acido lacticas comparados

con el tratamiento testigo en que no se aplico bacterias acido lacticas.

Tabla 11. Recuento de Vibrio spp. en hepatopancreas de langostinos durante el

ensayo in vivo.

Dia de Recuento de Vibrio spp. (UFC/g)

experimentacion Testigo FiL CiL

1 1,50x10% + 1,76x10%" 1,23x10' + 4,04x10%  6,67x10° + 1,15x10%
5 5,05x10° + 2,14x10% 3,64x10° + 1,96x10°®  3,80x10° + 1,39x10°
8 1,02x10° + 4,97x10%  9,64x10%+ 3,59x10*  9,33x10* + 4,50x10%

* Letras diferentes indican resultados estadisticamente diferentes

En cuanto al recuento de colonias de Vibrio spp. en el hepatopancreas de los langostinos
infectados con Vibrio spp. y tratados con las cepas de bacterias acido lacticas, fueron
similares a aquellos del tratamiento testigo, hasta el dia cinco post-infeccion, sin embargo
para el dia ocho, se observé una menor carga de Vibrio spp. en los tratados con bacterias
acido lacticas (9,64x10* y 9,33x10* UFC/g) frente al testigo (1,02x10® UFC/g); indicando
que las bacterias acido lacticas tienen un efecto inhibidor contra Vibrio spp. in vivo, situacion
que también ha sido observado en los estudios realizados por Huynh et al. (2018, 2019) y
Karthik et al. (2014), quienes reportan que la adicion de Lactobacillus sp. en el alimento de
langostino pudo modular la poblacién bacteriana en el intestino de L. vannamei, reduciendo
la presencia de bacterias patégenas como Vibrio y Photobacterium.

De manera general se puede afirmar que las cepas de bacterias acido lacticas C1L y F1L

mostraron poder inhibidor de Vibrio spp. en langostinos en ensayo in vivo.
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CONCLUSIONES

1. Se aislaron nueve cepas de Vibrio spp., principalmente del hepatopancreas de L.
vannamei y nueve cepas de bacterias acido lacticas principalmente del intestino
de L. vannamei

2. Las nueve cepas de Vibrio spp. mostraron ser resistentes a fosfomicina y acido
nalidixico pero sensibles a oxitetraciclina, ampicilina, florfenicol, cloranfenicol,
tetraciclina, gentamicina, norfloxacina y enrofloxacina.

3. Las cepas de bacterias acido lacticas F1L, C1L y F3L mostraron tener actividad
inhibitoria in vitro en todas las cepas de Vibrio spp., tanto al ser aplicadas como
cultivos puros asi como al aplicar el sobrenadante del cultivo centrifugado.

4. Las dos cepas de bacterias acido lacticas empleadas en el ensayo in vivo: F1L y
C1L mostraron incrementar la supervivencia de langostinos infectados
experimentalmente con un pool de cepas de Vibrio spp (supervivencia de 92,3%
para los tratamiento con bacterias acido lacticas y 51,3% para el testigo).

5. Las dos cepas de bacterias acido lacticas empleadas en el ensayo in vivo: F1L y
C1L redujeron el recuento de Vibrio spp. en el hepatopancreas de langostinos
infectados experimentalmente con Vibrio spp (9,64x10* y 9,33x10* UFC/g para
los tratamiento con bacterias acido lacticas y 1,02x10® UFC/g para el testigo).

6. Las dos cepas de bacterias acido lacticas empleadas en el ensayo in vivo: F1L y
C1L demostraron tener potencial probidtico frente a Vibrio spp. resistente y

sensible a antibiéticos.
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VI. RECOMENDACIONES

1.  Dados los buenos resultados obtenidos por algunas de las cepas de bacterias &cido
lacticas, en los ensayos de inhibicion de Vibrio spp. in vitro e in vivo, se
recomienda continuar con el aislamiento y evaluacion de las propiedades
probidticas de este tipo de bacterias obtenidas de Litopenaeus vannamei.

2. Ensayar mezclas de bacterias &cido l4cticas nativas en la inhibicion de Vibrio

SPp.
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