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Potencial probiótico de bacterias ácido lácticas aisladas de Litopenaeus 

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

 

Br. Vicsy Yanet Tinoco Elizalde1 

Dr. Alberto Ordinola Zapata2 

 

RESUMEN 

 

Esta investigación tuvo como objetivo determinar el potencial probiótico de bacterias ácido 

lácticas aisladas de Litopenaeus vannamei frente a Vibrio spp. resistentes y sensibles a 

antibióticos. Para ello se obtuvieron langostinos de cultivo de tres localidades de la región 

de Tumbes (Puerto Pizarro, Tumbes y Zorritos); de éstos se aislaron nueve cepas bacterianas, 

tanto de Vibrio spp. como de bacterias acido lácticas. Se evaluó la resistencia de Vibrio spp. 

contra 10 antibióticos para luego evaluar in vitro el efecto inhibidor de las cepas ácido 

lácticas contra ellos; se seleccionó dos de las cepas acido lácticas 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 ácido lácticas seleccionadas, evaluándose su supervivencia y recuento de colonias de 

Vibrio spp. en el hepatopáncreas. Los resultados mostraron que las nueve cepas de Vibrio 

spp. fueron resistentes a fosfomicina y ácido nalidíxico pero sensibles al resto de 

antibióticos, entre ellos oxitetraciclina y enrofloxacina; así también que las cepas acido 

lácticas F1L, C1L y F3L, inhibieron in vitro el crecimiento de todas las cepas de Vibrio spp. 

así como que las cepas F1L y C1L, mostraron incrementar la supervivencia y reducir el 

recuento de Vibrio spp. en hepatopáncreas en langostinos en el ensayo in vivo, demostrando 

que las cepas nativas de bacterias ácido lácticas tienen potencial probiótico frente a Vibrio 

spp. sensible o resistente a antibióticos. 
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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 1 

Dr. Alberto Ordinola Zapata2 

 

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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I. INTRODUCCIÓN 

 

La principal amenaza para la acuicultura a nivel mundial son las enfermedades 

infecciosas que originan cuantiosas pérdidas económicas, que según World Bank 

(2014), se estiman en miles de millones de dólares al año.  

Para combatir dichas enfermedades se usan de manera indiscriminada antibióticos, 

tanto en enfermedades bacterianas e incluso en las de origen viral, lo cual es 

completamente erróneo. El uso y abuso de estos antibióticos ha producido un 

verdadero problema ambiental, por la gran cantidad de ellos que ingresan al ecosistema 

acuático; así la magnitud de este problema es tal que, por ejemplo en Chile el año 2003, 

se registró el uso de hasta 1/2 (kg de antibióticos)/(kg de salmón producido) (Done 

et al., 2015).  

En el caso del cultivo de langostino también se ha reportado un uso inadecuado de 

antibióticos empleándose en dosis inadecuadas e incluso como profiláctico 

(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-Villaseñor et al., 2015) y dentro de ellas por una de las 

especies más virulentas, Vibrio parahaemolyticus. El uso inadecuado de estos 

antibióticos propician la aparición de cepas de bacterias resistentes a antibióticos 

(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 múltiples 

antibióticos (Stalin & Srinivasan, 2016), lo cual hace que la eficacia de los antibióticos 

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 transmisión directa a través de la cadena alimenticia así como 

por la transferencia horizontal de estos genes de resistencia desde Vibrio spp. a otras 

cepas patógenas para los humanos (Jeyasanta et al., 2017; Millanao et al., 2011; 

Shakerian et al., 2018). 

Debido a esta situación se han investigado alternativas al uso de antibióticos para el 

tratamiento de enfermedades en langostinos, así se han ensayado probióticos, 

prebióticos, simbióticos, fitobióticos y otros suplementos dietarios funcionales. Entre 

los probióticos más comúnmente utilizados en la acuicultura se destacan las bacterias 
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ácido-lácticas que han demostrado excelentes propiedades inhibidoras contra Vibrio 

spp. (Pandiyan et al., 2013; Rodríguez, 2017). 

En particular hay una tendencia a desarrollar probióticos en base a bacterias nativas 

(del medio y el intestino del langostino) debido a que ya están adaptadas a su propio 

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

 

Determinar el potencial probiótico de bacterias ácido lácticas aisladas de Litopenaeus 

vannamei en la inhibición de Vibrio spp. resistentes y sensibles a antibióticos. 

 

 

 



 

II. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1. Uso de antibióticos en acuicultura 

La acuicultura a nivel mundial tiene como principal problema a las enfermedades 

infecciosas, las cuales son responsables de pérdidas económicas muy grandes las 

cuales en el año 2014, se estima fueron alrededor de 6000 millones de dólares 

(Santiago et al., 2009; World Bank, 2014); esta situación también afecta de igual 

manera al cultivo de langostino, que en el 2001 registró pérdidas de casi 1000 millones 

de dólares anuales como reporta Flegel et al. (2008). 

Muchas de las enfermedades infecciosas en el langostino son originadas por bacterias 

la mayoría de las cuales forman parte de la flora normal de este organismo pero pueden 

tornarse en patógenas 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 más frecuentes de bacterias en el langostino (tanto en su 

sistema digestivo, branquias y exoesqueleto) e incluso estando presentes 

ocasionalmente en su hemolinfa (Lomelí-Ortega & Martínez-Díaz, 2014).  

Las enfermedades originadas por Vibrio spp. son a menudo graves para el langostino, 

por ello los productores utilizan frecuentemente antibióticos para tratarlas. Los 

antibióticos son sustancias obtenidas de algunos microorganismos, o producto de 

modificaciones químicas de las mismas e incluso pueden ser sintéticas (Acosta, 2014; 

Santiago et al., 2009), las que pueden evitar la proliferación bacteriana a través de 

detener su crecimiento sin matarla, en este caso el antibiótico se denomina 

bacteriostático 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 antibióticos es suficientemente baja 

como para que pueda ser utilizado para controlar las bacterias dentro del cuerpo del 

huésped (Martínez, 2018). 

Para controlar a Vibrio spp. en los cultivos de langostinos se ha empleado ciertos 

antibióticos siendo los más frecuentes: oxitetraciclina, enrofloxacina y florfenicol 

(Otero, 2018). 
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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 infección cuando el langostino está 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 

(Lomelí-Ortega & Martínez-Díaz, 2014). 

El género Vibrio incluye más de 110 especies (Lin et al., 2018), 13 de las cuales son 

patógenas 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 (Rebouças et al., 2011; Serrano, 2014). 

Las bacterias del género Vibrio son bacilos gram-negativos, no esporulantes con un 

tamaño de 1,4 a 2,6 µm de largo por 0,5 a 0,8 µm 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 líquido, son aeróbicos o anaeróbicos 

facultativos. Vibrio spp. necesitan de sodio para crecer, así el requerimiento en el 

medio de cultivo de NaCl para estas bacterias está entre 0,029 y 4,1%, aunque su 

óptimo es de 2,0 a 2,5%. Metabólicamente muchas de sus especies producen catalasa, 

oxidasa y son capaces de fermentar la glucosa sin producir gas, además reducen el 

nitrato a nitrito, Vibrio spp. son capaces de usar diferentes fuentes de carbono, incluso 

la quitina, que es el segundo carbohidrato más abundante del mundo y que forma parte 

del exoesqueleto de crustáceos (Lin et al., 2018; Serrano, 2014; Silva et al., 2008). 

Un carácter diagnóstico rápido 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 antibióticos en Vibrio spp. 

Los antibióticos producidos naturalmente por ciertos microorganismos, así 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 selección natural ha 

seleccionado progresivamente a aquellas cepas bacterianas en las que se han 

desarrollado mecanismos para lidiar con los antibióticos. La resistencia a antibióticos 

es una estrategia muy antigua empleada por las bacterias para sobrevivir a estos y que 

se evidencia en sedimentos que datan de hace más de 30 000 años, en los que se 

detectaron genes de resistencia a antibióticos tales como tetraciclinas,  β-lactámicos y 

glucopéptidos (Santos, 2017). 

Se ha considerado frecuentemente que Vibrio spp. es un grupo de bacterias que son 

altamente sensibles a antibióticos usados clínicamente, sin embargo a lo largo del 

tiempo, se ha mostrado que la resistencia a antibióticos no es un hecho inusual en este 

grupo de bacterias más 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 

antibióticos como promotores de crecimiento, si se aplica como profiláctico para 

prevenir enfermedades y en el tratamiento de las mismas. La resistencia a los 

principales antibióticos permitidos y usados en forma general en la acuicultura como 

son la oxitetraciclina, tetraciclina, quinolonas, sulfonamidas y trimetoprim, crece cada 

día más de igual manera ocurre para aquellos antibióticos 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-Mejías & Alfaro-Mora, 2018). 

En la acuicultura de langostino se han reportado casos de Vibrio spp. resistente o 

multirresistente a antibióticos como en V. choleare, V. harveyi, V. parahaemolyticus, 

V. vulnificus, V. fluvialis y V. campbelli (Stalin & Srinivasan, 2016); esta situación 

podría empeorar si se tiene en cuenta que Vibrio spp. puede portar plásmidos con genes 

de resistencia a antibióticos, los que pueden transferir horizontalmente la resistencia a 

antibióticos a otras cepas de Vibrio o de otros género; sin embargo el uso de 

probióticos que pueden controlar a cepas patógenas se está viendo como una verdadera 

alternativa al uso de antibióticos en la acuicultura (Balcazar et al., 2006). 
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2.4. Probióticos. 

Los probióticos 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 

o para mejorar la calidad del agua de cultivo (Javadi & Khatibi, 2017). Los probióticos 

son una de las alternativas más prometedoras para reemplazar a los antibióticos y su 

aplicación en la acuicultura es ampliamente aceptada. Los probióticos pueden mejorar 

la salud de los langostinos al mejorar su balance microbiano intestinal, al colonizar su 

intestino, privar a los patógenos de sitios de adhesión en el intestino competir con los 

mismos por nutrientes, para seleccionar una cepa bacteriana como potencial 

probiótico, ésta debe ser no patogénicas y mostrar antagonismo hacia uno o más 

patógenos (Javadi & Khatibi, 2017; Lamari et al., 2014). 

Generalmente las cepas probióticas usadas en acuicultura son obtenidas de la flora 

bacteriana indígena o exógena de los animales acuáticos, en los marinos las bacterias 

más frecuentes son Vibrio spp. y Pseudomonas spp., mientras que en el caso de agua 

dulce, son más frecuentes Aeromonas spp. y Plesiomonas spp., ambas de la familia 

Enterobacteriaceae, y bacterias obligadas de los géneros Bacteroides, Fusubacterium 

y Eubacterium. Las bacterias ácido lácticas que son muy frecuentes en el intestino de 

mamíferos y aves (Bifidobacterium en humanos, Lactobacillus en cerdos, roedores y 

aves, Enterococcus en carnívoros), son generalmente sub dominantes en los peces, sin 

embargo ello no ha impedido que sean una de las cepas más 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 probiótico se hallan 

notablemente disminuidos en dicho caso; así se ha encontrado que en langostinos sanos 

(Li et al., 2018). 

  



20 
 

2.5. Bacterias ácido lácticas como probióticos. 

La mayoría de los probióticos usados en acuicultura corresponden a bacterias ácido 

lácticas (Lactobacillus y Carnobacterium), Bacillus, Pseudomonas y Vibrio; en 

particular las bacterias ácido lácticas (BAL) son un grupo de bacilos o cocos Gram 

positivos no formadores de esporas, no mótiles y que producen a través de la 

fermentación de carbohidratos, ácido láctico; al igual que otras cepas probióticas 

poseen actividades inhibidoras de patógenos, competencia por sitios de adhesión e 

incluso inmuno moduladoras, como estimuladoras de fenoloxidasas, superoxidasa, 

peroxinectinas entre otras  (Pérez-Sánchez et al., 2014; Quispe, 2017). 

Pérez-Sánchez et al. (2014), señalan múltiples investigaciones en las que las bacterias 

ácido lácticas han sido empleadas con éxito en el cultivo de organismos acuáticos, así 

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 arcoíris Oncorhychus mykiss. Leuconostoc mesenteroides CLFP 196  y 

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 ácido lácticas tienen un potencial probiótico probado y que pueden ser 

utilizadas en la acuicultura. 

 

2.6. Investigaciones relacionadas al uso de bacterias acido lácticas como 

probióticos en acuicultura. 

Algunos estudios realizados sobre bacterias ácido lácticas con propiedades probióticas 

frente a patógenos en la acuicultura se tienen: 

 

Xia et al. (2018), desarrollaron una investigación 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 

morfología 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 señaladas (LR, 

LL o LR+LL) a una dosis de 1x108 UFC/g, así como con una dieta testigo (CK) sin 

suplementación de probióticos. Luego de las seis semanas, se inyectó 

intraperitonealmente a las tilapias con 20 µl del patógeno Streptococcus agalactiae 

(WC1535) a una concentración de 1x105 UFC/ml, observándose que la tasa de 

supervivencia fue significativamente mayor en los tratamientos con probióticos 

comparados al testigo. También, al analizar las tilapias luego de las seis semanas de 

alimentación, y antes de la inyección intraperitoneal, se observó que el tratamiento LL 

mostró mayor crecimiento y mejor utilización del alimento que el testigo CK. La 

observación microscópica de las microvellosidades intestinales mostró que éstas 

fueron más grandes y se encontraron en mayor densidad en los tratamientos con 

probióticos. También se halló mayor expresión de genes inmunitarios en los 

tratamientos con probióticos. Esto demostró que los lactobacilos fueron efectivos 

probióticos frente a S. agalactiae. 

 

Quispe (2017), realizó el aislamiento de Lactobacillus sp. a partir del intestino de la 

trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) en Puno (Perú) y probó su efecto probiótico 

frente a Yersinia ruckeri, uno de los principales patógenos de la trucha. Para ello 

recolectó 48 truchas sanas (alevines y juveniles) de una piscifactoría, luego las 

sacrificó 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) dejándolo incubar por 24-48 h a 30 °C. Las colonias fueron identificadas 

morfológicamente, aislándose tres cepas de Lactobacillus y una de Bacillus; luego 

fueron probados por su actividad probiótica in vitro contra Y. ruckeri, mostrando todas 

las cepas actividad probiótica al mostrarse halos de inhibición de 9 mm de diámetro 

en cultivos de Y. ruckeri. Concluyendo que en el intestino de la trucha existen bacterias 

con potencial probiótico para combatir a Y. ruckeri siendo una alternativa 

medioambientalmente amigable frente a los antibióticos. 

 

Liu et al. (2010), probaron el potencial probiótico 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 109 UFC/l de agua salada, aplicadas una vez cada 3 días, durante los 

14 días que duró la larvicultura. Los resultados mostraron que el desarrollo larvario se 
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incrementó significativamente en los tratamientos en los que se aplicó B. subtilis a 

concentración de 109 UFC/l, de igual manera se produjo una fuerte inhibición del 

crecimiento de bacterias totales y de Vibrio luego de la aplicación de B. subtilis al 

agua. Las larvas se mostraron resistentes al estrés pues ninguna de ellas murió luego 

de que el agua de cultivo se redujo de 30 °C a 2 °C a una tasa de 0,1 °C/min, así 

también las mortalidades acumuladas luego de ser expuestas a una salinidad de 60 ‰ 

y a agua dulce, fueron menores en los tratamientos con B. subtilis. Concluyeron que 

B. subtilis E20 puede servir como probiótico al ser suministrado en concentración de 

109 UFC/ml 

 

Sha et al. (2016), evaluaron el efecto probiótico de bacterias ácido lácticas sobre la 

supervivencia, crecimiento, respuesta inmune y resistencia a enfermedades de L. 

vannamei, para ello obtuvieron 53 cepas de bacterias ácido lácticas de probióticos 

comerciales, del tracto intestinal del langostino Fenneropenaeus indicus y del pez 

Acanthogobius hasta. Las cepas fueron identificadas mediante análisis de su gen 16S 

ARNr. Se seleccionó dos cepas: Entrerococcus faecium NRW-2 y Lactobacillus 

pentosus HC-2, las cuales se usaron en los experimentos, según los tratamientos 

siguientes: T1 (E. faecium), T2 (L. pentosus), T3 (E. faecium + L. pentosus) y T4 

(control sin bacterias probióticas). Se realizó un ensayo de su poder probiótico in vitro, 

para lo cual siguieron el método de difusión 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 ensayó el sobrenadante del cultivo 

de B. subtilis como un tratamiento adicional. El poder inhibidor de las bacterias ácido 

lácticas se estimó midiendo el halo de inhibición alrededor de cada pozo y 

comparándolo con el halo de inhibición de la polimyxina B. Los resultados mostraron 

que L. pentosus HC-2 mostró mayor actividad inhibitoria contra V. parahaemolyticus 

y V. harveyi, siendo una cepa probiótica 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 revisión bibliográfica respectiva, no se ha encontrado reportes locales ni 

regionales de investigaciones sobre el potencial probiótico de bacterias ácido lácticas 

nativas contra Vibrio spp. aislados de L. vannamei. 



 

III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Material y equipo 

Material biológico 

- 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 estándar Mac Farland 0,5 preparado artesanalmente. 

- 1000 puntas de micropipeta de 0-10 µl 

- 1000 puntas de micropipeta de 10-100 µl 

- 500 puntas de micropipeta de 100-1000 µl 

- 1000 microtubos de centrífuga de 1,5 ml 

- 100 placas Petri de 10 cm de diámetro 

- 200 tubos falcon de 15 ml 

- 30 tubos falcon de 50 ml 

- 4 baldes de 10 l 

- 1 galón de hipoclorito de sodio (lejía) 

- 5 cinta maskingtape 

- 1 libreta de campo 

- 9 baldes de 20 l 

- 2 cajas hojas de bisturí 

- 1 balón de gas 

- 2 rollos papel aluminio 

- 4 l 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 
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- 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 ácido nalidíxico 

- 6 cartuchos de sensidiscos de enrofloxacina 

- 6 cartuchos de sensidiscos de norfloxacina 

- 2 kg de alimento balanceado para langostino al 35% de proteínas 

 

Equipos  

- 1 estuche de disección  

- 6 maceradores de acero 

- 6 sacabocados artesanales (preparados con jeringa hipodérmica de 1 ml) 

- 1 cámara de flujo laminar marca Boeco 

- 1 micropipeta de 0-10 µl 

- 1 micropipeta de 10-100 µl 

- 1 micropipeta de 100-1000 µl 

- 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 analítica con precisión 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 algodón 

- 1 mechero 

- 1 refrigeradora marca LG modelo GM–323QC 

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

- 1 cocina marca Indurama modelo Cádiz 
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3.2. Métodos 

 

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

El día previo a la realización del muestreo de langostinos, se preparó la solución 

anticoagulante (citrato de sodio al 10%) la cual fue mantenida en un refrigerador a una 

temperatura de alrededor de 4 °C hasta su utilización. 

Las placas petri, matraces, microtubos de centrífuga, pinzas y tijeras de acero 

inoxidable y maceradores fueron empacados y esterilizados en autoclave a 121 °C por 

15 minutos. 

Se preparó suficiente agar MRS suplementado con cloruro de sodio (a una 

concentración final de 2,5% de NaCl), teniendo en cuenta cuántas placas de petri se 

emplearían para la siembra (20 a 25 ml de agar MRS/placa). El 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 refrigeración hasta su uso. 

Se preparó 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 requirió entre 20 a 

25 ml de medio. El medio se preparó disolviendo en un matraz, agar TCBS en agua 

destilada, en cantidad de 88 g por cada litro de medio, al cual se agregó cloruro de 

sodio para alcanzar una concentración de 2,5%. El medio se disolvió calentándolo 

hasta ebullición para que se disuelva todo el agar, luego se dejó reposar pues el medio 

no necesitó esterilización. 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 

refrigeración a 4 °C hasta su uso. 

Se preparó TSA con adición de cloruro de sodio hasta alcanzar una concentración final 

de 2,5%. El medio se esterilizó en autoclave (121 °C, 15 min), para luego ser vertido 

en placas petri, que fueron selladas con papel parafilm y mantenidas en refrigeración 

hasta su uso. 

 

3.2.2. Recolección 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 

más casos de enfermedades, se seleccionó aquellos individuos que presuntamente 

padecían vibriosis según sus signos externos; pero también se seleccionaron aquellos  
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aparentemente sanos; los langostinos fueron colocados en depósitos que contenían  

agua del estanque del cual fueron obtenidos; y luego fueron transportados rápidamente 

a la sede de la Facultad de Ingeniería Pesquera y Ciencias del Mar (FIPCM) de la 

Universidad Nacional de Tumbes en la villa de Puerto Pizarro. 

 

3.2.3. Obtención de muestras de tejidos para el cultivo bacteriano 

Cada ejemplar obtenido se pesó y observó sus características externas, en busca de 

heridas, coloraciones anormales, erosiones, bioluminiscencia, entre otros. Se extrajo 

además al menos 0,1 ml de hemolinfa del seno ventral, con una jeringa de 1 ml 

conteniendo 0,1 ml de citrato de sodio al 10% refrigerado. La hemolinfa se mantuvo 

refrigerada hasta que se realizó la siembra bacteriana. También se extrajo un fragmento 

de 0,1 g de hepatopáncreas, el cual fue colocado en un microtubo de centrífuga de 1,5 

ml. Se extrajo la mayor parte del intestino del animal, el que fue colocado también en 

un microtubo de centrífuga de 1,5 ml. Finalmente, se tomó también muestras de las 

heridas y erosiones en el exoesqueleto, los que fueron colocados en otro microtubo de 

centrífuga de 1,5 ml. 

Las muestras sólidas (obtenidas del hepatopáncreas, intestino, de heridas y erosiones), 

fueron trituradas en el mismo microtubo con varillas metálicas de acero inoxidable 

esterilizadas, al tejido triturado se le agregó solución de NaCl al 2,5% hasta alcanzar 

un volumen de 1 ml. 

 

3.2.4. Aislamiento de bacterias ácido lácticas (BAL) 

El aislamiento de cepas de bacterias ácido lácticas se realizó siguiendo el método de 

Quispe (2017), para lo cual se tomó el macerado del intestino y se sembró por 

agotamiento en placas petri conteniendo medio MRS. Las placas fueron selladas con 

cinta parafilm e incubadas por 24 h a 48 h en posición invertida a una temperatura de 

37 °C. 

 

3.2.5. Aislamiento de cepas de Vibrio spp. 

Se sembraron 100 µl de la hemolinfa extraída (mezclada con el anticoagulante) en su 

correspondiente placa petri, en la cual se había dispensado medio agar tiosulfato citrato 

bilis sacarosa (TCBS). La muestra fue extendida en estrías con un asa de siembra sobre 

la superficie del medio. Luego las placas petri fueron selladas con parafilm y dejadas 

incubar en posición invertida por 24 h a 37 °C. 
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Para las muestras de intestino, hepatopáncreas, erosiones y heridas, el microtubo con 

el macerado de éstos, fue etiquetado como solución madre, se prepararon 

adicionalmente soluciones diluidas en el rango de 10-1 hasta 10-4 en otros microtubos 

del mismo volumen: Se sembraron 100 µl de cada dilución en placas petri con TCBS.  

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

 

3.2.6. Purificación de cepas bacterianas. 

La purificación se realizó de manera similar para las cepas bacterianas obtenidas en 

los medios MRS y TCBS, consistiendo la observación posterior a la incubación de las 

placas petri para determinar cuáles fueron las cepas bacterianas más representativas; 

las mimas que se subcultivaron en TSA, sembrando por estrías  cada colonia elegida a 

otra placa petri con TSA. Las placas se sellaron e incubaron a   37 °C por 24 h, luego 

de lo cual se observó si las colonias que crecieron fueron similares, sino fue así se 

volvió a subcultivar en nuevas placas petri con TSA, hasta obtener un monocultivo de 

bacterias.  

El código con que se designó a las cepas purificadas, tuvo una estructura como la 

siguiente: E1V, donde su primera letra indicó el campo de cultivo del cual procedió el 

langostino del que se obtuvo la cepa, luego un número secuencial de la cepa purificada 

y por último la letra V para designar a Vibrio spp. o L para designar a bacterias ácido 

lácticas.  

 

3.2.7. Conservación de cepas bacterianas. 

Para la conservación de la cepa, ya sea de bacterias ácido lácticas como de Vibrio spp., 

se tomó una colonia de las cepas bacterianas purificadas y se colocó en un microtubo 

con 1 ml de caldo de lisogenia (LB), dejándose 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 tomó 10 μl de la suspensión bacteriana del primer microtubo y se colocó en 

otro microtubo conteniendo 1 ml de caldo LB, se incubó nuevamente por 24 h a 37 °C. 

Luego de las 24 h de incubación, se observó si hubo crecimiento en cada microtubo, 

pero al no haberlo se esperó hasta las 48 h,  cuando se confirmó su crecimiento, a 

continuación se adicionó glicerol helado hasta alcanzar una concentración de 15% y 

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

Las cepas de Vibrio spp. conservadas, fueron utilizadas en el ensayo de antibiograma. 

Para ello se tomó una colonia y se sembró en un microtubo de centrífuga de 1,5 ml con 

1 ml de TSB. Este se dejó crecer por 48 h hasta que alcanzó un nivel de turbidez que 

superó al estándar de MacFarland 0,5.  

Se empleó el método de disco de difusión, que consistió 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 solución salina al 2,5% y se trató de igualar su turbidez (por inspección 

visual) con la que tiene el estándar de MacFarland 0,5 (equivalente a una concentración 

de 1x108 cél./ml) para lo cual en caso fue necesario se diluyó la solución bacteriana 

con solución salina al 2,5%. La muestra bacteriana estandarizada se usó para la 

siembra en placas petri conteniendo medio Müeller-Hinton (preparado disolviendo 38 

g en 1 litro de agua destilada). Para ello se tomó 100 µl de la muestra bacteriana y se 

extendió sobre toda la placa petri con un cotonete esterilizado. A continuación se 

aplicó con la aguja de una jeringa, sobre la placa sembrada, discos antibióticos 

comerciales conforme a la tabla 1: 

 

Tabla 1. Antibióticos a utilizar en el ensayo de resistencia a antibióticos 

Grupo Antibiótico Clave Cantidad por 

disco (µg) 

I. Inhibidores de la 

pared celular 

Ampicilina Amp 10 

Fosfomicina Fos 50 

    

II. Inhibidores de la 

síntesis de proteínas 

Cloranfenicol Clor 30 

Florfenicol Flo 25 

Oxitetraciclina Otc 30 

Gentamicina Gen 10 

Tetraciclina Tet 30 

    

III. Inhibidores de la 

síntesis de ADN 

Ácido nalidíxico Nal 30 

Enrofloxacina Enro 5 

Norfloxacina Nor 10 

 

Luego de aplicar los discos, se esperó 24 h para observar el crecimiento de las bacterias 

y la formación de halos de inhibición en el caso de que no fueran resistentes. Los 

diámetros de los halos de inhibición generados por los discos de sensibilidad se 

midieron utilizando una regla milimetrada. Las cepas de Vibrio spp. que mostraron ser 

resistentes a uno o más antibióticos fueron colocadas en microtubos de 1,5 ml con 
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medio TSB y almacenadas en refrigeración para su posterior uso. La determinación de 

la resistencia de las cepas a los antibióticos ensayados se realizó tomando como puntos 

de corte los que se muestran en la tabla 2. 

 

Tabla 2. Puntos de corte para determinación de sensibilidad a antibióticos en Vibrio 

Antibiótico 

Concentra-

ción (µg) 

Punto de corte (mm) 

Referencia Sensible Intermedio Resistente 

Ampicilina 10 ≥17 14-16 ≤13 (Cayul, 2003; NCCLS, 1999) 

Fosfomicina 50 ≥20 17-19 ≤16 (Seguel, 2009)  

Cloranfenicol 30 ≥18 13-17 ≤12 (Gómez-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 nalidíxico 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 antibióticos 

señalados, las que fueron usadas en los ensayos de sensibilidad frente a bacterias acido 

lácticas. 

 

3.2.9. Evaluación del efecto inhibitorio in vitro de bacterias ácido láctico. 

Para determinar el efecto inhibitorio de las cepas de bacterias ácido lácticas, se empleó 

el método de difusión en pozo de agar como lo realizaron Lamari et al. (2014), con 

modificaciones como se detalla a continuación: Se tomó 10 µl del cultivo de Vibrio 

spp. en el microtubo conservado y se transfirió a un microtubo de centrífuga de 1,5 ml 

con 1 ml de TSB. Este se dejó crecer por 24 a 48 h hasta que alcanzó un nivel de 

turbidez que superó al estándar 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 solución salina al 2,5% y se trató de 

igualar su turbidez (por inspección visual) con la que tuvo el estándar de MacFarland 

0,5 (equivalente a una concentración de 1x108 cél./ml) para lo cual en caso ser 

necesario se diluyó la solución bacteriana con solución salina al 2,5%. La muestra 
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bacteriana estandarizada se usó para la siembra en placas petri conteniendo medio 

Müeller-Hinton. Para ello se tomó 100 µl de la muestra bacteriana y se extendió sobre 

toda la placa petri con un asa de drigalski esterilizada.  

Las cepas de bacterias ácido lácticas fueron dejadas crecer en tubos falcon de 15 ml 

con caldo MRS; luego se igualó su turbidez con la del estándar de MacFarland 0,5.  

De cada uno de estos tubos se transfirió la cepa a dos microtubos de centrífuga de 

1,5 ml, el primero se designó como cultivo (C), mientras que el segundo se centrifugó 

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 cortó 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 colocó entre 20 a 70 µl de la suspensión bacteriana del microtubo 

marcado como C, así también en otro pozo se colocó un volumen similar del 

sobrenadante del microtubo marcado como S. Esto se repitió por triplicado para cada 

una de las cepas de bacterias acido lácticas y se dejó incubar por 24 h, luego de lo cual 

se midieron con una regla los diámetros de los halos de inhibición alrededor de los 

pozos. 

 

3.2.10. Evaluación del efecto inhibitorio in vivo de bacterias ácido lácticas. 

Para evaluar el efecto inhibitorio in vivo de las cepas de bacterias ácido lácticas se 

efectuó un experimento en acuarios utilizando juveniles de L. vannamei, los cuales 

fueron infectados con un pool de cuatro cepas de Vibrio spp. más resistentes a 

antibióticos a los que se les administró alimento balanceado impregnado con las cepas 

ácido lácticas potencialmente probióticas. 

Se seleccionó las dos cepas ácido lácticas que mostraron el mayor efecto inhibitorio 

en el ensayo in vitro, para ser utilizadas en el ensayo in vivo; de igual manera se 

seleccionó cuatro cepas (E1V, E2V, C1V, C2V) de Vibrio spp, no fermentadora de 

sucrosa (colonias verdes en TCBS, las mismas que generalmente se consideran 

patógenas para el langostino), las cuales fueron mezcladas en un pool. 

Para la preparación del alimento suplementado con las cepas ácido lácticas se siguió 

la metodología empleada por Esguerra (2012), con modificaciones: 

Las cepas ácido lácticas se cultivaron en medio TSA, y luego de 48 h, se sembraron 

en TSB por 24 h, a continuación se realizaron diluciones hasta obtener una 
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concentración de 106 UFC/ml. Estas diluciones se emplearon para agregarlo al 

alimento en cantidad tal que el alimento quedó humedecido de manera uniforme, luego 

se dejó secar y se agregó aceite de pescado como atractante. Las cantidades aplicadas 

de cultivo bacteriano diluido y aceite de pescado, fueron de 1 ml y 0,5 ml por cada 100 

g de alimento balanceado respectivamente. El alimento se preparó a diario de esta 

manera, antes de ser administrado a los langostinos. 

Antes de iniciar el experimento, se tomó una muestra de dos langostinos de cada 

acuario, a los cuales se les extrajo el hepatopáncreas 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 l 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 asignaría (testigo o la aplicación de 

alimento con cepa potencialmente probiótica F1L y F2L).  

Se preparó un balde de 20 l en el cual se colocó agua salobre al cual se le agregó un 

pool de Vibrio spp. (Constituido por las cepas E1V, E2V, C1V, C2V) en cantidad tal 

que se aseguró una concentración final de 106 UFC/ml, los langostinos fueron 

sumergidos 10 min en el agua de dicho balde para lograr su infección. Posteriormente 

se retiró los langostinos y se colocaron en su respectivo acuario, los langostinos 

recibieron el primer día de infección, alimento balanceado sin ningún tipo de 

probiótico. A partir del segundo día de cultivo, se empezó a alimentar a los langostinos 

conforme a lo que indicó cada tratamiento (alimento con adición de cepas de bacterias 

ácido lácticas o sin ellas). 

En el día cinco de cultivo, se tomó una muestra de dos langostinos de cada acuario y 

se sacrificaron para obtener un recuento de Vibrio spp. en su hepatopáncreas. El 

experimento continuo hasta el día 8 de cultivo, en el cual se obtuvo nuevo recuento de 

Vibrio spp. en hepatopáncreas. Diariamente se llevó control de crecimiento, 

supervivencia y de consumo de alimento. 

  

3.2.11. Análisis estadístico. 

Los resultados de los análisis anteriores fueron organizados en tablas y gráficos para 

una mejor comprensión. Se elaboraron tablas en las que se mostró la cantidad y 

porcentaje de cepas de Vibrio spp. que mostraron resistencia a antibióticos.  

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

completamente al azar (DCA) con nueve tratamientos (cepas de bacterias ácido 
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lácticas obtenidas del intestino y hepatopáncreas de langostinos sanos), las cuales 

fueron ensayadas contra las nueve cepas de Vibrio spp. aisladas (todas ellas fueron 

resistentes a solo dos antibióticos) de langostinos de cultivo. Las repeticiones fueron 

tres placas petri conteniendo cultivos de Vibrio spp. antes mencionados, se usó como 

control positivo el antibiótico al cual fueron más sensibles las cepas de Vibrio spp. 

ensayadas. Se evaluó los diámetros de los halos de inhibición alrededor de los pozos 

practicados en el agar de las placas petri. La evaluación estadística se realizó usando 

análisis de varianza y prueba de Duncan y Tuckey con α = 5%. 

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

completamente al azar (DCA) con tres tratamientos (dos tratamientos en que se aplicó 

al alimento balanceado, dos de las cepas de bacterias ácido lácticas que mayor 

inhibición produjeron en el ensayo in vitro, y un tratamiento testigo sin aplicación de 

cepas de bacterias) las cuales fueron ensayadas en langostinos infectados 

experimentalmente con un pool de cepas de Vibrio spp. (E1V, E2V, C1V y C2V). Las 

repeticiones fueron tres acuarios de 70 l en los que se colocó 13 juveniles de L. 

vannamei aparentemente sanos, a los cuales se infectó experimentalmente con Vibrio 

spp.; los tratamientos experimentales recibieron tratamiento con alimento balanceado 

al que se agregó bacterias acido lácticas (F1L y C1L), mientras que el testigo recibió 

alimento sin bacterias acido-lácticas. Se evaluó la supervivencia de los langostinos en 

experimentación y el recuento de Vibrio spp. en su intestino. La evaluación estadística 

se realizó usando análisis de varianza y prueba de Duncan y Tuckey con α = 5%. 



 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1. Peso y 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 

desviación estándar (DE). Los langostinos más pequeños correspondieron al primer 

muestreo (peso de 3,6±0,3 g y talla de 7,5±1,7 cm) y los de mayor tamaño, al segundo 

(peso de 9,0±1,3 cm y talla de 12,3±1,9 cm)(tabla 3). 

 

Tabla 3. Peso y talla (Media±DE) de los langostinos recolectados según muestreo. 

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

1 9 3,6±0,3 7,5±1,7 

2 12 9,0±1,3 12,3±1,9 

3 11 4,7±0,6 6,1±1,1 

 

 

4.2. Cepas de Vibrio spp. y bacterias ácido lácticas aisladas de langostino  

Se aislaron nueve cepas de Vibrio spp. y nueve de bacterias ácido lácticas, las primeras 

procedieron principalmente del hepatopáncreas (seis de nueve), mientras que las 

segundas del intestino (cinco de nueve) (tabla 4). El código que se les asignó estuvo 

compuesto de la inicial de la langostinera, el número de cepa aislada y la indicación 

de ser cepa de Vibrio (V) o bacteria acido láctica (L).  

 

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

Identificación presuntiva Cepa Langostino Órgano del cual fue aislada 

Vibrio spp. C1V 3 Hepatopáncreas 

 C2V 7 Hepatopáncreas 

 F1V 6 Intestino 

 E1V 2 Hepatopáncreas 

 E2V 3 Intestino 

 E3V 4 Hepatopáncreas 

 E4V 5 Hepatopáncreas 

 E5V 5 Intestino 

 E6V 10 Hepatopáncreas 

    

Bacterias acido lácticas C1L  2 Hepatopáncreas 

 C2L  4 Intestino 

 C3L  6 Hepatopáncreas 

 C4L 7 Intestino 

 F1L 3 Intestino 

 F2L 5 Hepatopáncreas 

 F3L 8 Hepatopáncreas 

 F4L 9 Intestino 

 F5L 11 Intestino 
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El hecho de obtener cepas de Vibrio spp. y de bacterias ácido lácticas de los langostinos 

muestreados, obtenidas principalmente del hepatopáncreas e intestino, es compatible 

con el hecho de que Vibrio spp. forman parte de la flora nativa del langostino, siendo 

patógenas oportunistas, así como que las bacterias acidolácticas sean comunes en el 

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

 

4.3. Resistencia antibiótica de Vibrio spp.  

En la tabla 5 se observa el diámetro promedio de los halos de inhibición que se 

obtuvieron en los antibiogramas realizados a las cepas de Vibrio spp. (tres repeticiones 

por cepa). Las cepas en general mostraron halos con diámetros reducidos frente a 

fosfomicina (0,3±0,6 mm) y ácido nalidíxico (1,6±1,7 mm); pero con diámetros 

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. Diámetro promedio de los halos de inhibición (mm) a antibióticos de las cepas de 

Vibrio spp. aisladas. 

 

Penicili

nas 

 Fosfo-

natos 

 
Fenicoles 

 
Tetraciclinas 

 Aminoglu

cósidos 

 
Quinolonas 

Cepa A
m

p
ic

il
in

a 

(1
0
 µ

g
) 

 F
o
sf

o
m

ic
in

a 
 

(5
0
 µ

g
) 

 C
lo

ra
n
fe

n
ic

o
l 

(3
0
 µ

g
) 

F
lo

rf
en

ic
o
l 

 

(3
0
 µ

g
) 

 O
x
it

et
ra

ci
cl

in
a 

 

(3
0
 µ

g
) 

T
et

ra
ci

cl
in

a 
 

(3
0
 µ

g
) 

 G
en

ta
m

ic
in

a 
 

(1
0
 µ

g
) 

 A
ci

d
o
 

n
al

id
íx

ic
o
  

(3
0
 µ

g
) 

E
n
ro

fl
o
x
ac

in
a 

 

(5
 µ

g
) 

N
o
rf

lo
x
ac

in
a 

 

(1
0
 µ

g
) 

C1V 34,7  0,7  31,7 34,0  36,3 32,3  31,0  0,0 30,7 20,7 

C2V 34,3  0,0  32,7 35,0  38,0 32,3  33,0  0,7 34,3 16,7 

F1V 37,3  0,7  36,7 31,7  38,7 32,0  32,3  3,0 30,7 20,0 

 
               

E1V 31,7  0,0  33,3 36,7  36,7 31,7  30,0  3,3 33,0 21,3 

E2V 34,0  0,0  31,7 30,0  35,7 31,3  31,3  3,0 33,0 18,0 

E3V 23,3  0,0  30,0 31,3  40,0 33,0  28,3  4,0 34,7 20,0 

E4V 34,0  0,0  31,7 35,0  40,0 34,0  29,7  0,0 28,3 18,3 

E5V 34,3  1,7  30,0 31,3  39,3 31,0  35,0  0,0 31,3 20,7 

E6V 33,3  0,0  32,0 31,7  40,0 32,0  35,0  0,0 30,7 21,0 

                

Media±DE 33,0±3,9  0,3±0,6  32,2±2,0 33,0±2,3  38,3±1,7 32,2±0,9  31,7±2,3  1,6±1,7 31,9±2,1 19,6±1,6 

 

El análisis de la sensibilidad antibiótica de las cepas de Vibrio spp. (tabla 6), indica 

que éstas en general fueron resistentes a fosfomicina y a ácido nalidíxico, 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 antibiótica de las cepas de Vibrio spp. 
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C1V S*  R  S S  S S  S  R S S 2 

C2V S  R  S S  S S  S  R S I 2 

F1V 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, I = Intermedio, S = Sensible 

 

El 100% de las cepas de Vibrio spp. aisladas mostraron ser resistentes a dos de los 

antibióticos ensayados (fosfomicina y ácido nalidíxico); el hecho de que las cepas de 

Vibrio spp. fuesen resistentes a algunos de los antibióticos es un aspecto común entre 

Vibrio spp. aislados de langostinos en cultivo, así 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 antibióticos que ensayaron, por otra 

parte el 75% de las cepas analizadas por Rebouças 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 antibiótico; por lo que se puede concluir que la tasa de resistencia 

antibiótica es alta entre las cepas de Vibrio. 

Debido a que las cepas mostraron ser resistentes a dos antibióticos correspondientes a 

las familias fosfonatos (fosfomicina) y quinolonas (ácido nalidíxico), pero no 

mostraron resistencia a antibióticos de al menos tres de las familias ensayadas (criterio 

establecido para declarar multirresistencia), ninguna de las cepas se calificó como 

multirresistente. 

Respecto a la resistencia a los antibióticos fosfomicina y ácido nalidíxico que se 

encontraron en esta investigación, 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 ácido 

nalidíxico y 95% a fosfomicina. Sin embargo no es de sorprender la existencia de 

resistencia antibiótica 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 número de genes de resistencia a 

antibióticos. 

 

4.4. Diámetro de halos de inhibición de bacterias ácido lácticas en Vibrio spp.  

En las tablas 7 a 9 se observan los diámetros promedio de los halos de inhibición en 

Vibrio spp. usando las cepas de bacterias acido lácticas, se apreció que las cepas C2L, 

C4L y F2L, no produjeron ninguna inhibición tanto al ser aplicadas como sobrenadante 

o como cultivo puro, careciendo de actividad probiótica in vitro. La cepa F5L no 

produjo inhibición al ser aplicado como cultivo puro, y solo inhibió a una de las seis 

cepas de Vibrio spp. al ser aplicada como sobrenadante, poseyendo casi nula actividad 

prebiótica. Por otra parte las cepas F1L, C1L y F3L fueron las que produjeron mayores 

halos de inhibición en todas las cepas de Vibrio spp., ya sea aplicadas como cultivo o 

como sobrenadante, seguidas de las cepas F4Ly C3L.  

 

Tabla 7. Diámetro promedio (mm) de los halos en el ensayo de inhibición de Vibrio 

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

Cepa de 

Vibrio spp. 

Sobrenadante  Cultivo 

C1L C2L C3L  C1L C2L C3L 

C1V 2 0 0  4 0 0 

C2V 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 

Media±DE 5,5±4,6a* 0,0±0,0b 5,2±5,7a  6,0±3,3a 0,0±0,0b 4,3±5,0ab 

* Letras diferentes indican resultados estadísticamente diferentes 
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Tabla 8. Diámetro promedio (mm) de los halos en el ensayo de inhibición de Vibrio 

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

Cepa de 

Vibrio spp. 

Sobrenadante  Cultivo 

C4L F1L F2L  C4L F1L F2L 

C1V 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±0,0c 6,2±2,9b 0,0±0,0c  0,0±0,0c 10,8±3,8a 0,0±0,0c 

* Letras diferentes indican resultados estadísticamente diferentes 

 

Tabla 9. Diámetro promedio (mm) de los halos en el ensayo de inhibición de Vibrio 

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

Cepa de 

Vibrio spp. 

Sobrenadante  Cultivo 

F3L F4L F5L  F3L F4L 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 

F1V 5 11 0  8 14 0 

Media±DE 8,7±4,3ab* 5,5±4,3bcd 2,5±6,1cd  11,7±3,9a 8,0±5,9abc 0,0±0,0d 

* Letras diferentes indican resultados estadísticamente diferentes 

 

De las nueve cepas de bacterias ácido lácticas ensayadas, tres tuvieron el máximo 

efecto inhibidor contra Vibrio spp. tanto como al ser aplicadas como cultivo o como 

sobrenadante, seguidas de otras dos que tuvieron menor efecto (F4L y C3L) y 

finalmente por otras tres que no tuvieron efecto inhibidor alguno (C2L, C4L y F2L); 

en particular las cepas que tuvieron el máximo efecto inhibidor produjeron halos entre 

5,5±4,6 mm y 11,7±3,9 mm; diámetros similares estos, han sido reportados por Le & 

Yang (2018) en su investigación sobre el efecto de Lactobacillus spp. aislados de 

langostino fermentado en la inhibición de Vibrio parahaemolyticus, los cuales 

mostraron diámetros de los halos de inhibición mayores a 8 mm. 

 

4.5. Supervivencia de langostinos infectados con Vibrio spp. y tratados con cepas 

de bacterias ácido lácticas  

La supervivencia de los langostinos durante la fase de experimentación 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 días 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 

hepatopáncreas); 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 empleó las 

cepas de bacterias ácidos lácticos potencialmente probióticas (F1L y C1L) 

consistentemente tuvieron una supervivencia superior a la del tratamiento testigo, en 

que no se aplicó bacterias acido lácticas. 

El análisis estadístico aplicado a la supervivencia al final de los ocho días de 

experimentación, confirmó que considerando o no la mortalidad debido a los 

muestreos, los tratamientos en que se aplicaron las cepas F1L y C1L, obtuvieron 

supervivencias estadísticamente 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 tomó en cuenta la mortalidad por 

muestreos, se obtuvo 53,8% en los tratamientos con cepas BAL frente a 12,8% en el 

testigo.  

 

Figura 1. Supervivencia de langostinos en experimentación según tratamiento, no 

considerando la mortalidad por los muestreos  
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Figura 2. Supervivencia de langostinos en experimentación según tratamiento, 

considerando la mortalidad por los muestreos  

 

Tabla 10. Supervivencia (%) (Media±DE) de langostinos según tratamiento en el ensayo 

in vivo 

Tratamiento Supervivencia (%)(Media±DE) 

Mortalidad por muestreos 

No considerada 

Mortalidad por muestreos 

Considerada 

Testigo 51,3±4,4b* 12,8±4,4b 

F1L 92,3±0,0a 53,8±0,0a 

C1L 92,3±0,0a 53,8±0,0a 

* Letras diferentes indican resultados estadísticamente diferentes 

 

Respecto a la supervivencia de los langostinos infectados con Vibrio spp. al ser 

tratados con alimento suplementado con las cepas ácido lácticas F1L y C1L, se 

encontró que tuvieron una superior a la de los langostinos infectados que no recibieron 

alimento con cepas ácido lácticas (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 días de iniciada la infección 

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 

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Su
p

er
vi

ve
n

ci
a 

(%
)

Tiempo de experimentación (Días)

F1L

C1L

Testigo



40 
 

compatible con un efecto benéfico de las cepas de bacterias ácido lácticas 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 ácido lácticas  

En la tabla 11 se muestra el recuento de Vibrio spp. (UFC/g) en el hepatopáncreas de 

los langostinos durante el experimento in vivo.  Al inicio de la experimentación y hasta 

el día 5, el recuento de Vibrio spp. en hepatopáncreas de los langostinos en 

experimentación no mostraron diferencia estadística entre todos los tratamientos, sin 

embargo en el día 8 de experimentación se observó que el recuento de Vibrio spp. fue 

significativamente menor en los tratamientos con bacterias ácido lácticas comparados 

con el tratamiento testigo en que no se aplicó bacterias ácido lácticas. 

 

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

ensayo in vivo. 

Día de 

experimentación 

Recuento de Vibrio spp. (UFC/g) 

Testigo F1L C1L 

1 1,50x101 ± 1,76x101a* 1,23x101 ± 4,04x100a 6,67x100 ± 1,15x100a 

5 5,05x105 ± 2,14x105a 3,64x105 ± 1,96x105a 3,80x105 ± 1,39x105a 

8 1,02x106 ± 4,97x105a 9,64x104 ± 3,59x104b 9,33x104 ± 4,50x104b 

* Letras diferentes indican resultados estadísticamente diferentes 

 

En cuanto al recuento de colonias de Vibrio spp. en el hepatopáncreas de los langostinos 

infectados con Vibrio spp. y tratados con las cepas de bacterias acido lácticas, fueron 

similares a aquellos del tratamiento testigo, hasta el día cinco post-infección, sin embargo 

para el día ocho, se observó una menor carga de Vibrio spp. en los tratados con bacterias 

acido lácticas (9,64x104 y 9,33x104 UFC/g) frente al testigo (1,02x106 UFC/g); indicando 

que las bacterias acido lácticas tienen un efecto inhibidor contra Vibrio spp. in vivo, situación 

que también ha sido observado en los estudios realizados por Huynh et al. (2018, 2019) y 

Karthik et al. (2014), quienes reportan que la adición de Lactobacillus sp. en el alimento de 

langostino pudo modular la población bacteriana en el intestino de L. vannamei, reduciendo 

la presencia de bacterias patógenas como Vibrio y Photobacterium.  

De manera general se puede afirmar que las cepas de bacterias ácido lácticas C1L y F1L 

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

 

1. Se aislaron nueve cepas de Vibrio spp., principalmente del hepatopáncreas de L. 

vannamei y nueve cepas de bacterias acido lácticas principalmente del intestino 

de L. vannamei  

2. Las nueve cepas de Vibrio spp. mostraron ser resistentes a fosfomicina y ácido 

nalidíxico pero sensibles a oxitetraciclina, ampicilina, florfenicol, cloranfenicol, 

tetraciclina, gentamicina, norfloxacina y enrofloxacina. 

3. Las cepas de bacterias ácido lácticas F1L, C1L y F3L mostraron tener actividad 

inhibitoria in vitro en todas las cepas de Vibrio spp., tanto al ser aplicadas como 

cultivos puros así como al aplicar el sobrenadante del cultivo centrifugado. 

4. Las dos cepas de bacterias ácido lácticas 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 lácticas y 51,3% para el testigo). 

5. Las dos cepas de bacterias ácido lácticas empleadas en el ensayo in vivo: F1L y 

C1L redujeron el recuento de Vibrio spp. en el hepatopáncreas de langostinos 

infectados experimentalmente con Vibrio spp (9,64x104 y 9,33x104 UFC/g para 

los tratamiento con bacterias acido lácticas y 1,02x106 UFC/g para el testigo). 

6. Las dos cepas de bacterias ácido lácticas empleadas en el ensayo in vivo: F1L y 

C1L demostraron tener potencial probiótico frente a Vibrio spp. resistente y 

sensible a antibióticos. 

 



 

VI. RECOMENDACIONES 

 

1. Dados los buenos resultados obtenidos por algunas de las cepas de bacterias ácido 

lácticas, en los ensayos de inhibición de Vibrio spp. in vitro e in vivo, se 

recomienda continuar con el aislamiento y evaluación de las propiedades 

probióticas de este tipo de bacterias obtenidas de Litopenaeus vannamei. 

2. Ensayar mezclas de bacterias ácido lácticas nativas en la inhibición de Vibrio 

spp. 
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