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RESUMEN

Los probióticos son alternativas viables para competir por espacio con las bacterias gran negativas, Una fuente de bacterias que 

funcione como probiótico puede generarse a partir del suero de la leche devaca. de En este trabajo se pretende vericar la 

ecacia del probiótico elaborado a base de suero de leche de vaca, para combatir infecciones de Vibrios sp.,  (V. Alginolítico y 

V. parahemolítico) en camarones Litopenaeus vannamei, de forma  experimental. Para llevar a cabo este experimento se 

procedió a verter el suero en un frasco durante 48hrs, se distribuye en los medios de cultivo a diferente diluciones con melaza, 

las cuales serán de  8-1,10-1,12-1, estas diluciones tuvieron tres repeticiones cada una. se medieron temperatura y pH como los 

factores que pudieran inuir  mas en la dinámica poblacional de las bacterias de Lactobacilus acidophilus. Se prepararon los 

medios de cultivo y conteo de bacteria. Como resultados se obtuvo que la temperatura en el experimento varió entre 30°C a 

40°C, el pH presentó valores menores a 4.5. La  dilución 8:1 fue la que presento un mayor  crecimiento  población de bacterias 

alcanzando 431,8 millones de cel/ml de L .acidophilus, seguidamente de la dilucion10:1  con 394,7 millones de cel./ml y en la 

dilución 12:1, 302 millones de cel/ml. La mejor dilución fue 8:1 dando en colonias verdes un halo de 9mm, en colonias 

amarillas el halo fue de 1 cm,  ambos con una concentración de 30ul.

PALABRAS CLAVES: Probióticos, camarones.
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1- INTRODUCCIÓN

Las enfermedades bacteriales que atacan a los camarones en cultivo, debido principalmente a Vibrio, que han sido reportadas 

son: Vibrio harveyi, V. splendidus, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. anguillarum, V. vulnicus, V. campbelli, V. 
[5]

scheri, V. damsella, V. pelagicus, V. orientalis, V. ordalii, V. mediterrani, V. logei. 

La tendencia actual es de restringir o reducir el uso de antibióticos debido a la aparición de resistencia bacteriana, problemas 

ecológicos, restricción de las exportaciones por presencia de residuos en los tejidos de camarones y su incidencia en la salud 

humana. Las estrategias de control han sido encaminadas hacia el uso de técnicas mejoradas en larvicultura, programas de 

selección genética, uso de tolerinas, aplicación de lipopolisacáridos, β-glucanos y peptidoglucanos  para incrementar el 
 [8]

rendimiento y resistencia a enfermedades de origen viral o bacteriano . 

Una estrategia de control bacteriológico, muy interesante y con resultados prometedores, se enfoca al empleo de probiótico 

(bacterias benécas), como alternativa al uso de antibióticos y quimioterapéuticos, bajo el principio de exclusión competitiva. 

El uso de probiotico es una herramienta viable, ya que las bacterias probióticas, colonizan el tracto digestivo de los camarones, 
 [3]reduciendo las posibilidades de desarrollo de otros microorganismos que sean patógenos o puedan convertirse en nocivos, .

En este trabajo se pretende vericar la ecacia del probiótico elaborado a base de suero de leche de vaca, para combatir 

infecciones de Vibrios sp.,  (V. Alginolítico y V. parahemolítico) en camarones Litopenaeus vannamei, de forma  experimental.

2- MATERIALES Y MÉTODOS

 Esta investigación se realizó en  el Laboratorio de Investigación Marino Acuícola (LIMA), de la UNAN, León, ubicada  en 

Poneloya - Las Peñitas, a 20 kilómetros  de la ciudad de León –Nicaragua.  

 El suero de leche para realizar esta investigación se elaboró a partir de leche comprada  a expendedora de leche en la Ciudad de 

León. Se tomaron dos frascos de vidrios de un volumen de 4L de capacidad. En cada frasco se le coloco 3L de la muestra del 

suero de leche. 

Estos frascos se pusieron a fermentar en un cuarto cerrado donde se enumeró F1 y F2. Se tomó el frasco numero dos y una vez 

pasado 48hrs, se distribuyó en los medios de cultivo a diferente diluciones con melaza, las cuales fueron de  8-1,10-1,12-1, 
[5]

estas diluciones tuvieron tres repeticiones cada una.  El frasco F1 se dejó como testigo del suero puro. 

Factores Físico química (pH, Temperatura).

En este trabajo y para determinar cuanto inuyeron los factores físico químicos en el comportamiento de las bacteria se 

medieron temperatura y pH como los factores que pudieran inuir  mas en la dinámica poblacional de las bacterias de 
 [2]Lactobacilus acidophilus.

El pH  diario se registró dos vez por día  a las 7am y 5pm, Con un pH-metro marca HANNA, y la temperatura se registró a las 

mismas horas con un Termómetro  de mesa. 

Conteo de Lactobacillus Acidophilus. (NEUBAUER).

El conteo de las bacterias Lactobacilus acidophilus se realizó desde el día cero, cada 24hrs hasta que la muestra presentó 

indicios de disminución en el crecimiento bacteriano o decadencia. 

Las muestras fueron obtenidas utilizando una pipeta de 10 ml de capacidad, se toma 1 ml de muestra de suero y se colocó en un 

tubo de ensayo, luego se agregan 9 ml de agua ltrada. A esta dilución se le toma 1 ml que sirve para llenar la cámara de  

NEUBAUER.
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Para calcular cuantos Lactobacilus tenemos en los frascos se procedió de la siguiente manera. Con un microscopio binocular 

compuesto marca I-4 LW Scientic y con el lente objetivo 43X se procede a realizar el conteo de bacteria en cada una de las 25 

cuadrículas del Centro de la  Cámara.  Las expresiones matemáticas para el cálculo son los siguientes:

Fórmula de conteo de Lactobacilos acidophilus.

Lactobacilus (Cel/ml) =  N x 50, 000 x 10. 

 N  =     Número de L. acidophilus  cuanticados en la muestra.

50,000 =    Volumen de las cuadriculas de la cámara.

10   =     Factor de dilución del suero.
[5]Los valores obtenidos de la cámara se expresan en Millones de células / mililitro (cel/ml). 

Preparación de medios de cultivos especícos (Agares).

Para la preparación de estos Agares de cultivo se procedió de la siguiente manera:  

Los agares MRS, Lactobacilus, Bacto agar, TSA, Mueller Hinton, se prepararon en una hoya autoclave marca Aquatic  M 25-1,  

a15 lb de presión, temperatura de  121 °C

 

Para la preparación del  medio TCBS, se utilizó  un erlenmeyer de 500 ml, una cocina de gas marca ANCHOR, papel aluminio y 

un mechero y asa de siembra

Preparación del caldo MRS, para lactobacilos.

Se pesaron  52.2  gramos de agar MRS y se completó a 1  litro con agua destilada. Se preparan solamente 100 ml para su uso.

 Bacto agar: para uso solidicante. Se pesaron 1.5  gramos de Bacto Agar.

 
 [1]Agar glucosa 4% según Sabouraud: para la identicación y crecimiento de otras bacterias. 

 

 Conteo de las colonias de Lactobacilos acidophilus.

 Se realizó el conteo  de las colonias (entre 24 a 36 horas después de iniciada la siembra, según la temperatura), de la siguiente 

manera de acuerdo con el diámetro del ojo del aza de siembra se multiplicara el número total de las colonias y será expresado en 

unidades formadoras de colonias /mililitro (UFC/ML). Los datos se anotaran en el formato del laboratorio del LIMA. Este 

conteo se realiza para conrmar las poblaciones de bacterias vistas al microscopio.

Aislamiento de cultivo de Vibrio sp.

Para el aislamiento del cultivo de vibrio, se tomaron muestras de camarón el cual se le extrajo del hepatopancreas con una pinza, 

posteriormente se sembraron en su medio de cultivo especico de agar TCBS.

Agar TCBS, para aislamiento y cultivo selectivo de vibrio.  Se pesan de 88gramos y se completa a 1 litro con agua destilada. Se 

preparan solamente 100 ml para su uso.
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Prueba de antibiograma.

La prueba de antibiograma se realizó tres veces en crecimiento de los Lactobacillus  hasta cuando estos decaigan, el cual se 

utilizaron los siguientes materiales: Una micropipeta de 10-200ul, para determinar la concentración mínima inhibitoria a este 

vibrio. Y el grado de sensibilidad esta tiene ante estas cepas para probiótico.

Agar  con Soja Triptica (TSA), Medio agar con digeridos  de soja y caseína, USP. Para enriquecimiento. Se pesaron de 40 

gramos y se completa a 1 litro con agua destilada. Se prepararon solamente 100 ml para su uso.

 Agar Mueller Hinto, para examinar la sensibilidad de patógenos clínicos. Se pesaron 34gr, y se completa a 1 litro con agua 

destilada. Se prepararon solamente 100 ml para su uso.

Las diferentes dosis que  se aplicaran a los medios de cultivo de  vibrios sp (V. parahemoliticus y V.alginoliticus) en las 

diferentes diluciones  son las siguientes:
 [4]8-1: 10ul, 20ul, 30ul, 10-1: 10ul, 20ul, 30ul, 12-1: 10ul, 20ul, 30ul.

3- RESULTADOS  Y  DISCUCIÓN 

Factores Físico químicos

Temperatura.

Las variaciones de temperaturas  durante el período del estudio se mantuvieron en los intervalos aceptables para un crecimiento 

óptimos bacteriano, en el cual el graco  G, 1 nos muestra que la temperatura por la tarde se mantuvo a 33 TºC y disminuye a 

32TºC  por causas ambientales (lluvia)  el día ocho. De igual manera las temperaturas por la mañana se mantuvieron en los 

intervalos óptimos de crecimiento en la cual estaba en 31TºC de igual forma disminuye  30TºC  el día ocho por causa 

ambientales.

Graco G, 1. Variables de temperaturas (am, pm) de las diferentes diluciones del suero

Podemos resumir que las temperaturas imperantes durante este experimento estuvieron en los intervalos adecuados para el 
[6]crecimiento de las poblaciones de las bacterias Lactobacilus acidophilus, 
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PpH.

Las variaciones de pH  durante el periodo del estudio se mantuvieron en los intervalos óptimos de crecimiento, en el cual el 

graco  G, 2 nos muestra que  el pH por la tarde se mantuvo en un promedio de pH de 4 e igual forma el pH por la mañana se 

mantuvo a pH4.

Los pH nos muestran las condiciones de acidez o basicidad del medio, en este caso los valores registrados muestran que las 
 [2]bacterias tuvieron las condiciones adecuadas para su crecimiento poblacional

Graco G, 2. Variables de pH (am, pm) de las diferentes diluciones del suero.

Crecimiento Poblacional.

La población de L. acidophilus  presenta  un crecimiento leve entre el día 0 al día 1. La fase exponencial  se presenta desde el 

segundo día de conteo hasta su máximo alcance el quinto día. El día sexo presenta decaimiento hasta culminar la pendiente 

negativa de la curva el día 10. El graco G,3 nos muestra que la  dilución 8:1 fue la que presento un mayor  crecimiento  

población alcanzando 431,8 millones de cel /ml de L .acidophilus. Seguidamente de la dilucion10:1  presentó  una población 

promedio de 394,7 millones de cel. /ml de L .acidophilus y la dilución 12:1, registraron los valores menores con 302 millones de 

cel/ml de L .acidophilus.

El comportamiento de las poblaciones de L. acidophilus en todas las diluciones son aceptables, independientemente que en 8:1 

se halla expresado el valor máximo de 431 millones de Cél/ml. Teniendo una diferencia signicativa con la dilución de 12:1. 
[6]

Estas poblaciones guardan el mismo comportamiento de crecimiento que las de las bacterias en general  .

Graco G, 3. Crecimiento poblacional de  bacterias en las diferentes diluciones del suero.
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Prueba de sensibilidad.

Los resultados obtenidos a las pruebas de sensibilidad del probiótico elaborado y conteniendo Lactobacilus acidophilus ante 

cultivos microbiológicos conteniendo colonias de Viriones parahemolíticus y V. alginoliticus presentaron sus mejores 

resultados de repelencia cuando se aplicó el producto con al quinto día de crecimiento de las poblaciones bacterianas de L. 

acidophilus. 

En la cual la dilución 8,1 con una población de 431, 833,333 mill de cel. /ml de L. acidophilus en colonias verdes con una dosis 

de 30ul tubo un halo de 9mm,  en colonias amarillas igual dosis tuvo un halo de 1cm, la dilución 10,1 con una población de 394, 

666,666 mill de cel. /ml de L .acidophilus en colonias verdes con una dosis de 30ul tubo un halo de 5mm,  en colonias amarillas 

con una  dosis de 30ul tuvo un halo de 9mm, la dilución 12,1 con una población de 302, 000,000, mill de cel. /ml de L 

.acidophilus en colonias verdes con una dosis de 30ul tubo un halo de 5mm,  en colonias amarillas con una  dosis de 30ul tuvo 
 [1]un halo de 9mm.

C. verde dilución 
12.1

    

dosis ul Halo

 

Población(Millones

 

30ul 5mm

 

301833333

 

20ul 3mm

 

301833333

 

10ul 2mm

 

301833333

 

C. amarilla dilución 
12.1

dosis ul Halo Población(Millones

30ul 9mm 301833333

20ul 6mm 301833333

10ul 1mm 301833333

  
C.amarilla 
dilucio8.1
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431333333
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431333333

 

10ul 3mm

 

431333333

 

C. verde dilución 
8.1     
dosis ul Halo
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 30ul 9mm
 

431333333
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C. Verde dilución 
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394500000
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4- CONCLUCIONES

1.- La temperatura en el experimento varió entre 30°C a 40°C, el pH presentó valores menores a 4.5.

2.- La  dilución 8:1 fue la que presento un mayor  crecimiento  población de bacterias alcanzando 431,8 millones de cel /ml de L 

.acidophilus. Seguidamente de la dilucion10:1  con 394,7 millones de cel. /ml y en la dilución 12:1, 302 millones de cel/ml.

3.- De acuerdo a la prueba de sensibilidad  los halos obtenidos en las colonias verdes y amarillas dieron mejores resultados al 

quinto día a continuación se concluye con el siguiente cuadro:

. Dilución Color Colonia Dosis Diámetro halo 

8:1 Verde  30ul 9mm 

 Amarilla 30ul 1cm 

10:1 Verde  30ul 5mm 

 Amarillas 30ul 9mm 

12:1 Verde  30ul 5mm 

 Amarilla 30ul 9mm 
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