UNIVERSIDAD ESTATAL DE SONORA

UNIDAD ACADEMICA NAVOJOA

La fuerza del saber, estimulara mi espiritu

Evaluacion de Lactobacillus rahamnosus para ser utilizado
como probiotico en contra de Vibrio parahaemolyticus en
el cultivo del camardn blanco Litopenaeus vannamei

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN SISTEMAS DE PRODUCCION BIOSUSTENTABLES

Presenta:

Everardo Quijada Gonzalez

Navojoa, Sonora, México Enero de 2021



CONSTANCIA DE REVISION DE TESIS POR EL SISTEMA ANTI PLAGIO

El coordinador de la Maestria en Sistemas de Produccion Biosustentables hace
constar que la tesis titulada: “Evaluacion de Lactobacillus rahamnosus para ser
utilizado como probidtico en contra de Vibrio parahaemolyticus en el cultivo
del camardén blanco Litopenaeus vannamei”, presentada por el estudiante
Everardo Quijada Gonzalez cumple satisfactoriamente la revision por el Sistema
Anti Plagio Copyleaks, con un porcentaje de autenticidad del 88% y una
coincidencia del 12%. Se expide la presente, a solicitud del interesado para los fines
gue estime conveniente.

mrH\a E"’Sa ﬂWOS V’

Dra. Martha Elisa Rivas Vega
Coordinador de la Maestria en
Sistemas de Produccién
Biosustentable

YUES

Universid
ad Estat
La Ftl.n'\e‘r\-/za del Sabelj Escin?u‘lagae mSvggg-fca
o fSTlGACION Y POSGRADD
D ACADEMICA NAVOJOA



ACTA DE APROBACION

Los miembros del Comité designado para revisar la tesis titulada “Evaluacion de
Lactobacillus rahamnosus para ser utilizado como probidtico en contra de
Vibrio parahaemolyticus en el cultivo del camardn blanco Litopenaeus
vannamei”, presentada por Everardo Quijada Gonzélez, la han encontrado
satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito parcial para obtener
el grado de Maestro en Sistemas de Produccién Biosustentables.

TN

/ \

/
(e
\ |
\\'\.j\’“’ /

Dr. Anselmo Miranda Baeza
Director

o e fes & Sp fesio e

Dra. Martha Elisa Rivas Vega Dr. Pablo Sergio Osuna Amarillas
Sinodal Sinodal




DEDICATORIA

A la memoria de mi padre Manuel Quijada Rodriguez, que, aunque no esta, siempre
creyo en mi y en lo que podia lograr.

A mi esposa Teresa y a mis hijos Coral Abril y Jesus Everardo, por su amor, paciencia
y comprension. Los amo, son el motor que impulsa mi vida.

A toda mi familia, amigos y seres queridos, por su apoyo y buenos deseos.



AGRADECIMIENTOS

A dios por darme bendicion, proteccion y direccion.

A la Universidad Estatal de Sonora, a su personal académico y administrativo por la
atencion recibida y las facilidades otorgadas para la realizacion de mis estudios de

Maestria.

Al Consejo Nacional de Ciencia y tecnologia (CONACYT) por su beca otorgada para
cursar el posgrado (905666).

A los miembros de mi comité de tesis: Dr. Anselmo Miranda Baeza por todo su apoyo
durante la realizacion de la tesis. Dra. Martha Elisa Rivas Vega y Dr. Pablo Sergio

Osuna Amarillas, por sus atinados comentarios y sugerencias.

Al Laboratorio de Tecnologias de Cultivo de Organismos Acuaticos por el uso sus
instalaciones y de su equipo.

Al M.C. Jesus Lizarraga Armenta por el apoyo recibido durante el desarrollo de los

bioensayos.

AL Comité de Sanidad Acuicola del Estado de Sonora (COSAES), por las facilidades

otorgadas para realizar los estudios de Maestria.
Al Dr. José Cuauhtémoc Ibarra Gamez y al Dr. Ricardo Sanchez Diaz, del Laboratorio
de Analisis de Sanidad Acuicola del Instituto Tecnolégico de Sonora (ITSON), por la
donacion de la cepa de Vibrio parahaemolyticus.
A cada uno de mis maestros que trasmitieron sus conocimientos con dedicacion y

profesionalismo.



RESUMEN

El uso correcto de los probidticos puede presentar mejoras significativas en el cultivo
de camaron, evitando el uso de antibiéticos, y contribuyendo a la sustentabilidad de
esta actividad. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la salinidad y de la
temperatura en el crecimiento de Lactobacillus rhamnosus y de Vibrio
parahaemolyticus y determinar si la bacteria probidtica inhibe a la patégena en
condiciones controladas. Se obtuvieron las curvas de absorbancia vs concentracion a
620 nm. Posteriormente se realizaron tres experimentos, en el primero se cultivo cada
especie en cuatro salinidades (10, 20, 30 y 40 %o) y dos periodos (24 y 48 h) por
triplicado. En el segundo se cultivd por triplicado cada especie en tres temperaturas;
15, 25y 25 °C vy dos periodos (24 y 48 h). El tercer bioensayo, consistié en cultivar
por triplicado ambas especies en el mismo recipiente a diferentes relaciones de Vibrio
parahaemolyticus: Lactobacillus rhamnosus (1:10, 1:100, 1:1,000 y 1:10,000). Las
curvas de absorbancia vs concentracion indicaron que Vibrio parahaemolyticus tuvo
mas UFC por unidad de absorbancia en comparacién con Lactobacillus rhamnosus.
Las bacterias Vibrio parahaemolyticus y Lactobacillus rhamnosus mostraron
crecimiento en todos los niveles de salinidad y de temperatura utilizados. En todas las
condiciones ensayadas Vibrio parahaemolyticus tuvo mayor crecimiento en
comparacién con Lactobacillus rhamnosus. La bacteria probiética Lactobacillus
rhamnosus inhibié el crecimiento de la bacteria patdégena Vibrio parahaemolyticus en
32.6% cuando se utilizé la relacion 1:10 y lleg6 a 81.3% en la relacion de 1:10,000. Se
concluye que Lactobacillus rhamnosus puede ser un buen candidato para ser usado

en contra de Vibrio parahaemolyticus en el cultivo de camaroén blanco.
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I. INTRODUCCION

En 2016, la produccién mundial de la acuicultura, incluidas las plantas acuéticas,
ascendié a 110.2 millones de toneladas (FAO, 2018). En México, el Servicio de
Informacién Agroalimentaria y Pesquera, de la SAGARPA reporté que la produccion
nacional de camaroén en el 2017 fue de 393 mil toneladas (CONAPESCA, 2017).
Hace varios afios, el uso de sustancias quimicas (antibidticos y otros terapéuticos) se
presentaba como la mejor opcion para prevenir y controlar los problemas relacionados
con enfermedades en el cultivo de camarén. Sin embargo, los efectos adversos
ocasionados por la resistencia de las bacterias patdgenas y sus repercusiones en la
salud humana originaron la busqueda de nuevas alternativas que permitieran disminuir
las perdidas econdmicas de los productores, el riesgo en el consumo, y su impacto en
el ambiente (Holmstrom et al. 2003; Huerta-Rabago et al., 2019).

En los Ultimos afios, se han realizado varias investigaciones encaminadas al desarrollo
de técnicas preventivas y terapéuticas para reducir la incidencia de enfermedades en
los cultivos. Los problemas de enfermedades muchas veces son ocasionados por el
manejo inadecuado de los antibidticos en el tratamiento de ataques bacterianos. La
tendencia actual se enfoca en restringir o reducir el uso de antibidticos para evitar la
aparicion de resistencia bacteriana y disminuir los problemas ambientales.
Adicionalmente, para evitar la restriccion de las exportaciones por presencia de
residuos en los tejidos de camarones y su incidencia en la salud humana (Lyle-Fritch,
et al., 2006).

La eficacia de los probidticos comerciales para el cultivo de camarén ha sido

severamente cuestionada y criticada (Ninawe y Selvin, 2009). En algunos casos las



cepas utilizadas no han sido evaluadas bajo condiciones controladas en las cuales sea
posible verificar que son capaces de sobrevivir en el ambiente prevaleciente en los

cultivos de camaron.

[.1 Antecedentes.

Respuesta inmune del camardn.

La inmunidad se refiere al estado de resistencia natural o adquirida frente a una
determinada enfermedad, asi como durante el ataque de un agente toxico. El camardn
cuenta con inmunidad innata, en el cual el sistema humoral y el celular tienen un papel
importante en la defensa de organismos patdégenos.

La salud de las especies acuaticas depende de la interaccidn entre el medio ambiente,
los patdégenos y el hospedador (triada epidemioldgica). Inicialmente todo el proceso de
defensa inicia en el exoesqueleto, el cual esta compuesto de carbonato de calcio y
proteinas, y contribuye a diferentes procesos fisioldgicos asociados con la respuesta
inmune (Aguirre-Guzman et al., 2009).

Si esta barrera es rebasada, el patdgeno debera evitar varias acciones desarrolladas
en los hemocitos y en el plasma. Los cuales contienen mecanismos para suprimir al
patdgeno. Si estos fallan, entonces se desarrolla la enfermedad. De manera general,
los fagocitos participan en la sefializacion y la fagocitosis, asi mismo los procesos
involucrados en la expresion de proteinas plasmaticas, la fenoloxidasa, la tripsina, la
a2-macroglobulina, la lisozima y los péptidos antimicrobianos (Carcamo-Arechiga et

al., 2016).



Uso de bacterias para estimular la respuesta inmune.

Los microorganismos probiéticos han sido aprovechados por los humanos desde
épocas inmemoriales; tradicionalmente estos se han utilizado en humanos y animales
terrestres (Lebeer et al., 2012). Actualmente el uso de probidticos en la produccién
acuicola se ha convertido en una herramienta de gran ayuda para mantener la salud
de los organismos (Holmstrom et al., 2003; Zokaeifar et al., 2012).

En el area de la acuicultura, los probiéticos han sido definidos como “microorganismos
con efectos benéficos sobre el hospedero por la modificacion del ambiente huésped-
hospedero o la modificacion de su comunidad microbiana, por la mejora en la
asimilacion de alimento o de su valor nutricional, por mejoramiento de la respuesta del
hospedero ante enfermedades o por la mejora en la calidad de su medio ambiente”
(Vershuere et al., 2000).

Entre los beneficios de los probidticos esta la mejora en la calidad del agua del sistema
de cultivo y la reduccion de concentraciones de amonio, nitrito y nitrato en el agua.
(Nimrat et al., 2012). Por otro lado, promueven la salud de los organismos, al hacerlos
resistentes a enfermedades y aumentar la sobrevivencia (Xie et al., 2019). La accion
de los probidticos se relaciona con la competencia o la inhibicibn de los
microorganismos patdgenos. Una vez ingeridos, presentan beneficios para el
hospedero ya que participan en la regulacion de la permeabilidad del epitelio intestinal,
lo que ayuda a las funciones gastrointestinales (Balcazar et al., 2006).

El uso correcto de los probidticos puede presentar mejoras significativas en el cultivo
de camaron, evitando el uso de antibiéticos, y contribuyendo a la sustentabilidad de

esta actividad.



Lactobacillus rahamnosus.

Es una bacteria gram-positiva, en forma de varilla, microaerdfila y facultativamente
anaerobica. Puede crecer en forma individual o en cadenas cortas. No forma esporas,
ni es movil y es catalasa-negativa. Es mesdfila, pero algunas cepas pueden crecer a
temperaturas inferiores a 15 °C o superiores a 40 °C (Valik et al., 2008). Esta especie
tiene varias caracteristicas bioldégicas que lo convierten en un buen probiodtico.
Convierte hexosas en acido lactico y también es capaz de fermentar pentosas. El acido
lactico generalmente se produce hasta 1.5% en presencia de glucosa. En ausencia de
glucosa, produce &cido lactico, &cido acético, acido formico y etanol (Jyoti et al., 2003).
La especie, Lactobacillus rhamnosus ha mostrado resultados prometedores para su
UsSo en organismos acuaticos. En la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), aumento
la sobrevivencia en presencia de Aeromonas salmonicida (Nikoskelainen et al., 2001),
y mejord la respuesta inmune (Panigrahi et al., 2010). En camardn se registré un
aumento en los parametros productivos y mejoré la respuesta inmune (Kumar et al.,

2013; Sundaram et al., 2017).

Vibrio parahaemolyticus.

La bacteria Vibrio parahaemolyticus es Gram-negativa, habita en ambientes de agua
salada. Tiene un solo flagelo polar y es mévil cuando se cultiva en medio liquido
(Sudheesh y Xu, 2001).

En la ultima década Vibrio parahaemolyticus ha causado severas mortalidades en los
cultivos de camarén de todo el mundo, debido a la enfermedad conocida como

necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND). La cual es causada por cepas



altamente virulentas del género Vibrio. Estudios recientes han confirmado que es
producida por cepas de V. parahemolyticus, V. harveyiy V. campbellii, y es posible que
puedan agregarse otras especies o géneros mediante la transferencia de plasmido que
codifica las toxinas. Las bacterias infectadas con el plasmido, se alojan en el estbmago
del camardén vy liberan toxinas que lesionan el hepatopancreas generando
desprendimientos celulares masivos (Ahn et al., 2017).

Caracterizacion de probioticos.

La aplicacion de los probioticos en acuicultura esta condicionada por las diferencias
particulares de las especies de cultivo (ej. microbiota del tracto gastrointestinal) y las
condiciones ambientales (principalmente temperatura de cultivo, salinidad y pH).

La presente investigacion pretende aportar conocimiento relacionado con el uso de
Lactobacillus rhamnosus sobre la inhibicion Vibrio parahaemolyticus, asi como su
desemperio bajo la influencia de las principales variables ambientales presentes en los
estanques de cultivo de camaron.

[.2. Hipotesis.

La bacteria probiodtica Lactobacillus rhamnosus es capaz de sobrevivir en las
condiciones presentes en los estanques de cultivo de camaroén blanco, asi como de
reducir la tasa de replicacion de Vibrio parahaemolyticus en condiciones controladas.
[.3. Objetivos.

Objetivo general.

Evaluar el efecto de la salinidad y de la temperatura en el crecimiento de Lactobacillus
rhamnosus y de Vibrio parahaemolyticus y determinar si la bacteria probiética inhibe a

la patégena, mediante bioensayos controlados.



Objetivos particulares.

1. Determinar la absorbancia a diferentes concentraciones de Lactobacillus
rhamnosus y Vibrio parahemolyticus, para obtener las curvas de calibracion
respectivas.

2. Determinar el efecto de la salinidad sobre el crecimiento de Lactobacillus
rhamnosus y de Vibrio parahemolyticus, mediante bioensayos controlados.

3. Determinar el efecto de la temperatura sobre el crecimiento de Lactobacillus
rhamnosus y de Vibrio parahemolyticus, mediante bioensayos controlados.

4. Determinar el efecto de la densidad de Lactobacillus rhamnosus sobre el
crecimiento de Vibrio parahemolyticus cultivados en conjunto, para determinar

el porcentaje de inhibicion.



ll. MATERIALES Y METODOS

[I.1. Obtencion de las bacterias.

Se obtuvo una cepa comercial de Lactobacillus rahamnosus GG (MERCK®). De
acuerdo a la etiqueta, cada gramo de polvo liofilizado contiene 1.25 x 10° unidades
formadoras de colonias (UFC). El producto se almacend en las condiciones indicadas
por el fabricante hasta su uso.

La cepa patégena de Vibrio parahaemolyticus, fue donada por el Laboratorio de
Andlisis de Sanidad Acuicola del Instituto Tecnolégico de Sonora (ITSON). Antes de
cada bioensayo, la cepa fue reactivada en caldo de soya tripticaseina (marca MCD) e
incubada por 24 horas a 32 °C.

[I.2. Obtencion de las curvas de absorbancia vs concentracion.

Para determinar la curva de absorbancia, primero se generaron cultivos masivos de
cada especie en caldo soya tripticaseina. Los cultivos se realizaron por triplicado en
matraces de 250 mL con 200 mL de medio de cultivo. En el caso de Lactobacillus
rhamnosus se inocularon 0.2 g (1 g/L) de producto liofilizado. En el caso de Vibrio
parahaemolyticus, el volumen del in6culo fue de 0.2 mL (1 mL/L) de un cultivo previo
(con edad de 24 h). En ambos casos los matraces fueron incubados a 30 °C por un
periodo de 24 h.

Finalizado el periodo de cultivo, para cada especie, se tomaron 3 alicuotas de 10 mL,
se colocaron en tubos falcon de 15 mL y se centrifugaron a 2,000 rpm por 5 min.
Posteriormente los pellets de los tres tubos se resuspendieron en 100 mL de solucion
salina estéril al 2% (para evitar interferencias con el medio de cultivo durante la
medicion de la absorbancia). Se tomd una muestra y se determiné la absorbancia a

620 nm en un espectrofotometro Hach DR 2800. Con base en la densidad inicial se
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realizaron las diluciones respectivas para obtener densidades opticas de 0.125, 0.250,
0.500 y 1.000, a partir de éstas se realizaron siembras por sextuplicado en placas de
agar con medio selectivo.

En el caso de Lactobacillus rhamnosus se utilizo el agar de recuento en placa (triptona-
glucosa-levadura) para bacterias heterotréficas en agua (Atlas, 2010). En el caso de
Vibrio parahaemolyticus se utilizd el agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS;
DIFCO). Las placas fueron incubadas por 24 h a 32 + 2 °C. Posteriormente se realizo
el conteo de las colonias y se relacionaron con las respectivas absorbancias.

[1.3. Determinacion del efecto de la salinidad sobre el crecimiento de las
bacterias.

Para cada especie se utilizé un disefio factorial con cuatro salinidades (10, 20, 30 y 40
%o) y dos periodos de cultivo (24 y 48 h) por triplicado. Las unidades experimentales
fueron matraces con 200 mL agua de mar estéril ajustada a la salinidad
correspondiente (adicionando agua destilada o cloruro de sodio). El pH se ajusté a 7.5,
a cada matraz se le agregaron 10 mL de caldo soya tripticaseina como medio nutritivo
y fue inoculado con 100,000 + 5,000 cel/mL. La densidad se ajusté con base en las
curvas estandarizadas de ABS a 620 nm para cada especie. Los matraces fueron
incubados por en periodos de 24 y 48 h, a temperatura de 32 + 2 °C, después de cada
periodo de cultivo se tomaron muestras y se sembraron por triplicado en agar de
recuento en placa para Lactobacillus rhamnosus y agar TCBS para Vibrio
parahaemolyticus. Las placas fueron incubadas por 24 h a 32 = 2 °C y las colonias

fueron contabilizadas.



I1.4. Medicion del efecto de latemperatura sobre el crecimiento de las bacterias.
Para cada especie se utilizé un experimento factoral con tres temperaturas (15, 25, 35
°C) y dos periodos de cultivo (24 y 48 h) por triplicado. Las unidades experimentales
fueron matraces con 200 mL de agua de mar, inoculados con 100,000 + 5,000 cel/mL).
Se agregaron 10 mL de caldo soya tripticaseina (como solucion nutritiva). La salinidad
se ajustd a 35 %o y el pH a 7.5. Los matraces fueron incubados por 24y 48 h a la
temperatura respectiva. Después del periodo de cultivo respectivo, se tomaron
muestras de cada matraz y se sembraron por triplicado de acuerdo a lo descrito en el
punto 11.4.

I1.5. Inhibicion de Vibrio parahaemolyticus.

Se sembr6 una densidad constante de Vibrio parahaemolyticus y diferentes
concentraciones Lactobacillus rhamnosus, para obtener por triplicado las siguientes
relaciones de densidad; 1:0; 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000. Las densidades se
ajustaron con base en las curvas estandarizadas de ABS a 620 nm.

Se utilizaron tubos de ensaye de 10 mL a cada uno se les agregaron 7 mL de agua de
mar (35 %) previamente esterilizada con pH de 7.5. A cada tubo se le agregé un mL
de caldo soya tripticaseina, como medio nutritivo.

Los tubos fueron incubados por un periodo de 24 h a 30 °C, posteriormente se tomaron
muestras de cada uno de ellos y se cultivaron por sextuplicado en agar TCBS, para lo
cual se uso una dilucion de 1:100. Las placas se incubaron por 24 h a 30 °C.

[1.6 Procesamiento de la informacion.

Todas las pruebas se realizaron por triplicado y los datos se expresaron como media
* desviacion estandar. Se verificé la normalidad y la homocedasticidad de los datos.

Se elaboraron graficas de tendencia. Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) de
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dos vias, para evaluar el efecto de la salinidad y de la temperatura. Se realizaron
Analisis de varianza de una via para evaluar la inhibicién de Vibrio parahaemolyticus
(Zar, 1996). En los casos en que la prueba estadistica fue significativa (P <0.05) se
aplicaron las pruebas a posteriori de comparaciones multiples de Tukey. Los datos se

procesaron con el software Statistica 5.1 (Statsoft Inc.).
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[ll. RESULTADOS

[1l.1 Relacion de absorbancia vs concentracion.

En la curva de calibracion de Vibrio parahaemolyticus, se determiné que la ABS de
0.125 (620 nm) correspondié a densidades de 230 a 280 x 10° UFC/mL, mientras que

en la ABS de 1.00 las densidades estuvieron entre 1,900y 2,000 x 108 UFC/mL (Figura

1).
1.2
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Figura 1. Curva de calibracion absorbancia vs concetracion para la especie Vibrio

parahaemolyticus.

En el caso de Lactobacillus rhamnosus, la ABS de 0.125 (620 nm) indicé densidades
de 145 a 225 x 10% UFC/mL, mientras que en la ABS de 1.00 se alcanzaron

concentraciones de 1,795 a 1,920 x 108 UFC/mL (Figura 2).

11



o
0

e

ABS (620 nm)
o
(o))

y = 5E-10x + 0.032
0.4 2 = 0.9964
-
0.2
w0
0.0
0 500 1,000 1,500 2,000 2,500

UFC/mL (x106)

Figura 2. Curva de calibracion absorbancia vs concentracion para la especie

Lactobacillus rhamnosus.

[1l.2 Efecto de la salinidad.

En las primeras 24 h de cultivo la bacteria Vibrio parahaemolyticus alcanzé
densidades de 94.3 a 135.7 x 108 UFC/mL (Figura 3). Mientras que a las 48 h en la
mayoria de los tratamientos se observaron incrementos significativos, alcanzando
concentraciones de 118.0 a 188.0 x 10 UFC/mL. La prueba de ANOVA de 2 vias
mostré un efecto significativo debido a la salinidad y al tiempo de cultivo. La menor
densidad se registré en 40 %o a las 24 h y las mayores densidades se alcanzaron en

20y 30 %o a las 48 h (Tabla 1).
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Figura 3. Crecimiento de Vibrio parahaemolyticus cultivado a diferentes salinidades en

periodos de 24 y 48 h.

Por otro lado, Lactobacillus rhamnosus alcanzé densidades de 20.4 a 69.5 x 108
UFC/mL en las primeras 24 h de incubacién (Figura 4). A las 48 h las densidades
incrementaron en todos los tratamientos alcanzando un intervalo de 39.8 a 110.7 x
10° UFC/mL. La prueba de ANOVA de 2 vias mostr6 un efecto significativo debido a
la salinidad y al periodo de cultivo. La menor densidad se registro en 10 %o a las 24 h
de cultivo, mientras que las mayores concentraciones se alcanzaron en 20 y 30 %o a

las 48 h (Tabla 1).
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Figura 4. Crecimiento de Lactobacillus rhamnosus cultivado a diferentes salinidades

en periodos de 24y 48 h.

En todas las condiciones experimentales, se observé que Vibrio parahaemolyticus
alcanz6 mayores densidades respecto a Lactobacillus rhamnosus. Las diferencias
entre las concentraciones de ambas bacterias estuvieron entre 45.4 y 97.4 x 108

UFC/mL (Tabla 1).
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Tabla 1. Densidades de Vibrio parahaemolyticus y Lactobacillus rhamnosus obtenidas
a diferentes salinidades en periodos de 24 y 48 h (cultivados a 302 °C y pH 7.5; letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas, ANOVA de 2 vias,
P<0.5).

Salinidad Periodo de cultivo Densidad de Vp Densidad de Lr Dif. Vp-Lr

(%o) (h) (UFC/mL x 10%) (UFC/mL x 10%) (UFC/mL x 106)
10 24 117.8 +15.2% 20.4 £5.22 97.4
20 24 128.4+13.6% 69.5+5.9¢ 58.9
30 24 135.7+12.6% 60.3+2.3% 75.4
40 24 94.3+7.72 48.9+5.05 45.4
10 48 118.6+41.6%  39.8 +11.4 78.8
20 48 159.3+29.4%  102.2+14.9¢ 57.1
30 48 188.0+29.8° 110.7+11.1¢ 77.3
40 48 118.0+7.2% 62.5+4.4° 55.5

[11.3 Efecto de la temperatura.

La temperatura y el periodo de cultivo influyeron significativamente sobre el
crecimiento de Vibrio parahaemolyticus. La densidad mas baja se registré en 15 °C a
las 24 h de cultivo mientras que las mayores se alcanzaron en las temperaturas de 25

y 35 °C a las 48 h de incubacion (Figura 5; Tabla 2).
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Figura 5. Crecimiento de Vibrio parahaemolyticus cultivado a diferentes temperaturas

en periodos de 24y 48 h.

En el caso de Lactobacillus rhamnosus, en general la menor densidad se obtuvo a las
24 h de cultivo, con incrementos significativos a las 48 h (Figura 6, Tabla 2). En todas
las condiciones experimentales, Vibrio parahaemolyticus mostr6 mayores
concentraciones respecto a Lactobacillus rhamnosus, las diferencias entre ambas

especies estuvieron 24.7 y 89.9 x 106 UFC/mL (Tabla 2).
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Figura 6. Crecimiento de Lactobacillus rhamnosus cultivado a diferentes temperaturas

en periodos de 24 y 48 h.

Tabla 2. Densidades de Vibrio parahaemolyticus y Lactobacillus rhamnosus obtenidas
a diferentes temperaturas en periodos de 24 y 48 h (cultivados a 35 %o y pH 7.5; letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas, ANOVA de 2 vias,
P<0.5).

Temperatura Periodo de cultivo Densidad de Vp Densidad de Lr Dif. Vp-Lr

(°C) (h) (UFC/mL x 10%) (UFC/mL x 10%) (UFC/mL x 106)
15 24 40.7 £10.72 16.0 £8.02 24.7
25 24 88.7+14.3° 26.0+10.12 62.7
35 24 111.1+17.9¢bc 36.6+7.02 74.5
15 48 118.8+8.1bcd 28.9 £8.02 89.9
25 48 139.5+5.0¢d 63.245.9° 76.3
35 48 145.1+6.79 83.445.5P 61.7
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[11.4 Inhibicion de Vibrio parahaemolyticus.

Cuando ambas especies se cultivaron en conjunto la presencia de Lactobacillus
rhamnosus redujo significativamente la densidad de Vibrio parahaemolyticus. La
méaxima densidad que se obtuvo sin presencia de Lactobacillus rhamnosus
(tratamiento control) fue de 403 x 108 UFC/mL, en un periodo de 24 h; mientras que
con una relacion de 1:10 (Vibrio parahaemolyticus : Lactobacillus rhamnosus) la
densidad disminuyé a 271 x 108 UFC/mL y continué bajando hasta llegar a 75.1 x 108

UFC/mL, en la maxima relacién ensayada (1:10000; Tabla 3).

Tabla 3. Densidades de Vibrio parahaemolyticus obtenidas en presencia de
Lactobacillus rhamnosus con relaciones de 1:0, 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10,000
(densidad inicial de Vibrio parahaemolyticus = 10,000 UFC/mL; letras diferentes en la

misma columna indican diferencia significativa, ANOVA de una via P<0.01).

Relacion Vp:Lr Densidad de Vp en Diferencia respecto Inhibicién de

24 h (UFC/mL x 106) al control Vp
(UFC/mLx106°) (%)

Control (1:0) 403.1+182.54 - -
1:10 271.4+122.2° 131.7 32.6
1:100 159.1+74.0° 244.0 60.5
1:1,000 117.2453.5% 285.9 70.9
1:10,000 75.1+42.52 328.0 81.3

Considerando las diferencias entre el tratamiento control y aquellos que recibieron

Lactobacillus rhamnosus, se observd una relacion directa entre la densidad de esta
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bacteria y el porcentaje de inhibicidén de Vibrio parahaemolyticus (Figura 7). La minima
inhibicion registrada fue de 32.6% (relacion de 1:10), y la maxima de 81.3% (relacion

1:10000).
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Figura 7. Porcentaje de inhibicién de Vibrio parahaemolyticus cultivado con diferentes

relaciones de Lactobacillus rhamnosus después de un periodo de incubacion de 24 h.
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IV. DISCUSION

En microbiologia, el método de recuento en placa, es ampliamente utilizado para
determinar la abundancia de bacterias y de hongos microscépicos (levaduras). En
general ésta técnica permite obtener informacion confiable cuando los microrganismos
son cultivados en condiciones adecuadas (nutrientes, tiempo y temperatura), asi como
de otras variables asociadas a la biologia de las especies (salinidad y pH).
Actualmente, existe una gran variedad de medios para cultivar varias especies de
bacterias, los cuales, dependiendo de su formulacién se dividen en quimicamente
definidos y complejos. En este estudio, para los cultivos masivos de ambas bacterias
se utilizé un medio complejo (caldo soya tripticaseina), su composicion permite el
cultivo de una amplia diversidad de bacterias (Atlas, 2010).

La técnica de recuento en placa se basa en la toma de alicuotas de un cultivo puro o
de un lugar determinado, las cuales se ajustan a diferentes diluciones y se siembran
en condiciones estériles en un medio sdélido. A pesar de que ésta técnica, es precisa,
es necesario tener entrenamiento adecuado, y esperar varias horas o dias para que
las colonias sean visibles y puedan ser cuantificadas. Cuando la cantidad de muestras
es grande, o0 se requieren datos inmediatos, esta metodologia no es practica.
Considerando las limitantes de la técnica de siembra en placas, es comun realizar
estandarizaciones mediante espectrofotometria. Con ésta practica es posible
relacionar la absorbancia con la densidad de células. La absorbancia utilizada
comunmente es de 620 nm (Bao et al., 2012). Esta metodologia es sencilla y rapida,
se basa en ajustar una poblacion microbiana en caldo de cultivo o en solucion salina

a diferentes absorbancias, y posteriormente realizar la siembra en placa. Una de las
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desventajas es la imposibilidad para distinguir entre células vivas y muertas. A pesar
de ello es muy utilizada cuando los cultivos son de corta duracion.

Es importante realizar curvas de calibracion para cada especie, esto permite tener
mayor precision en las estimaciones. En este estudio las curvas de calibracion
indicaron que Vibrio parahaemolyticus tiene mas UFC/mL por unidad de absorbancia
en comparacion con Lactobacillus rhamnosus. La diferencia puede deberse al tamafio
y a la forma de las células de cada especie. De acuerdo a Thomson y Trenholm (1971)
los miembros de Vibrio parahaemolyticus presentan forma de cocoide, con tamafos
de 1.0 a 1.5 um de largo; por otro lado Valik et al. (2008) indican que Lactobacillus
rhamnosus tiene un tamafo de 0.8 a 1.0 um de anchoy de 2.0 a 4.0 um de largo.
Comunmente las curvas de crecimiento de las bacterias alcanzan su nivel maximo
entre 12 y 24 h, sin embargo esto solo ocurre en condiciones 6ptimas; en condiciones
sub-optimas, se han alcanzado las densidades maximas en periodos de hasta 120 h
(Valik et al., 2008). En este estudio algunos tratamientos de cada bioensayo
presentaban condiciones sub-optimas, ademas de que la cantidad de nutrientes fue
limitado (50 mL caldo nutritivo/L de agua) con el fin de simular las posibles condiciones
presentes en los cultivos de camardn. Esto explica el crecimiento observado (en todos
los bioensayos) entre las lecturas de 24 y 48 h, aunque en todos los casos el mayor
incremento se obtuvo en las primeras 24 h (Fig. 3, 4, 5y 6).

Respecto al efecto de la salinidad sobre el crecimiento de las bacterias estudiadas, en
general las mayores densidades de Vibrio parahaemolyticus se obtuvieron en 20 y 30
%o, aunque fue posible observar crecimiento a 10 y 40 %.. De acuerdo a Miles et al.

(1997), Vibrio parahaemolyticus es una especie halofilica que se encuentra
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principalmente en zonas estuarinas y lugares costeros de baja profundidad. En México,
los cultivos de camaron se realizan en salinidades de 15 a 40 %0 (dependiendo de la
ubicacion de las granjas). Los resultados de este estudio coinciden con los reportado
y corroboran que Vibrio parahaemolyticus puede crecer en los mismos niveles de
salinidad que el camaron.

Para que una cepa de bacterias probiéticas pueda ser usada, es necesario verificar su
capacidad de sobrevivir en las condiciones ambientales del huésped. En esta caso se
utilizé la cepa GG de Lactobacillus rhamnosus, la cual pudo crecer en las salinidades
evaluadas, aunque el mejor crecimiento se registré entre 20 y 30 %eo.

Existen pocos estudios relacionados con el efecto de la salinidad sobre los
lactobacilos, sin embargo un estudio desarrollado por Villarreal (2002), concluyd que
Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus pudieron ser cultivados en medios
adicionados con sales, al 1%, 2%y 3% (10, 20 y 30 %.). Cabe mencionar que las sales
utilizadas en su experimento fueron NaCl y KCI, mientras que en este estudio se utilizd
agua de mar estéril. Por otro lado Gomes et al. (1995) y Gomes et al. (1998) evaluaron
la sobrevivencia de Lactobacillus acidophilus tanto en leche como quesos elaborados
con diferentes metodologias y reportaron que esta bacteria, se mantuvo sin cambios
en sus recuentos celulares en presencia de 3% de NacCl, por un periodo de 9 semanas.
Los resultados previos asi como los de este estudio indican que algunas especies de
Lactobacillus son capaces de tolerar altas salinidades.

La temperatura es uno de los principales factores ambientales que influyen en el
metabolismo y en el crecimiento de los organismos. Al respecto Colwell et al. (1984)
reportaron que Vibrio parahaemolyticus presenta ciclos anuales de abundancia en el

medio natural, en su estudio concluyeron que existe correlacion entre la temperatura
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del aguay la presencia de células viables. Los estudios de Miles et al. (1997) indicaron
gue esta especie puede crecer desde 8.3 a 45.3 °C, con un intervalo 6ptimo entre 37
y 39 °C. Los resultados del presente estudio concuerdan con estos autores, ya que en
el periodo de cultivo de 24 h, el mejor crecimiento se obtuvo a 35 °C (esta fue la maxima
temperatura ensayada debido a que el cultivo de camaron se desarrolla en esta
temperatura como maximo).

Por otro lado, Valik et al. (2008) realizaron cultivos de Lactobacillus rhamnosus en
leche a temperaturas de 6 a 41 °C (pH, 6.5). Bajo estas condiciones, las mejores tasas
de crecimiento se obtuvieron en las temperaturas, de 30, 35 y 40 °C. Aunque las
condiciones del presente experimento fueron en agua de mar (35 %) y pH de 7.5, las
mayores densidades se obtuvieron en la temperatura de 35 °C, lo cual indica que
Lactobacillus rhamnosus puede sobrevivir y multiplicarse bajo las condiciones
presentes en las granjas de camaron.

Existen varios estudios relacionados con los beneficios en la salud humana. Se ha
comprobado que la cepa GG de Lactobacillus rhamnosus tiene alta capacidad de
colonizacion de tracto digestivo, forma biopeliculas, tiene interaccién inmuno-
modulatoria con las células epiteliales y presenta exclusion competitiva de patégenos
como Enterococcus faecium (Lebeer et al., 2012). También se ha confirmado que
Lactobacillus rhamnosus GG es capaz de inhibir la adhesién de Clostridium
histolyticum, Clostridium difficile y Salmonella enterica (Collado et al., 2007).
Respecto a la inhibicion de Vibrio parahaemolyticus en presencia de Lactobacillus
rhamnosus, se demostré que en agua de mar a 35%., temperatura de 30 °C y pH de

7.5, la bacteria probiotica es capaz de inhibir el crecimiento de la bacteria patogena.
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Ademas de que el aumento en la relacion Lactobacillus rhamnosus: Vibrio
parahaemolyticus provocd menor crecimiento de la bacteria patégena.

La méxima inhibicion fue de 81.3% en la relacion de 1:10,000. La inhibicién de Vibrio
parahaemolyticus puede deberse a la produccion de bacteriocinas, las cuales son
producidas por un gran cantidad de bacterias para inhibir la presencia de especies
competidoras (Klaenhammer et al., 1993). Las bacteriocinas son péptidos producidos
por bacterias acido lacticas, tienen accion en amplios rangos de pH y ademas
presentan alta termo-estabilidad (Preciado et al., 2013).

No se encontraron estudios previos realizados bajo las mismas condiciones de este
bioensayo para hacer comparaciones. Sin embargo, los resultados indican que existe
un amplio potencial para que Lactobacillus rhamnosus sea usada en contra de Vibrio
parahaemolyticus. Experimentos in vivo en los cuales se incluyé Lactobacillus
rhamnosus en el alimento de camar6n mostraron una mejora significativa en los
pardmetros productivos, asi como en la actividad de las enzimas antioxidantes en
comparacién con los cultivos control (Kumar et al., 2013; Sundaram et al., 2017). Por
otro lado Nikoskelainen et al. (2001) evaluaron su consumo en trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), sus resultados indicaron que la especie tratada mostré

resistencia en contra de la bacteria patbgena Aeromonas salmonicida.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

V.1. Conclusiones.

La bacteria Vibrio parahaemolyticus mostr6 mas UFC por unidad de absorbancia en
comparacion con Lactobacillus rhamnosus.

Las bacterias Vibrio parahaemolyticus y Lactobacillus rhamnosus mostraron
crecimiento en salinidades de 10, 20, 30 y 40 %o, temperaturas de 15, 25y 35 °Cy pH
de 7.5.

En todas las condiciones ensayadas Vibrio parahaemolyticus tuvo mas UFC en
comparacién con Lactobacillus rhamnosus.

La bacteria probiética Lactobacillus rhamnosus inhibié el crecimiento de la bacteria
patégena Vibrio parahaemolyticus en agua de mar a 35%o., temperatura de 30 °C y pH
de 7.5.

Lactobacillus rhamnosus puede ser un buen candidato para ser usada en contra de

Vibrio parahaemolyticus en el cultivo de camarén blanco.

V.2. recomendaciones.

Evaluar la colonizacion de Lactobacillus rhamnosus en el hepatopancreas e intestino
de camarén.

Evaluar diferentes métodos para incluir Lactobacillus rhamnosus en el alimento
peletizado de camaron.

Verificar el efecto del consumo de Lactobacillus rhamnosus sobre la resistencia del

camaron blanco infectado con Vibrio parahaemolyticus, mediante bioensayos in vivo.
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