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GLOSARIO

Acidos organicos. Compuestos quimicos que contienen carbono, hidrégeno y
oxigeno, caracterizados por tener un grupo carboxilo (-COOH) en su estructura.

Estos compuestos tienen propiedades antimicrobianas.

Antibiograma. es un estudio que se realiza para determinar la sensibilidad de una

cepa bacteriana a una variedad de antibioticos.

Antibioticos. sustancias quimicas producidas por microorganismos o sintetizadas
quimicamente con la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de

microorganismos. Actualmente son obsoletas en la acuicultura.

MIC. O Concentracion Minima Inhibitoria, es la concentracién minima de un
agente antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un microorganismo en un

medio de cultivo.



Patogenos. Organismos vivos (como bacterias, virus, hongos, parasitos) que
pueden causar enfermedad en otros seres vivos. Los patdgenos pueden ser
transmitidos de un huésped a otro a traves de diferentes medios, como el contacto

directo, la ingestion de alimentos o agua contaminados, 0 mediante vectores.

Susceptibilidad bacteriana. Capacidad de una cepa bacteriana de ser afectada por
un antibiético o compuesto quimico. La susceptibilidad de una cepa a un
antibiotico puede variar dependiendo de la especie bacteriana y de la cepa

especifica

Técnica de diagnostico. procedimiento utilizado para determinar la presencia o

ausencia de una enfermedad o condicién en un individuo.

CFU. Unidades formadoras de colonias

Xi
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AHPND

CET

EMS

IHNNV

MIC

mm

NHP-B

PCR

PL

TCBS

TSA

ABREVIATURA

Acido desoxirribonucleico

Necrosis Hepatopancreatica Aguda

Agar Cetrimide

Sindrome de la mortalidad temprana

Virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética

Infecciosa

Concentracion minima inhibitoria
Milimetros

Necrosis del hepatopancreas

Reaccion en cadena de la polimerasa
Post larva

Agar tiosulfato citrato bilis sacarosa

Agar Tryptona Soja

Xii



1.RESUMEN

El Ecuador es el primer exportador de camaron a nivel mundial en 2022, por ello el
control y conocimiento de las bacterias patdgenas en el sector camaronero se ha
vuelto indispensable para poder mitigar los impactos a los cultivos y las pérdidas
econdmicas que puede causar la presencia y mal manejo de enfermedades, por ello
y con la intencién de reconocer las bacterias que afectan actualmente los cultivos
acuicolas ecuatorianos, asi como conocer la resistencia y susceptibilidad a
diferentes productos comerciales en sectores como Yaguachi, Santa Elena, Morro,
Taura y Sabana grande, productores de camaron, se busca caracterizar bacterias
responsables de enfermedades en el sector camaronero, determinar su caracter
bioquimico y su respuesta a la susceptibilidad a diferentes productos comerciales,
para ello se seleccionaron bacterias de larvas y juveniles de P. vannamei en los
sistemas productivos ya mencionados obteniendo bacterias puras, estas bacterias
fueron caracterizadas fenotipica y bioguimicamente por pruebas de reaccion
quimica, registrando las especies A. hydrophila, P. aeruginasa, S. putrefaciens, V.
alginoliticus, V. parahemoliticus y V. vulnificus. El total de bacterias aisladas se
enfrentaron con aceites esenciales a diferentes concentraciones, determinando la
eficacia de los mismos en cada Zona, asi también se realizaron analisis de Alos de
inhibicién de 12 productos comerciales. Los resultados reflejaron que las bacterias
aisladas fueron en su mayoria del género vibrio, y que son resistentes a
concentraciones menores de 300ppm para acidos organicos, debiendo utilizar
concentraciones de hasta 600ppm para inhibir el crecimiento, con respecto a los

antibiogramas realizados, se demostrd tener inhibiciones superiores a 10mm, sin

xiii



embargo los analisis estadisticos muestran diferencias significativas entre los
antibioticos, por lo cual se recomienda probar las concentraciones minimas
inhibitorias de otros acidos organicos, asi como ampliar las zonas de estudios para

la actualizacion de las resistencias patdgenas a productos comerciales.

Xiv



2. INTRODUCCION.

El Ecuador se caracteriza por ser uno de los principales productores de camaron a
nivel mundial solo en el 2022 generéd $6.653 millones de ddlares en ingresos,
equivalentes a 1.900 millones de libras de camaron, convirtiéndolo en uno de los
productos mas importantes en la oferta exportadora del pais, uno de los factores
influyentes son las 6ptimas condiciones climaticas que dan como resultado
producto de buenos estandares de calidad en mercados internacionales (Gonzabay,

Vite, Garzén, & Quizhpe, 2021) (Camara Nacional de Acuacultura, 2023).

Sin embargo, en la actualidad entre las principales limitaciones y desafios que
amenaza en la camaronicultura es la presencia de enfermedades viricas, bacterianas
y flungicas, entre las enfermedades méas emergentes tenemos a la Necrosis
Hepatopancreatica Aguda (AHPND) causada por el Vibrio parahemolyticus,
también se pueden encontrar otros problemas patoldgicos causados por

pseudomonas, aeromonas, fitéfagas y flavo bacterias (Hong et al., 2016).

Dentro de los sistemas de cultivo en la flora bacteriana natural se puede encontrar
bacterias patdgenas y no patogenas causadas principalmente por la alteracion de

parametros fisicos, quimicos y biolégicos que pueden dar como resultado el



desarrollo de bacterias patogenas oportunistas que pueden terminar en brotes de

enfermedades causando grandes pérdidas economicas en el sector (Padilla, 2007).

La alteracion en la dindmica poblacional de bacterias puede causar que disminuyan
algunas sustancias necesarias para el correcto funcionamiento en los animales en
cautiverio afectando principalmente en procesos de alimentacion, respiracion y

reproduccion (Vicente & Molina, 2002).

El incremento de enfermedades y la incidencia de los diferentes brotes infecciosos
transcurridos durante los ultimos afios han permitido el desarrollo de diversas
técnicas de diagnostico como analisis clinico y en fresco, pruebas microbiologicas,
uso de anticuerpos, PCR, etc. Este incremento es producto de la diversidad de
agentes bacterianos que se han presentado en los sistemas de cultivo y que han
resultado eficientes en su aplicacion, sin embargo, no todas se ajustan a todos los

casos que se presentan (Cuéllar & Brock, 2018).

El uso de antibidticos puede generar resistencia cruzada, que es la facultad del
microorganismo de generar resistencia a varios antibidticos, esta resistencia se da a
causa de su exposicion previa a diferentes antibioticos, lo que permite que el
microorganismo genere mutaciones que lo vuelvan resistentes, asi como también

pueden transferir esas resistencias a través de sus plasmidos. Estos inconvenientes



surgen principalmente por su uso en la medicina y se genera debido al mal manejo

0 el uso excesivo e inadecuado de los antibidticos. (CDC. 2019)

Los productos empleados como sustitutos de los antibidticos dentro de la
camaronicultura incluyen compuestos minerales y vegetales, prebidticos, &cidos
orgénicos, enzimas, probidticos, entre otros. Los beneficios de estas sustancias
mejoran el sistema inmune y aumenta la resistencia ante enfermedades, dentro de
dichos productos se encuentran los probi6ticos que son organismos que se ingieren
vivos, los prebioticos que favorecen al crecimiento de las bacterias beneficiosas del
tracto del organismo mejorando su digestion y crecimiento (Gastélum & Abraham,

2011).

Los &cidos organicos también son empleados en el control de la proliferacion de
patdgenos y control de la calidad de los cultivos, entre ellos encontramos el &cido
acetico, acido citrico, acido lactico y acido sorbico, utiles en la mejora de la calidad

de agua y disminucion de patdgenos.

La caracterizacion e identificacion de bacterias que se encuentran en el medio
ambiente permite ampliar el conocimiento sobre la carga bacteriana que se
desarrollan de forma natural dentro de los sistemas de cultivo permitiendo

determinar si son patdégenos oportunistas que puedan causar la muerte de los



organismos, ademas permite buscar alternativas que permitan el control de bacterias

patdgenas especificas (Gullian, Thompson, & Rodriguez, 2004).



3. JUSTIFICACION.

En la actualidad los sistemas de cultivo poseen protocolos de seguridad, ademas en
ellos se emplean medidas profilacticas para evitar fallas en el desarrollo de los
organismos previniendo el estrés, enfermedades o mortalidad, sin embargo, poco
se sabe sobre las comunidades bacterianas presentes en los sistemas acuicolas, la
variabilidad de las mismas al pasar el tiempo y su resistencia a los diferentes

productos que se comercializan en el medio acuicola.

Algunos productos comerciales empleados son los acidos organicos como el acido
lactico 2-hidroxipropanoico reconocido por la FDA como GRAS, seguro para
emplearse en aditivos, es soluble en agua y posee una amplia aplicacion, entre ellas
la mejora de la digestion en el camarén, (Garcia, C., Arrdzola, G., Durango, A., 2010),
el 4cido férmico o también llamado 4cido metanoico, asi como el acido acético,
también solubles en agua, son aplicados para controlar la calidad del agua, regular
el pH, mejorar el crecimiento de la produccion y reducir poblaciones de bacterias y

hongos (Carl Roth, 2018).

La resistencia natural de una bacteria permite tener ventajas competitivas frente a
otras cepas Yy sobrevivir en el ambiente, esta caracteristica es adoptada cuando en
los sistemas de cultivos se emplean antibioticos, esto en la actualidad es una medida

criticada y no permitida debido a que causa problemas de salud en consumidores e



incluso los residuos son completamente dafinos al medio ambiente (Santos et al.,

2021)

La mayor mortalidad que se puede presentar en el camaron es durante las primeras
semanas, donde el camaron es mas susceptible a factores abioticos y enfermedades,
los cambios bruscos de temperatura, salinidad, pH, oxigeno disuelto y alcalinidad
pueden dar paso al brote de enfermedades infecciosas, causando la mortalidad de
las larvas en porcentajes considerables (Gomez, Roque, & Guerra, Enfermedades
Infecciosas mas Comunes en la Camaronicultura en México y el Impacto del Uso

de Antimicrobianos, 2009).

El conocimiento de las diferentes bacterias presentes en camarones y el
conocimiento de las diferentes técnicas de diagnostico permiten la implementacion
de respuesta rapida ante los brotes bacterianos desde su primera fase (Varela &

Choc, 2020).

El presente trabajo se realiza con la finalidad de levantar informacién sobre la
variabilidad de las bacterias presentes en los sistemas de cultivos lo que permitira
adoptar estrategias preventivas para el control de futuros brotes bacterianos, ademas
la sensibilizacién de las bacterias patdgenas permite conocer la resistencia de los

mismos frente a productos comerciales.



4. OBJETIVOS PRINCIPAL

Caracterizar las bacterias responsables de enfermedades en la camaronicultura,
determinando su caracter bioquimico y su respuesta a la susceptibilidad a diferentes

productos comerciales.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Seleccionar bacterias de larvas y juveniles P. vannamei en diferentes
sistemas de produccion mediante cultivo y aislamiento, para la obtencion de

bacterias puras.

> Caracterizar las bacterias fenotipica y bioquimicamente mediante pruebas

de reaccion quimicas, para reconocer las especies aisladas.

> Determinar la sensibilidad de antibi6ticos de las bacterias aisladas de
camarones mediante metodologia de Kirby-Bauer, para medir su

sensibilidad.

> Analizar la concentracién minima inhibitoria de las bacterias presentes en
las muestras de camarén, para determinar su sensibilidad ante &cidos

organicos.



6. HIPOTESIS

H1: Las bacterias presentes en los medios productivos son susceptibles a los

productos comerciales.

Ho: Las bacterias presentes en los medios productivos no son susceptibles a los

productos comerciales.



7. MARCO TEORICO.

7.1 ACUICULTURA EN EL ECUADOR.

La industria camaronera en el Ecuador ha ido incrementando desde hace mas de 50
afios y desde entonces se han desarrollado casi 220.000 hectareas dedicadas a la
produccién de camardn, de las cuales se encuentran distribuidos en la provincia del

Guayas, EI Oro, Esmeraldas, Manabi y Santa Elena (Piedrahita, 2018).

El aumento constante en la demanda mundial de postlarvas (PL) de camaron, obliga
a los laboratorios a incrementar su produccién mediante el desarrollo y aplicacién
de nuevas técnicas como la utilizacion de microorganismos que se han convertido
en alimento vivo importante para las etapas mas jovenes de larvas de peces y
crustaceos por la facilidad de almacenamiento / eclosion, tamafio adecuado para
larvas penaeidos, composicion nutricional buena, tamafio adecuado, buena

aceptacion y atractabilidad (Salazar, 2022).

7.2 PROBLEMAS EN LA ACUICULTURA:

La acuacultura en el pais se ha enfrentado con diversos problemas en el transcurso
de los afios, sin embargo la comercializacion a presentado un crecimiento con
respecto a la cantidad de libras exportadas, este aumento se magnifico
considerablemente en el 2022, seglin (Camara Nacional de Acuacultura, 2023) sin

embargo no se puede descuidar los parametros que pueden conllevar al brote y



proliferacion de problemas como la disminucion del crecimiento debido a
enfermedades que pueden hacerse presente, la mala calidad de agua y la
contaminacion puede afectar el desarrollo del organismo, asi como los cambios

climaticos y la competencia.

7.2.1 Cambio climatico:

Los cambios climaticos pueden ocasionar impactos negativos en el sector
camaronero, debido a la variacion de las condiciones ambientales como variaciones
en los patrones de lluvias, las variaciones de temperaturas del agua, cambios de
salinidad y calidad del agua producido por el cambio climético afectan
negativamente la supervivencia, el crecimiento del camaron y la resistencia a

enfermedades (Global Seafood Alliance, 2021).

7.2.2 Competencia:

Varios paises que compiten con el sector camaronero ecuatoriano son Vietnam,
Tailandia, Indonesia y la India, estas industrias poseen mayor produccion y costes
mas competitivos, adicionalmente cuentan con tecnologias y practicas sostenibles
gue mejoran la calidad del producto y aumentan sus producciones, por ello es
indispensable que nuestro sector desarrolle nuevas ventajas competitivas que

mejoren la calidad y la produccién. (FAO, 2020)
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7.2.3 Impacto de las mareas y corrientes en la variacion de bacterias:

La corriente y marea puede impactar la dispersion de las bacterias, asi como la
cantidad de luz y nutrientes disponibles en areas especificas, lo que puede afectar
el crecimiento y diversidad de bacterias en el medio acuéatico, generando impactos

importantes para los cultivos acuaticos (Regalado, 2003)

7.2.4 Enfermedades:

La industria camaronera ha sido atacada por diferentes enfermedades que pueden
afectar de manera importante la calidad y producciones acuicolas, como la vibriosis,
macha blanca, septicemia, entre otras. Dichas enfermedades pueden causar
mortalidades considerables en las poblaciones de cultivos que afectan las

producciones en el sector (Montero, 2017).

7.3 ENFERMEDADES EN LA ACUICULTURA:

Las enfermedades se presentan por la interaccion de variables ambientales o de
manejo, presencia de agentes patdgenos y condiciones sub-éptimas tanto
nutricionales como inmunoldgicas de los organismos en cultivo, el cultivo de
camaron acarrea enfermedades de gran importancia que generan un impacto
econdmico a nivel mundial y que son causadas por agentes infecciosos dentro de
los cuales sobresalen los virus. El crecimiento rapido y la industrializacion del
sector camaronero, son factores por los cuales la mayoria de los patdgenos han sido

desplazados desde su lugar de origen a otras regiones (Montero, 2017).
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7.3.1 Enfermedades bacterianas infecciosas:

7.3.1.1 Vibriosis sistémica:

También conocida como “Sindrome de la Gaviota”; esto, debido a la presencia de
gaviotas en los estanques, afecta a todas las especies de camaron si se encuentran
en condiciones de estrés involucra afectaciones en la cuticula, hepatopéancreas,
organo linfoide, glandula antenal hemolinfa y musculo. EIl principal causante de
esta enfermedad es el Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus,
Photobacterium daunselae, V. campbellii, V. sp y V. harveyi (Morales & Cuéllar,

2008).

7.3.1.2 Sindrome de Zoea II:

Ataca el hepatopancreas, intestino medio y posterior, se presentan altas
mortalidades después de 36-48 horas de haber transcurrido la metamorfosis de Zoea
| a Zoea Il, las sintomatologias mas importantes son la anorexia (falta de apetito),
rapida evacuacion del contenido intestinal, letargo (disminucion de la actividad
normal) con nado erratico y la permanencia en el fondo del tanque de los

organismos infectados (Morales & Cuéllar, 2008).

7.3.1.3 Enfermedad de luminiscencia:

La enfermedad de luminiscencia, causadas por bacterias luminiscentes ha sido

responsable de altas mortalidades (80%), en los laboratorios de larvicultura de
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muchos paises de América Latina. La bacteria mas predominante que se ha aislado
en esta enfermedad es Vibrio harveyi. Los organismos infectados con esta bacteria
se observan con luminiscencia, letargo (disminucién de la actividad normal), nado
erratico, permanencia en el fondo del tanque y mortalidades masivas (Morales &

Cuellar, 2008).

7.3.1.4 Enfermedad de la Necrosis Aguda del Hepatopancreas (AHPND o
EMS):

También conocida como sindrome de la mortalidad temprana, causada por Vibrio
parahemolyticus, se presenta la enfermedad dentro de las primeras semanas 4-5
luego de la siembra en estanques, siendo los principales afectados organismos
juveniles de pequefias tallas, los signos son nado errético, lento crecimiento en
comparacion a la tasa de crecimiento, presentan tonalidad de color blanco o palido
en el hepatopancreas asi como perdida de consistencia (Morales, Cuellar, Varela,

& Elizondo, 2018).

7.3.1.5 Necrosis del hepatopancreas bacteriana (NHP-B):

Es una severa enfermedad provocada por bacterias intracelulares del tipo de las
rickettsias. La bacteria tipo rickettsia mas predominante y patdgena en esta
enfermedad es un pequefio cocobacilo Gram-negativo con un didmetro en promedio

de 0.36 um, la cual infecta y se multiplica en el citoplasma de las células epiteliales
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de los tubulos del hepatopancreas. Estas bacterias se reproducen por fision binaria

en la célula hospedera (Morales & Cuéllar, 2008).

La signologia clinica no es especifica. Incluye una marcada palidez en el
hepatopéncreas, atrofia del 6rgano, debilidad e intestino vacio o con contenido
entrecortado (Tran, et al., 2013). Mediante analisis en fresco, durante la fase aguda,
es posible observar hepatopancreas con deformaciones tubulares severas, con
desprendimientos celulares masivos en ausencia de melanosis, especialmente en las

fases avanzadas de la enfermedad (Morales, Cuellar, Varela, & Elizondo, 2018).

7.3.1.6 Bacterias filamentosas (Leucothrix mucor):

Son organismos Gram-negativos. Estrictamente aerdbicos, que se presentan en
aguas de elevada temperatura y alto nivel de amonio, emplea la superficie externa
como las branquias y el cuerpo como sustrato para obtener nutrientes del agua, los
problemas que genera en el camaron es la dificultad de la respiracion y la reduccion
del movimiento de los mismos, pudiendo provocar la muerte por asfixia en casos
extremos, atacan a larvas, postlarvas, juveniles y adultos (Morales & Cuéllar,

2008).
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7.3.1.7 Erosion bacteriana del caparazon:

Esta enfermedad se presenta en juveniles y adultos de todas las especies de
camarones penaeidos. Se manifiesta en forma de manchas cafés o negras en el
exoesqueleto, siendo las heridas las que permite la entrada de bacterias
quitinoliticas como Vibrio sp. y de bacterias oportunistas (Aeromonas sp., Spirillum
sp. y Flavobacterium sp.), estas manchas se producen por la acumulacion de
melanina que es el producto final de la respuesta inflamatoria en crustaceos.

(Fonseca Moreno, E., 2010).

7.4 CONSECUENCIAS DE ALTAS PRESENCIAS BACTERIANAS EN CULTIVOS DE

CAMARON:

Las altas concentraciones de bacterias en las producciones acuicolas del camaron
en el Ecuador pueden tener varias consecuencias no deseadas como la reduccion de
la tasa de crecimiento, disminucion de produccién y afectacion de la calidad final,
adicionalmente la alta presencia bactriana puede causar mortalidades que genera

pérdidas econdmicas (Valenzuela Gonzélez, 2012).

7.4.1 Mortalidad:

Dentro de los problemas en la industria acuicola se encuentran las altas presencias
de bacterias, causando problemas de salud publica, disminucion de la calidad y
problemas econdémicos. Dentro de los problemas més grandes de las altas

concentraciones de bacterias son las mortalidades de los cultivos debido a
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enfermedades, lo cual puede afectar las producciones y disminuir los ingresos de

las mismas (Castillo, N. M., Toledo, A., Carrillo, O., & Arenal, A., 2018).

7.4.2 Pérdida de calidad:

La calidad en la acuicultura puede ser afectada por diversos factores como la
presencia de enfermedades y patogenos, el uso desmesurado de antibidticos y otros
quimicos, condiciones inadecuadas del cultivo y la sobrepoblacion, todo esto puede
ocasionar resistencias de bacterias patdgenas y provocar enfermedades que causen
dafios en 6rganos y tejidos, lo que implica la reduccion de la calidad y coste final

del producto (Wing-Keong, Ph.D. & Chik-Boon, Ph.D., 2018).

7.4.3 Problemas economicos:

La camaronicultura representa una industria muy importante en diferentes paises,
sin embargo, puede tener afectaciones econdmicas debido a varios factores como
la alta presencia de bacterias existentes en cultivos de camaron que ocasionan
perdidas en las producciones, afectando la calidad del producto, y provocando la
disminucion de la produccién y exportacion del mismo, lo cual ocasiona pérdidas
econdmicas a los productores (Castillo, N. M., Toledo, A., Carrillo, O., & Arenal,

A., 2018).
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7.5 IMPORTANCIA DE LA IDENTIFICACION DE BACTERIAS RESPONSABLES DE

ENFERMEDADES EN CAMARONES

Para un desarrollo eficiente de la camaronicultura es necesaria la identificacion de
bacterias responsables de enfermedades, ya que la presencia de microorganismos
patdgenos pueden causar grandes pérdidas de la produccién de camarones,
afectando negativamente la rentabilidad de la industria, una correcta identificacion
permite a los productores llevar a cabo medidas de control y prevencion para asi
mitigar su propagacion, a su vez esto aporta una mejora tanto en cantidad como
calidad de la produccion, actualmente se emplean acidos organicos como método
de control de la proliferacion de patégenos en la acuicultura (Benitez Cotzomi, P.

S., 2016).

7.6 PROFILAXIS BACTERIANA.

En la camaronicultura se emplean distintos profilacticos para evitar enfermedades
bacterianas en el camarén. Estos comprenden probidticos, que son bacterias
beneficiosas para organismos acudticos; quimicos como los antibidticos que
actualmente no son recomendados y en su reemplazo son méas usados los acidos
organicos como el acido acético y el acido lactico que controlan la proliferacion de
patogenos; y los aceites esenciales de plantas, que poseen cualidades
antinflamatorias y antimicrobianas. Estos son herramientas eficaces para el
mejoramiento del crecimiento, rendimiento de la morfologia intestinal y

controladores de patdgenos (Mahmoud et al., 2022)
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7.6.1 Acido citrico

Uno de los &cidos organicos mas investigados en la acuicultura, es el &cido citrico
0 sus sales, a los que se les atribuye la mejora del crecimiento, asimilacion del
alimento y disponibilidad de minerales, particularmente fésforo. Recientemente se
ha comprobado el mejoramiento del valor nutricional de los alimentos para P.
vannamei, empleando a su vez una funcién para maximizar la supervivencia del

camaran, la resistencia a vibriosis y respuesta inmune (Bioaquafloc, 2020).

7.6.2. Acido lactico

Acido organico utilizado para la camaronicultura, para el control de la proliferacion
de patdgenos, estudios indican que el &cido lactico puede tener un efecto positivo
en la salud de los camarones y en la calidad del agua, reduciendo a su vez la
incidencia de enfermedades y mejorando la tasa de crecimiento, sin embargo se
debe dar importancia en la concentracion y tipo de acido lactico a emplear, ya que
los efectos secundarios presentados son la disminucion del pH y la posibilidad de
interferencia con otros tratamientos quimicos o bacterianos en el cultivo (Global

Seafood Alliance, 2018).
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7.6.3 Acido formico.

Este &cido es un compuesto que se emplea en la acuicultura como un recurso para
mejorar la calidad de las aguas de cultivo, siendo eficiente en la reduccion de las
concentraciones de amonio. También es un agente microbiano efectivo en el control
de patdgenos, por ello se emplea como una alternativa profilactica eficiente para
reducir del uso de quimicos convencionales como los antibioticos (Fatih et al.,

2016).

7.7 METODOS DE DIAGNOSTICOS BACTERIANOS:

En la actualidad existen distintos métodos de diagndstico bacteriano en camarones,
como el examen microscopico, donde se recolecta muestra de tejidos que son
examinados bajo el microscopio en busca de bacterias. Las pruebas de cultivo se
extraen también de tejido o agua del cultivo que son sembrados en medios
especificos que ayudaran a la identificacion y aislamiento de bacterias. Las pruebas
de PCR emplean tejidos para detectar el ADN de las bacterias presentes en la
muestra, las pruebas bioquimicas son usadas para la identificacién de las

caracteristicas bioguimicas de bacterias previamente aisladas (Vazquez, 2022).

7.7.1 Cultivo bacteriolégico:

El cultivo bacteriologico se puede utilizar tanto medios generales, como el Agar
Marino, como medios selectivo-diferenciales como el agar TCBS (Agar Tiosulfato

Citrato Sacarosa, por sus siglas en inglés) y el Chromo agar. Estos analisis se
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realizan en muestras de animales; hemolinfa u Organos, asi como en agua,
superficies y sedimentos de los estanques de cultivo (Gémez, Roque, & Soto,

2015).

7.7.2 Métodos de aislamiento bacteriano:

Son técnicas empleadas para aislar y cultivar bacterias a partir de una muestra,
permitiendo la identificacion y caracterizacion de distintos tipos de bacterias,
siendo esenciales para el diagnostico y control de patologias bacterianas. El
aislamiento en medios sélidos se emplea para el crecimiento especifico de bacterias,
se realizan tomando muestras de tejido o agua del medio, sembrandolo en dichos

medios e incubando a temperatura y humedad adecuada (Obrador et al., 2017).

7.7.3 Identificacién fenotipica bacteriana:

Para la identificacion bacteriana se emplean métodos fenotipicos basados en la
caracterizacion observable de las colonias de microorganismos como tamafio, color,
morfologia y forma. Algunos métodos incluyen la microscopia y cultivacion en
medios diferenciales y selectivos, estos métodos se emplean en diagndstico clinico
de laboratorio e investigaciones de identificacion y caracterizacion de especies

bacterianas (Bou et al., 2022).
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7.7.4 Identificacién bioquimica:

La identificacion bioquimica de bacterias es una técnica utilizada para determinar
las caracteristicas metabdlicas y enzimaticas de las cepas, se basa en la observacion
de las reacciones cuando se exponen a diferentes compuestos y condiciones, estas
técnicas permiten identificar diferentes especies. Uno de los métodos mas
empleados para la identificacion bioquimica de bacterias es atreves de APl 20NE,
este es un método basado en el uso de un sistema comercial llamado API120NE que
consta de pruebas bioquimicas diferentes en un mismo tubo, incluyendo enzimas,
fermentaciones, oxidaciones entre otras. Los resultados son comparados con una
base de datos de patrones de referencia para determinar la especie de bacteria

(Salazar et al., 2008).

7.8 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA:

La concentracion minima inhibitoria (CMI) indica la concentracion minima de un
compuesto como un &cido organico o un antibiético que tiene la capacidad de
inhibir el crecimiento de una cepa especifica, estos analisis se realizan
constantemente con el fin de determinar las concentraciones ideales de probidticos
acidos u otros productos para combatir patdgenos presentes en los sistemas
acuicolas, estas pruebas se determinan realizando ensayos en las que se emplean
varias concentraciones de un compuesto en el medio de cultivo, y observando el

efecto sobre el crecimiento de la bacteria. Estas medidas son importantes para
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determinar la eficacia de un compuesto contra una cepa especifica (Horna et al.,

2005).

KETOCONAZOL pg/mlL E
Candida
albicans CE 16 '8 4 2 1

05 025 i3 [oog 003 cp

ATCC

llustracién 1. MIC

Fuente: Ruiz, 2013

7.9 ANTIBIOGRAMA:

El antibiograma, también conocido como prueba de resistencia, se emplea para
determinar la sensibilidad de una cepa bacteriana especifica a diferentes
antibidticos y concentraciones, donde se busca identificar los o el tipo de antibidtico
mas efectivo para el tratamiento de infecciones bacterianas. Uno de los métodos
mas comunes son las pruebas de sensibilidad a antibiéticos de Kirby-Bauer, esta
técnica aplica discos de sensibilidad y mide el didmetro de los halos de inhibicién

(Vazquez, 2022).
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llustracion 2. Antibiograma
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8. METODOLOGIA

8.1 TIPO DE ESTUDIO

La investigacion fue cuantitativa con enfoque experimental, descriptivo
correlacionar, conociendo e identificando las caracteristicas de las sepas y
determinando las concentraciones minimas de inhibicién. Los muestreos se

realizaron en época transitoria desde octubre hasta diciembre.

8.2 AREA DE ESTUDIO

Se recolectaron muestras de las zonas productoras de camaron en Yaguachi (zona
A) (2°11724"S 79°53'15"0), Santa Elena (Zona B) (2°13'0" S y 81°0'0" W), El
Morro (zona C) (2°39'0" S y 80°19'0" W), Taura (Zona D) (-2°18'41.04 -
79°43'54.93), y Sabana Grande (Zona E) ( -80.2179869, -2.4784419), Los procesos
y analisis se realizaran en el laboratorio Novagestion ubicado en la ciudad de

Guayaquil, Ecuador en las coordenadas 2°08°41°°S 79°53°12""W.
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8.3 UBICACION GEOGRAFICA

2017.

llustracion 4 UBICACION DEL LABORATORIO NOVAGESTION.
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8.4 MATERIALES

e Agar TSA, TCBS, CHROMO, CETRIMIDE Y PEPTONE

e Agua destilada estéril

e Agua destilada salina estéril al 2%

e Agua destilada salina estéril al 0,85%

e Alcohol al 97%

e Alcohol al 75%

e Asa bacterioldgica

e Autoclave

e Baso de precipitado

e Céamara de flujo laminar

e Cajas Petri

e Cernidero pequefio

e Cloruro de Sodio

e Cooler

e Discos de sensibilidad

e Estandar McFarland 0.5

e Gradillas
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Incubadora

Maceradores

Marcador

Mechero de bunsen

Parafilm

Pipeta 1000ul

Pipeta 100ul

Pinzas

Placas micro Elisa

Puntas para pipeta de 1000ul y 100ul

Refrigeradora

Regla

Tira API120NE

Tubos de ensayo

Tubos eppendorf de 1.5ml
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8.5 METODOS

8.5.1 Recoleccion de muestras:

Se recolectaron 10 muestras de larvas y organismos juveniles que presentaran
caracteristicas especificas como nado erratico, falta de apetito, reducciéon del
crecimiento, entre otros, la toma de muestras se realizo con una frecuencia de dos
recolecciones por semana, dos piscinas por zonas, dichas muestras se transportaron

en fundas con oxigeno.

8.5.2 Extraccion de muestras (larvas):

Para la extraccion de patdgenos en larvas se emple6 un gramo de cada muestra, con
la ayuda de un colador pequefio estéril, las larvas fueron lavadas con agua destilada
estéril, con la ayuda de una pinza previamente flameada con alcohol en un mechero,
se coloco en un tubo Eppendorf la muestra hasta completar 1gr, y fue llevada a la
camara de flujo laminar para ser maceradas y diluidas en 9ml de agua destilada
estéril con o sin salinidad de acuerdo a las condiciones de crianza de las muestras
recolectadas y siendo sembradas con 1ml de muestra en diluciones 1:100 y 1:1000
por el método de vertido a profundidad en agar TSA, CETRIMIDE, TCBS Y

CHROMOAGAR.
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8.5.3 Extraccion de muestras (juveniles):

Se extrajo con la ayuda de pinzas estériles parte del hepatopancreas de 10
individuos, los cuales se fueron lavadas con agua destilada estéril y colocadas en
tubos Eppendorf hasta obtener un volumen de 1gr de muestra, dichas muestras se
llevaron a la cdmara de flujo laminar donde se diluy6 y sembré a 1:100 y 1:1000
por el método de vertido a profundidad también en agar TSA, CETRIMIDE, TCBS

Y CHROMOAGAR, siguiendo la metodologia Cuellar y Morales (2014)

lustracion 5 Diluciones seriadas en cdmara de flujo laminar.

8.5.4 Incubacion de placas:

Las placas sembradas se incubaron a 32°C + 2°C por 24 horas antes de su seleccién
y aislamiento. Para el aislamiento se seleccionaron colonias distantes a otras para
evitar contaminacién y se sembraron en agar TSA con o sin sal por técnica de estria.

(Cuellar, 2014)
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8.5.5 Caracterizacion de bacterias:

La caracterizacion macroscopica de las bacterias se realizd por medio de su
morfologia, donde se observaron las colonias en sus respectivos agares (TCBS.
CET, CHROMO) y se describieron las caracteristicas que presentaron en cada agar
como tamafio, elevacién (plano, convexo), forma (circular, irregular, ovoide), su
borde (entero, ondulado), bordes, consistencia y color. George, (Robert M. & Ruth

B., 2001) ver (Tabla 1y 2).

lustracion 6 Placa de cromo agar con colonias crema y turquesa.

8.5.6 Identificacién bioquimica

Se empleo pruebas rapidas de identificacién bioquimica Api20NE en la que con la
ayuda de una tirilla se clasificaron las reacciones quimicas que permitieron la
posterior identificacion de las bacterias. Para la preparacion de la tira se preparo
una caja de incubacion, una bandeja y una tapa, en el fondo de la bandeja se
distribuyé 5ml de agua destilada estéril y colocamos la tira en la caja de incubacion,

esto creara una atmosfera himeda. La preparacion del indculo se realizé a partir de
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un medio de cultivo joven puro en TSA donde se empled una suspension con una
turbidez equivalente al estandar McFarland 0,5 en un tubo con 2ml de solucion
salina esteril al 0,85 % NaCl, realizada la suspensién se gira ligeramente la tira
(llustracion 8) hacia adelante para evitar la formacion de burbujas al momento de
colocar la solucién, e se inocula la prueba NO3 a PNPG llenando s6lo el tubo (no
hasta la clpula), se abre la ampolla de APl AUX y agregamos aproximadamente
200ul de la solucion salina a la ampolla, se homogeniza bien con la pipeta evitando
la formacion de burbujas. Llenamos los tubos y cupulas de la prueba GLU a PAC
con la suspension, se dejé un llenado plano o convexo, pero no céncavo ya que las
cupulas con mucha o poca solucién podian generar resultados incorrectos,
posteriormente se agregd aceite mineral a las cupulas de pruebas subrayadas GLU,
ADH y URE, se cerro la caja de incubacion e incubd a 29°C + 2°C durante 24 horas
+ 2 horas. Una vez cumplido el tiempo de incubacién, con la ayuda de la hoja de
resultados se ley0 y registrd los positivos (+) y negativos (-) de cada tubo de acuerdo
a las reacciones quimicas y coloraciones resultantes (llustracion 7)., el cual otorgd
un numero especifico por cada casilla que se sumara si el resultado era positivo, la
secuencia de la numeracion resultante de las lecturas otorgé una secuencia de
digitos que se relacionaron la guia de resultados que mostré la especie y la calidad

de la determinacién. (Api20NE, 2003)
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llustraciéon 8 Lamina APl 20NE

Fuente: Universidad Central de Venezuela, 2021

8.5.7 Antibiograma:

La determinacion de la sensibilidad bacteriana se realizé bajo el método de Kirby-

Bauer, (Bauer, 1962), empleando 12 antibiéticos comerciales;

1. Amoxycillin 10ug,



2. Chloramphenicol 30ug,

3. Enrofloxacin 5ug,

4. Gentamicin 10ug,

5. Lincomycin 15ug,

6. Nalidixic acid 30ug,

7. Nitrofurantoin 300ug,

8. Norfloxacin 10ug,

9. Streptomycin 300ug,

10. Sulphamethoxazole/ Trimethoprim 25ug,
11. Tetracycline 30ug,

12. Vancomycin 30ug.

Para ello en la cdmara de flujo laminar se realiz6 una suspension bacteriana bajo el
estandar de McFarland 0.5 (Arellano, 2021) que se realiz con acido sulfhidrico a
8.18M y cloruro de bario 0,048M y comprobada en siembra hasta llegar al ranco
establecido de turbidez de 1.5x108 CFU/ml, una vez obtenida la turbidez apropiada
se extrajo y vertié 100ul de la suspensién en un medio solido de agar TSA con o
sin sal el cual sembramos por confluencia por toda la placa con la ayuda de una asa
triangular de vidrio que se esterilizd con la ayuda de alcohol y mechero, a
continuacion se colocaron los discos de antibidticos con la ayuda de una pinza
previamente flameada a una distancia de 24mm del borde de la placa y entre si,
posteriormente se invirtieron e incubaron las placa durante 24 horas a 37°C, pasado

el tiempo establecido se observé y midid la distancia de la zona alrededor del disco
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(Nustracion 9) donde no presento crecimiento bacteriano (halo de inhibicion), con
esta medida se caracterizd como sensible (mayores a 18mm), intermedio (de 11 a

17mm) o resistente (menor a 10mm).

llustracion 9 Placa Petri con discos antibioticos.

8.5.8 Concentracion minima inhibitoria (MIC):

Para determinar la concentracion minima inhibitoria se utilizaron placas de micro
Elisa (llustracion 10), en donde se colocd una dilucion en medio liquido de cada
acido organico a cinco concentraciones diferentes (200ppm, 400ppm, 600ppm,
800ppm, 1000ppm) junto con las suspensiones de las bacterias previamente
comparadas con el método McFarland (Arellano, 2021) posteriormente se dejo
incubando un minimo de 18 horas y se realizo la lectura que refleja la concentracion
minima del producto que impide el crecimiento de la cepa. Adicionalmente se

emplearon controles positivos y negativos para verificar la manipulacion.
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llustracién 10 Placa de micro Elisa.
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9. RESULTADOS

9.1 CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS BACTERIAS AISLADAS

Se analizaron en total 118 aislados obtenidos de larvas y juveniles de P. vannamei
de las 4 piscinas de cada zona recolectada, en sistemas de cultivos ubicados en
Yaguachi (Zona A), Santa Elena (Zona B), EI Morro (Zona C), Taura (Zona D) y

Sabana Grande (Zona E). (tabla. 2)

Zona A: Se obtuvieron 24 aislados. Las muestras sembradas en Agar CET se
caracterizaron con un color brillante de forma irregular convexa con borde entero
que vario de 6 a 8 mm presentes en las cuatro piscinas. En agar TCBS las
caracteristicas de los aislados en las cuatro piscinas son de forma circular convexa
de coloracion amarilla de borde entero con variacion de 0,9 a 1,1 mm, a su vez, en
las cuatro piscinas se aislaron patdgenos de coloracion verde de borde entero con
variacion de 1,5 a 2 mm, mientras que en las piscinas 1 y 2 se aislaron organismos
de color verde azulada con borde entero de 1,2 a 1,7 mm. En agar CHROMO las
caracteristicas de los aislados en las cuatro piscinas son de forma circular convexa
de coloracion crema de borde entero con variacion de 1 a 1,2 mm, a su vez, en las
cuatro piscinas se aislaron patdégenos de coloracion turquesa de borde entero con
variacion de 1 a 1,7 mm, mientras que en las piscinas 1y 2 se aislaron organismos

de color rosa con borde entero de 1 mm (llustracion 11).
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mPiscinal m™mPiscina?2 Piscina3 mPiscina 4

lustracion 11 Caracterizacion fenotipica de los aislados de la zona A.

Zona B: Se obtuvieron 29 aislados. Las muestras sembradas en Agar CET se
caracterizaron con un color brillante de forma irregular convexa con borde entero
que vario de 1,1 a 15 mm presentes en las cuatro piscinas. En agar TCBS las
caracteristicas de los aislados en las cuatro piscinas son de forma circular convexa
de coloracion amarilla de borde entero con variacion de 1,5 a 3 mm, a su vez, en las
cuatro piscinas se aislaron patdégenos de coloracion amarillo con centro negro de
forma ovalada convexa con borde entero de 1,5 a 3 mm. Otro aislado en las cuatro
piscinas con caracteristicas de coloracion verde de borde entero con variacion de
1,5a2 mm, mientras que en las piscinas 1y 2 se aislaron organismos de color negro

con forma irregular y borde entero de 3 a 4 mm. En agar CHROMO las
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caracteristicas de los aislados en las cuatro piscinas son de forma circular convexa
de coloracion crema de borde entero con variacion de 1,5 a 2 mm, a su vez, en las
cuatro piscinas se aislaron patdgenos de coloracion turquesa de borde entero con
variacion de 1,4 a 2,3 mm, mientras que en las piscinas 1, 2 y 4 se aislaron

organismos de color rosa con borde entero de 1 a 1,6 mm (llustracion 12).

Zona B
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2 8
©
5 6
4
; i b || [
o I i il il hill e B
Brillante Amarilla Amarilla  Verde Negra Crema Turguesa Rosa
con centro
negro
CET TCBS CHROMO

mPiscinal m®Piscina?2 Piscina3 mPiscina 4

lHustracién 12 Caracterizacion fenotipica de los aislados de la Zona B.

Zona C: Se obtuvieron 18 aislados. Las muestras sembradas en Agar CET se
caracterizaron con un color brillante de forma irregular convexa con borde entero
que vario de 1,2 a 10 mm presentes en las cuatro piscinas. En agar TCBS las

caracteristicas de los aislados en las cuatro piscinas son de forma circular convexa
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de coloracion amarilla de borde entero con variacion de 1 a 1,5 mm, mientras que
en las piscinas 3 y 4 se aislaron organismos de color verde con forma circular
convexa y borde entero de 2 mm. En agar CHROMO las caracteristicas de los
aislados en las cuatro piscinas son de forma circular convexa de coloracion crema
de borde entero de 1 mm vy aislados de coloracién turquesa de borde entero con

variacion de 2,2 a5 mm (llustracion 13).

Zona C

T = S = N S O
N A O 0 O

Tamarfio (mm)
o

Brillante Amarilla Verde Crema Turquesa
CET TCBS CHROMO

o N B~ OO

mPiscinal m™Piscina?2 Piscina3 mPiscina 4

lustracién 13 Caracterizacion fenotipica de los aislados del Zona C.

Zona D: Se obtuvieron 23 aislados. Las muestras sembradas en Agar CET se
caracterizaron con un color brillante de forma irregular convexa con borde entero

que vario de 5 a 10 mm presentes en las cuatro piscinas. En agar TCBS las
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caracteristicas de los aislados en las cuatro piscinas son de forma circular convexa

de coloracion amarilla de borde entero con variacion de 1 a 3 mm, mientras que en

las piscinas 1 y 2 se aislaron de coloracion verde de forma circular convexa con

borde entero de 1,7 mm y en las piscinas 3 y 4 los aislados tuvieron coloracion

verde azulada con forma irregular y borde entero de 1,3 a 2,3 mm. En agar

CHROMO las caracteristicas de los aislados en las cuatro piscinas son de forma

circular convexa de coloracién crema de borde entero con variacién de 1 a 1,5 mm.

De igual manera, en las cuatro piscinas se aislaron patdgenos de coloracion turquesa

de borde entero con variacion de 1,5 a 2 mm, mientras que en las piscinas 3 se

aislaron organismos de color rosa con borde entero de 1,3 mm (llustracién 14).

Tamarfio (mm)

12

10

Zona D
Brillante Amarilla Verde Verde Crema Turquesa
azulada
CET TCBS CHROMO

mPiscinal m™Piscina?2 Piscina3 mPiscina 4

lustracién 14 Caracterizacion fenotipica de los aislados del Zona D.

Rosa
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Zona E: Se obtuvieron 24 aislados. Las muestras sembradas en Agar CET se
caracterizaron con un color brillante de forma irregular convexa con borde entero
que vario de 14 a 18 mm presentes en las cuatro piscinas. En agar TCBS las
caracteristicas de los aislados en las cuatro piscinas son de forma circular convexa
de coloracion amarilla de borde entero con variacion de 1,1 a 1,8 mm. Otro aislado
de color verde de borde entero con variacion de 1,8 a 3 mm, mientras que en las
piscinas 2 y 4 se aislaron organismos de verde azulado con forma circular convexa
y borde entero de 1,3 a 1,5 mm. En agar CHROMO las caracteristicas de los
aislados en las cuatro piscinas son de forma circular convexa de coloracion crema
de borde entero con variacién de 1 a 1,3 mm y de coloracion turquesa de forma
circular convexa con borde entero y variacion de 2,1 a 3 mm, mientras que en las
piscinas 3 y 4 se aislaron organismos de color rosa con borde entero de 1mm

(llustracion 15).

41



Zona E

Brillante ~ Amarilla Verde Verde Crema Turquesa Rosa
azulada

CET TCBS CHROMO

e N N = )
N A O 0 O

Tamarfio (mm)
[
o

SO N b~ OO

mPiscinal m™Piscina?2 Piscina3 mPiscina 4

lHustracion 15 Caracterizacion fenotipica de los aislados del Zona E.

9.2 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS BACTERIAS AISLADAS

La caracterizacion bioquimica en agar CET mostro que Pseudomona aeruginasa
tuvo mayor prevalencia y fue identificada en las cuatro piscinas en cada uno de las
zonas. En las siembras realizadas en agar TCBS (llustracion 16) se identifico la
prevalencia de Vibrio alginolyticus (43%), Vibrio parahaemolyticus (35%),
Pseudomona aeruginasa (9%) Aeromona hydrophila (9%) y Shewanella
putrefaciens (4%). Por otro lado, en el agar CHROMO (llustracion 17) se
identificaron Vibrio alginolyticus (41%), Vibrio vulnificus (37%) y Vibrio

parahaemolyticus (22%).
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TCBS
4% 9%

9%

= Pseudomona aeruginasa

= Vibrio alginolyticus

= Vibrio parahaemolyticus

= Aeromona hydrophila

= Shewanella putrefaciens
35%/ 43%

lustracion 16 Identificacion bioquimica de los patégenos aislados en agar TCBS.

CHROMO

3% r41%
= Vibrio alginolyticus
= Vibrio parahaemolyticus
. = Vibrio vulnificus

22%

lHustracion 17 Identificacion bioquimica de los patégenos aislados en agar CHROMO.
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9.3 ANALISIS ESTADISTICO DE LA CARACTERIZACION BIOQUIMICA

Las cepas identificadas se relacionaron de acuerdo con su color, tamafio y forma.

Por lo tanto, en la Tabla 1, se detallan la mediana y desviacion estandar de cada

patdgeno identificado en relacion con su tamafio.

Tabla 1 Identificacion bioquimica de los patégenos en relacion con su tamafio.

Analisis bioquimico Recuento | Mediana | Desviacion Estandar | Minimo | Maximo
A. hydrophila 4 2,1 0,623832 1,5 3,0

P. aeruginasa 26 8,0 5,54479 11 18,0

S. putrefaciens 2 3,5 0,707107 3,0 4,0

V. alginolyticus 40 1,1 0,514782 0,9 3,0

V. parahaemolyticus 27 1,8 0,798235 1,0 5,0

V. vulnificus 19 2,0 0,452608 1,0 3,0

9.4 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA ANTE ACIDOS ORGANICOS

En la Figura 8, sobre las bacterias aisladas enfrentadas a &cidos organicos se

muestra que el Acido organico 1 (A1) obtuvo una concentracion minima de 600

ppm para Pseudomona aeruginasa, Vibrio vulnificus y Shewanella putrefaciens,

mientras que, para Vibrio alginolyticus, V. parahaemolyticus y Aeromona

hydrophila la concentracion minima fue 400 ppm. En el Acido organico 2 (A2) se

obtuvo una concentracion minima de 800 ppm para P. aeruginasa y 600 ppm para

V. wulnificus, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, A. hydrophila y S.
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putrefaciens, sin embargo, existieron dos muestras con concentraciones minima
inhibitoria de 400 ppm para V. alginolyticus y V. parahaemolyticus. Finalmente, en
el Acido organico 3 (A3) se obtuvo una concentracion minima de 200 ppm para A.
hydrophila, 400 ppm para V. vulnificus y V. alginolyticus, 600 ppm para V.
parahaemolyticus y 800 ppm para P. aeruginasay S. putrefaciens, sin embargo, P.

aeruginasa obtuvo una concentracién minima inhibitoria de 400 ppm.
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llustracién 18 Concentracién Minima Inhibitoria de los patégenos frente a &cido organico.

9.5 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA ANTE ANTIBIOTICOS COMERCIALES

En la llustracion 19, sobre las bacterias aisladas enfrentadas a antibi6ticos

comerciales se muestra que el Antibiético 1 obtuvo una concentracion minima
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inhibitoria fue <10 + 0,2 mm para P. aeruginasa, V. parahaemolyticus y S.
putrefaciens, mientras que, para V. alginolyticus, V. vulnificus, y A. hydrophila la
concentracion minima inhibitoria fue 18 + 0,43 mm (llustracion 19). En el
Antibiotico 2, la concentracion minima inhibitoria fue 10 £ 0,5 mm A. hydrophila,
11 + 1,0 mm para P. aeruginasa, V. parahaemolyticus y S. putrefaciensy 12 £ 0,4
mm V. alginolyticus y V. vulnificus (llustracién 20). En el Antibidtico 3, la
concentracion minima inhibitoria fue 12 + 0,2 mm para P. aeruginasa y S.
putrefaciens, 14 + 0,2 mm V. parahaemolyticus y V. vulnificus y 18 £ 0,5 mm de

A. hydrophilay V. alginolyticus (llustracion 21).
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lustracion 19 Concentracion Minima Inhibitoria de los patdgenos frente a antibidtico 1.
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lustracién 20 Concentracion Minima Inhibitoria de los patdgenos frente a antibidtico 2.
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lustracion 21 Concentracion Minima Inhibitoria de los patdgenos frente a antibidtico 3.

En el caso del Antibidtico 4, la concentracion minima inhibitoria fue 2 mm para S.

putr

efaciens, 6 £ 0,2 mm para A. hydrophila, P. aeruginasa y V. parahaemolyticus

y 8 0,2 mm de V. vulnificus y V. alginolyticus (llustracion 22). En el Antibiotico

5, 1

a concentracion minima inhibitoria fue 0 mm para S. putrefaciens, P.
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aeruginasa, V. parahaemolyticus y V. vulnificus, 6 = 1,6 mm para A. hydrophila, y
8 £ 1,6 mm para V. alginolyticus (llustracion 23). En el Antibidtico 6, la
concentracion minima inhibitoria fue 0 mm para S. putrefaciens, P. aeruginasa, V.
parahaemolyticus y V. wvulnificus, y 2 = 0,9 mm para A. hydrophila y V.

alginolyticus (Figura 24).
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lHustracién 22 Concentracion Minima Inhibitoria de los patdgenos frente a antibidtico 4.
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lustracion 23 Concentracion Minima Inhibitoria de los patdgenos frente a antibidtico 5.

Antibiotico 6

Concentracién minima inhibitoria (mm)

lHustracion 24 Concentracion Minima Inhibitoria de los patdgenos frente a antibidtico 6.
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En el caso del Antibidtico 7, la concentracion minima inhibitoria fue <10 + 1,6 mm
para A. hydrophila, V. parahaemolyticus y V. vulnificus S. putrefaciens, mientras
que para P. aeruginasa la concentracion minima inhibitoria fue 14 £ 2,1 mmy 16
+ 1,9 mm de V. alginolyticus (llustracion 25). En el Antibiotico 8, la concentracion
minima inhibitoria fue < 10 £ 1,2 mm para S. putrefaciens, A. hydrophila, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus y V. alginolyticus y 12 + 2,3 mm para P. aeruginasa
(lustracion 26). En el Antibiotico 9, la concentracion minima inhibitoria fue < 10
+ 1,4 mm para S. putrefaciens y P. aeruginasa, mientras que, para V.
parahaemolyticus y V. vulnificus la concentraciéon fue 12 £ 1,5 mm, para A.

hydrophila fue 16 + 1,1 mm para V. alginolyticus (llustracion 27).
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lHustracion 25 Concentracion Minima Inhibitoria de los patdgenos frente a antibidtico 7.
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lustracién 26 Concentracion Minima Inhibitoria de los patdgenos frente a antibidtico 8.
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lustracién 27 Concentracion Minima Inhibitoria de los patdgenos frente a antibidtico 9.

En el caso del Antibidtico 10, la concentracion minima inhibitoria fue < 10 + 1,2
mm para S. putrefaciens y P. aeruginasa, mientras que para A. hydrophila, V.
parahaemolyticus y V. vulnificus la concentracion minima inhibitoria fue 12 £ 1,0

mmy 16 + 1,4 mm de V. alginolyticus (llustraciéon 28). En el Antibidtico 11, la
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concentracion minima inhibitoria fue 2 + 0,9 mm para S. putrefaciens y P.
aeruginasa, de 8 £ 0,1 mm A. hydrophila, de 10 £ 1,0 mm para V. vulnificus, de 12
+ 1,3 mm para V. parahaemolyticus, y V. alginolyticus con 14 + 1,2 mm (llustracion
29). En el Antibiotico 12, la concentracion minima inhibitoria fue O mm para S.
putrefaciens, P. aeruginasa, V. parahaemolyticus y V. vulnificus de 2 + 1,0 mm

para A. hydrophilay 4 + 1,2 mm para V. alginolyticus (llustracion 30).
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llustracion 28 Concentracién Minima Inhibitoria de los patégenos frente a antibiético 10.
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Concentracion minima inhibitoria

Antibiotico 11

.S
% 16
= 14
£ 12
(4]
£ __10
EE s
€
< 6
.g 4
= 2
S | ]
3 0
c
o . S
(§) \is nas cie v 1iC fxC“
aroP e ccf oW Y nt
A Wy ¢ 3 9\“ a\%\ p(ﬂ ahove’m v
y.

lustracion 29 Concentracion Minima Inhibitoria de los patogenos frente a antibi6tico 11.

Antibiotico 12

Ilustracion 30 Concentracion Minima Inhibitoria de los patdgenos frente a antibidtico 12.
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10. DISCUCIONES CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

10.1 DISCUSIONES

Una las principales zonas que presentan mayor afeccion por carga microbiana es
Santa elena, esta zona presentd mayor variedad de bacterias patdgenas, entre ellas
varias especies de vidrios, que por ser Cosmopolitan pueden ingresar con mayor
facilidad a los sistemas acuicolas de la zona, generando afectaciones en la calidad

y eficiencia productiva.

La concentracion minima inhibitoria del acido férmico en pseudomonas es de
600ppm y el &cido lactico de 800ppm, mientras que Chavez & Llanos (2015)
mencionan que el &cido formico en pseudomonas inhibe el crecimiento a partir de
concentraciones de 500ppm vy el lactico en 1000ppm. Para V. Vulnificus fue de
600ppm en &cido férmico y lactico, mientras que Fernandez registra 200 y 500ppm

respectivamente, las variables entre las concentraciones fluctian de 100 a 400ppm.

Los productos antibidticos generan resistencia a las bacterias, por ello su uso se ha
descontinuado, segun Ahmed (2015) E. Coli y otras bacterias como salmonela han
sido resistentes en un 100% a la penicilina durante vario afios, y en menor. medida
a antibioticos como Chloramphenicol, enrofloxacin, nitrofurantoin, norfluxacin,

streptomicin, trimethoprin sulphamethoxazole y teracicline, en el presente estudio
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algunos patdgenos presentaron resistencia a varios productos comerciales y en otros

se extendieron hasta los 20mm en su halo de inhibicion.
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10.2 CONCLUSIONES

Las bacterias aisladas en los sistemas de cinco zonas fueron en su mayoria del
género Vibrio y en base al analisis bioquimico las especies identificadas fueron
Aeromona hydrophila, Pseudomona aeruginasa, Shewanella putrefaciens, Vibrio

alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus

La concentracion minima inhibitoria y sensibilidad bacteriana a los productos
utilizados para controlar los problemas bacterianos es critico y menos considerado

en la toma de decisiones dentro de los sistemas de produccion.

Las bacterias identificadas en este estudio son resistentes a acidos organicos con
concentraciones menores a 300 ppm, siendo necesario utilizar concentraciones de

hasta 600 ppm para inhibir su crecimiento.

Los antibiéticos demostraron tener una alta capacidad antagénica ante los
patdgenos aislados, por ende, la inhibicion del crecimiento ocurrié en medidas
superiores a 10 mm y en algunos casos hasta 20 mm. Sin embargo, en analisis
estadistico mostro diferencias significativas ante los doce antibioticos a los que

fueron expuestos (p<0,05).
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10.3 RECOMENDACIONES

Se recomienda analizar el estado y presencia de bacterias patdgenas de otros
sectores productivos, permitiendo ampliar la base de datos con respecto a la
resistencia y sensibilidad de productos comerciales aplicados en los medios

acuicolas, asi como el impacto que pueden generan en los sistemas productivos.

Informar y capacitar a los productores y personal de manejo sobre los beneficios y
riesgos que presentan los diferentes productos comerciales, lo cual beneficiaria a la
prevencion de enfermedades, mejorando la calidad productiva y aumentando la

capacidad econdmica de los sistemas de cultivo.

Es necesario ampliar el conocimiento sobre los beneficios del uso de otros acidos
organicos en medios acuicolas, asi como analizar otras alternativas que puedan
disminuir el riesgo a la salud del producto, generar menores impactos al ambiente

y que reduzcan los costos productivos.
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ANEXOS

Tabla 2. caracteristicas morfoldgicas de las bacterias de las 5 zonas en agares Cet, Chromo y TCBS

Zona Cédigo | Aisladas agar Descripcion
Yaguachi Cet. colonias brillantes, irregulares convexas
TCBS colonias amarillas circulares convexas
A 24 colonias verdes circulares convexas
Chromo [ Colonias cremas circulares convexas
colonias turquesas circulares convexas
Colonias rosa circulares convexas
Santa Elena Cet. colonias brillantes, irregulares convexas
TCBS colonias amarillas circulares convexas
colonias verdes circulares convexas
B 29 colonias negras irregulares de borde entero
Chromo | Colonias cremas circulares convexas
colonias turquesas circulares convexas
Colonias rosa circulares convexas
Cet. colonias brillantes, irregulares convexas
TCBS colonias amarillas circulares convexas
Morro C 18 colonias verdes circulares convexas
Chromo | Colonias cremas circulares convexas
colonias turquesas circulares convexas
Cet. colonias brillantes, irregulares convexas
TCBS colonias amarillas circulares convexas
colonias verdes circulares convexas
Taura D 23 colonias verdes azuladas circular convexa
Chromo | Colonias cremas circulares convexas
colonias turquesas circulares convexas
Colonias rosa circulares convexas
E 24 Cet. colonias brillantes, irregulares convexas
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Sabana
Grande

TCBS colonias amarillas circulares convexas

colonias verdes circulares convexas

colonias verdes azuladas circular convexa

Chromo | Colonias cremas circulares convexas

colonias turquesas circulares convexas

Colonias rosa circulares convexas

Tabla 3 concentraciones minimas inhibitorias de &cidos organicos

Acidos Organicos
Zona Agar Andlisis bioquimico Al A2 A3
YAGUACHI | CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Vibrio parahaemolyticus | 400ppm |600ppm |600ppm
TCBS Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CHROMO | Vibrio parahaemolitycus |400ppm |600ppm |600ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Vibrio parahaemolyticus | 400ppm |600ppm |600ppm
TCBS Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CHROMO | Vibrio parahaemolyticus |400ppm |600ppm |600ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm |400ppm
TCBS Vibrio parahaemolyticus | 400ppm |600ppm |600ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 500ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Vibrio parahaemolyticus | 400ppm |600ppm |600ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
SANTA CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
ELENA TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Aeromona hydrophila 400ppm | 600ppm | 200ppm
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TCBS Vibrio parahemolitycus | 400ppm |600ppm | 600ppm
TCBS Shewanella putrefaciens | 600ppm | 600ppm |800ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm |400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CHROMO | Vibrio parahemolitycus | 400ppm |600ppm |600ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Aeromona hydrophila 400ppm | 600ppm |200ppm
TCBS Vibrio parahemolitycus | 400ppm |600ppm |600ppm
TCBS Shewanella putrefaciens |600ppm |600ppm |800ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CHROMO | Vibrio parahemolitycus | 400ppm |600ppm |600ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm |400ppm
TCBS Aeromona hydrophila 400ppm | 600ppm | 200ppm
TCBS Vibrio parahemolitycus | 400ppm |600ppm | 600ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Aeromona hydrophila 400ppm | 600ppm | 200ppm
TCBS Vibrio parahemolitycus | 400ppm |600ppm |600ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CHROMO | Vibrio parahemolitycus | 400ppm | 600ppm | 600ppm
TAURA CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |400ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Vibrio parahaemolitycus | 400ppm |600ppm |600ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Vibrio parahaemolitycus | 400ppm | 600ppm |600ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Vibrio parahaemolitycus | 400ppm |500ppm |600ppm
TCBS Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
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CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |[400ppm
CHROMO | Vibrio parahaemolyticus |400ppm |600ppm |600ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Vibrio parahaemolitycus | 400ppm |600ppm |600ppm
TCBS Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |[400ppm
EL MORRO | CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm |400ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio parahaemolyticus |400ppm |600ppm |600ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Vibrio parahaemolitycus | 400ppm | 600ppm |600ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Vibrio parahaemolitycus | 400ppm | 600ppm |600ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
SABANA | CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm | 800ppm
GRANDE | 1cBs Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Vibrio parahaemolitycus | 400ppm |600ppm |600ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm |400ppm
TCBS Vibrio parahaemolitycus | 400ppm | 600ppm |600ppm
TCBS Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm | 800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
TCBS Vibrio parahaemolitycus | 400ppm |600ppm |600ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm | 400ppm
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CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CHROMO | Vibrio parahaemolyticus |400ppm |600ppm |600ppm
CET Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
TCBS Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm |400ppm
TCBS Vibrio parahaemolitycus | 400ppm |600ppm |600ppm
TCBS Pseudomona aeruginasa | 600ppm |800ppm |800ppm
CHROMO | Vibrio alginolyticus 400ppm | 600ppm |400ppm
CHROMO | Vibrio vulnificus 600ppm | 600ppm |400ppm
CHROMO | Vibrio parahaemolitycus |400ppm |600ppm |600ppm

lustracion 31. laboratorio de analisis

Fuente: Autor 2022
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lustracién 32. Estructura morfologia de bacterias

Fuente: Vizuete et al., 2020
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Facultad de

Ciencias del Mar
Biologia

La Libertad, 30 de enero del 2023

Ing.
Jimmy Villon Moreno, M.Sc. )
DIRECTOR DE LA CARRERA DE BIOLOGIA-UPSE.

En su despacho.

De mi consideracion:

Me permito enviar a usted en calidad de director de carrera, en el cual después de la
revision y viendo las modificaciones realizadas, = AVALO, al proyecto de Titulacion
modalidad  Tesis: "AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE. BACTERIAS
RESPONSABLES DE ENFERMEDADES EN EL CAMARON Litopenaeus vannamei,
DETERMINANDO SU CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y SU RESPUESTA A LA
SUSCEPTIBILIDAD A DIFERENTES PRODUCTOS COMERCIALES » como autora la
Srta. CHRISTEL JACQUELINE ZAMBRANO VERA, con el fin enla continuidad de

los tramites que el estudiante y la Comision de Titulacion considere pertinentes.

Sin otro particular.

M\A@
Sonnya Mendoza L. Ph.D.

Docente FCM.

Somos lo que el mundo necesita

Direccién: Campus matriz, La Libertad - prov. Santa Elena - Ecuador
Cadigo Postal: 240204 - Teléfono: (04) 2-781732
www.upse.edu.ec



|
|

Tesis Chirstel Zambrano 4y, ' en Tt

O similitudes entre comiiias

Bmiudee T i o reCaRGCde
Memnbre del documano: Tess Chrisiel Zambears sn Depesiante: SOMMYA FATRICIA MEMDOZA LOMEANS Wimero de palabras: 10043
e Facha & dupdsila: 232023 Hilffiane o & araclane: B5.843

D el Tips de carga: inariace
decumants:  c315143 005450 SE50n 1 cDadiaSblleDdiSdD  fecha oo fin de andisis: 232003
Tamafho del documents original: 583 15 o

i |

L Disripoianis Sl Ll i

e g P | Téonicis diagrdat i Pl anheriedede s Daclaianis an chv .

E 2 [e—p—— b1 8015311 TRI0000 300082 ix "-ﬂl—'ﬂ--mt"ﬂ
¥ fusmin simiar L
Documanto de oire usuario FHib _

2 m ® | documerin provere de i s % Prulbras iddnticas : 1% (118
] T —-— [—
wharaLdspace espol edu e il it

3 _‘} frm rar F P — . _ hu_I-n:-:-l'l.m
A fsmtn s e

e wwre fedrewsiatam. com | Fosd b Latam - Coma detecta la anfersadad da Paintoas iddnticas < 1% BT
N v 1% )

. E TREOENGTIO. S S0 | Rl R i Nofge Marinos w0 @l manghr o6 Pl Palaboas idintica ;= 1'% (40
k.. BN AHO0ES WTESE PRNCHANA TRCID HUMBERT... P

L Descripciones Similinsdes Ublcacionas Datos adicionales

1 E ANEFAry. eo | Cridoaie &b UMD AMATaEE S Rl ¥ el il phafsd e i Paintras iddnticay ;< 1% (3
e brmry. Sy P

3 wmw|mman 1 [ 3 1% _ Paistras dntcns © v T (35
9 smraichals e  ENAMEMCTHIPLENO pell itk st

s B m.quu::ﬂu!l Euna:nu Cociryis ([Eosdo) raturmss, s ambanti. i _ Palatras iddnticay ;< 1% (18
il lidoriafn 2010 Ph D Tesis UbS-Exm aintn|

a rapasiorio. machalaeduse | Use da -5 » profikie 1 _ Paintras isdntions ¥ 1% (15
hitp Yepoatnmm uimscheis sy ot S 000013 TESDEDH00T_EX AME MO PLE KN0 pdf =% it

1

74



