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RESUMEN

La industria camaronera en el Ecuador es uno de los pilares econémicos mas
importantes debido a la alta demanda internacional, en especial por paises asiaticos,
posicionando al ecuador como uno de los principales exportadores de Penaeus vannamei.
La producciéon de este organismo genera millones de dolares en ingresos anuales al
producto interno bruto. Sin embargo, la intensificacion del cultivo y el manejo inadecuado
de los sistemas de produccion y calidad de agua conlleva riesgos importantes, como los
relacionados con brotes de enfermedades infecciosas. La variedad de agentes patogenos
que existen como las bacterias, hongos y virus, prosperan en condiciones ambientales
favorables, facilitadas por la deficiencia en la bioseguridad y el mal manejo de parametros
de calidad en el cultivo. Estas condiciones promueven el crecimiento de los
microorganismos patogenos, afectando la salud y el rendimiento de la producciéon del
camaroén blanco (Penaeus vannamei). El uso de herramientas microbiologicas y
moleculares se vuelven fundamental para el seguimiento de la sanidad del sistema de
cultivo acuicola y asi poder prevenir pérdidas econdémicas. Los productores en respuesta
a las enfermedades, algunos recurren al uso de antibidticos como alternativa para
enfermedades. El uso sin conocimiento de estos antibioticos deriva en problemas de RAM
(resistencias antimicrobiana). Estas resistencias representan un desafio en el control de
enfermedades en acuicultura, de la misma manera representan en un riesgo de salud
publica, debido al potencial de transmision cruzada al consumir organismos con genes de
resistencia. Estos genes de resistencia se adquieren debido a que las bacterias pueden
adquirirlos mediante diversos mecanismos, entre ellos la transferencia horizontal de
genes a través de elementos genéticos moéviles como plasmidos, transportones e

integrones.

Palabras clave: Resistencias antimicrobiana, genes de resistencia, transferencia

horizontal
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ABSTRACT

The shrimp farming industry in Ecuador is one of the most important pillars of the
national economy due to high international demand, especially from Asian countries,
positioning Ecuador as one of the main exporters of Penaeus vannamei. The production
of this species generates millions of dollars in annual revenue for the gross domestic
product. However, the intensification of farming practices and the inadequate
management of production systems and water quality pose significant risks, including
outbreaks of infectious diseases. A wide range of pathogens, such as bacteria, fungi, and
viruses, can thrive under favorable environmental conditions. Conditions often enabled
by poor biosecurity and inadequate quality control. These factors promote the
proliferation of pathogenic microorganisms, ultimately affecting the health and
productivity of white shrimp (Penaeus vannamei). The use of microbiological and
molecular tools has become essential for monitoring the health of aquaculture systems
and for preventing economic losses. In response to disease outbreaks, some farmers turn
to antibiotics as a treatment option. However, the unregulated or uninformed use of these
antibiotics contributes to the emergence of antimicrobial resistance (AMR). This
resistance poses a major challenge for disease control in aquaculture and represents a
public health risk due to the potential for cross-species transmission of resistance genes
through the consumption of contaminated organisms. These resistance genes are
commonly acquired through horizontal gene transfer involving mobile genetic elements

such as plasmids, transposons, and integrons.

Keywords: Antimicrobial resistance, resistance genes, horizontal transfer,
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Capitulo I

Introduccion

La industria camaronera juega un papel clave tanto en la economia como en el
desarrollo social a nivel global, gracias a la creciente demanda de este producto en los
mercados internacionales. En especial, paises asidticos como Vietnam y China han
logrado un notable crecimiento en su produccion, consoliddndose como lideres en el
sector. (Global Seafood Alliance, 2019). En Ecuador, la industria camaronera ha tenido
un crecimiento notable en las tltimas décadas, hasta convertirse en la principal fuente de
ingresos por exportaciones no relacionadas con el petréleo. Este desarrollo ha sido clave
para la economia del pais y ha generado miles de empleos, especialmente en las zonas
costeras. Hace aproximadamente 50 afos, se establecieron las primeras zonas de
produccion en el sur del pais, y actualmente existen alrededor de 230,000

hectareas dedicadas a la produccion de camarones (Global Seafood Alliance, 2018).

Ecuador alcanzé en la industria camaronera un avance, produciendo 7298
millones de dolares en el 2022, en exportaciones esto quiere decir que el crecimiento del
37% en valor y un 26% en volumen con respecto al afio 2021 (Marketing Zeonatec, 2024).
En el ano 2023 Ecuador, destaco con 1.2 millones de toneladas. Debido a la caida de
precios internacionales de envio, los ingresos disminuyeron a 6289 millones de dolares
(Ecuador Batié Récord de Volumen de Camardn Exportado En 2023, 2024). Uno de los
desafios mds importantes que trae la alta demanda del producto son la aparicion de
enfermedades, problemas de calidad de agua y también temperaturas extremas que

pueden llegar a afectar la produccion de cultivo (Lujan, 2023).

Los agentes patdgenos como virus, bacterias, hongos y protozoarios han
proliferado debido a un entorno favorable y al manejo inadecuado de los sistemas de

produccion del camardn. Esto se agrava por la falta de estrategias efectivas de control
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(Pozo, 2005). Entre las enfermedades mas comunes que afectan a Penaeus vannamei se
encuentran la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV), el sindrome
de taura (TSV), la enfermedad de la mancha blanca (WSSV), el sindrome de la cabeza
amarilla (YHV), la enfermedad Myo (IMNV) y la microsporidiosis hepatopancreatica
(EHP), siendo TSV y WSSV las que han tenido mayor impacto en Ecuador (Sanchez,
2021).Para identificar estos patégenos, se han utilizado técnicas tradicionales como
pruebas fisioldgicas y bioquimicas. La incidencia de agentes patogenos ha llevado al uso
excesivo de antibioticos en la acuicultura, lo que puede provocar resistencia cruzada entre
microorganismos. Esta resistencia se origina por mutaciones bacterianas y transferencia
de genes a través de plasmidos hacia humanos (Zambrano, 2023). Los mecanismos
implicados incluyen modificaciones quimicas o hidrdlisis del antibiotico, alteraciones en
el sitio blanco bacteriano y cambios en la permeabilidad de la membrana celular (Silva,

2009).

El uso excesivo e indiscriminado de antibidticos en la acuicultura no solo pone en
riesgo la salud de los animales cultivados, sino que también representa una amenaza para
la salud publica. Cuando estos compuestos se acumulan en los tejidos del camarén o en
el ambiente, pueden facilitar la transferencia de resistencia entre microorganismos,
incluidos aquellos que afectan a los seres humanos (Reyes Leon, 2017). Esto puede
reducir la efectividad de los tratamientos antimicrobianos y dificultar el control de
enfermedades en los sistemas de cultivo. Son medicamentos que combaten bacterias,
estos antibidticos causan la muerte de la bacteria (bactericida) o impidiendo su
crecimiento (bacteriostatico), usados para tratamiento de diversos tipos de infecciones o

enfermedades (Costa & Costa, 2022).

El uso de antibidticos en la acuicultura se traduce en una presion selectiva a favor
de los microorganismos resistentes. En EE. UU, se reportaron que acerca del 80% de los
antibioticos se usan en la agricultura y la acuicultura, los consumidores de los organismos

con resistencia, ingerimos dosis subterapeuticas de los antibioticos, suficientes para
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generar poblaciones menos vulnerables en las bacterias que sobreviven. En el caso de los
fenicoles (florfenico) un antibidtico usado en la acuicultura dispone de modos de

resistencia como son acetilacion, eflujo modificaciones de receptores (Jorge, 2019).
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Problematica

El abuso de los antibidticos en la produccion de acuicultura del camaro6n ayuda al
desarrollo de resistencias fenotipicas en bacterias. Esto representa cada vez mas un
desafio para la prevencion y tratamientos de enfermedades causadas por bacterias. Se
puede encontrar entre los microrganismos mas comunes son
encuentran Vibrio sp., Pseudomonas sp., Aeromonas sp.  y Flavobacteria sp,  estos
microorganismos representan un riego en la salud y crecimiento de camarones,
provocando altas tasas de mortalidad y pérdidas econdmicas en la produccion (Chanta et

al., 2021).

La proliferacion de estas bacterias esta asociada a factores de estrés en los
camarones, asi como a cambios en la calidad del agua, salinidad, acumulacion de materia
orgéanica y el uso indiscriminado de antibidticos sin prescripcion. Para identificar las
bacterias responsables de la resistencia a antibidticos cominmente utilizados en la
acuicultura, como florfenicol, oxitetraciclina, amoxicilina y enrofloxacina, se emplean

métodos microbioldgicos.
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Justificacion

Debido a las resistencias cruzadas se pueden transferir los genes de un organismo
a otro, todo esto gracias a los plasmidos que son fragmentos pequeiios de ADN. Uno de
los desafios para la produccion de camarones es los brotes de resistencias presentes en las
bacterias las cuales son dificiles de controlar, causando altas tasas de mortalidad y
dificultad para tratamientos contra bacterias. Las RAM (resistencias a los
antimicrobianos) se da cuando bacterias, virus, hongos y parésitos, desarrollan

mecanismos que les permiten para evitar que los antibidticos sean efectivos.

Comprender qué bacterias estan desarrollando resistencia a los antibioticos en la
produccion de camarones se ha vuelto cada vez mdas importante, no solo para la
acuicultura, sino también para la salud humana. Debido a las resistencias cruzadas se
pueden transferir los genes de un organismo a otro, todo esto gracias a los plasmidos que
son fragmentos pequeiios de ADN. Uno de los desafios para la produccion de camarones
es los brotes de resistencias presentes en las bacterias las cuales son dificiles de controlar,
causando altas tasas de mortalidad y dificultad para tratamientos contra bacterias. Las
RAM (resistencias a los antimicrobianos) se da cuando bacterias, virus, hongos y
parasitos, desarrollan mecanismos que les permiten para evitar que los antibidticos sean
efectivos. Incrementando el riesgo de padecer enfermedades, haciendo también que sea
mas dificil el tratamiento de las infecciones incrementando la propagacion de
enfermedades. Debido a las RAM los antibidticos y otros medicamentos antimicrobianos
se vuelven ineficaces, haciendo que las patologias sean mas dificiles o imposibles de
tratar. La propagacion de bacterias resistentes a los antimicrobianos (RAM) existe una
posibilidad de transmitirse a través de zoonosis, lo que significa que estas bacterias

pueden entrar al organismo de los humanos a través de ingerirlos.

Cuando las bacterias adquieren los genes de resistencia a un antibiotico, se puede
transmitir a los humanos a través del consumo de estos organismos contaminados. Esto

se da porque las bacterias tienen elementos genéticos moviles que contienen el gen de
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resistencia, como los plasmidos transposones e integrones. Esto es conocido como
transferencia horizontal, se da la transferencia de estos genes mediante mecanismos como
la transformacion, conjugacion y la transduccion todo esto en el ADN de la bacteria. El
uso sin medida de los antibioticos en la produccion de camarones genera preocupacion.
El compuesto terapéutico como la enrofloxacina ha perdido efectividad frente a
antibidticos debido a las resistencias. Estas presencias de microorganismos con genes de
resistencia no solo es un riesgo para para el camardn, sino también para el humano,
causando complicaciones en tratamientos de infecciones, haciendo que las opciones

terapéuticas disponibles para evitar enfermedades se reduzcan considerablemente.

En la produccion reconocer las bacterias que se encuentran presentes en los
organismos como en el medio en el que habitan se ha vuelto fundamental, para una
produccion efectiva. Es el caso de las enfermedades causadas por bacterias las cuales
presentan como uno de los desafios més criticos en la acuicultura, este problema causado
por bacterias resistentes puede causar grandes dafios en la produccion, debido al uso
indiscriminado de antibidticos. Causando asi resistencias multiples en bacterias, que
adquieren genes de resistencia de varios compuestos terapéuticos. El estudio de estas
resistencias es importante para evitar el abuso de antibidticos y poder prevenir super

bacterias, asi también para poder cuidar la salud de consumidores.
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Objetivos

1.1 General

Identificar resistencia a antibidticos en bacterias aisladas en cultivos larvarios de

camarones, mediante el método de antibiograma.

1.2 Especificos

o Cuantificar la carga bacteriana en Penaeus vannamei en
laboratorios de larvas de camardn, mediante cultivos microbiologicos en unidades

formadoras de colonias (UFC).

o Caracterizar morfologicamente bacterias aisladas de cultivos de

larvarios relacionadas con resistencias fenotipicas.

o Determinar la sensibilidad de bacterias aisladas de larvas de

camaron a compuestos terapéuticos mediante el método de Kirby-Bauer.

Hipotesis
HI:

Las bacterias aisladas en la produccion larvaria de Penaeus vannamei poseen de

resistencia a compuestos terapéuticos.
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Capitulo II

Marco teorico

1.3 Generalizades de la acuicultura

Se denomina acuicultura a técnicas, procedimientos, conocimientos y actividades
enfocadas a la produccion, el desarrollo y la comercializacion de especies acudticas, ya
sean animales o vegetales, estas especies acuaticas pueden ser de aguas dulces o saladas
(Larrazabal, 2020). Se basa en el manejo de especies encerradas bajo un sistema y
condiciones Optimas para que esta especie pueda prosperar, es una actividad econémica
utilizada para transformar los recursos naturales no renovables acudaticos en productos

valiosos para la sociedad (Lujan & Caruajulca, 2024).

La camaronicultura o cultivo de camaro6n, representa en el sector acuicola la
mayor cantidad de ingresos en el mundo (Cuéllar, 2020). Esta actividad puede abordarse
dependiendo de la inversién y conocimiento que se tenga, esta fase de cria se desarrolla
en tres fases principales “Maduracion y Reproduccion”, “Desove y Cria Hasta Postlarva”

y “Engorde desde Postlarva hasta Tamafio Comercial” (Fenucci, 1988).

14 Importancia Econémica y Ecolégica de Penaeus vannamei

Penaeus vannamei es una de las especies mas relevantes a nivel comercial, es
fundamental para la economia de muchos paises entre ellos Ecuador, donde represente
una fuente de ingresos y empleo, ademds es un alimento principalmente exportado,
evidenciando el comercio global. En el ambito ecoldgico P. vannamei posee una alta
tolerancia a diferentes condiciones ambientales, ademas el desarrollo de cultivos mejora
ecologicamente la sostenibilidad y la calidad nutricional (Lujan, 2024), apoyando la

seguridad alimentaria y reduciendo el impacto ambiental, aunque en los Ultimos afios la
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produccion de camar6on ha generado contaminacion en los cuerpos de agua, la
investigacion actual promueve la practica responsable y consciente (Godinez, Chavez, &

Gomez, 2011).

1.5 Desafios Sanitarios en la produccion

La alta incidencia de enfermedades bacterianas y virales pueden afectar la
supervivencia del camardn, las enfermedades virales mas criticas son EHP, AHPND,
WSSV, NHP vy virales son Vibriosis, enfermedad bacteriana filamentosa,
Hepatopancreatitis necrosante, Micobacteriosis que causan altas mortalidades en sistemas
(Global Seafood Alliance, 2023), esto requiere estrictas medidas de bioseguridad, como
cuarentena y el monitoreo de patdogenos con diferentes técnicas microbiologicas o
moleculares, es necesario el control de los pardmetros fisicoquimicos para evitar factores

de estrés que puedan debilitar el sistema inmunolédgico del camarén (Loaiza, 2023).

El manejo adecuado de los sistemas de produccion se debe regir a normas ISO,
para mitigar riesgos y controlar su trazabilidad (Bermeo & Sotomayor, 2024), es
necesario también controlar los problemas de acuerdo con los tipos de cultivo y a los
sistemas utilizados por cada laboratorio sea cerrado o abierto, el uso controlado de
probiodticos, la alimentacion adecuada y los tratamientos eficientes del agua (Villareal &

Juarez, 2023).

1.6 Estrategias de Manejo Sanitario

Las estrategias de manejo sanitario se enfocan principalmente en controlar las

enfermedades, mejorar la calidad de agua y normas de bioseguridad.

La presencia de bacterias patdgenas especialmente vibrios es la causante de

mortalidad en cultivos, por esto es recomendable un monitoreo constante de las bacterias
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tanto en agua como en los camarones para cuantificar y detectar estos organismos, con
esta identificaciéon se toman medidas o tratamientos para combatir estos patdgenos
(Varela & Choc-Martinez, 2020), sin embargo, se mantienen protocolos de bioseguridad
incluyendo la desinfeccion del agua previa al cultivo, durante y post siembra, ademas de
los Procedimientos Operativos Estandar (SOP) y los Andlisis De Riesgo y Puntos Criticos
De Control (HACCP) para mejorar la sanidad y la calidad de las larvas (Servicio de

Recursos de Aguas Continentales y Acuicultura, 2004).

El control de los parametros fisico, quimicos como temperatura, salinidad,
oxigeno disuelto, amonio y nitritos es de suma importancia para mantener las condiciones
optimas y reducir el estrés en estos organismos, evitando la proliferacion de agentes
patogenos, pero cuando esto sucede se utilizan probidticos, acidos orgéanicos, recambios
de agua, etc., para reducir riesgos, también se implementa manejo adecuado de residuos

para minimizar el impacto ambiental (Carbajal, 2013).

La efectividad de estas estrategias sanitarias depende fundamentalmente de la
capacitacion continua del personal operativo, ya que, sin un adecuado conocimiento y
compromiso, las respuestas frente a los posibles problemas no tendran una répida

solucion.

Las algas y bacterias pueden generar factores de toxicidad que afectan a la salud
y supervivencia del camaron, en el caso de ciertas algas liberan toxinas al morir, estas se
acumulan en el fondo y pueden causar estrés degenerativo e incluso mortalidad en los
camarones (Saul, 2022). En cuanto a las bacterias especialmente del género vibrio son
patdgenos oportunistas, estas proliferan cuando el camardn esta debilitado, causando
enfermedades mortalidades y bajo crecimiento. Las bacterias pueden estar presentes en
el agua, en los camarones sanos y en su medio ambiente, debido a esto se requiere un

control y monitoreo contante para la prevencion de brotes (GOMEZ, 2021).

25



1.7 Principales Enfermedades Infecciosas en Penaeus vannamei

Los mayores problemas de enfermedades que afectan al P. vannamei a lo largo de
los afios han sido varios, pero entre las principales han sido el virus de la mancha blanca
WSSV en el cual el camaron se manifiesta reduccion del consumo de alimento, letargo y
alta mortalidad, Sindrome de Taura (TSV) que ocurre durante la muda y ocasiona
debilidad, caparazéon blando, tracto digestivo vacio y expansion difusa de cromatoforos
rojos en los apéndices, Necrosis infecciosa hypodermal (IHHNV) la cual hay una baja
mortalidad pero hay una reduccién en la alimentacion y baja la eficiencia en crecimiento
y deformaciones cuticulares, vibriosis la cual puede ocasionar varios sindromes
importantes como la luminiscencia y los cominmente llamados sindrome de zoea y de
bolitas, se manifiesta con la necrosis interna y externa, menor alimentacion y mortalidad

(Crespi & New, 2009).

1.8 Microbiota asociado a la produccion de camaron

La microbiota se compone de microorganismos indispensables en el tracto
digestivo, los estudios basados en su composicion se han enfocado principalmente en
mamiferos, pero en crustaceos son muy escasos, sin embargo, estos pocos estudios han
permitido comprobar las bacterias que se encuentran en el tracto digestivo y la
importancia en el hospedero, en procesos digestivos, aporte nutricional, produccion de
enzimas, proteccion, e incluso activar el sistema inmune generando resistencia a

patogenos.

Los camarones cultivados al ser alimentados con formulas artificiales contienen
grandes cantidades de proteina, a diferencia de los que crecen en el medio natural, al
acumularse todos estos potenciadores generan altas cargas bacterianas (Vargas, 2018),

durante la etapa post larval la microbiota presenta una baja diversidad, la cual va
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aumentando progresivamente segin sus etapas de desarrollo, sin embargo, en estudios
anteriores de meta analisis, se evidencid que otros factores pueden influir en este proceso,
como el estilo de vida y el érgano analizado, por lo que la etapa de desarrollo podria tener

menor impacto en la variabilidad de la microbiota (Garibay, 2019).

1.9 Métodos Microbiologicos

Aislamiento y cuantificacion de bacterias

El procedimiento inicia con la extraccion de muestras del camarén, se maceran y
se los cultiva en medios so6lidos para favorecer el crecimiento bacteriano, estos medios
son selectivos y diferenciales, para la identificacion preliminar se realiza mediante la
observaciéon de la morfologia de la colonia (color, borde, textura, etc.). Para la
cuantificacion bacteriana en placas se emplea la técnica de conteo por (UFC/ml) de
acuerdo con la identificacién ya mencionada (Ardon, Hernandez, Lopez, & Marroquin,

2019).

1.10 El uso de antibioticos en la acuicultura

Los antibioticos en la acuicultura son utilizados para la prevencion de infecciones
bacterianas en los organismos cultivados, ayuda a controlar enfermedades comunes en
organismos acudticos como vibriosis, enfermedad bacteriana filamentosa,
hepatopancreatitis necrosante, entre otras (La Colina, 2021). Su administracién por lo
general es mediante el balanceado, 1o que permite su absorcidn y distribucidn sistematica
para combatir infecciones. Los antibidticos mas usados con la familia de tetraciclinas,
fluoquinolonas, fenicoles y las sulfonamidas, cada uno de estos antibidticos utiles para

inhibicidn la sintesis protéica o la replicaciéon del ADN bacteriano (Navarrete, 2015).
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Los antibitticos florfenicol pertenece a la familia de los fenicoles, siendo un
antibidtico fluorinado derivado de tiamfenicol, es de amplio espectro contra bacterias
(CROW, 2021). La oxitetraciclina, pertenece a la familia de las tetraciclinas, este grupo
de antibidticos inhiben la sintesis proteica bacteriana y son comunmente usados en la
acuicultura para el tratamiento de infecciones por bacterias (Varela-Mejias & Alfaro-

Mora, 2018).

1.1 Transferencia vertical y horizontal

La transferencia vertical es aquella que es producida por los individuos de una
generacion a su descendencia y puede ser de dos tipos: hereditaria y congénita, en la cual
la hereditaria el agente patdogeno es aportado directamente en el genoma de los
progenitores y la congénita a su vez es la transferencia que ocurre en las fases proximas
al nacimiento, que puede ser principalmente germinativa donde en las capas superficiales
del 6vulo son infectadas, embrionaria donde el embrion es infectado y la transplacentaria

donde el embrion es infectado a través de la placenta.

La transferencia horizontal es la cual se manifiesta entre dos segmentos de una
poblacion que puede ser catalogada como transmision directa e indirecta, en la
transmision directa es donde el hospedero contrae la infeccion por contacto fisico directo
con el infectado, por ejemplo: por medio del canibalismo o por las heces, por otra parte,
la transferencia indirecta corresponde a las enfermedades transmisibles la cual es
producida por un vehiculo animado o inanimado intermediario, la cual esta clasificado
como: fomites lo que corresponde a (zapatos, instrumentos, equipos, etc.) reservorios
(vehiculos animados especialmente animales en los que el agente es localizado en aparato
digestivo, patas, etc.) y vectores que hace referencia en el que el vector puede ser pasivo
(el agente no se multiplica dentro del vector) o bioldgico (el agente evoluciona en el

interior del vector) (Roche, 2006).
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Generalidades de resistencia

La resistencia a antibidticos es una capacidad de las bacterias que han desarrollado
para poder sobrevivir y proliferarse, lo que representa un desafio para la salud publica y
produccion acuicola. Estas resistencias pueden originarse de manera natural, por
mutaciones o lo mas comun por elementos genéticos moéviles, como los plasmidos,
transposones ¢ integrones (Rodriguez & Jiménez-Quiceno, 2023). Debido a las altas
concentraciones de antibidticos en los ambientes acuaticos, existen puntos criticos para
la diseminacion de estos genes y bacterias resistentes, el exceso de usos de antibidticos
como la tetraciclina o florfenicol causan resistencias en la produccion acuicola (Hossain

et al., 2022).

1.2 Resistencia bacteriana en cepas y su impacto en la produccion
camaronera

La resistencia bacteriana en cepas aisladas de camaron particularmente del género
vibrio, afecta gravemente a la eficacia de los tratamientos antibidticos y por ende a la
produccion camaronera, estudios realizados en diversas regiones productoras han
encontrado un alto porcentaje de Vibrio spp. resistentes a uno mas antibidticos comunes

(Gracia, 2024).

En la produccion de camarén el impacto de la resistencia bacteriana reduce la
eficacia de los tratamientos lo que puede llevar a brotes masivos de enfermedades
limitando opciones de tratamiento y haciendo que las enfermedades bacterianas sean mas
dificiles de controlar, por otro lado, representan un riesgo ambiental y de salud publica
porque pueden transferir sus genes de resistencia a bacterias patdégenas para humanos a
través del consumo de camardn, es por esto se prohibid el uso de antibidticos en este

sector adoptando alternativas terapéuticas (Aguirre, Sdnchez, & Ordinola, 2021).
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Elementos genéticos maviles

Son secuencias de ADN que se trasladan dentro del genoma o capaces de
trasladarse entre organismos, desempefiando asi un papel clave en la evolucion y la
transferencia horizontales de genes. Dentro de este grupo encontramos los transposones,

plasmidos, integrones, islas gendmicas y también bacteridfagos (Pray, 2008).

Plasmidos portadores de genes de resistencia

Los plasmidos portadores de genes estan principalmente relacionados con Vibrio
parahaemolyticus, que causan necrosis hepatopancreatica (AHPND), estas bacterias
poseen plasmidos que contienen genes que codifican toxinas (PirA y PirB), asi como
también genes de resistencia como tetraciclinas y quinolonas (Varela, Pefa, & Aranguren,
2017).

Transposones e Integrones

Los transposones son pequeiios fragmentos de ADN que se unen a enzimas para
que se muevan dentro del genoma uniéndose a la ubicacion de otro ADN, un transposon
contiene varios genes que codifican la resistencia a los antibidticos u otros, por lo tanto,
estos pueden separarse un nucledtido bacteriano e insertarse en otro contribuyendo a la

transmision de genes de resistencia (Zhao, 2024).

Los integrones son transposones que transportan multiples genes que se mueven
juntos a un fragmento de otro ADN, la enzima integrasa permite que estos se acumulen e
integren, de esta manera pueden transferir diversos genes de resistencia de una bacteria a

otra. (Kaiser, 2023).
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Islas genomicas

Estas se adquieren por transferencia horizontal, donde se integran en el genoma
bacteriano y estos segmentos de ADN pueden contener ventajas adaptativas, como
residencias a antibioticos o factores de virulencia, estas islas pueden tener multiples genes
de resistencia bacteriana, facilitando asi su diseminacion entre cepas mediante
mecanismo como la conjugacion o la integracion de plasmidos (Sandra et al., 2004).

Bacteriofagos

Desempefian un papel en la transferencia de horizontal de genes mediante la
transduccion, donde los fragmentos de ADN bacteriano son empaquetados en nuevas
particulas virales y transfiriendo a otras bacterias (Rogovski et al., 2021).

1.3 Transferencia entre bacterias del agua, sedimento, alimento y la
microbiota intestinal del camarén

Esta transferencia ocurre principalmente a través de mecanismos de transferencia
horizontal, estos procesos permiten que bacterias de diferentes ambientes intercambien

material genético afectando la dindmica de la microbiota del camarén.

La conjugacidn es la primera etapa esta requiere el contacto directo entre bacterias
donantes y receptoras, mediante puentes de unién y conexion entre estas dos. La
transduccion es el mecanismo en que el ADN se transfiere mediante la participacion del

virus o bacteridfagos, utilizando al huésped para replicar e incorporar su propio ADN. Y
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la transformacion implica que las bacterias capten el ADN en su estado libre y lo capten
e incorporen a su genoma, el ADN adquirido por una transferencia cambia con el tiempo
como mutaciones espontaneas como cambios en el estado fisico e interacciones con el

medio ambiente (Tomala, 2020).
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Capitulo IIT

METODOLOGIA

1.4 AREA DE ESTUDIO

El presente estudio se llevo a cabo en 3 localidades distintas de la provincia de
Santa Elena: sectores como la Diablica (Figura 1), Mar bravo (Figura 2) y San Pablo
(Figura 3). En estos sectores se ubican los laboratorios de los cuales se obtuvieron las

muestras necesarias para el andlisis de las muestras.

Figura 1

La Diablica — Santa Elena

Nota: Google Earth, 2024.
Figura 2 Figura 3

San Pablo — Santa Elena. Mar Bravo — Santa Elena

Nota. Google Earth, 2024. Nota. Google Maps, 2024.
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METODOS

1.5 Recoleccion de muestras

Las muestras se obtuvieron en camarones en sus diferentes estadios larvarios
como nauplio, zoea y mysis, y en post-larva (PL). De estas muestras obtenidas en fundas
de un litro o 20 litros, se tom6 1 gramo del organismo en un tubo Eppedorf, se utilizo un
cedazo para limpiar las muestras con agua destilada esterilizada. Previamente macerado
para poder realizar el cultivo microbiologico de bacterias presentes en el camardn
(Sanchez et al., 2020). Se seleccionaron mas de 98 colonias de los laboratorios en las

diferentes zonas de Mar Bravo, La Diablica y San Pablo.

Figura 4

Recoleccion de muestras

1g de muestra ey

%@ —»TB —»@—»

Macerar muestra

- §-§-5-0

Diluciones seriadas

Agares
* CHROMagar
+ TCBS

( *+ Cetrimide

A —

Encubar 35° por 24h

15ml de agar/1m] muestra

Nota. Diagrama metodologico para la obtencion de muestras para analisis

microbiologico.
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1.6 Preparacion de medios de cultivo y Cultivo de cepas bacterianas

Para la preparacion de los medios de cultivo en CHROMagar se debe disolvio
74.1g de medio en 1L agua destilada esterilizada, para el TCBS 88.1g de medio de cultivo
en 1L de agua destilada esterilizada, por ultimo, para Cetrimide se debe colocar 44.5 de
medio de cultivo, méas 10ml de glicerol en 1L. de agua destilada, como ultimo paso de
debe auto clavar a 120° (lifeder, 2022). Para el cultivo de las muestras se utilizé agares
como TCBS, Cetrimide y CHROMagar, cada una con diferentes disoluciones. TCBS:
1072y 1073, Cetrimide: 1071 y 1072, CHROMagar:107% y 1073, Se realiz6 la siembra
por método de vertido, esto quiere decir que las muestras maceradas en el tubo Eppedorf
(1 gramo), se realizaron diluciones para llegar a nuestras concentraciones establecidas por
cada agar. El cultivo en el agar se realiz6 colocando 15ml de agar y 1ml de muestra por
el método de vertido, se incubaron las placas por 24 horas a una temperatura aproximada
de 35°C para el crecimiento de las bacterias, procedemos a la caracterizacion

macroscopica para el aislamiento de bacterias seleccionadas (Urbina et al., 2025).

1.7 Cuantificacion de unidades formadoras de colonias

Para la cuantificaciéon de unidades formadoras de colonias (UFC) se utiliz6 tres
medios de cultivo: TCBS, CHROMagar y Cetrimide. Para ello, utilizamos las placas
previamente cultivadas por el método de vertido, donde las diluciones se realizaron por
cada medio de cultivo: TCBS: 1072y 1073, Cetrimide: 1071y 1072,
CHROMagar:1072 y 1073, se tomaron en cuenta controles de contaminacién donde se
colocaron placas con medio de cultivo solidificado sin muestra cultivada, asi también
como placas ambientales para evaluar el flujo. Las placas se incubaron a 35°C por 24
horas hasta que las colonias crecen y sean visibles. Una vez finalizada la incubacion, se
procede a contar cuidadosamente las colonias presentes en la placa (VisualStudio, 2017).

Posteriormente, se calcula la concentracion bacteriana utilizando la siguiente férmula:
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Nuamero de colonias X Factor de dilucion

UFC/ml = Voltimen sembrado (ml)

Para la UFC tomaremos en cuenta rangos Optimos y de riesgo en nuestras

cuantificaciones.

Tabla 1

Rangos optimos de UFC para medios de cultivo.

Medio Rango optimo Rango de riesgo o
UFC/ml peligroso UFC/ml

CHROMagar 103 - 10* > 105

Cetrimide <103 > 10* - 10°

TCBS 103 — 10* > 10°

Nota. El agar Cetrimide se utiliza para el aislamiento de Pseudomonas, mientras
que los medios TCBS y CHROMagar estan destinados al aislamiento de bacterias del

género Vibrio.

1.8 Caracterizacion de bacterias

La caracteriz6 de las bacterias se llevaron a cabo mediante el analisis de varias
caracteristicas morfologicas de las colonias en el medio de cultivo. Al momento de
analizar un cultivo bacteriano, es importante fijarse en como lucen las colonias que han
crecido. Se toma en cuenta su color, tamafo, forma, la textura de su superficie, los bordes
y la manera en que se elevan sobre el medio. Estos detalles, aunque parezcan simples, son
clave para poder identificar con precision qué tipo de bacterias estdn presentes. Observar
estas caracteristicas nos di6 informacion muy util para describirlas, clasificarlas y

entender mejor su comportamiento. (Maldonado, 2020).
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Figura 5

Caracterizacion de bacterias

Color:  Pigmentadas

Forma: circular  fusiforme rizoide filamentosa irregular
@ -~ = o *
borde: entero rizoide filamentosa ondulado lobulado rizado

— — By, PN
Elevacion: plana elevada convexa pulvinada

Tamaiio: En mm: <lmm, 2mm, 3mm...

TCBS: amarrillas, verdes luminisentes y no luminisentes.

Medios de Cultivo |~ B CHROMagar: V. algin

color rosado.

Nota. Caracterizacion microbioldgica de aislados bacterianos mediante pruebas
fenotipicas en medios de cultivo

1.9 Aislamiento de bacterias

Una vez identificadas las bacterias, se cultivo en placas para el aislamiento, se
debe seleccionar una colonia que este aislada. Con la ayuda de una aza esterilizada se
obtuvo el cultivo por estrias en el agar, se procede a incubar las placas con la bacteria. Se
realiz6 un aislamiento o re-cultivo en el medio TSA utilizando diluciones de
1073y 10™*. De estas diluciones, se seleccionaron aquellas bacterias cuyas
caracteristicas fueron relacionadas con posibles patdégenas como, por ejemplo: TCBS:
amarrillas, verdes luminiscentes y no luminiscentes. CHROMagar: V. alginolyticus, color

crema. V. vulnificus, color turquesa. V. parahaemolyticus, color rosado (CLSI, 2018).
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Figura 6

Aislamiento de bacterias

Placa con colonias

Colonias puras y aisladas

Estriado en TSA

Encubar 35° por 24h

Congelador -20°
TSB 2%
b ]

‘- - ! A - glicerol 15%

Volumen final 1ml

Hielera

Nota. Diagrama metodologico del procedimiento de aislamiento y criopreservacion de

bacterias.

1.10 Criopreservacion de bacterias

Una vez que las colonias proliferaron, se utilizé tubos Eppendorf previamente
esterilizados que contenian Tryptic Soy Broth (TSB) al 2% y glicerol al 15% en un
volumen total de 100 ml. Aislamos cada una de las bacterias en agar TSA, procedemos a
colocar 1500/ de TSB en la placa y con la ayuda de una lanceta homogenizamos las
bacterias en el TSB y la transferimos a los tubos de Eppendorf con la ayuda de una
micropipeta. Para minimizar la toxicidad del glicerol en las bacterias, colocamos los tubos

en una bandeja con hielo. Finalmente, se almacenan en un congelador a -20 °C (Avila,

2006).
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1.11 Antibiograma

Se trabajo con bacterias previamente aisladas verificando que no se encuentre
contaminacion, con un crecimiento adecuado, esto fue realizado mediante la siembra de
estriado por agotamiento para verificar su contaminacion. Posterior a la verificacion de
la cepa bacteriana no se encuentra contaminada se realizé una suspension bacteriana de
cada una de las bacterias aisladas utilizando como referencia a un estdndar de turbidez
0.5 McFarland, equivalente a un aproximado de 1,5x108UFC/ml con tubos de ensayo
con 5Sml de solucidn salina a 20 ppm estéril. En una caja con 15ml de agar TSA ajustando
con la salinidad del Mar, cultivamos las bacterias con un isopo esterilizado humedecido
en la suspension bacteriana esparciendo la bacteria por toda la superficie de nuestro agar
solidificado, posteriormente se colocaron discos comerciales de sensibilidad esterilizadas
y embebidas en suspensiones de antibioticos (florfenicol 30 pg y oxitetraciclina 30 pg),
en las placas siguiendo un orden, distancia las cuales nos permitan medir la respuesta
positiva o negativa de las bacterias frente al antibiotico y marcando las placas en la zona
trasera. Para nuestros controles negativo se utilizaron placas sin bacteria, descartando que
exista contaminacion en el agar empleado, como control positivo se emplearon
antibidticos comerciales en polvo colocados como verificacion de respuesta bacteriana.
Se incubaron las placas por 24 horas a 35°C para que prolifere la bacteria, cuando haya
crecido poder determinar las respuesta de inhibicion o sensibilidad ante estos compuestos
terapéuticos, en ellos se medira el radio para medir la AMR, empleando una regla en mm
de su radio determinado entre resultados sensible (mayores a 18mm), intermedio (de 11
a 17mm), resistente (menor a 10mm), cuya respuesta debe ser multiplicada por 2 para la
obtencion del diametro de respuesta en caso exista interferencias entre halos de

inhibicion. (Cercenado, 2009).
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Figura 7

Antibiograma
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Nota. Metodologia para la realizacion y analisis del antibiograma basado en la

difusion radial de antibioticos en medios de cultivo.
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Capitulo IV

Resultados

1.12 Caracterizacion de bacterias
Se realizd una caracterizaciéon de 98 cepas bacterianas, el nimero total se
seleccionaron segtin el medio de cultivo empleado: en el agar Cetrimide se seleccionaron
19 bacterias, en el agar TCBS se obtuvieron 36 y en el medio CHROMagar se

seleccionaron 43 colonias bacterianas.

Se encontr6 en la caracterizacion de bacterias en el agar Cetrimide predomina las
bacterias brillantes con un total de 13 bacterias, en el TCBS se encontrd un total de 21
bacterias amarillas y en el medio de cultivo CHROMagar predomino el crecimiento de

bacterias turquesas (Figura 12).

Figura 8

Caracterizacion de bacterias por color y por medio de cultivo (agar).
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Nota. Esta imagen muestra las caracteristicas fenotipicas de color en los 3 medios

de cultivo, CHROMagar, Cetrimide y TCBS.

Durante la caracterizacion de bacterias, se observd lo siguiente: en el agar
Cetrimide predominé la forma irregular, con un total de 9 colonias; en el agar TCBS
también predomind la forma irregular; finalmente en el medio de CHROMagar, la forma

circular fue la mas frecuente con un total de 33 colonias (Figura 13).

Figura 9

Caracteristicas bacterianas segun su forma.
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Nota. La imagen mostré la caracterizacion morfologica de colonias bacterianas
cultivadas en medios selectivos: agar Cetrimide, TCBS y CHROMagar. Se identificaron
cinco tipos principales de formas coloniales: circular, irregular, filamentosa, rizoide y

fusiforme.

Se determiné que la caracteristica de borde predominate en el medio de cultivo
Cetrimide fue el borde ondulado, con un total de 9 colonias. En el agar TCBS se
identificaron 34 colonias con un borde entero, mientras que en el medio CHROMagar se

encontraron 39 colonias con las mismas caracteristicas de borde entero (Figura 14).

Figura 10

Caracterizacion morfologica de bacterias por borde
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Nota. La imagen mostrd la caracterizacion de colonias bacterianas segin la
morfologia de sus bordes, cultivadas en medios selectivos: agar Cetrimide, TCBS y
CHROMagar. Se identificaron cuatro tipos principales de borde: entero, ondulado, rizoide

y filamentoso.

En cuanto a la caracteristica de elevacion, en el medio Cetrimide predomind la
forma elevada, con un total de 9 colonias. En el agar TCBS se registraron 27 colonias con
elevacion convexa, mientras que en el medio CHROMagar la forma convexa fue la més

frecuente con un total de 27 (Figura 15).

Figura 11

Caracterizacion de bacterias por elevacion
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Nota. Esta imagen montro la variacion en la elevacion de colonias bacterianas
cultivadas en medios selectivos: Cetrimide, CHROMagar y TCBS. Se identificaron

cuatro tipos de elevacion: plana, elevada, convexa y pulvinada.

En el agar Cetrimide, el tamafio predominante de las colonias fue de 2mm, con un
total de 7 colonias. Por otro lado, en el agar TCBS se identificaron 12 colonias con un
tamafio de 3mm, mientras que en el medio CHROMagar el tamafio mas frecuente fue de

4mm en total de 14 colonias (Figura 16).
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Figura 12

Caracterizacion de bacterias por su tamano
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Nota. La imagen mostrd la variacion en el tamafio de colonias bacterianas

cultivadas en medios selectivos: Cetrimide, CHROMagar y TCBS. Se observaron

diametros que oscilaron entre aproximadamente 2 mm y 8 mm.
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1.13 Cuantificacion de unidades formadora de colonias

Para la cuantificacion de unidades formadoras de colonias (UFC) se tomaron en
cuenta muestras provenientes de laboratorios ubicados en las zonas de Mar Bravo, la
Diablica y San pablo, asi como diferentes estadios larvario: zoea mysis y post larva.

En la cuantificacion de colonias bacterianas destaco el resultado que destaco fue
el laboratorio de Arpdn tiene una carga bacteriana mas alta comparado con los demas
laboratorios, con un total de 6.9x10°> UFC /ml, este resultado corresponde a colonias de
color amarillas en el medio de cultivo TCBS. En el caso de la presencia baja de Vibrio
corresponde al laboratorio JSD, con un total de 3x103UFC/ml. Las bacterias que
presentaron mayor crecimiento fueron las amarillas en TCBS y de la misma manera V.
alginolitycus en CHROMagar. (Figura 17).

Figura 13

Carga bacteriana en el estadio larvario zoea
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Nota. Se cultivaron las bacterias en 3 diferentes tipos de medios de cultivo como

TCBS, CHROMagar y Cetrimide.
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En los resultados correspondientes al estadio larvario mysis, se identificd que el
laboratorio Estrella presento la carga bacteriana mas alta, con un total de 4.46x10° UFC.
Este valor se considera elevado y corresponde a la presencia de Vibrio alginolyticus. En
el caso de las colonias de color amarillo en el medio ce cultico TCBS fueron las que més

crecimiento obtuvieron en los analisis. (Figura 18).

Figura 14

Carga bacteriana en el estadio larvario mysis
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Nota. Los resultados corresponden a andlisis microbiologicos realizados en

medios de cultivo selectivos como el Cetrimide, diferenciales como son TCBS y
CHROMagar.

48



Los resultados correspondientes al estadio de postlarva indicaron que el
laboratorio con la mayor carga bacteriana fue OMARSA, con un total de 1.4 x 10° UFC.
Esta carga se detectdo en el medio de cultivo TCBS, observandose colonias de color
amarillo. La cual también es la presentd mayor crecimiento en todos los laboratorios

analizados en el estadio de PL (Figura 19).

Figura 15

Carga bacteriana en el estadio larvario Post Larva
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Nota. Los resultados se obtuvieron de diferentes medios de cultivos como el
CHROMagar que corresponde a bacterias vibrios, de la misma manera que el TCBS y
por ultimo muestras de Pseudomonas.
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1.14  Aislamiento y criopreservacion de colonias bacterianas

Se logr6 aislar y criopreservar un total de 98 bacterias a partir de los diferentes

medios de cultivo utilizados. De estas, 19 cepas fueron obtenidas a partir del medio

Cetrimide, 43 a partir de CHROMagar, y 36 a partir del medio TCBS (Figura 20).

Figura 16

Total en porcentaje de bacterias aisladas por agar
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Nota. La distribucion de las bacterias aisladas y criopreservadas mostrd que el
mayor porcentaje (44%) provino del medio de cultivo CHROMagar, seguido por un
37% del medio TCBS y un 19% del medio Cetrimide. En total, se obtuvieron 98
aislamientos bacterianos.
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1.15 Sensibilidad de bacterias ante compuestos terapéuticos

Se tomaron en cuenta las bacterias resistentes e intermedias segun los rangos los

cuales son:

) Intermedio= 11mm a 17mm

° Resistente= 10mm

En la resistencia al antibidtico oxitetraciclina se encontraron 28 bacterias que
varian desde los Omm hasta los 16mm, donde se encontré6 mayor resistencia fue en las
bacterias con el codigo G15, G16, K7, M2, N2, R8, Z1 y AC1; con un halo de inhibicion
de Omm. (Figura 19).

Figura 17

Resistencia de bacterias al antibiotico oxitetraciclina en mm
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Codificacion de las bacterias
Nota. Se analizaron un total de 98 aislamientos bacterianos, de los cuales 27

(aproximadamente el 27.5%) presentaron resistencia a la oxitetraciclina. Este hallazgo

resalta la presencia de cepas resistentes dentro de la poblacion estudiada.
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Encontraron resistencia al antibiotico florfenicol a 15 bacterias donde se
encuentran bacterias con Omm de radio, hasta los 16mm, en las bacterias con c6digos
K3 y R8, presentaron una resistencia de Omm, es decir las bacterias con mayor

resistencia (Figura 20).

Figura 18

Resistencia de bacterias al antibiotico florfenicol en mm

Florfenicol

20
18

18 18
16
16
14
12 9
10 8
6
0

G15 G16 J4 K2 K3 K6 K7 L7 N2 O5 R7 R8 Y2 AB1 ACI
Codificacion de las bacterias

©

Halos de inhibicion (mm)
D

oN

Nota. Se analizaron un total de 98 aislamientos bacterianos, de los cuales 15
(aproximadamente el 15.3%) presentaron resistencia a antibidticos. Este resultado

evidencid la presencia de cepas resistentes dentro de la muestra estudiada.

52



Capitulo V

Discusiones

En este estudio, los resultados obtenidos en la cuantificacion de unidades
formadoras de colonias en los codigos analizados mostraron cargas bacterianas dentro de
los rangos Optimos. En los medios de cultivos TCBS y CHROMagar se registraron
resultados de concentraciones de 10* UFC/ml, lo cual refleja una adecuada calidad
microbiologica. Segun Anwar Hasan (2020), en un monitoreo realizado cada 5 dias, desde
el dia 5 hasta el dia 60. La poblacion de vibrio alcanzo niveles hasta 103 - 10* UFC/ml,
considerado como un umbral maximo permisible para bacterias del género vibrio en
sistemas acuicolas. Esto se confirm¢ en el estudio realizado por J. AYASREE et al., (2006)
en el que se inocul6 vibrios de manera intramuscular a camarones sanos, como resultado
se observo, sindrome de caparazon flojo (Loose Shell Syndrome) en todas las etapas del
camaron. El analisis microbioldgico reveld una carga de 108 UFC /ml causando un 100%

de mortalidad a los 10 dias de infeccion.

El uso de antibidticos produjo que las bacterias se encontraron en presion
selectiva, ayudando a favorecer a las resistencias, en este estudio se utilizo el método de
Kirby-Bauer detectando resistencias de bacterias aisladas de larvas de Penaeus vannamei.
Con total de 98 cepas bacterianas analizadas, 26 bacterias se detectaron resistentes para
oxitetraciclina y para florfenicol se detectaron 14 bacterias resistentes; estas bacterias se

encontraron en rangos debajo del umbral establecido por el estandar CLSI, 2023.

Segtin diversos estudios realizados, la manifestaciones fenotipicas de resistencias
antimicrobianas estan frecuentemente asociadas con la presencia de genes especificos de
resistencia, estos genes ubicados en plasmidos, transposones u otros elementos genéticos
moviles (Poirel et al., 2018; Partridge et al., 2018). Cepas que muestraron resistencias

fenotipas frente a antibidticos como florfenicol y oxitetraciclina suelen portar genes como
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floR, fexA, tetA, tetM, etc. Las cuales codificas proteinas que expulsan efectivamente el

antibidtico, modificando su blanco o la inactivacidon enzimaticamente (Roberts, 2001).

Es importante destacar que la resistencia fenotipica antimicrobiana observada en
las cepas bacterianas aisladas de camarones no debi¢ atribuirse exclusivamente al uso de
antibidticos en ambientes de cultivo. Si bien el uso de antimicrobianos en acuicultura fue
un factor reconocido en la seleccion de cepas resistentes (Cabello et al., 2013), existen
otros factores ambientales y antropogénicos que pudieron contribuir significativamente a

la presencia de bacterias resistentes en ecosistemas costeros.

En los tltimos afos, se ha evidenciado que muestra como los ecosistemas marinos
costeros, especialmente aquellos cercanos a zonas urbanas o agricolas, estan siendo
impactados por la llegada constante de bacterias resistentes (Baquero et al., 2008;
Wellington et al., 2013). Es especialmente preocupante en regiones tropicales como la
costa ecuatoriana, donde las lluvias intensas y los desbordes de rios facilitaron el arrastre
de contaminantes hacia el mar. En estos ambientes propicios para bacterias, los elementos
genéticos moviles como plasmidos, integrones y transposones los cuales permiten que las
resistencia se transfieran entre bacterias, lo que amplifica el riesgo de transmision

(Aminov, 2007; Zhang et al., 2021).

Las bacterias resistentes no solo han permanecido en el agua o los sedimentos,
sino que también pudieron integrarse al microbioma de organismos marinos como los
camarones, sin necesidad de intervencion humana (Marti et al., 2014; Danner et al., 2019).
Esto significd que, aunque no se utilizaron antibidticos en el cultivo, los animales
pudieron adquirir resistencias por estar expuestos a un entorno contaminado. Por este
motivo, fue fundamental considerar no solo el manejo dentro de las granjas acuicolas,
también el estado ambiental de las zonas costeras, ya que factores como la contaminacion

puedieron favorecer la aparicion de resistencia (Kiimmerer, 2009).
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Conclusiones

En esta investigacion se logrd caracterizar un total de 98 bacterias, mediante
caracteristicas fenotipicos basados morfoldgicas observables, como borde, forma, color,
elevacion y tamafio de las colonias. Este esquema de identificacion permite una
clasificacion preliminar de los organismos. Aunque, presenta limitaciones en cuanto a la

precision, lo que podria afectar la correcta identificacion del microorganismo.

En la cuantificacion de unidades formadoras de colonias, se determinaron que las
muestras analizadas por codigo se encontraron en rangos Optimos. Por cada medio de
cultivo presentaron rangos saludables aproximados a 10* en los agares TCBS vy
CHROMagar, mientas que en el medio de cultivo Cetrimide el rango que dié6 como
resultado es de 102. Estos resultados se encuentran dentro de los rangos considerados

adecuados para una produccién microbioldgica saludable.

En la evaluacion de sensibilidad a compuestos terapéuticos mediate el método de
antibiograma, se analizaron 98 muestras. De las cuales 26 cepas presentaron resistencias
a oxitetraciclina, mientras que 14 mostraron resistencia a florfenicol. La clasificacion de
resistencias se baso en la medicion de halo de inhibicion, el criterio de resistencia se baso

en el diametro inferior a 18mm.

En el método de antibiograma, se analizaron un total de 98 muestras. De las cuales
27 cepas bacterianas presentaron halos de resistencias al antibidtico oxitetraciclina,
mientras que 15 cepas mostraron halos de inhibicion. Se tomo en cuenta bacterias con
halos < a 12 mm, como resistentes. Mientras que se consideraron bacterias con halos > a

12 y <a 18mm como bacterias susceptibles.
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Los resultados obtenidos a través del analisis fenotipicos (Kirby-Bauer) mostraron
un numero significativo de cepas bacterianas (40) las cuales presentaron una resistencia
o sensibilidad intermedia frente a antibioticos florfenicol y oxitetraciclina. Indicando un
comportamiento y capacidad reducida o nula de inhibicion del crecimiento bacteriano,
frente a concentraciones estdndares de estos antimicrobianos, sugiriendo una presencia

de mecanismo de resistencia.

Las limitaciones metodologicas como las presentadas en el trabajo, referentes a la
falta de un control positivo y negativo, reducen la certeza con la que se interpretaron los
resultados de amplificacion génica, y deberian considerarse con atencion al momento de
evaluar la presencia de genes de resistencia. Para investigaciones futuras, es fundamental
incorporar los controles adecuados y optimizar las condiciones de la PCR para obtener

resultados mas confiables y reproducibles.
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Recomendaciones

Se recomienda realizar un monitoreo constante de las larvas de camarén,
especialmente durante los estadios criticos de zoea y mysis. Aunque las concentraciones
de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) se mantengan dentro de rangos
considerados seguros, se siguen presentando mortalidades. Esto sugiere que podrian estar
involucrados otros factores, por lo que es fundamental identificar oportunamente las

posibles causas para tomar medidas correctivas eficaces.

Para obtener cultivos bacterianos exitosos en medios de cultivo, es fundamental
mantener condiciones de asepsia durante todo el proceso de siembra y manipulacion. Se
recomienda esterilizar adecuadamente el material de laboratorio. Las placas deben
incubarse a la temperatura 6ptima, generalmente 35 °C, durante 24 a 48 horas. Ademas,
es importante etiquetar correctamente las placas con fecha, tipo de muestra y condiciones

de cultivo, y almacenarlas en posicion invertida para evitar la condensacion sobre el agar.

Durante el desarrollo del estudio, se debe llevar un registro detallado de cada una
de las muestras, desde la fecha de realizacion de los monitoreos, asi también como los
resultados obtenidos de los andlisis microbioldgicos. Este sistema de trazabilidad nos

ayuda a facilitar el analisis de datos.

Se recomienda combinar pruebas bioquimicas con técnicas moleculares para
lograr una identificaciéon mas precisa y especifica de los géneros bacterianos, los cuales
permite una caracterizacion mas completa, ayudando a detectar la capacidad de

resistencias los cuales causan mortalidad en la produccion.

Se recomienda que los laboratorios mantengan un banco de cepas bacterianas

aisladas durante brotes de mortalidad en larvas de camardn. Conservar estas cepas
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permira realizar caracterizaciones futuras que pueden ser clave para entender patrones de
patogenicidad, resistencia a tratamientos o recurrencia de enfermedades. Esta practica no
solo fortalece la capacidad diagnostica del laboratorio, sino que también contribuye a la

prevencion y manejo mas efectivo de brotes en ciclos posteriores.

Es recomendable secuenciar cepas bacterianas aisladas durante brotes de
mortalidad, con el fin de contar con informacion genética valiosa para estudios
posteriores. Esta informacion puede ser utilizada en programas de analisis genético que
permitan identificar genes asociados a factores de virulencia, resistencia a antibioticos u
otros rasgos patologicos de interés. Contar con este tipo de datos no solo fortalece la
capacidad de respuesta ante enfermedades emergentes, sino que también abre la puerta a

estrategias de prevencion y control mas precisas y basadas en evidencia cientifica.
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Anexo 1

Aislamiento de cepas bacterianas

Anexo 2

Preparacion de medios de cultivo
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Anexo 3

Cuantificacion de unidades formadoras de colonias

Anexo 4

Recultivo de bacterias para criopreservacion
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Anexo 5

Andlisis de antibiograma por el método de Kirby-Bauer
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Anexo 6

Discos de antibioticos
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Anexo 7

Caracterizacion fenotipica de bacterias y tincion de Gram

adigd Estadio Agar C: i st Codigo bacteri{ Tincion Gram Gram negativas/Positivas
2538|PL3 CHROMagq turqueza circular entero elevado 2mm G3 GRAM NEGATIVAS
< 3
2538|PL3 CHROMagq turqueza irregular ondulado elevado Smm Gt GRAM NEGATIVAS
5
/

2538|PL3 CHROMagq Roza fuziforme entero plana 2mm G2 \J GRAM NEGATIVAS
2538|PLS CHROMagq Roza circular entero plana 3mm G13 GRAM NEGATIVAS
2538|PL3 CHROMagq turqueza fuziforme entero elevada dmm G4 GRAM NEGATIVAS

.
-~ -
)
2538|PL3 Cetrimide | brillante circular entero convexa 3mm G1S > GRAM NEGATIVAS
|
*
2538|PL3 Cetrimide | crema circular entero convexa 3mm G16 > GRAM NEGATIVAS
23
R
v
2660|PL2 TCES amarilla circular entera convexa 3mm 7 GRAM NEGATIVAS
v

2660|PL2 TCES verde circular entera convexa dmm 18 GRAM NEGATIVAS
2660|PL2 CHROMagq crema circular entera convexa 3mm 10 GRAM NEGATIVAS
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2660|PL2 TCBS amarilla circular entera convexa 3mm i} GRAM NEGATIVAS
2660|PL2 TCES wverde circular entera convexa 2mm 1z g GRAM NEGATIVAS
2660|PL2 Cetrimide | brillante circular entero convexa 3mm 13 - - GRAM NEGATIVAS
N
2661| 20EA 3 TCBS wverde circular entera elevada 3mm J4 : GRAM NEGATIVAS
-2'6?1 —Z-O-EA-3 -C.NRDT\.ﬂ'ag tfrq.ufn circular cnt‘cia"cfta-d.a 4mm . J7 GRAM NEGATI\{AS
2662 MYSIS 3 TCBS amarilla irregular ondulado clevada 3mm K1 ' GRAM NEGATIVAS
2662 MYSIS 3 TCBS wverde circular entera convexa 4mm K2 GRAM NEGATIVAS
2662 MYSIS 3 Cetri brillante filamentoza filamentoza plana Smm K3 GRAM NEGATIVAS
2662|MYSIS3 | TCBS verde fusiforme enters convexs Smm K6 GRAM NEGATIVAS
2662 MYSIS 3 CHROMaqgq turqueza circular entera elevada 3mm KT GRAM NEGATIVAS
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B
2662|MYSIS3 | CHROMagq Crema circular entera elevads 2mm K8 GRAM NEGATIVAS
2
h °
2668/ PL1 CHROMagy crema circular entera plana Smm L4 N GRAM NEGATIVAS
2665/ PL1 CHROMagq turquess circular entera convexa $mm L5 GRAM NEGATIVAS
2663 PLY CHROMagq crema irreqular ondulada elevada 3mm 6 GRAM NEGATIVAS
2668/ PL1 Cetrimide | brillante irreqular ondulado plana 2mm [ GRAM NEGATIVAS
2664 20EA 2 CHROMagq turquesa circular entera convexa dmm M GRAM NEGATIVAS
2664 | 20EA 2 CHROMagq crema circular entera convexa 3mm M2 GRAM NEGATIVAS
. .
2664 | 20EA 2 CHROMagq turquesa circular entera convexa 3mm M3 aos GRAM NEGATIVAS
o
y 5
. ES
Lot
' o5
2664|20EA2 | CHROMagq rosa circular entres plana 2mm M ¥ GRAM NEGATIVAS
2666|NAUPLIO |TCBS | verde circular entera convexa Smm 2 GRAM NEGATIVAS




2701|PLT brillante irregular ondulado plana 2mm o1 GRAM NEGATIVAS
s
2701[PLT CHROMagd crema circular entera convexa dmm 02 GRAM NEGATIVAS
2701|PLT CHROMaqgq turquesa circular entera convexa Smm 03 GRAM NEGATIVAS
2701|PLT Cetrimide | brill izoide rizoide elevada dmm 05 GRAM NEGATIVAS
2704 | PLE. TCBS werde circular entera convexa 2mm RS GRAM NEGATIVAS
2704|PLE CHROMaqq turquesa irregular ondulado clevado Smm RE GRAM NEGATIVAS
2704|PLE CHROMaqgq crema circular entera convexa dmm RT GRAM NEGATIVAS
A
P
o
2704|PLE Cetrimide | crema rizoide rizoide elevada Tmm R8 GRAM NEGATIVAS
T
¢
:
2704|PLE TCBS amarilla circular entera convexa Smm R3 - GRAM NEGATIVAS
2704|PLE TCBS werde circular entera convexa 2mm R10 GRAM NEGATIVAS
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.
2101{pLs ToBS [amorills circusr enters elevads dmm st - GRAM NEGATIVAS
2101|pLs CHROM3qq turquezs circula enters convexs Smm 53 GRAM NEGATIVAS
20| pLs CHROMuqq croms circular ners elevads Smm se GRAM NEGATIVAS
2667|Mysis2 | CHROMsg] Turquess circulr entera convexs dmm T - GRAM NEGATIVAS
N
sealpie roms | Amaitle ifarme saters nlses G ™ ARAMNFRATIVAS
2663|pLe CHROM:qq Crems circulr enters contexs dmm, us GRAM NEGATIVAS
g .
<
2668 pLe Cotrimide_| Crems circulr entes elevads 2mm us GRAM NEGATIVAS
2669|pL2 Cotrimide_| Crems iregula ondulads clevads Smm, vt GRAM NEGATIVAS
2669|pL2 Cotrimide_| Crems circulr snters elevads 2mm vio GRAM NEGATIVAS
.
- &

2670[PLS TCBS wverde circular enters convexs 3mm w3 GRAM NEGATIVAS




2670|PL3 CHROMagd Turquesa circular entera convexa 3mm WT GRAM NEGATIVAS
2670[PL3 CHROMagq Crema circular entera convexa 2mm W8 GRAM NEGATIVAS
2670(PL3 CHROMagqd Roza circular entera convexa 2mm w3 GRAM NEGATIVAS
2674|PLS TCES Amarilla circular entera convexa 3mm X3 | | GRAM NEGATIVAS
e
2674|PLS TCBS Amarillo circular entera convexa 4mm X4 GRAM NEGATIVAS
2674|PLE CHROMagq Turqueza circular entera convexa Bmm X5 GRAM NEGATIVAS
2674|PLS Cetrimide | brillante rizoide rizoide elevada 4mm X6 GRAM NEGATIVAS
2674|PLS CHROMagq turqueza circular entera convexa 4mm X7 GRAM NEGATIVAS
\
2674|PLS CHROMagq Roza circular entera convexa 3mm X8 GRAM NEGATIVAS
- :
2675|PLE Cetrimide | brillante circular entera elevado 3mm Y1 ’ GRAM NEGATIVAS




2675|PLE Cetrimide | circular irreqular ondulado entero 2mm Y2 GRAM NEGATIVAS
v

2675|PLE TCBS amarilla circular entera convexa 2mm Y3 GRAM NEGATIVAS

2675 PLE TCBS Amarilla circular entera convexa 3mm Y7 GRAM NEGATIVAS

2675 PLE TCBS werde circular entera elevada 2mm Y8 GRAM NEGATIVAS

2676|pL2 TCBS | Amarill cireulor entera convexa dmm 21 GRAM NEGATIVAS
2634|20EA5  [TCBS | amorila circular enters convexa Smm AM GRAM NEGATIVAS
2634|20EA5  |TCBS |verde circulor enters convexs dmm Ak2 . GRAM NEGATIVAS
)I‘
2654|20EA3 | Cotimide |brillante irreqular ondulade plana 2mm AR3 GRAM NEGATIVAS
2634|20EA5 | CHROMag] turquess circular enters convers dmm AAY AL GRAM NEGATIVAS
t e
.
2634|20EA5 | CHROMag] erems circular enters convexs Smm AhS ~ GRAM NEGATIVAS




3
F ety
2684|20EA3  |TCBS | verde circular enters convexs 6mm e GRAM NEGATIVAS
2654|20EAS  |TCBS | amarill circular enters elevads Tmm AaT GRAM NEGATIVAS
2684|20EA3 | CHROMgq turquess circular sntera convers mm AAS GRAM NEGATIVAS
N
2684|20EA3  |TCBS | smurill irreqular sndulsdo convexs Smm e GRAM NEGATIVAS
R
S
2683 PLa TCBS | verde circular enters convexs Smm 481 ’ GRAM NEGATIVAS
2683 PLe TCBS [ verde circular enters convexs 4mm 4BS GRAM NEGATIVAS
2653 PLe TCBS | verde circular enters convexs Smm 4BS GRAM NEGATIVAS
2686|20EA2 | Cotrimide | brilante irrequisr ondulsdo elevado 2mm act GRAM NEGATIVAS
2636|20EA2 | CHROMaq turquesa circular enters convexa Smm AC3 it GRAM NEGATIVAS
2656|20EA2  [TCBS | amorill circular enters convexs dmm ace GRAM NEGATIVAS




crema irreqular ondulada convexs Bmm

GRAM NEGATIVAS

2686|20EA 2

crema fuziforme entera pulvinads

GRAM NEGATIVAS

2686|20EA 2

amarilla fuziforme entera plana 2mm

GRAM NEGATIVAS

2687[PL2

2687[PL2

turquesa circular entera convexa dmm

GRAM NEGATIVAS

crema circular entera elevada Smm

GRAM NEGATIVAS

2687[PL2

verde circular entera convexa 4mm

GRAM NEGATIVAS

2687[PL2

2687[PL2

amarilla fuziforme entera plana 2mm

GRAM NEGATIVAS

amarilla circular enters convexs Smm

GRAM NEGATIVAS

2687[PL2

brillante irregular ondulado plana 6mm

GRAM NEGATIVAS

2687[PL2

2687[PL2

brillante irregular ondulado plana Tmm

GRAM NEGATIVAS




2637|PL2 CHROMaqq turquesza circular entera convexa Bmm ADIO GRAM NEGATIVAS
2687|PL2 CHROMagq crema fuziforme entera plana 2mm AD1 GRAM NEGATIVAS
.
2737|PLY Cetrimide | brillante irreqular ondulade plana Smm AE1 GRAM NEGATIVAS
> -
£ 94
\
2 kred
£
~ D%
2737|PLY CHROMaqgq turquesza circular entera convexs 4mm AES GRAM NEGATIVAS
-
'
[P >
. Pa
\C N
2737|PLY CHROMaqgq crema fugiforme entera plana 2mm AES GRAM NEGATIVAS
%
2137[PLY TCBS amarilla circular entera convexa 3mm AES GRAM NEGATIVAS
’
2737| PLY TCBS amarilla circular entera plana 2mm AET GRAM NEGATIVAS
.Y e
&
y
» e
» .
2137 PL4. CHROMagq turquesa circular entera convexa bmm AES GRAM NEGATIVAS
.
pA Y]
T
*
2137[PLY TCES amarilla circular entera convexa 4mm AE1D GRAM NEGATIVAS
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