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RESUMEN

La investigacion buscé determinar el nivel de residuos antibidticos en tejidos de
cangrejo de manglar (Ucides occidentalis) y de langostinos silvestres (Litopenaeus
vannamei), asi como, el tipo de genes de resistencia antibidtica (ARGs) de
tetraciclinas en cepas bacterianas aisladas de los mismos. Se recolectaron 10
cangrejos y 10 langostinos silvestres de Puerto Pizarro, El Bendito y la
desembocadura del rio Tumbes. Los animales fueron sacrificados disminuyendo su
temperatura corporal. De éstos se extrajo muestras de hepatopancreas, intestino y
hemolinfa que se sembraron en agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) y agar
tripticasa soya (TSA), las cepas se purificaron en TSA. Se determind la resistencia
antibiotica de las cepas bacterianas frente a 12 antibiéticos. También se
identificaron molecularmente dichas cepas. Se determiné los residuos antibioticos
en los tejidos de cangrejos del manglar y langostinos y la presencia de ARGs de
tetraciclinas (tetA, tetB, tetD y tetE). Se lograron aislar de Ucides occidentalis, 53
cepas en TCBS y 93 cepas en TSA y de los langostinos, 64 cepas en TCBS y 68
en TSA. La mayoria de las cepas de Vibrio spp. aisladas de U. occidentalis fueron
resistentes de uno a cuatro antibidticos. ElI 58,8% fueron resistentes a
estreptomicina y 23,5% a fosfomicina. El 100% fueron sensibles al cloranfenicol y
en menor proporcién al florfenicol, tetraciclina y norfloxacina (94,1%) y a la
oxitetraciclina (88,2%). Todas las cepas de Vibrio spp. aisladas de langostinos
silvestres fueron resistentes de uno a tres antibioticos. Siendo el 92,9% resistentes
a ampicilina 'y el 42,9% a estreptomicina. El 100% fueron sensibles al cloranfenicol
y florfenicol, y 92,9% a gentamicina. Los niveles de residuos antibi6ticos de
tetraciclinas en tejidos de ambos organismos, no excedieron el limite maximo de
residuos (LMR) establecido en la legislacién y no se observé ARGs de tetraciclinas
tetA, tetB, tetD vy tetE.

Palabras clave: resistencia antibi6tica, residuos antibidticos, ARG, tetraciclina,

Ucides occidentalis, Litopenaeus vannamei.
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ABSTRACT

The research sought to determine the level of antibiotic residues in tissues of
mangrove crab (Ucides occidentalis) and wild shrimp (Litopenaeus vannamei), as
well as the type of antibiotic resistance genes (ARGSs) of tetracyclines in bacterial
strains isolated from them. Ten crabs and ten wild shrimp were collected from
Puerto Pizarro, El Bendito and the mouth of the Tumbes River. The animals were
sacrificed by lowering their body temperature. Samples of hepatopancreas, intestine
and hemolymph were extracted from them and plated on thiosulfate citrate bile
sucrose agar (TCBS) and trypticase soy agar (TSA). The strains were purified in
TSA. The antibiotic resistance of the bacterial strains against 12 antibiotics was
determined. They were also molecularly identified. Antibiotic residues in the tissues
of mangrove crabs and shrimp were determined, as well as the presence of
tetracycline ARGs (tetA, tetB, tetD and tetE). From Ucides occidentalis, 53 strains
were isolated in TCBS and 93 strains in TSA, and from shrimp, 64 strains were
isolated in TCBS and 68 in TSA. Most of the Vibrio spp. strains isolated from U.
occidentalis were resistant to one to four antibiotics. 58.8% were resistant to
streptomycin and 23.5% to fosfomycin. 100% were sensitive to chloramphenicol and
to a lesser extent to florfenicol, tetracycline and norfloxacin (94.1%) and to
oxytetracycline (88.2%). All Vibrio spp. strains isolated from wild shrimp were
resistant to one to three antibiotics. 92.9% were resistant to ampicillin and 42.9% to
streptomycin. 100% were sensitive to chloramphenicol and florfenicol, and 92.9%
to gentamicin. The levels of antibiotic residues of tetracyclines in tissues of both
organisms did not exceed the maximum residue limit (MRL) established in the

legislation and no ARGs of tetracyclines tetA, tetB, tetD and tetE were observed.

Keywords: antibiotic resistance, antibiotic residues, ARG, tetracycline, Ucides

occidentalis, Litopenaeus vannamei.
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.  INTRODUCCION.

La contaminacion en la actualidad es un problema que amenaza a multitud de
ecosistemas, siendo el ecosistema del manglar uno de los méas afectados por ésta,
en particular por diversos contaminantes algunos de ellos son bastantes noveles,
pero a su vez muy peligrosos como es el caso de los antibidticos y los genes de
resistencia a antibiéticos (ARGs), que pueden alterar el funcionamiento de los
ecosistemas al modificar la composicion y abundancia de las comunidades
bacterianas e incluso amenazar la salud del ser humano que entra en contacto con
dicho ecosistema al ingresar al mismo o al consumir sus productos.

Actualmente existe una gran preocupacion por el uso de antibioticos (Oldenkamp
et al.,, 2019); pues éstos alteran el equilibrio microbiano originando resistencia
bacteriana (Grenni et al., 2018; Ledn, 2015).

Los antibidticos se han usado para tratar infecciones bacterianas, asi como para
estimular el crecimiento y prevenir enfermedades infecciosas en la crianza de
animales (Zhu et al., 2013); el consumo de antibiéticos se ha acelerado, en el 2013
alcanz6 las 320 000 toneladas a nivel mundial y se estima que el crecimiento
seguira y que para 2030 serd 67% mas que el registrado en 2015 (Blaser et al.,
2021; Van et al., 2020; Zhang et al., 2015).

Entre las diferentes familias de antibioticos, las tetraciclinas son de las mas usadas,
ocupando el segundo lugar a nivel mundial (Xie et al., 2010), debido a su bajo costo
y amplio espectro antibiético (Xu etal.,, 2021). Entre las tetraciclinas, la
oxitetraciclina es la mas usada por la acuicultura a nivel mundial (Suzuki et al.,
2019).

Las tetraciclinas generan un gran problema en el medio acuatico porque se
acumulan en los organismos y se integran a la cadena trofica, pudiendo afectar a
la salud humana (Liu et al., 2019; Wilson et al., 2004), al seleccionar bacterias con

resistencia antibiética (Zhuang et al., 2021).



Los antibidticos originan presion selectiva en la comunidad bacteriana, haciendo
gue bacterias con genes que les permiten sobrevivir a ellos proliferen, estos genes
se denominan genes de resistencia a antibidticos (ARGS); ellos mismos son
considerados desde 2006, como poluentes emergentes, por su persistencia,
capacidad de replicacion y poder de propagacion en el ambiente (Ruan et al., 2020;
Zhao et al., 2020).

En la actualidad los antibiéticos y ARGs se han reportado en casi todos los medios
acuaticos, incluyendo el ecosistema del manglar (Hanna et al., 2018; Y. Li et al.,
2017; Maiti & Chowdhury, 2013; Yuan et al., 2019; Zheng et al., 2021; Zhuang et al.,
2021).

El manglar de Tumbes alberga especies hidrobiolégicas que se explotan para el
consumo humano, como son el cangrejo del manglar (Ucides occidentalis), y los
langostinos silvestres (Litopenaeus spp. y Farfantepenaeus spp.) (Ordinola, 2022;
Ordinola-Zapata et al., 2020), éstos estan expuestos a diversos poluentes entre
ellos posiblemente a residuos antibiéticos y ARGs (Grande, 2020).

En investigaciones como las de De Silva et al. (2018), Liu et al. (2019) y Su et al.
(2018), se ha hallado que langostinos de diversos paises portan bacterias
resistentes a antibioticos y ARGs, por lo que es posible que los langostinos de la
region Tumbes, también puedan portarlos; por otro lado, si bien no se ha podido
localizar investigaciones que hallan tratado de determinar la existencia de bacterias
resistentes a antibioticos o de ARGs en el cangrejo del manglar (U. occidentalis),
es probable que existan, pues se ha reportado en su especie hermana Ucides
cordatus, la presencia de cepas bacterianas tales como Vibrio spp. en el Brasil
(Vieira et al., 2004), incluso de cepas de Vibrio spp. y de Escherichia coli que fueron
resistentes o multirresistentes a antibioticos (Carvalho et al., 2016), bacterias de
estas especies también se han reportado como portadoras de ARGs (Li et al., 2022;
Liu et al., 2019).

En base a lo antes expresado, es que es posible que existan residuos antibiéticos
y ARGs en recursos como el cangrejo del manglar y langostinos que son extraidos
del manglar de Tumbes, los cuales podrian constituir un riesgo para los
consumidores; en particular, y dado que en investigaciones previas se han
reportado cepas de Vibrio resistentes a tetraciclinas; asi como, por el hecho que en
las empresas langostineras de la region se ha usado oxitetraciclina en los cultivos

de langostino, cuyos efluentes son vertidos al manglar; es conveniente determinar
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el nivel de residuos de tetraciclinas y de ARGs en bacterias presentes en tales

recursos.

Por ello, esta investigacion tuvo como obijetivo:

Determinar el nivel de residuos antibioticos en tejidos de cangrejo de manglar
(Ucides occidentalis) y de langostinos silvestres (Litopenaeus vannamei), asi como
el tipo de ARGs de tetraciclinas en cepas bacterianas aisladas de los mismos, en
el manglar de Tumbes en el afio 2022.
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ll. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Bases teoricas.

2.1.1. Ecosistema del manglar

En el Peru el ecosistema del manglar se encuentra restringido a las regiones de
Tumbes y Piura, siendo el departamento de Tumbes el que cuenta con la mayor
extension de manglar (aproximadamente 5000 ha frente a 300 ha en el
departamento de Piura) (Ordinola-Zapata et al., 2020; Sernanp, 2017), en el
manglar de Tumbes se halla también una zona protegida conocida como el
Santuario Nacional Los Manglares de Tumbes (SNLMT), éste tiene una extension
de 2972 ha (Cisneros & Suncion, 2019). Los manglares de Tumbes son
ecosistemas que estan amenazados por actividades antrépicas como la agricultura
y la acuicultura, asi como por la polucion originada por residuos sélidos y efluentes
que introducen contaminantes quimicos y biolégicos al medio afectando la

diversidad biolégica de la zona (Moran & Hidalgo, 2018).

Los manglares son centros de diversidad Unica, siendo reconocidos como uno de
los ecosistemas marino costeros mas biodiversos del planeta (Imchen et al., 2018;
Maiti & Chowdhury, 2013); en el caso del manglar de Tumbes, existe una variedad
de organismos que juegan papeles importantes tanto ecolégica como
econémicamente, tal es el caso del cangrejo del manglar y los langostinos
(Ordinola-Zapata et al., 2020; Takahashi & Martinez, 2015).

2.1.2. Cangrejo del manglar (Ucides occidentalis)

El cangrejo del manglar se distribuye desde Baja California (México) hasta el estero
San Pedro de Vice en Piura (Peru) (Aleman & Ordinola, 2017), su pesqueria se
realiza de forma artesanal en la regiébn de Tumbes comercializandose vivos, siendo
el crustdceo mas explotado en el manglar; si bien no existe un registro exacto de
Su captura, se ha reportado que el afio 2008 se capturo 143,8 t equivalente a 1,1
millones de ejemplares (Aleman et al., 2019; Ordinola et al., 2020).



Por otro lado, el cangrejo del manglar es una especie clave del ecosistema pues se
encarga de reciclar el 84% de la materia organica procedente de la hojarasca,
evitando el empobrecimiento de su suelo, adicionalmente ayuda a oxigenar el suelo
anoxico del manglar favoreciendo la oxidacion de la materia organica en el mismo
(Ordinola-Zapata et al., 2018).

Los cangrejos del manglar pueden ser afectados por los contaminantes que se
hallan en el manglar, especialmente en su sedimento, por ello pueden ser utilizados
como biomonitores pues rednen caracteristicas que los hacen ideales, tales como:
tener amplia distribucién, longevidad y habitos alimenticios sencillos; por ello, se les
ha usado como biomonitores de contaminantes tales como metales pesados
(Chuquimarca, 2015).

2.1.3. Langostinos silvestres

En el ecosistema del manglar se han encontrado especies de langostinos nativos
tales como Litopenaeus vannamei, L. stylirostris, Farfantepenaeus californiensis, F.
occidentalis y F. brevirrostris (Alfaro et al., 2014; Ordinola, 2022), la pesqueria de
langostinos silvestres es una de las que tiene mayor volumen de captura en
Tumbes, en 2018 representd la segunda pesqueria de invertebrados con mayor
volumen de captura con 54,56 t; si bien es cierto que la pesqueria de estos
langostinos se da fundamentalmente en el mar, sus estadios post-larval y juvenil se
hallan en los manglares (Takahashi & Martinez, 2015), por lo que estan expuestos

a los contaminantes que se puedan encontrar en el manglar.

2.1.4. Contaminantes en el manglar

Los manglares a nivel mundial son uno de los ecosistemas mas amenazados por
diversas causas, siendo una de ellas la contaminacion por diversos poluentes (Maiti
& Chowdhury, 2013) tales como: metales pesados (Nguyen etal., 2020),
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS), poluentes organicos persistentes
(POPs), productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCPs), compuestos
disrruptores endocrinos (EDCs) (Maiti & Chowdhury, 2013), microplasticos (Deng
et al., 2021), e incluso antibidticos y genes de resistencia a antibiéticos (ARGS)
(Zheng etal.,, 2021), estos dultimos considerados poluentes néveles en los

ecosistemas.
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2.1.5. Contaminacién por antibiéticos

La produccién de antibidticos se esta incrementando, asi los antibioticos
veterinarios fabricados en EEUU pasaron de 90 t en 1950 a 130 000 t en 2009; en
2016, China fabrico 1 470 000 t de antibi6ticos para el mismo fin (Pan & Chu, 2016).
El problema de la contaminacién por antibiéticos se relaciona tanto al alto volumen
de antibioticos empleados como a que éstos son poco absorbidos cuando ingresan
a los organismos de animales y seres humanos; se estima. que entre el 25 a 75%
de los antibidticos administrados son excretados sin ser metabolizados estos
residuos antibioticos se acumulan en los cuerpos naturales receptores (Xu et al.,
2020). El uso de antibioticos se espera seguira creciendo, asi Van Boeckel et al.
(2015) estiman que la produccion mundial de antibidticos para el 2030 aumentara
en 67% respecto a su produccion en 2010.

Entre los antibiéticos mas utilizados en el mundo se hallan los B-lactamicos y las
tetraciclinas, respecto a este Ultimo grupo se ha reportado que el afio 2013 se ha
vertido en los cuerpos de agua l6ticos de China, 12 000 t de tetraciclinas (Pan &
Chu, 2016).

2.1.6. Tetraciclinas

Las tetraciclinas son un grupo de antibiéticos integrado por antibiéticos de origen
natural, semi-sintético o sintético, se caracterizan por poseer cuatro anillos ciclicos,
gue les da su nombre: tetra = cuatro, ciclinas = ciclos (Markley & Wencewicz, 2018);
estos antibidticos se emplean para tratar enfermedades originadas por bacterias
susceptibles que atacan a la piel, al sistema urinario y genital, al sistema digestivo
y respiratorio, entre otros (Lesnik et al., 2015).

La primera de las tetraciclinas se aislo de Streptomyces aureofaciens en 1945y fue
conocida como clortetraciclina, mientras que la segunda lo fue en 1948, la
oxitetraciclina, uno de los antibiéticos mas empleados en veterinaria y acuicultura
(Martinez, 2018; Varela-Mejias & Alfaro-Mora, 2018).

Las tetraciclinas ejercen su poder antibiético bloqueando la sintesis de péptidos que
ocurre en el ribosoma bacteriano, especificamente a nivel de la subunidad 30S del

ribosoma (Varela-Mejias & Alfaro-Mora, 2018).
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El mecanismo de actuacion de las tetraciclinas se basa en bloquear la sintesis de
proteinas en las bacterias; las tetraciclinas se ligan a la subunidad menor del
ribosoma (30 S) impidiendo la sintesis de polipéptidos (Varela-Mejias & Alfaro-
Mora, 2018).

A pesar de que las tetraciclinas son un grupo de antibiéticos muy efectivos, ya se
han reportado cepas bacterianas resistentes a ellas (Markley & Wencewicz, 2018).
Debido al creciente problema de la resistencia antibiotica, diferentes paises han
establecido limites maximos permisibles para los residuos antibiéticos (LMR) en

alimentos.

2.1.7. Limites maximos permisibles para residuos antibiéticos en alimentos

En diferentes legislaciones se han establecido limites maximos permisibles para la
presencia de residuos antibioticos en alimentos; asi se tiene en Per( la norma
técnica sanitaria N° 120-Minsa/Digesa v.01. Norma sanitaria, que establece los
limites maximos de residuos (LMR) de medicamentos veterinarios en alimentos de
consumo humano (Digesa, 2016), en esta se ha establecido que en el musculo de
peces y crustaceos para consumo humano, el limite maximo de residuos para
clortetraciclina, tetraciclina y oxitetraciclina es de 200 pg/kg, mientras que en el caso
de los mismos antibiéticos mas sus 4-epimeros, en musculo y piel es de 100 pg/kg.
Por otro lado, la Union Europea mediante su Informe EMEA/MRL/023/95 establecié
que, en el caso de productos carnicos, de manera general el limite maximo de
residuos para oxitetraciclina, tetraciclina y clortetraciclina y sus 4-epimeros es de
100 pg/kg. Asi también el Codex Alimentarius (Codex Alimentarius Commission,
2018), ha establecido para langostinos (especificamente en el caso de P. monodon)

gue el LMR para oxitetraciclina es de 200 pg/kg.

Como se observa, tanto en la legislacion internacional como nacional se han
establecido limites maximos para los residuos de tetraciclinas y otros antibiéticos,
esto debido a la posibilidad de que tales residuos originen resistencia antibiética en

bacterias patdégenas para humanos.
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2.1.8. Resistencia a antibioticos

La resistencia a antibioticos es un proceso de seleccion natural que se viene dando
probablemente desde el surgimiento de los antibidticos naturales hace 2000
millones de afos; algunos estudios han mostrado que cepas resistentes al
antibiético eritromicina existieron hace mas de 800 millones de afios; asi también,
se ha registrado en muestras de permafrost de 30 000 afios de antigledad
obtenidas en Yukdn (Canada), genes de resistencia a tetraciclinas, B-lactdmicos y
glucopéptidos (D’Costa et al., 2011; Perry et al., 2016; Waglechner et al., 2021).
La resistencia moderna a los antibiéticos se debe a la presion selectiva que ejercen
el alto nivel de residuos antibiéticos que se originan por el uso excesivo de los

mismos (Grenni et al., 2018).

La resistencia a antibioticos se da a través de un conjunto de mecanismos entre los
cuales se encuentran la modificacion de la permeabilidad de la membrana celular
que impide o disminuye el ingreso del antibiotico a la célula bacteriana, el desarrollo
de bombas de eflujo para expulsar activamente al antibiotico del espacio intracelular
al extracelular asi como la sintesis de enzimas que hidrolizan a los antibiéticos
(Abrahamovich, 2018).

Todos los mecanismos de resistencia antibiética se codifican en los genes que
portan las bacterias en su ADN, los cuales a su vez se producen por mutaciones
(Garza-Ramos et al., 2009), la resistencia antibiotica también puede ser adquirida
cuando las bacterias obtienen genes de resistencia a antibidticos (ARGs) que no
pertenecen a su propio genoma sino que provienen de otras bacterias, esto puede
originar que algunas cepas bacterianas se conviertan en multirresistentes
(Magiorakos et al., 2012).
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2.1.9. Genes de resistencia a tetraciclinas

Segun Abrahamovich (2018) y Liu et al. (2019), la resistencia a tetraciclinas se da

a través de ARGs, existiendo una gran cantidad de ellos, los cuales se designan

con un término inicial que representa a cual de los antibidticos es resistente, asi en

el caso de los ARGs de resistencia a tetraciclina empiezan con tet y en el caso de

los de oxitetraciclina con otr; se han identificado 46 genes de resistencia a

tectraciclinas (tabla 1).

Tabla 1. Genes de resistencia antibioticos (ARGS) para tetraciclinas.

Antibiético Mecanismo Gen de resistencia a antibiético (ARG) Cantidad de
ARGs
Tetraciclinas ~ Bomba de eflujo tetA, tetA(P), tetB a tetl, tetV, tetY, tetZ, tet30, 28
tet31, tet33, tet35, tet38, tet39, tetd0, tetd1,
tet42, tet43, tet45, tcr3
Proteinas que tet, tetB(P), tetM, tetO, tetQ, tetS, tetT, tetW, 11
protegen al ribosoma  tet32, tet36, tet44
Enzimas que tetX, tet34 y tet37 3
inactivan al
antibiotico
Mecanismo tetU 1
desconocido
Oxitetraciclina Bomba de eflujo otrB, otrC 2
Proteinas que OtrA 1

protegen al ribosoma

2.2. Antecedentes

Los crustaceos pueden acumular en sus tejidos residuos de antibioticos y ARGs,

en particular existen investigaciones que demuestran que esto es posible en el caso

de langostinos, aunque no se han hallado investigaciones respecto a este caso en

el cangrejo U. occidentalis, es posible que este también pueda acumularlos dado

gue se han hallado bacterias resistentes a antibiéticos en tejidos de su especie

hermana U. cordatus.
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A continuacién, se muestran algunas de las investigaciones al respecto,
empezando por aquellas que han investigado residuos antibidticos y ARGs en
langostinos y culminando con aquellas que han investigado resistencia bacteriana

en U. cordatus:

Dinh etal. (2020), evaluaron la presencia de residuos de nueve familias de
antibioticos, entre ellas de tetraciclinas, en 56 muestras de pescados y langostinos
(L. vannamei y P. monodon), de cultivo y silvestres expendidos en Montreal
(Canadd), utilizaron una metodologia de extraccion de cromatografia liquida de alto
rendimiento (UHPLC) acoplado con espectrometria de masas en tandem. Los
resultados indicaron que 38% de las muestras mostraron residuos de estos
farmacos y 25% de las muestras tuvieron un nivel de residuos que superaban los
limites maximos establecidos en la norma canadiense, entre 2 y 11% de las
muestras mostraron residuos de tetraciclina (maximo: 36 ug/kg), 4-epi-

oxitetraciclina (18 pg/kg) y oxitetraciclina (13 pg/kg).

Khan & Lively (2020), investigaron la presencia de residuos de antibidticos
(oxitetraciclina, nitrofurantoina, cloranfenicol, fluoroquinolona) y sulfitos en
langostinos importados en EEUU, usando kits comerciales de ELISA (ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas). Encontraron que el 70% de las muestras
tuvieron residuos de nitrofurantoina, 7% de oxitetraciclina y 17% de fluoroquinolona,
pero ninguna tuvo de cloranfenicol, demostrando que los langostinos importados

por EEUU portaban residuos de antibiéticos.

Bahmani et al. (2020), evaluaron 360 muestras de carnes de diferentes aves,
vacunos y organismos acudaticos (trucha y langostino) comercializados en Iran, para
determinar la presencia de residuos de tetraciclinas mediante técnica de ELISA y
confirmado posteriormente mediante cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC). Encontraron que los langostinos tuvieron un nivel de residuos de
tetraciclinas de 31,80 pg/kg, pero que estuvo por debajo de los limites maximos
para residuos de este antibitico establecido por el Codex Alimentarius, asi
también, en la confirmacion de los niveles de residuos realizados con HPLC se
observo que estos fueron ligeramente superiores comparados a los obtenidos con
ELISA.
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Sharma et al. (2021), determinaron la resistencia antibidtica de cepas bacterianas
cultivables aisladas de langostinos frescos y cocidos, de la pesca en EEUU y de
cultivo importados de otros paises, que se expendieron en supermercados de
Florida y Georgia. De los langostinos se obtuvieron muestras de tejidos, éstas
fueron diluidas en agua peptonada al 0,1% y sembradas en placas con agar plate
count (para recuento de bacterias aerdbicas) y con agar violet red bile (para
coliformes), también en caldo tiotetraonato (para salmonelas), las bacterias fueron
identificadas amplificando un fragmento de su gen 16S ARNr y buscando su
secuencia con el software Blast, se realiz6 un ensayo de difusion en disco para
determinar la resistencia de las cepas bacterianas frente a 10 antibiéticos entre
ellos tetraciclina; también, se detectaron ARGs usando reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real dirigida a 10 ARGs, entre ellos a un ARG de
tetraciclinas (tetA). Los resultados mostraron que en langostinos frescos fue posible
identificar 110 cepas de las cuales las mas abundantes fueron de los géneros
Acinetobacter, Citrobacter, Morganella y Vibrio, mientras que en los cocidos,
Morganella, Proteus y Lelliottia. 20% de las cepas aisladas de langostinos cocidos
y 8,1% de las aisladas de langostinos crudos fueron resistentes a tetraciclina, asi
también se hallé, que 67% de las muestras de cepas de langostinos de cultivo y
12% de las de pesca portaron el gen tetA. Esto demostrd que incluso los langostinos
procedentes de la pesca, podian portar genes de resistencia a tetraciclinas.

Tsai etal. (2019), determinaron los residuos de antibidticos (cloranfenicol,
quinolonas y metabolitos de nitrofuranos) en tejidos de langostinos y camarones de
cultivo (L. vannamei, P. monodon y Macrobrachium rosembergii), para ello se
determind los niveles de residuos antibiéticos usando cromatografia liquida
acoplado a espectrometria de masas en tandem (LC/MS-MS), encontraron que
7,55% de las muestras tuvieron residuos antibiéticos; siendo que, L. vannamei tuvo
5,62 ng/g de enrofloxacina y 1,52 ng/g de flumaquina, mientras que P. monodon y

M. rosembergii tuvieron residuos de cloranfenicol.

Respecto a investigaciones relativas a ARGs en langostinos, se tiene:

Pham etal. (2018), determinaron la presencia de ARGs en efluentes de una

langostinera de cultivo intensivo de L. vannamei en Vietham. Aislaron cepas
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bacterianas de estos langostinos en agar nutriente suplementado con
sulfametoxazol, trimetoprim, ciprofloxacina, enrofloxacina y eritromicina. Se
aislaron cepas de Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
y Acinetobacter sp. multirresistentes a tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprim,
sulfonamida, aminoglucdsidos y R-lactamicos, de estas se extrajo ADN plasmidico
gue fue secuenciado para buscar ARGs. Se hallaron 41 genes de resistencia para
los antibiéticos sefialados y especificamente en el caso de tetraciclinas se identifico
tetA.

Su et al. (2018), evaluaron ARGs en langostinos cultivados en China, para ello
realizaron extraccion de ADN total del intestino de langostinos y se realiz6 analisis
de PCR tiempo real con primers para 13 ARGs: sull, sul2, tetA, tetG, tetM, tetQ,
cfr, cmlA, floR, gnrA, gnrB, gnrD y gnrS. Se hall6 que los ARGs mas abundantes
correspondieron a los que confieren resistencia a sulfamidas: sull y sul2, a
fenicoles: floR y a quinolonas: gnrD, asimismo también siguieron en abundancia los

gue otorgaron resistencia a tetraciclinas: tetA y tetG.

Las investigaciones sobre residuos antibioticos en langostinos no se han dado aun
en la region Tumbes y solo se ha localizado una sobre ARGs en la misma zona

misma que pasa a detallarse:

Grande (2020), aislé y caracteriz6 ARGs para tetraciclinas en cepas bacterianas de
Vibrio spp. en Tumbes (Peru), para ello obtuvo cepas de Vibrio spp. aisladas en
investigaciones anteriores por el Organismo Nacional de Sanidad Pesquera
(Sanipes), que fueron resistentes a los antibidticos ampicilina, tetraciclina y
oxitetraciclina, trimetoprim/sulfametoxazol, enrofloxacina y cloranfenicol. También
extrajo ADN para identificar ARGs mediante dos PCR muiltiples, la primera dirigida
a ARGs de cloranfenicol: cat I, cat Il, cat lll y cat IV, la segunda para ARGs de
tetraciclinas: tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG ademas de dos PCR simples para los
ARGs de tetraciclinas: tetM y tetS. Los resultados indicaron que 76,46% de las
cepas de Vibrio spp. fueron resistentes a ampicilina, 35,29% a tetraciclina y
oxitetraciclina, 0,84% a trimetoprim/sulfametoxazol y 0,84% a enrofloxacina; pero

ninguna fue resistente a cloranfenicol. Asi también encontraron que el 95,87% de
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las 42 cepas de Vibrio spp. resistentes a tetraciclinas portaban ARGs para las

mismas, 26,83% de ellas portaban el gen tetA, y 69,04% el gen tetB.

Por otro lado, respecto a antibioticos y ARGs en U. occidentalis no se logro
encontrar ninguna investigacion publicada a nivel local ni mundial; sin embargo, si
existe al menos un estudio sobre cepas bacterianas resistentes a antibiéticos en su

especie hermana U. cordatus, la que se expone a continuacion:

Carvalho et al. (2016), determinaron la presencia de cepas bacterianas resistentes
a antibidticos en U. cordatus en Brasil. Tomaron muestras asépticas de musculo y
visceras, éstas fueron enriquecidas con agua peptonada y sembradas en medios
selectivos para coliformes fecales, Escherichia coli y Vibrio. Las cepas fueron
identificadas, asi como su virulencia mediante PCR, su sensibilidad a 16
antibioticos (incluyendo tetraciclina) fue evaluada mediante ensayo de difusion en
disco. Se obtuvo que las cepas de E. coli fueron mayormente resistentes a
cloranfenicol y tobramicina (22% a 66%), y medianamente resistentes a tetraciclina
(0% a 16%) mientras que Vibrio spp. mostré ser resistente a gentamicina (78 a

86%) pero sensible a tetraciclina.

La revision de antecedentes indica que se han hallado residuos antibiéticos y ARGs
en langostinos, asi como se han aislado bacterias resistentes a antibiéticos en el
cangrejo del manglar U. cordatus, por lo que es posible que también se hallen en

langostinos silvestres, asi como en el cangrejo del manglar U. occidentalis.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugary periodo de ejecucion de la investigacion

La presente investigacion, en su fase de recoleccion de muestras para aislamiento
de bacterias en tejidos de cangrejo y langostino se llevo a cabo de octubre de 2022
a enero de 2023; para el caso de los muestreos realizados en la colecta de
ejemplares; la ejecucion y obtencién de resultados se desarrollé en los Laboratorios
de Microcultivos y Biologia Molecular de la Facultad de Ingenieria Pesquera y
Ciencias del Mar de la Universidad Nacional de Tumbes, ubicada en la Calle Los
Ceibos S/N de Villa de Puerto Pizarro en el distrito, provincia y departamento de
Tumbes, misma que tiene como coordenadas geogréficas en UTM E-567387 y N-
9612554.

3.2. Tipoy disefio de investigacion
La investigacion fue de tipo bésica cuantitativa y en cuanto a su disefio de

investigacion fue descriptiva.

3.3. Poblacién y muestra de estudio

Poblacién. La poblacion fueron los ejemplares de cangrejo del manglar (Ucides
occidentalis) de tamafio comercial presentes en el manglar de Tumbes en el afio
2022 y 2023, asi como todos los ejemplares de langostinos silvestres juveniles o
adultos de la especie Litopenaeus vannamei que se hallaron en la misma zona en

dicho lapso.

Muestra. La muestra estuvo representada por 30 ejemplares de cangrejos del
manglar (Ucides occidentalis) y 30 de langostinos silvestres (Litopenaeus

vannamei) las mismas que fueron seleccionadas al azar de tres zonas del manglar.

Muestreo. Se realizé durante los meses de octubre a diciembre de 2022 para los
cangrejos del manglar Ucides occidentalis y en enero de 2023 para los langostinos

Litopenaeus vannamei silvestres.



3.4. Lugar de recoleccion de las muestras.

Las muestras fueron recogidas en tres zonas del manglar de Tumbes: Puerto
Pizarro, El Bendito y desembocadura del rio Tumbes, donde se recolectaron 10
ejemplares de U. occidentalis y 10 langostinos silvestres L. vannamei en cada zona
de muestreo (figura 1 y tabla 33 del anexo 1). Ademas de ello, se registraron las
coordenadas geograficas usando un GPS marca Garmin modelo Etrex 10, la fecha
del muestreo, y fotografias de la zona. Por ultimo, se registraron los parametros
fisicos quimicos del agua del lugar de recoleccidén: temperatura, salinidad, pH,

oxigeno disuelto, nitratos, nitritos, fosfatos y alcalinidad.
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Figura 1. Zonas de recoleccion de Ucides occidentalis y langostinos silvestres en el
manglar de Tumbes: 1. Desembocadura del rio Tumbes, 2. Puerto Pizarro y 3. El
Bendito.

3.5. Recoleccion de la muestra de Ucides occidentalis y langostinos
silvestres

En cada punto de muestreo se recolectaron 10 ejemplares de cangrejos y 10 de
langostinos. Un extractor especializado (cangrejero) recolecto los 10 ejemplares de
cangrejos del manglar, que tuvieron talla comercial (ancho cefalotoracico = 65 mm),

los cangrejos fueron lavados y colocados en bolsas de malla anchovetera (“jicras”);
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por otro lado, un pescador se encargé de capturar los 10 ejemplares de langostinos
silvestre (L. vannamei), éstos fueron trasportados en baldes con agua de la zona
de recoleccion y con aireacion proporcionada por un aireador portétil, hasta el
Laboratorio de Microcultivos de la FIPCM para su procesamiento.

3.6. Anestesia de los animales

Los cangrejos y langostinos fueron anestesiados buscando evitar el menor dolor
posible siguiendo las recomendaciones de la Royal Society for the Prevention of
Cruelty to Animals (RSPCA, 2016); que precisa que se debe reducir la temperatura
corporal de los invertebrados hasta llevarlos a la anestesia y finalmente la muerte

bajando la temperatura de los ejemplares hasta los 4 °C.

3.7. Obtencion de muestras de hemolinfa para cultivo bacteriano

Se obtuvieron muestras de hemolinfa de los langostinos y cangrejos, en el caso de
los langostinos se obtuvo una muestra de 0,1 ml de hemolinfa del seno ventral con
una jeringa de 1 ml precargada con 0,1 ml de citrato de sodio al 10% a temperatura
de 4 °C; en el caso de los cangrejos se tom6 muestra de 1 ml de hemolinfa de la
articulacion entre el carpo y propodio de una de sus quelas, para lo que se empleé
una jeringa de 5 ml precargada con 1 ml de citrato de sodio al 10% a temperatura
de 4 °C.

3.8 Sacrificio de langostinos y cangrejos
Luego de haber extraido la hemolinfa, se procedié a sacrificar a los cangrejos y
langostinos para lo cual se redujo su temperatura por debajo de 4 °C, en el caso de

los cangrejos a -15 °C, para que ocurriera su muerte.

3.9. Registro de caracteristicas externas de langostinos y cangrejos

Los ejemplares muertos fueron pesados en una balanza gramera marca Ohaus
modelo AX8201; ademas de ello se tomaron sus principales medidas de longitud
(longitud total en langostinos, ancho cefalotoracico en cangrejos), también se
determind su sexo, presencia de erosiones, coloracion y se tomo el registro
fotografico de los mismos, los datos fueron registrados en los formularios 1y 2 del

anexo.
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3.10. Obtencion de muestras de tejidos sdélidos para cultivo bacteriano

En esta etapa, se procedié a extraer un fragmento de hepatopancreas e intestino
de los langostinos (alrededor de 0,1 g), cada uno de ellos fue colocado en un
microtubo de 1,5 ml, luego fueron triturados con maceradores de acero esterilizados
y se les adiciono solucion salina (2,5% de NaCl) hasta alcanzar 1 ml. De cada una

de éstas se realizaron diluciones de 10° a 10-3.

3.11. Obtencién de muestras de tejidos para determinacion de residuos
antibidticos

Los ejemplares de cangrejo y langostinos muertos fueron disecados, de cada uno
de ellos se tomé al menos 2 g de sus partes blandas que fueron colocados en tubos
falcon de 50 ml donde fueron triturados hasta obtener una masa homogénea.

3.12. Aislamiento de cepas cultivables de cangrejos y langostinos

En el caso de cada muestra de hemolinfa, se sembré 100 pl de la solucién de
hemolinfa y anticoagulante en su respectiva placa petri conteniendo medio agar
tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS), otros 100 pl fueron sembrados en agar
tripticasa soya (TSA). Las placas petri fueron selladas con cinta parafilm y se
incubaron por 24 h a 37 °C.

Las muestras de hepatopancreas e intestino, fueron diluidas de 10! hasta 10°3; de
las diluciones 102y 103, se tom6 100 pl que fueron sembrados en medio TCBS,

otros 100 ul se sembraron en medio TSA.

3.13. Aislamiento y purificacion de cepas bacterianas

Las cepas mas representativas que crecieron en TCBS y TSA fueron aisladas y
subcultivadas en TSA, hasta la obtencion de monocultivos bacterianos. Las cepas
puras se conservaron a -15 °C en microtubos de 1,5 ml con 15% de glicerol, hasta

el momento de su uso.
3.14. Caracterizacion preliminar de cepas bacterianas

Las cepas puras se caracterizaron preliminarmente mediante pruebas de catalasa,

oxidasa y tincion de Gram.
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3.15. Identificacion de cepas bacterianas

De las cepas purificadas se extrajo ADN usando el kit de extraccion comercial
Presto Soil DNA Extraction Kit, luego se realizé amplificacion de un fragmento del
gen 16S ARNr, el mismo que fue enviado a secuenciar a una empresa del
extranjero. Las secuencias fueron comparadas con las disponibles en la base de
datos de GenBank y SILVA, utilizando el software en linea Nucleotide Blast. Se
declar6 identidad a nivel de especie, cuando su porcentaje de identidad fue 299%
y a nivel de género cuando su porcentaje de identidad fue 297% pero menor a 99%.

3.16. Determinacion de residuos antibioticos

La determinacién de la concentracion de residuos de antibitticos se realizé con un
kit comercial cuantitativo basado en ensayo de ELISA para tetraciclinas de la marca
Elabscience (N° de catadlogo E-FS-E064) en un espectrofotometro lector de
microplacas de ELISA marca Biosan modelo Hipo MPP-96 con capacidad para
realizar lecturas de absorcién a una longitud de onda de 450 nm.

La determinacion de los residuos se hizo siguiendo las instrucciones del fabricante

del kit, como se aprecia en el anexo 3.

3.17. Determinacion de resistencia antibidtica

Se determind la resistencia antibiética de las cepas bacterianas mediante la técnica
de difusién en disco. Las cepas se cultivaron en medio liquido, en caldo tripticasa
soya (TSB), su concentracion se igualé a la del estandar 0,5 de Mac Farland
(equivalente a 1,5 x 108 UFC/ml), luego se sembraron en agar Mueller Hinton.

En las placas petri en que sembraron las cepas bacterianas sembradas, se
colocaron discos de antibidticos comerciales (que incluyeron tetraciclina), conforme

a los utilizados por Aguirre (2019) (tabla 2):
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Tabla 2. Antibioticos a utilizar en el ensayo de resistencia a antibiéticos.

Familia antibi6tica Antibidtico Clave Cantidad de
antibiotico por disco
(1)
Aminoglucésidos Gentamicina Gen 10
Estreptomicina Str 10
Fenicoles Cloranfenicol Clor 30
Florfenicol Flo 25
Fosfonatos Fosfomicina Fos 50
Penicilinas Ampicilina Amp 10
Quinolonas Acido nalidixico Nal 30
Enrofloxacina Enro 5
Norfloxacina Nor 10
Tetraciclinas Oxitetraciclina Otc 30
Tetraciclina Tet 30
Macroélidos Azitromicina Azm 15

Las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 horas, posteriormente se midi6 el

diametro de los halos de inhibicién de cada antibi6tico. Para declarar la resistencia

antibidtica en Vibrio spp. (resistente, sensible e intermedia), se comparoé la medida

del didametro del halo de inhibicién con los puntos de corte que se observan en la

tabla 3 y que corresponden a los utilizados por Aguirre et al. (2021).
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Tabla 3. Puntos de corte para determinar la resistencia antibiotica en Vibrio spp.

Antibiotico Codigo Dosis en Puntos de corte (mm) para determinacion
cada disco de sensibilidad en Vibrio spp.
(Mg) Sensible Intermedio Resistente

Aminoglucésidos

Gentamicina Gen 10 215 13-14 <12

Estreptomicina* Str 10 217 13-16 <12
Fenicoles

Cloranfenicol Clor 30 218 13-17 <12

Florfenicol Flo 25 218 13-17 <12
Fosfonatos

Fosfomicina Fos 50 220 17-19 <16
Penicilinas

Ampicilina Amp 10 217 14-16 <13
Quinolonas

Acido nalidixico Nal 30 219 14-18 <13

Enrofloxacina Enro 5 221 16-20 <15

Norfloxacina Nor 10 >17 13-16 <12
Macrélidos

Azitromicina** Azm 15 217 13-16 <12
Tetraciclinas

Tetraciclina Tet 30 =19 15-18 <14

Oxitetraciclina Otc 30 219 15-18 <14

* Fijado en base a datos de Baron et al. (2016) tomados de Clinical and Laboratory
Standard InstituteClinical and Laboratory Standard Institute [CLSI] (2016).

** Fjjado tomando datos de teniendo en cuenta que no se han fijado limites para
azitromicina pero segun indica CLSI (2016), eritromicina puede servir para fijar la
sensibilidad a azitromicina (datos tomados de tomados de Baron et al. (2016)).

También se comparé la resistencia antibiética de cepas que fueron aisladas y
correspondieron a Staphylococcus spp. y Enterobacter spp., éstos fueron
comparados con sus respectivos puntos de corte que se observan en las tablas 5
y 6 que fueron establecidos por el Clinical and Laboratory Standard InstituteClinical
and Laboratory Standard Institute [CLSI] (2020).

Por otra parte, dado que en el caso de las cepas de Bacillus spp., no se han
establecido puntos de corte en la normatividad internacional, se asumieron los
puntos de corte correspondientes a Staphylococcus, tal como lo hizo Adamski et al.
(2023).
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Tabla 4. Puntos de corte para determinar la resistencia antibidtica en

Staphylococcus spp.

Antibiotico Codigo Dosis en Puntos de corte (mm) para determinacion
cada disco de sensibilidad en Staphylococcus spp
(Mg) Sensible Intermedio Resistente

Aminoglucésidos

Gentamicina Gen 10 215 13-14 <12

Estreptomicina* Str 10 =9 7-9 <7
Fenicoles

Cloranfenicol Clor 30 218 13-17 <12

Florfenicol Flo 25 218 13-17 <12
Fosfonatos

Fosfomicina Fos 50 ND ND ND
Penicilinas

Ampicilina** Amp 10 215 12-14 <11
Quinolonas

Acido nalidixico Nal 30 ND ND ND

Enrofloxacina* Enro 5 222 22-17 <17

Norfloxacina Nor 10 ND ND ND
Macrolidos

Azitromicina Azm 15 218 14-17 <13
Tetraciclinas

Tetraciclina Tet 30 =19 15-18 <14

Oxitetraciclina® Otc 30 218 15-18 <15

*Tomado de los puntos de corte de Petrovski et al. (2015)
** Los puntos de corte para la ampicilina fueron retirados del CLSI (2010).
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Tabla 5. Puntos de corte para determinar la resistencia antibidtica en
Enterobacterias.

Antibiético Codigo Dosis en Puntos de corte (mm) para determinacion
cada disco de sensibilidad en Enterobacter spp.
(Mg) Sensible Intermedio Resistente

Aminoglucosidos

Gentamicina Gen 10 215 13-14 <

Estreptomicina Str 10 215 12-14 <11
Fenicoles

Cloranfenicol Clor 30 218 13-17 <12

Florfenicol Flo 30 ND ND ND
Fosfonatos

Fosfomicina* Fos 50 215 <15
Penicilinas

Ampicilina Amp 10 217 14-16 <13
Quinolonas

Acido nalidixico Nal 30 =19 14-18 <13

Enrofloxacina** Enro 5 217 13-16 <

Norfloxacina** Nor 10 217 13-16 <12
Macrolidos

Azitromicina Azm 15 213 - <12
Tetraciclinas

Tetraciclina Tet 30 215 12-14 <11

Oxitetraciclina™* Otc 30 215 12-14 <11

*Tomado en base a los puntos de corte de E. coli en Mughal et al. (2023), puesto que
Maraki et al.(2009) sefiala que se puede usar los puntos de corte de E. coli para otras
gramnegativas.

** Tomado en base a los puntos de corte para enterobacteriales en Aidaros et al.
(2022).

*** En la tabla original, no existe un rango para determinar el estado de sensibilidad
intermedia para azitromicina.

Luego se calcul6 el indice de resistencia multiple a antibioticos (IRMA) de cada

cepa, mediante la férmula:

IRMA = NAR/NAT

Donde:
NAR = Numero de antibioticos a los que resiste la cepa
NAT= Numero total de antibiéticos utilizados en el antibiograma

Se determind también si la cepa fue multirresistente para lo cual se verificd si
cumplio con el criterio de haber sido resistente a por lo menos un antibiético

correspondiente a una familia en al menos tres familias antibioticas diferentes.
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Las cepas que mostraron resistencia o multirresistencia fueron conservadas en

refrigeracion en tres microtubos con caldo TSB suplementado con 15% de glicerol.

3.18. Caracterizacion de ARGs de tetraciclinas

Se evalud la posible presencia de ARGS de tetraciclinas (tetA, tetB, tetD y tetE), en
las cepas bacterianas aisladas de cangrejos y langostinos silvestres, dado que
ninguna de las cepas aisladas mostro6 resistencia a las tetraciclinas sino mas bien
sensibilidad; se opt6é por seleccionar 48 cepas, tomando como criterio aquellas
cepas que fueron identificadas molecularmente y aquellas que pudieron ser
reactivadas y crecieron en el medio, lo que permitié obtener su ADN. Para ello, se
utilizé la metodologia propuesta por Jang et al. (2018) y Jang et al. (2014), en breve,
se extrajo ADN de las cepas bacterianas y se realiz6 reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando los primers que se indican en la tabla 6, y que
correspondieron a los cuatro genes de resistencia (ARGS) a tetraciclinas mas

frecuentes.

Tabla 6. Primers utilizados en la PCR para deteccion de ARGs de tetraciclinas.

Temperatura
de hibrida- Tamafio de
Gen Primers Secuencia (5'-3') cion (°C) amplicén (pb) Referencia
tetA Forward GCTACATCCTGCTTGCCTTC 60,9* 210 Ng et al.
Reverse CATAGATCGCCGTGAAGAGG (2001)
tetB Forward GGTTGAGACGCAATCGAATT 52,9 206 Mao et al.
Reverse AGGCTTGGAATACTGAGTGTAA (2015)
tetD Forward TGAACAGCATTCTCGCTATCAA 52,6 169 Ng et al.
Reverse CCACTTGGTATAACCCGCTTTA (2001)
tetE Forward AAACCACATCCTCCATACGC 63,7* 278 Ng et al.
Reverse AAATAGGCCACAACCGTCAG (2001)

* Modificacion de temperatura de hibridacion por Jang et al. (2018), para evitar la
hibridacion de secuencias no deseadas.

** La amplificacion fue calculada mediante la ecuacion: E=-1+10(/pendiente) x 100

La amplificacién se realiz6 utilizando un termociclador programado con el protocolo

gue sefala la tabla 7.
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Tabla 7. Programacion del termociclador para amplificar fragmentos de ARGs de

tetraciclinas.

Etapa Temperatura (°C)  Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1
Amplificaciéon 39

Desnaturalizacion 95 30s
Hibridacion Variable* 10s
Polimerizacion 72 10s

* Temperatura variable de acuerdo a los primers utilizados

3.19. Procesamiento de datos

3.19.1. Métodos de anélisis de datos

La informacién obtenida en campo se ingreso6 en hojas de céalculo donde se registro
los datos de fecha de muestreo, zona de muestreo, coordenadas, datos
morfométricos, cantidad de cepas de bacterianas aisladas, incluyendo sus
identificaciones y perfil de resistencia antibittica. Se registré en formatos impresos
pre-establecidos las caracteristicas morfoldgicas de los ejemplares muestreados y
de las cepas bacterianas aisladas, para luego ser ingresadas a hojas de Excel. Los
datos sobre niveles de residuos de tetraciclinas, resistencia antibiética de las cepas

y los tipos de ARGs en las cepas bacterianas también fueron registrados.

Los datos fueron analizados con el software estadistico R 4.1.2 con el que se
obtuvieron medidas de estadistica descriptiva, también se realizd estadistica
inferencial para comparar los niveles de residuos antibidticos y la resistencia

antibiética de las cepas bacterianas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracteristicas externas de Ucides occidentalis.

Los 10 cangrejos del manglar U. occidentalis recolectados en cada una de las tres
zonas evaluadas del manglar de Tumbes (tabla 8), presentaron peso y ancho
cefalotoracico (AC) promedios estadisticamente similares (p>0,05), todos los

ejemplares de Ucides occidentalis obtenidos no presentaron lesiones externas.

Tabla 8. Peso y ancho cefalotoracico (Media + DE) de U. occidentalis colectados

en el manglar de Tumbes.

Ancho cefalotoracico

Zona de muestreo FeChi del MPS.SOJr(g[gE (mm)
muestreo (Media £ DE) (Media + DE)
Puerto Pizarro 10/11/2022 183,8 + 28,6 81,8+ 3,8
El Bendito 27/10/2022y 204,9 +42,5 82,7+5,6
06/12/2022
Desembocadura del rio Tumbes 06/12/2022 189,2 + 20,1 77,8 +3,9

Todos los ejemplares de Ucides occidentalis tuvieron un ancho cefalotoracico (AC)
mayor a 65 mm, que es la talla minima de captura segun Ordinola et al. (2010); lo

gue indica que estos cangrejos tuvieron talla comercial.

4.2. Caracteristicas externas de langostinos silvestres.

En el caso de los langostinos silvestres recolectados en diferentes zonas del
manglar de Tumbes, éstos presentaron pesos promedio entre 7,3 y 8,9 g, y
longitudes promedio entre 11,2 y 11,7 cm. Valores que fueron estadisticamente
similares (p>0,05) (tabla 9).



Tabla 9. Peso y longitud (Media + DE) de langostinos silvestres (Litopenaeus

vannamei) recolectados en el manglar de Tumbes.

Zona de muestreo Fecha del Peso (g) Longitud (mm)
muestreo (Media £ DE) (Media + DE)
Puerto Pizarro 09/01/2023 89+15 11,4 +0,8
El Bendito 23/01/2023 73+23 11,2+1,3
Desembocadura del rio Tumbes  29/01/2023 84+272 11,7+ 1,0

Los langostinos silvestres, colectados para la zona de Puerto Pizarro, tuvieron un
peso promedio de 8,9 g y longitud promedio de 11,4 cm; los colectados en El
Bendito, un peso y longitud promedio de 7,3 g y 11,20 cm y los de la
desembocadura del rio Tumbes, un peso promedio de 8,4 g y una longitud
promedio de 11,7 cm. Los tamafios y pesos de los langostinos fueron adecuados
para hacer la extraccion de tejidos (hepatopancreas, intestino y hemolinfa), puesto
gue cuando los langostinos tienen pesos y tallas mayores a las de poslarvas, es
posible hacerlo; en cambio cuando las poslarvas son muy pequefias, tan sélo se
puede macerar todo el individuo para obtener la muestra segun indica Cesasin
(2003).

4.3. Parametros fisico quimicos del agua en zonas de muestreo

Los resultados obtenidos de los parametros quimicos del agua tomados en las
zonas de muestreo (Puerto Pizarro, El Bendito y Desembocadura del rio Tumbes)
se muestran en la tabla 10, en la que se aprecia que los niveles de nitritos se
hallaron en un rango de 0,115 mg/l a 0,145 mg/l; en tanto que, los niveles de nitratos
mostraron una mayor variacién con valores entre 0,179 mg/l a 0,540 mg/l. Este
altimo valor fue registrado en la zona de El Bendito.

En cuanto a los niveles de fosfatos, fueron similares en Puerto Pizarro y El Bendito
(0,69 mg/l y 0,68 mg/l respetivamente), superando al registrado en la
Desembocadura del rio Tumbes (0,35 mg/l). La alcalinidad siguié una tendencia
similar con valores mayores en Puerto Pizarro y El Bendito (245 mg/l y 225 g/l) y
menor en la Desembocadura del rio Tumbes (190 mg/l).

Con respecto de los parametros fisicos de agua tomados en las zonas de muestreo,
fueron bastante similares para salinidad, pH y temperatura; sin embargo, los niveles
de oxigeno disuelto mostraron un mayor valor en la Desembocadura del rio Tumbes
(4,6 mg/l) (tabla 10).
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Tabla 10. Pardmetros fisico quimicos del agua tomados en zonas de muestreo.

Parametros quimicos de agua Parametros fisicos de agua
Nitritos  Nitratos Fosfatos Alcalinidad Salinidad Temperatura O.X|geno

zonade gy (mgl)  (mgl)  (mgl) %)  PH (ccy ~ disuelto

muestreo (mg/l)
Puerto Pizamo 145 0179 0,69 245 33,9 7,35 28,8 3,2
El Bendito 0,135 0540 0,68 225 30,6 7.47 29,3 3.4
Desembocadura
del rio Tumbes 0,115 0,328 0,35 190 32,5 7,27 27,3 4,6

En cuanto a los pardmetros de concentracion de nitrato, pH, temperatura y oxigeno
disuelto, estos son normados por el Ministerio del Ambiente a través de los
estandares de calidad ambiental (ECA) (Ministerio del Ambiente [Minam], 2017),
que para el caso del ecosistema de manglar se hallan en la Categoria 4, E3
(estuarios).

En estos estdndares se especifica que el nivel de nitratos no debe exceder de 200
mg/l, siendo en este caso, el nivel observado se halla dentro del estandar. Respecto
al oxigeno disuelto, deberia ser mayor o igual a 4 mg/l, observandose que en dos
de los puntos (Puerto Pizarro y El Bendito) no se cumplio tal estandar. Estos valores
bajos de oxigeno podrian, de mantenerse asi, afectar el crecimiento de los
langostinos de la zona, pues segun Rojas et al. (2005), valores entre 2 y 5 mgl/l,
condicionan un menor crecimiento de langostinos en cultivo a largo plazo, lo cual
es respaldado por Chavez & Higuera (2003), quienes recomiendan que en los
cultivos de langostino no se tengan niveles de oxigenos menores a 4 mg/l; sin
embargo, en la zona de desembocadura del rio Tumbes, el nivel fue mayor a 4 mgl/l,
lo cual puede atribuirse a la entrada de agua del rio Tumbes, que debido a su
turbulencia aporta mayor cantidad de oxigeno.

Con respecto al nivel de pH, éste se hallé dentro del estandar especificado por
(Minam, 2017), que establece que debe estar entre 6,8 y 8,5; mientras que, la
temperatura también cumplié con el respectivo estandar al no observarse una
variacion de temperatura mayor a 2 °C. Adicionalmente, las temperaturas
observadas se hallaron dentro del rango recomendado para el cultivo de
langostinos que segun Hernandez (2016) debe estar entre 25y 32 °C, de lo cual se
infiere que las temperaturas fueron adecuadas para los langostinos que viven en la

zona y posiblemente también para los cangrejos del manglar.
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Respecto a la salinidad, el ECA del Minam (2017) no ha establecido ningan valor;
sin embargo, en el caso del cultivo de langostino, que se realiza en zonas aledafas
al manglar, si se han recomendado ciertos valores; asi Rojas et al. (2005), refirié
que la salinidad éptima debia estar entre 17 a 20 %o; aunque también reconoce que
el langostino L. vannamei ha sido cultivado entre 3 y 50 %o, pero con una menor
tasa de crecimiento. De los datos obtenidos se aprecia que la salinidad observada
se halla fuera del rango de la salinidad 6ptima, aunque es una salinidad que permite
el crecimiento de los langostinos; de igual manera, se puede inferir lo mismo en el
caso de los cangrejos del manglar.

En lo referente a los metabolitos presentes en el agua, los nitritos variaron entre
0,115 mg/l a 0,145 mg/l, los cuales se hallaron algo por encima del limite maximo
para este metabolito, indicado por Chavez & Higuera (2003) y Vera & Mendoza
(2020) que indican que es de 0,1 mg/l. Sin embargo, los valores registrados se
hallaron en el rango que Montero (2019) ha reportado para este metabolito en el
manglar de Puerto Pizarro, el cual vari6 entre 0,45y 4,24 uM (equivalente a 0,02 y
0,20 mgl/l).

Respecto al nivel de nitratos, éstos se hallaron entre 0,179 mg/l y 0,540 mg/I, siendo
menores que el limite maximo establecido para un cultivo de langostino que es de
1 mg/l segun Vera & Mendoza (2020); aunque segun el estudio de Montero (2019)
en el manglar de Puerto Pizarro, los niveles de nitritos variaron entre 0,06 uM y
1,32 uM, equivalentes a 0,004 mg/l a 0,08 mg/l; por lo que los valores encontrados
fueron superiores a los de este Ultimo autor, aunque no es preocupante pues no
sobrepasaron los de Vera & Mendoza (2020).

Los niveles de fosfato encontrados en esta investigacién variaron entre 0,35 y
0,69 mg/l, siendo este ultimo valor, ligeramente superior al recomendado para el
cultivo de langostino, que es de 0,3 a 0,5 mg/l (Vera & Mendoza, 2020); estos
valores se hallan dentro del rango que Montero (2019), encontré para los fosfatos
en el manglar de Puerto Pizarro, el cual varié entre 1,57 y 9,28 uM (equivalentes a
0,15y 0,88 mg/l).

Finalmente respecto a la alcalinidad del agua, esta estuvo entre 190 y 245 mg/l;
rango que esta dentro del recomendado por Vera & Mendoza (2020), para el cultivo

de langostinos, el cual debe estar entre 120 y 300 mg de CaCOs/I.
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4.4. Aislamiento en medio TCBS de cepas bacterianas aisladas de
cangrejos del manglar y langostinos silvestres.

En la tabla 11 se observa que se aislaron 53 cepas bacterianas presuntivas de
Vibrio spp. de muestras de tejido (intestino, hepatopancreas y hemolinfa) de Ucides
occidentalis; en tanto que, en la tabla 12, se aprecia de manera similar 64 cepas

aisladas de langostinos silvestres.

Tabla 11. Cepas bacterianas aisladas de cangrejos del manglar en medio de cultivo
TCBS.

Zona Cepas
Cantidad Cédigo

Puerto Pizarro 14 46 hem, 47 hem, 48 hem, 49 int, 50 int, 51 int, 52 int, 53 int, 54
int, 55 hep, 56 hep, 57 hep, 58 hep, 59 hep

El Bendito 17 1C, 2C, 3C,4C,5C,6C, 7C, 8C, 9C, 10C, 11C, 12C, 13C, 14C,
15C, 16C, 17C

Desembocadura 22 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,

del rio Tumbes 46, 47, 48, 49, 50, 51

Tabla 12. Cepas bacterianas aisladas de langostinos silvestres en medio de cultivo
TCBS.

Cepas

zona Cantidad Codigo

Puerto Pizarro 28 Lang-39, Lang-40, Lang-41, Lang-42, Lang-43, Lang-44,
Lang-45, Lang-46, Lang-47, Lang-48, Lang-49, Lang-50,
Lang-51, Lang-52, Lang-53, Lang-54, Lang-55, Lang-56,
Lang-57, Lang-58, Lang-59, 1-PV, Lang-61, Lang-63, Lang-
64, Lang-65, Lang-66, Lang-67

El Bendito 29 2L, 3L, 5L, 7L, 9L, 10L, 12L, 13L, 14L, 16L, 17L, 18L, 19L, B-
20V, 21L, 23, B-25V, 26L, 27L, 28L, 31L, 33L, 34L, 38L, 40L,
411, 421, B-44V, 45L

Desembocadura 7 BV-40, BV-46, BV-47, BV-49, BV-50, BV-75, BV-78
del rio Tumbes

Las colonias aisladas de Ucides occidentalis tuvieron un tamafio entre 0,5 mm a 4
mm, con coloracion verde o amarilla; excepto para las colonias aisladas en El
Bendito que presentaron solo coloracion amarilla y fueron aisladas solo de intestino

y hemolinfa.
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En el caso de las cepas aisladas de langostinos silvestres presentaron un tamarfio
entre 1,3 mm a 6 mm con coloracion verde o amarilla, la mayoria de las colonias
presentaron forma circular y con borde entero, mientras que, una menor proporcion
tuvieron forma irregular y borde ondulado. Todas las colonias tuvieron elevacién
convexa, consistencia cremosa y superficie lisa.

Las cepas aisladas de las tres zonas tuvieron colonias que en su mayoria tuvieron
forma circular y borde entero, con una menor proporcién de colonias con forma
puntiforme e irregular y borde ondulado. Todas las colonias presentaron elevacion
convexa, consistencia cremosa y superficie lisa.

Dado que todas las colonias tuvieron coloracion verde o amarilla, fueron circulares,
con bordes enteros y elevacion convexa, tuvieron caracteristicas compatibles con
Vibrio al crecer en TCBS (Sabir et al., 2013), esto es de esperar pues dicho medio

es muy efectivo para propiciar el crecimiento de Vibrio (Pfeffer & Oliver, 2003).

4.5. Aislamiento en medio TSA de cepas bacterianas aisladas de cangrejos
y langostinos silvestres.

Se aislaron 93 cepas de Ucides occidentalis en medio de cultivo TSA en
hepatopancreas, intestino y hemolinfa (tabla 13).

Las colonias aisladas de cangrejos del manglar mostraron un tamafio entre 0,5 mm
a 3 mm con coloracidon crema, la mayoria tuvieron forma circular y en menor
cantidad forma puntiforme, todas las colonias tuvieron borde entero, elevacion
convexa, consistencia cremosa y superficie lisa.

Se aislaron 68 cepas de langostinos silvestres en medio de cultivo TSA en
hepatopancreas, intestino y hemolinfa (tabla 14).

Las colonias aisladas de langostinos silvestres presentaron un tamafio entre
1,2 mm a 3,5 mm con coloracién crema con forma circular y borde entero y en
menor cantidad con forma puntiforme e irregular y borde ondulado, todas las

colonias tuvieron elevacion convexa, consistencia cremosa y superficie lisa.
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Tabla 13. Cepas aisladas de cangrejos de manglar en medio de cultivo TSA.

Cepas

Zona Cantidad

Cdbdigo

Puerto Pizarro 45

El Bendito 19

Desembocadura 29
del rio Tumbes

1 hem, 2 hem, 3 hem, 4 hem, 5 hem, 6 hem, 7 hem, 8 hep, 9
hep, 10 hep, 11 hep, 12 hep, 13 hep, 14 hep, 15 hep, 16 hep,
17 hep, 18 hep, 19 hep, 20 hep, 21 hep, 22 hep, 23 hep, 24
hep, 25 hep, 26 hep, 27 hep, 28 int, 29 int, 30 int, 31 int, 32
int, 33 int, 34 int, 35 int, 36 int, 37 int, 38 int, 39 int, 40 int, 41
int, 42 int, 43 int, 44 int, 45 int

1B-hem, 2B-hem, 3B-hem, 4B-hem, 5B-hem, 6B-hem, 7B-
hem, 8B-hem, 9B-hem, 10B-hem, 11B-hep, 12B-hep, 13B-
hep, 14B-hep, 15B-int, 16B-int, 17B-int, 18B-int,19B-int

1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29

Tabla 14. Cepas aisladas de langostinos silvestres en medio de cultivo TSA.

Cepas

Zona Cantidad

Cdbdigo

Puerto Pizarro 38

El Bendito 20

Desembocadura 10
del rio Tumbes

Lang-1, Lang-2, Lang-3, Lang-4, Lang-5, Lang-6, Lang-7,
Lang-8, Lang-9, Lang-10, Lang-11, Lang-12, Lang-13, Lang-
14, Lang-15, Lang-16, Lang-17, Lang-18, Lang-19, Lang-20,
Lang-21, Lang-22, Lang-23, Lang-24, Lang-25, Lang-26,
Lang-27, Lang-28, Lang-29, Lang-30, Lang-31, Lang-32,
Lang-33, Lang-34, Lang-35, Lang-36, Lang-37, Lang-38

46, B-48V, 50, 54, 56, 60, 61, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, B-
72V, 73, 75, 76,79, 80

B-44, B-45, B-51, B-66, B-64, B-65, B-68, B-73, B-74, B-75

Como se observa se pudo aislar un nimero mas alto de cepas en medio TSA (151)

que en TCBS (117), esto es justificable, puesto que TSA es un medio genérico que

favorece el crecimiento de un gran nimero de especies bacterianas, ademas no

contiene sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano de ciertos grupos, lo que

siocurre en el medio TCBS que es un medio disefiado para favorecer el crecimiento

de Vibrio, por lo que contiene citrato de sodio, bilis de buey ademas de tener un pH

alcalino que inhibe el crecimiento de muchas otras especies bacterianas que
acompanan a Vibrio (Britania, 2021a, 2021b).
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4.6. Caracterizacion molecular de cepas aisladas de Ucides occidentalis.

De las 146 cepas aisladas y purificadas se seleccionaron al azar 35 cepas a las

mismas que realizg la caracterizacion molecular, encontrandose que la mayoria de

las cepas (17) correspondieron al género Vibrio, siendo la especie més frecuente

V. alginolyticus, seguido de V. parahaemolyticus y en menor grado V. fortis, V.

rotiferianus y V. natriegens; por otro lado se encontré6 en menor proporcion el

género Bacillus, Staphylococcus, Enterobacter y dos cepas que correspondieron al

género Halomonas y Exiguobacterium (tabla 15).

Tabla 15. Identificacion molecular de cepas bacterias aisladas de U. occidentalis.

. %I|dentidad
Zona de muestreo Cepa Especie GenBank SILVA
Puerto Pizarro 3 hem Bacillus valezensis 98,55 98,42
14 hep Vibrio natriegens 100,00 100,00
20 hep Bacillus cereus 100,00 100,00
23 hep Vibrio parahaemolyticus 100,00 100,00
40 int Enterobacter cloacae 100,00 100,00
45 int Vibrio alginolyticus 100,00 99,93
46 hem Bacillus spp. 99,70 99,70
48 hem Bacillus cereus 100,00 100,00
49 int Enterobacter cloacae 99,32 99,40
50 int Staphylococcus haemolitycus 100,00 100,00
52 int Staphylococcus epidermidis 100,00 100,00
53int Vibrio alginolyticus 100,00 100,00
54 int Bacillus cereus 100,00 100,00
55 hep Bacillus spp. 100,00 100,00
56 hep Staphylococcus epidermidis 100,00 99,93
El Bendito 4C Vibrio fortis 99,90 99,89
5B-hem Vibrio alginolyticus 99,37 99,15
8C Vibrio fortis 99,93 100,00
9B-hem Vibrio rotiferianus 98,97 98,96
12B-hep Staphylococcus hominis 99,34 99,17
14B-hep Vibrio alginolyticus 100,00 99,72
15B-int Vibrio alginolyticus 99,72 100,00
16B-int Vibrio alginolyticus 99,81 99,61
16C Halomonas spp. 99,93 99,92
Desembocadura del rio 20 Bacillus siamensis 100,00 100,00
Tumbes 21 Vibrio parahaemolyticus 100,00 100,00
24 Vibrio alginolyticus 99,82 99,76
28 Exiguobacterium profundum 100,00 100,00
30 Vibrio parahaemolyticus 99,50 99,80
32 Bacillus amyloliquefaciens 100,00 100,00
34 Vibrio alginolyticus 100,00 100,00
37 Bacillus altitudinis 100,00 100,00
41 Vibrio parahaemolyticus 100,00 100,00
48 Vibrio alginolyticus 100,00 100,00
49 Prigstia (Bacillus) endophytica 99,93 99,58

57



En esta investigacion se ha encontrado que la mayor parte de cepas identificadas
correspondieron a Vibrio spp.; la amplia abundancia de este género en Ucides
occidentalis, si bien no ha sido reportada anteriormente, porque no se encuentran
publicaciones al respecto en dicha especie. Sin embargo, si existen reportes
realizados en Ucides cordatus, en los cuales se han hallado que las cepas de Vibrio

fueron abundantes (Carvalho et al., 2016; Vieyra et al. 2004).

Por otra parte, en esta investigacion se ha hallado una cantidad importantes de
cepas de Bacillus spp. y en menor grado de Staphylococcus, Enterobacter,
Halomonas y Exiguobacterium; aunque, este tipo de hallazgo no se ha reportado
en los trabajos antes sefialados, esto se debe a que dichos estudios estuvieron
dirigidos a géneros relacionados a la inocuidad alimenticia de este recurso:
Escherichia, Vibrio y Salmonella; por lo que, al no estar dirigidos a cepas cultivables
en general, es l6gico que no hayan podido detectar la presencia de otros géneros

que si se han hallado en esta investigacion.

En la tabla 16 se exponen las caracteristicas morfologicas de las cepas bacterianas
aisladas de cangrejos del manglar. Las colonias que crecieron en TSA fueron de
color crema, con diametros de 0,5 a 3 mm y formas puntiformes o circulares; en
tanto que, las que crecieron en TCBS fueron de colores amarillo o verde, tuvieron
diametros de 0,5 a 4 mm y con formas circulares y en menor medida puntiforme.
Este tipo de colonias son comunmente observadas en los medios empleados, asi
por ejemplo Alvarez et al. (2000) han reportado cepas bacterianas aisladas de
camarones marinos en Venezuela, que mostraron colonias de diametros variados
y color crema en medio TSA, caracteristicas que son similares a las observadas en

esta investigacion.
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Tabla 16. Caracteristicas morfologicas de las colonias seleccionadas de Ucides

occidentalis.

Zona de muestreo Cepas Tejido Mcejlﬁlge Color  Tamafio Forma

Puerto Pizarro 3hem  Hemolinfa TSA Crema 0,5 Puntiforme
14 hep Hepatopancreas TSA Crema 3,0 Circular
20hep Hepatopancreas  TSA Crema 0,5 Puntiforme
23hep  Hepatopancreas TSA Crema 1,0 Circular
40 int Intestino TSA Crema 2,0 Circular
45 int Intestino TSA Crema 2,0 Circular
46 hem Hemolinfa TCBS Verde 4,0 Circular
48 hem Hemolinfa TCBS Verde 2,0 Circular
49 int Intestino TCBS Verde 1,5 Circular
50 int Intestino TCBS Verde 1,5 Circular
52 int Intestino TCBS Verde 1,0 Circular
53int Intestino TCBS Verde 2,0 Circular
54 int Intestino TCBS Verde 3,0 Circular
55hep  Hepatopancreas  TCBS Verde 1,0 Circular
56 hep Hepatopancreas TCBS Amarilla 2,5 Circular

El Bendito 4C Intestino TCBS Amarilla 0,5 Puntiforme
5B-hem Hemolinfa TSA Crema 1,0 Circular
8C Hemolinfa TCBS Amarilla 2,0 Circular
9B-hem Hemolinfa TSA Crema 0,5 Puntiforme
12B-hep Hepatopancreas  TSA Crema 1,5 Circular
14B-hep Hepatopancreas  TSA Crema 2,0 Circular
15B-int  Intestino TSA Crema 3,0 Circular
16B-int  Intestino TSA Crema 3,0 Circular
16C Hemolinfa TCBS Amarilla 1,0 Circular

Desembocaduradelrio 20 Hepatopancreas  TSA Crema 2,5 Circular

Tumbes 21 Hepatopancreas  TSA Crema 2,5 Circular
24 Hemolinfa TSA Crema 2,5 Circular
28 Hemolinfa TSA Crema 1,5 Circular
30 Intestino TCBS Verde 0,5 Puntiforme
32 Intestino TCBS Amarilla 3,5 Circular
34 Intestino TCBS Amarilla 3,5 Circular
37 Intestino TCBS Amarilla 1,0 Circular
41 Hepatopancreas  TCBS Verde 1,5 Circular
48 Hemolinfa TCBS Amarilla 1,5 Circular
49 Hemolinfa TCBS Verde 2,0 Circular

En la tabla 17 se muestra la caracterizacion Gram, pruebas de oxidasa y catalasa
de cepas bacterianas aisladas de cangrejos del manglar; el cual en su mayoria
presentaron forma de coco bacilo gram negativos y oxidasa positiva; puesto que se
trataron presuntivamente del género Vibrio tal como precisa Alsina & Blanch (1994),
gue es de esperarse de obtener dicho genero; sin embargo, existen investigaciones

como la de Rivera & Gandara (2001), donde mencionan que a pesar que el género
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Vibrio en su mayoria son catalasa positiva; en algunos casos pueden encontrarse
como catalasa negativa (Kesarcodi-Watson et al., 2009).

Respecto a las cepas que tuvieron forma de coco, fueron gram positivas; el cual se
tratd presuntivamente del género Staphylococcus como lo ha mencionado Wieser
& Busse (2000), que son caracteristicas del mencionado género.

Tabla 17. Tincidon de Gram, prueba de catalasa y oxidasa de cepas seleccionadas

de Ucides occidentalis.

7 Tincion de Prueba de Prueba
ona de muestreo Cepa Forma Gram catalasa _de
oxidasa
Puerto Pizarro 3 hem Cocos bacilos - - -
14 hep Cocos - +
20 hep Cocos bacilos + + -
23 hep Cocos + - +
40 int Cocos bacilos - -
45 int Cocos bacilos - - +
46 hem Cocos bacilos - - +
48 hem Cocos - - +
49 int Cocos bacilos - + +
50 int Cocos bacilos - + -
52 int Cocos bacilos + - -
53 int Cocos + - +
54 int Cocos - - -
55 hep Cocos bacilos - + -
56 hep Cocos bacilos - + +
El Bendito 4C Cocos bacilos - - +
5B-hem Cocos - - +
8C Cocos bacilos - - +
9B-hem Cocos bacilos - - +
12B-hep Cocos + - +
14B-hep Cocos + - +
15B-int Cocos - - +
16B-int Cocos bacilos + - +
16C Bacilos - + -
Desembocadura del 20 Coco bacilo - - -
rio Tumbes 21 Coco bacilo - - +
24 Coco bacilo - - +
28 Coco - - +
30 Coco bacilo - + +
32 Coco bacilo - - -
34 Cocos - + +
37 Coco bacilo - + -
41 Coco - + +
48 Coco bacilo - - +
49 Bacilo - + +
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4.7. Caracterizacion de cepas bacterianas seleccionadas de langostinos
silvestres.

De las 132 cepas bacterianas aisladas y purificadas se seleccionaron al azar 23
cepas a las mismas que se le realizé la extraccion de ADN; el cual se logro la

identificacion molecular de 20 cepas bacterianas (tabla 18).

Tabla 18. Identificacion molecular de cepas bacterianas aisladas de langostinos

silvestres.
. %ldentidad
Zona de muestreo Cepa Especie GenBank SILVA
Puerto Pizarro 1-PV Vibrio parahaemolyticus 99,80 100,00
Lang 27 ND* -- --
Lang 35 ND* -- --
Lang 39 Vibrio alginolyticus 100,00 99,93
Lang 46 ND* -- --
Lang 53 Staphylococcus capitis 100,00 96,40
Lang 55 Vibrio alginolyticus 99,93 100,00
El Bendito B-20V Vibrio parahaemolyticus 100,00 100,00
B-25V Vibrio parahaemolyticus 100,00 100,00
B-44Vv Vibrio alginolyticus 100,00 99,93
451 Enterobacter cloacae 99,81 99,81
B-48V Vibrio alginolyticus 100,00 100,00
50 Enterobacter cloacae 99,32 99,65
56 Enterobacter cloacae 98,66 98,65
67 Enterobacter cloacae 99,32 99,32
B-72Vv Vibrio proteolyticus 99,80 81,69
Desembocadura del BV-40 Vibrio furnissi 100,00 99,93
rio Tumbes BV-46 Shewanella algae 100,00 99,93
BV-47 Vibrio alginolyticus 99,86 99,93
BV-49 Vibrio harveyi 99,86 99,86
BV-50 Vibrio alginolyticus 100,00 100,00
BV-75 Vibrio diabolicus 99,86 99,73
BV-78 Vibrio alginolyticus 100,00 100,00

*ND: no se pudo lograr la identificacion de la cepa pues la calidad del ADN extraido

no fue suficiente para lograr un adecuado secuenciamiento.

Las cepas bacterianas evaluadas molecularmente mediante un fragmento de su
gen 16S ARNTr e identificadas correspondieron principalmente al género Vibrio y en
menor grado a Enterobacter y dos cepas correspondieron a género Staphylococcus

y Shewanella; puesto que Chau et al. (2021), menciona que es posible identificar

61



cepas bacterias mediante la secuenciacion de su gen 16S ARNr, logrando llegar a
género y especie.

La identificacion fue bastante confiable dado que el porcentaje de identidad en las
dos bases de datos de identificacion genémica (GenBank y SILVA) fueron bastante
altas; al igual que Chen et al. (2024); utilizo la base de datos del software BLAST
del NCBI para lograr la identificacion de las cepas bacterianas.

La cepa B-72V tuvo un porcentaje de identidad de 81,68% en la base de datos de
SILVA, pero de 100% en la base de datos de GenBank. Debido a que el porcentaje
de identidad en esta segunda base de datos, superé al 99%, fue posible identificar

a dicha cepa a nivel de especie.

En la tabla 19 se muestran las caracteristicas morfolégicas de las cepas
bacterianas aisladas de langostinos silvestres. Las colonias que crecieron en TCBS
fueron de colores amarillo o verdes, tuvieron diametros de 1,3 mm a 6 mm, la
mayoria de las colonias presentaron forma irregular y borde entero. Todas las
colonias tuvieron elevacion convexa, consistencia cremosa y superficie lisa,
mientras que las colonias que crecieron en medio de cultivo TSA presentaron
coloracién crema, tuvieron diametros entre 1,2 mm a 3,5 mm con forma circular y
borde entero y menor cantidad con forma puntiforme e irregular, todas las colonias
presentaron elevacion convexa, consistencia cremosa y superficie lisa. Este tipo de
colonias son frecuentemente observadas en los medios de cultivo empleados, asi
por ejemplo Aguirre et al. (2021); Tinoco et al. (2023) y Potosi (2024), los cuales
han reportado colonias que crecieron en TCBS con formas circulares o puntiformes,
diametros variados y colores amarillos o verdes son caracteristicas compatibles con

las de Vibrio spp.
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Tabla 19. Caracterizacion de la morfologia de colonias seleccionadas de

langostinos silvestres.

Caracteristicas de las colonias

. Medio de
Zona de muestreo Cepas Tejido cultivo Color Digmetro (mm) Forma
Puerto Pizarro  1-PV Hepatopancreas TCBS  Verde 1,4 Circular
Lang 27 Intestino TSA Crema 1,9 Circular
Lang 35 Intestino TSA Crema 1,3 Circular
Lang 39 Intestino TCBS Amarilla 3,2 Circular
Lang 46 Intestino TCBS Amarilla 1,6 Circular
Lang 53 Hepatopancreas TCBS Amarilla 1,3 Circular
Lang 55 Hepatopancreas TCBS  Amarilla 4,2 Circular
El Bendito B-20V Intestino TCBS Amarilla 2,0 Circular
B-25V Intestino TCBS Amarilla 1,8 Circular
B-44V Hemolinfa TCBS Amarilla 3,3 Circular
45L Hemolinfa TCBS Verde 2,4 Circular
B-48V Hepatopancreas TSA Crema 1,6 Circular
50 Hepatopancreas TSA Crema 3,5 Circular
56 Intestino TSA Crema 1,6 Circular
67 Intestino TSA Crema 1,9 Circular
B-72V Hemolinfa TSA Crema 1,2 Circular
Desembocadura BV-40  Hepatopancreas TCBS Verde 2,5 Circular
del rio Tumbes BV-46  Hepatopancreas TCBS Verde 15 Circular
BV-47 Hepatopancreas TCBS  Verde 3,0 Circular
BV-49 Hepatopancreas TCBS  Verde 6,0 Circular
BV-50  Hepatopancreas TCBS Verde 3,5 Circular
BV-75 Hepatopancreas TCBS  Verde 50 Circular
BV-78 Hepatopancreas TCBS Verde 2,0 Circular

En la tabla 20 se observa la caracterizacion de cepas bacterianas aisladas de

tejidos solidos y hemolinfa a través de pruebas Gram, catalasa y oxidasa; pues que

las caracteristicas que mostraron en su mayoria se trataron del género Vibrio,

siendo bacilos gran negativos, oxidasa y catalasa positiva; que probablemente es

de esperarse en bacterias del género como lo han mencionado Alsina & Blanch,

(1994); sin embargo, también pueden existir algunos casos de cepas bacterianas

donde son catalasa negativa que presuntivamente se tratarian del género Vibrio tal

como lo indica Kesarcodi-Watson et al. (2009).
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Tabla 20. Tincidon de Gram, pruebas de catalasa y oxidasa de cepas seleccionadas

de langostino silvestres.

Tinciéon Prueba de Prueba de

Zona de muestreo Cepa Forma d .
e Gram catalasa oxidasa
Puerto Pizarro 1-PV Coco bacilo - - +
Lang 27 Coco bacilo - + +
Lang 35 Coco bacilo - + +
Lang 39 Coco bacilo - + +
Lang 46 Coco bacilo - - +

+
1

Lang 53 Coco +

Lang 55 Coco - + +
El Bendito B-20V Coco bacilo - + +
B-25V Coco bacilo - + +
B-44V Coco bacilo - + +
45L Coco + + -
B-48V Coco bacilo - + +
50 Coco + + -
56 Coco + + -
67 Coco + + -
B-72V Coco bacilo - + +
Desembocadura del rio BV-40 Coco bacilo - + +
Tumbes BV-46 Coco bacilo - + -
BV-47 Coco bacilo - + +
BV-49 Coco bacilo - + +
BV-50 Coco bacilo - + +
BV-75 Coco bacilo - + +
BV-78 Coco bacilo - + +

En la tabla 21 se aprecia el diametro de los halos de inhibicion producidos por 12
antibiéticos en cepas bacterianas aisladas de U. occidentalis. Los didmetros fueron
bastantes variables, encontrandose entre 0,0 y 41,7 mm segun la cepa evaluada y
el antibidtico ensayado. En la tabla 21 se observa de igual manera los halos
producidos por 12 antibiéticos en cepas bacterianas aisladas de langostinos
silvestres (L. vannamei); los diametros de los halos de inhibicion se hallaron entre
0,0 y 35,7 mm. La variabilidad observada de los diametros encontrados en cuanto
a cepas bacterianas aisladas de ambos organismos es comun en investigaciones
de sensibilidad antibiética en crustaceos, asi por ejemplo, Aguirre (2019) aisl6
cepas de Vibrio spp. en langostinos en Tumbes, que produjeron halos de inhibicién
variaron entre 5y 39 mm; por otro lado, Tinoco (2020), encontré halos de inhibicion
entre 0 y 40 mm en cepas de Vibrio spp. aislados de langostinos de Tumbes.
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4.8. Diametro de inhibicién de cepas bacterianas aisladas de Ucides occidentalis y langostinos silvestres.

Tabla 21. Diametro de inhibicién de cepas seleccionadas de Ucides occidentalis.

Penicilinas Fosfonatos Fenicoles Tetraciclinas Aminoglucdsidos Quinolonas Macrélidos
Zona Cepa Ampicilinas Fo;f:;nl- Cloranfeni-  Florfenicol Oxitetraci-  Tetraciclina Estrgﬁg)ml- Gentami- n;\"fjlg( (i)co Nogif::);a- Enr(())i::(a)xa- Azitromicina
(10ug) (50 g) col (30ug) (30 Hg) clina (30pg)  (30ug) (0pg ©n (10ug) (30ug) (10 ug) (5 pg) (15 ug)
Puerto Pizarro 3 hem 12,7+23 8,0£1,0 28,7 +8,1 30,3 0,6 34,331 293+17,0 97106 233+3,1 183+6,7 280110 247118 190+£1,0
14 hep 18,3+£29 247+0,6 253106 240420 150+£50 18,7+23 103+23 190%1,0 0,000 11,0210 18315 0,000
20 hep 22,7 +19,7 12,3+0,6 183+231 21,715 330+£20 29078 153+0,6 227%06 270113 33,7421 313472 29,7+0,6
23 hep 15,0+ 13,2 0,000 330+£79 30306 370£10 35357 7,706 220+3,6 16,0+21,9 317+15 30,0%50 8315
40 int 220+35 0,000 250+00 23315 31,0£26 30,0+0,0 110+£10 22017 160+26 263+25 27315 0,0+0,0
45 int 13,7+£42 237+64 330+122 25043,0 320+£00 33715 6,3+5,5 10,3+£9,2 12,755 25325 29,3+49 16,0 £ 19,1
46 hem 22325 0,000 273+25 21,0400 323+15 310x1,0 M7+12 21017 17,7+06 25010 263+£15 0,000
48 hem 20,0£5,0 327125 247+06 250+3,6 270+£20 27035 16,729 180%35 20,0+£0,0 22,7447 250+44 16,7 £0,6
49 int 35030 0,0£0,0 26,7+29 37,731 28706 313+23 147+06 207+1.2 193+12 24340 27723 20,712
50 int 2431129 11,0+£1,0 220+26 28,000 310+£10 28776 15017 24017 21017 21,020 300£9,0 297+15
52 int 16,0 £ 14,2 27146 33351 26,0 £3,6 36,3+5,1 36,3+25 83+1.2 230+44 13046 30,0£20 30,345 5347
53 int 33+£58 18,3+£3.22 243+71 22,740 187+£29 193+£29 87+15 123+23 20,7+5,1 27,315 153+3/1 153+15
54 int 140+£1,0 237+23 250+£0,0 32,7+25 233+15 23000 140+£35 180%1,0 21,7+06 263+3,1 247+0,6 11,3+£3.2
55 hep 2500,0 250£0,0 260+35 240400 267+£29 28069 113+15 0,000 10,7+12 29,7£31 28017 0,0+0,0
56 hep 10,0£1,7 19,3+£0,6 287142 31,3440 12,7+38 17,7+£38 10,7+46 170x17 11,0+£135 26,7¢42 163+15 5392
El Bendito 4C 190+£1,0 21017 280+26 24315 283+29 28026 140+17 263+£29 160+£10 227+25 29745 13,755
5B-hem  22,7+55 28,3+0,6 257129 243140 300£00 26,729 103+0,6 160%46 193+12 16,0817 26,3+£32 20,0£0,0
8C 19,7+£0,6 173+1,2 197+£0,6 20,315 320+£00 310x17 16,7+0,6 260%1,0 17,7£06 34,0446 34017 16,7+ 0,6
9B-hem 18,321 20,712 357+£06 20,3+0,6 36,3+06 393+49 140+£00 27,7+£40 223+21 27,026 300+1,0 25715
12B-hep 26,3+32 233106 330+£36 22,312 297+06 32725 150+17 20,7+50 12,731 24725 20,7 +2/1 170£1,0
14B-hep 19,0+1,0 283+15 257+12 240+1,0 330+£10 290+1,0 140+£10 227%25 16010 223+25 31,7£15 0,0+0,0
15B-int 16,0+£4,0 8,000 20,7+£179 19,321 340+£36 260+229 100+£0,0 230%35 190+£10 22,0£30 350£3,0 19,7+0,6
16B-int 16,0+1,0 190+£1,0 38,0+£10 30,0£95 320+10 39306 170210 213+£1.2 21,0£10 293+21 393+21 21,715
16C 21017 250+1,0 267+12 327+25 233+58 183140 113+15 220+26 0,0£0,0 16,3+1,5 27,3106 233+29
Desembocadura del rio Tumbes 20 157+£15 223+25 23010 357476 227+21 280+20 147+£06 177206 20712 21010 210+1,0 140+£1,0
21 143+4.2 173+£15 260+53 0,0+0,0 20,7 £ 3,1 22,7+6,1 110+£10 200£4,0 183+£38 23747 20355 16,0 £3,0
24 21315 19,7+0,6 18015 25742 180+10 16,010 120+£1,0 19706 120+£10 273x06 183+15 130+£1,0
28 6,3+11,0 8075 31,0123 320426 223+46 313+6,0 8315 223145 213171 220430 293+38 7075
30 27+46 29,7+6,7 407+£23 237431 31,3£23 28740 27146 287142 4M7+£29 24725 270x17 247 +12
32 183+£15 213+42 17,7206 33,7140 280+£20 150+1,0 300+£20 19,0%£1,0 173+06 33,000 233+64 16,7+ 0,6
34 0,0+0,0 16,0+ 3,6 22,7+3/1 20,0 £0,0 17,7+ 31 18,7+ 3,1 8,3+0,6 143+0,6 213155 220436 130+26 14715
37 220+14,7 240+14,8 26,7+126 23,3432 28715 29010 140+44 210+26 270+£82 21,7431 270+%44 230+20
4 18,7+£55 25712 180+£1,0 26,0£0,0 203+06 22721 143+06 263%+15 203+06 23,7412 203+06 143+0,6
48 18,3+ 16,1 0,0+0,0 260+130 272412 297+21 327+64 180+£20 240%56 273+78 27010 29,706 17315
49 19306 26010 263+15 227+38 200+10 16706 147+06 183+15 130+£10 270400 280%1,0 163+£15




Tabla 22. Diametro de inhibicién de cepas seleccionadas de langostinos silvestres.

Penicilinas Fosfonatos Fenicoles Tetraciclinas Aminoglucdsidos i Quinolonas Macrélidos
Zona Cepa  Ampicilinas l(::?nsafo(r;](l)- Cloranfeni-  Florfenicol Oc)l(ilrtgtr(?ig- Tetraciclina Estr;gg)ml- Geé}tna;ml- nafl\i((:ilii(i)co Nogifl]cz(a- Enrofloxa- Azitromici-
(10 pg) ug) col (30pg) (30 pg) ug) (30 pg) (10 pg) (10 pg) (30 ug) (10pg) ©M (5 Hg) na (15 pg)
Puerto Pizarro 1PV 97185 223423 300462 257425 287432 28,764 110453 20,706 230426 190410 247+45 183455
Lang27 10,041, 13,3+1,2 24,0146 22,7425 18,0+2,6 19,7431 8,318,5 17,0£1,7 22,053 21,010 17,3484 18,3+1,5
Lang35  147+49 26,7115 24,017 23,0+4,6 17,313,8 21,776 14,0+3,5 22,7+2,3 21,3+7,6 22,721 28,0£2,0 20,0+2,6
Lang39  13,0+1,0 15,0+1,0 29,3140 27,7425 15,0¢1,0 33,0£0,0 11,0¢£1,0 16,0+1,0 14,0£2,0 19,7£0,6 35,0+2,6 15,7421
Lang46 19,0177 6,000 203459 340456 350400 317484 123806 25000 157431 227821 250417  237#12
Lang53  143%129 20,7451 310£148  31,0£00 21066 26355 123468  223%21 1604144 25731 23044 19,745
Lang55  12,0£0,0 14,0¢1,0 21,0¢1,0 27,7440 15,7+1,2 29,3+1,2 15,0£7,0 13,7£0,6 12,0£1,0 20,0£2,0 23,0£3,6 16,3+2,5
El Bendito B-20V 15,743,2 21,046,1 24,0+3,5 22,7440 19,3+2,9 21,0x1,7 9,0+1,0 18,3+1,5 23,731 23712 163+25 15,3+0,6
B-25V 12,3£3,8 19,3+1,2 25,0+4,6 24,7425 20,3+0,6 20,7+1,2 13,716,4 20,0+4.4 21,7138 223+25 170+20 17,0£1,0
B-44V 13,3+2,1 17,0¢1,0 23,0£3,5 24,0£2,6 18,7+£2,3 16,7£1,5 14,315,0 15,731 20,3+2,5 27,7£25 140+17 14,7£0,6
45L 12,0£2,0 14,3+2,5 28,715 28,7+2,9 27,0£2,0 32,0£2,0 12,313,2 20,3+1,5 27,0452 26,3+4,0 21,3£0,6 12,3121
B-48V 9,3+0,6 16,0+1,7 22,0+6,6 21,3+1,5 18,7+1,2 17,313,2 9,0+0,0 16,0+3,5 23,3+4,2 21,017 19026 15,3+0,6
50 11,7425 15,3+3,2 32,735 23,0£3,6 27,0146 28,0+3,6 11,3121 15,3+2,3 22,0+4,6 26,3+3,8 27,0453 16,3+1,5
56 20,0+4,0 22,0+4,0 25,7121 30,0£2,0 31,3¢1,5 24,0+2,0 10,0£0,0 12,0+1,0 20,715 25,0+0,0 26,7+2,1 18,7£2,5
67 13,0+£2,6 18,0+4,0 26,05,3 26,0£1,7 25,7125 26,0+2,6 12,315 18,7+0,6 24,0+2,0 25,056 22,0£2,0 13,3+2,1
B-72v 13,0£11,4 25,3140,6 23,747 35,7425 20,3+2,5 21,3131 11,0£2,0 23,0£2,0 23,0+3,5 29315 247106 16,3+0,6
Desembocadura del rio Tumbes BV-40  0,0£0,0 26,3415 26306 26315 12010 19,306 150410 17,0410 220410  263#32 23315 24,3440
BV-46 0,0+0,0 17,8+0,6 26,715 23,7440 17,7£0,6 17,0£1,0 15,3+0,6 22,7461 22,7+0,6 243+4,0 22,3174 36,7£1,5
BV-47 0,0+0,0 17,3%1,0 25,7+1,2 25,345,0 15,0¢1,0 20,0+1,0 16,0+1,0 20,0£2,0 21,3+0,6 15,0£1,0 16,0+1,0 22,7+2 1
BV-49 0,0+0,0 13,5+0,6 21,3+1,5 20,310,6 17,3+0,6 15,3+0,6 15,0+1,0 20,010,0 15,0+1,0 20,0+0,0 16,7£0,6 21,3121
BV-50 0,0£0,0 17,5421 25,7+0,6 26,3%3,1 13,7£1,5 20,3+0,6 10,7£0,6 16,7+0,6 24,3+1,2 16,3£0,6 17,0¢1,0 22,3+2,5
BV-75 0,0+0,0 24,2410 23,3+1,5 22,7412 21,0+1,0 16,3+0,6 16,0+1,0 23,0¢1,7 20,3+0,6 23,315 16,7£0,6 27,7+0,6
BV-78 0,0£0,0 12,3+0,6 22,712 24,7451 15,7£0,6 17,7£0,6 16,0+1,0 19,3+0,6 20,7+0,6 23,725 20,0£0,0 24715
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4.9. Resistencia antibiotica de cepas bacterianas aisladas de cangrejos y
langostinos silvestres.

En la tabla 23 se observa que todas las cepas de Vibrio spp. aisladas de cangrejos
fueron sensibles al cloranfenicol y la mayoria fueron sensibles al florfenicol,
oxitetraciclina, tetraciclina y norfloxacina. Adicionalmente la mayoria de las cepas
de Vibrio spp. fueron resistentes para estreptomicina; con respecto al indice MAR,
este varié entre 0,0 y 0,33.

Se observo que 4 de las 17 cepas evaluadas (23,53%) fueron multirresistentes
siendo las cepas 23 Hep, 53 Inty 14 Hep fueron resistentes a antibioticos a tres de
las siete familias ensayadas correspondiente a la zona de El Bendito, mientras que
la cepa 34 aislada de Ucides occidentalis proveniente de la zona de la
desembocadura del rio Tumbes fue resistente a cuatro de las siete familias

antibioticas ensayadas.

Tabla 23. Resistencia antibiotica en Vibrio spp. aislados de Ucides occidentalis.
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— =) =) —_ B > S 5 =22 ,85
S s 82 §$2 g s 23zz g
= o = S T s S T g At = g— S
Y = 8% £% 5 & £ g g e o%ooa 8
o 5§ €3 8£ E § 235 38 s Bg38zx 2
= £ 22 £8 8 &€ <. 8 3 E So 2£= &
2 S S8 T 8 & S o © = S TS &9 @ E
Zona Cepa Z L2 o &2 8 & 22 \§ E 28 2§5¢E =
Puerto Pizarro 14 hep S S s s |1 8 R 8 R S | R 3 3 02 Si
23 hep | R SS S$S R S | S S R 3 3 025 Si
45int [ S S S S S R R R S § I 3 2 025 No
53 int R | S S sSS R R S S R | 4 3 033 Si
El Bendito 4C S S $S ss | s I S 8 | 0 0 0,00 No
5B-hem S S S S S S R S S § S S 0 0 0,00 No
8C S I S S S S S S I § S S 0 0 0,00 No
9B-hem S S S S ss | 8 S | S S 0 0 000 No
14B-hep S S S S S S | S | § S R 1 1 0,08 No
15B-int | R S S sSS R S S S S S 2 2 016 No
16B-int | | S SsS ss | 8 S S S S 0 0 000 No
Desembocadura del 21 | | SR S$SS R 8 S s | | 1 1 008 No
rio Tumbes 2 s S SS 1 1 R S R S | | 2 2 016 No
30 R S S S SSsS R S S S S S 2 2 016 No
34 R R S S S S R | S S R | 4 4 033 Si
41 S S S SsS ss | 8 S s | | 0 0 000 No
48 S R S S S S S S S S S S 1 1 0,08 No
Cepas resistentes 3 4 0 1 00 10 2 3 0 2 3

Las cepas que mostraron mayor resistencia antibiética fueron las cepas 53 inty 37

gue correspondié a Vibrio alginolyticus también mostr6é una alta multirresistencia a



antibioticos; cepas de dicha especie han sido reportadas anteriormente en
cangrejos del manglar, particularmente en el cangrejo del manglar brasilefio U.
cordatus, en el cual entre 78 a 86% fueron resistentes a ampicilina (Carvalho et al.,
2016), adicionalmente Vieira et al. (2004), también reportaron cepas de esta
especie resistente a antibidticos. Algunas cepas de Vibrio alginolyticus han sido
reportadas como patdégenas para peces y crustaceos, en particular de langostinos
en cultivo (Liao etal., 2022) asi como implicadas en infecciones a la piel en
personas que se introducen en ambientes acuaticos en donde se hallan éstas
(Vieira et al., 2004). Un estudio en una langostineras de Tumbes mostré que V.
alginolyticus tuvo resistencia a antibiéticos principalmente a ampicilina, tetraciclina

y cloranfenicol (Rosado, 2018) .

En latabla 24 se observa que todas las cepas de Vibrio spp. aisladas de langostinos
silvestres fueron sensibles al cloranfenicol y florfenicol, mientras que la mayoria de
cepas fueron sensibles al acido nalidixico, gentamicina y norfloxacina, por otro lado,
la mayoria de las cepas fueron resistentes a la ampicilina y en menor proporcion a
estreptomicina y fosfomicina. El indice MAR vario entre 0,08 y 0,25.

Se observo que 3 de las 14 cepas ensayadas (21,4%) fueron multirresistentes
siendo la cepa Lang 55 resistente a antibidticos de tres de las siete familias
evaluadas.

En esta investigacion tres cepas fueron multirresistentes siendo las cepas Lang 55,
B-48V y BV-50 las mismas que fueron identificadas como Vibrio alginolyticus;
puesto que en varias investigaciones como las de Aguirre et al. (2021); Grande
Avalos (2020); Rosado (2018) y Tinoco (2020), se ha evidenciado que existen
cepas de Vibrio resistentes e incluso multirresistentes a antibioticos en
langostineras aledafias al manglar de Tumbes; sin embargo, los patrones de
resistencia fueron distintas entre todas ellas, indicando que la resistencia y

multirresistencia en estas cepas bacterianas es variable.
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Tabla 24. Resistencia antibidtica de Vibrio spp. aislados de langostinos silvestres.

Peni- Fosfo- Feni- Tetraci- Aminoglu . Macro- 3 o

" . - Quinolonas . 4 IS

cilinas natos coles clinas -cosidos lidos 8 %

© =)

— =) =) 3 =

—_ _ 3 3 = — ©

s 2% 2_ 2% 2% 88% T 35 &
S 3 88 &5 F 8 32 e w 8 F k]
= e 8 g2 27 £35 = ST S S8 =

~ = o — o -— L
g § t©3 5£ €35 2§§ 5 85 88z =
s 5 Es5 £¢ 8§ S3& 5 8% gz 3 ¢
s 2 s 2 &g £ £ 8= % S E¢ g5 8 =
Zona Cepa = L o & 2 s 8 2 2 0 X 28 28 £ =
Puerto Pizarro 1-PV R S S S S S R S S § S S 2 2 016 No
Lang 39 R R S S I S R S | § S | 3 3 025 Si
Lang 55 R R S S I S | | R § S | 3 0,25 Si
El Bendito B-20V | S S S S S R S S S | | 1 1 0,08 No
B-25V R I S S S S | S S S | S 1 1 0,08 No
B-44V R I S S S | | S S § R | 2 2 016 No
B-48V R R S S S | R S S § | | 3 3 025 Si
B-72V R S S S S S R S S § S | 2 2 016 No
Dese;mbocadura BV-40 R S S S R S | S S § S S 2 2 016 No
delrioTumbes gy 47 R | sSsS 1 s I s s | S 1 1008 No
BV-49 R R S S | | | S I S | S 2 2 016 No
BV-50 R I S S R S R S S | I S 3 3 025 Si
BV-75 R S S S S | | S S S | S 1 1 0,08 No
BV-78 R R S S | | | S S S | S 2 2 016 No
Cepas resistentes 13 5 0 0 2 0 6 0 1.0 1 0

En la tabla 25 se muestra la resistencia antibiotica de cepas de Staphylococcus
spp. y Enterobacter spp. aisladas de Ucides occidentalis, de manera similar en la
tabla 26, se observa la resistencia antibiética de cepas de los mismos géneros
aisladas de langostinos silvestres. La cepa que mostré mayor resistencia a
antibioticos fue la cepa 56 hep (aislada del hepatopancreas de U. occidentalis) que
correspondio a Staphylococcus epidermidis, la misma que resistié a cuatro de los
12 antibidticos ensayados que fueron la ampicilina, oxitetraciclina, enrofloxacina y
azitromicina; ademas ésta cepa fue la que mayor indice de multirresistencia tuvo.
Esta situacion no es infrecuente para cepas de esta especie, pues segun ha
reportado Otto (2009), estas bacterias, son comensales en la piel humana y pueden
comportarse como patdégenos oportunistas. Ademas, portan genes de resistencia
a antibioticos de las familias penicilinas, aminoglucésidos y quinolonas, tal como se

ha observado en la cepa mencionada.
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Tabla 25. Resistencia antibidtica de Staphylococcus spp. y Enterobacter spp.

aisladas de Ucides occidentalis.

Peni- Fosfo- Feni- Tetra- Amino- Quinolonas Macré-  , é
cilinas natos coles cicinas  glucésidos lidos % g
2 =
=) =) 2 _ =) S o =) § P
g2 2 £8 828 T 2 ,32a5 a B2 2, ©
2 © e T 3 s = 8T 3 = €5 EB S
-~ © g L £ 3 5 o X ®© c © So w3 (3]
& £ 2 5 © 8 £ £ S £ © £ 2n L& B
= Q 5 8 o = g K= S 8 Q =) k=l o O o %: -2
= = €£5 £ 8 3 § < 5 8 E Zo 23 ©
2 o c @O @ < o O &= o O P [} [} =
S % St =2 £ g = S € 9 5 Eo E&Q 28 =
Zona Cepa £ e Seg s3& 88 2248 3 23 23 2 2
Puerto Pizarro 40 Int** S R SND S S R S I § S R 3 3 016 Si
49 Int* S R SND S S s s S S 8 S 1 1009 No
50 Int” S ND** S S S S S S NDND S S 0 0 000 No
52 Int* S ND SS S S | S NDND S R 1 101 No
56 Hep* R ND S$S R I S S ND ND R R 4 4 044 Si
El Bendito 12B-Hep* S ND SS S S S S NDND S | 0 0 000 No
Cepas resistentes 1 2 0 0 1.0 1 0 0 0 1 3
* Staphylococcus spp.
** Enterobacter cloacae
*** ND: No se pudo determinar pues no existen puntos de corte establecidos en la
literatura cientifica para el antibiético y el género bacteriano indicado.
Tabla 26. Resistencia antibiética de Staphylococcus spp. y Enterobacter spp.
aisladas de langostinos silvestres.
Peni- Fosfo- Feni- Tetra- Amino- Quinolonas Macré- , é
cilinas natos coles cicinas  glucésidos lidos % g
= g 5
—_ =) = 3 — =) > o = = »n
2 2 28 828 T 2 .25 o 52 £ ©
=) o =3 =3 s = S =T 5 T £©5 E= S
@ o 8 £« © 8 5 8 5 g o2 8 o 2
£ g $8 g5 6§ ¢ s g ¢ s TFe Tg £ 3
= £ =2 2 s L2 2 E c X 35 IS o, 23 = <)
2 S s o T o S S o S = S Qo O Q £
=3 % 55 = £ s < S € 2 = Eo EZ S =
Zona Cepa = S s 32 & 8 22§ R 23 325 2 2
Puerto Pizarro  Lang 53* | ND* S S S S S S NDND S S 0 0 000 No
El Bendito 450+ R R SND S S I S S S S R 3 3 027 Si
67+ R s SND S S I S S S S R 2 2 018 No
50+ R R SND S S R S S S S S 3 3 027 Si
56+ S s SND S S R R S S S S 2 1009 No
Cepas resistentes 2 2 00 0 0 2 1 00 0 2

* Staphylococcus capitis.
** Enterobacter cloacae

***ND: No se pudo determinar pues no existen puntos de corte establecidos en la
literatura cientifica para el antibiotico y el género bacteriano indicado.

En la tabla 27 se aprecia la resistencia antibitica de Bacillus spp. aislados de

Ucides occidentalis; sin embargo, se cabe mencionar que de todas las cepas

identificadas solo se identifico el género Bacillus en cepas bacterianas aisladas de
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cangrejos, puesto que no se encontrO ninguna cepa de Bacillus en cepas
bacterianas aislados de langostinos silvestres; siendo Puerto Pizarro y El Bendito

lugares de recoleccion de cangrejos donde se evidencio presencia de este género.

Tabla 27. Resistencia antibiética de Bacillus spp. de cangrejos del manglar.

8 g . . Amino- g 3 8
= el Fenico- Tetraci- . . = 9 p
S S . gluco- Quinolonas ° g P
= @ les clinas i s 3 @
K kS sidos g g <
s =
Z0 . . = § . ?E = . 8 &
a P 5 2 2 . 2 3 2 2 S 2 2% 8 3
= o S =2 e Z - o s € w» w 2 = ©
2 e} = 3 s 8 = = s = 3 z £ 5 S
e © 8 & £ 3 3 g = = £ T o o x £
© 5 c 3 3 £ E & 5 © 8 5 ©Sg ©: L 2
5 = £ < s g £ E < £ 3 E 925 o = @
= o @© [} @ © D S o ke = o D 4= [ Q@ =
s 3 §£35 £% £33 8 £ % £ E3i 8 S
< 2 o i S £ d oo L 2 5 & Zeo 2 = =
A 3 hem I ND S S S S S S ND ND S S 0 0 000 No
20 hep S ND S S S S S S ND ND S S 0 0 000 No
46hem S ND S S S S S S ND ND S R 1 1 011 No
48hem S ND S S S S S S ND ND S I 0 0 000 No
54 int I ND S S S S S S ND ND S R 1 1 011 No
55 hep S ND S S S S S R ND ND S R 2 2 022 No
B 20 S ND S S S S S S ND ND | I 0 0 000 No
32 S ND S S S I S S ND ND S I 0 0 000 No
37 S ND S S S S S S ND ND S S 0 0 000 No
49 S ND S S S | S S ND ND S I 0 0 000 No

A: Puerto Pizarro; B: Desembocadura del rio Tumbes.

Se evalud la resistencia antibiotica de 10 cepas de Bacillus spp. contra 12
antibioticos. La cepa 55 hep resistié a dos antibidticos (gentamicina y azitromicina)
y dos cepas (46 hem y 54 int) resistieron a un antibiético (azitromicina) de los 12
antibiéticos ensayados. La mayoria de las cepas fueron sensibles, ocho de ellas no
resistieron a ninguno de los 12 antibidticos ensayados; asi mismo, para la
evaluacion de la resistencia antibiética de Bacillus spp. se utilizaron los puntos de
corte de estafilococos debido a que no existen los mismos establecidos por el
Eucast. Esta decision es respaldada por Adamski et al. (2023) quienes utilizaron
los puntos de corte de estafilococos para evaluar la resistencia antibiética de
Bacillus spp. aislados de leche cruda. Por otro lado, Wisniewski et al. (2022)
también utilizaron los puntos de corte de estafilococos, para determinar la
resistencia antibidtica de Listeria monocytogenes aislados en alimentos. Por ende,
es posible determinar la resistencia antibiética de Bacillus spp. como ya se ha

evidenciado en investigaciones anteriores.
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4.10. Porcentaje de resistencia antibiética de cepas bacterianas en cangrejos
y langostinos silvestres.

En la tabla 28 se observa el porcentaje de cepas de Vibrio spp. aisladas de
cangrejos del manglar que fueron resistentes o sensibles a cada antibiotico,
apreciandose que el 100% de las cepas fueron sensibles al cloranfenicol, mientras
que el 94,1% lo fueron para florfenicol, tetraciclina y norfloxacina. La mayor
resistencia se observd para la estreptomicina (58,8%), seguido la fosfomicina
(23,5%) y en menor proporcién la ampicilina, acido nalidixico y azitromicina
(17,6%).

Tabla 28. Porcentaje de resistencia antibiotica de cepas de Vibrio spp. aislados de
Ucides occidentalis.

Antibistico Resistente Intermedia Sensible
n % n % n %

Ampicilina 3 17,6 5 29,4 9 52,9
Fosfomicina 4 23,5 4 23,5 9 52,9
Cloranfenicol 0 0,0 0 0,0 17 100,0
Florfenicol 1 5,9 0 0,0 16 94,1
Oxitetraciclina 0 0,0 2 11,8 15 88,2
Tetraciclina 0 0,0 1 59 16 94,1
Estreptomicina 10 58,8 5 29,4 2 11,8
Gentamicina 2 11,8 1 59 14 82,4
Acido nalidixico 3 17,6 4 23,5 10 58,8
Norfloxacina 0 0,0 1 5,9 16 94,1
Enrofloxacina 2 11,8 4 23,5 11 64,7
Azitromicina 3 17,6 7 41,2 7 41,2

Como se evidencia, las cepas ensayadas tuvieron alta resistencia a la
estreptomicina (58,8%). Aguirre (2019), también encontré cepas de Vibrio spp.
aislados de Litopenaeus vannamei en langostineras de Tumbes y Santa Rosa
(Ecuador) que tuvieron alta resistencia a la gentamicina (64,3%), un antibiético
aminoglucésido de la misma familia que la estreptomicina.

El hecho que no se haya encontrado un nivel elevado de resistencia a antibidticos
comunmente utilizados para el tratamiento de enfermedades infecciosas que
atacan el cultivo de langostino como la oxitetraciclina, enrofloxacina o el florfenicol,
es un acontecimiento que puede justificarse en base al estudio de De Cock et al.

(2022), los cuales encontraron un bajo nivel de residuos antibioticos, tales como
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florfenicol y oxitetraciclina en la carne de cangrejo del manglar del Guayas, esto a
pesar que en la zona existen muchas empresas langostineras que usan tales
antibioticos, esto indica que si los residuos de tales antibiéticos son bajos, no hay
presion selectiva que conduzca a la resistencia de cepas bacterianas a tales
antibioticos.

En la figura 2 se muestra las cepas de Vibrio que fueron multirresistentes a
diferentes familias antibidticas; en éste se observa que la cepa 34 aislada de
cangrejos del manglar de la zona de la desembocadura del rio Tumbes fue
multirresistente por el motivo que resistio a 4 familias de antibiéticos tales como
penicilinas, fosfonatos, aminoglucésidos y quinolonas; mientras que las cepas 23
hep, 53 int y 14 hep aisladas de U. occidentalis de la zona de El Bendito fueron

resistentes a tres familias de antibioticos.
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=

Figura 2. Namero de familias antibioticas a las que fueron resistentes las cepas de

Vibrio spp. asilados de Ucides occidentalis.

En la tabla 29 se observa el porcentaje de resistencia antibiotica en Vibrio spp.
aislados de langostinos silvestres del manglar de Tumbes, donde se evidencia que
el 100% fueron sensibles para cloranfenicol y florfenicol, seguido la gentamicina
(92,9%) y norfloxacina (85,7%); mientras que el 92,9% fueron resistentes para la
ampicilina, seguido la estreptomicina (42,9%) y fosfomicina (35,7%).

Tres de las cepas: Lang 55, 48 y BV-50, fueron resistentes a tres familias de

antibioticos (figura 3).
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Tabla 29. Porcentaje de resistencia antibidtica de Vibrio spp. aislados de

langostinos silvestres.

Antibistico Resistente Intermedia Sensible
n % n % n %

Ampicilina 13 92,9 1 7,1 0 0,0
Fosfomicina 5 35,7 4 28,6 5 35,7
Cloranfenicol 0 0,0 0 0,0 14 100,0
Florfenicol 0 0,0 0 0,0 14 100,0
Oxitetraciclina 2 14,3 5 35,7 7 50,0
Tetraciclina 0 0,0 5 35,7 9 64,3
Estreptomicina 6 42,9 8 57,1 0 0,0
Gentamicina 0 0,0 1 7,1 13 92,9
Acido nalidixico 1 7,1 2 14,3 11 78,6
Norfloxacina 0 0,0 2 14,3 12 85,7
Enrofloxacina 1 7,1 8 57,1 5 35,7
Azitromicina 0 0,0 6 42,9 8 57,1

Como ya se ha mencionado que la mayor resistencia antibiotica fue para ampicilina
(92,9%) y estreptomicina (42,9%). Estos resultados son similares a los encontrados
por Aguirre (2019), en langostinos de cultivo en Santa Rosa (Ecuador), quien
observo que las cepas de Vibrio spp. aisladas de L. vannamei fueron resistentes a
la fosfomicina (75%), ampicilina (57,1%) y estreptomicina (64,3%); lo que muestra
gue cepas resistentes a tales antibiticos son comunes en el manglar de Tumbes y

del sur del Ecuador
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Figura 3. Namero de familias antibidticas a las que fueron resistentes las cepas de

Vibrio spp. aislados de langostinos silvestres.
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4.11. Residuos de antibidticos en la parte comestible de cangrejos y

langostinos silvestres.

En la tabla 30 se observa la concentracion de residuos antibiéticos en cangrejos y
langostinos. Todas las muestras de la parte comestible del cangrejo del manglar y
de los tejidos del cefalotorax del langostino, tuvieron concentraciones de
tetraciclinas no detectables (<0,0044 ng/g); sin embargo en el caso de la parte
comestible de los langostinos, las muestras colectadas en El Bendito y Puerto
Pizarro, tuvieron concentraciones detectables, que fueron de 0,0700 ng/g y de
0,0482 ng/g

Tabla 30. Concentracion de residuos antibioticos en tejidos de cangrejos del

manglar y langostinos.

Concentracion de

Muestra Zona antibiéticos
(ng/g)
Parte comestible de Santuario Nacional Los Manglares de Tumbes <0,0044*
langostino El Bendito 0,0700
Puerto Pizarro 0,0482
Desembocadura del rio Tumbes <0,0044
Parte comestible de Santuario Nacional Los Manglares de Tumbes <0,0044
cangrejo del manglar El Bendito <0,0044
Puerto Pizarro <0,0044
Desembocadura del rio Tumbes <0,0044
Tejidos del cefalotérax  Santuario Nacional Los Manglares de Tumbes <0,0044
de langostino (no El Bendito <0,0044
incluye exoesqueleto) Puerto Pizarro <0,0044
Desembocadura del rio Tumbes <0,0044

*El valor <0,0044 ng/g fue asignado por el equipo, debido a que dicho valor es el

l[imite minimo de deteccidn del mismo.

Puesto que en el Peru ya existen diferentes legislaciones que establecen limites
maximos de residuos (LMR), mediante la Norma Técnica Sanitaria N° 120-
Minsa/Digesa v.01. Norma que estable los limites maximos de residuos (LMR) de
medicamentos veterinarios en alimentos para consumo humano (Digesa, 2016), ha
establecido que, en el musculo de peces y crustaceos para consumo humano, el
limite maximo de residuos de clortetraciclina, tetraciclina y oxitetraciclina es de 200
ng/kg (equivalente a 200 ng/g), mientras que en el caso de los mismos antibioticos

mas sus 4-epimeros, en musculo y piel es de 100 pg/kg (equivalente a 100 ng/q).
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Los valores establecidos en esta norma son similares al indicado por el Codex
Alimentarius (Codex Alimentarius Commission, 2018), en el caso del musculo del
crustaceo Penaeus monodon que es de 200 pg/kg.

Sin embargo, la Unién Europea ha establecido un limite méximo de residuos mas
bajo para productos carnicos. En su informe EMEA/MRL/023/95 menciona que el
LMR es de 100 ug/kg para oxitetraciclina, tetraciclina y clortetraciclina y sus 4-
epimeros.

Los resultados observados, indican que la concentracidén de residuos antibioticos
tanto en cangrejos del manglar como en langostinos silvestres (que fueron en su
mayoria indetectables, con la excepcibn de dos muestras que tuvieron
concentracion de 0,0700 ng/g y de 0,0482 ng/g), no excedieron los limites maximos
establecidos, por lo que son seguros para el consumidor y no deberian afectar su

salud.

4.12. Genes de resistencia en cepas bacterianas.

De las 35 cepas bacterianas aisladas de U. occidentalis y que fueron identificadas
molecularmente, solo crecieron 27 y fueron viables para el analisis de deteccion de
residuos antibidticos; ocho cepas no crecieron y no pudieron ser analizadas (cepas
34, 37, 30, 21, 20, 32, 24 y 41). Los resultados del analisis (tabla 31) mostraron que
ninguna cepa presentd los genes de resistencia antibidtica (ARGS) para

tetraciclinas: tetA, tetB, tetD y tetE.

76



Tabla 31. Genes de resistencia antibiotica de tetraciclinas en cepas seleccionadas

de Ucides occidentalis.

ARGs de tetraciclinas

rﬁﬁgzt?e% Cepa Especie
tetA tetB tetD tetE
Puerto Pizarro 50 int Staphylococcus haemolitycus - - - -
56 hep Staphylococcus epidermidis - - - -
3 hem Bacillus valezensis - - - -
23 hep Vibrio parahaemolyticus - - - -
45 int Vibrio alginolyticus - - - -
53 int Vibrio alginolyticus - - - -
52 int Staphylococcus epidermidis - - - -
20 hep Bacillus cereus - - - -
55 hep Bacillus spp - - - -
49 int Enterobacter cloacae - - - -
48 hem Bacillus cereus - - - -
14 hep Vibrio natriegens - - - -
46 hem Bacillus spp. - - - -
54 int Bacillus cereus - - - -
40 int Enterobacter cloacae - - - -
El Bendito 15B-int Vibrio alginolyticus - - - -
4C Vibrio fortis - - - -
8C Vibrio fortis - - - -
16C Halomonas spp. - - - -
16B-int Vibrio alginolyticus - - - -
5B-hem  Vibrio alginolyticus - - - -
9B-hem  Vibrio rotiferianus - - - -
12B-hep  Staphylococcus hominis - - - -
14B-hep  Vibrio alginolyticus - - - -
Desembocadura 48 Vibrio alginolyticus - - - -
del rio Tumbes 28 Exiguobacterium profundum - - - -

49 Priestia (Bacillus) endophytica

Por su parte, de las 23 cepas bacterianas aisladas de U. occidentalis y que fueron
identificadas molecularmente, solo crecieron 21, las que pasaron al andlisis de
deteccién de residuos antibiéticos; en tanto que dos cepas no crecieron y no
pudieron ser analizadas (cepas Lang 35 y Lang 27). Los resultados del analisis
(tabla 32) de igual manera mostraron que ninguna cepa presentd los genes de

resistencia antibiotica (ARGS) para las tetraciclinas tetA, tetB, tetD y tetE.
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Tabla 32. Genes de resistencia antibiotica de tetraciclinas en cepas seleccionadas

de langostinos silvestres.

ARGs de tetraciclinas

Zona de muestreo Cepa Especie letA tetB  tetD telE

Puerto Pizarro 1-PV Vibrio parahaemolyticus - - - -
Lang 53 Staphylococcus capitis - - - -
Lang 39 Vibrio alginolyticus - - - -
Lang 55 Vibrio alginolyticus - - - -
Lang 46 ND* - - - -

El Bendito B-20V  Vibrio parahaemolyticus - - - -
B-44V  Vibrio alginolyticus - - - -
B-48V  Vibrio alginolyticus - - - -
B-25V  Vibrio parahaemolyticus - - - -
B-72V  Vibrio proteolyticus - - - -

45L Enterobacter cloacae - - - -
67 Enterobacter cloacae - - - -
50 Enterobacter cloacae - - - -
56 Enterobacter cloacae - - - -

Desembocadura del rio  BV-75  Vibrio diabolicus - - - -
Tumbes BV-40  Vibrio furnissi - - - -
BV-50  Vibrio alginolyticus - - - -
BV-46  Shewanella algae - - - -
BV-47  Vibrio alginolyticus - - - -
BV-49  Vibrio harveyi - - - -
BV-78  Vibrio alginolyticus - - - -

* ND: No se pudo identificar a la especie a nivel molecular

A pesar que no se ha enconcontrado presencia de genes de tetraciclinas (tetA, tetB,
tetD y tetE) en cepas bacterianas aisladas de Ucides occidentalis y langostinos
silvestres, ello no descarta la posibilidad de que las cepas evaluadas aun puedan
tener genes de resistencia a antibioticos diferentes a las tetraciclinas; pues, en otras
investigaciones como la de Gao et al. (2012), realizada en bacterias aisladas de
granjas acuicolas en el norte de China, donde no se encontraron genes de
resistencia a tetraciclinas en cepas bacterianas, sin embargo, si se detectaron
genes de resistencia a sulfonamidas: sull y sul2 en bacterias: Bacilus cereus, B.
subtilis, B. megaterium y Acinetobacter Iwofii; problablemente, por que las
sulfonamidas se utilizaron con mayor frecuencia que las tetraciclinas en esas

granjas acuicola.

Por otro lado, en la investigacion de Luo et al. (2010) en China, se cuantificaron
ARGs de tetraciclinas y sulfonamidas (tetW, tetQ, tetO, tetT, tetM, tetB, tetS, sully
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sul2); en dicha investigacion no se encontraron ARGs mediantes PCR cuantitativa
en la mayoria de las muestras. Sin embargo, los genes de resistencia a
sulfonamidas: sull y sul2 estuvieron presentes en concentraciones altas en todas
las muestras, debido que la poblaciéon se medica con sulfonamidas que como
consecuencia son expulsados como efluentes conduciendo a las zonas de

muestreo de la citada investigacion.

Como se ha evidenciado que existen trabajos en donde no se ha encontrado la
presencia de ARGs a tetraciclina o se encuentran en bajas cantidades segun
cuantificacion por gPCR; esto es por el motivo que muchos de los antibioticos estan

prohibidos para el uso veterinario (Dos Santos, 2015).
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

V. CONCLUSIONES

Se aislaron del cangrejo del manglar Ucides occidentalis, 53 cepas bacterianas
en TCBS y 93 en TSA. Treinta y cinco cepas se identificaron, correspondiendo
principalmente a Vibrio (17 cepas) y en menor numero a Bacillus,
Staphylococcus, Enterobacter, Halomonas y Exiguobacterium.

Se aislaron de langostinos silvestres, 64 cepas bacterianas en TCBS y 68
cepas en TSA. Veinte de ellas fueron identificadas y correspondieron en su
mayoria al género Vibrio y en menor cantidad a los géneros Enterobacter,
Staphylococcus y Shewanella.

La mayoria de las cepas de Vibrio spp. aisladas de U. occidentalis fueron
resistentes de 1 a 4 antibidticos de los 12 ensayados. Siendo el 58,8%
resistentes a estreptomicina y 23,5% a fosfomicina. EI 100% fueron sensibles
al cloranfenicol, y en menor proporcién al florfenicol, tetraciclina y norfloxacina
(94,1%) y a la oxitetraciclina (88,2%). Tres cepas fueron multirresistentes.
Todas las cepas de Vibrio spp. aisladas de langostinos silvestres fueron
resistentes de 1 a 3 antibidticos de los 12 evaluados. Siendo el 92,9%
resistentes a ampicilina y el 42,9% a estreptomicina. El 100% fueron sensibles
al cloranfenicol y florfenicol, y 92,9% a gentamicina. Tres cepas fueron
multirresistentes.

En los tejidos de los cangrejos del manglar (Ucides occidentalis) y de los
langostinos silvestres (Litopenaeus vannamei) recolectados en el manglar de
Tumbes, los niveles de residuos antibidticos de tetraciclinas no excedieron el
limite maximo de residuos (LMR) establecido en la legislacion peruana e
internacional.

Ninguna de las cepas bacterianas aisladas de cangrejos del manglar o de
langostinos silvestres presentaron los genes de resistencia a tetraciclinas
evaluados (tetA, tetB, tetD y tetE).



1)

2)

VI. RECOMENDACIONES

Dado que se ha observado en las cepas estudiadas resistencia a ampicilina y
a estreptomicina, se deberia investigar si en la zona existen residuos de tales
antibiéticos que superen los limites maximos permisibles establecidos en la
legislacién nacional o internacional.

De igual manera se deberia evaluar si las cepas bacterianas presentes en
cangrejos del manglar y langostinos silvestres portan ARGs para ampicilina,

estreptomicina u otros antibioticos.
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ANEXOS



Anexo 1. Ubicacion de zonas de muestreo.

Tabla 33. Ubicacion y coordenadas UTM de puntos de muestreo.

Coordenadas en UTM

Punto de Ubicacién (Datum WGS84, Zona 17M)
muestreo Longitud Latitud
1 Desembocadura del rio Tumbes -560526,6 -9612057,0
2 Puerto Pizarro -569474,0 -9613592,8
3 El Bendito -576300,5 -9622431,4
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Anexo 2. Formulario de registro de datos de langostinos silvestres.

FORMULARIO 1
RECOLECCION DE DATOS DE LANGOSTINOS

N° Registro: :]

Nombre del responsable:

Lugar de recoleccion:

Fecha: / / Hora:

ESPECIE:
1) Litopenaeus vannamei () 2) Litopenaeus stylirostris ()
3) Litopenaeus occidentalis () 4) Farfantepenaeus californiensis ()
5) Farfantepenaeus brevirrostris C] 6) No se puede determinar [:]
SEXO:  Macho [ Hembra (] Indeterminado (]

MEDIDAS:

LT (cm): Peso (9):

OBSERVACIONES EXTERNAS:

1) Color del animal:

2) Expansion de cromatoforos: Si () No ()
3) Deformidades en rostro, abdomen o apéndices: Si() No ()

Indique:

4) Flexion del musculo abdominal (calambre): Si() No ()
5) Color de las branquias: blancas () marrén () negras () Amarillas ()
Otro () Indique:

6) Color de los apéndices (periépodos, ple6podos y urépodos) : normal () rojo ()
Negro () Otro () Indique:

7) Color de las antenas:  normal () rojo ()
Otro () Indique:
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8) Transparencia de los musculos del abdomen y del cefalotorax:

Transparente () Blanquecino () Otro () Indique:

9) Replecidn Intestinal (porcentaje del Intestino que se encuentra lleno):

10) Textura del exoesqueleto: duro () blando()
11) Manchas, lesiones, melanosis, astillas clavadas:

Indique:

UBICACION DE LESIONES/MELANIZACION
En la figura, sefialar las zonas de manchas (M), lesiones (L), melanosis (Me), astillas

clavadas (A).

-
ct

OBSERVACIONES ADICIONALES:

104



Anexo 3. Formulario de registro de datos de Ucides occidentalis.

FORMULARIO 2

RECOLECCION DE DATOS DE CANGREJOS DEL MANGLAR

Nombre del responsable:

v regsvo: ]

Lugar de recoleccion:

Fecha: [/ / Hora:
SEXO: Macho (] Hembra
MEDIDAS:

Longitud cefalotoracica (cm):

OBSERVACIONES EXTERNAS:

O

1) Textura del exoesqueleto: duro () blando()

2) Manchas, lesiones, melanosis, astillas clavadas:

Indique:

Peso (9):
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UBICACION DE LESIONES/MELANIZACION

En la figura, sefialar las zonas de manchas (M), lesiones (L), melanosis (Me), astillas clavadas (A).

OBSERVACIONES ADICIONALES:

106



Anexo 4. Procedimiento para la determinacion de residuos antibiéticos.

A) Preparacién de la solucién:

Se prepard solucion de acido tricloroacético al 1%; disolviendo 1 g de acido
tricloroacético en polvo en 100 ml de agua desionizada; posteriormente la solucion
de la muestra concentrada 20X con agua desionizada (20X Con agua desionizada
(V): agua desionizada (V)=1:19); finalmente se diluy6é el tampén de lavado
concentrado 20X con agua desionizada (Tampon de lavado concentrado 20X (V):

agua desionizada (V)=1:19).

B) Preparacion de las muestras:

En esta etapa se homogeniz6 la muestra en un homogenizador, posteriormente en
un tubo de 50 ml de centrifuga se pesé de 1 £+ 0,05 g de la muestra homogenizada;
se agrego 4 ml de solucion de acido tricloroacético al 1% y se procedi6 a centrifugar
a 4000 rpm/min durante 5 min a temperatura ambiente; luego de este paso se tomo
40 ul del sobrenadante de la parte superior y se agreg6é 1560 pl de la solucion
diluida de la muestra concentrada procediéndose a agitar en un vortex por 30 s;

finalmente se tomd 20 pl para el respectivo analisis.

C) Procedimiento del ensayo cuantitativo:

Este procedimiento consistié en seis pasos:

1. Se numerd la muestra y el estandar en orden de los pocillos y se anoté en una
bitacora los codigos y el orden las muestras.

2. Se agreg6 20 pl de la solucion estandar o muestra por pocillo, luego se agrego
50 ul de conjugado de HRP a cada pocillo; después de ello se agregd 50 ul de
la solucion de trabajo de anticuerpos, posteriormente se cubrio la placa con el
sellador, luego se oscil6 durante 10 s para mezclar bien y suavemente,
finalmente se incubo a 25 °C por 30 min a luz de sombra.

3. En esta etapa se destapo el sellador con cuidado y se retir6 el liquido de cada
pocillo, se agrego 260 ul de tampon de lavado (solucion 3); este procedimiento
se repiti6 cuatro veces, posteriormente se invirti6 la placa y se golped

suavemente contra el papel absorbente.
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4. Se procedio a agregar 50 ul del reactivo de sustrato A en cada pocillo y luego se
agrego 50 ul del reactivo del sustrato B. Se dej6 oscilar durante 10 s para que se
mezclaran muy bien. Finalmente se incubd a 25 °C por 15 min en oscuridad.

5. Se agrego6 50 pl de la solucion de detencion a cada pocillo, se agitdé suavemente
durante 10 s para que se mezclara por completo.

6. Finalmente se procedio a la medicion de OD (densidad 6ptica) de cada pocillo o

muestra a una longitud de onda de 450 nm a 630 nm.
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Anexo 5. Recoleccion de muestras, toma de parametros fisico quimico y

obtencion de tejidos.

Figura 4. Proceso de recoleccion de cangrejos, langostinos silvestres y muestras
de agua en el ecosistema manglar. a) Captura de langostinos silvestres. b) Colecta
de Ucides occidentalis. ¢) Medicion de salinidad y d) Determinacion de parametros
quimicos del agua y sustrato en laboratorio.

-

| DesenBOCADRRA |
| \

Figura 5. Proceso de toma de parametros biométricos en Ucides occidentalis. a)
ejemplares ordenados para la toma de medidas, b) medicion del ancho
cefalotoracico y c) pesado del ejemplar.

Figura 6. Toma de muestras de tejidos en cangrejos del manglar y langostinos. a)
Extraccion de hemolinfa en cangrejos b) Vista del hepatopancreas en cangrejo y c)
Extraccion de hemolinfa en langostinos silvestres.
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Anexo 6. Microbiologia del trabajo de investigacion.

y 2- hem-10 1~\\

Figura 7. Siembra de cepas en medios TCBS y TSA. a) Siembra de muestras de
hemolinfa y tejidos sélidos, b) colonias crecidas en medio TCBS y c) colonias
crecidas en medio TSA.

Figura 8. Identificacion de cepas utilizando coloracion Gram. a) Colonias
purificadas, b) observacion de UFC en microscopio y c) vista de bacilos Gram
positivos.

Figura 9. Pruebas bioquimicas de catalasa y oxidasa. a) Prueba de catalasa y b)
Prueba de oxidasa.
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Figura 10. Siembra de cepas en medio Mueller Hinton y disposicion de discos de
antibioticos. a) Concentracion de Mac Farland a cepas bacterianas, b) Siembra de
cepas en medio Mueller Hinton y c¢) Colocacion de discos de antibibticos.

Figura 11. Antibiogramas realizados en cepa de cangrejo (49 int) y langostino
silvestre (Lang 55).
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Cepa 45 int = .. Cepal16C

10 20 mm

Figura 12. Antibiogramas realizados en cepas de cangrejo del manglar (Ucides
occidentalis).

Figura 13. Antibiogramas realizados en cepas de cangrejo del manglar (Ucides
occidentalis).
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Anexo 7. Fase molecular del trabajo de investigacion.

occidentalis y kit PrestoTM Soil DNA Extraction y b) Centrifugado de pellets de
cepas bacterianas.

hem 23 hep 45int 53int 52int 20 hem 55hep 49 int 48 hem 14 hep 46 hem 54 int 40int 15int 4C

-

Figura 15. Gel de electroforesis con amplicones de fragmentos del gen 16S ARNr
de cepas bacterianas aisladas en U. occidentalis.

Figura 16. Gel de electroforesis con amplicones de fragmentos del gen 16S ARNr
de cepas bacterianas aisladas en L. vannamei.

113



Figura 17. Gel de migracién de amplicones del gen tetA en cepas bacterianas de
U. occidentalis. No se observan bandas fluorescentes, salvo las del marcador de
peso molecular (MPM).

Figura 18. Gel de migracién de amplicones del gen tetB en cepas bacterianas de
U. occidentalis. No se observan bandas fluorescentes, salvo las del marcador de
peso molecular (MPM).
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Figura 19. Gel de migracion de amplicones del gen tetA en cepas bacterianas de L.
vannamei. No se observan bandas fluorescentes, salvo las del marcador de peso
molecular (MPM).
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Anexo 8. Residuos antibioticos en la parte comestible de cangrejos y

langostinos silvestres.

Tabla 34. Residuos antibioticos en tejidos de cangrejos del manglar y langostinos

silvestres.
Concentracién Medida Mean oD Desviacion Coefclicgente
Muestra Zona de antibiéticos (OD) 450 estandar S
OD (ID) variacién
(ng/g) (V) nm oD (OD)
Parte SNLMT* 0,0044 2,2067 2,2067 2,1300 0,0767 3,4793
comestible de EIl Bendito 0,0700 2,0284 2,0284 12,1210 0,0926 4,5656
langostino Puerto Pizarro 0,0482 2,0569 2,0569 2,1368 0,0799 3,8877
Desembocadura 0,0044 2,1876 2,1876 2,1644 0,0232 1,0615
del rio Tumbes
Parte SNLMT 0,0044 2,2781 2,2781 2,3026 0,0245 1,0731
comestible de EIl Bendito 0,0044 2,3390 2,3390 2,3848 0,0458 1,9564
cangrejo del  Puerto Pizarro 0,0044 2,3020 2,3020 2,2292 0,0728 3,1629
manglar Desembocadura 0,0044 2,2633 2,2633 2,3480 0,0847 3,7443
del rio Tumbes
Tejidos del SNLMT 0,0044 2,2719 2,2719 2,2580 0,0139 0,6100
cefalotérax de EIl Bendito 0,0044 2,2014 2,2014 2,1553 0,0461 2,0900
langostino (no Puerto Pizarro 0,0044 2,3108 2,3108 2,3084 0,0024 0,1047
incluye Desembocadura 0,0044 2,2663 2,2663 2,2331 0,0332 1,4656

exoesqueleto)

del rio Tumbes
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