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RESUMEN

Estudios preliminares han reportado que ciertos elementos quimicos disponibles en el
agua permiten la proliferacién de patdgenos capaces de aprovechar estos iones de
manera mas eficaz que las bacterias benéficas dentro del sistema de cultivo. El objetivo
del presente estudio fue el evaluar preliminarmente la respuesta en la abundancia
microbiana del Vibrio parahaemolyticus frente a un grupo de insumos acuicolas
utilizados en la preparacion inicial de piscinas de engorde de camardn blanco Penaeus
vannamei. El estudio in vitro se realiz6 en microplaca cuyo disefio contemplé la
evaluacién de 14 soluciones con 3 réplicas cada una frente a una concentraciéon de V.
parahaemolyticus (10° UFC/mI). La placa fue incubada a 35 + 2°C con agitacion de
150 rpm durante 6 horas, cada hora se midio el crecimiento microbiano mediante lector
de Elisa a 560 nm. Se uso la prueba t-student para identificar diferencias a lo largo del
tiempo entre abundancias y para determinar el efecto del tiempo, principios quimicos y
tipo de compuesto se utilizé analisis multivariado. Los resultados muestran que el Vp
responde mas ante sustancias que contienen altos valores de Carbono, Nitrogeno,
Calcio, Fésforo, Magnesio y Hierro para poder proliferar rapidamente. Solo 7 de los 14
insumos evaluados mostraron tener un efecto proliferativo significativo (p<0.05). Los
compuestos que mostraron estimulacion en el crecimiento celular fueron Carbonato de
calcio, Silicato, Nitrato de Sodio, Melaza & Silicato, Melaza y Propdéleo (1%). Dentro de
los compuestos organicos probados, la Moringa (10%) mostré una reduccion significativa

del namero celular de Vp.

Palabras claves: Crecimiento bacteriano, Insumos acuicolas, Penaeus vannamei, Vibrio

parahaemolyticus.



ABSTRACT

Preliminary studies have reported that the presence of certain chemical elements
available in the water allow the proliferation of pathogens capable of taking advantage of
these ions more efficiently than beneficial bacteria within the culture system. The
objective of the present study was to preliminarily evaluate the response in the microbial
abundance of Vibrio parahaemolyticus against a group of aquaculture inputs used in
the initial preparation of white shrimp Penaeus vannamei fattening pools. The in vitro
study was carried out in a microplate whose design contemplated the evaluation of 14
solutions with 3 replicates each one against a concentration of V. parahaemolyticus (10
3 CFU/mI). The plate was incubated at 35+2°C with shaking at 150 rpm for 6 hours,
microbial growth was measured every hour using an Elisa reader at 560 nm. The t-student
test was used to identify differences over time between abundances and multivariate
analysis was used to determine the effect of time, chemical principles, and type of
compound. The results show that the Vp responds more to substances that contain high
values of Carbon, Nitrogen, Calcium, Phosphorus, Magnesium, and Iron to be able to
proliferate rapidly. Only 7 of the 14 inputs evaluated showed a significant proliferative
effect (p<0.05). The compounds that showed an effect of stimulating cell growth were
Calcium Carbonate, Silicate, Sodium Nitrate, Molasses & Silicate, Molasses and Propolis
(1%). Among the organic compounds tested, Moringa (10%) showed a significant

reduction in the cell number of Vp.

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, Penaeus vannamei, Aquaculture inputs, bacterial
growth
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CAPITULO 1

1. Introduccidn

En los ultimos afios la demanda de camaron ecuatoriano en mercados internacionales
se ha incrementado de manera considerable y sostenida, esto ha llevado a que los
productores implementen acciones agresivas para poder cubrir la demanda que incluye
la intensificacion de su produccién, por ende, se requiere del aumento de las densidades
de cultivo y de periodos menores para la preparacién de piscinas. Estas preparaciones,
simultaneamente requieren de la aplicacion de insumos quimicos durante la etapa de
engorde para sostener la produccion que muchas veces obedecen a dosificaciones
iniciales y periddicas a lo largo del afio sin considerar interacciones o correlaciones con
residuales organicos quimicos o biologicos presentes. Dentro de los objetivos que
persigue la preparacion inicial de las piscinas, incluye adicionar compuestos que existen
y se comercializan en el mercado nacional que promuevan la proliferacion de fitoplancton
y la reduccion o eliminacion de patdgenos. La presencia de patdgenos como parte de la
composicion microbiana del ecosistema donde vive el animal de cultivo se encuentra en
concentraciones entre 10! o 102 UFC/ml, sin embargo, no se confirma si estos son

reducidos o eliminados de la piscina con el pretratamiento inicial.

1.1. Descripcion del problema

El tratamiento inicial de las piscinas camaroneras hoy en dia hace uso de diferentes
compuestos organicos e inorganicos que, aplicados a los suelos y cuerpos de agua
previo a la siembra, permiten proliferar el alimento primario incluyendo algas benéficas y
la reduccion de patdgenos asociados con mortalidades en el cultivo de camarén. Sin
embargo, muchas de estas sustancias a pesar de ser usadas en la preparacion inicial de
la piscina, no son del todo aprobadas para uso en acuacultura y su dosificacion se realiza
siguiendo las indicaciones de las casas comerciales sin considerar estacionalidad ni la
presencia de residuales organicos, inorganicos y bioldgicos que pudieran estar presentes
previo a la adicién de estos productos.

En el Ecuador no existe informacion acerca de codmo las bacterias patégenas responden
a las nuevas dosis de compuestos quimicos adicionados para la preparacién inicial de la
piscina. La manera en la que aprovechan los elementos quimicos presentes para

incrementar su concentracion bacteriana es un tema que auln se encuentra en estudio



en muchos otros paises donde se realiza piscicultura debido a que la evidencia sobre
este fendbmeno cada dia se va incrementando.

Investigaciones realizadas en cultivo de peces han demostrado los efectos que tienen
diferentes insumos acuicolas sobre la proliferacion de bacterias identificadas como
patégenas, desembocando asi, en el crecimiento acelerado de estos microorganismos y
convirtiéndolos en el grupo dominante dentro del sistema (Wenlong, De La Fuente, &
Arias, 2019). Estos sucesos han motivado a realizar monitoreos y evaluaciones
constantes como herramienta de control de patdgenos. En cultivo de camardn, estos
insumos son utilizados antes, durante y después como medida profilactica, lo cual hace

de este un tema preocupante para el sector.

1.2. Justificacion del problema
El siguiente proyecto busca mediante pruebas in vitro en laboratorio, examinar los
efectos que tiene la adicion de un grupo de insumos acuicolas usados en la preparacion
inicial de piscinas, sobre el crecimiento celular de una de las especies bacterianas
comunmente presente en los cultivos de camardn y que esta asociada a eventos de
mortalidades y problemas de crecimiento durante los ciclos de engorde. De esta manera
obtendremos informacién de la influencia que tienen los insumos quimicos acuicolas
sobre el agente patdgeno seleccionado, para contribuir con el desarrollo de medidas de
control que mitiguen o prevengan futuros brotes que afecten la productividad.
Existe evidencia de que tanto bacterias benéficas como patdégenas, emplean vias
metabolicas especificas para degradar prebidticos y competir o intercambiar recursos
(Boger, 2020). Actualmente, existe preocupacion en la industria piscicola ya que la
presencia de ciertos iones, como el Ca?* o el Mg*?, son utilizados por las bacterias
patdgenas para proliferar a través de la captacion de hierro una vez que se disuelven en
agua.
En Alabama, Estados Unidos; se ha reportado que en estanques de Bagre amarillo
(Pelteobagrus fulvidraco) donde existe un uso rutinario de sales de NaCl, son mas
propensos a experimentar un brote de Aeromona hydrophila (Behak, Wagner, Burnes, &
Hanson, 2015). También se reporta que la abundancia de A. hydrophila en los estanques
de peces puede estar influenciada por los niveles de fosfato en el sistema. (Li, Zhu.Y.J,
E., & Yang, 2017).
Evaluar estos efectos permitira, en el futuro, desarrollar investigaciones enfocadas a
conocer las diferentes respuestas que tienen otras bacterias frente a los elementos
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presentes en los demas productos quimicos usados en camaronicultura, con el fin de
obtener un control sobre la proliferacion de bacterias patdgenas. Esto se traduce en una
oportunidad para mejorar los margenes de produccion y protocolizar el uso de quimicos
sin que se merme o supere la produccion nacional alcanzada, sino aportando a una

produccién mas sostenible y amigable con el ecosistema.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general
Evaluar in vitro la respuesta de crecimiento bacteriano del Vibrio parahaemolyticus frente
a insumos acuicolas comunmente utilizados en la preparacién inicial de piscinas de

engorde de camaroén Litopenaeus (Penaeus) Vannamei.

1.3.2. Objetivos especificos
Explorar la respuesta del V. parahaemolyticus frente a las dosis utilizadas de los insumos
acuicolas comunmente aplicados en la preparacion inicial de las piscinas de engorde de
camaron para determinar si ejercen una influencia en la proliferacion bacteriana inicial
en el agua de las piscinas camaroneras.
Cuantificar espectrofotométricamente la influencia de los compuestos utilizados en la
abundancia de V. parahaemolyticus para determinar el comportamiento frente a estas

sustancias.

1.4. Marco tedrico

En Ecuador el Litopenaeus (Penaeus) vannamei es la especie de camarOn mas
cultivada, su produccion eficiente incluye mantener un ambiente de alta calidad para su
optimo desarrollo. La preparacion de piscinas camaroneras es un punto vital para obtener
una produccion exitosa, por ende, las condiciones del agua de cultivo y del suelo de la
piscina son determinantes a la hora de cultivar esta especie. Un ambiente con mala
calidad puede causar un desarrollo lento, pérdida de apetito, hacer al camar6n mas
susceptible a las enfermedades y, por dltimo, provocar mortalidades.

Existen manuales que proveen empresas privadas o instituciones de investigacion donde
se indican paso a paso la correcta preparacion del estanque previo al cultivo, utilizando
compuestos quimicos que permiten reestablecer las condiciones 6ptimas del suelo y el

agua para una nueva siembra.
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1.4.1. Preparacion de piscinas camaroneras
La preparacion de una piscina de cultivo incluye darle al animal un ambiente 6ptimo
donde exista una buena calidad de agua y de suelo. Una piscina mal preparada o con
una mala calidad de agua y suelo, no permite que el camardén se desarrolle con
normalidad, provocando mortalidades tempranas, deterioro de la calidad del producto y
perdiendo la mayor parte de la produccién (Marquez, 2017).
De esta manera, las practicas de manejo que los productores prefieren seguir para
preparar piscinas de cultivo de camardn se basan en los lineamientos establecidos por
entidades privadas o publicas.
La FAO (Food and Agriculture Organization) recomienda seguir el esquema en Figura
1.1 para la preparacion de pre-criaderos y estanques de engorde de Litopenaeus
(Penaeus) vannamei.

Esquema para la preparacion de una piscina camaronera

Secar el fondo al sol por 15 dias ,Ao'sgarselladnresnhemmﬂalsies‘

aproximadamente y una vez seco, arar el necesario) en las cantidades
fondo para airear y homogenizar la ‘ indicadas por el fabricante
materia organica presente.

~ i

d

El dia anterior de |a transferencia de las |

postlarvas o camarones juveniles se debe
de elevar [3 columna de agua al nivel
deseado (0.6 —1.5m)

d

El agua que entra a los estanques debe de ser
filirada colpcando en k& compuerta de entrada
marcos con redes filtrantes. con tamano de red
de (.54 mm apredmadamente. Es aconsejshle

usar ademas una malla mas grande que actie
como prefittros.

Figura 1.3. Esquema que describe los pasos a seguir para la
preparacién de piscinas de camarén. (FAO, 2021)

El uso de insumos quimicos se ha vuelto una practica comun de los productores, para
mantener los parametros adecuados de cultivo y llevar un proceso controlado en su
produccion. Algunas de las funciones de estos insumos incluyen adicionar nutrientes,
fertilizar el suelo, regular los niveles de pH, eliminar materia organica y reducir las

bacterias patégenas del sistema (Intriago, 2021)
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Sin embargo, no todos los insumos acuicolas tienen permiso de uso libre para los
productores. El uso de antibiéticos en Ecuador como medida de eliminacién de
patdgenos en acuacultura estd controlado por el Ministerio de Acuacultura y Pesca
(MAP). Desde 2018, el MAP prohibe el uso de enrofloxacina como antibidtico para
cualquier fase de cultivo en las actividades acuicolas que se desarrollen en territorio
ecuatoriano (Ministerio de Acuacultura y Pesca, 2018).

Los procedimientos han mejorado y muchas empresas usan una serie de pasos
adicionales (Figura 1.2 y Figura 1.3) en la preparacion de piscinas que contribuyen a
una mejor asepsia de los estanques de cultivo.

1.4.2. Limpiezay tratamiento
La limpieza y tratamiento de las piscinas comunmente se rigen a practicas y actividades
descritas en la FAO y otros organismos que se encargan de apoyar al sector productivo.
Usualmente esto se hace siguiendo protocolos de manejo como en Figura 1.2 donde se
describen en amplio rango los pasos que se requieren para cumplir con este fin (FAO,
2021). Sin embargo, estos protocolos no incluyen analisis previos de los remanentes de
suelo y agua antes del nuevo llenado de la piscina y de la adicién de insumos acuicolas.
Existen muchos productos disponibles en el mercado ecuatoriano que se adicionan a las
piscinas antes de la transferencia de los animales como booster para fitoplancton y

sustancias que permiten la reduccion de la carga bacteriana patdégena.

1. Drenar la piscina.

2. Limpiar compuertas y tablas de ingreso y salida de agua para eliminar algas muertas y
crustaceos. Es recomendable renovar constantemente las tablas.

3. Drenar todas las pozas y colocar cloro para eliminar predadores como peces.

4, Al segundo dia de secado, muestrear suelo para determinar el pH y porcentaje de materia
organica.

5. Aiadir 200-250 Kg de hidroxido de calcio por hectirea en los préstamos para eliminar la
acumulacion de materia organica. También se puede usar urea (50 Kg/ha).

6. Aifadir carbonato de calcio para corregir el pH. Si la acidez se encuentra entre 6.5-7, se debe de
agregar 200-500 Kg/Ha., Por otro lado, si la acidez se encuentra entre 5-6.5, se debe de agregar
de 1500-2000 Kg/Ha.

Figura 1.4. Pasos para una limpieza efectiva de la piscina descritos por empresas
privadas. (Skretting, 2018)
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1.4.3. Llenado de la piscina camaronera
Realizar un correcto llenado de la piscina se rige de guias realizadas y descritas (Figura
1.3) por organismos publicos y privados que promueven el desarrollo de la actividad
acuicola. En este caso, ninguna guia provee informacion acerca de coémo llevar a cabo

un analisis preliminar al agua de cultivo, con el fin de conocer la calidad inicial del agua.

1. Compuerta de entrada: Si se tiene mucha vegetacion en el
reservorio, e deben usar medias lunas con mallas anchovetera
para mejorar el ingreso del agua y evitar taponamientos por la
vegetacion.

2. Comenzar a llenar el estanque 10 dias antes de la siembra.

El ingreso de agua debe ser continuo de al menos 30 cm.

Figura 1.3. Recomendaciones para el correcto llenado de una piscina (Skretting, 2018).

1.4.4. Fertilizacion de una piscina camaronera
La fertilizacion es un paso importante en la preparacion de las piscinas de camaron ya
gue permite mantener una cantidad adecuada de microalgas que sirvan como alimento
inicial para las postlarvas. En la Figura 1.4 se detallan las consideraciones a tomar antes

de realizar una fertilizacion.

1. Si la salinidad es mayor a 20 ppt se requiere mayor nitrégeno; por otro
lado, con salinidad menor a 15 ppt, los requerimientos son mayores en
fosfatos. Las fuentes de nitrégeno son: urea, nitrato de amonio y nitrato de
sodio. Las fuentes de fosfore son: fosfato di amonico mas conocido como
DAP y el super triple fosfato.

2. Afiadir estos quimicos al menos 3 veces antes de sembrar, mayormente
en las compuertas de entrada.

3. Fertilizar por las mafianas, aprovechando los rayos del sol. Si esta
nublado, NO fertilizar

Figura 1.4.Consideraciones previas antes de realizar una fertilizacion en piscinas de camardn
(Skretting, 2018).
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1.4.5. Quimicos usados en la preparacion de piscinas de camardn: descripcidon, usos y concentraciones.
1.4.1.1. Quimicos inorganicos
Los compuestos inorgénicos presentados en la Tabla 1.1 corresponden a los quimicos mas comunes utilizados para la destruccion de

organismos nocivos, fertilizantes y potenciadores de la produccion primaria destinados a mejorar la calidad del agua en el estanque
durante la preparacion de piscinas.

Tabla 1.6. Descripcion y dosis de quimicos inorganicos usados en la preparacion de piscinas de
camaron en Ecuador. (Castor & Lagos, 2021).

Nombre

tradicional Nombre comun Nombre IUPAC Nombre quimico Dosis efectiva éQué hace? Referencia bibliografica

Oxida materia
organica, bacterias,
algas, moho, hongos
cal clorada Hipoclorito de calcio 70% bis [oxoclorato(l)] de calcio (ca(clo)2) 21 gramos/100 mL microorganismos. | https://www.amoduimicos.com/usos-y-precauciones-

Agente blanqueador. hipoclorito-de-calcio
Contiene mayor cloro
aue el hipoclorito de
sodio
Participa en procesos
metabslicos de
Acido silicico Silicio Acido tetraoxosilicico (1V) H4sio4 100Kg/ha zooplancton. Es el
elemento estructural

https://www.e-agrizon.com/producto/silicam-plus-25-

e/

de las diatomeas.
Actda en |a regulacion
de la acidez del suelo
que ha sufrido
nitrificacién por los

balanceados del . N
p file: C:/Users/Usuario/Desktop/TESIS%20BIBLIOGRA
Cal agricola,

camardn y nutrientes oL ==

d | Carb tod | Tri b to (IV) d lci Caco3 100 Kg/H d Manti | FIA/Preparaci%C3%B3n%20de%20piscinas%20segun%
iedra caliza arbonato de calcio rioxocarbonato e calcio aco a e agua. Mantiene la

P! 8; 8! 200rganizaciones/SKRETTING%20guia_manejo_camaro

Iverizad
pulverizada neras.pdf

durezay alcalinidad
adecuada del aguay
sueloy tambien
mantiene el
fitolancton y
zooplancton.

Se aplica antes de la
siembra (4 dias antes) y
NaNO3  Nasio3 25 Kg/Ha despues de la cosecha | https://sgmnutrition.com/products/nutrilake-std-8,
para reducir la materia

orgénica.
Enriquecedor organico
abase de diéxido de

Nitrato de sodio y Silicato de sodio.Nitrégeno total: 15%; Sodio: Trioxonitrato (V) de sodio
25%;Silicato: 3.5% Trioxoborato (Il) de hidrégeno

Nutrilake

silcio que aporta
minerales y

oligoelementos al

Componentes: Silicio (SiO) 79.8%; Multiminerales: Calcio (CaO) suelo. Incrementa el .

- ! i ) o . _ N https://www.e-agrizon.com/producto/silicam-plus-25-|

Silicam Plus 1.57%; // Magnesio (Mg0):0.50%; // Potasio (K20) 0.57%; Fésforo Diéxido de Silicio sio2 100Kg/ha desarrollo sostenible g/

(P205): .22%// Otros: 17.96% de diatomeas en la

columna de agua.
Reduce la

concentracién de
nitrégeno téxico en el
agua.
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1.4.1.2. Quimicos Orgénicos

Los compuestos organicos de la Tabla 1.2 son utilizados de forma regular en granjas camaroneras y piscicolas para promover la

presencia de bacterias benéficas, reducir materia organica y aumentar la respuesta inmunoldgica de los organismos cultivados.

Tabla 1.38. Descripcion y dosis de quimicos organicos usados en mantenimiento y preparaciéon de piscinas de camarén (Castro & Lagos,

2021).

alcaloides, taninos, lectinas y
terpenoides

enfermedadesy
fortalecimiento de la
capacidad antioxidante.
Reemplazo de fuentes de
proteina (FM-SBM)

Nombre -
mercial Nombre comun Nombre IUPAC Composicion quimica Dosis efectiva éQué hace? Referencia bibliografica
Humedad =26.5%; cenizas
sulfatadas < 16%; azlcares Mantiene en equilibrio a
totales como reductores bacterias no patégenas ya
. _ _ N y https://balnova.com/uso-de-melaza-en-
Melaza Miel de cafa Melaza de cafa 100% =246%; Grado BRIX a 20°C =78; 30Kg /Ha que porejemplo el V. cstanques
N q /
Colorantes parahemolyticus no puede
artificiales:negativo; Melaza utilizar la sacarosa.
de cafia 100%
Ayuda a reducir la materia
Melaza + Silicam . Las propiedades combinadas Y PR N
Mezcla de melaza No tiene . 100kg/ha + 30kg/ ha organica y potencia la Godproex,2021
Plus de la melazay el silicam plus L, n
aparicién de diatomeas.
fraccién organica: 19%. Acelera la degradacién de la
Fraccién inorganica: 6.7%. materoa organica en
Nitrégenno 4%; Potasio(K20): condiciones anaerdbicas.
Biobac A Bioactivador organico No tiene 8 ° ( ) 0.75 L/Ha h ) https://www.biobacsa.com/biobac-a
1%. Boro: 0.14%. Cobalto: Reduce amonio/amoniaco y
0.40%. Niquel: 1.16%. nutritod. Equilibra el pHy el
Excipientes: 74.3% O2 disponible. Elimina SH2
P Las sustancias humicas
Compuestos aromaticos N N .
contribuyen a la calidad fisico
procedentes de la L.
= . i quimica del suelo, por ende,
descomposicién y oxidaciéon . o
N s mejora la fertilidad del N
P - N . de la materia organicay N B https://www.dspace.espol.edu.ec/retrieve/13302
Acido himico Huminas No tiene A 1.5 L/Ha mismo e incrementa la flora
compuestos nitrogenados, 3 A 3/D-76494.pdf
f - microbiana. En suelos
sintetizados por N N
B R arcillosos ayudan a mejorar la
microorganismos presentes
estructura del suelo, logrando
en el suelo. -
mayor permeabilidad.
Flavonoides, acidos fendlicos Inmunoestimulante,aditivo
y ésteres: 45-55%; Cera: 35%; X ) R
A . alimentario y antimicrobiano. | . . '
Aceites esenciales y Se ha probado en pecas v ha |fil€:///C:/Users/Usuario/Downloads/Propolis%%20i
Propéleo Prépolis No tiene aromaticos: 10%; Acidos 1g/mL res:nado o un': me_c‘:r N%20Aquaculture%20A%20Review%200f%201ts%
grasos: 5%; Pdlen:5%;0tros L . 1 20Potential.pdf
o productividad utilizando la
compuestos organicos: 5%. N
N dosis adecuada.
Minerales: Fe y Zn.
Pruebas en peces han
demostrado un mejor
rendimiento de crecimiento,
Flavonoides, acidos mejoras en la respuesta
fendlicos,carotenoides, inmunitaria y resistencia a . . "
Moringa Oleifera Moringa No tiene 1g/ml v file: C:/Users/Usuario/Desktop/Moringa.pdf

16




1.4.6. Bacterias patdgenas en acuicultura

Cada afio el sector acuicola crece con mas rapidez superando exponencialmente a
otras actividades relacionadas con el suministro de productos del mar (pesca de
captura). La aparicion o reemergencia de enfermedades acuicolas también crece
de la misma forma, llegando a ser uno de los principales problemas para el
desarrollo de la produccion desde hace muchos afos. La presencia de estas
enfermedades contribuye a la perdida de millones de délares en la produccion y de
no controlarse se estima que afectaran la rentabilidad y la sostenibilidad de la
industria a futuro (Meza, 2017).

Dentro de todos los factores que provocan mortalidades y pérdidas econdémicas por
problemas productivos, las enfermedades bacterianas han sido sefialadas como las
gue han provocado mas problemas en el desarrollo de la actividad acuicola. Las
bacterias del género Vibrio son actualmente los principales causantes de pérdidas
millonarias dentro de la produccion de camaron. Solo en 2020, EE. UU. y Asia
perdieron alrededor de 4 mil y 8 mil millones de ddlares por infecciones de camaron
con AHPND (Caro, 2020).

1.4.7. Género Vibrio
Los Vibrios son microorganismos Gram negativos pertenecientes a la familia
Vibrionaceae las cuales se encuentran en los ecosistemas estuarinos y marinos de
casi todos los rincones del mundo. Los vibrios son probablemente el grupo de
bacterias mas comun presentes en los cultivos de camaron y los mas estudiados
por su versatilidad. Se encuentran en concentraciones de 102 UFC/ml en muestras
de aguay entre 10°y 10® UFC/g en sedimento (Montiel, Suarez, & Medina, 2015).
El género Vibrio consta de 130 especies confirmadas de las cuales 12 son capaces
de infectar a humanos (Ceccarelli, 2019). Con los afios, se han demostrado que
existen 7 especies de vibrios patdgenos que infectan a las especies de cultivo, estas

especies se indican a continuacién en la Tabla 1.3.
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Tabla 1.39. Especies de vibrios patdgenos que provocan mortalidades masivas en

acuacultura. Fuente: (Biomin, 2021).

Especies Enfermedad Afecta

V. harveyi Vibriosis Luminiscente Larvas

V. EMS/AHPND Camarones de 40 dias
parahaemolyticus 0 menos

V. vulnificus SHB Adultos

V. Fluvialis SHB Adultos

V. alginolyticus SHB Adultos

V. damselae SHB Adultos

V. mimicus SHB Adultos

V. cholera(non01) SHB Adultos

Todas las especies de vibrios proliferan en ambientes con NaCl, el cual es un
determinante ya que el agua dulce inactiva a estos microorganismos (Ceccarelli,
2019).

Una de las caracteristicas principales de los vibrios es su luminosidad, este proceso
bioquimico es producido cuando la enzima luciferasa promueve la oxidacion de la
proteina luciferina. Especies como el Vibrio harveyi, el cual es muy conocido por
ser la principal y mayor causa de mortalidad de la especie P. monoddn, son
identificados gracias a esta caracteristica (N. Chandrakala, 2017). Otras especies
como el Vibrio alginolyticus poseen potencial probidtico para la produccion de

camaron.

1.4.8. Vibrio parahaemolyticus
El V. parahaemolyticus es un bacilo halofilico Gram negativo, pertenece a la familia
Vibrionaceae, es oxidasa positivo, aerobio, y capaz de fermentar la glucosa. Su
desarrollo (Tabla 1.4) se da en medios con concentracion de al menos 1% de NacCl.
(Ministerio de Agricultura, 2017).
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Tabla 1.40. Limites de las variables relacionadas al crecimiento de V.
parahaemolyticus (Ministerio de Agricultura, 2017).

pH 4.8 11 7.8-8.6
Temperatura 5 43 37
Sal 1% 3.5% 2%

El Vibrio parahaemolyticus es conocido por provocar el Sindrome de Mortalidad
Temprana (EMS) que aumenta drasticamente la tasa de mortalidad en estadios
tempranos de cultivos de camarén. Esta enfermedad es capaz de provocar pérdidas
desde el 40% hasta el 100% en los primeros 35 dias de cultivo (Alune, 2021).
También es capaz de provocar la Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND), una
enfermedad que, en su fase aguda, afecta al camaron degenerando los tubulos del
hepatopancreas y provocando mortalidades de hasta el 100% durante los 10 a 30
dias de la etapa de engorde (OIRSA, 2021).

1.4.9. Principios de aplicacion para las sustancias quimicas usadas en
acuacultura
Con la finalidad de precautelar infecciones bacterianas y promover un cultivo sano,
los productores de camarén alrededor del mundo utilizan una amplia gama de
agentes quimicos y naturales que son afadido antes de la siembra, los cuales se

presentan en la Tabla 1.5.

Tabla 1.41. Principios de aplicacién de los compuestos quimicos utilizados en
la fase inicial de siembra de camarén (Massaut, Sonnenholzner, & Boyd, 2020).

Agente Compuesto quimico Principio de aplicacion
Bactericidas Cal clorada y Carbonato de | Desinfeccion y destruccidn de
calcio organismos patdgenos por
aumento de pH.
Ferilizantes Mitrato de sodio y Silicato Participacion en procesos

metabdlicos de zooplancton. El
silicio es el elemento
estructural de las diatomeas
las cuales son muy
importantes en un cultivoe de

camardn.
Organicos Melaza, Acido himico, Bactericidas,
Propdleo y Moringa inmunoestimulantes

potenciadores en mejora de la
calidad del agua sin causar
dafios al ambiente.
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CAPITULO 2

2.  METODOLOGIA
2.1. Tipo de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en el laboratorio de salud animal (Facultad de
Ingenieria Maritima y Ciencias del Mar), mediante un ensayo in vitro exploratorio
para la respuesta bacteriana del Vibrio parahaemolyticus frente a soluciones de
insumos acuicolas (4 insumos inorganicos y 6 organicos) previamente preparados

gue se utilizan en la preparacion inicial de piscinas de engorde de camaron

2.2. Preparacion de soluciones de insumos acuicolas
Las soluciones de insumos acuicolas a ensayar se prepararon a un volumen final
de 250 ml siguiendo las dosis efectivas por hectarea utilizados para una produccion
semi-intensiva comunmente aplicados en varias camaroneras ubicadas en la Via
Duran-Tambo. Se emple6 agua filtrada y esterilizada de piscina como medio de
preparacion de las soluciones. La Tabla 2.1 describe las concentraciones y

cantidades empleadas en el ensayo.



Tabla 2.1. Sustancias ensayadas durante el experimento con descripcion del fabricante (Castro & Lagos, 2021).

Tipo de quimico | Nombre comun Nomenclatura quimica | Dosis efectiva Soluciéon Microplaca ppm ¢ Qué hace?
Oxida materia organica, bacterias, algas, moho,
Inorgénico Cal clorada (Ca(ClO)2) 21 gramos/100 mL 52.5 g/250 mL 210000 hongos microorganismos. Agente blanqueador.
Contiene mayor cloro que el hipoclorito de sodio
Participa en  procesos metabdlicos de
Inorganico Silicato H4SiO4 100Kg/ha 0.0025 g/250mL 10 zooplancton. Es el elemento estructural de las
diatomeas.
Actla en la regulacion de la acidez del suelo que
ha sufrido nitrificacién por los balanceados del
Inorganico Carbonato de calcio CaCos 100 kg/Ha 0.0025¢g/250 mL 10 camaron y nutrientes de agua. Mantiene la dureza
y alcalinidad adecuada del agua y suelo y también
mantiene el fitoplancton y zooplancton.
) ) N Se aplica antes de la siembra (4 dias antes) y
Inorganico Nitrato de SOdlo_ + Silieato de NaNO3 NaSiOs 25 kg/Ha 0.0006259/250 mL 25 después de la cosecha para reducir la materia
sodio organica.
Cenizas sulfatadas <
16%; azlcares totales Mantiene en equilibrio a bacterias no patégenas ya
Organico Miel de cafia como reductores 246%; 30 kg /Ha 0.0075g/250 mL 30 que por ejemplo el V. parahaemolyticus no puede
Grado BRIX a 20°C 278; utilizar la sacarosa.
Melaza de cafia 100%
Las propiedades 0.0025g de | 10 ppm de silicato . . o )
Orgénico Mezcla de melaza + silicato | combinadas de la melaza | 100kg/ha + 30kg/ ha silicam+0.0075 g de + 30 ppm de Ayuda a reducir la materia organica y potencia la
aparicion de diatomeas.
y el silicato melaza en 250 mL melaza
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Nitrégeno 4%,; y ) .
. Acelera la degradacion de la materia organica en
Potasio(K20): 1%. Boro: o "
- . . . condiciones anaerdbicas. Reduce
Orgénico Bioactivador organico 0.14%. Cobalto: 0.40%. 0.75 L/Ha 0.00001875 g/250 mL 30 ) ) o -
3 amonio/amoniaco y nitritos. Equilibra el pH y el 02
Niquel: 1.16%. . . o
N disponible. Elimina SH2
Excipientes: 74.3%
Compuestos aromaéticos Las sustancias humicas contribuyen a la calidad
procedentes de la fisicoquimica del suelo, por ende, mejora la
Organico Acido Himico descomposicion y 1.5L/Ha 0.0000375 g/250 mL 0.15 fertilidad de este e incrementa la flora microbiana.
oxidacion de la materia En suelos arcillosos ayudan a mejorar la estructura
orgéanica del suelo, logrando mayor permeabilidad.
Flavonoides, acidos
fendlicos y ésteres: 45- )
) (25 g/250 mL) Propdleo ) . ) )
55%; Cera: 35%; Aceites Inmunoestimulante, aditivo  alimentario vy
. " 10%: 2.5 g/250 ml; o .
. ) esenciales y aromaticos: i antimicrobiano. Se ha probado en peces y ha
Organico Propéleo o 1g/mL Propéleo 5%: 1.25 100000 . o B
10%; Acidos grasos: 5%; i resultado en una mejor productividad utilizando la
| g/250mL; Propdéleol1%: )
Polen:5%; Otros dosis adecuada.
. 0.25g/250mL
compuestos  organicos:
5%. Minerales: Fey Zn.
. Pruebas en peces han demostrado un mejor
. . (25 9/250 mL) Moringa o o .
Flavonoides, acidos rendimiento de crecimiento, mejoras en la
. . 10%: 25 g/250 ml; . o . .
- . fendlicos, carotenoides, i respuesta  inmunitaria y  resistencia a
Organico Moringa . . 1g/ml Propodleo 5%: 12.5 100000 o .
alcaloides, taninos, i enfermedades y fortalecimiento de la capacidad
. . 9/250mL; Propoleol%: o .
lectinas y terpenoides antioxidante. Reemplazo de fuentes de proteina
2.59/250mL
(FM-SBM)
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Adicionalmente a los insumos acuicolas provistos, se evaluaron dos sustancias
orgénicas propoleo (Huahuala, 2021) y moringa (Kayode & Afolayan, 2015), preparadas
en concentraciones del 1%, 5% y 10% del producto en 100 mL de medio de cultivo para

cada uno.

2.3. Andlisis del agua de la piscina
Para la preparacién de las soluciones se utilizé agua filtrada y esterilizada de una piscina
de camaron. Esta fue recolectada durante las primeras horas de la mafiana evitando que
la piscina sea alimentada y exista contaminacion por residuos de balanceado. Se
tomaron parametros como pH, salinidad, temperatura, amonio total (TAN), nitritos,
nitratos, dureza calcica, alcalinidad, sulfatos, magnesio, potasio y fosfatos medidos en
mg/L mediante espectrofotometria (Lisseth, 2018). Adicionalmente, se realiz6 analisis
microbiolégico de la muestra de agua de piscina en TCBS para cuantificar el contenido

de bacterias del género Vibrio (Anupamaa, Deekshaa, & Deekshaa, 2019).

2.4. Control de esterilidad: muestras y medios de cultivo
Para determinar la presencia de microorganismos en las soluciones preparadas, cada
una de ellas fue sembrada en medios TSA, TCBS, MCCONKEY y SABOUROUD. Los
medios fueron previamente sometidos a pruebas de esterilidad para validar su uso antes

de la siembra.

2.1. Preparacion del in6culo bacteriano

El aislado de Vibrio parahaemolyticus utilizado se obtuvo de un camarén moribundo
de la especie Litopenaeus (Penaeus) vannamei de una piscina camaronera e identificada
mediante PCR (Caoa, Zhaoa, & Zhang, 2019). A partir de cepas fresca de Vibrio
parahaemolyticus cultivada en medio soélido TSA (NaCl 2%) se realiz6 la curva de
crecimiento bacteriano (CESASIN, 2003) en una fiola de 250 ml conteniendo medio
estéril de caldo casoy (TSB BD, Laboratorio de Salud Animal; ESPOL) el cual fue
incubado con agitacion continua a 35 + 2°C — 300rpm durante 6 horas en incubador
orbital modelo MaxQ4000 Thermo Fisher Scientific®.
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2.5. Disefo de la placa microelisa

La placa fue disefiada incluyendo 3 secciones descritas en la Figura 2.1

Cada soluciobn evaluada contuvo 3 réplicas por cada quimico (incluyendo
concentraciones de propéleo y moringa) y 3 réplicas del mismo quimico con la adicién
de la bacteria. En cada pocillo se colocé 150ul de las soluciones a ensayar y 50 ul de la
bacteria a una concentraciéon de 10 UFC/ml. Para los controles se usaron 150 pl de
cada solucién junto a las soluciones con la bacteria. La placa fue incubada durante un
periodo de 6 horas en incubadora agitadora con una configuracién de 150 rpm a 35 +
2°C.

00 OO000
00 00000
@0 OO000®
@0 OO0
@® OOO00
00 OOO00
OO OOO000O
OO OO000
00100000
L 1 10/0000,
OO OO0000O
OO0 OO0V

00000000 0O®OO

Figura 2.1 Disefo preliminar de la distribucién de sustancias a ensayar (Castro & Lagos 2021).

Superior: Quimicos inorganicos (Hipoclorito de calcio, Carbonato de calcio, Silicato y Nitrato de sodio + Silicato de
sodio).
Inferior: Quimicos organicos (Melaza de cafia, Melaza + silicato, Bioactivador organico, Acido Himico, Propoleo y
Moringa).
Inferior esquina derecha: Control positivo (TSB + bacteria) y 2 controles negativos (Agua de cultivo y Caldo TSB).
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Colores Nombre Concentraciones (250ml)
Cal clorada 52.5g
Carbonato de Calcio 0.0025g
Nitrato de sodio 0.000625g
Silicato 0.0025g
Melaza 0.0075g
Melaza + Silicato 0.01g
Acido Humico 0.0000375g
Biobac A 0.00001875g

Colores Nombre Concentraciones (100ml)
Propoleo 1% 1g
Propoleo 5% 5g
Propoleo 10% 10g
Moringa 1% 1g
Moringa 5% 5g
Moringa 10% 10g

Colores Nombre Concentraciones
Caldo TSB (Negativo #1) 150 ul/Pocillo
Agua de cultivo (Negativo #2) 150ul/Pocillo
TSB + Bacteria 150ul/Pocillo

Figura 2.2. Designacién de colores y concentraciones para las soluciones a ensayar.
(Castro & Lagos 2021).

2.6. Evaluacion de la respuesta bacteriana mediante espectrofotometria.

Durante 6 horas, la respuesta bacteriana fue medida cada hora mediante lectura de
espectrofotometria a 560nm con ayuda de un lector de Elisa (modelo Synergy HTX,

marca Biotek®).

2.7. Correccion de lectura optica.

Los datos reportados de DO obtenidos en el lector de Elisa fueron sometidos a una
correccion en Microsoft Excel mediante una férmula para correccion de ruido (Vargas,
2019).

2.8. Analisis de datos.

La homogeneidad y normalidad de los datos obtenidos fueron evaluados mediante las
pruebas de Levene y Smirnov Kolmogorov. Se realizaron comparaciones entre medias
usando la prueba t-student para determinar diferencias entre las abundancias a lo largo
del tiempo y finalmente se emple6 andlisis multivariado a través de la prueba ANOSIM

para determinar el efecto del tiempo, principios quimicos y tipo de compuesto.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. Resultados de calidad de agua

Los resultados de los parametros de la calidad del agua utilizada se reportaron en la
Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Resultados del analisis de calidad de agua de la muestra de agua de cultivo
utilizada (Castro & Lagos, 2021).

Los resultados del analisis microbioldgico para Vibrio de la muestra del agua de

Pardmetros Valores Rango 6ptimo (Agua salobre)
Salinidad 4.48 ppt 3 - 25 ppt
Temperatura 24.3°C 18°C - 30°C
pH 8.15 6.5-8.5
Amonio (TAN) 0.49 mg/L <1mg/L
Amonio NHs 0.017 mg/L <0.5mg/L
Nitritos (NOy) 0.365 mg/L 0.003 - 0.330 mg/L
Nitratos 4.42 mg/L 2.2 - 4.40 mg/L
Dureza Célcica 179mg/L 125 - 600 mg/L
Calcio 72 mg/L 60 -120 mg/L
Magnesio 300mg/L 30 -2500 mg/L
Potasio 64 mg/L 20 - 200 mg/L
Fosfatos 0.11 mg/L 0.1-0.5mg/L
Alcalinidad 260 mg/L 100 -250 mg/L
Sulfatos 210 mg/L 100 - 200 mg/L

Camaronera San Andrés. Piscina 6. Fecha: 12/nov./2021; 6:30 am.

cultivo reportaron una concentracion de 1.4x10% UFC/mL.




3.2.

Control microbioldgico de las soluciones a ensayar

La Tabla 3.2 se puede observar los resultados obtenidos sobre la presencia de carga

bacteriana en los 4 medios utilizados.

Tabla 3.2. Resultados del conteo de colonias bacterianas de las soluciones a ensayar.

Solucién quimica | Naturaleza TSA (UFC/ml) TCBS (UFC/ml) MacConkey Sabouraud
(UFC/ml) (UFC/ml)
Cal clorada Inorgénico 0 0 0 0
Carbonato de calcio | Inorganico 2 x10t 0 0 0
Nitrato de sodio Inorgénico 3.18 X10° 0 0
Silicato Inorgénico 0
Melaza Organico 6 x10° 0 0
Melaza + Silicato Mezcla 0
Bioactivador
. Organico 0
organico
Acido Hamico Organico 0
Propéleo 1% Organico 0
Propdéleo 5% Organico 2 x10* 0
Propoleo 10% Orgénico 0 0 0
Moringa 1% Orgénico 1.72 X 10° 0 2 x10* 0
Moringa 5% Orgénico 2.2 x10° 0 0 9.6 X10°
Moringa 10% Organico 3.86 X10° 0 1.76 X10° 0

3.3.

Respuesta in vitro de la abundancia del Vibrio parahaemolyticus

frente a las dosis empleadas de insumos acuicolas para preparacion inicial

de piscinas de engorde

De los 14 insumos acuicolas probados; 5 mostraron un efecto de incremento significativo

en la abundancia inicial de Vibrio parahaemolyticus (3 inorganicos, 1 organico y 1

mezcla entre organico + inorganico). Otros 5 compuestos mostraron respuesta no

significativa en la abundancia inicial del Vibrio parahaemolyticus probado (4 organicos
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y 1 inorganico). Finalmente, 4 compuestos organicos mostraron descensos no

significativos en la abundancia del Vibrio parahaemolyticus.

La Tabla 3.3 muestra la tasa de crecimiento del Vibrio parahaemolyticus frente a los

insumos acuicolas probados.

Tabla 3.3. Tasa de crecimiento de Vibrio parahaemolyticus en diferentes insumos

acuicolas ensayados.

Insumo acuicola

Principio activo

Tasa de crecimiento

Respuesta celular

Cal clorada Cloro 1.05 No hubo cambios
Carbonato de calcio Calcio 2.8 Duplico
Nitrato de sodio Nitrégeno 6.17 Sextuplicé
Silicato Silicio 5.7 Quintuplicé
Melaza Carbono, calcio, magnesio, hierro 5.04 Quintuplicé
Melaza + Silicato Carbono, calcio, magnesio, hierroy 3.03 Triplico
silicio
Acido humico Carbono y nitrégeno 3.11 Triplico
Bioactivador organico Nitrogeno 4.47 Cuadruplico
Propéleo 1% Flavonoides y acidos fendlicos 0.92 No hubo cambios
Propdéleo 5% Flavonoides y acidos fendlicos 0.89 No hubo cambios
Propéleo 10% Flavonoides y acidos fendlicos 0.89 No hubo cambios
Moringa 1% Flavonoides 2.33 Duplico
Moringa 5% Flavonoides 0.98 No hubo cambios
Moringa 10% Flavonoides 1.10 No hubo cambios
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3.4.

Evaluacion en el tiempo de la influencia de los insumos acuicolas

probados

A lo largo de las 5 horas de evaluacion, la respuesta en la abundancia del Vibrio

parahaemolyticus fue diferente en el tiempo para cada solucion de insumos acuicolas

probados (ver tabla 3.4y 3.5).

Tabla 3.4. Lecturas de abundancia en el tiempo de Vibrio parahaemolyticus frente a las

sustancias inorganicas y mezcla de soluciones ensayadas.

Mezcla organico e
Inorgénicos . o
inorganico
Tiempo (h) | Cal clorada | Carbonato de calcio Nitrato de sodio Silicato Melaza & Silicato
0 2.195+0.0112 0.021 +0.003 2 0.017 +£0.002 & 0.021 +0.005 2 0.029 +£0.001 2
1 2.242+0.0512 0.040 + 0.001 & 0.074 + 0.009 b© 0.098 +0.001 ® 0.057 +0.003°
2 2.214+0.089 2 0.037 +0.008 * 0.098 +0.001 % 0.098 +0.001 P 0.081 +0.004
3 2.32+£0.032 0.049 + 0.009 0.07+0.02° 0.104 + 0.006 b© 0.099 + 0.003 ¢
4 2.281+0.01272 0.029 + 0.020 @ 0.104 + 0.007 b 0.109 + 0.009 b© 0.113 + 0.005 ¢
5 2.308+0.0512 0.059 + 0.007 ® 0.105 + 0.007 © 0.121 + 0.009 © 0.114 + 0.005¢

Lecturas con letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p>0.05) y lecturas con letras diferentes indican

diferencias significativas (p<0.05).

Tabla 3.5. Lecturas de abundancia en el tiempo de Vibrio parahaemolyticus frente a las

soluciones orgénicas ensayadas.

Orgéanico

Bioactivador

Tiempo (h) Melaza Acido himico orgénico Propdleo 1% Propéleo 5% Propdleo 10% Moringa 1% Moringa 5% Moringa 10%
0 0.023+0.0022 [0.027 +0.0042 |0.019+0.003% [0.630+0.1942 (2.27+0.19928 |2.775+0.0802 |0.138+0.0832 |1.140+0.1602 [0.577 +0.0202
0.067 £ 0.007° [0.052+0.0292 [0.05+0.032 1.189+0.191° [2.309+0.0502 [2.67+0.1582 [0.102+0.0792 |1.271+0.2892 |0.653 +0.017"°

0.088 £ 0.014 ™ [0.070+0.0312 [0.066+0.0452 [1.388+0.168° |2.52+0.0812 [2.626+0.1582 |0.24+0.1502 [1.094+0.3182 [0.663 +0.007°

0.107 + 0.004

0.069 +£0.0232

0.061+0.0172

1.2+0.189°"

2.187+0.0792

2.551+0.2672

0.298+0.1332

1.191+0.4322

0.641 +0.025°

0.11+0.003°

0.079+0.0192

0.075+0.0142

1.254+0.192"

2147 +0.0872

2513+0.2772

0.145+0.154 2

1.042+0.3382

0.633 +0.015°

aldr|lwIN]|E

0.116 + 0.003

0.084 +0.0142

0.085+0.0312

1.244+0.153"

2.104+0.0952

2484 +0.3032

0.320+0.0192

1.122+0.2002

0.637 +0.008 "

Lecturas con letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p>0.05) y lecturas con letras diferentes indican

diferencias significativas (p<0.05).
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Se pudo observar que el carbonato de calcio, nitrato de sodio, silicato, melaza y mezcla
de melaza con silicato, presentan estimulos en la abundancia del Vibrio
parahaemolyticus ala horay entre la cuarta y quinta hora del ensayo donde presentan

los incrementos significativos (ver Figura3.1 A, B, C,Dy E).
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Figura 3.1. Sustancias que presentaron diferencias significativas en la
abundancia de Vibrio parahaemolyticus.
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Absorbancia (nm)

Mientras que la cal clorada, el a&cido humico y el bioactivador orgénico evaluado

mostraron tendencias de incremento no significativas en la abundancia del Vibrio

parahaemolyticus durante el tiempo de ensayo (ver Figura 3.2 A, By C).
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Absarbancia (nm)

Absarbancia (nm)

El propdleo al 1% y la moringa al 10% mostraron un incremento significativo durante la
primera hora del ensayo, sin embargo, no se observé ningun nuevo incremento

significativo en las posteriores horas del ensayo (ver Figura 3.3 Ay B).

B
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Figura 3.3. Sustancias que presentaron diferencias significativas durante las
primeras horas del ensayo.

El propdleo al 5% y 10% mostraron durante el ensayo descensos no significativos en la

abundancia del Vibrio parahaemolyticus (ver Figura 3.4 Ay B).
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Figura 3.4. Sustancias que presentaron descensos no significativos en relacién
con la abundancia de Vibrio parahemolyticus.

La moringa al 1% y 10% presentd una dinamica variante no significativa a lo largo del

ensayo (ver Figura 3.5 Ay B).
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Figura 3.5. Sustancias con una dinamica no significativa de la abundancia de Vibrio
parahemolyticus.

3.5. Evaluacion del efecto del tiempo, principio activo y naturaleza del

compuesto en la abundancia reportada

Con la finalidad de conocer si existio diferencias estadisticas entre las abundancias
debido al tiempo, principios activos que conforman los insumos acuicolas probados o la
naturaleza del compuesto (organico, inorganico o ambos) evaluados frente a los

diferentes insumos acuicolas, se emple6 un analisis ANOSIM.

Los resultados indican que el tiempo no ejercié ningun tipo de efecto sobre la abundancia
observada, no obstante, los principios activos de los insumos acuicolas mostraron ser
los que provocaron mayor impacto en la distribucién de la abundancia, reportando un
valor significativo de R=0.791 (p < 0.05).

La comparacion entre los efectos en la abundancia del Vibrio parahaemolyticus frente
a los principios activos evaluados reportdé que la combinacién de carbonato de calcio-
silicato; carbonato de calcio-bioactivador organico; bioactivador organico-silicato;
silicato-acido humico y melaza-acido humico, no mostraron diferencias significativas
entre si. El resto de los insumos analizados si mostraron diferencias significativas en la

abundancia observada.
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3.6. Andlisis de costos
Para el andlisis de costos se realizé una revisidn en linea para conseguir valores
referenciales (ver Tabla 3.6, 3.7 y 3.8) de los insumos, equipos y reactivos usados que

se encuentran actualmente en el mercado ecuatoriano.

Materiales como los quimicos ensayados y el kit de analisis de calidad de agua fueron
donados por parte de la granja camaronera donde se tomaron las muestras de agua. Los
instrumentos usados como el vortex, la incubadora y el lector de Elisa fueron prestados
por los jefes de los diferentes laboratorios de Biomedicina y CSA de la Facultad de

ingenieria maritima y ciencias del mar.

Tabla Error! No text of specified style in document.3.6. Costo unitario y total de los insumos

utilizados.
Insumos

Material Cantidad | Costo unitario Costo total
Fiola/Matraz Erlenmeyer 500 mL 3 $ 8.00| $ 24.00
Fiola/Matraz Erlenmeyer 250 mL 2 $ 6.25| $ 12.50
Embudo 4 $ 150 | $ 6.00
Cajas Petri Mono plastica x20 unidades 2 $ 6.25| $ 12.50
Tubos Falcon 30 $ 020 | $ 6.00
Placa Microelisa 3 $ 250 | $ 7.50
Dispersor celular 2 $ 7.00| $ 14.00
Mechero 2 $ 750 | $ 15.00
Funda Punta amarilla 200 pL 4 $ 15.00| $ 60.00
Funda punta azul 1000 pL 6 $ 15.00| $ 90.00
Pipeta graduada 10 mL 1 $ 315| $ 3.15
Auxiliar de pipeta 1 $ 1650 | $ 16.50
Cinta testigo control 1 $ 1650 | $ 16.50
Frascos de polipropileno 8 $ 450 | $ 36.00
Quimicos inorganicos 8 $ 50.00 | $ 400.00
Quimicos organicos 2 $ 650 | $ 13.00
Pipeta Pasteur de plastico 3 mL x500 unidades | 1 $ 30.00 | $ 30.00
TOTAL $ 762.65
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Tabla 3.7. Costos unitarios y total de los reactivos utilizados.

Reactivos

Material Cantidad Costo unitario Costo total

Kit de andlisis calidad de agua | 1 $ 46.50 $ 46.50

Caldo TSB 1 $ 80.00 $ 80.00

Agar TSA 1 $ 100.00 $ 100.00

Agar Sabouraud 1 $ 100.00 $ 100.00

Agar TCBS 1 $ 125.00 $ 125.00

Agar MacConkey 500 gr 1 $ 100.00 $ 100.00

Cloruro de sodio 1000 gr 1 $ 3.00 $ 3.00

Agua destilada 6 $ 1.35 $ 8.10

TOTAL $ 562.60

Tabla 3.8. Costos unitarios y total de los equipos utilizados.
Equipos

Material Cantidad Costo unitario Costo total
Medidor digital de pH y temperatura 1 $ 97.75 | $ 97.75
Espectrofotometro 1 $ 1,590.00 | $ 1,590.00
Incubadora agitadora 1 $ 3,075.25|$  3,075.25
Lector de Elisa 1 $ 1,400.00 | $  1,400.00
Vortex Mixer 1 $ 42.00 | $ 42.00
Pipeta automaética graduable de 100-1000 pL | 1 $ 150.00 | $ 150.00
Pipeta automaética graduable de 10-100 pL 1 $ 135.00 | $ 135.00
Pipeta multicanal 1 $ 1,093.75 | $ 1,093.75
Balanza digital de precision 1 $ 228.00 | $ 228.00
TOTAL $ 7,811.75
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CAPITULO 4

4. Conclusiones y recomendaciones

El estudio de las poblaciones microbianas en acuacultura y como estas reaccionan a los
diferentes estimulos que existen dentro de la piscina de cultivo se vuelve cada dia un
tema mas concurrido para el desarrollo de futuras estrategias de mitigacion de
patégenos. Al término de este proyecto existe un fuerte indicio de que las bacterias
patdgenas podrian utilizar los insumos acuicolas como una fuente de nutrientes para su
proliferacion, mediante algun tipo de mecanismo de accion biolégico. El determinante de
esta proliferacion podria deberse a ciertos elementos presentes en dichos insumos
acuicolas, por lo que se sugiere continuar con la investigacion a profundidad.

Los resultados obtenidos reflejan que el Vibrio parahaemolyticus responde mas ante
sustancias que contiene altos valores de azucar, calcio, nitrégeno y hierro para poder

proliferar en el sistema.

4.1. Discusion de resultados

Los patdégenos constantemente emplean nuevas vias de infeccién aprovechando lo que
el ecosistema les ofrece. Estudios en ecologia microbiana han reportado una forma de
adaptacion llamada motilidad de enjambre lo cual les permite a los microorganismos
patdgenos colonizar superficies, moverse entre ellas y adquirir elementos quimicos
disponibles en el medio y sobrevivir en ambientes hostiles. Bajo esta habilidad, las
bacterias son capaces de modificar sus genes de expresion y aumentar su concentracion
bacteriana (Gode, 2011).

Existen elementos quimicos que influyen en la respuesta biolégica de las bacterias, como
por ejemplo el calcio, que esta directamente asociado en la mejora de la adaptacion y
supervivencia de las bacterias patdgenas. Este elemento, juega un rol importante en la
regulacion de los genes de virulencia, y las investigaciones sefialan que la disponibilidad
de este en el ambiente aumenta la concentracion celular, ya que se ha observado que
las altas cantidades de este elemento incrementan la tasa de motilidad de enjambre. El

magnesio es otro elemento quimico que promueve la regulacion y adaptacién de los



genes de expresion, sin embargo, no sucede de la misma forma que con el calcio
(Evenhuis, Lipscomb, & Birkett, 2020).

La informacién que corrobora que los organismos patégenos son capaces de aprovechar
iones y utilizarlos para sobrevivir, es escasa; sin embargo, la ciencia esta dirigiendo su
mirada a estos casos ya que es importante determinar la manera en que estos
microorganismos se desenvuelven para proliferar los sistemas en los que habitan y
anticipar formas de tratamiento para asi, evitar pérdidas econémicas.

Durante el ensayo se utilizaron productos quimicos organicos e inorganicos que
preliminarmente reportaron ejercer un cambio en la abundancia celular de Vibrio
parahaemolyticus. Los incrementos observados significativamente en 7 de los 14
insumos acuicolas evaluados estan fuertemente asociados a la composicion quimica de
estos productos, pero se desconoce el mecanismo que utiliza la bacteria patégena para
aprovecharlos de mejor manera. Interesantemente, las combinaciones de compuestos
gue contienen carbono, nitrdgeno, calcio y magnesio (carbonato de calcio, compuesto
biologico, acido humico, melaza y silicato) no mostraron una interaccion entre si que
afecte a la abundancia del Vibrio parahaemolyticus. La melaza y la combinacion de
melaza con diéxido de silicio son usados de manera recurrente en las piscinas para
formar un ambiente de equilibrio entre las bacterias patdgenas y benéficas dentro de un
ecosistema acuicola.

La creencia de propiedades germicidas en la melaza ha llevado a los productores a
usarla en los cultivos de forma desmedida o exagerada ya que promete un efecto
antibacteriano por competencia entre bacterias del género Vibrio. Sin embargo, esta
comprobado que este producto organico incrementa la concentracion celular debido a su
alto contenido de sacarosa, nitroégeno y fosforo, los cuales son una fuente de energia
para estos microorganismos (Bullain, Aldana, & Alvarez, 2020). Por lo tanto, se ha
verificado que el producto no muestra actividad antiséptica frente a bacterias del género
Vibrio (Bullain, Aldana, & Alvarez, 2020).

El dioxido de silicio utilizado para mezclar la melaza contiene una cantidad importante
de multiminerales, como calcio (2.66%), magnesio (1.69%) y otros excipientes. Estos
elementos podrian facilitar al Vibrio adaptarse y sobrevivir en un sistema de cultivo en
condiciones adversas, pero es algo que debe ser estudiado con mayor detalle.
Adicionalmente, los productos naturales como el propdleo y moringa al 10% de su
concentracion mostraron una reduccién en la abundancia del Vibrio parahaemolyticus.

Ambas sustancias son productos naturales que actlan de manera efectiva contra la

37



actividad microbiana y que guardan propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, y que
combinados con los otros productos ensayados no mostraron interaccién que permita su
proliferacion.

El prop6leo mayormente esta constituido por flavonoides, &cidos fendlicos y ésteres.
Alrededor del 35% es cera de abejas y el 10% corresponde a aceites esenciales y
aromaticos como el pineno. Contiene también un pequefio porcentaje de acidos grasos,
polen, vitaminas B1, C y E; también minerales esenciales como Fe y Zn (De la Cruz-
Cervantes, Benavides, Sanchez, Vasquez, & Ruiz, 2018), los cuales son importantes
para el crecimiento de la produccién acuicola pues intervienen en los procesos
inmunolégicos y digestivos de estos animales (Figueiredo-Silva, 2020).

Este producto natural ha sido evaluado en cultivos de tilapia (Oreochromis niloticus L) y
ha demostrado funcionar bien como antiparasitario y antifungico contra algunos
patogenos de peces (De la Cruz-Cervantes, Benavides, Sanchez, Vasquez, & Ruiz,
2018). (De la Cruz-Cervantes, Benavides, Sanchez, Vasquez, & Ruiz, 2018), seria
importante evaluar las vias 0 mecanismos de inclusién de este componente dentro de
los sistemas acuicolas de una manera que permita una liberacion prolongada y estable
en el agua.

La moringa es una especie arbdérea que no ha sido muy usada en acuacultura, sin
embargo, investigaciones de su perfil lipidico han reportado la presencia de acidos
grasos, los cuales estan involucrados en funciones biorreguladoras estructurales de las
membranas celulares. Contiene 25.9% de proteina'y 17 aminoacidos de los cuales 9 son
esenciales (Estay-Moyano, MazoOn-Suastegui, Zapata, Simal-Gandara, & Lodeiros,
2021).

Se ha comprobado que la moringa contiene vitaminas, flavonoides y acidos fendlicos
(Vasquez, Carrillo, Vidal, & Marrero, 2021). Los &cidos fendlicos tienen propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antibacteriales (Estay-Moyano, Mazon-Suastegui,
Zapata, Simal-Gandara, & Lodeiros, 2021).

Estas sustancias naturales pueden ser utilizadas como apoyo al afiadir melaza a las
piscinas de cultivo con la finalidad de evitar el crecimiento bacteriano del Vibrio
parahaemolyticus y de esta manera, aprovechar los multiples beneficios que estos

productos poseen.
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4.2. Conclusiones
Los resultados de las pruebas in vitro indicaron efectivamente un aumento en la
concentracion celular de Vibrio parahaemolyticus para algunas de las soluciones
acuicolas probadas. Las sustancias que dentro de su composicion proveian mayor
disponibilidad de fuentes de carbono, calcio, nitrégeno, fosforo, hierro y magnesio fueron
las que mas incremento celular presentaron. Las pruebas realizadas permitieron conocer

a que soluciones fue mas sensible la respuesta del Vibrio parahaemolyticus.

Los compuestos que mostraron efecto de estimular el crecimiento celular fueron el
carbonato de calcio, silicato, nitrato de sodio, la mezcla de melaza y silicato, melaza y

propoleo al 1%.

Los incrementos celulares observados se ubicaron en el orden de magnitud de doble,

cuadruple, quintuple y séxtuple a las 5 horas de ensayo.

El tiempo no reporto ejercer cambio en la proliferacion celular, pero los componentes

guimicos que conforman los insumos acuicolas disponibles si.

Las combinaciones de carbonato de calcio — compuesto bioldgico; carbonato de calcio —
silicato; compuesto biologico — silicato; silicato — acido humico; melaza — acido humico
no mostraron una interaccion que afecte la densidad celular del Vibrio

parahaemolyticus.
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4.3. Recomendaciones

Para llevar a cabo el experimento y obtener mejores resultados recomendamos seguir
todos los protocolos de bioseguridad para mantener las muestras lo mas estériles y
limpias posibles, ya que existe probabilidad alta de contaminacion de las muestras.

Los reactivos y soluciones deben estar debidamente rotuladas para evitar la confusion o

una mezcla equivocada.

Las muestras deben ser frescas y usar un buen protocolo de manejo y transporte para

su traslado al laboratorio.

Este proyecto es tan solo un preliminar de una investigacion mucho mas grande y puede
servir como un antecedente sobre el comportamiento de Vibrio parahaemolyticus,
recomendamos realizar estudios con mas detalle acerca del comportamiento de esta

bacteria a nivel genético.

Es recomendable que los tiempos de exposicion de la bacteria con las soluciones
continuen registrandose hasta las 24 horas para una mayor precision en los analisis y

una mejor comprension de la actividad bacteriana.

Realizar una correcta curva de crecimiento es vital para conocer los tiempos de

crecimiento exponencial de la bacteria a ensayar.
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ANEXOS

Siembra de 50ul de las soluciones a ensayar en
agar TSA, TCBS, MacConkey y Sabouraud.

Dosis de las soluciones extrapoladas y preparadas
en 250 ml.

Vibrio parahaemolyticus en tiempo 0 (siembra de
10-1)

Conteo de colonias de Vibrio parahaemolyticus




Preparacion de materiales y reactivos para curva
de crecimiento de Vibrio parahaemolyticus

Preparacion de la diluciones para curva de
crecimiento de Vibrio parahaemolyticus

DR 2800

Icongitudide onda onica @630 m

Lectura espectrofotométrica del caldo TSB
inoculado con bacteria para control del aumento

Siembra de las diluciones en caja Petri rotulada




Preparacion de la placa con las soluciones
ensayadas y el Vibrio parahaemolyticus

Incubacioén de la placa en termoshaker a 150 rpm

Microplaca completa vy lista para lectura.
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