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Resumen

En el Peru, la region de Tumbes posee el area de mayor extension del ecosistema
manglar protegido por el Santuario Nacional Los Manglares de Tumbes, sin
embargo, este viene siendo impactado por la actividad langostinera, afectando asi
la calidad microbioldgica del ecosistema. Se evalué la calidad microbiolégica del
agua del estuario del SNLMT y la sensibilidad antibi6tica de las bacterias aisladas.
Se muestrearon seis puntos cercanos a la actividad langostinera. Se realiz6 la
metodologia estandar para el analisis de la calidad microbiolégica del agua
(DIRESA). Se evaluaron los coliformes termotolerantes mediante la Determinacion
del Numero Mas Probable (NMP). Se utilizé agar cromogénico para identificar
bacilos gran negativos fermentadores y no fermentadores. La sensibilidad
antibidtica se evalu6 por la técnica de Kirby Bauer con discos de tetraciclina,
oxitetraciclina, enrofloxacina y florfenicol. ElI punto de muestreo 1, mas cercano a
las langostineras, presentd 79 NMP/100 ml de coliformes termotolerantes en
comparaciona los otros puntos mas alejados, no superando los ECAs. De las 41
cepas bacterianas, 22 fueron E. coli, 7 fueron Klebsiella/Enterobacter, 3 cepas de
Pseudomonas sp. y 9 cepas de bacilos gram negativos no fueron identificadas. Se
encontré que 6 cepas mostraron resistencia a oxitetraciclina, 5 cepas a trimetropin-
sulfametoxazol, 4 cepas a florfenicol y 2 cepas a enrofloxacina. De las 41 cepas, 3
cepas mostraron resistencia simultanea a 3 de los antiboticos evaluados. Los datos
encontrados de coliformes fecales no sobrepasan el estandar de calidad ambiental
para zonas intangibles, por lo que la calidad microbioldgica en el Santuario Nacional

Los Manglares de Tumbes es buena.

Palabras claves: Actividad langostinera, calidad microbioldgica, coliformes

termotolerantes, ecosistema manglar, resistencia antibiética
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Abstract

In Peru, the Tumbes region has the largest area of mangrove ecosystem protected
by the Los Manglares de Tumbes National Sanctuary, however, this has been
impacted by shrimp activity, thus affecting the microbiological quality of the
ecosystem. The microbiological quality of the water in the SNLMT estuary and the
antibiotic sensitivity of the isolated bacteria were evaluated. Six points close to the
shrimp activity were sampled. The standard methodology for the analysis of the
microbiological quality of water (DIRESA) was used. Thermotolerant coliforms were
evaluated by the Determination of the Most Probable Number (MPN). Chromogenic
agar was used to identify large negative fermenting and non-fermenting bacilli.
Antibiotic sensitivity was evaluated by the Kirby Bauer technique with tetracycline,
oxytetracycline, enrofloxacin and florfenicol discs. Sampling point 1, closest to the
shrimp farms, had 79 MPN/100 ml of thermotolerant coliforms compared to the other
more distant points, not exceeding the ECA. Of the 41 bacterial strains, 22 were E.
coli, 7 were Klebsiella/Enterobacter, 3 were Pseudomonas sp. and 9 strains of
gram-negative bacilli were not identified. It was found that 6 strains showed
resistance to oxytetracycline, 5 strains to trimethoprim-sulfamethoxazole, 4 strains
to florfenicol and 2 strains to enrofloxacin. Of the 41 strains, 3 strains showed
simultaneous resistance to 3 of the antibiotics evaluated. The data found for fecal
coliforms do not exceed the environmental quality standard for intangible zones, so
the microbiological quality in the Los Manglares de Tumbes National Sanctuary is

good.

Keywords: Antibiotic resistance, mangrove ecosystem, microbiological quality,

shrimp farming activity, thermotolerant coliforms.
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I Introduccion

Los manglares son un ecosistema en el cual convergen diversos elementos: el
clima de las zonas tropicales, las descargas de agua de los afluentes y sus
sedimentos acarreados por sus corrientes, la irrupcion de las mareas en el relieve
plano (Servicio Nacional de Areas Naturales Protegidas por el Estado (SINANPE),
2021). Este tipo de ecosistemas son denominados estratégicos porque brindan una
gran cantidad de beneficios ambientales, cumpliendo una funcién de vital
importancia en el ciclo del carbén como sumideros de CO2 (Duke et al., 2007). Los
manglares son un ecosistema que albergan una gran cantidad de animales,
vertebrados, moluscos, insectos y microorganismos (Robles et al., 2019).
Asimismo, estos ecosistemas son denominados como irremplazables por sus
caracteristicas singulares y sus sistemas de adaptacion (Ariza-Montobbio y Cuvi,
2020)

Este ecosistema se da inicio en las costas del Pacifico de América se extienden
hasta el Mar de Cortez en el noroeste de las zonas costefias mexicanas, cruzando
América central y el Golfo de Panama, llegando al sur de América por las costas
colombianas de Esmeralda en el Pacifico, siguiendo su curso hasta llegar a Manabi
al Golfo de Guayaquil. Culminando en el norte de la costa peruana (Olson et al.,
2001).

En el Peru la region de Tumbes posee el darea de mayor extencion de este
ecosistema, este se ubica en las desembocaduras de los afluentes Tumbes y
Zarumilla, siendo esta regidon donde se encuentra el unico espacio protegido
formalmente (Angulo, 2014), a esta area natural protegida se le dio el nombre de
Santuario Nacional Los Manglares de Tumbes (SNLMT) con una extension
territorial de 2972 ha (Instituto Nacional de Recursos Naturales (INRENA), 2007).
Esta zona fue creada para proteger la biodiversidad de la flora y fauna terrestre y
acuatica que habitan en este ecosistema, en especial a Rhizophora mangle,
Avicenia germinans, Laguncularia racemosa, Conocarpus erectus, los cuales

funcionan como habitat para una gran variedad de invertebrados acuaticos que
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cumplen un rol econdmico fundamental para las poblaciones aledafias que hacen

aprovechamiento de estos recursos (INRENA, poblaciones 2007).

En el plan maestro 2017 - 2021 elaborado por Servicio Nacional de Areas Naturales
Protegidas por el Estado (SERNANP) se sospecha que la contaminacion del agua
es una de las principales causas que afectan directamente la mortandad de la
biodiversidad del manglar (SERNANP, 2017).

Las aguas residuales de las actividades humanas que son descargadas en el
manglar contienen una variedad de contaminantes, de los diferentes tipos de estos,
se pueden encontrar residuos de antibidticos, y estos pueden ingresar al
ecosistema a través de los efluentes de las plantas langostineras (Zapién, 2021),
en su mayoria estos productos no logran ser metabolizados dando como resultado
un alto porcentaje de la dosis suministrada (30-90%) es excretada por sus

consumidores, llegando al manglar por las aguas residuales (Hidalgo, 2008).

La acuicultura es un tema que atrae la atencién ya sea por su potencial en el
desarrollo econdmico de las comunidades y/o por los efectos negativos que pueden
tener sobre el ecosistema (Calle, 2009), y algunos de estos efectos mas notorios
sobre el ecosistema manglar es la pérdida del territorio de aproximadamente de
1500 ha (Hidalgo, 2008). La contaminacion es otro de los efectos negativos de esta
actividad por su liberacion desmedida de nutrientes y materia organica que da como

resultado un exceso de desechos organicos en el estuario (Calle, 2009).

Ademas, la contaminacién microbiologica, que se da por la acumulaciéon de
productos quimicos (pildoras de proteina y complementos de alimentos artificiales),
sedimentacidon excesiva y el uso de antibidticos, plaguicidas y detergentes para
evitar enfermedades, la llegada de estos contaminantes al ecosistema manglar
produce en el bombeo de cambio de agua (descarga del agua de las pozas de
cultivo a los canales del manglar) la cual contiene residuos de todos estos

productos quimico — toxicos (Calle, 2009).

La actividad agropecuaria con la practica de la agricultura y ganaderia de tierras
bajas es la contamina el ecosistema manglar con el uso de agroquimicos en suelos
y rios (Moreno et al., 2002). A estos se suma los altos niveles de contaminacién

microbioldgica, alteran la calidad de agua del ecosistema manglar, esto debido a
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que recibe de manera indirecta las de los centros urbanos cercanos (Moreno et al.,
2002).

Debido a esto se plantean las siguientes preguntas de investigacion, ¢Cual es la
calidad microbiologica del agua del estuario del SNLMT? y ¢ Cual es la sensibilidad

antibiodtica de las bacterias aisladas del estuario del SNLMT?

Para dar respuesta a las interrogantes, se plantea el objetivo general de evaluar la
calidad microbioldgica del agua de estuario y la sensibilidad antibidtica de bacterias
aisladas en el SNLMT. Ademas, se plantearon los objetivos especificos de,
determinar la calidad microbiolégica del gua del santuario usando como parametros
los Estandares de Calidad de Ambiental; aislar e identificar las bacterias patégenas
de las aguas de los estuarios del SNLMT; y evaluar la susceptibilidad de las
bacterias patdégenas aisladas del agua del estuario de SNLMT a los antibiéticos

usados en la actividad langostinera.

En respuesta a la situacion sobre este ecosistema natural, en el presente estudio
se tomaron puntos de muestreo en toda el area de éste, que nos permitieron
identificar la realidad actual de la calidad microbioldgica de las aguas de esta area
natural protegida, tomando como referencia los estandares de calidad ambiental

(ECA) para zonas intangibles.

La investigacion se enfoco en el estudio de la calidad microbiolégica del agua en el
SNLMT, por lo tanto, conocer el estado de calidad del agua es uno de los soportes
para establecer la gobernanza ambiental para definir estrategias de conservacion,
que es el primer paso para planear y ejecutar la meta 1 del plan nacional de accion
(Ministerio del Ambiente (MINAM), 2011), garantizando su preservacion y

aprovechamiento sostenible de sus recursos.

Este proyecto fue factible ya que cont6 con los medios y equipos necesarios en el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias de la Salud.
Asimismo, se cuenta con la experticia para la realizacion e interpretacion de los

analisis microbioldgicos de calidad del agua.
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Il. Revision de literatura

El ecosistema manglar es un tipo de humedal que se estima como uno de los mas
productivos, con un alto valor y que cumplen una gran variedad de roles y funciones
(Word Wildlife Fund (WWF), 2011) ecoldgicas, socioeconémicas y fisicas todos
estos elementos son vitales para la estabilidad de la biodiversidad, de las franjas
costeras y las poblaciones aledafias a estos ecosistemas (Rambok, 2010), estos
bosques de mangle también sirven como barreras naturales para prevenir o reducir

las inundaciones de marea y agua salada (Gandaseca, 2011).

Los bosques de mangle se caracterizan por tener raices respiratorias y raices sobre
el suelo que le dan la capacidad de vivir sobre el lodo, a condiciones anaerdbicas
y el agua salda del mar, estas son caracteristicas y adaptaciones unicas y
especiales (Gandaseca, 2011). Estos también actian como constructores de suelo

y estabilizadores de la costa (Ali et al., 2009).

Este ecosistema se extiende por todo el mundo con una extension
aproximadamente de 150,000 km? que solo cubren el 0,12% de la superficie
terrestre total (Yessoufou y Stoffberg, 2016), de los cuales dos tercios se
encuentran repartidos solo en 19 paises: Indonesia, Brasil, Australia, México,
Nigeria, Malasia, Myanmar, Bangladesh, Cuba, India, Papua, Nueva Guinea,
Colombia y principalmente Peru (Barbier, 2016). En el Peru el ecosistema manglar
se encuentra en el norte de su costa con una extension aproximada de 10 550 ha,
este espacio se encuentra repartido entre las desembocaduras de los rios
Zarumilla, Tumbes, Chira y Piura (SINANPE, 2021).

En la region de Tumbes, se ubica la mas grande extensién de manglares, sobre las
desembocaduras de los rios Tumbes y Zarumilla, en la parte norte de este complejo
de manglar esta ubicada la unica area protegida formal (Angulo, 2014). El 2 de
marzo de 1988 se dio la creacion del Santuario Nacional de Tumbes (SNLMT), para
salvaguardar la unica muestra representativa de los bosques de mangle en el pais,

que cumple con el objetivo principal de cuidar y proteger este espacio natural y toda
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su biomasa existente (SERNANP, 2017), para garantizar la conservacion del
SNLMT se instauro la zona de amortiguamiento (ZA) con una extension de 6181 ha
(IGP, 2014).

La importancia del SNLMT no solo es ecosistémica porque en él también se llevan
a cabo actividades econdmicas que incluyen la extraccion de recursos
hidrobiolégicos y de servicios turisticos, asi como también se desarrollan
actividades langostineras y agricola en la zona de Amortiguamiento, donde ademas
existe la presencia poblaciones urbanas (IGP, 2013). Aun teniendo en cuenta la
importancia econdmica, social y ecologia es una realidad que la creciente presion
sobre los bosques de manglar debido a la urbanizacion, la industrializacion de la
acuicultura y la agricultura intensiva representa una amenaza para este ecosistema
(Tripathy et al., 2005).

Las actividades antropogénicas descritas anteriormente han provocado cambios
evidentes en el ecosistema, como la perdida de extensién de manglar y afectacion
directa en flora y fauna (Zapién, 2021), donde también se han observado cambios
en las comunidades microbianas que en conjunto afectan la funcionalidad del
ecosistema (Lépez y Ezcurra, 2002). La contaminacion microbiolégica es en
extremo peligroso para todo ser vivo y cuando entran en contacto con el agua y el
suelo, suelen producir una degradacion y contaminacién (Hidalgo, 2008). En la
actividad acuicola a medida que el agua es liberada de los estanques, fluye hacia
los cuerpos de agua generando asi contaminacién microbioldgica producida por la

carga organica de los desechos, desechos fecales y antibiéticos (Zapién, 2021).

Asimismo, es una realidad que en las industrias como la acuacultura, donde son
utilizadas grandes cantidades de antibiéticos con la finalidad de mantener un
producto inocuo, lo cual provoca un aumento en la cantidad de microorganismos
resistentes a antibidticos, debido a la alta exposicion a estas sustancias
antimicrobianas (Zapién, 2021). Ademas, estos genes de resistencia a antibioticos
son transmitidos a bacterias patdégenas que se encuentran en los mismos
estanques, y este tipo de contaminacion se debe a que una gran parte de los
antibidticos usados en la actividad acuicola son desechados en ambientes
acuaticos (Nogales et al., 2011).
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Dentro de los principales antibiéticos usados en la acuacultura tenemos los

siguientes:

La oxitetraciclina (OT), es un antibiético de la familia de las tetraciclinas. Se utiliza
principalmente en el tratamiento de infecciones bacterianas en animales,
particularmente en agricultura y veterinaria. Actua inhibiendo la sintesis de
proteinas en las bacterias, lo que impide su crecimiento y replicacion (Mog et al.,
2020).

La enrofloxacina (ENR), es un antibiético de amplio espectro de la familia de las
fluoroquinolonas. Se utiliza en el tratamiento de infecciones bacterianas en
animales, especialmente en perros y gatos. Actua inhibiendo la enzima ADN girasa,
lo que interfiere con la replicacién del ADN bacteriano y lleva a la muerte de las
bacterias (Liu et al., 2020).

El Florfenicol (FFC), es un antibiotico de amplio espectro relacionado con la clase
de los fenicoles. Se utiliza en el tratamiento de infecciones bacterianas en animales,
incluidos cerdos, aves de corral y peces. Actua inhibiendo la sintesis de proteinas

bacterianas al unirse a la subunidad 50S del ribosoma (Jara et al., 2021).

El Sulfametoxazol (SXT), es un antibidtico de la familia de las sulfonamidas. A
menudo se combina con trimetoprim en una proporcion fija para formar la co-
trimoxazol (TMP-SMX), que es un agente antimicrobiano de amplio espectro. Se
utiliza para tratar una variedad de infecciones bacterianas en humanos y animales.
Actua interfiriendo con la sintesis de acido félico en las bacterias, lo que es esencial

para su crecimiento y replicacion (Wang et al., 2024).
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lll. Materiales y métodos

3.1. Tipo de estudio

De acuerdo con el fin de la presente investigacion, esta corresponde a una

investigacion basica descriptiva, ya que no habra manipulacion de variables.

3.2. Hipétesis

La calidad microbiolégica del estuario del Santuario Nacional Los Manglares
de Tumbes (SNLMT) cumple con los Estandares de Calidad de Ambiental
(ECA) en los parametros microbiolégicos para zonas intangibles. Las
bacterias aisladas del estuario del SNLMT tienen susceptibilidad a los

antibioticos usados en la actividad langostinera.

3.3. Zona de estudio

La zona de estudio fue en el ANP (Area Nacional Protegida) “Santuario
Nacional Los Manglares de Tumbes”, que cuenta con una superficie de 2972
ha y estd ubicada en el litoral de costa noroeste de Peru, teniendo como
coordenadas geograficas 3°25°37 - 3°26°57"" de latitud sur y 80°13°26"" -
80°18°56"" de longitud este. (INRENA, 2007).

3.4. Esquema metodoloégico

Recorrido del Area en estudio e Recoleccion de muestras de agua de
identificacion de puntos de muestreo | — | |os puntos identificados del SNLMT —l

Evaluacion de calidad microbiologica, Rotulado, conservacion vy
aislamiento de bacterias y ensayo de <€—— | {raslado  de muestras al
susceptibilidad antimicrobiana laboratorio

v

Analisis de procesamiento de datos

Figura 1.

Esquema metodoldgico de la investigacion.
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3.5. Muestreo

3.5.1.

3.5.2.

Puntos de muestreo

Los puntos de muestreos se seleccionaron usando imagenes
satelitales. Para evaluar la calidad del agua del SNLMT se ha
realizado un recorrido con imagenes satelitales, donde se

seleccionaron seis (6) puntos estratégicos para la toma de muestra.

Estos puntos fueron seleccionados debido a su accesibilidad y su
cercania con las empresas langostineras, para evaluar el impacto
inmediato de los efluentes en el agua del estuario, asi como los
medicamentos usados en estas empresas, y sobre las bacterias. La

distribucion de estos puntos se aprecia en el anexo 1.

Tabla 1.

Puntos de muestreo

Puntos Este Norte
1 580466 9619420
2 576314 9622007
3 582738 9619286
4 577937 9622264
5 576692 9623448
6 578103 9621288

Recoleccion de muestras
La recoleccién y acondicionamiento de las muestras de agua se
realizaron teniendo en cuenta el Protocolo Nacional para el Monitoreo

de la Calidad de agua para estuarios de DIRESA (Huapaya, 2008):

a. Consideraciones generales
e Los frascos usados fueron de polietileno o vidrio de boca
ancha con tapa y contra tapa, los cuales estuvieron limpios
y estériles para evitar contaminacion.
e Las muestras fueron almacenadas a temperaturas bajas
(4 — 8 °C) para conservar su integridad al momento de ser

transportadas.

25



e Las cajas térmicas que se emplearon para el transporte y
almacenamiento de las diversas muestras, estas fueron
adecuadas con hielo, asi mismo se llenaran los registros
de cada muestra recolectada (ficha de muestreo) y se

identifico cada frasco (etiquetado).

3.5.3. Toma de muestras

Se realiz6 directamente en los puntos de muestreo del bloque de agua.

Cada muestra tuvo un volumen de 99 ml, con un espacio aproximado

del 1% de la capacidad del envase (100 ml) (espacio de cabeza), para

la expansion de la muestra. Adicionalmente, se midieron parametros

ambientales como la temperatura ambiental, temperatura del agua del

estuario y pH.

3.5.4. Identificacidon de las muestras de agua

Antes de la toma de muestra, los envases fueron codificados con letra

clara y tangible, considerando la siguiente informacion:

Numero de Muestra.

Caodigo de identificacion (punto de muestreo).
Origen de la fuente.

Fecha y hora de la toma de la muestra.
Preservacion realizada

Tipo de analisis requerido.

Nombre del responsable del muestreo

3.6. Analisis microbiolégico de las muestras

El aislamiento de bacterias y pruebas de resistencia a antibioticos de las

muestras se realizaron en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad

de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Tumbes.

Todos los analisis se realizaron siguiendo los procedimientos del manual de

Métodos estandar para el analisis de la calidad de agua de DIRESA (Huapaya,

2008).
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3.6.1.

Coliformes Termotolerantes

Fueron determinados por el método de Determinacion del Numero

Mas Probable (es el calculo de la densidad de bacterias coliformes

basadas en la combinacion de resultados positivos y negativos

obtenidos en cada disolucién) (Huapaya, 2008).

a.

Disolucion de la muestra

Una vez con las muestras en el laboratorio, se procedio a preparar
las disoluciones respectivas. Agitar vigorosamente
aproximadamente 25 veces, para asegurar para una buena
homogenizacion, transferir con una pipeta estéril un volumen de
10 ml, de la muestra a un frasco con 90 £ 2 ml de agua de
disolucion (1071). Homogenizar el frasco que contiene la
disolucion (1071), con una pipeta estéril transferir 10 ml a un
nuevo frasco de disolucidon teniendo asi la segunda disolucién
(1072). Continuar con este proceso hasta realizar todas las
disoluciones del caso, dependiendo del grado de contaminacion
de la muestra. Ordenar los frascos conteniendo las disoluciones,

en secuencia decreciente de concentracion (Huapaya, 2008).

Prueba presuntiva

Se preparo una bateria con series de cinco tubos conteniendo 10
ml de Caldo Lauril Triptosa (CLT) de concentracién doble, y series
de cinco tubos con 10 ml de CLT de concentracién simple, esta
serie dependi6 del numero de disoluciones que se hayan
realizado de la muestra. Se colocd los tubos en gradillas y
codificarlos anotando el numero asignado a la muestra y dilucion
a inocular.

Se agité vigorosamente 25 veces el frasco con la ultima disolucién
efectuada y con una pipeta estéril se transfiere 1 ml de la diluciéon
en cada uno del tubo con CLT de concentracion simple
correspondiente a dicha disolucion, se transferira 1 ml de la
muestra mas diluida a la mas concentrada con una pipeta estéril,

luego 1 ml de la muestra original a cincos tubos con CLT de
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concentracion simple y 10 ml en cinco tubos con CLT de doble
concentracion.

Se incubaron los tubos a 35 £ 0.5 °C después de 24 + 2 horas se
examinaron y separaron los tubos con CLT positivos aquellos que
presentan formacion de gas en el tubo Durham (fermentacion) y
turbiedad. Anotar los resultados. Los tubos positivos fueron

resembrados en caldo EC-MUG para la prueba de confirmacion.

Confirmacion

Los tubos positivos fueron sembrados en caldo EC-MUG e
incubados a 44.5 0.2 °C por 24 horas. Pasado ese tiempo, los
tubos fueron expuestos a una lampara de luz UV de 365 nm. La
presencia de una fluorescencia azul se considera como una
reaccion positiva (se deben usar controles positivos, negativos y
un meédium de cultivo sin inocular, para una mejor interpretacion y
evitar confusiones). Con los resultados obtenidos se calcul6 el
NMP.

Determinacion del numero mas probable

El calculo de la densidad probable de bacterias Coliformes se
baso en la combinacion de los resultados positivos y negativos
obtenidos en cada disoluciéon. La densidad de Coliformes se
expresa como NMP de coliformes por 100 ml y se obtiene a través
de tablas en las que se presenta el limite de confianza de 95%

para cada valor de NMP determinado.

Férmula para calculo del NMP

e NMP/100 ml = (valor NMP/100 ml tabla) x 10/v (*)

(*) volumen de nuestra inoculada en la primera dilucion

seleccionada.
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Tabla 2.

Valores para la seleccion del codigo

Tubos positivos/ml y volumen de

Pruebas muestra Caddigo
10 1 0,1 0,01 0,001

1 5 2 0 0 0 520
2 5 5 2 1 0 521
3 0 3 1 0 0 310
4 5 5 3 1 1 532
5 4 5 4 0 0 540
6 ) ) ) 5 555
7 0 0 0 000
8 4 0 1 4 01
9 0 1 0 010

3.7. Aislamiento y purificacién de bacterias

Se tomo6 una muestra de agua, luego se prepararon 4 diluciones (107, 102,
10-3y 10), luego se cultivaron 100 ul por el método de extension en superficie
en medio TSA (agar de soya tripticasa) suplementado con 0, 1.5y 3% p/v de
NaCl, TCBS (agar de tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa) para vibrios,
EMB (agar azul de metileno de eosina) para E. coli y otros bacilos
fermentadores y no fermentadores, y agar manitol salado para estafilococos.
Una vez sembrados, se incubaron durante 48 horas a 36 + 0.2 °C.
Posteriormente, se seleccionaron aquellas cepas que presentaron
caracteristicas diferentes en su morfologia colonial y se aislaran en medio
TSA respetando la concentracion de salinidad del medio en el que se presentd
el crecimiento. Las cepas aisladas fueron inoculadas en medios en placa
hasta obtener cepas puras. Posteriormente se procedid a conservar las UFC
purificadas en el medio de cultivo TSA respetando la salinidad del medio
donde se realiz6 el crecimiento, y finalmente se almacenaron en el congelador
hasta realizar las pruebas de resistencia a antibiéticos usados en la actividad
langostinera (Zapién, 2021).

Para la identificacion de las cepas aisladas se usd el agar cromogénico,

evaluando el crecimiento y coloracion de cada cepa para su identificacion.
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3.8.

3.9.

Prueba de susceptibilidad a los antibiéticos

Se utilizé una suspension bacteriana con concentracién equivalente al tubo
0,5 del nefelometro de McFarland. Se sembraron mediante hisopado en toda
la superficie de una placa con agar Muller Hinton. Se secaron por 5 minutos,
y luego se colocaron los discos de antibidtico. Las placas se incubaron durante
18 — 24 horas a 37°C (Carvalho et al., 2016).

Para la lectura e interpretacioén, las zonas de inhibicidn de crecimiento de cada
antibiético se interpretaron de acuerdo con las Directrices M100-S22 de los
Estandares de Laboratorio Clinico. Los antibiéticos probados fueron
Tetraciclina y oxitetraciclina, enrofloxacina y florfenicol. Los halos de inhibicion

se midieron con la ayuda de una regla milimétrica en tres direcciones.

Analisis de resultados

Los ensayos se realizaron por triplicado para posteriormente obtener
promedio aritmético. Los datos de la sensibilidad antibidética fueron

procesados y mostrados en tablas, procesadas en el software Microsoft Excel.
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IV. Resultados y discusion
Durante el mes de agosto del 2023, se recolecté una muestra de agua de cada uno
de 6 puntos diferentes del estuario del santuario (Tabla 3), con el objetivo de evaluar
la calidad microbiolégica del agua de estuario del Santuario Nacional Los
Manglares de Tumbes, asi como la sensibilidad antibiética de las bacterias aisladas

de dichas muestras.

13500 m

1300 m 4%

o~ < o
NN
b A3 prey e

Figura 2.

Distancia de los puntos a muestreo a desaglies de las empresas langostineras.

En la Figura 2, se aprecia que el punto mas cerca de los desagues de las empresas
langostineras es el punto 1y se ubica a 800 metros, ademas los puntos 2, 4y 3 se
encuentran a 1000 m, 1300m y 1500m respectivamente. Los puntos mas alejados

son los puntos 6 y 5 los cuales se encuentran a 3300 m y 3500 m respectivamente.
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Para responder al primer objetivo especifico, de evaluar la calidad del agua SNLMT,
se determinaron los parametros microbioldgicos (coliformes termo tolerantes). Se
tuvieron en cuenta los Estandares de Calidad Ambiental para Aguas intangibles
aprobados en el 2017 (MINAM, 2017), referido a coliformes termotolerantes en una

concentracion maxima de 1000 NMP/100.

Tabla 3.
Determinacion de la calidad microbiolégica del agua del SNLMT
Punto Coordenada NMP/100ML ECA
Este Norte
1 580466 9619420 79
2 576314 9622007 4,5
3 582738 9619286 5,6 1000
4 577937 9622264 4,5 NMP/100
5 576692 9623448 2
6 578103 9621288 2

En la Tabla 3, se observa que los resultados de la muestra de agua en el punto 1
arrojo un valor de 79 NMP/100 ml, en los puntos 2 y 4 se obtuvo un valor de 4,5
NMP/100 ml, en el punto 3 el valor fue de 5,6 NMP/100 ml, mientras que en los
puntos 5 y 6 se obtuvieron valores de 2 NMP/100ml, todos los valores obtenidos
estuvieron por debajo de lo establecido por el MINAN en los Estandares de Calidad
Ambiental para Aguas intangibles aprobados en el 2017 (1000 NMP/100) (MINAM,
2017). Aunque se cumple con los ECA, se aprecia el punto 1 mostré la mayor
concentracion de coliformes termotolerantes, en relacion con el resultado de los 5
puntos restantes, lo cual puede deberse a la cercania que tiene el punto 1 a la
langostinera (800 m), la que vierte sus aguas residuales en uno de los canales del
santuario. Para los puntos 2, 3 y 4 la menor concentracion podria deberse al estar
una distancia mayor (1000, 1500 y 1300 m respectivamente). Mientras que, los
puntos 5 y 6 muestran una menor concertacién ya que son los mas alejados a las

langostineras y mas cercanos a linea de frontera entre SNLMT y el mar.

Los bioindicadores pertenecientes al grupo coliformes en los ecosistemas marino-

costeros tiene gran relevancia porque permite estimar su calidad microbiolégica
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(Malaver et al., 2014). Los coliformes termotolerantes, pueden provenir de aguas
organicamente enriquecidas, como efluentes industriales o de materias vegetales
y suelos en descomposicion (Gianoli et al., 2019), lo cual es evidenciable por la
presencia de lagostineras que vierten sus efluentes a las aguas del estuario. Este
hallazgo esta relacionado a lo encontrado por Gianoli et al., (2019) en muestras
extraidas de los puntos San Pedro y Chulliyachi en Sechura (Piura — Peru) cercanos
a los manglares de esa zona donde existe presencia de actividades agricolas, y la

carga de coliformes termotolerantes excedia los ECA.

La causa principal de la presencia y aumento de los coliformes termotolerantes se
debe a la presencia de factores externos de contaminacion tales como la industria
acuicolay la agricultura (Jayo, 2022). Se ha podido apreciar que estos dos factores

también estan presentes en el Santuario Nacional Los Manglares de Tumbes.

Las siguientes tablas muestran ciertas caracteristicas de las 83 cepas de bacterias
aisladas de los 6 puntos de muestreo. Estos microorganismos muestran una
diversidad tanto en morfologia, asi como de respuesta a los diferentes medios de

cultivo donde desarrollaron.

En la Tabla 4 se observa que en el punto de muestreo 1 predominé la presencia de
bacilos y cocobacilos gramnegativos, los cuales desarrollaron en el agar
MacConkey con 1,5% de NaCl, lo que sugiere una prevalencia de enterobacterias
u otros microorganismos gramnegativos. En medios como el agar nutritivo y el agar
tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa, se observa una mayor diversidad de
formas, incluyendo bacilos grampositivos, bacilos filamentosos grampositivos,
bacilos esporulados grampositivos, bacilos gramnegativos, lo que indica una

variedad de especies bacterianas adaptadas a distintas condiciones de cultivo.

Tabla 4.
Caracteristicas de las bacterias aisladas del agua del SNLMT en el punto de
muestreo 1
Cdédigo Medio de cultivo de aislamiento Morfologia/Gram
G1 Agar Macconkey 1,5% NaCl Bacilos gramnegativos
G2 Agar Macconkey 1,5% NaCl Bacilos gramnegativos
G3 Agar Macconkey 1,5% NaCl Bacilos gramnegativos
G4 Agar Macconkey 1,5% NaCl Bacilos gramnegativos
G5 Agar Macconkey 1,5% NaCl Bacilos gramnegativos
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G6 Agar Macconkey 1,5% NaCl Bacilos gramnegativos

G9 Agar Nutritivo 1,5% NaCl Bacilos grampositivos

G11 Agar Nutritivo 1,5% NaCl Bacilos filamentosos grampositivos
G12 Agar Nutritivo 1,5% NaCl Bacilos delgados grampositivos
G13 Agar Nutritivo 1,5% NaCl Bacilos esporulados grampositivos
G14 Agar Nutritivo Bacilos esporulados grampositivos
G16 Agar Tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa Cocobacilos gramnegativos
G17 Agar Tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa Bacilos grampositivos

G18 Agar Tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa  Bacilos esporulados grampositivos
G21 Manitol Bacilos grampositivos

G22 Manitol Bacilos filamentosos grampositivos

10 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos

11 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos

12 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos

13 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos

14 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos

15 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos

16 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos

17 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos

18 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos

28 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos

29 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos
Gp1 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos
Gp8 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos
Gp9 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos
Gp12 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos
Gp14 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos
Gp15 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos

En la Tabla 5 se observa que, las bacterias aisladas en el punto de muestreo 2 hay
una mezcla de bacilos gramnegativos y grampositivos, con la adicién de
cocobacilos en agar MacConkey y agar tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa.
Esto muestra que diferentes tipos de bacterias estan presentes, algunas de las

cuales pueden tener caracteristicas morfoldgicas intermedias.

Tabla 5.

Caracteristicas de las bacterias aisladas del agua del SNLMT en el punto de

muestreo 2

Cdédigo Medio de cultivo de aislamiento Morfologia/Gram

G23 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos
G25 Agar Macconkey 1,5% NaCl Cocobacilos gramnegativos
G26 Agar Macconkey 1,5% NaCl Bacilos cortos grampositivos
G34 Agar Manitol salado Bacilos gramnegativos
G35 Agar Manitol salado Bacilos grampositivos
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G36
G441
G42

Agar Nutritivo 1,5% NaCl

Agar Tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa
Agar Tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa

Bacilos cortos grampositivos
Cocobacilos gramnegativos

Cocobacilos gramnegativos

En la Tabla 6 se puede apreciar que, entre las bacterias aisladas en el punto 3 se

destaca la presencia de cocobacilos gramnegativos en el agar MacConkey, y

bacilos grampositivos en el agar TCBS.

Tabla 6.

Caracteristicas de las bacterias aisladas del agua del SNLMT en el punto de

muestreo 3

Caédigo

Medio de cultivo de aislamiento

Morfologia/Gram

G130

G131

G132
G55

Gp10

Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar TCBS
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl
Agar Macconkey 1,5% NaCl

Cocobacilos gramnegativos
Cocobacilos gramnegativos
Cocobacilos gramnegativos

Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos
Bacilos gramnegativos

Bacilos esporulados grampositivos

En el punto 4 se aislaron solo 4 cepas bacterianas las cuales desarrollaron en agar

nutritivo, de las cuales tres fueron cocobacilos gramnegativos y una cepa

correspondio a bacilos grampositivas (Tabla 7).
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Tabla 7.

Caracteristicas de las bacterias aisladas del agua del SNLMT en el punto de

muestreo 4
Cadigo Medio de cultivo de aislamiento Morfologia/Gram
G72 Agar Nutritivo Cocobacilos gramnegativos
G73 Agar Nutritivo Cocobacilos gramnegativos
G78 Agar Nutritivo Bacilos grampositivos
G79 Agar Nutritivo Cocobacilos gramnegativos

En el punto 5 se aislaron 9 cepas, de las que tres cepas fueron bacilos
gramnegativos que desarrollaron en agar MacConkey, mientras que en otros
medios utilizados se encontraron cepas de morfologia de bacilos con esporas y

bacilos cortos grampositivos (Tabla 8).

Tabla 8.

Caracteristicas de las bacterias aisladas del agua del SNLMT en el punto de

muestreo 5

Caddigo Medio de cultivo de aislamiento Morfologia/Gram

G90 Agar Macconkey 1,5% NaCl Bacilos gramnegativos
Go1 Agar Macconkey 1,5% NaCl Bacilos gramnegativos
G92 Agar Macconkey 1,5% NaCl Bacilos gramnegativos
G100 Agar Nutritivo 1,5% NacCl Bacilos esporulados grampositivos
G105 Agar Nutritivo Bacilos grampositivos
G106 Agar Nutritivo Bacilos cortos grampositivos
G108 Agar TCBS Bacilos cortos grampositivos
G111 Manitol Bacilos grampositivos
G112 Manitol Bacilos grampositivos

Esta diversidad indica que el ambiente del manglar puede sostener tanto bacterias
esporuladas, que sobreviven en condiciones adversas, asi como bacterias de no

esporuladas grampositivas como gramnegativas.

En la Tabla 9 observamos que las bacterias aisladas de la muestra del punto 6
tuvieron caracteristica tintorial y morfoldégica de bacilos grampositivos y formas
filamentosas en el agar tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa, mientras que los
bacilos grampositivos y esporulados grampositivos desarrollaron en el agar

nutritivo.
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Tabla 9.

Caracteristicas de las bacterias aisladas del agua del SNLMT en el punto de

muestreo 6

Caédigo Medio de cultivo de aislamiento

Morfologia/Gram

G113 Agar Macconkey 1,5% NaCl
G116 Agar Nutritivo 1,5% NaCl
G120 Agar Nutritivo 1,5% NaCl
G126 Agar TCBS

G127 Agar TCBS

G128 Agar TCBS

G129 Agar TCBS

Bacilos gramnegativos
Bacilos grampositivos
Bacilos esporulados grampositivos
Bacilos grampositivos
Bacilos filamentosos grampositivos
Bacilos gramnegativos
Bacilos filamentosos grampositivos

Figura 3.
Microfotografias de Bacterias: Morfologia Gram.
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Cuando las bacterias se cultivaron en agar cromogénico para enterobacterias, tras
el crecimiento, segun la tabla de interpretacion del fabricante, menciona que las
especies de E. coli se colorearan de rosa oscuro a rojizo, mientras que las especies
de Klebsiella se colorearan de verde metalico, tal como se aprecia en la Figura 4,
las cepas de los cdodigos 25,30, GP9 y GP10 son considerado E coli, mientras que
los codigos 29, GP1 y GP12 son consideradas especies dentro del género

Klebsiella/Enterobacter.

Figura 4.
Cultivo de bacterias gramnegativas en agar cromogénico.

Se aislaron 58 cepas de bacilos gramnegativos, sin embargo, solo 41 cepas
resultaron viables. En la Tabla 10 observamos que tras el cultivo en agar
cromogenico para bacilos gramnegativos, asi como otras caracteristicas como
pigmento (para las que no resultaron ser enterobacterias), 22 cepas fueron
identificadas como Escherichia coli, 7 cepas como Klebsiella/Enterobacter y 3

cepas pigmentadas como Pseudomonas sp.

Tabla 10.

Identificacion de bacterias aisladas del agua SNLMT.

Especie Gram Cantidad
Escherichia coli (-) 22
Klebsiella/Enterobacter (-) 07
Pseudomonas sp. (-) 03
Bacilos sin identificar (-) 09
Total 41

38



La prevalencia de E. coli es aprecia en multiples investigaciones realizadas en
manglares, tal es el caso de, Oliveira et al. (2020) que encontraron 1x10* células
de E. coli en ostras del manglar de Santo Antonio de Urindeua. Asimismo, Sivan et
al. (2023) llegaron a aislar 119 cepas de E. coli, ademas, segun el analisis
filogenético de los aislados de E. coli, los filotipos predominantes en las muestras
de agua fueron el grupo no patégeno Ay el grupo patégeno D, con un 29,4% y un

23,5% respectivamente.

La especie E. coli es abundante y genéticamente diversa en los estuarios de los
manglares (Ghaderpour et al., 2015). Ademas, la alta prevalencia de las especies
en los aislamientos evidencia la contaminacion por aguas residuales, tal como lo
menciona Poharkar et al., (2014). De igual forma, la presencia de Klebsiella también
es indicador de contaminacién en el agua y suelos de humedales (Chantarasiri,
2020).

En la Tabla 11, se aprecian las pruebas sometidas a pruebas de susceptibilidad de
Oxitetraciclina (ot) 30 ug, Enrofloxacina (enr) 5 pg, Florfenicol (ffc) 30 ug y
Trimetropin-Sulfametoxazol (sxt) 25 ug. Cada cepa fue expuesta a varios
antibidticos, y se registro si las bacterias eran susceptibles o resistentes a cada
uno. Se encontré que dos cepas de E.coli presentan resistencia a 3 antibioticos
(cepa 17: enr, ffc y sxt; cepa 33: ot, ffc y sxt), también la cepa G88 mostrd un
comportamiento similar (resistencia a ot, enr y sxt). Tres cepas de E. coliy una cepa
de Klebsiella/Enterobacter sp. mostraron resistencia a ot, solo una cepa de
Pseudomnas sp. presento resistencia a ffc, mientras que de bacilos no identificados
fueron resistentes a stx y ffc, respectivamente. Esto indica un nivel preocuante de

resistencia multiple.

Respecto a E. coli, se encontraron que 5 cepas presentaron resistencia a los
medicamentos, esta resistencia de E. coli se observa también en la investigacion
de Martinez-Organiz et al. (2020). Ante eso, Jimenez y Rodriguez (2023), menciona
que la resistencia de E. coli frente a diversos antibidticos en medio acuatico, es
porque a menudo estos ecosistemas reciben antibidticos a través de desechos de
la acuicultura, lo que puede promover la resistencia al crear un ambiente donde las

bacterias resistentes tienen una ventaja para sobrevivir y multiplicarse.
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Tabla 11.

Perfil de susceptibilidad antibidtica de las especies bacterianas aisladas del agua

SNLMT
Cédigo Especie Oxitetraciclina  Enrofloxacina Florfenicol ~ Trim-sulfametox.
30 ug (1) 5ug (2) 30 ug (3) 25 ug (4)
1 E. coli S S S S
4 E. coli S S S S
5 E. coli S S S S
6 Bacilo gram (-) S S S R
7 E. coli S S S S
9 E. coli S S S S
10 Klebsiella/Enterobacter S I S S
12 Bacilo gram (-) S S S S
13 E. coli S S S S
14 Pseudomonas sp. S S S S
15 Klebsiella/Enterobacter S S S S
16 E. coli S S S S
17 E. coli S R R R
18 E. coli S S S S
20 E. coli S S S S
21 Klebsiella/Enterobacter S S S S
22 E. coli S S S S
23 E. coli S S S S
25 E. coli S S S S
28 Pseudomonas sp. S S R I
29 Klebsiella/Enterobacter S S S S
30** E. coli S S S S
32 E. coli S S S S
33 E. coli R I R R
34 E. coli S S S S
88 Bacilo gram (-) S S S S
Gp1 Klebsiella/Enterobacter R S S S
Gp2 Klebsiella/Enterobacter S S S S
Gp9 E. coli R S S I
Gp10 E. coli R S S S
Gp12 Klebsiella/Enterobacter S S S S
Gp14 E. coli S S S S
Gp15 E. coli S S S S
G4 E. coli R I S I
G46 Bacilo gram (-) S S S S
G73 Bacilo gram (-) S I S S
G75 Bacilo gram (-) | S R |
G79 Pseudomonas sp. S S S S
G85 Bacilo gram (-) R S S R
G88 Bacilo gram (-) R R S R
G113 Bacilo gram (-) S S S S

Leyenda: R: resistente; S: susceptible, I: intermedio.
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EI SNLMT es diariamente impactado por la actividad acuicola, tal como se describe
en la investigacion de Vargas (2023), donde la mayor parte de la zona de
amortiguamiento que deberia de proteger el SNLMT se encuentra ocupado por
empresas acuicolas que constantemente vierten sus aguas en los esteros que
alimentan el SNLMT, ademas menciona que para este tipo de actividad no se
cuenta con limites maximos permisibles para sus vertimientos, lo que vulnera aun

mas la fragilidad de este ecosistema.

La resistencia de E. coli encontrada en el SNLMT es de gran importancia porque
estos ecosistemas costeros albergan una biodiversidad Unica y proveen servicios
vitales como proteccion costera y conservacion de la fauna marina (SERNANP,
2017). Ademas, estos ambientes al estar cubiertos de agua son mas vulnerables a
la transferencia de genes de resistencia entre bacterias (Jimenez y Rodriguez,
2023), lo que afectaria la interaccién entre microorganismos en el ecosistema
(Robles et al., 2019), ademas de la propagacion de estas bacterias resistentes
desde el manglar al entorno humano mediante el consumo de su fauna marina
(Palacios et al., 2021a).

Uno de los principales mecanismos de resistencia es la adquisicion de genes de
resistencia a través de plasmidos, que son fragmentos de ADN extracromosdmico
que pueden transferirse entre bacterias. Estos plasmidos a menudo contienen
multiples genes de resistencia, permitiendo que E. coli resista varios antibioticos al
mismo tiempo (Oliveira et al., 2020). Ademas, elementos genéticos moviles como
los transposones y los integrones pueden capturar y movilizar estos genes de
resistencia, facilitando su integracion en el genoma bacteriano o en otros

plasmidos, y promoviendo su diseminacion (Palacios et al., 2021b).

Otra via importante es la aparicién de mutaciones en el cromosoma bacteriano.
Estas mutaciones pueden ocurrir en genes que codifican las proteinas blanco de
los antibidticos (Feliatra et al., 2021). Por ejemplo, mutaciones en genes de las
topoisomerasas pueden disminuir la afinidad de la enrofloxacina por su objetivo,

reduciendo asi la eficacia del antibiético (Grabowski et al., 2022).

E. coli también puede desarrollar resistencia a través de la modificacion de las
proteinas blanco de los antibiéticos. Por ejemplo, las alteraciones en los ribosomas

pueden impedir que la oxitetraciclina se una eficazmente (Wood et al., 2023),
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mientras que cambios en las enzimas involucradas en la sintesis de acido fdlico

pueden conferir resistencia al sulfametoxazol (de los Santos et al., 2021).

Otra estrategia es la inactivacion enzimatica de los antibioticos. E. coli puede
producir enzimas que modifican o destruyen los antibiéticos antes de que puedan
actuar (Schaenzer y Wright, 2020). Por ejemplo, las tetraciclinasas pueden inactivar

la oxitetraciclina, neutralizando su efecto (Sepulveda-Correa et al., 2021).

El uso excesivo e inadecuado de antibioticos crea una presion selectiva que
favorece la supervivencia y proliferacion de bacterias resistentes (Shen, 2020). En
el contexto de las actividades langostineras, el uso constante de estos antibiéticos
puede crear reservorios de genes de resistencia en el ecosistema. Estas
condiciones facilitan la adquisicién de resistencia por parte de E. coli y otras

bacterias presentes en el medio ambiente (Sang et al., 2023).

La resistencia bacteriana en un ecosistema como el manglar puede tener
repercusiones significativas en la conservacion del medio ambiente y la salud de
los ecosistemas acuaticos. La presencia de bacterias resistentes puede perturbar
los procesos ecolégicos naturales del manglar y afectar la diversidad de

microorganismos, lo que desequilibra el ecosistema (Jiang et al., 2021).

En el transcurso del proyecto de investigacidon sobre la resistencia bacteriana en el
ecosistema del manglar, se han identificado ciertas limitaciones en la metodologia
que podrian afectar la integridad y la amplitud de los hallazgos. Una de estas
limitaciones radica en el tamafio y la representatividad de las muestras tomadas del
manglar. Para abordar esta cuestion, seria beneficioso aumentar el numero de
muestras y diversificar las ubicaciones de muestreo dentro del manglar, lo que
proporcionaria una imagen mas completa de la resistencia bacteriana en este

ecosistema.

Ademas, se podrian aplicar técnicas moleculares avanzadas, como la
secuenciacion del ADN o el analisis de metagendmica, para profundizar en la
diversidad genética y los mecanismos de resistencia bacteriana presentes en el
manglar. Es crucial mejorar la precisiéon de las pruebas de sensibilidad a los
antibidticos. Esto podria lograrse utilizando diferentes concentraciones de
antibidticos y realizando pruebas fenotipicas y genotipicas para detectar diversos

mecanismos de resistencia.
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V. Conclusiones

La calidad microbiolégica del agua del estuario del SNLMT cumple con los ECAs
establecidos, sin embargo se encontraron bacterias resistentes a los antibioticos

utilizados en la actividad langostinera.

Los analisis microbiolégicos del agua en los diferentes puntos de muestreo,
mostraron que los valores de coliformes termotolerantes en el agua del estuario
estuvieron por debajo del limite establecido por los Estandares de Calidad
Ambiental (1000 NMP/100 ml). Sin embargo, la concentracion de coliformes
termotolerantes aumenta de acuerdo a la zona de cercania a las empresas
langostineras, lo que indica que las actividades acuicolas cercanas tienen un
impacto directo sobre la calidad del agua, especialmente en las zonas cercanas a

los vertidos industriales.

Se aislaron un total de 41 cepas bacterianas de los puntos de muestreo, siendo
predominantes las especies de bacilos gramnegativos Escherichia coli,
Klebsiella/Enterobacter sp. y Pseudomonas sp. Estos microorganismos son
indicadores de contaminacion fecal y de aguas residuales, lo que sugiere la
presencia de microorganismos potencialmente patdégenos en el ecosistema

acuatico.

Se evalud la resistencia antibidtica de las bacterias aisladas, encontrandose que
cepas de E. coli, Klebsiella/Enterobacter sp. y Pseudomonas sp. mostraron
resistencia a antibioticos usados en la industria langostinera, como oxitetraciclina,
enrofloxacina, florfenicol y sulfametoxazol. Esta resistencia puede estar vinculada

al uso extendido de estos antibidticos en las practicas de acuicultura.
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VI. Recomendaciones
Establecer un monitoreo continuo de la calidad microbiolégica del agua del SNLMT,
especialmente en las zonas cercanas a los vertidos industriales de las
langostineras. Esto permitira detectar posibles variaciones en la concentracion de
coliformes y bacterias patégenas a tiempo y tomar medidas correctivas inmediatas,

asegurando asi la proteccion del ecosistema y la salud publica.

Mejorar la gestion de los efluentes de las langostineras mediante la implementacion
de sistemas de tratamiento de aguas residuales. Esto disminuira la carga de
contaminacion microbioldgica en las aguas del estuario y reducira el impacto de las

actividades acuicolas en la calidad del agua.

Implementar programas de educacion y sensibilizacion para los actores
involucrados en las actividades industriales y agricolas cercanas al SNLMT, sobre

el impacto ambiental de sus practicas.

Realizar investigaciones referentes a los genes de resistencia presente en el
SNLMT:

a) Realizar un analisis exhaustivo del perfil de resistencia genética de las
cepas bacterianas aisladas. Esto implicaria secuenciar el genoma de las
bacterias resistentes para identificar los genes especificos responsables
de la resistencia a los antibidticos.

b) Investigar cémo los factores ambientales, como la temperatura, la
humedad y la disponibilidad de nutrientes, pueden influir en la expresién
y la propagacion de los genes de resistencia en las bacterias del SNLMT.

c) Estudiar la persistencia de los genes de resistencia en el medio ambiente,
incluidos suelo y agua, para comprender mejor su ciclo de vida y su

capacidad para persistir y propagarse en el entorno natural.
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Anexos

Anexo 1. Distribucién de los puntos de muestreo.
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1 580498.582 | 9619399.8
2 576421.477 | 9622199.76
3 582820.294 | 9619258.87
4 577916.437 | 9622441.82
5 578169.379 | 9621378.19
6 576745.424 | 9623565.07
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Anexo 2. Sensibilidad y Resistencia de bacterias a los antibioticos.

Sensibilidad

Resistencia
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Anexo 3. Tubos positivos de la prueba de determinacion del numero mas probable




Anexo 4. Tincion gram de las cepas.




Anexo 5. Interpretacion del agar cromogénico
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Anexo 6. Identificacion de cepas mediante el agar cromogénico.

56



