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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la sensibilidad
antimicrobiana y la presencia de genes de resistencia a antibiéticos (ARGs) en
cepas bacterianas aisladas de tejidos de Ucides occidentalis, recolectados en
cuatro zonas del manglar de Tumbes: La desembocadura del rio Tumbes, Puerto
Pizarro (Jeli), canal Paracas, ubicado en la Zona de Amortiguamiento del Santuario
Nacional Los Manglares de Tumbes, y El Bendito. Los muestreos se realizaron
entre el 09 de marzo y el 23 de junio del 2024 (tres muestreos consignados). Se
realizé el aislamiento bacteriano en muestras de tejidos de Ucides occidentalis,
obteniéndose 19 cepas en medio tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS), 20 en agar
tripticasa soya (TSA) y 17 cepas presuntivas de cada uno de los grupos: Bacillus,
bacterias acido lacticas y coliformes. De ellas, 25 se secuenciaron molecularmente,
logrando la identificacion de 19 de ellas, predominando el género Bacillus.
Adicionalmente, se tomaron siete cepas de Vibrio spp., del cepario del Laboratorio
de Biologia Molecular de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar
(FIPCM). Los ensayos de sensibilidad antibiotica, contra cinco antibioticos,
indicaron que la mayoria de las cepas identificadas resistieron entre uno y cuatro
antibidticos. El indice de resistencia multiple a antibiéticos (MAR) varié entre 0,4 y
0,8. Ocho cepas fueron multirresistentes. Las siete cepas de Vibrio spp. mostraron
resistencia unicamente a la amoxicilina, con indice MAR de 0,2, sin evidenciar
multirresistencia. Respecto a los genes de resistencia antibidtica (ARGs), la
mayoria de las cepas aisladas no presentaron genes asociados a resistencia a la
oxitetraciclina (tetO, tetM), la ciprofloxacina (qnrB, qnrS) y el sulfametoxazol (sul).
Sin embargo, si se detectaron genes (ARGs) relacionados con resistencia a la

amoxicilina (blaZ), florfenicol (fexA y ermB) y trimetoprim (dfrA).

Palabras clave: sensibilidad antibidtica, bacterias, multirresistencia, manglar,

Ucides occidentalis.
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ABSTRACT

This study aimed to determine antimicrobial susceptibility and the presence of
antibiotic resistance genes (ARGs) in bacterial strains isolated from Ucides
occidentalis tissues collected from four zones of the Tumbes mangrove ecosystem:
the Tumbes River mouth, Puerto Pizarro (Jeli), the Paracas Channel (located in the
buffer zone of the Santuario Nacionla los Manglares de Tumbes), and El Bendito.
Sampling was conducted between March 9 and June 23, 2024 (comprising three
sampling events). Bacterial isolation from Ucides occidentalis tissues yielded 19
strains on thiosulfate-citrate-bile-sucrose (TCBS) medium and 20 on trypticase soy
agar (TSA), alongside 17 presumptive strains each for the Bacillus, lactic acid
bacteria, and coliform groups. Of these, 25 underwent molecular sequencing,
resulting in the identification of 19 strains, with the genus Bacillus predominating.
Additionally, seven Vibrio spp. strains were obtained from the culture collection of
the Laboratorio de Biologia Molecular at the Facultad de Ingenieria Pesquera y
Ciencias del Mar (FIPCM). Antibiotic susceptibility tests against five antibiotics
indicated that the majority of identified strains were resistant to between one and
four antibiotics. The multiple antibiotic resistance (MAR) index ranged from 0.4 to
0.8; eight strains were multidrug-resistant. The seven Vibrio spp. strains showed
resistance only to amoxicillin (MAR index of 0.2) and did not exhibit multidrug
resistance. Regarding antibiotic resistance genes (ARGs), the majority of isolated
strains did not possess genes associated with resistance to oxytetracycline (tetO,
tetM), ciprofloxacin (qnrB, gnrS), or sulfamethoxazole (sul). However, genes (ARGs)
related to resistance to amoxicillin (blaZ), florfenicol (fexA and ermB), and

trimethoprim (dfrA) are detected.

Keywords: antibiotic sensitivity, bacteria, multidrug resistance, mangrove, Ucides

occidentalis.
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. INTRODUCCION

El ecosistema del manglar es uno de los ecosistemas mas importantes y
biodiversos a nivel mundial (Owuor etal., 2019; Y.-S. Wang & Gu, 2021) se
extiende en las regiones costeras tropicales, subtropicales e incluso templadas de
118 paises (A. Kumar et al., 2024; Long et al., 2021). Estos ecosistemas pueden
realizar una amplia gama de valiosas funciones especificas, por ejemplo,
importantes criaderos para animales (Boyd et al., 2022), aliviar la erosion costera
resultante de desastres naturales (Ahouangan et al., 2021; Numbere, 2021) y lograr
el secuestro de carbono (Charles et al., 2020; Cui et al., 2018; Hoque et al., 2021;
G. Wang et al., 2019). Sin embargo, este ecosistema esta siendo amenazado por
diferentes contaminantes tales como los residuos sélidos (Garcés-Ordoénez et al.,
2019; Numbere, 2021), aguas residuales (Capdeville et al., 2018a; Theuerkauff
et al., 2020), hidrocarburos (De Almeida et al., 2021; Verane et al., 2020), metales
pesados (Chai et al., 2019; Deng et al., 2020) y productos farmacéuticos (Duran-
Alvarez et al., 2021) entre los cuales destacan los antimicrobianos (Al Farraj et al.,
2020; Imchen et al., 2019; Jiang et al., 2021; Liu et al., 2020; Palacios et al., 2021;
G. Wang et al., 2019; Zhao et al., 2019).

Dentro de los antimicrobianos, destacan los antibiéticos, los que son un tipo
especial de los primeros, que se emplean para combatir bacterias. El problema
radica en que estos antibidticos solo se metabolizan parcialmente y luego se
excretan después de un corto tiempo (Wang et al., 2019; Zainab et al., 2021), se
estima que hasta % partes de los antibiéticos administrados son eliminados intactos
del organismo (Xu et al., 2020). Los antibiéticos que se hallan en aguas residuales
domesticas (Anjali & Shanthakumar, 2019; Leng et al., 2020), o los producidos por
la ganaderia (J.-P. Kim et al., 2020; Santos et al., 2019), o los que se hallan en
lixiviados de basureros o rellenos sanitarios donde se han desechado antibiéticos
(Chung et al., 2018; Fang et al., 2020; He et al., 2021a) pasan a los ecosistemas
terrestres o acuaticos particularmente al manglar, en los que se acumulan (He et al.,
2021b; Zainab et al., 2021).



Los antibidticos alteran la microbiota (Neuman et al., 2018; Ribeiro et al., 2020),
favoreciendo la proliferacion de las especies bacterianas resistentes (Mir & Kudva,
2019; Serwecinska, 2020) eliminando especies bacterianas susceptibles que
pueden tener papeles importantes en los ecosistemas (Bottery et al., 2021; Das
etal.,, 2020; Hernando-Amado et al.,, 2019), afectando de manera negativa al
sistema (Reverter et al., 2020).

La resistencia a los antibidticos es mediada por genes de resistencia antibiotica
(ARGs) (Amarasiri et al., 2020) y representa también un grave problema para la
salud publica mundial (Hendriksen et al., 2019), siendo los alimentos de origen
animal una de las principales vias para su diseminacion (Lekshmi et al., 2017),
pasando por la cadena alimenticia y llegando hasta el hombre (Bennani et al.,
2020), originando alergias (Jeena et al., 2020) y generando resistencia en bacterias
patdgenas al hombre (Man et al., 2019).

Existen multiples reportes de la presencia de antibioticos y ARGs en manglares del
mundo, en Brasil y Arabia Saudita (Imchen et al., 2018), India (Imchen et al., 2019),
en la zona del Mar Rojo (Ullah et al., 2019), en China (Ruan et al., 2020). Por otro
lado, no se han localizado reportes de la presencia de tales contaminantes en
manglares del Peru, sin embargo, es posible inferir que existan, debido a la
contaminacion intensa en este ecosistema, ademas, estos contaminantes pueden
acumularse en el agua o sedimentos transfiriéndose luego a crustaceos de
importancia econdmica como es el cangrejo del manglar (U. occidentalis).

A la fecha no se ha podido ubicar investigaciones sobre presencia de bacterias
resistentes a antibidticos en U. occidentalis, sin embargo, se encuentran en su
especie hermana el cangrejo del manglar brasileio (U. cordatus); asi, Vieira et al.
(2004), detectaron principalmente cepas de Vibrio spp. y Salmonella spp., y en
menor cantidad de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae,
Pantoea agglomerans y Pseudomonas aeruginosa, determinandose a, Vibrio spp.
y Salmonella spp. con resistencia intermedia a la tetraciclina y al acido nalidixico;
por otro lado, Carvalho etal. (2016), han reportado que en el musculo de U.
cordatus se aislaron cepas de Escherichia coli y de Vibrio spp. que fueron
resistentes al menos a uno de los 14 antibidticos que ensayaron, las cepas de E.
coli fueron resistentes en su mayoria a gentamicina y tobramicina, mientras que las

de Vibrio spp. fueron resistentes a ampicilina.
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Por lo antes indicado, es posible que existan cepas de bacterias resistentes a
antibioticos en U. occidentalis, 1o cual constituiria una amenaza al ecosistema del
manglar como para sus potenciales consumidores, por este motivo nace esta
investigacion con el objetivo de determinar el perfil de sensibilidad antimicrobiana

de bacterias aisladas del cangrejo del manglar Ucides occidentalis en Tumbes.
Por ello, esta investigacion tuvo como objetivo:

Determinar el grado de sensibilidad antimicrobiana de bacterias aisladas e

identificadas de cangrejos del manglar Ucides occidentalis .
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Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Bases tedricas.

2.1.1. Ecosistema manglar

El manglar de Tumbes es el mas extenso e importante del Peru (Principe, 2021),
ocupando un area de 6 427,61 ha (Ministerio del Ambiente [Minam], 2019). Es uno
de los ecosistemas que proporciona mas servicios ambientales (Igbal, 2020) y a la
vez uno de los mas criticamente amenazados (Ordinola et al., 2020). Entre las
posibles amenazas al mismo destaca la contaminacion por antibioticos (Liu et al.,
2020) que puede afectar a los organismos que habitan el manglar y a través de

ellos ingresar a la cadena alimenticia hasta llegar al hombre.

2.1.2. Cangrejo del manglar (U. occidentalis)

Uno de los organismos que habitan el ecosistema manglar de Tumbes es el
cangrejo del manglar U. occidentalis, un braquiuro semi-terrestre (Aleman &
Ordinola, 2017; Mendoza Avilés et al., 2019) que habita las regiones costeras del
Pacifico Oriental (Ponton-Cevallos et al., 2021; Rodriguez, 2018). Este cangrejo
vive en la zona intermareal en madrigueras con una profundidad de hasta dos
metros (Min & Kathiresan, 2021), participando en la retencion de nutrientes y
materia organica en el sedimento (Medina-Contreras et al., 2022; Rodriguez, 2018),
evitando el empobrecimiento de los suelos del manglar al reciclar hojas de mangle
(Capdeville etal., 2018), asi como permitiendo la oxigenacién del sedimento
(Sarker et al., 2021).

Si bien en la region de Tumbes no se han hecho estudios sobre la contaminacion
por antibidticos, en los ecosistemas de manglares del mundo se ha evidenciado la
presencia de antibiéticos que pueden provenir de las aguas residuales domesticas
e industriales (Jiang et al., 2021; Palacios et al., 2021; Zhao et al., 2019); estudios
realizados en manglares del Brasil han mostrado que existen residuos antibidticos
en cangrejos Ucides cordatus (Carvalho et al., 2016; Vieira et al., 2004), que es la

especie hermana del cangrejo del manglar Ucides occidentalis.



2.1.3. Antibiéticos

Los antibidticos son sustancias que matan a las bacterias o hacen que estas dejen
de crecer (Hutchings et al., 2019; Kovalakova et al., 2020), actuando en diferentes
componentes bacterianos tales como la pared celular (Kawai et al., 2019), la
membrana celular (Vazquez-Mufoz et al., 2019) o interfiriendo en la sintesis de
proteinas o acidos nucleicos (Wojciechowska et al.,, 2020). Estos se pueden
clasificar de diferentes maneras, pero una de las mas comunes es la que se basa
en su estructura molecular, segun ésta se tienen beta-lactamicos, macrélidos,
tetraciclinas, quinolonas, aminoglucésidos, sulfonamidas, glicopéptidos vy
oxazolidinonas.

Los betalactamicos, producen lisis de la célula (Hamon et al., 2021) Entre los
antibidticos de este tipo se tienen a la penicilina, oxacilina, meticilina, ampicilina y
amoxicilina (Hamon etal., 2021). Los macrélidos, son usados en casos de
pacientes alérgicos a las penicilinas (Leite & Damasceno, 2022), entre los
antibioticos de este tipo se tienen a la eritromicina, la claritromicina y la azitromicina

(Zimmermann et al., 2018).

Las tetraciclinas, tienen como su blanco de accion al ribosoma bacteriano y actuan
bloqueando la sintesis de proteinas bacterianas (Begum et al., 2021), pero su uso
ha decrecido debido a que muchas cepas bacterianas se han vuelto resistentes a

las tetraciclinas (Li et al., 2021).

Las quinolonas, inhiben la replicacion del ADN vy la transcripcidn en las bacterias
(Dhiman et al., 2019), algunos de los antibiéticos del grupo de las quinolonas son:

ciprofloxacina, levofloxacina, enrofloxacina y acido nalidixico (Bush et al., 2020).

Los aminoglucdsidos, bloquean la produccion de proteinas bacterianas ligandose
al ribosoma bacteriano (McDermott et al., 2022), entre los antibidticos de este tipo

se hallan la neomicina, gentamicina, tobramicina y amikacina (Fu et al., 2021).

Las sulfonamidas, son bacteriostaticas, aunque pueden mezclarse con trimetoprim
para convertirse en bactericidas (Barrera-Salas et al.,, 2019), algunos de los
antibioticos de este grupo son antimicrobianos que se emplean contra parasitos
como el sulfametoxazol que se utiliza principalmente como

trimetoprim/sulfametoxazol (Nunes et al., 2020).
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Los glicopéptidos, inhibe la sintesis de peptidoglucano en la pared celular, de
manera similar a las penicilinas, pero con un blanco distinto al de éstas (Gutierrez
Reyes et al., 2021), entre los antibidticos de este grupo se hallan la vancomicina,

teicoplanina y bleomicina (Riley et al., 2020)

Las oxazolidinonas, son uno de los grupos antibidticos de mas reciente
descubrimiento por lo que su mecanismo de accion aun no es bien comprendido,
pero esta relacionado con interferir con la sintesis de proteinas bacterianas (Pigrau,
2003; Pigrau & Almirante, 2009). Tiene un gran espectro de accién contra gram
positivas siendo empleadas para tratar bacterias resistentes a antibioticos tales
como el estafilococo multirresistente a antibidticos (MRSA) o los multirresistentes a
vancomicina. A la fecha solo se ha aprobado para su uso el linezolid (Etebu &
Arikekpar, 2016).

El nivel residual de los diferentes tipos de antibiéticos varia en las aguas residuales,
estos pueden ser asociados con su nivel de exposicion, en el caso del manglar de
Tumbes los probables antimicrobianos que podrian ingresar en éste, procedentes
de la actividad langostinera, son: amoxicilina, ciprofloxacino, florfenicol,

oxitetraciclina y sulfametoxazol/trimetoprim (Rosado Salazar, 2018)

2.1.4. Resistencia a antibiéticos

La resistencia antibidtica es la capacidad que tiene o adquiere una bacteria para
resistir ante los efectos bacteriostaticos y bactericidas de los antibidticos que se
utilizan para el tratamiento de enfermedades infecciosas (Aslam et al., 2018; Ben
et al., 2019; Chokshi et al., 2019; Larsson & Flach, 2022). Las bacterias desarrollan
resistencia cuando se encuentran expuestas constantemente a antibibticos
(Muhammad et al., 2020) las que se adaptan o resisten tienen una ventaja
competitiva sobre aquellas sensibles.

La resistencia natural (intrinseca o estructural), es causada por las caracteristicas
constitutivas de la bacteria y no esta asociada con el uso de antibiéticos (Reygaert,
2018), esto porque podria ser que la bacteria contenga genes que, de forma natural,
son utilizados como mecanismo de defensa ante los antibiéticos (Xie et al., 2018).
La resistencia adquirida, en cambio, es resultado de los cambios en las
caracteristicas genéticas de las bacterias (Girlich et al., 2020; Sandner-Miranda

et al., 2018), se produce por mutaciones del material genético o por transferencia
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de genes de resistencia y sol6é aparece en algunas cepas bacteriana (Bello-Lopez
et al., 2019).

La resistencia cruzada, se produce cuando un microorganismo que es resistente a
un determinado farmaco, demuestra resistencia ante un antibiético distinto del
mismo grupo que actua con el mismo o similar mecanismo que el primero (Mann
et al., 2021); sin embargo, a veces también se puede ver en grupos de drogas
completamente no relacionados (Candido et al., 2019).

La resistencia a multiples farmacos, se da cuando un organismo bacteriano
usualmente se ha convertido resistente a varios de los antibidticos usados para
tratarlos (Pachori et al., 2019). Se dice que un microorganismo es multirresistente
cuando es resistente al menos a un antibidtico en tres familias de antibiéticos
diferentes (Bleichenbacher et al., 2020).

2.1.5. Mecanismos de resistencia a antibiéticos

Ogawara (2019) ha sefialado que la resistencia antibiética en bacterias implica al
menos uno de cinco mecanismos:

a) La eliminacién del farmaco (sistema de bombeo activo), que se produce cuando
la bacteria expulsa el antibidtico antes de que éste ejerza algun efecto en ella
(Giannakis et al., 2018).

b) La inactivacién enzimatica de antibiéticos, cuando la bacteria modifica o destruye
al antibiotico mediante sus enzimas (Surette et al., 2021).

c) La modificacion del sitio de union del antibiético; por cambios que ocurren en el
receptor que se conecta al farmaco, ellos pueden ser varias enzimas y ribosomas
(Luthra et al., 2018).

d) La reduccion de la permeabilidad de la membrana interna y externa, que origina
la disminucion de la absorcion del farmaco en la célula (May & Grabowicz, 2018).
e) La utilizacion de una via metabdlica alternativa a aquella que es afectada por el
antibiotico, por ejemplo, en bacterias en las que se ha aplicado trimetoprim para
inhibir la sintesis de folato, las bacterias pueden neutralizar la accion del antibiético
obteniendo el folato del medio ambiente en lugar de sintetizarlo (Ojemaye et al.,
2020).
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2.1.6. Pruebas de sensibilidad (Kirby-Bauer)

El método de difusibn en disco es la prueba estandar para confirmar la
susceptibilidad de las bacterias. Esta metodologia fue introducida por los
experimentos de Bauer y Kirby en 1956, después de finalizar todos los aspectos de
la optimizacion cambiando las condiciones fisicas (Esser & Elefson, 1970).

En este método, se selecciona la colonia bacteriana aislada, se suspende en
medios de crecimiento y se estandariza a través de una prueba de turbidez
(legando a indculos bacterianos de 10° a 10® UFC/ml). La suspensién
estandarizada se inocula en una placa de agar Muller Hinton, y el papel tratado con
antibidticos (discos de antibidticos) se agrega de modo equidistante en la placa
inoculada. El antibidtico contenido en el disco se difunde a través del agar
solidificado, lo que resulta en la formacion de una zona de inhibicién o halo de
inhibicion, cuando las cepas son sensibles, después de la incubacién por 24 horas
a 37 °C (Syal et al., 2017). A partir de entonces, se mide el tamafo de la zona de
inhibicion formada alrededor del disco de papel; el tamafio de la zona de inhibicion
permite determinar el grado de resistencia de las cepas bacterianas evaluadas
(Khan et al., 2019).

2.1.7. Antecedentes

En el ambito internacional, se han encontrado investigaciones que tratan sobre la
resistencia antibidtica de bacterias aisladas en camarones de agua dulce en
Tailandia (Thongkao & Sudjaroen, 2020); en la jaiba Callinectes bellicosus en
México (Serrano Espinosa, 2018); en cangrejos de las nieves en Corea (Kim et al.,
2013) y en cangrejos del fango Scylla serrata en Bangladés (Aftab et al., 2013).
Thongkao & Sudjaroen (2020) detectaron genes de resistencia antibiética en
bacterias patdogenas aisladas de camarones de agua dulce (Macrobrachium
lanchesteri), realizaron el cultivo bacteriano en los agares sangre, MacConkey y
chocolate, las bacterias aisladas fueron identificadas morfoloégica vy
bioquimicamente usando el Manual de Bergey’s y la susceptibilidad de éstas a los
antibidticos por el método de Kirby — Bauer. Se obtuvo como resultado que la
mayoria de cepas bacterianas aisladas correspondieron a Aeromonas caviae,
Proteus vulgaris, Proteus penneri, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter

aerogenes, éstas fueron resistentes a la ampicilina y en unas pocas cepas se hallé
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resistencia a  amoxicilina, ceftriazona, cefuroxima, tetraciclina vy
trimetoprim/sulfametoxazol.

Serrano Espinosa (2018), aislo y caracterizo bacterias con potencial probidtico y
patdogeno del estbmago, intestino y huevos de la jaiba Callinectes bellicosus
(Stimpson, 1859). Se determiné su resistencia antibiética por el método de difusion
en disco contra oxitetraciclina (30 pg), florfenicol (30 pg), enrofloxacina (5 ug),
gentamicina (10 pg), estreptomicina (10 pg) y trimetoprim/sulfametoxazol
(1,25/23,75 pg) asi como la actividad antagonica de los bacilos y bacterias acido
lacticas (BAL) frente a bacterias patdégenas. Se obtuvieron los siguientes
resultados: Los bacilos presuntivos fueron sensibles a todos los antibiéticos con
excepcion de 41 b-1p que fue resistente a trimetoprim/sulfametoxazol y 54 a-2
resistente a oxitetraciclina. Los aislados presuntivos de BAL fueron resistentes a la
mayoria de antibidticos; los vibrios patdgenos fueron sensibles a los antibiéticos
usados, con excepcion del aislado 58 b que fue resistente a estreptomicina.
Concluyendo, que los aislados presuntivos de BAL fueron resistentes a los
antibidticos, mientras que los bacilos y vibrios presuntivos fueron sensibles.

Kim et al. (2013) analizaron la microbiota de cangrejos de las nieves Chionoecetes
spp., usando métodos de cultivo, determinando también su resistencia a
antibioticos. Obtuvieron, un total de 381 aislados bacterianos, 221 obtenidos de
Chionoecetes opilio, 76 de Chionoecetes japonicus y 84 de Chionoecetes spp., los
géneros predominantes fueron Pseudomonas, Stenotrophomonas y Acinetobacter
en la comunidad en Chionoecetes, las branquias de las tres especies de cangrejo
tuvieron una relativamente alta poblacién de bacterias aerobias (superior a 105
UFC/g). Mas de 50% de los 221 aislados de C. opilio fueron resistentes a ampicilina,
eritromicina, penicilina, tircarcilina y vancomicina, mientras que los aislados de C.
Japonicus y Chionoecetes spp., fueron resistentes a los nueve antibidticos
empleados, mostrando una tasa de resistencia de 15% y 30%, respectivamente.
Aftab et al. (2013) aislaron e identificaron bacterias del cangrejo del fango y del
agua en que vive. Los cangrejos se recolectaron vivos, se lavaron y diseccionaron
en caparazones, branquias, visceras y tejido muscular y se colocaron en placas
con agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) y agar tripticasa soya (TSA). La
identificacion de las cepas bacterianas se basé en sus caracteristicas morfolégicas,
bioquimicas y fisioldgicas, usando los kits API 20NE y 20E, los aislados bacterianos

correspondieron a Vibrio alginolyticus, V. cholerae, V. harveyi, V. fluvialis, V.

29



parahaemolyticus y V. mimicus. V. harveyi fue la especie mas abundante. Todas
las bacterias aisladas mostraron sensibilidad a ciprofloxacino (91,90%),
cloranfenicol (83,79%) y norfloxacino (83,78%) y resistencia a ampicilina,
eritromicina, kanamicina, acido nalidixico, neomicina, oxitetraciclina, penicilina,
estreptomicina y tetraciclina.

En Peru, los estudios mas recientes como los de Rosado Salazar (2018), Aguirre
etal. (2021) y Grande (2020) tuvieron como objetivo determinar la resistencia
antibidtica en Vibrio spp. aislados de langostinos cultivados en zonas aledanas al
manglar. Solamente se ha ubicado un unico estudio sobre resistencia antibidtica en
cangrejos del manglar en Tumbes que es el trabajo de Campana—Maza et al.
(2025). Todos estos estudios son indicativos de la existencia de resistencia
antibiotica en bacterias que habitan el manglar en Tumbes.

Rosado Salazar (2018) logré identificar fenotipicamente y por métodos bioquimicos
especies de Vibrio spp. patogenas, logrando determinar el perfil de resistencia
antibidtica y reporté que la mayor parte de las cepas fueron resistentes a la
ampicilina con 47% (27 cepas), seguido de las cepas resistentes a cloranfenicol
19% (11 cepas) y a tetraciclina 15,8% (9 cepas); Ninguna cepa fue resistente al
ciprofloxacino, solo se observé sensibilidad intermedia en cuatro cepas. La especie
V. alginolyticus presentd 11 cepas resistentes en su mayoria a ampicilina (8),
mientras que V. mimicus fue la menos resistente, con solo dos cepas resistentes a
ampicilina. La ampicilina presenté mayor mono resistencia (16 cepas), en tanto que
la resistencia multiple predominantemente se dio contra ampicilina y cloranfenicol,
concluyendo que el riesgo de resistencia antibiotica en las cepas de Vibrio spp. fue
bajo.

Grande (2020), realizé un estudio dirigido a establecer los determinantes genéticos
de la resistencia a antibioticos en Vibrio. Para esto se utilizaron cepas de Vibrio spp.
aisladas por el Laboratorio de la Oficina Desconcentrada de Sanipes en Tumbes,
las cepas fueron sometidas a pruebas de difusién en agar y reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR). Obteniendo como resultado que 91 cepas (76,46%) mostraron
resistencia a ampicilina, 42 cepas (35,29%) a tetraciclina y oxitetraciclina, 1 cepa
(0,84%) a trimetoprim/sulfametoxazol, y 1 cepa (0,84%) a enrofloxacina; ninguna
de las muestras estudiadas mostro resistencia a cloranfenicol. Se lograron detectar
los genes tet(A) en el 26,19% de las cepas resistentes a tetraciclina y tet(B) en el

69,04% de las mismas.
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Aguirre et al. (2021) caracterizaron la resistencia antibiética en Vibrio spp. aislados
de Litopenaeus vannamei y ensay6 extractos de orégano (Origanum vulgare) y
neem (Azadirachta indica) para su inhibicion; aislé 14 cepas de Vibrio spp. del
hepatopancreas de langostinos provenientes de Santa Rosa (Ecuador), ademas,
también obtuvieron por donacion otras 14 cepas de Vibrio spp. aisladas de
langostinos de Tumbes (Peru). Asimismo, evaluaron la resistencia antibiética de las
cepas contra 10 antibidticos, determinando que 28 cepas estudiadas fueron
resistentes al menos a uno de los antibiéticos, 64,3% fueron multirresistentes y 50%
fueron resistentes a oxitetraciclina.

Campafia (2024) evalud la resistencia antibiética a 12 antibidticos, los residuos
antibioticos y los genes de resistencia a tetraciclinas} en cepas bacterianas aisladas
de Ucides occidentalis y langostinos silvestres (Litopenaeus vannamei)
recolectados en Puerto Pizarro, El Bendito y la desembocadura de rio Tumbes. Los
resultados mostraron que la mayoria cepas de Vibrio spp. aisladas de cangrejos
del manglar fueron resistentes a la estreptomicina (58,8%) y fosfomicina (23,5%).
Las cepas bacterianas aisladas de langostinos silvestres mostraron resistencia
antibiotica a la ampicilina (92,9%) y estreptomicina (42,9%). Asimismo, se evidencié
sensibilidad al cloranfenicol florfenicol, tetraciclina y gentamicina. Ademas, los
residuos de tetraciclinas en la parte comestible de cangrejos y langostinos no
superaron los limites maximos permisibles. Por otro lado, no se detecto la presencia
de genes de resistencia a tetraciclina (tetA, tetB, tetD y tetE) en ninguna de las

cepas bacterianas evaluadas.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad
de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar de la Universidad Nacional de Tumbes,

localizado en Puerto Pizarro, distrito, provincia y departamento de Tumbes.

3.2. Tipoy diseno de investigaciéon

El estudio tuvo un enfoque cuantitativo, pues, tal como lo manifestaron Hernandez
etal. (2014), representd un conjunto de procesos secuenciales y probatorios,
midiendo y analizando las variables mediante métodos estadisticos. Ademas, fue
una investigacion de tipo basica, porque buscdo producir conocimiento y teorias; y
descriptiva, porque pretendi6 medir o recoger informacion de manera

independiente o conjunta sobre la resistencia antibidtica.

3.3. Poblacién y muestra

La poblacién estuvo conformada por los cangrejos Ucides occidentalis que habitan
en el ecosistema del manglar de Tumbes; la muestra estuvo integrada por los
cangrejos recolectados en cuatro zonas principales del ecosistema del manglar, las

cuales fueron georreferenciadas (figura 1).



Figura 1

Zonas y puntos de recoleccion de Ucides occidentalis en el manglar de Tumbes
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3.4. Diseio metodolégico

3.4.1. Obtencion de ejemplares de U. occidentalis

La extraccion de cangrejos del manglar U. occidentalis se realizd en marea baja y
estuvo a cargo de un extractor experimentado. Los ejemplares fueron colocados en
bolsas de pafo anchovetero (jicras), estas fueron etiquetadas y trasladadas al
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias
del Mar.

3.4.2. Procesamiento de muestras

Se utilizé la metodologia empleada por Carvalho et al. (2016), con modificaciones.
Los cangrejos, luego de ser sacrificados siguiendo la directiva de la Sociedad Real
para la Prevencion de la Crueldad a Animales (RSPCA, 2016), fueron lavados con
abundante agua destilada para retirar los restos de sedimentos y otras impurezas
presentes en su cuerpo. De cada cangrejo se tomd muestra del musculo, branquias

e intestino; cada submuestra fue retirada con una pinza estéril y un bisturi. Se
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tomaron entre 0,1 y 0,5 g de cada tejido, los cuales fueron triturados en un
microtubo de 1,5 ml con un macerador (varilla de acero estéril). Luego, se realizaron
diluciones seriadas de 10-' a 102 en solucién salina fisiologica (solucion al 0,85%
de NaCl).

3.4.3. Aislamiento y purificacion de bacterias

Las diluciones de 10-? fueron transferidas a microtubos de 1,5 ml con 0,9 ml de
caldos especificos para el aislamiento de ciertos grupos bacterianos. Asi, para el
caso de las bacterias acido lacticas se sembraron en caldo Man Rogosa Sharpe
(MRS); para Bacillus se inocularon en caldo tripticasa soya (TSB), luego se tomo
un inéculo de este medio y se calenté a 80 °C por 10 minutos. Para el caso de
coliformes, se tomé 1 ml de la dilucion 102y se agrego en tubos con 9 ml de caldo
lauril sulfato (CLS). Para Vibrio y bacterias en general, se sembraron 20 ul del
indculo de la dilucién 102 en agar TCBS y TSA, respectivamente. Los tubos
inoculados fueron incubados a 37 °C por 24 h, luego de lo cual se inspeccionaron
para determinar si hubo crecimiento bacteriano evidenciado por la turbidez del
medio de cultivo.

A continuacion, a partir de los tubos en los que se evidencio crecimiento, se realizo
una siembra en medio TSA para Bacillus y coliformes, y en agar MRS para el caso
de bacterias acido lacticas.

De las placas con los diferentes medios (TSA y MRS) en las que hubo crecimiento
de colonias, se tomaron las mas representativas y se subcultivaron sucesivamente

hasta obtener cultivos puros.

3.4.4. Caracterizacion morfolégica de cepas bacterianas

Se utilizé la metodologia detallada por Hasibuan et al. (2018). Para el caso de la
morfologia de las colonias, se evaluaron la forma, tamano, color, textura,
elevacion y bordes de las colonias crecidas en TSA y MRS. En cuanto a la
morfologia celular, se determin¢ tifiendo las células bacterianas con tincion de
Gram (que tifie de purpura a las Gram positivas y de fucsia a las Gram negativas)

y observandolas al microscopio para identificar su forma (cocos, bacilos, etc.).
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3.4.5. Prueba de sensibilidad antibiética

Se utilizé6 la metodologia detallada por Carvalho etal. (2016). Las cepas
bacterianas fueron inoculadas por triplicado en placas Petri, a una concentracion
equivalente a 1,5 x 108 UFC/ml (estandar 0,5 de McFarland) en placas Petri con
agar Muller Hinton. En cada placa se colocaron discos antibiéticos
correspondientes a: amoxicilina (25 pg), ciprofloxacino (5 ug), florfenicol (30 pg),
oxitetraciclina (30 pg) y sulfametoxazol/trimetoprim (1,25/23,75 pg). Las placas
fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se procedié a medir con una regla los halos de inhibicion. La zona
de inhibicion fue interpretada de acuerdo con las Directrices M100-S22 de los
Estandares de Laboratorio Clinico e investigaciones establecidas por otros

autores como se muestran en las tablas 1y 2.

Tabla 1
Puntos de corte para determinar la resistencia antibiotica en cepas de Vibrio spp.

y enterobacterias aisladas de Ucides occidentalis

Diametro de puntos de corte (mm)**

Antibioético* S [ R Referencia
Vibrio spp.™™*
AMX (25 ug) >26 0 - <26 EUCAST (2026)
CIP (5 pg) >23 - <23 EUCAST (2026)
OTC (30ug) 215 12-14 <M Keawchana et al. (2026)
SXT (25 ug) =216 11-15 <10 Keawchana et al. (2026)
FLO (30 pg) 218 13-17 <12 Campaiia (2024)
Enterobacterias™**
AMX (25 ug) >8 <8 EUCAST (2026)
CIP (5 ug) 225 23-24 <22 EUCAST (2026)
OTC (30ug) 215 12-14 <11 Aidaros et al. (2022)
SXT (25 pg) >15 - <15 EUCAST (2026)
FLO (30 pg) >17 - <17 EUCAST (2026)
Proteus mirabilis
AMX (25 ug) =18 14-17 <13 Valencia et al. (2025)
CIP (5 ug) 221 16-20 <15 Valencia et al. (2025)
Nota. *AMX = amoxicilina, CIP = ciprofloxacino, OTC = oxitetraciclina, SXT =

sulfametoxazol/trimetoprim y FLO = florfenicol.
** S = sensible, | = intermedia, R = resistente.

*** Para el caso de Vibrio spp. se tomaron puntos de cortes de piperacillin-tazobactam ya que

pertenece a la misma familia que la amoxicilina (penicilinas).

****Para enterobacterias se utilizé puntos de corte de cloranfenicol (<17 mm) puesto que pertenecen

a la misma familia que el florfenicol (fenicoles).
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Tabla 2
Puntos de corte para determinar la resistencia antibidtica en cepas de

Staphylococcus spp. y Lactobacillus spp. aisladas de Ucides occidentalis

Diametro de puntos de corte (mm)**

Antibidtico* S [ R Referencia
Staphylococcus spp.
AMX (25 pg) ND ND ND
CIP (5 ug) >50 24-49 <23 EUCAST (2026)
OTC (30ug) =218 15-18 <15 Petrovski et al. (2015) y Campania (2024)
SXT (25 ug) 7 S — <24 EUCAST (2026)
FLO (30 ug) >18 13-17 <12 Campafia (2024)
Lactobacillus spp.***
AMX (25 pg) >21 19-20 <18 Charteris et al. (1998)
CIP (5 pg) =19 14-18 <13 Charteris et al. (1998)
OTC (30ug) 219 15-18 <14 Charteris et al. (1998)
SXT (25 ug) 217 13-16 <12 Charteris et al. (1998)
FLO (30 ug) 218 14-17 <13 Charteris et al. (1998)
Nota. *AMX = amoxicilina, CIP = ciprofloxacino, OTC = oxitetraciclina, SXT =
sulfametoxazol/trimetoprim y FLO = florfenicol.
** S = sensible, | = intermedia, R = resistente.

*** Para determinar la resistencia antibiética en Lactobacillus se tomaron puntos de corte de la
investigacion de Charteris et al. (1998); sin embargo, para el caso de sulfametoxazol/trimetoprim se
utilizaron puntos de corte de sulfametoxazol; asimismo, para la oxitetraciclina se tomaron puntos de
corte de tetraciclina. Por otro lado, se utilizaron puntos de corte de cloranfenicol para evaluar la
resistencia antibidtica en florfenicol ya que pertenecen a la misma familia de antibioticos (fenicoles).

3.4.6. ldentificacion molecular de cepas bacterianas
Las cepas bacterianas que mostraron mayor resistencia en la prueba de
sensibilidad antibidtica fueron identificadas mediante el secuenciamiento de un

fragmento del gen 16S ARNTr.

Se siguid la metodologia detallada por Wilson (2001), con modificaciones. Se
tomaron 1,5 ml de la cepa bacteriana cultivada por 24 horas en TSB; los tubos
fueron centrifugados a 10 000 x g durante 5 minutos y se recogid el pellet
formado. La extraccion de ADN se realizé con la técnica del bromuro de cetil

trimetil amonio (CTAB) (anexo 3).

El ADN gendmico aislado fue cuantificado utilizando un espectrofotémetro a las
longitudes de onda de 260 y 280 nm (anexo 4). La pureza del ADN gendmico fue

comprobada mediante migracion en gel de agarosa al 0,8%.

Los cebadores universales (forward 27F: 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y
reverse 1492R: 5-GGTTACCTTGTTACGACT-3') fueron utilizados para la

amplificacion del fragmento del gen 16S ARNr. Las condiciones para la reaccién
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en cadena de la polimerasa (PCR) fueron las siguientes: una desnaturalizacion
inicial durante 5 minutos a 94 °C, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a
94 °C durante 1 minuto, hibridacion a 55 °C durante 30 segundos y extension a
72 °C durante 1 minuto 45 segundos, concluyendo con una extension final de 2

minutos a 72 °C.

El fragmento amplificado del gen 16S ARNTr fue purificado y enviado a secuenciar

al extranjero a través de una empresa con sede en Lima.

Las secuencias de los fragmentos del gen 16S ARNr fueron depuradas
evaluando su calidad de lectura y recortando los extremos que no presentaron
un adecuado nivel de calidad (Phred quality < 30). Luego, las secuencias
complementarias de cada cepa fueron alineadas para obtener una secuencia de
consenso, con la cual se realizé la busqueda de secuencias similares en las
bases de datos GenBank y SILVA. Se determind la especie correspondiente

cuando el nivel de identidad fue > 0,99.

3.4.7. Identificacion de genes de resistencia antibiética

Del ADN aislado de las cepas bacterianas que habian mostrado resistencia a los
antibioticos en el ensayo de sensibilidad, se amplificaron fragmentos de los
genes de resistencia a antibiéticos como se muestra en la tabla 3, entre los
cuales se observa a tet(M) y tet(O), que confieren resistencia a las tetraciclinas
(y, por consiguiente, también a la oxitetraciclina); de los genes erm(B) y fex(A),
que confieren el fenotipo de resistencia al florfenicol (Oviedo-Bolafios, 2021); del
gen blaZ, responsable de la resistencia a la amoxicilina (Sanchez et al., 2022),
de los genes qnrB y qnrS, asociados con la resistencia a ciprofloxacina (Pajaro,
2019); y de los genes sul, que confieren resistencia a sulfametoxazol, junto con

el gen dfrA, que confiere resistencia a trimetoprim (Sanchez-Osuna et al., 2020).

La amplificacion se realizd mediante PCR, utilizando la programacion
(temperatura y tiempo) adecuada para cada cebador. La separacion de los
amplicones obtenidos por PCR se realizé mediante electroforesis en gel de

agarosa, y el resultado fue visualizado en un transiluminador ultravioleta (UV).
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Tabla 3

Primers utilizados en la PCR para deteccion de ARGs de antibibticos

Tamafio de
Antibiotico Gen Secuencia amplicén (bp) Referencia

Oxitetraciclina  tet(O) F AAC TTA GGC ATT CTG GCT CAC 515 Ng et al. (2001)
tet(O) R TCC CAC TGT TCC ATATCG TCA
tetM) F GTG GAC AAA GGT ACA ACG AG 406 Ng et al. (2001)
tettM) R CGG TAAAGT TCG TCA CAC AC

Florfenicol erm(B) F  GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA 639 Reinert et al.
erm(B) R AGT AAC GGT ACT TAAATT GTT TAC (2008)
fex(A) F GTACTT GTA GGT GCA ATT ACG GCT GA 1272 Kehrenberg &
fex(A) R CGC ATC TGA GTA GGA CAT AGC GTC Schwarz (2005)

Amoxicilina blaZ F GTT GCGAAC TCT TGA ATA GG 674 Sanchez et al.
blaz R GGA GAATAA GCAACTATATCATC (2022)

Ciprofloxacino gnrB- F  GAC AGA AAC AGG TTC ACC GGT 469 N'zi et al. (2024)
gnrB R CAA GAC GTT CCA GGA GCA ACG
gnrS F  GGA AAC CTA CAATCA TAC ATA 657 Neuta et al. (2025)
gnrS R GTC AGG ATA AAC AAC AAT ACC

Sulfametoxazol sult  F CGG CGT GGG CTA CCT GAA CG 433 Kerrn et al. (2002)
sul R GCC GAT CGC GTGAAGTTC CG

Trimetoprim dirA1 F  TGGAGT TAT CGG GAATGG C 334 Shinu et al. (2020)
dfr A1 R AACATCACCTTCCGGCTCG

3.4.8. Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron organizados en tablas y figuras utilizando el programa

Excel. Se evalud si existid diferencia estadisticamente significativa respecto a la

proporcion de bacterias cultivables resistentes en los cangrejos segun la zona de

recoleccion, para lo cual se empled la prueba de analisis de varianza (ANVA),

complementada con la prueba post-hoc de Tukey. En caso de que los datos no

cumplieran con los requerimientos para realizar la prueba de ANVA, se emple6 de

manera alternativa la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (anexo 3).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento y tincion de Gram de colonias aisladas en muestras de
tejidos de Ucides occidentalis.
En la tabla 4 se observa la caracterizacion y tincion de Gram de 19 cepas aisladas
en medio de cultivo TCBS de diferentes tejidos de Ucides occidentalis (musculo,
intestino y branquias), colectados en distintas zonas del manglar de Tumbes.
En el primer muestreo se observo que todas las colonias presentaron coloracion
verde, con diametros entre 0,5 y 4,5 mm y forma circular en su mayoria. Al
realizarles la tincion de Gram y observarlas al microscopio, las colonias mostraron
forma de cocobacilo y resultaron negativas. Asimismo, las colonias presentaron
consistencia suave, elevacion convexa y superficie lisa.
Durante el segundo muestreo, se observd mayor variabilidad fenotipica,
registrandose colonias de color verde y amarillo, con diametros entre 0,5y 3,5 mm,
forma circular y consistencia cremosa. Asimismo, la mayoria de las cepas tuvieron
forma de cocobacilos y fueron Gram negativas.
En el tercer muestreo, las colonias presentaron coloracion verde y amarilla, con
tamanos de 1,5 a 4,0 mm. Se observaron forma circulares e irregulares. Las
colonias presentaron borde entero en su mayoria, mientras que las cepas V29 y
V33 mostraron borde ondulado. La morfologia celular de las bacterias fueron
cocobacilos y bacilos Gram negativos en su mayoria.
Finalmente cabe mencionar que los resultados mostraron una diversidad
morfolégica de bacterias aisladas en tejidos de Ucides occidentalis, con
predominancia de bacterias Gram negativas y morfologia de cocobacilos similares

a Vibrio spp.
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Tabla 4
Caracterizacion de colonias bacterianas y tincion de Gram de cepas bacterianas
presuntivas de Vibrio spp. aisladas en medio de cultivo TCBS a patrtir de tejidos de

Ucides occidentalis

Caracteristicas de las colonias Tincion de Gram
Tamafio
Muestreos Zona Cepa Tejido Color (mm) Forma Forma Tincién
1 ZA SNLMT SM18  Musculo Verde 2,5 Circular Cocobacilo
El Bendito Bl 30 Intestino Verde 2,5 Circular Cocobacilo
El Bendito Bl 33 Intestino Verde 1,5 Circular Cocobacilo
Jeli JI41 Intestino Verde 0,5 Puntiforme  Cocobacilo
DRT* Dl 42 Intestino Verde 1,5 Circular Cocobacilo
Jeli JB53 Branquias  Verde 4,5 Circular Cocobacilo
DRT DI 79 Intestino Verde 2,0 Circular Cocobacilo
2 ZA SNLMT SI22 Intestino ~ Verde 2,0 Circular Cocobacilo
El Bendito BB 27 Branquias  Verde 1,0 Puntiforme  Cocobacilo
ZA SNLMT SI1 58 Intestino Amarilla 3,0 Circular Cocobacilo
DRT DB 100 Branquias Verde 0,5 Puntiforme  Cocobacilo
DRT DM 101  Musculo Verde 2,5 Circular Bacilo
Jeli JB 110  Branquias Amarilla 2,0 Circular Bacilo
3 El Bendito V1 Musculo Verde 1,0 Circular Cocobacilo
El Bendito V5 Branquias  Amarilla 3,5 Circular Cocobacilo +
El Bendito V17 Intestino  Verde 1,5 Circular Cocobacilo
Jeli V29 Musculo Amarilla 3,5 lIrregular Bacilo
Jeli V33 Branquias  Amarilla 4,0 lrregular Bacilo
DRT V39 Branquias  Verde 3,0 Circular Cocobacilo

Nota. * DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del

Santuario Nacional los Manglares de Tumbes

La investigacion ha reportado cepas con caracteristicas morfolégicas compatibles
con Vibrio spp. al crecer en medio TCBS como las sefaladas por Sabir et al. (2013),
Campana (2024), Aguirre et al. (2021), Tinoco et al. (2023) y Potosi (2024), a saber,
colonias que poseen bordes enteros, elevacién convexa y coloracién verde y
amarilla.

La presencia de Vibrio spp. en Ucides occidentalis no es de sorprender puesto que
estas bacterias son abundantes en el manglar y han sido reportados en otros
crustaceos braquiuros como por ejemplo en el cangrejo de manglar de Indonesia
(Scylla serrata), en el cual muchas veces causan mortalidades (Islamia et al. 2025).
También se ha reportado presencia de este género de bacterias en el cangrejo del

manglar de Tumbes (Ucides occidentalis) por Campafa-Maza et al. (2025).
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En la tabla 5 se observa la caracterizacién morfoldgica y la tincion de Gram de las
20 cepas aisladas en medio TSA a partir de tejidos de Ucides occidentalis (intestino,
musculo y branquias), recolectadas en distintas zonas del manglar de Tumbes. Las
colonias presentaron tamarios entre 1,0 y 4,0 mm, con mayor predominancia en la
forma circular y borde entero, aunque también se registraron colonias con formas
irregulares, puntiformes y rizoides. La mayoria de las colonias presentaron
coloracién crema, con excepcion de cuatro colonias que fueron blancas (B3, B7,
B21 y B26).

Las colonias presentaron elevacion convexa y superficie lisa con excepcion de la
colonia B3, que presentd elevacion plana y superficie rugosa. Al emplear la tincion

gram, la mayoria de las cepas mostraron ser cocobacilos y cocos Gram negativos.

Tabla 5
Caracterizacion de colonias bacterianas y tincion de Gram de cepas bacterianas

aisladas en medio TSA a partir de tejidos de Ucides occidentalis

Caracteristicas de las colonias Tincion de Gram
Muestreo Zona Cepa Tejido  Tamafio (mm)  Forma Borde Forma  Tincién
1 ZA SNLMT ST43  Intestino 2,0 Circular Entero Cocobacilo -
ZA SNLMT ST44 Intestino 1,0 Circular Entero Bacilo
DRT DT 45 Intestino 1,0 Circular Entero Cocobacilo
DRT DT 46 Intestino 1,5 Circular Entero Cocobacilo
El Bendito BT 47 Intestino 2,5 Circular Entero Cocobacilo
El Bendito BT 48 Intestino 1,0 Circular Entero Cocobacilo
Jeli JT76  Intestino 1,0 Circular Entero Cocobacilo
Jeli JT 107 Intestino 1,5 lrregular  Ondulado  Cocobacilo
2 El Bendito BM5  Musculo 35 Circular Entero Coco +
ZA SNLMT SM 14  Mdsculo 1,0 Puntiforme Entero Coco -
ZA SNLMT SB 23 Branquias 4,0  Circular Entero Cocobacilo
El Bendito BT 20 Intestino 2,0 Circular Entero Cocobacilo
Jeli JT 51 Intestino 1,0 Circular Entero Cocobacilo
DRT DT 52 Intestino 25 Circular Entero Cocobacilo
3 ZA SNLMT B3 Musculo 4,0 Rizoide Rizoide Coco
ZA SNLMT B7 Branquias 2,0  Circular  Entero Coco
El Bendito B21 Branquias 2,5  Circular Entero Coco -
El Bendito B26 Branquias 2,0  Circular Entero Coco +
Jeli B37 Musculo 1,5 Circular Entero Coco -
DRT B47 Musculo 1,0 Circular Entero Coco -

Nota. * DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del

Santuario Nacional los Manglares de Tumbes
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Como se ha observado en la tabla 5, existi6 variabilidad en las caracteristicas
morfoldgicas en las colonias de las 20 cepas aisladas , esto es justificable por el
motivo que se utilizé un medio genérico como es el caso de TSA, el mismo que
permite el crecimiento de diferentes géneros de especies bacterianas, ademas este
medio de cultivo no contiene sustancias inhibitorias de crecimiento bacteriano de
ciertos grupos, lo que si ocurre con otros medios de cultivo que son selectivos y

especificos para grupos bacterianos (Britania, 2021b).

En la tabla 6 se muestra la caracterizacion morfologica de las colonias y la tincion
de Gram de las 17 cepas aisladas en medio de cultivo TSA a partir de muestras de
intestinos de cangrejos recolectados en distintas zonas del manglar de Tumbes.
Las colonias mostraron tamanos entre 0,5 y 5,0 mm, con formas variables como
irregulares, rizoides, circulares o filamentosas. Los bordes de las colonias fueron
principalmente ondulados y enteros, mientras que la superficie fue plegada, rugosa
o lisa. La mayoria de las bacterias presentaron morfologia de bacilos y fueron Gram

positivas o negativas. Finalmente, todas las colonias presentaron coloracién crema.

Tabla 6
Caracterizacion de colonias bacterianas y tincion de Gram de cepas presuntivas de

Bacillus spp. aisladas en medio de cultivo TSA a partir de tejidos de U. occidentalis

Muestreo* Zona Cepa Caracteristicas de las colonias Tincién de Gram
Tamafio (mm) Forma Borde Superficie Forma  Tincion

1 DRT* DBAC 54 3,0 Irregular Ondulado Plegada Bacilo +

DRT DBAC 55 3,0 Irregular Ondulado Plegada Bacilo +

ElBendito ~ BBAC57 50 Irregular Ondulado Plegada Bacilo +

Jeli JBAC 88 3,0 Rizoide Rizoide Rugosa Bacilo -

ZA SNLMT  SBAC 90 1,0 Irregular Ondulado Plegada Bacilo

2 DRT DBAC 30 1,0 Irregular Ondulado Plegada Bacilo +

Jeli JBAC 31 0,5 Irregular Ondulado Plegada Bacilo +

Jeli JBAC 32 1,0 Irregular Ondulado Plegada Coco -

ZA SNLMT  SBAC 81* 1,0 Rizoide Rizoide Rugosa Bacilo +

El Bendito BBAC 82 25 Circular Entero Rugosa Bacilo -

El Bendito BBAC 83 3,0 Rizoide Rizoide Rugosa Bacilo -

3 ZASNLMT  C1S-BAC 1,5 Circular Entero Lisa Bacilo -

ZA SNLMT C4S - BAC 2,0 Circular Entero Lisa Bacilo -

El Bendito C2B -BAC 35 Filamentosa Filamentosa Rugosa Bacilo -

Jeli C6J - BAC 2,5 Irregular Ondulado Lisa Bacilo -

DRT C2D - BAC 2,0 Circular Entero Lisa Bacilo +

DRT C6D -BAC 3,0 Circular Entero Lisa Bacilo -

Nota. *Las colonias aisladas de Ucides occidentalis del primer y segundo muestreo
mostraron consistencia membranosa, excepto la cepa JBAC 90, SBAC 81, BBAC 82 y

BBAC 83 que mostraron una consistencia dura, finalmente las colonias del tercer muestreo
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presentaron consistencia suave. ** DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT =

zona de amortiguamiento del Santuario Nacional los Manglares de Tumbes

Las 17 cepas mostradas en la tabla 6, presuntivamente correspondieron a Bacillus
puesto que el shock térmico a 71 °C, constituy6 una barrera que hizo que bacterias
que no son esporulantes murieran y solo se seleccionaran Bacillus, tal como lo han
mencionado Obando & Suarez (2015), Villarreal-Delgado et al. (2018) y Maughan
& Van Der Auwera (2011) quienes mencionan que Bacillus spp. forman endosporas
resistentes al calor.

En la tabla 7 se muestra la caracterizacion morfolégica de 17 colonias bacterianas
y la tincién de Gram de cepas bacterianas presuntivas de bacterias acido lacticas
aisladas en medio MRS a partir de muestras de intestinos de Ucides occidentalis
recolectados en diferentes zonas del manglar de Tumbes. Las colonias aisladas
presentaron predominancia en la coloracion blanca y crema, con tamafios que
oscilaron entre 0,5 y 2,0 mm, formas circulares y puntiformes, superficie lisa,
consistencia cremosa, elevacidon convexa y borde entero. A la observacién
microscopica empleando la tincion de Gram, las células bacterianas mostraron
forma cocoide o cocobacilar y resultaron Gram positivas, caracteristicas

compatibles con bacterias acido lacticas.
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Tabla 7
Caracterizacion de colonias bacterianas y tincion de Gram de cepas presuntivas a

BAL aisladas en medio de cultivo MRS a partir de tejidos de Ucides occidentalis

. Caracteristicas de las colonias Tincién de Gram
Muestreos Zona Cepa ~ ——
Color Tamafio (mm) Forma Forma Tincidn
1 ZA SNLMT**  SLAC 93 Blanco 1,5 Circular Coco +
ZA SNLMT SLAC 98 Crema 0,5 Puntiforme Coco +
ZA SNLMT SLAC 100 Crema 0,5 Puntiforme Coco +
El Bendito BLAC 101 Crema 0,5 Puntiforme Coco +
DRT DLAC 105 Crema 1,0 Circular Coco +
2 ZA SNLMT SLAC 34 Blanca 2,0 Circular Coco +
El Bendito BLAC 38 Blanca 15 Puntiforme Cocobacilo +
El Bendito BLAC 39 Blanca 1,0 Circular Cocobacilo +
DRT DLAC 42 Blanca 1,0 Circular Coco +
Jeli JLAC 43 Blanca 1,5 Circular Coco +
Jeli JLAC 44 Blanca 2,0 Circular Coco +
3 DRT C1D-LAC Blanco 1,0 Circular Coco +
DRT C2D-LAC Crema 1,0 Circular Coco -
Jeli C3J-LAC Blanco 1,5 Circular Coco +
Jeli C4J-LAC Crema 0,5 Circular Coco +
ZA SNLMT C7S-LAC Blanca 1,0 Circular Coco +
El Bendito C2B-LAC Crema 1,0 Circular Bacilo +

Nota. *Todas las colonias fueron aisladas de intestino de Ucides occidentalis, las mismas
que presentaron superficie lisa, consistencia cremosa, elevacién convexa y borde entero.
** DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del

Santuario Nacional los Manglares de Tumbes

En tabla 8 se observa la caracterizacion morfolégica y la tinciéon de Gram de 17
cepas presuntivamente coliformes aisladas en caldo lauril sulfato a partir de
muestras de musculo de Ucides occidentalis recolectados en diferentes zonas del
manglar de Tumbes. Las colonias presentaron tamafnos entre 1,0 y 1,5 mm con
forma circular en su mayoria de ellas, tuvieron consistencia cremosa y suave,
superficie lisa, elevacion convexa y borde entero. En la tincién de Gram presentaron

forma de cocos, cocobacilos y bacilos Gram negativos.
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Tabla 8
Caracterizacion de colonias bacterianas y tincion de Gram de cepas bacterianas
presuntivas de coliformes aisladas en medio de cultivo lauril sulfato a partir de

tejidos de Ucides occidentalis

Caracteristicas de las colonias Tincion de Gram

Muestreo Zona Cepa* Tamario (mm) Forma Consistencia Forma Tincién
1 El Bendito BC 49 1,5 Circular Suave Coco

ZA SNLMT**  SC 50 1,0 Circular Suave Coco

El Bendito BC 69 1,0 Circular Suave Coco

El Bendito BC 84 15 Circular Suave Coco

El Bendito BC 106 15 Circular Suave Coco
2 ZASNLMT  SC 66 1,0 Circular Cremosa Cocobacilo

DRT DC 67 1,5 Circular Cremosa Cocobacilo

Jeli JC 68 1,0 Puntiforme Cremosa Coco

El Bendito BC 69-C 1,0 Circular Cremosa Cocobacilo

DRT DC70 1,0 Puntiforme  Cremosa Cocobacilo

ZA SNLMT SC 104 1,5 Circular Cremosa Bacilo
3 ZASNLMT  C2S-COL 1,5 Circular Cremosa Cocobacilo

ZA SNLMT C3S-COL 1,0 Circular Cremosa Coco

El Bendito C5B-COL 1,0 Circular Cremosa Cocobacilo

DRT C6D-COL 1,0 Circular Cremosa Cocobacilo

DRT C7D-COL 1,5 Circular Cremosa Cocobacilo

Jeli C4J-COL 1,0 Circular Cremosa Bacilo

Nota. *Las colonias fueron aisladas del musculo de Ucides occidentalis, ademas todas las
colonias presentaron coloracion crema, superficie lisa, elevacién convexa y borde entero.
** DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del

Santuario Nacional los Manglares de Tumbes

La presencia de estas colonias reportadas en la investigacion indica una posible
exposicion a fuentes de contaminaciéon fecal, aunque al tratarse de coliformes
totales, es posible que se trate de organismos que se encuentran presentes
naturalmente en el ambiente. Sin embargo, se debe precisar que dentro de este
grupo de coliformes se hallan bacterias que son ampliamente utilizadas como
indicadores microbidlogos de calidad sanitaria en sistemas acuaticos y alimentos
de origen hidrobiologico (Nguyen et al., 2022); ademas autores como Albuquerque
(2013), Miotto etal. (2019) y Vergara (2023) respaldan lo mencionado. La
posibilidad de que exista algun tipo de contaminacién fecal en esta zona, es
probable, puesto que Moran & Hidalgo (2016) han reportado presencia de E. coli

en Puerto Pizarro, por lo cual seria posible que ocurra en el resto del manglar.
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4.2. Ildentificacion molecular de cepas bacterianas aisladas de Ucides
occidentalis recolectados en el manglar de Tumbes

En la tabla 9 se observa la identificacion molecular de cepas bacterianas aisladas
de tejidos de Ucides occidentalis recolectados en distintas zonas del manglar de
Tumbes. Se identificaron principalmente especies del género Bacillus, como B.
subtilis, B. cereus, B. stercoris y B. altitudinis, asi como otras bacterias de
importancia sanitaria como Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Proteus mirabilis y Vibrio spp. Los porcentajes de similitud molecular oscilaron entre
98,29% y 100%, lo que implica que la identificacion de las bacterias fue confiable,
asi también, se observa que existe una diversidad de flora bacteriana en U.
occidentalis que incluye microorganismos del ambiente, oportunistas vy
potencialmente patdgenos.

Es importante mencionar que estas cepas bacterianas fueron aisladas inicialmente
en medios selectivos (TCBS, MRS, TSA y CLS) y subcultivadas en medio TSA; sin
embargo, las mismas fueron identificadas como especies diferentes, tal es el caso
de las cepas: SLAC 34 y SLAC 93 (Staphylococcus epidermidis) que fueron
aisladas en medio de cultivo MRS. La Investigacion de Abre et al. (2022), menciona
que el medio MRS no es completamente selectivo y puede permitir el crecimiento
de otros grupos bacterianos, tal como ocurri6 en su estudio, en el que aislo
bacterias no acido lacticas (del género Staphylococcus) en medio de cultivo MRS
a partir de pescado fermentado de la Costa de Marfil,. Asimismo Vergara (2026),
aislé bacterias acido lacticas en langostinos de cultivo utilizando medio de cultivo
MRS; sin embargo, evidenci® molecularmente cepas de Staphylococcus
epidermidis reafirmando lo mencionado por Abre et al. (2022).

Por otro lado, también se aislaron ciertas cepas en medios de cultivo en los que no
se esperaba que hubieran crecido, por ejemplo, la cepa SC 104 identificada
molecularmente como Vibrio spp., se aisld en el medio caldo lauril sulfato, la cepa
V1 correspondiente a Bacillus subtilis crecio en el medio de cultivo TCBS y la cepa
C5B-COL, también correspondiente a Bacillus subtilis crecio en el medio caldo lauril
sulfato. Estos resultados han sido observados también en otras investigaciones
realizadas en la zona por Vergara (2026) y Campana (2024), quienes reportaron
también aislamientos de cepas bacterianas de géneros distintos a los esperados
en medios de cultivos selectivos como TCBS y caldo lauril sulfato. Segun indica los

manuales de estos medios de cultivo que en particular del TCBS, es posible
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crecimiento de otras bacterias diferentes a Vibrio, sefialando por ejemplo a
Aeromonas, Proteus, E. coli, entre otras (Britania, 2021a). Asimismo, Alhusayni &
Al-Khikani (2024) han reportado diferentes bacterias que han crecido en medio de
cultivo TCBS tales como Proteus mirabilis, Aeromonas hydrophila, Enterococcus

spp., Staphylococcus aureus 'y Staphylococcus epidermidis.

Tabla 9

Identificacion molecular de cepas bacterianas aisladas de Ucides occidentalis

recolectados en diferentes zonas del manglar de Tumbes

Zona* Medio de Cepa Especie Identificacion molecular (%)

aislamiento GenBank Silva

ZA SNLMT TSA SM 14 Bacillus stercoris 99,86 99,71
MRS SLAC 34 Staphylococcus epidermidis 100,00 99,85

TSA SBAC 90 Bacillus cereus 100,00 100,00

MRS SLAC 93 Staphylococcus epidermidis 100,00 100,00

CLS SC 104 Vibrio spp. 99,93 99,21

Desembocadura del TSA CéD -BAC Bacillus subtilis 100,00 99,77
rio Tumbes (DRT) TSA DBAC 54 Bacillus cereus 100,00 100,00
CLS DC 67 Proteus mirabilis 99,89 99,78

El Bendito TCBS V1 Bacillus subtilis 99,86 99,85
TSA C2B-BAC  Bacillus subtilis 100,00 99,93

MRS C2B-LAC Bacillus subtilis 100,00 99,93

CLS C5B-COL Bacillus subtilis 100,00 99,92

TSA BT 20 Bacillus altitudinis 99,93 99,92

TSA B21 Bacillus subtilis 99,86 99,78

CLS BC 69 Enterococcus faecalis 100,00 99,92

Jeli MRS C4J-LAC Bacillus subtilis 100,00 99,52
MRS C3J-LAC Bacillus subtilis 100,00 99,72

TSA JT 107 Bacillus spp. 98,29 97,60

TSA B37 Bacillus subtilis 99,07 98,91

* ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del Santuario Nacional los Manglares de Tumbes

En la tabla 10 se observa la identificacion molecular de cepas bacterianas aisladas
en medio de cultivo TCBS de Ucides occidentalis colectados en diferentes zonas
del manglar de Tumbes. Los porcentajes de similitud molecular oscilaron entre
99,15% y 100%, asimismo se identific6 con mayor frecuencia a cepas de Vibrio
alginolyticus (5 cepas), Vibrio parahaemolyticus y Vibrio fortis (1 cepa de cada
especie). Investigaciones como la de Yarza etal. (2014) respaldan que estos
valores altos de similitud confirman una identificacion confiable a nivel de especie,
estos autores mencionan que valores de identidad mayores de 99% permiten una

identificacion precisa a nivel de especie.
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Tabla 10

Identificacion molecular de cepas bacterianas aisladas en TCBS de Ucides
occidentalis obtenidas del cepario del Laboratorio de Biologia Molecular de la
FIPCM

Identificacion molecular (%)

Zona Cepas* Especie

GenBank Silva
El Bendito 5 B-hem Vibrio alginolyticus 99,37 99,15
Puerto Pizarro 53 int Vibrio alginolyticus 100,00 100,00
Puerto Pizarro 45int Vibrio alginolyticus 100,00 100,00
El Bendito 4C Vibrio fortis 99,90 99,89
Puerto Pizarro 23 hep Vibrio parahaemolyticus 100,00 100,00
El Bendito 15 B-Int Vibrio alginolyticus 99,72 100,00
El Bendito 16 B-Int Vibrio alginolyticus 99,81 99,61

Nota. *Cepas obtenidas del cepario del Laboratorio de Biologia Molecular de la FIPCM, y
que procedieron de ejemplares de U. occidentalis de las zonas de El Bendito y Puerto

Pizarro.

4.3. Resistencia antibiética de cepas bacterianas aisladas de Ucides
occidentalis recolectados en diferentes zonas del manglar de Tumbes.
En la tabla 11 se observa que las cepas aisladas correspondieron al género
Bacillus, en su mayoria fueron Bacillus subtilis. De las 14 especies de este género,
10 fueron multirresistentes (equivalente al 71,4%). Todas las cepas fueron
resistentes a la amoxicilina y solamente una de ellas fue resistente al florfenicol.
Por otro lado, Haque et al. (2024) han reportado la aparicién de cepas de Bacillus
multirresistentes aislados de alimentos, animales y heces de humanos en el sureste
de Bangladesh, los autores han mencionado que estas cepas fueron
completamente resistentes a la penicilina, amoxicilina-acido clavulanico,
vancomicina, cefixima, ceftriaxona y cotrimaxazol; ademas, la mayoria de las cepas
presentaron genes de resistentes a la amoxicilina (gen bla1), el 71,5% de total de

cepas reportadas.
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Tabla 11
Resistencia antibiotica de cepas identificadas en muestras de tejidos de Ucides

occidentalis recolectados en diferentes zonas del manglar de Tumbes

Penicilin Fluoroqui- Sulfonami-
as nolonas* Tetraciclinas da Fenicoles
Sulfameto-
Amoxici- xazol/
lina Ciprofloxa- Oxitetracicli- trimetoprim Florfenicol  Indice  Multiresis-
Cddigo Especie** (ug)*™* cina (ug) na (30 ug) (4g) (25 ug) MAR tente
ZA SNLMT

SM 14 Bacillus stercoris R | R R R 0,8 Si
SLAC34 Staphylococcus ND | R S S 0,2 No

epidermidis
SBAC 90 Bacillus cereus R R R R S 0,8 Si
SLAC93 Staphylococcus ND R S R S 04 No

epidermidis
SC104 Vibrio spp. R R | R S 0,6 Si

DRT
C6D -BAC  Bacillus subtilis R | R R S 0,6 Si
DBAC 54 Bacillus cereus R | R S S 0,4 No
DC 67**** Proteus mirabilis | S R R S 0,4 No
El Bendito

V1 Bacillus subtilis R R S S S 0,4 No
C2B-BAC  Bacillus subtilis R R R R S 0,8 Si
C2B-LAC Bacillus subtilis R R R R S 0,8 Si
C5BCOL Bacillus subtilis S | S S S 0,0 No
BT 20 Bacillus altitudinis R R S R S 0,6 Si
B21 Bacillus subtilis R R R R S 0,8 Si
BC 69 Enterococcus S S | S S 0,0 No

faecalis

Jeli

C4J-LAC Bacillus subtilis R R S R S 0,6 Si
C3J-LAC Bacillus subtilis R R R R S 0.8 Si
JT 107 Bacillus spp. R | R S S 04 No
B37 Bacillus subtilis R R R R S 0,8 Si

Nota. *Se utilizaron puntos de corte del EUCAST (2026) para Bacillus spp. con respecto a
Ciprofloxacina

** Para el caso de la oxitetraciclina y florfenicol, se tomaron puntos de corte reportados por Petrovski
et al. (2015) y Camparfia (2024), originalmente definidos para Staphylococcus spp., los mismos que
fueron empleados para Bacillus spp. debido a su ausencia.

*** Se tomaron puntos de corte de Bacillus anthracis con respecto a la benzylpenicillin puesto que
pertenece a la misma familia que la amoxicilina (Penicilinas), puesto que el Eucast menciona que
estos puntos de corte se pueden utilizar para la amoxicilina para determinar la resistencia (>50 mm)
o sensibilidad (<18 mm) y ND: No se pudo determinar por el motivo que no existen puntos de corte

establecidos para el antibiético y el género bacteriano mencionado.

En la tabla 12 se observa la resistencia antibidtica de las siete cepas de Vibrio spp.
aisladas, todas ellas fueron resistentes a la amoxicilina y sensibles al resto de
antibidticos por ello su indice de MAR es bajo (0,2) y ninguna de ellas fue

multirresistente.
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La amoxicilina es una penicilina muy utilizada a nivel mundial desde la década de
1970 (Huttner et al., 2020). Existen investigaciones como las de Campafia (2024) y
Vergara (2026), las cuales han reportado bacterias de Vibrio spp. resistentes a la
ampicilina, puesto que este antibiético pertenece a la misma familia que la

amoxicilina.

Asimismo, estudios Potosi (2024) y Tinoco etal. (2023) han reportado gran
cantidad de bacterias de Vibrio spp. resistentes a diferentes antibidticos aisladas
de langostinos silvestres y de cultivo, incluso han encontrado Vibrio spp.

multirresistentes y que son una amenaza para el ecosistema manglar de Tumbes.

Tabla 12

Resistencia antibidtica de cepas de Vibrio spp. identificadas de tejidos Ucides
occidentalis obtenidas del cepario del Laboratorio de Biologia Molecular de la
FIPCM

Fluoroqui- Tetraci- Sulfo-
Penicilinas nolonas clinas namida Fenicoles
Sulfameto
Ciprofloxa Oxitetra xazol/trim
Amoxicilina (25 cina (5 ciclina etoprim Florfenicol Indice  Multirre-
Cepas™* Especie*** ug) Mg) (30 ug) (25 ug) (30 ug)  MAR  sistencia
El Bendito
4C V. fortis R S S S S 0,2 No
5B-hem V. alginolyticus R S S S S 0,2 No
15B-Int V. alginolyticus R S S S S 0,2 No
16 B-Int V. alginolyticus R S S S S 0,2 No
Puerto Pizarro
23 hep V. parahaemolyticus S S 0,2 No

R S S
45 int V. alginolyticus R S S S S 0,2 No
53 int V. alginolyticus R S S S S 0,2 No

Nota. * Los cangrejos (U. occidentalis) obtenidos fueron especificamente de dos zonas: A.
El Bendito y B. Puerto Pizarro.

**Cepas obtenidas del cepario del Laboratorio de Biologia Molecular de la FIPCM que
procedieron de ejemplares de U. occidentalis.

***Todas las cepas pertenecieron al género Vibrio.

De la misma manera en la tabla 13 se observa la resistencia antibiética en cepas
presuntivas de Vibrio spp. que no fueron identificadas molecularmente, su
comportamiento fue similar a las cepas de Vibrio que si fueron identificadas
molecularmente, todas fueron resistentes a la amoxicilina y casi todas sensibles al

resto de antibioéticos.
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Los resultados observados muestra que la mayoria de las cepas fueron resistentes
a la amoxicilina, el motivo de lo ocurrido se debe a que este antibidtico es muy
utilizado en la clinica humana como veterinaria y sobre todo es un antibiotico de
bajo valor econémico y accesible (Pawtowska et al., 2024); ademas, muchas
investigaciones han reportados que este antibiotico es administrado a humanos y
animales; sin embargo, este antibiético no se retienen en el organismo y son
excretados del cuerpo y terminan en el medio ambiente (Ghauch et al., 2009;
Magdaleno et al., 2015), con lo cual podria ser facil que lleguen también al manglar
y seleccionen a cepas bacterianas resistentes a la misma.

Todas las cepas presuntivas a Vibrio spp. fueron sensibles al florfenicol y la mayoria
a la oxitetraciclina, esto a pesar que existen langostineras aledafas al ecosistema
manglar Tumbes que en el pasado usaron tales antibioticos para el tratamiento de
enfermedades en los langostinos que cultivan, sin embargo, actualmente se ha
reducido el uso de tales antibiéticos (Campafa, 2024), con lo cual las cepas con
resistencia a dichos antibidticos podrian verse reducidas en numero.

Con respecto a la ciprofloxacina y sulfametoxazol/trimetoprim, la mayoria de estas
cepas presuntivas fueron sensibles a estos antibiéticos; sin embargo, también se
evidenciaron algunas cepas bacterianas resistentes; esto podria deberse a los
residuos antibidticos que las poblaciones humanas que habitan cerca al ecosistema
manglar o en la ciudad de Tumbes producen y que son vertidas, en el primero de
los casos directamente en el manglar, y en el segundo de los casos, las aguas
residuales de la ciudad son vertidas en el rio Tumbes, y este transportaria las
bacterias resistentes a diferentes antibioticos o los residuos antibioticos hasta el
ecosistema manglar contaminandolo (Campafia-Maza et al., 2025; Niquén et al.,
2021).
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Tabla 13
Resistencia antibidtica de cepas presuntivas de Vibrio spp. no identificadas

molecularmente aisladas de Ucides occidentalis en medio TCBS

Penici- Fluoroqui- Tetraci- Sulfona- Feni- Multirresis
linas nolonas clinas mida coles tencia
i . , Sulfametox Indice
Amoxicil Ciprofloxaci O.X ftetraci azol/trimeto F lorfen - AR
na (25 clina (30 . icol (30
" na (5 ug) prim (25
Muestreo Zona** Cepa H) ug) Mg) u)
1 ZASNLMT  SM 18 R S S S S 0,2 No
ElBendito  BI 30 R S I S S 0,2 No
ElBendito  BI33 S S R S S 0,2 No
Jeli JI41 S S S S S 0,0 No
DRT DI 42 R S R S S 0,4 No
Jeli JB 53 S S S S S 0,0 No
DRT DI 79 R S S S S 0,2 No
2 ZASNLMT Sl 22 R S S S S 0,2 No
ElBendito BB 27 R S S S S 0,2 No
DRT DB 100 R S S R S 0,4 No
DRT DM 101 R S S S S 0,2 No
Jeli JB 110 R S S S S 0,2 No
3 ElBendito V5 R S S S S 0,2 No
ElBendito V17 R S S S S 0,2 No
Jeli V29 R R S | S 0,4 No
Jeli V33 R S S | S 0,2 No
DRT V39 R S S S S 0,2 No
Total de cepas resistentes por cada 14 1 9 1 0 0.21 0

antibiético

Nota. *No se reporta puntos de corte en amoxicilina para Vibrio spp.; sin embargo, si existen
puntos de corte para piperacillin-tazobactam, antibiético que pertenece a la misma familia
que la amoxicilina (penicilinas) (EUCAST, 2026).

** DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del
Santuario Nacional los Manglares de Tumbes

En la tabla 14, se aprecia que las cepas bacterianas totales aisladas de Ucides
occidentalis y que no fueron identificadas molecularmente, tuvieron un indice de
MAR que oscilé entre 0,0 a 0,4 con un promedio de 0,1.

El 100% de las cepas fueron sensibles a la ciprofloxacina y la mayoria de las cepas
bacterianas fueron sensibles al sulfametoxazol/trimetoprim, cuatro cepas fueron
resistentes a la oxitetraciclina, dos a florfenicol y una cepa a la amoxicilina.

Estos resultados son similares a los reportados por Tinoco et al. (2023) los cuales
encontraron que las cepas aisladas de Litopenaeus vannamei mostraron un indice
MAR de 0,2; asimismo Potosi (2024) mencioné que las cepas aisladas de
langostinos silvestres y de cultivo mostraron alta sensibilidad a la oxitetraciclina,

tetraciclina y cloranfenicol. Estos resultados también coinciden con la investigacion
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de Campana (2024) el cual report6 cepas bacterianas aisladas de tejidos de Ucides

occidentalis con alto grado de sensibilidad a la tetraciclina y oxitetraciclina.

Tabla 14
Resistencia antibidtica de cepas bacterianas totales no identificadas

molecularmente aisladas de Ucides occidentalis en medio TSA

Penici- Fluoroqui- Tetraci- Sulfona-
linas nolonas clinas mida Fenicoles
Sulfametoxa
Amoxicili- Ciprofloxa- Oxitetracicli zol/trimetopr  Florfenicol indice  Multirre-
Muestreo Zona* Cepa na (25 ug) cina (5 ug) na (30 ug) im (25 ug) (30 yg)  MAR  sistencia
1 ZASNLMT  ST43 | S R S S 0,2 No
ZASNLMT  ST44 S S R S S 0,2 No
DRT DT45 S S S S S 0,0 No
DRT DT46 | S S S S 0,0 No
ElBendito  BT47 S S I S S 0,0 No
ElBendito  BT48 S S S S S 0,0 No
Jeli JT76 I S S S S 0,0 No
2 ElBendito BM5 S S S S S 0,0 No
ZASNLMT SB23 S S S S S 0,0 No
Jeli JT 51 S S S I S 0,0 No
DRT DT52 S S S S S 0,0 No
3 ZASNLMT B3 S S I S R 0,2 No
ZASNLMT  B7 | S S S R 0,2 No
ElBendito  B26 S S R S S 0,2 No
DRT B47 R S R S S 0,4 No
Total de cepas resistentes por
cada antibiético 1 0 4 0 2 0,09 0

Nota. * DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del
Santuario Nacional los Manglares de Tumbes

En la tabla 15, se aprecia que las cepas presuntivas de Bacillus spp. que fueron
aisladas de Ucides occidentalis y que no fueron identificadas molecularmente,
tuvieron un indice de MAR de 0,0 a 0,8 con un promedio de 0,31.

El 50% de las cepas fueron resistentes a la amoxiciina y al
sulfametoxazol/trimetoprim, mientras que el 100% fueron sensibles a la florfenicol
y s6lo dos fueron resistentes a la oxitetraciclina. So6lo cuatro cepas fueron
multirresistentes (30,8%).

Existen reportes de investigaciones de cepas de Bacillus cereus resistentes a la
amoxicilina y sulfametoxazol/trimetoprim, es el caso de Cha et al. (2023) los cuales
aislaron cepas de B. cereus en alimentos vegetales y setas silvestres encontrando
cepas resistentes a estos antibidticos. Asimismo, Wu et al. (2025) han indicado
mediante resultados de una encuesta realizada en el 2012 por la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) que la

oxitetraciclina, florfenicol y sulfametoxazol/trimetoprim eran antibiéticos muy
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utilizados en granjas acuicolas para controlar enfermedades bacterianas. Sin
embargo, en la investigacion reportada por Esposito et al. (2026) encontraron alta
sensibilidad a sulfametoxazol/trimetoprim en cepas bacterianas aisladas en la
hemolinfa extraida del cangrejo azul (Callinectes sapidus) no concordando con los
resultados de sulfametoxazol/trimetoprim obtenidos en la investigacion realizada,
la cual se evidencié que la mayoria de cepas bacterianas fueron sensibles a este
antibidtico.

Por otro lado, las cepas bacterianas tienen poca resistencia al florfenicol y la
oxitetraciclina, porque estos estan siendo menos utilizados en los campos
langostineros que vierten sus aguas residuales al manglar, por lo que al usarse
menos antibidticos, de manera similar se reduce el numero de cepas resistentes a
los mismos, tal como lo han mostrado las investigaciones de Potosi (2024) y
Vergara (2026).

Tabla 15
Resistencia antibiotica de cepas presuntivas de Bacillus spp. no identificadas

molecularmente aisladas de Ucides occidentalis en medio TSA

Penici- Fluoroqui- Tetraci- Sulfona- Feni-
linas nolonas clinas mida coles
Sulfamet - Multirr
Amoxicili . . Oxitetrac  oxazolftri Florfe - Indice esiste
Ciprofloxaci o . nicol  MAR .
na (25 iclina (30 metopri ncia
* na (5 ug) (30
Hg) Hg) m (25 ug)
Muestreo Zona Cepa ug)
1 DRT** DBAC 55 R I S R S 04 No
El Bendito BBAC 57 R | I S S 0,2 No
Jeli JBAC 88 S | S S S 0,0 No
2 DRT DBAC 30 s | S s S 00 No
Jeli JBAC 31 I I S R S 0,2 No
Jeli JBAC 32 I | S S S 0,0 No
ZA SNLMT SBAC 81 I | S S S 0,0 No
El Bendito BBAC 82 R R S R S 0,6 Si
El Bendito BBAC 83 S | S R S 0,2 No
3 ZA SNLMT C1S-BAC R R R R S 0,8 Si
ZA SNLMT C4S -BAC R R R R S 08 Si
Jeli C6J -BAC R R I R S 0,6 Si
DRT C2D-BAC R | S S S 0,2 No
Total de cepas resistentes por cada
antibiético 7 4 2 7 0 0,31 4

Nota. * Para amoxicilina se tomo los puntos de corte de Lactobacillus de Charteris et al.
(1998). ** DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento
del Santuario Nacional los Manglares de Tumbes.
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En la tabla 16 se observa la resistencia antibidtica frente a cinco antibidticos en
cepas presuntivas de (BAL) que no fueron identificadas molecularmente. Estas
cepas tuvieron un indice de MAR de 0,0 a 0,4, con un promedio de 0,16. Ninguna
fue multirresistente y cuatro fueron resistentes a la amoxicilina y a la oxitetraciclina,
pero todas fueron sensibles a ciprofloxacina y florfenicol.

Como se observo, la mayoria de cepas BAL presuntivas de BAL fueron sensibles
a la amoxicilina (un antibidtico de la familia de las penicilinas). Otras investigaciones
han mostrado que cepas de BAL fueron sensibles a antibiéticos de esa familia,
como lo han reportado Mohamad et al. (2020) quienes encontraron sensibilidad
antibidtica a la ampicilina y penicilina en cepas BAL (E. fecalis, L. plantarum vy L.
garvieae) aisladas de camaron gigante de agua dulce (Macrobrachium rosenbergii).
Asimismo, estos autores encontraron que estas mismas cepas de BAL fueron
sensibles a la tetraciclina; antibiético que pertenece a la misma familia que la

oxitetraciclina.

Tabla 16

Resistencia antibiotica de cepas presuntivas de bacterias acido lacticas no

identificadas molecularmente aisladas de Ucides occidentalis en medio MRS

Fluoro-
Penici- quino- Tetraci- Sulfona- Feni-
linas lonas clinas mida coles
Sulfamet Florfe-
Amoxicili- Cipro- Oxitetraci oxazol/tri nicol Multi-
na (25 floxacina clina (30 metoprim (30 indice rresis-
Muestreo Zona Cepa ug) (5 ug) ug) (25 ug) ug) MAR  tencia
1 ZA SNLMT SLAC 98 R S R S S 0,4 No
ZA SNLMT SLAC 100 S S S | S 0,0 No
El Bendito BLAC 101 S S R S S 0,2 No
DRT DLAC 105 R S R S S 04 No
2 El Bendito BLAC 38 S | S S | 0,0 No
El Bendito BLAC 39 S S S | S 0,0 No
DRT DLAC 42 S | S S S 0,0 No
Jeli JLAC 43 R S S S S 0,2 No
Jeli JLAC 44 S S S R S 0,2 No
3 DRT C1D-LAC S S R S S 0,2 No
DRT C2D-LAC R S I S S 0,2 No
Total de cepas resistentes por cada
antibidtico 4 0 4 1 0 0,16 0

Nota. Puntos de corte reportados por Charteris et al. (1998) para determinar la resistencia
antibidtica en diferentes especies de Lactobacillus (bacterias acido lacticas). ** DRT:
Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del Santuario

Nacional los Manglares de Tumbes.
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En la tabla 17 se observa la resistencia antibiética de cepas presuntivas de
coliformes aisladas en lauril sulfato, tuvieron un indice de MAR de 0,0 a 0,4 con un
promedio de 0,13. Estas cepas fueron bastante sensibles a la amoxicilina y al
sulfametoxazol/trimetoprim, también a la oxitetraciclina aunque en estas dos cepas
tuvieron sensibilidad intermedia. Las cepas fueron mas resistentes a ciprofloxacina

(50% de las cepas) y ninguna fue multirresistente.

Caso contrario se observd en la investigacion de Luna etal. (2026) quienes
indicaron que 81,8% (9 de 11 cepas) de Escherichia coli aisladas en la superficie
corporal de pescados expendidos en mercados de Pucallpa (Peru) fueron
resistentes a la amoxicilina y al acido clavulanico; el 9,1% fueron resistentes al
sulfametoxazol/trimetoprim (1 de 11 cepas). Por otro lado, Sajeev et al. (2023) han
indicado que los coliformes aislados de peces expendidos de mercados minoristas
de India, especialmente E. coli presentaron resistencia a los B-lactamicos. Sin
embargo, algunas cepas de Klebsiella fueron sensibles a meropenem vy

piperacilina/tazobactam (antibiéticos utilizados en la clinica humana).

Tabla 17
Resistencia antibidtica de cepas presuntivas de coliformes no identificadas

molecularmente aisladas de Ucides occidentalis en medio lauril sulfato

Penici- Fluoroqui- Tetraci- Sulfona- Fenico-
linas nolonas clinas mida les
Oxitetraci Sulfametox Florfeni Multirre
Muestre Amoxicilina  Ciprofloxaci clina (30 azol/trimeto col (30 Indice sistenci
0 Zona Cepa (25 ug) na (5 ug) ug) prim (25 ug) ug)* MAR a
1 ElBendito  BC 49 S S S S S 0,0 No
ZA SNLMT  SC 50 S S | S S 0,0 No
ElBendito BC 84 S S S S S 0,0 No
ElBendito  BC 106 S S S S S 0,0 No
2 ZASNLMT SC 66 S R S S S 02 No
Jeli JC 68 S R S S R 04 No
ElBendito  BC 69-C S S | S R 0,2 No
DRT DC70 S R S S S 0,2 No
3 ZA SNLMT  C3S-COL S S S S S 0,0 No
DRT C6D-COL S R S S S 0,2 No
DRT C7D-COL S R S S S 0,2 No
Jeli C4J-COL S R S S S 0,2 No
Total de cepas resistentes por cada
antibidtico 0 6 0 0 2 0,13 0

Nota. *se utilizé puntos de corte de cloranfenicol (resistencia <17 mm) establecidos para
enterobacterias, puesto que pertenecen a la misma familia que el florfenicol (fenicoles)
(EUCAST, 2026).
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** DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del

Santuario Nacional los Manglares de Tumbes

En la tabla 18 se observa los resultados de forma resumida de la resistencia
antibidtica de cepas bacterianas aisladas de tejidos de Ucides occidentalis,
evidenciandose que las cepas presentaron mayor resistencia antibiotica a la
amoxicilina (26 cepas), seguido de la oxitetraciclina (12 cepas) y ciprofloxacina (11
cepas). Asimismo, se aprecio que Vibrio y Bacillus mostraron mayor resistencia a
la amoxicilina. Las cepas de Bacillus tuvieron el mayor indice de MAR (0,31) y fue

el unico género que presenté multirresistencia (4 cepas).

Tabla 18

Resumen de resistencia antibiotica de todas las cepas bacterianas no identificadas

molecularmente aisladas de Ucides occidentalis

Penici- Fluoroqui-
linas nolonas Tetraciclinas Sulfonamida Fenicoles

Sulfametoxazo N° de
Grupo Amoxicilina Ciprofloxacina Oxitetraciclina I/trimetoprim Florfenicol indice  multirresi
bacteriano (25 ug) (5 ug) (30 ug) (25 ug) (30 ug)* MAR  stentes
Vibrio 14 1 2 1 0 0,21 0
Bacterias
totales 1 0 4 0 2 0,10 0
Bacillus 7 4 2 7 0 0,31 4
BAL 4 0 4 1 0 0,16 0
Coliformes 0 6 0 0 2 0,13 0
Total 26 11 12 9 4 1,11 4

4.4. Genes de resistencia en cepas bacterianas aisladas de Ucides
occidentalis.

En la evaluacion de los genes de resistencia antibiotica al florfenicol, se observo
que cinco cepas: C1S BAC, C2B BAC, B37, V1 y V39, presentaron el gen de
resistencia al florfenicol: fexA (figura 2), sin embargo, todas estas cepas resultaron
sensibles a este antibidtico en los antibiogramas correspondientes (tablas 11, 13 y
15).

De igual manera al evaluar la presencia del gen ermB se observé que solamente la
cepa C1S BAC porté este gen, pero en el ensayo de antibiograma esta cepa fue
sensible al florfenicol (figura 2).

La razon para esta aparente discordancia se justifica por la discrepancia fenotipo -

genotipo, que se ha observado en varias cepas de bacterias y que tienen que ver
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con la existencia de genes de resistencia antibiética silentes, los cuales son genes
que estando presentes en el genoma, no otorgan la resistencia al antibiético lo cual
puede producirse por los siguientes mecanismos: 1) una posible mutacion del gen
que hace que su producto sea no funcional, 2) la carencia o alteracién de la regién
promotora del gen o la ubicacion muy lejana de la misma, 3) las bacterias tienen
proteinas que inactivan los genes xenogénicos como es el caso de los ARG
(Stasiak et al., 2021; Kumar & Srikumar, 2022).

La mayoria de las cepas no presenté el gen fexA, a pesar de que varias de ellas
fueron resistente al florfenicol. Este hallazgo también ha sido reportado en
investigaciones como la de Yu et al. (2023) quienes aislaron cepas de Bacillus spp.
de sistemas de maricultura en China y evaluaron la presencia de 18 genes de
resistencia antibidtica (ARGs). Encontraron solo tres de ellos (tetB, blaTEM 'y blaZ),
ninguno de los cuales fue un gen ARG para florfenicol; lo cual indica que estos
genes no son muy frecuentes; tal como se ha observado en esta investigacion.
Respecto al gen ermB, también fue poco frecuente, lo que esta en linea con
estudios como los de Kaase et al. (2008) y Merino-Diaz et al. (2007) que sefalan
que el gen ermC es mas comun.

En la figura 2 se observa que cinco cepas bacterianas portaron el gen de resistencia
al florfenicol fexA y una a ermB, sin embargo, ninguna de estas mostro resistencia
a este antibidtico en los ensayos de antibiogramas que se les hicieron. Al respecto,
es comun encontrar casos de no congruencia entre la resistencia genotipica y
fenotipica de cepas bacterianas al florfenicol, como lo ha reportado Redin (2023),
quien sefiala que la presencia de un gen de resistencia no garantiza que la cepa
pueda expresar tal resistencia, pues existen otros factores necesarios para que esta

pueda darse.

58



Figura 2
Genes de resistencia a florfenicol: ermB (panel A) y fexA (panel B) en cepas
bacterianas aisladas de Ucides occidentalis colectados de diferentes zonas del

manglar de Tumbes
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En la figura 3 se observé que la mayoria de las cepas tuvieron el gen de resistencia
a trimetoprim (dfrA). De las 25 cepas ensayadas, 14 lo portaron, pero dolo siete se
mostraron fenotipicamente resistente al sufametoxasol/trimetoprim. En particular,
se encontrd el gen en la cepa DC67 identificada como Proteus mirabilis, sin
embargo, no se pudo determinar su resistencia o sensibilidad pues no existen
puntos de corte establecidos para este antibiético en el caso de esta especie. La
razon por la cual hay esta discrepancia entre la resistencia genotipica y fenotipica
puede ser porque estos genes son silentes es decir a pesar de estar presentes no
se expresan o lo hacen de una manera tan baja que no les permite resistir al
antibiotico como lo han precisado Stasiak et al. (2021) y Kumar & Srikumar (2022).
La razén de haber encontrado una mayor frecuencia de genes de resistencia a
trimetoprim (dfrA), puede deberse a que este antibidtico es muy usado en la clinica
humana y veterinaria, ademas, debido a su bajo precio y accesibilidad, tiende a ser
muy usado, por lo que, al haber una mayor cantidad de residuos de este, se propicia
que las cepas porten genes para resistirlos (Pawtowska et al., 2024). Estos
resultados coindicen con la investigacion de Okoh & Igbinosa (2010) quienes
también encontraron genes de resistencia antibiética: dfr 18, dfr A1, flo R, tet A, str
B y sul 2 en Vibrio procedentes de los efluentes de una planta de tratamiento de
aguas residuales en Sudafrica; aguas en las que se podrian encontrar posiblemente

residuos de trimetoprim.

Figura 3
Genes de resistencia a la trimetoprim (dfrA) en cepas bacterianas aisladas de

Ucides occidentalis colectados de diferentes zonas del manglar de Tumbes

SBAC DBAC C1S c2B C6D SLAC SLAC C4J c2B C3J
90 54 BAC BAC BAC 93 34 LAC LAC LAC
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En lafigura 4 se aprecia que de las 25 cepas bacterianas evaluadas, 14 presentaron
el gen blaZ que es un ARG para la amoxicilina.

Figura 4
Genes de resistencia a la amoxicilina (blaZ) en cepas bacterianas aisladas de

Ucides occidentalis colectados de diferentes zonas del manglar de Tumbes

SBAC DBAC C1S C2B CBD SLAC SLAC C4J €28 C3J BC DC  sC
90 54 BAC BAC BAC 95 34 LAC LAC LAC 43 67 104

Genes de resistencia a amaxiciina (biaz)

-

Genes de resistencia a amaxicilina |
o

Pl

tencia a amoxicilina (be2)

Diez de las cepas, de manera consistente también fueron resistentes a este
antibiotico y dos de ellas tuvieron resistencia intermedia. Sin embargo, dos cepas
se mostraron sensibles al antibidtico, a pesar de portar el gen, esto se explica segun
lo indicado por Redin (2023), quien sefala que la presencia de un gen de
resistencia no garantiza que la cepa pueda expresar tal resistencia, pues existen

otros factores necesarios para que esta pueda producirse.
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Diversos estudios han mencionado que este antibidtico no es retenido en el
organismo y es excretado del cuerpo y termina en el medio ambiente por diferentes
via de contaminacion (Ghauch et al., 2009; Magdaleno et al., 2015). Una de estas
vias es la contaminacion de las agua residuales producidas por la poblacion que
habita en zonas cercanas al ecosistema del manglar (Moran & Hidalgo, 2016;
Niguén et al., 2021; Campania-Maza et al., 2025).

Por otro lado, Yu et al. (2023) en su investigacion encontraron genes de resistencia
a blaZ en cepas de Bacillus spp. aislados de sistemas de maricultura de China, este
reporte coinciden con aquellas bacterias que en este estudio presentaron este gen
de resistencia antibidtica.

En la figura 5 se observa la ausencia de ARGs (tetO, tetM, qnrB, qnrS, sul) en cepas
bacterianas identificadas molecularmente. De las 25 cepas evaluadas, ninguna
presentdé ARGs de tetraciclinas (tetO, tetM), pero cuatro de ellas resultaron
resistentes a la oxitetraciclina en el antibiograma. Esto se debe a que solamente se
evaluaron dos de los genes de resistencia a tetraciclinas, sin embargo, existen 46
genes de resistencia a tetraciclinas (Campafia, 2024), por lo que la resistencia
fenotipica observada se puede deber a cualquiera de los otros 44 genes de ARGs

que no fueron evaluados.

Figura 5

Genes de resistencia negativos (tetO, tetM, qnrB, qnrS, sul, fexA) en cepas
bacterianas aisladas de Ucides occidentalis colectados de diferentes zonas del

manglar de Tumbes
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Tampoco se hallaron genes de resistencia a ciprofloxacino (qnrS y qnrB). Sin
embargo, de las 25 cepas una fue resistente a ciprofloxacino, lo cual se justifica
porque los genes de resistencia a este antibidtico son abundantes; asi por ejemplo,
sélo en el caso de los genes de la familia qnr, se han reportado 91 variantes (Jacoby
et al., 2014), por lo que la cepa que fue fenotipicamente resistente a ciprofloxacino

pudo portar alguna otra variante de ARG que no fue evaluada para ciprofloxacino.

Respecto a la razén de por qué hay poca resistencia al ciprofloxacino, se puede
argumentar si bien es un antibiético comunmente usado en clinica humana
(Versporten et al., 2018); las pequefias poblaciones humanas asentadas en el
manglar (Instituto Nacional de Estadistica e Informatica [INEI], 2017), no aportarian
grandes cantidades de este antibiotico que pudieran ingresar al manglar y
consecuentemente las bacterias en este ecosistema no desarrollan resistencia a

dicho antibiético.

Asimismo, como ya se ha observado que existié la presencia de genes de sul y
dfrA, esto puede deberse a que estos antibidticos se han usado hace anos en
granjas acuicolas para controlar enfermedades bacterianas (Wu et al., 2025), sin
embargo ciertos antibidticos han dejado de usarse por el motivo que han sido

prohibido para el uso veterinario (Dos Santos, 2015).

Figura 6
Genes de resistencia negativos (tetO, tetM, qnrB, qnrS, sul, dfrA, fexA) en cepas
identificadas (Vibrio spp.) de Ucides occidentalis colectados de diferentes zonas del

manglar de Tumbes
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En la figura 7 se observa la presencia y ausencia de genes de amoxicilina (blaZ) y
florfenicol (ermB) en cepas de Vibrio spp. aisladas de U. occidentalis recolectados

en zonas de manglar de Tumbes.

Como ya se ha mencionado que las actividades antropogénicas generadas por la
acuicultura, agricultura y la poblacion introducen organismos resistentes a
diferentes antibidticos (Adesiyan et al., 2019; Jeamsripong et al., 2020). Diferentes
autores como Bergeron et al. (2017) han mencionado que los ambientes acuaticos
se han identificado como reservorios importantes de diversas bacterias que poseen
genes de resistencia a diferentes antibioticos. Algunas de estas bacterias comunes
corresponden al género Vibrio, de las cuales se han identificado 140 especies,
estas son autéctonas de ecosistemas marinos a nivel mundial (Da Silva et al.,
2021). Sin embargo, existen estudios como el de Adesiyan et al. (2019) en que se
han reportados cepas de Vibrio spp. resistentes a genes de amoxicilina (blapse y
blaoxa), por otra parte, el autor también menciona cepas de Vibrio spp. resistentes
a la ampicilina con presencia de genes ampC, un antibiético que pertenece a la

misma familia.

Figura 7
Genes de resistencia positivos para blaZ y ermB en cepas identificadas (Vibrio spp.)
de Ucides occidentalis colectados de diferentes zonas del manglar de Tumbes
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V. CONCLUSIONES

De los cangrejos (Ucides occidentalis) recolectados en diferentes zonas del
manglar de Tumbes, se aislaron en total 358 cepas bacterianas, de las cuales
se tomo una muestra de 90 cepas para el estudio: 19 cepas presuntivas de
Vibrio spp., 20 cepas de bacterias totales y 17 cepas presuntivas de cada
grupo: Bacillus spp., bacterias acido lacticas y coliformes. Adicionalmente se

evaluaron siete cepas de Vibrio spp. procedentes del cepario de la FIPCM.

Todas las cepas de los cinco grupos bacterianos tuvieron un indice de MAR
entre 0,0 y 0,8 aunque la mayoria se encontré entre 0,0 y 0,4; siendo que, solo
nueve cepas de Bacillus spp., tuvieron el indice MAR de 0,8. Quince, de todas
las cepas evaluadas, fueron multirresistentes y correspondieron 14 a Bacillus

spp. Yy una a Vibrio spp.

De las cepas bacterianas evaluadas respecto a su sensibilidad antibiética, se

encontré una muy baja resistencia al florfenicol (5,31%).

Las 7 cepas de Vibrio spp. identificadas molecularmente fueron resistentes a
un solo antibidtico (amoxicilina). Todas tuvieron un indice MAR de 0,2 y ninguna

fue multirresistente.

La mayoria de las cepas identificadas presuntivamente como Vibrio spp. fueron
resistentes de 1 a 4 de los 5 antibidticos evaluados, siendo la mayoria de ellas
resistentes a la amoxicilina. Su indice MAR estuvo entre 0,0 y 0,4 y ninguna de

fue multirresistentes.

La mayoria de las cepas presuntivas de Bacillus spp. resistieron de 1 a 4 de los
5 antibidticos ensayados. Su indice MAR vario6 entre 0,0 y 0,8 y cuatro de ellas

fueron multirresistentes.
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7) La mayoria de las cepas aisladas presuntivas de ser bacterias acido-lacticas
resistieron de 1 a 3 de los 5 antibiéticos ensayados. Su indice MAR vario entre

0,0 y 0,4 y ninguna fue multirresistente.

8) La mayoria de las cepas presuntivas de ser coliformes resistieron de 1 a 2 de
los 5 antibiéticos ensayados. Su indice MAR varié entre 0,0 y 0,4 y ninguna fue

multirresistente.

9) Ninguna de las 25 cepas evaluadas presentd genes de resistencia para

oxitetraciclina (tetO y tetM), ciprofloxacina (qnrB 'y qnrS), sulfametoxazol (sul).

10) El 56% de las 25 cepas evaluadas presentaron genes de resistencia a la
amoxicilina (blaZ) y al trimetoprim (dfrA); y el 20% al florfenicol (fexA'y ermB)

11) De las siete cepas de Vibrio spp. obtenidas del cepario de la FIPCM, 57%

tuvieron genes de resistencia a la amoxicilina (blaZ) y 14% al florfenicol (ermB).
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1)

VI. RECOMENDACIONES

Debido a que la cantidad de antibioticos ensayados en esta investigacion fue
reducida (cinco antibidticos), se recomienda realizar un ensayo mas amplio
incluyendo otros antibiéticos que permita diagnosticar mejor la resistencia

antibidtica en cepas aisladas de U. occidentalis.
Como se observo una discrepancia entre la resistencia antibiética fenotipica y

genotipica de algunas cepas, se recomienda analizar la presencia de otras

variantes de genes de resistencia distintas a las utilizadas en esta investigacion.
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Anexo 1. Fotografias tomadas durante la ejecucion de la tesis

Figura 8
Muestreo de Ucides occidentalis. a) Recoleccion de cangrejos en zonas de muestreo, b)
Ejemplares recolectados, c) Pesado de U. occidentalis y d) Registro del ancho

cefalotoracico de U. occidentalis

Figura 9
Colonias de cepas bacterianas aisladas. a) Colonias aisladas en medio TCBS, b) colonias
en medio MRS, c¢) y d) colonias aisladas en medio TSA y e) y f) cepas aisladas en caldo

lauril sulfato

Cepa C6B
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Figura 10

Purificacién de cepas bacterianas aisladas de tejidos de Ucides occidentalis

Cepa C1SBAC 1

Figura 11
Observacion microscopica de cepas tefiidas con tincion de Gram. a) Cepa presuntiva de
Vibrio spp. (coco bacilo negativo) b) Cepa presuntiva a Vibrio spp. (coco bacilo negativo) y

c) Cepa presuntiva a Bacillus spp. (bacilo positivo)
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Figura 12

Antibiogramas realizados en cepas aisladas de U. occidentalis. a) cepa DB 100 y b) cepa
DM 101

Figura 13

Proceso para la identificacion molecular de las cepas. a) extraccion de ADN, b)
cuantificacion de ADN, ¢) PCR y d) migracion de amplicones
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Anexo 2. Antibiogramas realizados en cepas bacterianas aisladas de U.

occidentalis
Tabla 19
Diametros de inhibicion (mm) de cepas bacterianas aisladas en TCBS de Ucides
occidentalis
Penicilinas Fluoroqui- Tetraciclinas Sutfonarmi- Fenicoles
nolonas da
£
— S
—_ =) g ©
z 5 s - g
& = g N 8
P 3 kS 3 S
3 o 2 82 2
Muestreo Zona Cepas = 5 S a8 2
1 ZA SNLMT SM18  22,00£2,65  29,67+153 18,67+1,53 17,00£2,65  33,00+3,00
El Bendito BI30  19,00#173  2333+1,53 12,6740,58 25334289  26,33+1,15
El Bendito BI33  29,00£2,65  29,00+1,73 10,67+0,58 32,67£2,08  34,67+4,16
Jeli Ji41 3833473  39,33+115  23,67+3,06 50,0040,00  33,00%1,53
DRT DI42  1833+153  23,00+1,00 10,67+1,53 23,67+3,21 28,67+1,73
Jeli JB53  39,0041,73 2933115  20,67+3,06 45674115  31,67+1,15
DRT DI79  22,00+¢361  26,00+1,00 18,002,00 23,33+153 32,332,552
2 ZA SNLMT SI22  14,00+361  19,67+0,58 19,00+1,73 22,00¢1,00  25,00+1,00
El Bendito BB27  2467+208  27,67+2,08  23,33+1,53 29,67+0,58  30,33+0,58
DRT DB100  867+1,53 26,00+4,36 18,67+0,58 10,00£2,00  32,0040,00
DRT DM 101  17,67#4,04  30,00+2,00 37,67+4,04 23,33+252  32,0042,65
Jeli JB110  20,33£058  33,67+0,58 19,67+0,58 25674115  20,33%0,58
3 El Bendito V1
El Bendito V5 8,67+2,08 23,0042,65 16,00+1,00 21,6741,15 19,00+1,00
El Bendito VI7  18,33+153  3267+2,08  20,33+1,15 30,67+1,15  26,00+1,00
Jeli V29 0,000,00 22,33+1,53 15,00+0,00 13,33+1,15 19,00+1,73
Jeli V33 10,00£0,00  27,00+1,73 15,33+1,15 11,330,58 19,007 81
DRT V39 16,0042,00  30,67+1,15  22,00+0,00 25,0043,61 25,000,00

Nota. DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del

Santuario Nacional los Manglares de Tumbes
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Tabla 20

Diametros de inhibicion (mm) de cepas bacterianas aisladas en TSA de Ucides

occidentalis
Penicilinas Fluoroqui- Tetraciclinas Suffonami- Fenicoles
nolonas da
_ 5
— S g I

2 5 g £ G

8 g = § 8

2 3 S 25 =

5 g g =iy 2

8 S 2 s 2

Muestreo Zona Cepas B s 3 3 e 2
1 ZA SNLMT ST 43 16,67+0,58 28,00+1,73 11,67+2,08 31,00+0,00 26,00+1,53
ZA SNLMT ST 44 18,67+3,79 32,33+2,52 10,67+3,06 36,67+2,89 27,67+2,52
Desembocadura DT45  39,67+0,58 35,00+2,65 23,00+1,00 48,00+1,73 35,00+0,58
DRT DT 46 16,33+0,58 31,67+4,73 18,67+2,08 28,00+1,00 29,00£2,52
Continua...
El Bendito BT 47 31,67+1,53 30,00+1,00 15,0042,00 29,67+0,58 29,67+4,04
El Bendito BT 48 38,67+5,51 38,00+1,73 19,67+1,53 32,67+2,08 28,67+2,00
Jeli JT76 16,67+2,08 30,67+5,13 14,67+1,53 27,67+2,08 29,67+1,53
Jeli JT 107 21,00+1,73 31,67+1,53 10,67+1,15 26,67+3,51 29,67+1,53
2 ZA SNLMT SM 14 0,0+0,00 35,33+0,58 13,67+0,58 18,00+1,73 0,00+0,00
ZA SNLMT SB 23 19,67+1,53 22,67+2,52 20,33+0,58 23,67+1,15 27,33+0,58
El Bendito BT 20 9,67+1,53 19,67+£1,53 23,00£1,73 14,33£1,15 20,67+1,15
Jeli JT 51 28,67+2,08 22,00+4,58 20,67+£1,53 16,67+2,52 22,67+2,08
DRT DT 52 26,67+1,15 32,67+1,15 25,33+1,53 30,00+1,73 30,00+£0,00
3 ZA SNLMT B3 29,67+0,58 29,67+0,58 17,00+1,73 20,00+1,73 7,33+0,58
ZA SNLMT B7 14,33+£2,89 27,00+0,00 17,33+0,58 22,67+2,52 9,00+1,00
El Bendito B21 0,00+0,00 16,00+0,00 10,67+0,58 15,67+0,58 20,00+0,00
El Bendito B26 23,67+3,21 41,00£1,73 8,00+1,00 22,67+2,31 29,00+1,00
Jeli B37 8,00+1,00 21,33+£1,53 9,00£1,00 14,00+1,00 23,00£0,00
DRT B47 8,33+0,58 20,0040,00 12,67+0,58 20,33+0,58 21,00£0,00

Nota. DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del

Santuario Nacional los Manglares de Tumbes
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Tabla 21

Diametros de inhibicion (mm) de cepas bacterianas aisladas en TSA de Ucides

occidentalis presuntivas a Bacillus spp.

Penicilinas Fluoroqui- 4.4 - ciclinas Sulfonami- Fenicoles
nolonas da
£
_ = 5
—_ j=2) 3
2 o 8 £ g
& o e 8 3
Muestreo Zona Cepas = s 3 28 2
1 DRT DBAC54 22,00£2,00  28,33+1,53 13,00+1,73 25,67+2,08 32,67+0,00
DRT DBAC55 12,67+0,58  29,67+0,58 18,00+1,00 19,00+1,00 29,00+3,21
El Bendito BBAC 57 16,00+1,00  30,00+0,00 17,33+3,21 25,33+2,08  28,33+3,06
Jeli JBAC 88 22,67+2,08  33,00+2,89 24,00+1,73 45,33+3,79  34,33+6,93
ZA SNLMT SBAC90 11,33%1,15  22,33+0,58 12,0043,46 14,00+3,00 28,00+2,31
2 DRT DBAC 30 29,67+0,58  31,00+0,00 27,00+1,00 27,67+0,58  31,00+1,00
Jeli JBAC 31 19,33+1,15  22,67+1,15 20,00+1,73 23,33+1,15 30,67+1,15
Jeli JBAC32 18,671,145  30,00+1,00 26,00+1,00 30,67+1,53  23,67+1,15
ZA SNLMT SBAC 81 20,00+0,00  30,00+1,00 29,33+1,15 32,33+2,52  24,67+0,58
El Bendito BBAC 82 17,33+1,15 15,67+1,15 21,67+2,08 18,00+1,00 25,33+0,58
El Bendito BBAC 83 24,33+1,15  30,33%1,15 25,67+1,15 18,33+2,08  30,00+0,00
3 ZA SNLMT C1S-BAC 8,00+0,00 14,33+0,58 9,33%£1,15 20,00+0,00 23,67+0,58
ZA SNLMT C4S-BAC 11,33+1,15 15,33+0,58 9,67+0,58 17,33+0,58 19,67+0,58
El Bendito C2B-BAC 8,67+0,58 22,33+0,58 10,67+0,58 13,33+2,89  21,67+1,15
Jeli C6J-BAC 15,33+0,58  22,33+0,58 15,67+1,15 15,0040,00 28,33+0,58
DRT C2D-BAC 16,33+0,58  24,67+0,58 18,67+1,15 30,33+0,58  28,33%0,58
DRT C6D -BAC  8,00+0,00 23,0040,00 12,33+1,15 14,67+2,52 18,00+0,00

Nota. DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del

Santuario Nacional los Manglares de Tumbes
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Tabla 22

Diametros de inhibicion (mm) de cepas bacterianas aisladas en MRS de Ucides

occidentalis presuntivas a BAL

Penicilinas Fluoroqui- .ot - ciclinas Sulfonami- Fenicoles
nolonas da
£
= g

£ 2 E £ =)

] e < S =

o S £ g =

= 2 S g _ 8

£ % § 52 8

Muestreo Zona Cepas £ & ES 28 2
1 ZA SNLMT SLAC93 22,00+2,65 24,67+252 11,00+£1,00 28,67£1,15  28,67+1,53
ZA SNLMT SLAC98 18,33+1,53  32,33+2,52 10,33+3,51 29,33+2,08  27,33+2,65
ZA SNLMT SLAC 100 30,00+4,36  34,67+4,62 23,67£1,53 15,67£3,79  29,67+1,73
El Bendito BLAC 101 24,00£1,00  33,33+2,89 12,0041,73 27,00+1,00 27,00£3,21
DRT DLAC 105 15,67+1,53  22,00+0,00 11,33+1,53 21,00+1,00 27,00£2,31
2 ZA SNLMT SLAC 34 14,67+2,52 13,00+1,00 19,33+1,15 9,00+1,00 18,67+1,53
El Bendito BLAC 38 28,67+1,15 16,33+2,08 19,33+1,15 18,00+0,00 16,67+0,58
El Bendito BLAC 39 23,67+2,89  30,00+1,00 29,33+2,08 16,00+1,73  29,67+1,53
DRT DLAC42 22,33+2,31 17,67+0,58 21,00+2,65 19,33+4,04 32,33£2,52
Jeli JLAC43 17,33+0,58  24,33+0,58 20,00+0,00 21,00+£0,00  20,67+2,31
Jeli JLAC44  23,00+1,00  29,00+1,73 26,33+1,15 10,67+1,15  23,33+2,89
3 DRT C1D-LAC 21,33+1,15  22,33+0,58 6,67+0,58 24,33¢£1,15  20,67+0,58
DRT C2D-LAC 16,33£0,58  26,33+1,15 17,33+2,08 24,33£058  25,67+1,15
Jeli C3J-LAC  6,00+0,00 15,67+0,58 8,67+0,58 18,67+1,15  22,00+0,00
Jeli C4J-LAC  14,33+1,15  19,67+1,53 20,00+0,00 14,33+1,15  25,00+0,00
El Bendito C2B-LAC  7,33+0,58 16,33+0,58 10,00+0,00 20,33+0,58  20,67+0,58

Nota. DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del

Santuario Nacional los Manglares de Tumbes
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Tabla 23

Diametros de inhibicién (mm) de cepas bacterianas aisladas en caldo lauril sulfato

de Ucides occidentalis

Penicilinas Fluoroqui- Tetraciclinas Sulfonami- Fenicoles
nolonas da
£
- 5
2 2 5 £ =)
S > < 3 =
= 5 £ g e
= g S e E
Muestreo Zona Cepa £ & 3 28 2
1 Bendito BC49  9,00+1,73  30,00+0,00  867+3,06  2967+058  28,67+3,79
ZA SNLMT SC50  18,67+058  32,33+252  13,0042,65  28,00+173  27,00+0,58
El Bendito BC69  24,00+1,00 32,67+2,08  12,33+252  26,00£1,00  28,00+321
El Bendito BC84  2667+2,89  30,67+1,15  19,67+1,53  29,00+1,73  29,00%1,15
El Bendito BC106 22,67+2,08  3333+2,89  24,00+173  4533+379  34,3316,93
Continua...
2 ZA SNLMT SC66 13674231  16,33+0,58  16,67+0,58  24,67+153  26,67+0,58
DRT DC67  1500+1,73  27,67+0,58  10,00+1,00  13,00£1,00  19,33%1,15
Jeli JC68  2567+115  13,00+1,00  1567+2,08  16,67+058  15,67+0,58
El Bendito BC69-C  20,00£0,00  33,00+173  14,33x1,15  16,33+231  12,33+0,58
DRT DC70  1567+1,15  18,00+2,00  20,67+1,15  27,33+0,58  26,67+0,58
ZA SNLMT SC104  14,00+173  1433+1,15  12,00£2,65  9,67+0,58 24,671,115
3 ZA SNLMT C3S-COL 2500+£1,00 29,67+0,58  21,67+0,58  30,67+115  28,00+2,00
El Bendito C5B-COL 10,67+0,58  20,33+0,58  16,67+153  2333+153  23,33+2,52
DRT C6D-COL  10,00£0,00  2167+153 17,671,415  21,00+1,00  22,33%0,58
DRT C7D-COL 10,67£0,58  21,00+1,73  17,00+1,00  20,67+2,08  23,00%1,73
Jeli C4J-COL  10,00+1,00 20,33+0,58  16,67+#1,53  22,33+1,15 2533058

Nota. DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del

Santuario Nacional los Manglares de Tumbes
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Tabla 24

Diametros de inhibicion (mm) de Vibrio spp. tomadas del cepario de la FIPCM de

Ucides occidentalis

Penicilinas Fluorogui- Tetraciclinas ~ Sulfonamida Fenicoles
nolonas
=
- 5
3 2 = £ )
3 2 e S B
o S 5 g s
£ 2 = 2 _ 8
Zona  Codigo Especie* £ 5 3 2l 2
A 4C V. fortis 14,00+2,65 35,00+1,00 21,33%1,15 32,3342,52 28,00+1,73
5B-hem V. alginolyticus 1,3344,04 37,67+2,08 26,33%1,15 37,3342,52 32,0042,00
15B-Int V. alginolyticus 17,67+3,06 44,0045,20 22,3340,58 36,0042,00 27,6745,86
16 B-Int V. alginolyticus 22,0042,00 26,00+1,00 22,3340,58 19,33+3,06 28,33+1,53
B 23 hep V. parahaemolyticus ~ 21,67+1,53 39,00£1,73 34,00+1,73 37,00+£3,00 30,00+0,00
45 int V. alginolyticus 14,33+0,58 37,00+4,36 21,6740,58 36,00+4,00 27,67+2,08
53 int V. alginolyticus 15,00+2,65 34,33+£1,53 21,6740,58 34,3343,79 29,33+1,15

Nota. *Genero Vibrio

A. Bendito

B. Puerto Pizarro
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Anexo 3. Andlisis estadistico, ANOVA y prueba de Kruskal-Wallis

Tabla 25
Promedio + Desviacion estandar de cepas aisladas de U. occidentalis recolectados

en diferentes zonas del manglar de Tumbes

Cepas . Cepas . Cepas
) Bacterias . Bacterias .

Zona presuntivas totales presuntivas acido lacticas presuntivas

(Vibrio spp.) (Bacillus spp.) (coliformes)
ZA SNLMT 6,678,142 11,30+3,79° 5,00+2,002 3,673,797 2,67+1,532
DRT 6,00£3,612 12,0046,002 5,00£1,002 3,673,062 2,33+2,082
El Bendito 11,30+8,96° 11,008,722 4,67+1,53° 2,33+1,532 4,33+0,58°
Jeli 5,33+4,04° 6,67+4,73% 5,00+0,002 2,00+1,732 1,00+1,002

Nota. DRT: Desembocadura del rio Tumbes. ZA SNLMT = zona de amortiguamiento del

Santuario Nacional los Manglares de Tumbes

Tabla 26
Analisis de varianza (ANOVA) de cepas aisladas de U. occidentalis recolectados

en diferentes zonas del manglar de Tumbes

Suma de Media

Cepas aisladas ANOVA Cuadrados gl Cuadratica F p
Cepas presuntivas ~ Zona 66,7 3 222 0,505 0,689
(Vibrio spp.)

Residuos 352 8 44
Bacterias totales Zona 52,9 3 17,6 0,475 0,709
Residuos 297,3 8 37,2
Cepas presuntivas ~ Zona 0,25 3 0,0833 0,0455 0,986
(Bacillus spp.)
Residuos 14,667 8 1,8333
Bacterias acido Zona 6,92 3 2,31 0,318 0,812
lacticas
Residuos 58 8 7,25
Cepas presuntivas ~ Zona 16,9 3 5,64 2,82 0,107

(Coliformes)
Residuos 16 8 2
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Tabla 27

Prueba de Kruskal-Wallis de cepas aisladas de U. occidentalis recolectados en

diferentes zonas del manglar de Tumbes

Kruskal-Wallis X2 gl
Cepas presuntivas (Vibrio spp.) 0,9821 3 0,806
Bacterias totales 2,7597 3 0,43
Cepas presuntivas (Bacillus spp.) 0,0442 3 0,998
Bacterias acido lacticas 0,3839 3 0,944
Cepas presuntivas (Coliformes) 6,0842 3 0,108
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Anexo 4. Protocolo de extraccion de ADN

A. Agregue 100 ul de NaCl 5 M y mezcle con vértex (este paso es importante ya
que el complejo CTAB-ADN precipitara si la concentracion de NaCl es menor a
0,5 M).

B. Agregue 80 ul de solucion CTAB/NaCl (lo que, en conjunto con la solucion
anterior, permitira remover residuos como proteinas y polisacaridos unidos al CTAB
y mantener y mantener los acidos nucleicos en solucién).

C. Agite la muestra e incube a 65 °C durante 15 minutos.

D. Agregue un volumen igual (aproximadamente 700 a 800 pl) de cloroformo-
alcohol isoamilico.

E. Agite la muestra en un agitador de tubos durante 5 minutos y centrifugue a 14rpm
por 5 minutos.

F. Extraiga la fase acuosa (fase superior) y transfiera a un nuevo tubo (evitar tocar
o transferir la interfase).

G. Elimine los residuos de cloroformo-alcohol isoamilico adecuadamente (en un
frasco de residuos de solventes organicos).

H. Realice un segundo lavado, repitiendo los pasos desde el punto d.

I. A la fase acuosa obtenida luego del segundo lavado, agregue 0,6 volumenes de
isopropanol, respecto al volumen recuperado de la fase acuosa (aproximado 600-
700 pl).

J. Agite la muestra (observar el inicio de la precipitacion del ADN) e incube a -20 °C
por 30 minutos

K. Centrifugue a 14 000 rpm por 10 minutos y elimine el sobrenadante con cuidado
de no perder el pellet de ADN.

L. Agregue 1 ml de etanol al 70% y agite manualmente de modo que el pellet y la
pared del tubo se laven, seguido centrifugue a 14 000 rpm por 3 minutos y elimine
el sobrenadante y quédese con el pellet.

M. Repita el lavado, una vez mas como minimo.

N. Agregue entre 20 a 100 ul de agua NFW o buffer TE (dependiendo de la cantidad

de ADN precipitado), para disolver el pellet y almacénelo a -20 °C.

112



Anexo 5. Evaluacién del rendimiento y calidad del ADN extraido

A. Determine la concentracion de ADN y la pureza de la extraccion colocando un
volumen entre 1 a 2 ul en un espectrofotdmetro nano drop onec (Thermo Scientific)
se proporciona en la unidad seleccionada ((ng/pl, pg/ul, o ug/ml) los célculos se
basan en una variaciéon de la ecuacion de la ley de Beer que utiliza el valor de
absorbancia de acidos nucleicos corregido.

B. Verifique que el indice de pureza (A260/280) sea mayor o igual a 1,8 que
indicaria que hay baja contaminacion por proteinas y que el indice de pureza
(A260/230) sea mayor o igual a 2 que indicaria que hay baja contaminacién por
ARN.

C. Para evaluar la integridad del ADN extraido: prepare un gel de agarosa entre 0,8
a 1% en buffer TAE 1x. Antes de que gelifique agregue el agente fluorescente
intercalante entre nucleétidos, para la tincion de acidos nucleicos (ej. Gelred,
runsafe, Syber safe, etc.)

D. Con una micropipeta mezcle 2 ul de ADN con 1 pl de buffer de carga 6x.

E. Coloque la muestra en un pocillo del gel, ademas seleccione uno de los pocillos
para colocar un marcador de peso molecular de fragmentos grandes (ej. de 0,25 a
10 kb).

F. Realice una corrida electroforética horizontal a 90 V, por 30 a 35 minutos.

G. Retire el gel de la camara electroforética y coléquelo sobre la pantalla del
transiluminador de luz UV o luz azul (dependiendo del agente fluorescente utilizado
para el gel).

H. Capture la imagen y coloque en la bitdcora correspondiente
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