UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SANTA
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA ACADEMICA PROFESIONAL DE BIOLOGIA EN ACUICULTURA
INFORME DE TESIS

UNS

UNIVERTZSIDAPD

NACIONAL DEL SANTA

Identificacion bioquimicay susceptibilidad antimicrobiana de bacilos Gramnegativos
presentes en la primera etapa del proceso productivo en hatchery de alevines de Arapaima
gigas “Paiche” en Pucallpa — Ucayali, Peru.

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE BIOLOGIO ACUICULTOR

AUTOR: Bach. Marielva Morayma Melendez Cerrinos

ASESOR: Dr. Carlos Alberto Azafiero Diaz

Nuevo Chimbote, 2017



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SANTA
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA ACADEMICA PROFESIONAL DE BIOLOGIA EN ACUICULTURA
INFORME DE TESIS

UNS

UNIVERSIDAPD

NACIONAL DEL SANTA

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE BIOLOGIO ACUICULTOR

Identificacion bioquimica y susceptibilidad antimicrobiana de bacilos
Gramnegativos presentes en la primera etapa del proceso productivo en
hatchery de alevines de Arapaima gigas “Paiche” en Pucallpa — Ucayali, Pera.

Revisado y aprobado:

M. Sc. Angel Castro Alvarado Blgo. Acui. Sorayda Mendoza Espinoza
PRESIDENTE SECRETARIA

Dr. Carlos Alberto Azafero Diaz
INTEGRANTE

Nuevo Chimbote, 2017



DEDICATORIA

Dedico este trabajo principalmente a Dios, por haberme dado la vida y permitirme
llegar hasta este momento tan importante de la vida.

A mi madre, por ser el pilar mas importante de la familia y por demostrarme su
apoyo incondicional.

A mi padre por ser el hombre que me inculcé sus valores y el amor a la familia, por
Sus consejos y reganos.

A mis hermanos y hermana que siempre estan a mi lado en los mejores y peores
momentos.

Meléndez Cerrinos Marielva Morayma



AGRADECIMIENTOS

Al Ing. Jorge Moya Carias, Gerente General de AMAZON FISH PRODUCTS S.A. por
su apoyo profesional, por su amistad y por darme la oportunidad de desarrollarme
profesionalmente en el ambito del desarrollo de la acuicultura del paiche.

Al Blgo. Luis Henostroza Miranda, Gerente de Produccion de AMAZON FISH
PRODUCTS S.A. por sus ensefianzas en la produccion del paiche, por ser parte
importante de mi formacién personal, por sus valiosos consejos y sobre todo por su
amistad brindada.

A mi asesor Dr. Carlos Azafero Diaz, docente de la Universidad Nacional del Santa,
por impartir los conocimientos necesarios para la realizacion de este trabajo de
investigacién, asi como, por sus consejos, tiempo y dedicacion.

Al M.Sc. Willian Capa Robles, docente de la Universidad Nacional del Santa, por su
amistad, consejos y apoyo brindado.

Gracias a mi buen amigo Gustavo Rojas Salvador por su apoyo desinteresado, por
Sus consejos Yy por siempre darme la mano cuando es necesario.

Gracias a todas las personas que ayudaron directa e indirectamente en la realizacion
de este informe de tesis.



INDICE

DEDICATORIA - i
Y] 27 B o | ] AV 0 —— i
INIDICE DE FIGURAS -=--mmnmmm e mm oo e iv
INDICE DE TABLAS --=-=--smmem e mm e e e e e Vv
INDICE DE ANEXOS ----nnnnnmmmmmmmmmmmmmmmm e Vi
]S | ] USSR UTSEETETTRRR————— Vii
AB S T RA CT - e mm e viii
l.  INTRODUCCION =-=ememmemme e em oo oo e e e e 1
[I.  MATERIALES Y METODOS ---mnmmmmmmmm e oo 6
2.1. Localizacion del area de trabajo ---------=-========mmmmmmomm oo 6
2.2. Obtencidn, transporte del material biol0gicO --------------=-=---=-mmmmmemmmmmeo- 6
2.3. Preparacion de las muestras para el analisis bacterioldgico -------------------- 8

- Recuento de bacterias Gramnegativas -------==-================m=mmmmmmmmoemmoooo 8

2.4. Aislamiento y obtencion de colonias puras ------------=-=-=-===m-m-mmemmommmeeee 10
2.5. ldentificacidén de bacilos Gram negativos con sistema API| 20E --------------- 10
2.6.  Susceptibilidad antimicrobiana -----=-============m=mmm e 11
2.7. Analisis estadiStiCo: =-=--===s==emmnmemmmm e 11
ll. RESULTADOS ----nnnnnnnmmmmmmmmmmeee e 12
IV. DISCUSIONES ------nnnnnnnmmmmmmmmmmmm e 20
V. CONCLUSIONES ----m-mnmemmmmm oo e e 25
VI. RECOMENDACIONES ---=-====n=nmsommmne oo e e e e e e e oo 26
VIl.  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS -------mmmm oo 27

0 — 30



INIDICE DE FIGURAS

Figura 1. Localizacion de Laboratorios Natura Analitica S.A.C en Pucallpa - Ucayali,

Figura 2. Flujograma de la preparacion de las muestras para la realizacion del

recuento DACTEITAN0 -=-=-=====nmm e e e e e e e e e e 9

Figura 3. Aislamiento y siembra de cultivos puros en tubos de ensayo con medio

Figura 5. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de los cultivos puros en medio

Muller Hinton (Sacsaquispe & Velasquez, 2002). -------=-=-=-===mmmmmmmmmmmmmmmem o omeoee 11

Figura 6. a) Alevines de A. gigas con evidencia de natacién aletargada. b) Cambio

en la coloracion de la piel e hinchazén abdominal. -----------=-=-=-=-m-m-mmmm e 12

Figura 7. Crecimiento bacteriano en medio Muller Hinton de la muestra de agua de

cultivo en el primer y sSegundo MUESLI0. ------=-==mmmmmmm oo oo 16

Figura 8. a) Susceptibilidad antimicrobiana de Edwarsiella tarda. b) Resistencia de

Stenotrophomonas maltophilia frente a Cefalotina. --------------=======—-mommmme e 17


file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441540
file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441540
file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441541
file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441541
file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441543
file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441543
file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441544
file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441544
file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441545
file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441545
file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441547
file:///C:/Users/Marielva/SkyDrive/Documentos/MARIELVA/REDACCION%20TESIS5.docx%23_Toc475441547

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Valores promedios de los parametros fisico quimicos del agua de cultivo de
A. gigas “Paiche” durante la primera etapa de su cultivo en hatchery en Pucallpa,
Ucayali - Perl —-------mmm oo 12

Tabla 2. Identificacion de bacilos Gramnegativos, con API20E, presentes en la
primera etapa del proceso productivo en hatchery de alevines de A. gigas en
Pucallpa — Ucayali, Peru. --------=-m-m oo 14

Tabla 3. Identificacion bioquimica con sistema APl 20E de bacilos Gramnegativos
presentes en la primera etapa del proceso productivo en hatchery de alevines de A.
gigas en Pucallpa — Ucayali, Peru. ---------m-mmm e 14

Tabla 4. Bacilos Gramnegativos presentes en agua, alimento y alevines de A. gigas
en Pucallpa — Ucayali, Peru. -------=-m-mmmm e 15

Tabla 5. Recuento de bacilos Gramnegativos presentes en agua, alimento y alevines
en la primera etapa del proceso productivo en hatchery de alevines de A. gigas en
Pucallpa — Ucayali, Peru. ------=-m-mmm oo 16

Tabla 6. Promedio de los recuentos totales expresados en Log;o UFC/mL de bacilos
Gramnegativos presentes en laprimera etapa del proceso productivo en hatchery de
alevines de A. gigas en Pucallpa — Ucayali, Peru. ------==-=====mmmmmm e 17

Tabla 7. Susceptibilidad antimicrobiana por discos de difusibn de bacilos
Gramnegativos presentes en la primera etapa del proceso productivo en hatchery
de alevines de A. gigas en Pucallpa - Ucayali, PerQ. ----------=-=-=-m-mcmrmmmmmemeo 18

Tabla 8. Valores de los diametros de la susceptibilidad antimicrobiana de bacilos
Gramnegativos presentes en la primera etapa del proceso productivo en hatchery
de alevines de A. gigas en Pucallpa — Ucayali, PerQ. ----------=-=-=--m-mmmmommm oo 19

Tabla 9. Valores de los diametros de la accion inhibitoria de los antimicrobianos
sobre el crecimiento de bacilos Gramnegativos presentes en la primera etapa del
proceso productivo en hatchery de alevines de A. gigas en Pucallpa - Ucayali, Pera.



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Galeria APl 20E incluye 20 micro tubos que contienen sustratos
deshidratados ----=-========mm oo 312

Anexo 2. Discos de sensibilidad antimicrobiana para bacterias Gramnegativas------ 32

Anexo 3. Identificacion al 99.9 % de Plesiomonas shigelloides con el sistema API

Anexo 4. Bacterias Gramnegativas identificadas de las muestras de agua, nauplios
de Artemia y alevines de paiche, con el sistema API 20E ----------------=-mmemrmmmmmmee 34

Vi



RESUMEN

Se identificd bioquimicamente y evalud la sensibilidad antimicrobiana de bacilos
gramnegativos hallados en muestras de alevines de Arapaima gigas paiche,
nauplios de Artemia sp., alimento extrusado comercial, agua de pozo y del agua de
cultivo de los alevines de paiche; a partir de estas muestras se realizé el recuento
bacteriano por diluciones seriadas y siembra en superficie en agar MacConkey y el
aislamiento de colonias puras para su identificacion con el sistema miniaturizado
API20E para bacilos Gramnegativos, que fueron identificadas mediante el programa
APIWEB de donde se report6 la presencia de bacterias del genero Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Vibrio, Bordetella, Eikenella, Aeromonas, Plesiomonas vy
Edwardsiella. Se determind la sensibilidad antimicrobiana, existiendo diferencias
significativas (P<0.05) segun la prueba de Tukey entre los bacilos Gramnegativos
mas sensibles a los antimicrobianos como Edwardsiella tarda y Plesiomonas
shigelloides y los menos sensibles como Pseudomonas fluorescens vy
Stenotrophomonas maltophilia; de igual manera se obtuvo que los antibacterianos
mas efectivos contra los bacilos Gramnegativos encontrados en la primera etapa del
proceso productivo en hatchery de alevines de A. gigas fueron Ciprofloxacino y

Ceftazidima y el menos efectivo fue Cefalotina.

PALABRAS CLAVE: Identificacion bioquimica, bacilos gramnegativos, sensibilidad
antimicrobiana, antibacterianos, hatchery, alevines, Arapaima gigas.
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ABSTRACT

Biochemically identified and evaluated the antimicrobial sensitivity of gram-negative
bacilli found in samples of fingerlings of Arapaima gigas paiche, nauplii de Artemia
sp., food commercial extruded, water well & water from paiche fingerlings cultivation;
starting from these samples is carried out the count bacterial by dilutions serial and
sowing in surface in agar MacConkey and the isolation of colonies pure for its
identification with the system miniaturized API20E for bacilli gramnegative, that were
identified through the program APIWEB of where is reported the presence of bacteria
belonging to Pseudomonas, Stenotrophomonas, Vibrio, Bordetella, Eikenella,
Aeromonas, Plesiomonas and Edwardsiella. Determined the antimicrobial sensitivity,
there are significant differences (P < 0.05) according to the Tukey test between the
more sensitive gram-negative antimicrobial as Edwardsiella tarda and Plesiomonas
shigelloides and less sensitive as Pseudomonas fluorescens and Stenotrophomonas
maltophilia; Similarly obtained the antibacterial more effective against gram-negative
bacilli found at the first stage of the production process in hatchery fingerlings of A.
gigas were Ceftazidime and ciprofloxacin and the least effective was Cephalothin.

Key words: Biochemical identification, gram-negative bacilli, antimicrobial sensitivity,

antibacterial, hatchery, fingerlings, Arapaima gigas.
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. INTRODUCCION

La produccién mundial de pescado sigue creciendo a un ritmo mas réapido que la
poblacion mundial y la acuicultura se mantiene como uno de los sectores de
produccion de alimentos de mas rapido crecimiento; en 2012, la acuicultura
establecio otro maximo historico de produccion y ahora proporciona casi la mitad del
pescado destinado a la alimentacion humana (FAO, 2014). La oferta mundial per
capita de pescado alcanzé un nuevo maximo historico de 20 kg en 2014, gracias a
un intenso crecimiento de la acuicultura, que en la actualidad proporciona la mitad
de todo el pescado destinado al consumo humano, y a una ligera mejora de la
situacion de determinadas poblaciones de peces como consecuencia de una mejor

ordenacion pesquera (FAO, 2016).

A nivel mundial, la acuicultura se desarrolla en tres tipos de ambientes acuaticos,
marinos, continentales y salobres y de estas, la produccion que ha tenido un mayor
crecimiento ha sido la realizada en los ambientes continentales (PRODUCE, 2011);
a lo que la FAO (2016) indica que en 2014 la produccion de animales acuéticos
procedentes de la acuicultura ascendié a 73,8 millones de toneladas, con un valor de
primera venta estimado de 160.200 millones de USD. Este total se compuso de 49,8
millones de toneladas de peces de escama (99.200 millones de USD), 16,1 millones
de toneladas de moluscos (19.000 millones de USD), 6,9 millones de toneladas de
crustaceos (36.200 millones de USD) y 7,3 millones de toneladas de otros animales

acuaticos como los anfibios (3.700 millones de USD).

En el Pera es posible dividir la acuicultura en dos grupos: la que se realiza en aguas
marinas (maricultura) y la que se efectla en aguas dulces (acuicultura continental).
Dos de las tres especies con mayor produccion en el 2012 provienen de la
maricultura (34.3% en conchas de abanico y 24.6% en langostinos), mientras que en
cuanto a la acuicultura continental sélo la trucha tuvo una participacion significativa,
con 34.3%, aunque se ha percibido crecimiento en industrias nacientes, como la
tilapia, el paiche y la gamitama (Belaunde & Reto, 2014). En la Amazonia peruana
se consume al afio unas 80 000 toneladas de pescado, lo que es parte de la
seguridad alimentaria en la region y una gran fuente de trabajo para las

comunidades locales de pescadores.



Con referencia a Arapaima gigas “paiche”, esta especie, pertenece a la familia
Arapaimidae, es el pez de escama mas grande de las cuencas del Amazonas, el
Orinoco, en Venezuela y el Essequibo, en Guyana; en su medio natural puede
alcanzar hasta tres metros de longitud y 250 kg de peso y a pesar de su gran
tamafio se le puede cultivar con buenos resultados en diversos ambientes y con
diferentes alimentos. En el Per se encuentra en las cuencas bajas de los rios Napo,
Putumayo, Marafién, Pastaza y Ucayali, con abundancia en la Reserva Nacional
Pacaya Samiria, es una de las especies mas promisorias para el desarrollo del
cultivo intensivo de peces en la regién amazénica (IIAP, 2006). Con producciones
gue pueden llegar a 8,000/kg/ha/afio habita en lagos y rios con temperaturas entre
24 y 31°C (Chu-Koo, 2006), gran rusticidad al manipuleo, respiracion aérea
(Fontenele, 1953; 1955) y soportan altas densidades, condiciones que pueden
facilitar su crianza en sistemas intensivos (Cavero, 2002). Considerado el pez
amazoénico con la mejor carne; también se aprovechan las escamas, para
artesanias, y la lengua en Brasil para preparar el guarana. El Paiche tiene gran
potencial para la piscicultura en la Amazonia, donde se ha desarrollado la tecnologia
necesaria (II1AP, 2000).

La ausencia de una oferta exportable de esta especie hace absolutamente necesario
la implementacion de mayores recursos humanos y econémicos para investigacion,
de modo tal, que se logre superar los cuellos de botella actuales tales como la
sanidad y la nutricion que limitan las tecnologias de produccién de esta promisoria
especie de la acuicultura amazonica (Del Risco, 2008); sin embargo, dentro de la
problematica de la produccibn de esta especie se considera importante las
enfermedades causadas por bacilos Gramnegativos, lo cual es importante las

medidas de control y prevencion.

Los peces llevan a cabo todo su ciclo de vida en el agua, lo que permite un contacto
intimo con una variedad de microbiota, incluyendo bacterias patégenas Yy
oportunistas, que pueden colonizar la superficie externa e interna de éstos (Austin &
Austin, 1987). Las condiciones de sanidad en los peces son alteradas por
variaciones ambientales tales como la temperatura, el pH, la concentracion de
oxigeno disuelto, o varios contaminantes (Rodsaether et al., 1977; Wedemeyer &
Goodyear, 1984).



Los peces dulceacuicolas, tanto en condiciones naturales como de cultivo, son
susceptibles al ataque e invasion de agentes virales, bacterianos, micoticos y
parasitarios, conocidos como patdgenos facultativos, que ingresan a las
instalaciones de cultivo, conviviendo con los peces sin ocasionarles dafio—sin
presentar manifestaciones clinicas de la enfermedad; sin embargo si las condiciones
se tornan desfavorables para los peces, pueden bajar sus defensas naturales y el
microorganismo invade al hospedero, comportdndose como un patégeno y
ocasionando altas tasas de mortalidades en las piscifactorias (Centeno & Silva,
2004).

En el cultivo de peces, la explotacion intensiva permite el manejo de altas
densidades de organismos por unidad de area; en efecto , este tipo de gestion con
frecuencia conduce a niveles elevados de estrés, lo cual afecta su estado
inmunolégico propiciando una mayor proliferacion de bacterias oportunistas que
causan enfermedades y con manifestaciones que van desde el crecimiento lento,
reduccion de las tasas de fecundidad, hasta la aparicibn de graves epidemias
teniendo como resultado una alta mortalidad (Thatcher,1991; Pavanelli et al, 1998).
Estas bacterias constituyen una fuente potencial de infeccion para el hombre,
produciendo patologias como: gastroenteritis, diarreas espontaneas e infecciones
extraintestinales (Joklik et al., 1998). Como resultado de estos estudios se han
aislado bacterias de importancia sanitaria, tanto para especies icticas como para la
salud publica, resaltando bacilos Gramnegativos maviles, ampliamente distribuidos
en ambientes acuaticos, suelo, agua y plancton (Alvarez & Agurto, 2000). Raz6n por
la cual, el cultivo intensivo de peces merece una atencion especial que representa:
altas inversiones y elevadas densidades de cultivo, que exigen manejo y monitoreo
constante de los parametros relacionados con el cultivo, proporcionando condiciones

necesarias para el mejor crecimiento de los peces (Henostroza, 2010).

Dentro de las bacterias Gramnegativas, los fermentadores oxidasa-positivos,
particularmente especies de Aeromonas, Plesiomonas, Vibrio, Salmonella, Shigella y
Campylobacter, se describen como los principales patégenos entéricos; sin
embargo, el surgimiento de varias especies nuevas de Campylobacter y Vibrio con
manifestaciones clinicas proteiformes hace necesario que se tomen en cuenta como

causas potenciales de enfermedades extraintestinales (Koneman et al., 1992).
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Los antibidticos son compuestos relativamente sencillos producidos por bacterias u
hongos que atacan especificamente a las bacterias e interfieren en algun paso del
metabolismo donde encuentran un blanco adecuado. Desde el descubrimiento de la
penicilina, se han establecido docenas de nuevos tipos de antibidticos y optimizado
o0 sintetizado cerca de una centena (Sanchez, 2006). Un farmaco que perturba una
funcién microbiana que no existe en células eucariotas animales va a tener una

toxicidad selectiva mayor y un indice terapéutico mayor.

Los mayores problemas econdémicos en el cultivo de especies tropicales estan
asociados con bacterias que forman parte de la microbiota de los peces, que en
ocasiones pueden actuar como patdgenos oportunistas dependiendo de la calidad
del agua de cultivo y provocando altas tasas de mortalidad de hasta el 70% del
cultivo en un mes con pérdidas econdmicas de hasta 251,392.00 nuevos soles al
afio aproximadamente. Ante la problematica de empresas dedicadas al cultivo de A.
gigas, se han tomado muchas medidas para mitigar las pérdidas econémicas por
mortalidad durante los primeros meses de cultivo de los alevines de dicha especie,
ante la ausencia de métodos efectivos en el control de las enfermedades en torno a
la utilizacién de antimicrobianos como una practica rutinaria y debido a que no se
han reportado estudios sobre la identificacién de bacilos Gramnegativos en alevines
A. gigas presente en la primera etapa del proceso productivo, que comprende el
primer mes de vida, y que estén asociados a altas mortalidades, es que se decide
realizar el estudio del mismo para especificar las bacterias patégenas y la
sensibilidad de las mismas a diferentes agentes antimicrobianos y de esta manera
contribuir de forma significativa a la mejora del cultivo intensivo de la mencionada
especie elaborando el protocolo de buenas practicas de manejo, teniendo en cuenta
el cuidado de la calidad del agua, el almacenamiento de los alimentos balanceados y
los medicamentos especificos, para cada tipo de patdégeno, a utilizar durante algin

evento de bacteriosis.

Por lo antes expuesto, se planted el problema: ¢ Cuales seran los resultados de la
identificacidbn  bioquimica y susceptibilidad antimicrobiana de los bacilos
Gramnegativos presentes en la primera etapa del proceso productivo en hatchery de

alevines de Arapaima gigas “Paiche” en Pucallpa — Ucayali, Pera?



El objetivo general fue identificar bioquimicamente y evaluar la susceptibilidad
antimicrobiana de los bacilos Gramnegativos presentes en la primera etapa del
proceso productivo en hatchery de alevines de Arapaima gigas “Paiche” en Pucallpa
— Ucayali, Peru vy los objetivos especificos fueron los siguientes:

- Aislar e identificar cuantitativa, cualitativa y bioquimicamente los bacilos
Gramnegativos de alevines de A. gigas presente en la primera etapa del
proceso productivo en hatchery en Pucallpa — Ucayali, Pera.

- Aislar e identificar cuantitativa, cualitativa y bioquimicamente los bacilos
Gramnegativos en agua y alimento presente en la primera etapa del proceso
productivo en hatchery de alevines de A. gigas en Pucallpa — Ucayali, Peru.

- Determinar e interpretar la susceptibilidad antimicrobiana de los bacilos
Gramnegativos patdégenos presente en la primera etapa del proceso

productivo en hatchery de alevines de A. gigas en Pucallpa — Ucayali, Pera.



. MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacion del area de trabajo
El trabajo de tesis se realiz6 en las instalaciones de Laboratorios Natura Analitica
S.A.C localizada en el Distrito de Calleria, Provincia de Coronel Portillo,

Departamento de Ucayali — Per(; de Agosto a Diciembre del 2016 (Figura 1).
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Figura 1. Localizacién de Laboratorios Natura Analitica S.A.C en Pucallpa - Ucayali,
Peru.

2.2. Obtencion, transporte del material biolégico

- Alevines de A. gigas:

Se obtuvieron 100 alevines con ciertas manifestaciones clinicas de posibles
enfermedades bacterianas, de 4.0 £ 0.5 cm con 0.3 = 0.05 g de los estanques de
reproducciéon de la estacion piscicola INVERSIONES CAMPOVERDE S.A.C en el
Km 12 de la Carretera Tournavista Distrito de Campo Verde, Provincia de Ucayali,

Perd.

Los alevines de A. gigas fueron trasladados al hatchery, ubicado en el Km 10 de
la Carretera Federico Basadre, en baldes de 20 L de capacidad con bolsas de
polipropileno conteniendo oxigeno disuelto y posteriormente fueron puestos en
cuarentena durante 24 horas sin alimentacion y con bafos profilacticos con sal a 5 g/

L por espacio de 30 minutos cada 8 horas.



- Siembray acondicionamiento del material biol6gico
Los alevines de paiche fueron sembrados en tanques de fibra de vidrio
previamente desinfectados; a una densidad inicial de 16 peces/ L en sistema de

circulacion continua.

Se obtuvo agua del pozo tubular con una electrobomba, almacenada en un
tanque de concreto y distribuida a los tanques de cultivo utilizando una bomba de

agua.

El ingreso de agua a cada unidad de cultivo, fue con un caudal especifico para la
primera etapa de cultivo con el que se mantuvo los parametros fisicoquimicos del

agua requeridos para el cultivo de alevines de A. gigas.

- Obtencion del alimento utilizado:

Los nauplios de Artemia se obtuvieron por medio de la decapsulacion, con
hipoclorito de sodio al 5% cloro activo, de cistos de Artemia salina de la marca
Mackay Marine Brine Shrimp provenientes del Great Salt Lake previamente

hidratados.

Se utilizé un alimento comercial extrusado de la marca Naltech con 55% Proteina

minima y de 0.3 mm de diametro.

Antes y durante la experiencia los alevines fueron alimentados durante las
primeras dos semanas de cultivo se les proporciond nauplios de Artemia con
frecuencia de alimentacion de cada una hora y luego se realizé la transicion al

alimento balanceado de 55 % proteina minima.

- Calidad de agua:

Se registraron datos de temperatura del agua de cultivo y del ambiente con un
termometro digital -4 a 50°C; también se midieron los parametros quimicos como el
oxigeno disuelto utilizando un Oximetro YSI 55 y para las mediciones de pH,

amonio, nitrito, nitrato se midieron con el kit de coloracién LaMotte.



Los datos de temperatura fueron tomados durante la primera etapa del cultivo a
cada hora y los parametros quimicos del agua se tomaron una vez por semana y

antes de cada muestreo para los analisis bacteriologicos.

2.3. Preparacion de las muestras para el analisis bacteriolégico

- Recuento de bacterias Gramnegativas

Se utilizaron alevines de A. gigas de un mes de edad con 3.5 cm de longitud y con
0.25 g de peso promedio. Se utilizaron 30 peces en total, 10 peces in toto por cada
muestreo para formar una sola muestra (Conroy & Conroy, 1987). Los peces fueron
desinfectados externamente con alcohol 70° por espacio de un minuto
aproximadamente y enjuagados con agua destilada estéril antes de proceder a
triturarlos en un mortero con pilon de porcelana debidamente esterilizados y se le
agrego 13.5 mL de solucion salina fisiologica al 0.9% estéril. Posteriormente se
realizaron diluciones seriadas desde 10, 10% 103, 10y 10®° de las cuales se tomé
0.1 mL para siembra en superficie por duplicado en Medio MacConkey a 37°C por
24 horas

Se trabaj6o con 5 g de nauplios de Artemia recién eclosionados que fueron
enjuagados con agua destilada estéril para después triturarlos en un mortero con
pilon de porcelana debidamente esterilizados y se le agregd 45 mL de soluciéon
salina fisiolégica al 0.9% estéril. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas
desde 107, 102, 103, 10 y 10° de las cuales se tomé 0.1 mL para siembra por

duplicado en superficie en Medio MacConkey a 37°C por 24 horas.

De la muestra de alimento extrusado se utilizaron 5 g del mismo obtenidos
directamente de la bolsa sellada, inicialmente se evalué su calidad determinando el
porcentaje de finos, tiempo de hundimiento, olor y textura. Para esta muestra se
establecié una sola dilucién, 10 para siembra por duplicado en superficie en Medio
MacConkey a 37°C por 24 horas, por tratarse de un producto comercial recién
adquirido del proveedor; se agregaron 45 mL de solucion salina fisioldgica al 0.9%
estéril y se procedid a triturar el alimento en un mortero con pilén de porcelana

debidamente esterilizados.



Se tomaron 100 mL de las muestras de agua del pozo de almacenamiento y de
las unidades de cultivo, en envases de vidrio previamente esterilizados, y de ambas
muestras de agua se trabaj6 con una sola dilucién de 10 para realizar la siembra en
superficie por duplicado de 0.1 mL de cada muestra en Medio MacConkey a 37°C
por 24 horas.

El conteo de las UFC de cada muestra se realizé manualmente con ayuda de un

marcador indeleble y una lupa (Figura 2).

*Muestras de
alevines de A.gigas
(Izquierda).
*Muestras de
alimento y de agua
Derecha)

Cantidad de muestra usada:

Alevines de A.gigas: 1.5 g + 13.5 mL SSF al 0.9% estéril
Nauplios de Artemia: 5 g + 45 mL SSF al 0.9% estéril

10 peces in toto de Alimento balanceado: 5 g.+ 45 mL SSF al 0.9% estéril
35 cm y 025 g Agua de pozo y de cultivo: 100 mL de muestra

con signos de P .
enfermedad Diluciones seriadas:

4 Alevines de A.gigas: 10", 102, 103, 10y 10°
Nauplios de Artemia: 10-1, 102, 103, 10* y 10

Alimento balanceado: 10

Agua de pozo y de cultivo: 10" .

Desinfeccion
externa con alcohol
70° x 1 minuto

aprox.
Enjuagados  con

agua destilada 0.1 mL para siembra en
estéril.

superficie por duplicado en
Medio MacConkey a 37°C
por 24 horas

Figura 2. Flujograma de la preparacion de las muestras para la realizacion del
recuento bacteriano



2.4. Aislamiento y obtencion de colonias puras
De las colonias encontradas en los recuentos bacterianos de cada muestra; se
procedio a aislar las colonias de caracteristicas diferentes, en tubos de ensayo con
medio TSA, con una inclinacion de 45° aproximadamente, para obtener los cultivos
puros y después de 24 horas a 37°C se siguid con la identificacion bioquimica

mediante sistema miniaturizado API 20E (Figura 3).

Figura 3. Aislamiento y siembra de cultivos puros en tubos de ensayo con medio
TSA

2.5. Identificacién de bacilos Gram negativos con sistema API 20E

Cada bateria APl 20E contiene 20 micro tubos con sustratos deshidratados para
Enterobacteriaceae y otros bacilos Gramnegativos no exigentes. De los cultivos
puros obtenidos, se cogieron dos asadas para crear el inoculo en agua destilada
estéril para posteriormente colocarlo en los micro tubos (Figura 4). Después de 24
horas de incubacion a 37°C, se observo el cambio de coloracién para la adicion de
los reactivos correspondientes. La lectura de los resultados se realizé6 mediante el
Software API WEB.

n-3,

Figura 4. a) Cultivos puros en medio TSA. b) Siembra de cultivo puro en galeria
API 20E
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2.6. Susceptibilidad antimicrobiana
Se realiz6 la prueba de susceptibilidad antimicrobiana a las bacterias
identificadas; se sembr6 en placas Petri con medio Muller Hinton por 24 horas a
37°C y para poder observar los halos de inhibicion se utilizaron multidiscos para

bacterias gramnegativas (Figura 5) (Anexo 2).

ibrio s

Figura 5. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de los cultivos puros en
medio Muller Hinton (Sacsaquispe & Velasquez, 2002).

2.7. Analisis estadistico:

Los datos de recuento bacteriolégicos de las muestras de alimento, del agua y de
los alevines de A. gigas, asi como también a los halos de inhibiciéon antimicrobiana,
fueron sometidos a medidas de tendencia central y se aplicardA ANOVA vy
comparaciones de medidas mediante la prueba Duncan, con un nivel de
significancia del 5%. Se emple6 el paquete estadistico SPSS version 18 para

Windows.
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[ll. RESULTADOS

Durante la toma de muestra, los parametros fisicoquimicos del agua del cultivo de
A. gigas, se mantuvieron en un promedio semanal de 26°C, con oxigeno disuelto de
3.4 mg/L, 7.8 unidades de pH; asi como, los nitritos y nitratos promedios se
mantuvieron en las unidades minimas de 0 y 10 mg/ L respectivamente, tal como se
muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores promedios de los parametros fisico quimicos del agua de cultivo de
A. gigas “Paiche” durante la primera etapa de su cultivo en hatchery en Pucallpa,
Ucayali - Peru

PARAMETROS
FISICO PARAMETROS QUIMICOS
FECHA - - — -

Temperatura  Oxigeno Amonio Nitrito Nitrato H

(°C) (mg/L) (mg/L) (mg/L)  (mg/L) P
SEMANA 1 26 3.54 0 0.25 10 7.6
SEMANA 2 25.8 3.29 0 0.25 10 7.6

SEMANA 3 26.2 35 0 0 10 8

SEMANA 4 26.2 3.45 0 0 10 8

Las manifestaciones anatomopatoldgicos macroscépicos externos de los alevines
de A. gigas analizados fueron hinchazon abdominal y cambio en la coloracion de la
piel sugiriendo la posible presencia de bacterias en el tracto digestivo, mientras que
en los analisis microscopicos externos se descartd presencia de parasitos en
branquias y en piel (Figura 6).

Hinchazoén
ahdominal

: ve
¢ § . ’
4 - 2 2o v g -
2
e, b - X B
Y 3 g ; - 5
& L = & v < 4
o i . L8 * ¥ ~

Figura 6. a) Alevines de A. gigas con evidencia de natacion aletargada. b)
Cambio en la coloracion de la piel e hinchazén abdominal.
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Con el uso de los perfiles numéricos del sistema de identificacién bioquimica de
Enterobacteriaceae y otros bacilos Gramnegativos no exigentes APl 20E, se
identificaron 10 bacilos Gramnegativos con porcentajes de identificaciébn que
variaron desde 38.7% indicando una identificacion con baja discriminacién para el
caso de Bordetella sp., hasta el 99.9 % en el caso de Plesiomonas shigelloides
indicando una muy buena identificacion de bacilos Gramnegativos presentes en la
primera etapa del proceso productivo en hatchery de alevines de A. gigas (Tabla 2 y
3) (Anexo 3y 4).
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Tabla 2. Identificacion de bacilos Gramnegativos, con API20E, presentes en la primera etapa del proceso productivo en hatchery de alevines
de A. gigas en Pucallpa — Ucayali, Pera.

PERFIL % DE
NUMERICO BACTERIA IDENTIFICACION OBSERVACION API

7247124 Aeromonas hydrophila 98.8 Buena identificacion

0200004 Bordetella 38.7 Baja discriminacion

4344000 Edwardsiella tarda 99.3 Muy buena identificacién

0100004 Eikenella corrodens 92 Buena identificacion

7144004 Plesiomonas shigelloides 99.9 Muy buena identificacién

2205004 Psgudomonas fluorescen/ 90.7 M,uy buena identificacion en el
putida género

0005000 PseL_Jdonjonas 50.3 Baja discriminacion
oryzihabitans

1044000 Pasteurella neumotrophica 58.5 Baja discriminacién

0202000 Stenotro_;_)homonas 80.4 Identificacion aceptable
maltophilia

3204104 Vibrio fluvialis 47.9 Baja discriminacién

Tabla 3. Identificacion bioquimica con sistema API 20E de bacilos Gramnegativos presentes en la primera etapa del proceso productivo en
hatchery de alevines de A. gigas en Pucallpa — Ucayali, Peru.

BACTERIA Yo DIE OBSERVACION API PRUEBAS BIOQUIMICAS
IDENTIFICACION ONP ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA OX
Aeromonas hydrophila 98.8 Buena identificacion + + + + - + + + + + - + - +
Bordetella 38.7 Baja discriminacion + - - - - - - +
Edwardsiella tarda 99.3 Muy buena identificacion + + + - + - - + - - -
Eikenella corrodens 92 Buena identificacion + - - - - - - +
Plesiomonas shigelloides 99.9 Muy buena identificacion + + + + - - + - + - - +
;’Sgggomonas fluorescens/ 90.7 gzéggfga identificacion en + + } + . + ) ) .
Pseudomonas oryzihabitans 50.3 Baja discriminacion - - + - + - - -
Pasteurella neumotrophica 58.5 Baja discriminacion + - - + - + - - -
Stenotrophomonas maltophilia 80.4 Identificacion aceptable + - - + - - - -
Vibrio fluvialis 47.9 Baja discriminacion + + + - - - + + - - +

ONP: 2-nitrofenil-8D-galactopiranosida, ADH: L-arginina, LDC: L-lisina, ODC: L-ornitina, CIT: Citrato trisodico, H2S:
bovino), GLU: D-glucosa, MAN: D-manitol, INO: Inositol, SOR: D-sorbitol, RHA: L-ramnosa, SAC: D-sacarosa, MEL: D-melibiosa, AMY: Amigdalina, ARA: L-arabinosa, OX: Test de oxidasa
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En la Tabla 4, se presentan los bacilos Gramnegativos identificados en las
diferentes muestras de agua, de alimento y de alevines de A. gigas respectivamente;
del que se observa que en la muestra de alimento inerte, no se evidencio ningun tipo
de crecimiento bacteriano a diferencia del resto.

De las especies identificadas, Aeromonas hydrophila se encontré en cuatro de las
cinco muestras analizadas.

Tabla 4. Bacilos Gramnegativos presentes en agua, alimento y alevines de A. gigas
en Pucallpa — Ucayali, Pera.

AGUA ALIMENTO
BACTERIA POZO CULTIVO VIVO INERTE ALEVINES
Aeromonas hydrophila X X X - X
Bordetella - - X - -
Edwardsiella tarda X - - - -
Eikenella corrodens - - X - -
Plesiomonas shigelloides - - - - X
Pseudomonas fluorescens - X - - X
Pseudomonas oryzihabitans X - - - -
Pasteurella neumotrophica - X - - -
Stenotrophomonas maltophilia X - - - -
Vibrio fluvialis - - X - -

En cuanto a los recuentos bacterianos realizados con las muestras de alimento
(vivo, inerte), alevines de A. gigas y de las muestras de agua; se tiene que en el
primer muestreo, tanto en agua de pozo como en el alimento balanceado, los
recuentos bacterianos fueron menores de 1TUFC/mL a diferencia de los recuentos de
las muestras de nauplios de Artemia, alevines de A. gigas y del agua de cultivo; asi
mismo, en el segundo muestreo se evidenci6 un aumento en UFC/mL en los
recuentos bacterianos de agua de pozo, agua de cultivo, nauplios de Artemia y
alevines de A. gigas pero no en la muestra de alimento balanceado en la que no
hubo crecimiento bacteriano en ninguna de las réplicas. (Figura 7) (Tabla 5).
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Figura 7. Crecimiento bacteriano en medio Muller Hinton de la muestra de agua de
cultivo en el primer y segundo muestreo.

Tabla 5. Recuento de bacilos Gramnegativos presentes en agua, alimento y alevines
en la primera etapa del proceso productivo en hatchery de alevines de A. gigas en
Pucallpa — Ucayali, Peru.

PRIMER MUESTREO

SEGUNDO MUESTREO

RECUENTO RECUENTO RECUENTO RECUENTO
MUESTRA CEPAS AISLADAS POR CEPA TOTAL POR CEPA TOTAL
UFC/mL UFC/mL
Aeromonas hydrophila 7,5 x 10°
Edwardsiella tarda 1x10°
AGUA POZO Pseudomonas <1 <1 2 x 10° 13 x 102
oryzihabitans
Stenotro_phomonas 25 % 102
maltophilia
Aeromonas hydrophila 175 x 10° 401,5 x 10°
Pseudomonas 2 2
AGUA CULTIVO  fluorescens 35510 650 x 10° 695x10 1400 x 10°
Pasteurella 120 x 10° 303,5 x 10°
neumotrophica
ALIMENTO
BALANCEADO*  ~ <1 <1 <t <1
Aeromonas hydrophila 330 x 1044 3,5x 10b6
Bordetella 552,5x 10 4 278 x 10 6
NAUPLIOS ARTEMIA - oy o hella corrodens 251,5 x 10* 1134,5x10 133 x 10° 441x10
Vibrio fluvialis 0,5 x 10* 26,5 x 10°
Aeromonas hydrophila 120,5 x 10" 11,5 x 10°
Plesiomonas 4 6
ALEVINES PAICHE  shigelloides 2115x10° 397 5x10*  339x10 353 x 10°
Pseudomonas 0.5 x 10* 25x 10°

fluorescens

* NO HUBO CRECIMIENTO BACTERIANO
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Los datos obtenidos de los recuentos bacterianos totales, en UFC/mL fueron
transformados a base logaritmica para poder establecer si existen diferencias
significativas (P<0.05). De la Tabla 5, se observa que la mayor carga bacteriana se
encuentra en el segundo muestreo en los nauplios de Artemia y en los alevines de
A. gigas a diferencia de las cargas bacterianas de las muestras de agua y del
alimento balanceado.

Tabla 6. Promedio de los recuentos totales expresados en Log;o UFC/mL de bacilos
Gramnegativos presentes en laprimera etapa del proceso productivo en hatchery de
alevines de A. gigas en Pucallpa — Ucayali, Peru.

FUENTE Logio UFC/
mL
Agua de pozo 3,1100°
Agua de cultivo 5,1500"
Nauplios de Artemia 8,5467¢
Alevines de Paiche 8,6433°

*Las letras en superindice de los valores promedio de los recuentos totales
expresados en Logl0 UFC/mL de bacilos Gramnegativos, indican diferencia
significativa (P<0.05) entre los mismos.

Respecto a la suceptibilidad antimicrobiana, existen diferencias significativas
(P<0.05) entre los bacilos Gramnegativos mas sensibles a los antimicrobianos como
E. tarda y P. shigelloides y los menos sensibles como P. fluorescens y S. maltophilia
(Tabla 7 y 8); de igual manera se obtuvo que los antibacterianos méas efectivos
contra los bacilos Gramnegativos encontrados en la primera etapa del proceso
productivo en hatchery de alevines de A. gigas fueron Ciprofloxacino y Ceftazidima y
el menos efectivo fue Cefalotina (Figura 8) (Tabla 9).

Figura 8. a) Susceptibilidad antimicrobiana de Edwarsiella
tarda. b) Resistencia de Stenotrophomonas maltophilia frente a
Cefalotina.
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Tabla 7. Susceptibilidad antimicrobiana por discos de difusién de bacilos Gramnegativos presentes en la primera etapa del proceso
productivo en hatchery de alevines de A. gigas en Pucallpa - Ucayali, Pera.

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION

BACTERIA NOR (10 SX (25 C (30 mcg) CTX (30 AK (30 GE (10 CIP (5 mcg)  CF (30 mcg) SAM (10 CAZ (30 CXM (30
mcg) mcg) mcg) mcg) mcg) mcg) mcg) mcg)
mm SENS. mm SENS. Mm SENS. mm SENS. mm SENS. Mm SENS. Mm SENS. mm SENS. mm SENS. mm SENS. mm SENS.
Aeromonas hydrophila 32 S 24 S 33 S 34 S 23 S 21 S 30 S 26 S 14 I 29 S 29 S
Bordetella 39 S 17 S 16 | 26 S 33 S 27 S 38 S - R 11 R 26 S 10 R
Edwardsiella tarda 38 S 26 S 39 S 41 S 35 S 32 S 37 S 41 S 34 S 42 S 40 S
Eikenella corrodens 33 S 21 S 37 S 36 S 22 S 20 S 32 S 14 R 16 S 29 S 17 |
Plesiomonas
X 3 35 S 27 S 29 S 29 S 20 S 19 S 36 S 32 S 22 S 36 S 28 S
shigelloides
Pseudomonas ; R 15 | 16 | 31 S 33 S 32 S 13 R - R 15 S 3 S 16 |
fluorescen/ putida
Pseudomonas 19 S 18 S 3 S 3 S 30 S 28 S 27 S 26 S 3% S 29 S 29 S
oryzihabitans
Stenotrophomonas 25 S 26 S 30 S 14 | 27 S 25 S 32 S ; R 10 R 22 S ; R
maltophilia
Vibrio fluvialis 38 S 11 I 21 S 25 S 26 S 24 S 35 S - R 15 S 27 S - R

-NOR: Norfloxacino, SX: Sulfatrimetoprim, C: Cloranfenicol , CTX: Cefotaxima, AK: Amikacina, GE: Gentamicina, CIP: Ciprofloxacino, CF: Cefalotina,
SAM: Ampicilina/ Sulbactam, CAZ: Ceftazidima, CXM: Cefuroxima i v
-S: Sensible, R: Resistente, |: Intermedio
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Tabla 8. Valores de los didmetros de la susceptibilidad antimicrobiana de bacilos
Gramnegativos presentes en la primera etapa del proceso productivo en hatchery
de alevines de A. gigas en Pucallpa — Ucayali, Peru.

BACILOS

GRAMNEGATIVOs  (Mm) halo
Pseudomonas. 18 6364°
fluorescen/putida

h

Stenotrqp omonas 19.0909%
maltophilia
Vibrio fluvialis 20,1515"
Bordetella 21,9394°
Eikenella corrodens 25,0303¢
Aeromonas hydrophila 26,6970°
Psegdomonas 27 8182'
oryzihabitans
Plgsmmonas 28 3636'
shigelloides
Edwardsiella tarda 36,7576°

*Las letras en superindice de los valores de los diametros de la susceptibilidad
antimicrobiana de bacilos Gramnegativos, indican diferencia significativa (P<0.05)
entre los mismos.

Tabla 9. Valores de los diametros de la accién inhibitoria de los antimicrobianos
sobre el crecimiento de bacilos Gramnegativos presentes en la primera etapa del
proceso productivo en hatchery de alevines de A. gigas en Pucallpa - Ucayali, Peru.

ANTIBIOTICOS  (mm) halo

Cefalotina 15,4074%
Cefuroxima 18,7407°
Ampicilina 19,1111°
Sulfatrimetoprim 20,4444°
Gentamicina 25,2222¢
Amikacina 27,5185°
Cloranfenicol 28,3704'
Norfloxacino 28,6667
Cefotaxima 29,4444°
Ceftazidima 30,5185"
Ciprofloxacino 30,9259"

*Las letras en superindice de los valores de la accion inhibitoria de los
antimicrobianos sobre el crecimiento de bacilos Gramnegativos, indican diferencia
significativa (P<0.05) entre los mismos.
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V. DISCUSIONES

Los parametros fisicoquimicos evaluados durante el muestreo, como el oxigeno
no resultdé ser un limitante en el cultivo de A. gigas, ya que y segun Franco &
Pelaez (2007) concluyen que los Osteoglosidos, conforman un grupo de peces
adaptados a ecosistemas acuaticos pobres en oxigeno, lo cual ha generado
adaptaciones excepcionales como la del A. gigas, en el cual la vejiga natatoria
esta transformada en un érgano de respiracion, quizas mas funcional e importante
gue las branquias, las cuales estan poco desarrolladas. En cuanto a temperatura
condiciona la maduracién gonadal, el tiempo de incubaciéon de las ovas, el
desarrollo larval, la actividad metabdlica y el ritmo de crecimiento de larvas,
alevinos y adultos de los peces y la temperatura recomendada para el manejo de
esta especie debe estar entre 26 y 28°C; de igual forma, en el presente estudio,
los parametros fisicoquimicos del agua del cultivo de A. gigas, se mantuvieron en
un promedio semanal de 26°C, con oxigeno disuelto de 3.4 mg/ L, 7.8 unidades
de pH y en cuanto al nitrito y nitrato medidos, estos se mantuvieron en las
unidades minimas de 0 y 10 mg/ L respectivamente. Lo que indica que el agua de
cultivo mantenida en este estudio, estuvieron en los niveles requeridos para el
cultivo de A. gigas (FAO, 1999)

El analisis anatomopatologico externo que se realizé a los alevines de A. gigas,
evidencio palidez, nado aletargado, hinchazon abdominal y hemorragias cerca de
las aletas anales siendo algunas de las sintomatologias de enfermedades
causadas por A. hydrophila la cual fue encontrada en cantidades de 11.5 x 10°
UFC/ mL, de igual manera, Vasquez (2010) realizdé un estudio clinico de tilapias
hibridas (50 — 70 g) durante la infeccién experimental con A. hydrophila y E. tarda
con inoculaciones intraperitoneales de 7 x 102 UFC/ mL y 2 x 10® UFC/ mL, de A.
hydrophila y E. tarda respectivamente. A partir de las 11 horas los peces
infectados presentaron: palidez, letargo, boqueo, aumento de la frecuencia
opercular y pérdida de eje de nado. Al examen de necropsia, los peces inoculados
con las bacterias evidenciaron: hemorragias en la base de las aletas y 6rganos
internos, palidez e higado moteado, aumento de liquido abdominal y liquido

sanguinolento en el intestino, a diferencia de animales control que no presentaron
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estas lesiones, este estudio en tilapias hibridas infectadas con E. tarda y A.
hydrophila, mostraron un cuadro clinico compatible con septicemia hemorragica.

Por otra parte, Ruiz (2012) realiz6 la evaluacion de la microbiota bacteriana
presente en el estbmago del Lenguado. El aislamiento microbiolégico lo realizé de
dos formas: La primera, usando el enriquecimiento primario y usando medios
selectivos para la propagacion de microorganismos del género Vibrio,
posteriormente realizé las pruebas complementarias que fueron la identificacion
bioguimica que consisti6 en distintos test quimicos aplicados a los medios
biolégicos, que permitié identificar los distintos microorganismos presentes.

La segunda forma, se realizd utilizando las galerias de los test rapidos
comerciales, Kit API20 NE, para la identificacion bioquimica de las bacterias
Vibrio presente. Para los resultados se utilizo el BERGEY'S MANUAL OF
DETERMINATIVE BACTERIOLOGY (1994) y un sistema automatizado para el kit
rapido que se obtuvieron con ayuda del programa informatico APl WEB, que son
reportados de acuerdo a los criterios establecidos por los fabricantes. Se identificd
14 cepas microbianas; 12 pertenecen a Vibrio alginolyticus y dos presuntivas, 01
perteneciente a Vibrio parahaemolyticus y 01 a Pseudomonas. De manera similar,
para el estudio de los bacilos gramnegativos presentes en la primera etapa del
proceso productivo de alevines de A. gigas, se utilizo las galerias del test de API
20E para enterobacterias que fueron identificadas mediante el programa APIWEB
de donde se reporta la presencia de bacteria pertenecientes a Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Vibrio, Bordetella, Eikenella, Aeromonas, Plesiomonas y

Edwardsiella.

La identificacion de bacilos gramnegativos presentes en la primera etapa del
proceso productivo en hatchery de alevines de A. gigas se observo la presencia
de P. fluorescens/putida, S. maltophilia, V. fluvialis, Bordetella, E. corrodens, A.
hydrophila, P. oryzihabitans, P. shigelloides, E. tarda, segun se observa en la
tabla 1. Por su parte, Serrano et al. (2014) evaluaron la presencia de agentes
bacterianos en 120 paiches criados sin signos clinicos de enfermedad, que fueron
divididos en cuatro grupos etarios (10-30, 31-180, 181-365 y >365 dias de edad)
de dos centros de cultivo de la Amazonia peruana en el que se reporto la
presencia de siete agentes bacterianos Pseudomonas spp, Bacillus spp,

Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Escherichia spp, A. hydrophila y
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Corynebacterium spp. llegando a obtener algunos cultivos similares, teniendo en
cuenta el método empleado cabe destacar que Serrano utilizo el método de
identificacién convencional en el que se lograron identificar las bacterias hasta su
género, por el contrario, la identificacién de bacilos gramnegativos en el presente
estudio se realiz6 con el sistema de identificacion miniaturizada APl 20E que

establece hasta el 99% de confiabilidad en la identificacion de género y especie.

En varios de los paises latinoamericanos en los cuales se cultivan tilapias y sus
hibridos, se han aislado la A. hydrophila, E. tarda, P. fluorescens, Pseudomonas
spp., Vibrio spp., y otras especies de aeromonadidos moviles. Es importante
sefalar que Vibrio spp. , ha sido obtenido del contenido intestinal de tilapias
aparentemente sanas y en ambientes dulceacuicolas, peces asintomaticos de la
infeccién. Estas bacterias son componentes normales de la microbiota bacteriana
de tilapias y de su ambiente acuatico, son consideradas patdégenos facultativos u
oportunistas que ocasionan la enfermedad cuando los peces se someten a estrés
(Conroy, 2004); en los alevines de A. gigas fueron encontradas las bacterias
gramnegativas A. hydrophila, P. shigelloides y P. fluorescens (tabla 3) pudiéndose
tratar de la microbiota bacteriana normal presente en el tracto digestivo de los
alevines de paiche. De igual manera, Carnevia et al. (2010) realizaron un
relevamiento de enfermedades bacterianas que afectan peces ornamentales en
Uruguay colectando peces visiblemente afectados en comercios y criaderos,
caracterizaron los cuadros, pudiéndose reconocer septicemia aguda, ascitis
subaguda y ulcerosa cronica; la forma mas comun fue la aguda septicémica (63,1
% de los casos), la que suele cursar con ectoparasitosis severas y presentar alta
mortalidad y las bacterias mas comunmente involucradas fueron A. hydrophila y
P. fluorescens, si bien otros gramnegativos fueron aislados, estas bacterias son
potencialmente zoonoticas; asi mismo, en el presente estudio no se encontraron

ectoparasitos ni en escamas ni en branquias.

En las muestras de agua del pozo, se identific6 a A. hydrophila, E. tarda, P.
oryzihabitans, S. maltophilia de las cuales, E. tarda se encuentra en aguas
contaminadas con materia organica, pudiendo aislarse en ocasiones a partir de
orina y heces del hombre y otras especies superiores;, se cree que es un

componente normal de la microbiota bacteriana intestinal de las serpientes; sus
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colonias son de color grisaceo lisas y de aspecto similar a las de otras
enterobacterias; causa la enfermedad conocida como septicemia por Edwarsiella
y al igual que el Vibrio, ataca a las anguilas y al bagre, se caracteriza porque los
peces presentan cavidades necréticas con gas maloliente en los musculos
(Roberts, 1981).

Negrete et al (2004) indican que V. fluvialis es un patdégeno que requiere de un
hospedero vivo y que no puede ser transmitido via el agua de los estanques; es
decir, su transmisibn se realiza por contacto directo; en conclusién, el
comportamiento de V. fluvialis debe considerarse patdégeno secundario de peces
de ornato como Carassius auratus. Del presente estudio, se obtuvo V. fluvialis de
los nauplios de Artemia (tabla 3) que son proporcionados a los alevines de A.
gigas durante los primeros dias de su cultivo, razon suficiente para tener las
condiciones sanitarias de manejo en estricta vigilancia para evitar su transmision

directa por la alimentacion.

Segun la norma sanitaria para las actividades pesqueras y acuicolas de la FAO
(2017), se dispone que los centros de cultivo deben tener y aplicar un programa
de aseguramiento de la calidad sanitaria del producto, dirigido a prevenir y
controlar, entre otros la presencia de contaminantes quimicos y pesticidas y el
suministro adecuado de drogas terapéuticas y aditivos alimentarios. No existe
referencia especifica sobre las restricciones en el uso de sustancias quimicas o

drogas o medicamentos en el desarrollo de las actividades acuicolas.

Los antibi6ticos son compuestos de origen microbiano que matan o inhiben el
crecimiento de otros microorganismos. Estos pueden ser sintetizados, credndose
una gran variedad de compuestos con distintos métodos de accion, especificidad
y toxicidad. En animales, los antimicrobianos son utilizados para el tratamiento o
prevencion de enfermedades, asi como también para promover el crecimiento, en
algunos casos. Su elevado uso, sumado a una pobre absorcidbn de estos
medicamentos por parte del animal, ha causado que lleguen tanto al medio
acuatico como al terrestre. El uso de estos quimicos favorece la seleccion de

bacterias resistentes y promueve la diseminacion de los genes de resistencia, que
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pudiera eventualmente traspasar nichos ecoldgicos hasta llegar al ambiente
humano (Barattini, 2012).

El tratamiento para la eliminacion de bacterias se da con antibiéticos
especificos para cada género de bacteria 0 con antibidticos de amplio espectro.
Algunos tratamientos utilizados para el control de Bacterias es el Cloranfenicol
(2g/ 100 L) dos gramos de cloranfenicol cada 100 litros de agua, Tetraciclina (3g/
100 L) Tres gramos de tetraciclina cada 100 litros de agua, Enrrofloxacina al 10%
(ImL / 100 L) Un mililitro de enrofloxacina al 10% cada 100 litros de agua (Franco
& Pelaez, 2007).

La estrategia mas comun utilizada actualmente en los centros de cultivo es el
tratamiento con antibidticos tales como las tetraciclinas o amoxicilinas a
concentraciones de 250 mg/mL en la piscina o de 3 mg/mL para que ingiera el
pez, antibidticos de comprobada accion antimicrobiana y de amplio espectro
(Toledo et al., 2004). El empleo de sulfonamidas o de la tetraciclina puede reducir
el nimero de bajas, aunque se debe mejorar la higiene, controlar la calidad del
agua y reducir la densidad de poblacién (Roberts, 1981). Wittwer (2012), quien
estudio la caracterizacion bacteriana de intestino de salmon del atlantico adulto,
especifica que la microbiota digestiva es un factor relevante en la nutricion de los
peces es por eso que tomd muestras intestinales provenientes de tres individuos
adultos a partir de las cuales se realizaron recuentos bacterianos en placa y
aislamiento de cepas. Las cepas intestinales fueron identificadas mediantes
andlisis del gen ADNr 16S y caracterizadas en cuanto a la produccién de
enzimas, capacidades metabdlicas y susceptibilidad a antibiéticos. Como
resultados, obtuvo un total de 107 bacterias intestinales que fueron aisladas, el
género predominante fue Pseudomonas spp. Las pruebas de susceptibilidad a
antibioticos demostraron alta resistencia a Florfenicol (92%) y a Eritromicina
(81%); en el andlisis de susceptibilidad antimicrobiana realizado a los bacilos
gramnegativos encontrados en la primera etapa del proceso productivo en
hatchery de alevines de A. gigas, se obtuvo que los antibacterianos mas efectivos

fueron Ciprofloxacino y Ceftazidima y el menos efectivo fue Cefalotina.
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V. CONCLUSIONES

Los bacilos gramnegativos presentes en la primera etapa del proceso
productivo en hatchery de alevines de A. gigas, identificados con el sistema de
identificacién bioquimica APl 20E, fueron A. hydrophila, P. shigelloides y P.

fluorescens en alevines de A. gigas.

Los bacilos gramnegativos presentes en el alimento vivo fueron A. hydrophila,
Bordetella, E. corrodens y V. fluvialis; en el agua de cultivo se identificaron A.
hydrophila, P. fluorescens y P. neumotrophica y en el agua de pozo se

identificaron A. hydrophila, E. tarda, P. oryzihabitans y S. maltophilia.

Los bacilos gramnegativos mas sensibles a los antimicrobianos fueron E. tarda

y P. shigelloides y los menos sensibles fueron P. fluorescens y S. maltophilia.

Los antibacterianos mas efectivos contra los bacilos gramnegativos
encontrados en la primera etapa del proceso productivo en hatchery de alevines
de A. gigas fueron Ciprofloxacino y Ceftazidima y el menos efectivo fue

Cefalotina.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar un seguimiento de la microbiota digestiva normal de alevines de
Arapaima gigas para establecer diferencias con las bacterias encontradas en el

presente estudio.

Realizar la identificacion bioquimica de los bacilos Gramnegativos presentes en
alevines de Arapaima gigas antes de ingresar al proceso productivo en hatchery,
durante la primera etapa y antes de pasar a la segunda etapa del proceso

productivo en hatchery.

Realizar un estudio sobre la prevalencia bacteriana presente en alevines de A.
gigas durante la primera etapa del proceso productivo en hatchery.
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ANEXOS



Anexo 1. Galeria APl 20E incluye 20 micro tubos que contienen sustratos
deshidratados

COMPONENTES
ESY ACTIVOS
ONP 2-nitrof¢niI-BD-
galactopiranosida
ADH L-arginina
LDC L-lisina
OoDC L-ornitina
CIT Citrato trisodico
H2S Tiosulfato de sodio
URE Urea
TDA L-triptéfano
IND L-triptéfano
VP Piruvato de sédio
GEL Gelatina_ (origen
bovino)
GLU D-glucosa
MAN D-manitol
INO Inositol
SOR D-sorbitol
RHA L-ramnosa
SAC D-sacarosa
MEL D-melibiosa
AMY Amigdalina
ARA L-arabinosa
OX Test de oxidasa
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Anexo 2. Discos de sensibilidad antimicrobiana para bacterias
Gramneaativas

DISCOS DE SENSIBILIDAD mcg ABREVIATURA
Amikacina 30 AK
Ampicilina/ Sulbactam 10 SAM
Cefotaxima 30 CTX
Cefalotina 30 CF
Ceftazidima 30 CAZ
Cefuroxima iv 30 CXM
Ciprofloxacino 5 CIP
Cloranfenicol 30 C
Gentamicina 10 GE
Sulfatrimetoprim 25 SX
Norfloxacino 10 NOR
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Anexo 3. Identificacion al 99.9 % de Plesiomonas shigelloides con el sistema API
20E
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Anexo 4. Bacterias Gramnegativas identificadas de las muestras de agua, nauplios de Artemia y alevines de paiche, con el sistema API
20E.

AGUA DE POZO AGUA DE CULTIVO NAUPLIOS DE ARTEMIA ALEVINES DE PAICHE
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