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RESUMEN

Los avances tecnol6gicos que hoy en dia presentan la industria acuicola son un gran punto
a favor, puesto que, mediante dichos avances se ha podido evidenciar una gran mejora en
este sector. Pero al intensificar la produccion la capacidad de carga del estanque aumenta,
lo que trae consigo también un mayor riesgo de alteraciones ambientales en el entorno
acuatico. En el peor de los casos puede llegar a generar la presencia de microorganismos
patégenos, los cuales pueden llegar a propagarse en los cultivos, ocasionando que los
animales enfermen o lleguen a morir. Una de las estrategias empleadas cominmente son
los antibidticos, no obstante, su manejo inadecuado ha provocado que dichos
microorganismos patogenos lleguen a desarrollar resistencia a los mismos. El presente
trabajo fue realizado con la finalidad de evaluar las propiedades antimicrobianas de
mezclas de acidos organicos comerciales sobre las colonias bacterianas Gram-negativas

presentes en el hepatopancreas del camaron blanco.

Para el desarrollo de este ensayo se probaron 3 tratamientos con acidos organicos
comerciales (T1:AO1, T2:A02, T3:A03) y 1 tratamiento control sin aditivos, contando
con tres replicas para cada uno de ellos. Se emplearon 60 ejemplares de Litopenaeus
vannamei, los cuales fueron alimentados con dos raciones diarias en relacion a su peso
corporal, y distribuidos de manera homogénea en cada uno de los recipientes con un
volumen de 25 L y aireacion constante. Para mantener la calidad del agua en cada una de
las unidades experimentales se realiz recambios de agua y se adiciono bacterias para el
control de metabolitos toxicos. Al finalizar el ensayo se efectuaron los andlisis
microbioldgicos para determinar el nimero de bacterias Gram-negativas (UFC/ml) en los

ejemplares.

Los resultados obtenidos se ejecutaron estadisticamente con ANOVA de un factor,
determinandose que existen diferencias significativas entre los tratamientos (T1, T2, T3)
y el control ( p <0,05) siendo el T2 el méas efectivo para aminorar la carga bacteriana en
el camardn. Por otra parte, los resultados del analisis in vitro mediante el antibiograma
demostraron diferente sensibilidad en cuanto al halo de inhibicion, siendo el T1 (10 mm)
el T3 (12 mm) y no se logro visualizar la presencia de halos de inhibicion en el T2. Por
altimo, se determind la predominancia de vibrios especificos, siendo desplazados del
organismo los V. alginolyticus y V. parahaemolyticus al usar T1 y T2 en comparacion

con el tratamiento control.

II1



En conclusion, se evidencia que el uso de mezclas de acidos organicos comerciales inhibe
el crecimiento de bacterias Gram-negativas, incrementando la tasa de supervivencia en
el camaron, y convirtiéndose en una alternativa para reducir el uso de antibiéticos en los

cultivos acuicolas.

Palabras claves: acidos organicos, carga bacteriana, antibiograma, antimicrobiana,

camaron.
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ABSTRACT

The technological advancements that the aquaculture industry presents today are a
significant advantage, as these advances have led to a substantial improvement in this
sector. However, as production intensifies, the carrying capacity of the pond increases,
which also brings a greater risk of environmental disturbances in the aquatic environment.
In the worst-case scenario, it can lead to the presence of pathogenic microorganisms,
which can propagate in the crops, causing animals to become sick or die. One of the
commonly employed strategies is antibiotics; however, their improper management has
caused these pathogenic microorganisms to develop resistance to them. This study was
conducted to evaluate the antimicrobial properties of commercial organic acid blends on
Gram-negative bacterial colonies present in the hepatopancreas of white shrimp.

For the development of this assay, three treatments with commercial organic acids (T1:
AO1, T2: AO2, T3: AO3) and one control treatment without additives were tested, with
three replicates for each. Sixty Litopenaeus vannamei specimens were used, which were
fed twice daily according to their body weight, and evenly distributed in each of the
containers with a constant aeration system. To maintain water quality in each of the
experimental units, water changes were performed, and bacteria were added to control
toxic metabolites. At the end of the assay, microbiological analyses were conducted to

determine the number of Gram-negative bacteria (UFC/ml) in the specimens.

The results obtained were statistically analyzed with one-way ANOVA, determining that
there are significant differences between the treatments (T1, T2, T3) and the control (p
<0.05), with T2 being the most effective in reducing bacterial load in the shrimp.
Furthermore, the results of the in vitro analysis using the antibiogram showed varying
sensitivity in terms of the inhibition zone, with T1 (10 mm) and T3 (12 mm), while no
inhibition zones were observed in T2. Finally, the predominance of specific vibrios was
determined, with V. alginolyticus and V. parahaemolyticus being displaced from the
organism when using T1 and T2 compared to the control treatment.

In conclusion, the use of commercial organic acid blends inhibits the growth of Gram-
negative bacteria, increases the survival rate in shrimp, and becomes an alternative to

reduce the use of antibiotics in aquaculture.

Key words: organic acids, bacterial load, antibiogram, antimicrobial, shrimp
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CAPITULO I

1.1 INTRODUCCION

El cultivo de camardn en Ecuador representa cerca del 95% de la produccion acuicola del
pais. La camaronicultura en el pais es una de las fuentes con mayor ingreso econémico;
en el afio 2021 se obtuvo un ingreso anual de 500 millones de délares. Sin embargo, el
sector acuicola se ha visto afectado en los Gltimos afios a causa de la aparicion de
enfermedades, las cuales son ocasionadas por virus o bacterias. Los brotes virales que
cabe mencionar son: el Sindrome de Taura (TSV), Virus de la Mancha Blanca (WSSV),
por otra parte, enfermedades de origen bacteriano como la vibriosis causada por V.

parahaemolyticus, V. harveyi, V. alginolyticus, V. vulnificus (Chavez & Llanos, 2015).

Uno de los grandes retos que afronta la acuicultura son los precios y costos de
alimentacion, los cuales tienen una representacion del 60% de su costo final, procedente
de las proteinas que se adquieren de la harina de pescado. Por ende, es de suma
importancia buscar estrategias que nos permitan mitigar este problema y a su vez una
disminucion de los costos de produccion, lo cual nos dara como resultado una mayor
rentabilidad en nuestros sistemas y una disminucion considerable de impactos ecoldgicos,
asi como también la degradacion de estos alimentos en el fondo, donde se pueden llegar

a generar diferentes enfermedades (Reyes, 2014).

Los factores que influyen para que una produccion sea baja son muchos, varios de ellos
se pueden llegar a prevenir siempre y cuando se lleve un control adecuado del estanque.
Sin embargo, las diferentes enfermedades que se presentan en un cultivo han sido propicie
para el desarrollo de diversas estrategias que han ayudado a contrarrestar su impacto
(Gonzalez, 2014). En el cultivo de camaron, la vibriosis es una de las enfermedades
bacterianas que es capaz de afectar a una amplia gama de camarones peneidos, la cual es
causada por diferentes especies de Vibrio, generando cuantiosas pérdidas econémicas en
el sector acuicola. Se estima que el 60% de las pérdidas en el cultivo de camarén son a
causa del virus del sindrome de la mancha blanca, mientras que un 20% se genera por las
infecciones bacterianas predominando el género Vibrio spp. Para la industria del
camaron, la vibriosis es considera como una amenaza constante (Abdel-Latif et al., 2022).
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Dentro de estas estrategias se encuentran la implementacion de raceway; mejoramiento
genético; biorremediacion de suelos y agua; correccion mediante balances i6nicos;
aditivos para el balanceado como: probioticos, acidos organicos (Gonzalez, 2014). Los
acidos organicos son una de las alternativas mas usadas, esto no se debe a que estos solo
nos ayuden a poder controlar las enfermedades y lograr conseguir mejores
supervivencias, sino también porque son uno de los principales causantes del

mejoramiento de la conversion alimenticia en el estanque (Anangono, 2014).

Siendo asi, los &cidos organicos uno de los reductores de cargas bacterianas con mayor
eficacia, por lo cual, en este proyecto, se plantea usar acidos organicos para comprobar
su efecto antimicrobiano ante las cargas de Vibrios spp en el camaron blanco

(Litopennaeus vannamei).
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1.2 PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

Durante los Gltimos afios la actividad acuicola ha ido potencialmente en aumento, pero
asi mismo el manejo de los factores medioambientales respecto a la calidad del agua ha
ido en deterioro, consecuentemente la generacion de enfermedades y de nuevas

patologias perjudican a la sostenibilidad del sistema productivo.

La proliferacion de las enfermedades de origen infeccioso son las més reincidentes en el
sector acuicola, afectando negativamente sobre los costos de inversion de la produccion.
Estas infecciones son causadas por diferentes microorganismos patdgenos, siendo las

infecciones bacterianas las mas frecuentes, impidiendo el desarrollo 6ptimo del animal.

Generalmente, las bacterias del género Vibrio se encuentran de forma natural en los
medios acuaticos marinos y en el tracto digestivo del camarén, por lo tanto, cuando estos
se convierten en patdgenos oportunistas, el hepatopancreas es el principal 6rgano
afectado. Una de las enfermedades bacterianas que provoca altos indices de mortalidad

en el camaron es la vibriosis, afectando tanto la etapa larvaria como la de engorde.

Ademas, debido al incremento de la demanda por especies acudticas, la acuicultura
intensiva se ha convertido en una de las opciones para abastecer el suministro de maricos
alrededor del mundo, sin embargo, su intensificacion se encuentra estrechamente
relacionada con el estrés de los organismos en cultivo, dando pauta a la aparicion de
enfermedades. Mucho de los productores recurren al uso de los antibidticos en las granjas
acuicolas, pero su uso indiscriminado ha provocado la resistencia bacteriana a los mismos
(Sardar, et al, 2020).
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1.3 JUSTIFICACION

El uso continuo de los antibidticos en la acuicultura genera una destruccion de las
comunidades bacterianas en el medio de cultivo lo que resulta en un deterioro del sistema
inmune de los animales. Por tal razon, se ha hecho necesaria la busqueda de diferentes
estrategias para reforzar el sistema inmune e incrementar el crecimiento de las especies
acuicolas, ademés de hacer hincapié a una acuicultura sustentable. Una de las mejores
alternativas que contribuye al crecimiento y bienestar de los animales es la inclusion de
nutracéuticos o aditivos en los alimentos, los cuales son componentes derivados de
alimentos como minerales, vitaminas, probidticos, prebidticos, fitobioticos, acidos
organicos, etc. Se ha comprobado que los &cidos organicos promueven el crecimiento,
destacandose principalmente en el control de patdgenos intestinales y supervivencia de

los animales (Sardar et al, 2020).

Los acidos organicos son aditivos funcionales en los piensos acuicolas, se ha podido
demostrar que estos acttan: a) minimizando el pH del alimento, por ende, puede aumentar
la higiene del mismo; b) al modular la actividad enzimética y el pH intestinal, beneficia
a una mejor digestion de los nutrientes y la utilizacion del pienso; ¢) modula la microbiota
intestinal de los peneidos, siendo asi una ventaja, permitiendo un mejor control de la
colonizacion entérica generada por bacterias oportunidas; d) intensifica y mejora la salud
animal (Busti et al., 2020).

Con lo mencionado anteriormente, una alternativa para contrarrestar las patologias
causadas por bacterias y a su vez aminorar el empleo de antibioticos en los cultivos
acuicolas, es la aplicacion de &cidos organicos debido a su accion antimicrobiana,
mejorando no solo la respuesta inmune en el animal, sino también aportando mayor

digestibilidad a los alimentos, y por ende mejor asimilacién de los nutrientes.
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1.4 OBJETIVO

Determinar el efecto de los &cidos organicos en las cargas bacterianas de Vibrios spp. en

el camaron blanco mediante su aplicacion en el alimento balanceado.

1.4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar in vitro el efecto antimicrobiano de acidos organicos comerciales.

- Determinar el efecto antibacteriano in vivo de &cidos organicos ante la presencia

de Vibrios spp.

- Determinar el mejor &cido organico para minimizar la carga bacteriana de Vibrios

spp. en el camardn blanco.
1.4.2 HIPOTESIS DE INVESTIGACION
Si los acidos organicos poseen una accion antimicrobiana, se espera que su efecto

disminuya las excesivas cargas bacterianas producidas por Vibrios spp. en el camaron
blanco.
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CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1 Acuicultura en Ecuador

Ecuador es uno de los paises con mayor exportacion de bienes agropecuarios del mundo,
lo cual ha tenido un reconocimiento internacional debido a la calidad de sus productos.
Dentro de estos bienes se encuentra el sector camaronero, que con el pasar de los afios ha
tenido una evolucion considerable, lo que le ha permitido marcar territorio en cuanto a
exportaciones para la generacién de nuevas fuentes de empleo y un valor agregado. La
actividad camaronera representa un crecimiento economico muy importante en Ecuador,
a diferencia de otros rubros segun la constancia de su producto interno bruto (Ullsco et
al., 2021).

En el afio 2020 se logré 570,00 TM en la industria camaronera, lo que dio como resultado
un porcentaje mas alla del 9,2% entre el afio 2015 y 2020. La industria acuicola en
Ecuador lleva presente alrededor de cinco décadas, lo que la convierte como uno los
sectores econdémicos principales, ya que, las exportaciones que realiza el sector

camaronero comprenden a mas de un 40% (Gonzabay et al., 2021).

2.2 Generalidades del camaroén blanco (Litopenaeus Vannamei)

El Litopenaeus vannamei fue descrito por Lee Boone en el afio 1931 como un artropodo
mandibulado, con un caparazon, antenas y branquias. Se encuentra localizado en el
Pacifico, desde México (Sonora) hasta Pert (Tumbes), se ubica cominmente en sistemas
estuarinos lagunares, ademas vive en fondos arcillosos (5 - 72 m). Posee un rostrum
alargado con dientes ventrales (8-9), anténulas, pedinculos oculares, cuerpo lateralmente
comprimido y un caparazon sin sutura. Su cuerpo se divide en: cefalotérax, abdomen y
telson. El cefalotorax se conforma de mandibulas, antenas y anténulas; el abdomen cuenta
con 6 segmentos donde se ubican 6 pares de pledpodos; el telson cuenta con urdpodos,

los cuales le ayudan a la natacion (Velazquez, 2016).

Esta especie se encuentra en ambientes marinos tropicales, donde los adultos habitan y
desoven en el océano, mientras que las larvas y juveniles se encuentran en zonas costeras

como los estuarios, manglares o lagunas. Las hembras tienen un crecimiento mayor que
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los machos, donde una hembra madura pesa de 30 a 45 g, y puede llegar a desovar entre
100.000 y 250.000 huevos (Dugassa & Gaetan, 2018).

Figura 1. Estructura morfoldgica del Litopenaeus
vannamei. (A) cefalotdérax, (B) abdomen, (C) telson.

Fuente: Velazquez (2016)

El ciclo de vida de P. vannamei es complejo. Las hembras desovan en aguas mar adentro,
y la eclosion de huevos se da tras el desove y fecundacién, liberando los nauplios, que
son la primera fase larvaria. Estos se alimentan de las reservas del saco vitelino del huevo,
y mediante la metamorfosis se desarrollan las siguientes etapas larvarias: zoea, mysis y
postlarva. En zoea, su alimentacion se basa en fitoplancton, mientras que mysis y en los
primeros estadios postlarvales se alimentan de zooplancton. Posteriormente, las
postlarvas tempranas se desarrollan en un estadio de postlarva tardio, donde su

morfologia es parecida a la de un ejemplar adulto (Dugassa & Gaetan, 2018).

Figura 2. Biologia del camaron

Zona Litoral

— Misis
Postlarva
A/%tg“_‘" — “Zoea
» yJuvenil

'\ %% Nauplio

\ Hucvo

Fuente: © Ciclo de vida
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2.3 Taxonomia

Segln Dugassa & Gaetan (2018), El Penaeus vannamei pertenece al filo Arthropoda,
debido a sus caracteristicos apéndices unidos, y por tener una cuticula o exoesqueleto el
cual se desprende en determinados periodos (muda). A continuacion, se describe la

clasificacion taxondmica de acuerdo a varios autores:

Tabla 1. Taxonomia de Litopenaeus vannamei.

Dominio Eucariota
Reino Animal
Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea
Clase Malacostraca
Subclase Eumalacostraca
Superorden Eucarida
Orden Decapoda
Suborden Dendrobranchiata
Superfamilia Penaeoidea
Familia Penaeidae
Género Penaeus
Especie Penaeus vannamei

Fuente: Dugassa & Gaetan (2018).

2.4 Tracto digestivo del camaron

Por lo general, el sistema del tracto digestivo de los camarones esta conformado por a)
intestino proximal, que es donde se localiza el estbmago y ocurre la masticacion; b)
intestino medio o hepatopancreas, que libera enzimas digestivas y se produce la
asimilacién de nutrientes; y c) intestino distal, que es una estructura tubular en la parte
superior del organismo, terminando en el ano. La actividad enzimatica de los peneidos
puede provenir del hepatopancreas o desde otras fuentes, lo que acontece al desarrollo
digestivo antes que el alimento termine en el intestino. En el transcurso del proceso
digestivo, los camarones poseen la capacidad de provocar la ruptura de un gran nimero
de polisacéridos y oligosacaridos (Garibay et al., 2020).

La microbiota intestinal se la define como el “nuevo 6rgano” en peneidos con efectos

importantes en la digestion, sistema inmune, y en el metabolismo nutricional. Debido a
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la accién mutua entre el sistema digestivo del animal y su entorno adyacente, el
hepatopancreas y la microbiota intestinal deben ser participes en los diferentes
mecanismos de resistencia ante las enfermedades (Martin et al., 2022). La microbiota del
animal y su entorno juegan un rol importante en su bienestar, puesto que a diferencia de
los animales terrestres que obtienen su microbiota de forma materna, los organismos
acuaticos son colonizados por las diferentes comunidades microbianas presentes en el

medio acuatico que habitan (Rajeev et al., 2020).

Las proteobacterias son el filo mayormente presente en la microbiota intestinal de los
invertebrados acuéticos, llegando a ser predominante en crustaceos. Dicho filo es diverso
en morfologia, fisilogia y genética, siendo bacterias Gram-negativas, y en su mayoria
anaerobias obligadas o facultativas. Las bacterias mas comunes en el intestino del
camaron tanto para el P. monodon como para el L. vannamei son de la clase
Gammaproteobacterias, que es el grupo méas numeroso del filo. Ademas de esta clase,
Photobacterium y Vibrio spp., representan méas del 70% de secuencias aisladas en los
intestinos de P. monodon, donde el restante de las secuencias pertenece a los taxones:

Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria y Fusobacteria (Holt et al., 2021).

2.4.1 Factores que afectan a la microbiota intestinal del camarén

Los factores que afectan a la microbiota intestinal pueden ser tanto exdgenos como
enddgenos. Hasta la actualidad se ha podido comprobar que los factores exdgenos se
determinan en la salinidad, los componentes de las dietas, la temperatura del agua del
estanque y la concentracion de sulfuros en el fondo de la piscina, siendo los dos ultimos
los mas importantes (Li et al., 2018). En los ecosistemas acuéticos, los factores no
bioldgicos y bioldgicos se regulan entre si: las poblaciones de microorganismos afectan
a los factores acuaticos no bioldgicos, mientras que los factores fisicoquimicos
promueven el crecimiento de diferentes poblaciones de microorganismos (Chen & He,
2019).

De acuerdo a Li et al (2018), el sedimento tiene un impacto mayor sobre las bacterias que
se desarrollan en el intestino de los camarones, puesto que, estos organismos viven en los
estanques, el agua y los sedimentos pueden llegar afectar la microbiota intestinal. De

igual manera, independientemente de la temperatura, existen diferentes tipos de bacterias
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oportunistas que abundan en el medio de cultivo, teniendo algunas una mayor

propagacion en temperaturas altas.

Diversos estudios han revelado que la microbiota intestinal interviene en varios aspectos
de la salud del animal, como el crecimiento, alimentacion, metabolismo, reproduccion,
defensa ante agentes patdgenos, inmunidad y envejecimiento, es decir, las bacterias
intestinales son esenciales para la obtencion de nutrientes indispensables para los
artropodos. Los procesos bioldgicos y funcionales varian segin los cambios que se

puedan producir en la microbiota intestinal (Cheng et al., 2021).

Entre los factores endogenos informados se reportan: el estado de salud y la etapa de
desarrollo del camaroén. La comunidad bacteriana intestinal de los peneidos tiende a variar
segun la etapa de su desarrollo y también su edad. La composicién de bacterias
intestinales en camarones post-larvas de 14 dias y juveniles de uno y dos meses disminuye
hasta un 70%. Por otra parte, cuando llegan a una edad adulta de tres meses esta puede
aumentar en un 75%, lo cual esta relacionado con las dietas implementadas (Li et al.,
2018).

Por esta razon, aquellos patdgenos que parasitan el intestino del L. vannamei pueden
formar una simbiosis con bacterias beneficiosas, lo cual puede desempefiar un papel
crucial a la hora de garantizar un 6ptimo ecosistema intestinal para el mantenimiento de
la salud gastrointestinal. Sin embargo, cuando el entorno o medio de cultivo de L
vannamei sufre modificaciones, altera el equilibrio simbio6tico que hay entre bacterias
oportunistas y bacterias beneficiosas, causando la aparicion de numerosas enfermedades

en el animal (Cheng et al., 2021).

2.5 Sistema inmune del camaron

Los camarones no poseen un sistema linfatico separado a diferencia de otros seres
vertebrados; el fluido corporal es el principal sistema de transporte, en otras palabras, la
hemolinfa. La sangre de los camarones peneidos se constituye de agua, células, proteinas
y sales inorganicas disueltas (Roy et al., 2020). Los camarones dependen de su sistema
inmunitario innato para protegerse contra diferentes tipos de patégenos y los hemocitos
son células que tienen un rol esencial como parte clave ante el sistema inmunitario de los

camarones (Fajardo et al., 2021).
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Para poder combatir las enfermedades infecciosas, los camarones confian Gnicamente en
sus respuestas inmunitarias innatas, que por lo general tienen como caracteristica el ser
rapidas, (de horas dias) inespecificas y sin un desarrollo de una memoria inmunolégica
(Norouzitallab et al., 2019). El sistema inmune de un animal colabora en el
reconocimiento de moléculas no deseadas, seguido de la movilizacion de varias
moléculas y células para poder iniciar la neutralizacion. De modo que, el mecanismo de
defensa es una ayuda necesaria para poder rechazar una invasion de patogenos (Kulkarni
et al., 2020).

La fagocitosis es el mecanismo de defensa celular principal en camarones. Esta actividad
la realizan los semi y granulocitos, con la afectacion de ingestion, quimiotaxis, adherencia
y destruccion de patégenos y exocitosis del patdogeno. Un ejemplo son las enzimas
lisosomicas, las cuales estdn implicadas en la degradacion de polisacaridos, bacterias
Gram-negativas, como Vibrios spp. que transforman la conformacion de la pared celular
bacteriana, haciéndola mas reconocible por las células fagociticas. Las lisozimas pueden

descomponer el patdgeno tanto fuera como dentro de los hemocitos (Amatul et al., 2020).

El exoesqueleto cuticular del camardn también forma parte de la linea principal de
defensa que consigue interceptar la unién y penetracion de patogenos. Igualmente, el
tracto oral que también es una de las rutas que potencia la entrada de patdgenos, el cual
estd conformado por enzimas intestinales y acidos que pueden llegar a digerir los
patdgenos. Ademas, el revestimiento quitinoso que se conoce como membrana
peritrofica, es el encargado de proteger el epitelio intestinal de patdgenos que pueden
incorporarse mediante via oral. Sin embargo, es posible que estos agentes patdgenos
logren destruir la primera linea de defensa mediante la cuticula dafada y/o durante fases

de intermudacion (Kulkarni et al., 2020).

2.6 Agentes patdgenos de interes en el cultivo de camaron

En los cultivos de camardn blanco, la principal finalidad se centra en mejorar el manejo
de las técnicas de produccion, teniendo en cuenta la relacion de la flora bacteriana a lo
largo de todo el ciclo de cultivo de estos organismos. Si se llegan a tener las condiciones
de sanidad adecuadas estas asociaciones pueden resultar positivas, pero si no se
mantienen las condiciones del ambiente, mediante la proliferacion de las bacterias pueden

generar una alta tasa de mortalidad (Reyes, 2021).
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En los ambientes de cultivo de camardn se producen condiciones artificiales que facilitan
la adaptacion, seleccion y crecimiento colectivo bacteriano. Estas comunidades
bacterianas no tienen ningun riesgo para los organismos en cultivo, a menos que estos
estén débiles, estresados o inmunodeprimidos. Los camarones pueden retener diferentes
tipos de especies bacterianas en su exoesqueleto, tracto intestinal y branquias (Carrillo,
2017).

Las bacterias tienen un papel importante en los ambientes marinos y dulceacuicolas, esto
se debe a que la propagacion de las mismas puede llegar a tener efectos positivos o
generar efectos negativos como enfermedades en los sistemas productivos de camarén.
A pesar de ello, existen diferentes tipos de asociaciones simbidticas en las comunidades

bacterianas que se crean en la columna de agua y sustratos (Reyes, 2021).

La mayor preocupacion de las granjas camaroneras en medios marinos y estuarinos son
los patdgenos bacterianos del género Vibrio spp. tales como Vibrio alginolyticus, Vibrio
harveyi y Vibrio campbellii, que son los que cominmente se encuentran en los cultivos
de camaron de Ameérica y Asia. En Ecuador, el sector camaronero durante la fase larvaria
ha sufrido de las afectaciones de ciertas enfermedades de origen bacteriano causadas por
Vibrio, como lo es el sindrome de bolitas generado por V. harveyi, y el sindrome Zoea 2

generado por V. alginolyticus y V. harveyi (Sotomayor et al., 2019).

Por otra parte, en la fase de engorde las enfermedades mas infecciosas y letales son la
enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) y la enfermedad de las
heces blancas (WFD), esta Ultima se caracteriza por la presencia de hilos fecales de color
blanco flotando en el agua de cultivo, y generalmente se presenta después de los 50 dias
de cultivo, dando como resultado un crecimiento tardio del organismo, cosechas no
productivas, y mortalidades masivas. Por tal razon, la efectividad de los productos
terapéuticos juega un rol vital en el control de las enfermedades acuicolas (Alfiansah et
al., 2020).

2.7 Geénero Vibrio
Vibrio spp, es un género de bacterias Gram negativas, siendo microorganismos

anaerobios facultativos, fermentadores, no entéricos, y catalasas positivos, contando con

una forma curvada o recta junto con un flagelo polar para su movilidad. La mayoria de
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las especies tienen la capacidad de fermentar glucosa a través de la generacién de acido
y oxidasa positivo. Para su desarrollo se requiere de 2 - 2.5% (peso/volumen) de NacCl,
sin embargo, otros vibrios requieren de otros iones como el magnesio y potasio. Entre los
medios de cultivo especificos para el desarrollo de vibrios se encuentran: teepol, sales

biliares, telurito y polimixina B y E (Sanchez, 2018).

Este tipo de bacterias se encuentran distribuidas en los ambientes acuaticos especialmente
en los marinos y en los estuarios, asi mismo cohabitan con los animales de cultivo, ya
que estos colonizan las branquias, la cuticula y el tracto digestivo. Por ello, cuando el
sistema inmune del camardn se encuentra suprimido se pueden convertir en patdégenos
oportunistas, donde sus brotes ocurren cuando los parametros ambientales estan en
desbalance favoreciendo a la multiplicacion de bacterias, las cuales son toleradas a
niveles bajos en la hemolinfa, o sino cuando las barreras de proteccion del hospedero han

sido penetradas por las bacterias (Pefia & Cuéllar, 2019).

Segln Holt et al (2021), varios vibrios generan enzimas quitinoliticas lo cual puede
explicar su predominancia en entornos ricos en quitina como el intestino de los
crustaceos, produciéndose asi un nicho para su uso. No obstante, la actividad enzimatica
de ciertos vibrios puede causar efectos negativos en el exoesqueleto y en la salud del

animal, como necrosis de la cola, sindrome de la concha suelta, y enfermedad roja.

Vibrio spp. es uno de los patdgenos bacterianos con mayor importancia dentro del cultivo
de camardn, siendo el responsable de un sin numero de enfermedades, reportandose
mortalidades de un 100% a causa de la Vibriosis (Valenzuela et al., 2020). No obstante,
no todas las especies de Vibrios representan ser microorganismos patégenos, ya que
forman parte natural de la microflora intestinal de los animales, pero puede causar
enfermedades al encontrarse un nimero elevado. Entre los causantes de enfermedades en
la fase larvaria y de engorde se destacan el V. vulnificus, V. parahaemolyticus, y V.
harveyi (Reyes, 2018).

Una caracteristica de los vibrios es qué, cuando los parametros ambientales del agua,
como por ejemplo la salinidad, pH, temperatura, y los nutrientes, pueden influenciar la
presencia como tal de los vibrios en la columna de agua, esto se debe a que determinadas
especies de vibrios son estacionales, estando vigentes comdnmente en la temporada de

verano, donde las temperaturas son célidas y las precipitaciones son minimas, mientras
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que, en la temporada de invierno, estas bacterias no se pueden cultivar con facilidad, por
tal motivo, Vibrio podria servir como un indicador del cambio de las condiciones

ambientales dentro del estanque (de Souza & Wan, 2021).

2.7.1 Vibriosis

Todos los crustaceos son susceptibles a la presencia de la vibriosis durante todo su ciclo
de vida, principalmente en sus primeras etapas, es decir, desde la fase larvaria hasta que
son juveniles, esto se debe a que su sistema inmunolégico no se encuentra completamente
desarrollado sino hasta después de alcanzar las subetapas postlarvales. Por ejemplo, las
actividades del sistema profenoloxidasa (PO) y la superdxido dismutasa (SOD) se
encuentran reducidas en las primeras etapas de desarrollo, puesto que la energia que se
debe emplear para la respuesta inmune esta invertida en el crecimiento larval. Por otra
parte, en el caso de los juveniles de camarones, se podria decir que su microbiota
intestinal estd condicionada luego de la metamorfosis de postlarva (de Souza & Wan,
2021).

Entre los signos clinicos que presentan los camarones infectados por Vibrio spp. se
encuentra enrojecimiento del cuerpo, branquias rojizas o marrones, disminucion en la
ingesta de alimento, hipoxia, nado erratico en la superficie y en los bordes de los
estanques, y letargia. Las lesiones ubicadas en la cuticula, branquias y apéndices de color
negro o marrén son tipicas de la enfermedad bacteriana del caparazén; asi mismo se
visualiza una musculatura blanda, pérdidas de miembros, infecciones en el
hepatopancreas o intestino, o inclusive una septicemia generalizada. Por otra parte, las
coloraciones rojizas en las antenas, branquias, periépodos, pledpodos, en juveniles y

adultos, son a causa de la enfermedad de las patas rojas (Pefia & Cuéllar, 2019)

Una de las enfermedades que ha generado considerables pérdidas econdémicas en el
cultivo de camardn es la enfermedad de necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND),
denominada también sindrome de mortalidad temprana (EMS). En el afio 2009 se reporto
por primera vez su aparicion en China, extendiéndose a nivel mundial principalmente en
Asia y Sudamérica, siendo las cepas de V. parahaemolyticus los principales agentes
causantes de AHPND, los cuales contienen un plasmido que puede codificar los genes de

toxinas. Las cepas son capaces de colonizar el estbmago para posteriormente invadir el
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hepatopancreas del camardn, lo que sugiere que la microbiota del tracto digestivo esta en

relacion con la manifestacion de AHPND (Imaizumi et al., 2021).

Las cuantiosas pérdidas econdémicas en la camaronicultura se deben principalmente a
causa de la vibriosis, la cual es una enfermedad desarrollada por la especie vibrio que
mata al camaron debido a la infeccion bacteriana. Por ello, la industria camaronera ha
implementado diferentes estrategias para tener el control sobre la vibriosis, destacando el
uso de antibioticos y probioticos para contrarrestar los agentes patdgenos tanto en
camarones como en peces (Valenzuela et al., 2020). Sin embargo, con el incremento de
la resistencia hacia los antimicrobianos por parte de varias especies de vibrio, se ha
generado la necesidad de suplantar los métodos convencionales con alternativas mas
sostenibles (Rossi et al., 2021).

2.8 Terapéuticos

2.8.1 Uso de antibioticos en acuicultura

Para contrarrestar las enfermedades causadas por bacterias en el sector acuicola,
anteriormente se ha implementado el uso de antibi6ticos sobre todo en paises asiaticos.
El empleo indiscriminado de una variedad de antibidticos en los cultivos acuicolas ha
desencadenado el incremento de posibles riesgos sobre la salud humana y del animal, y
principalmente en el ambiente acuatico, potenciando el desarrollo de microorganismos

resistentes a los mismos (Silva et al., 2021).

Segun Arenas & Moreno (2018), el uso excesivo y el desconocimiento de los antibidticos
en la acuicultura, ocasiona que los productores apliquen dosis mucho mas alla de los
indices establecidos, lo cual ademas de crear una resistencia microbiana, puede llegar a
desencadenar un impacto ambiental en el medio ambiente. La resistencia ante los
antibioticos se da cuando las bacterias estan expuestas a estos compuestos, desarrollando
niveles subterapéuticos durante lapsos de tiempo prolongados, donde las bacterias pueden
Ilegar a desarrollar plasmidos y genes resistentes a los antibi6ticos. Este tipo de bacterias
pueden transferir horizontalmente sus genes resistentes a los plasmidos y a otras bacterias
(El-Saadony et al., 2021).

En el tratamiento contra la vibriosis se emplean antibidticos tales como el florfenicol,

enrofloxacina, oxitetraciclina, y en determinadas ocasiones norfloxacina; estos
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antibioticos son aplicados en la mayoria de los casos de manera inapropiada, sin realizar
previos analisis de sensibilidad antibiotica, dosis exageradas, inclusive son utilizados
como preventivo, generando de tal manera la llamada resistencia bacteriana (Aguirre et
al., 2021).

En consecuencia, los antibi6ticos son estrictamente controlados, por lo cual solo
determinados antibioticos estan autorizados para ser usados en la acuicultura, siendo
necesaria la bisqueda de otras alternativas para manejar las enfermedades y reemplazar
a los antibioticos en la produccion animal, considerando el empleo de productos naturales
y organicos para el control de patdgenos en el cultivo de camaron (Sotomayor et al.,
2019).

2.8.2 Uso de probidticos en acuicultura

Los probioticos son microorganismos que al ser suplementados tienen la capacidad de
modificar la microbiota intestinal del hospedero, proporcionando beneficios en su
fisiologia con el fin de mejorar su salud, y a su vez mejorar la calidad del agua y
sedimentos (Reyes, 2018). Dentro de las limitaciones de los probidticos incluye la
aplicacion inapropiada en el huésped que puede ser manejada negativamente en algin
momento, presentan un mecanismo de accion lento, y su preparacion requiere de
tecnologia avanzada siendo el principal desafio (Valenzuela et al., 2020). (Valenzuela-
Cobos et al., 2020).

En la acuicultura, los Bacillus son una de las especies mayormente utilizadas para la
formulacién comercial de raciones, por ser capaces de generar elementos inhibitorios y
enzimas, y por la sencillez de incorporarlos a las raciones a razon de que sus esporas les
otorga un mayor grado de resistencia. No obstante, existe evidencia de que cepas de B.
subtilis provocan lesiones en la cuticula de P. monodon, ademas de ello se ha descrito
una nueva enfermedad llamada White Patch Desease (WPD) en el L. vannamei que
genera manchas opacas en la cuticula, reduccion del apetito, tonalidad azul blanquecina,
musculos palidos, necrosis y mortandad a causa de B. cereus. por ello se debe tomar antes
en consideracion el tipo de bacteria que se ingresa al medio de cultivo (Vieira, et al.,
2017).
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2.8.3 Uso de acidos orgéanicos en la acuicultura

Otras de las alternativas para contrarrestar los problemas de las enfermedades bacterianas
son los acidos organicos. Estos poseen acciones antimicrobianas que se encadena con la
reduccion del pH, siendo su forma no disociada la mas importante, ya que le permite
propagarse libremente a través de la membrana celular de los microorganismos hacia su

citoplasma (Gonzalez, 2014).

Por otra parte, las bacterias llegan a consumir grandes cantidades de trifosfato de
adenosianina (ATP) para poder desechar protones al tratar de conservar el equilibrio del
pH intracelular, acabando asi con la energia celular, para finalmente provocar la muerte.
Las sales que poseen los &cidos organicos también pueden llegar a beneficiar de manera
nutricional, mediante la generacion de varias rutas metabolicas para originar ATP en el

ciclo del &cido carboxilico o &cido citrico (Mahmoud & Shunsuke, 2017).

Los acidos organicos tienen diferentes beneficios como aditivos nutricionales funcionales
en los animales en cautiverio. Estos componentes reducen los agentes patdgenos (hongos,
bacterias Gram-negativas) como reduccion del pH, aumentar la actividad enzimatica
(proteasas), mejorar la atractividad del alimento y suministro de energia, o cual ocasiona
una mejor disponibilidad y aprovechamiento de los nutrientes, un crecimiento acelerado

y tasas de conversion alimenticia menores (Silva et al., 2021).

La combinacion de varios tipos de &cidos organicos nos ayuda a mejorar la salud digestiva
y potenciar los efectos antibacterianos del animal. Al usar estos compuestos se obtiene
una mejor resistencia inmune a mejoras de crecimiento y reduccion de mortalidad,
repercutiendo positivamente en los parametros de produccion. Por otro lado, los acidos
organicos tienden a progresar el desarrollo de la microflora, que da como resultado una
aceleracion en las células epiteliales intestinales, ayudando al desarrollo de la actividad
de las enzimas digestivas. Al ser empleados como estimulantes nutricionales y digestivos
en el camardn, pueden ser beneficiosos en periodos de cultivos sometidos a estrés,
disminuyendo los retrasos deficientes de alimentacion y crecimiento del animal (Diaz,
2020).
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2.9 Acidos orgénicos

Son compuestos de hidrocarburos, que comprenden en uno 0 mas grupos carboxilo, los
cuales se dividen de la combinacion de un par de grupos funcionales dentro de un mismo
atomo de carbono: grupo oxidrilo y grupo carbonilo. Poseen un caracter acido el cual se
lo conoce como é&cidos carboxilicos. Dentro de los tejidos bioldgicos estos acidos se
encuentran distribuidos de 8 formas, siendo mediadores de los ciclos metabolicos,
mientras que otros se originan en el tracto digestivo mediante la fermentacion (Reyes,
2014).

Generalmente los acidos organicos son considerados como compuestos seguros, que
poseen uno 0 mas grupos carboxilo (-COOH). Los de cadena corta son los acidos mas
comunes, es decir, aquellos que cuenten con un namero pequefio de carbonos (C1-C6),
entre ellos estan los acidos lactico, férmico, citrico, propionico y sus sales (Kabir et al.,
2021). Durante varias décadas los &cidos organicos han sido usados como un recurso,
debido a las propiedades antimicrobianas que estos poseen, asi como también la
capacidad de poder mejorar la resistencia a enfermedades y el crecimiento de los
organismos acuaticos. Su modo de empleo es en los alimentos como conservantes
(Mahmoud & Shunsuke, 2017).

Su modo de accidn incluye la reduccion de pH de la digesta, promocion de la integridad
intestinal, estimulacion de las enzimas digestivas y control de las comunidades
microbianas intestinales; su eficacia ante los microorganismos esta relacionado con el
valor de pKa, en otras palabras, es el valor del pH en que se puede disociar el 50% del
acido. La variacion de pKa de los acidos organicos va desde 3,02 hasta 6,4 para el acido

fumérico y citrico respectivamente (Kabir et al., 2021).

Los &cidos organicos pueden también utilizarse como promotores para el crecimiento en
la acuicultura, ya que estos ayudan a la inhibicién de patdgenos en su tracto intestinal,
ademas de suministrar de energia y ayudar a tener una mejor digestibilidad de los
nutrientes como el P y N. Estos compuestos organicos son elementos fundamentales de
diferentes rutas metabdlicas, como por ejemplo, la generacion de ATP en el ciclo de los

acidos carboxilicos o en el ciclo del &cido citrico (Correa, et al., 2012).
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2.9.1 Acido citrico

Los acidos citricos con considerados como aditivos y son sintetizados mediante vias de
laboratorio, asi como también pueden ser naturales. Estos acidos pueden llegar a ubicarse
practicamente en todos los tejidos tanto animales como vegetales. Se presentan en el
acido que poseen las frutas tales como la lima, naranjilla, pifia, toronja, mandarina, entre
otros. Asi mismo, el &cido citrico se encuentra como uno de los aditivos alimentarios mas
usados, usados como antioxidantes, conservadores, saborizante de alimentos y

acidulante, por ende, empleados en medicamentos (Cedefio & Mendoza, 2020).

En la acuicultura manera que se emplea estos aditivos para potenciar el beneficio que
estos poseen son muchos, por ejemplo, los acidos citricos también pueden mezclarse con
otros aditivos similares o extractos naturales, lo cual puede llegar un efecto positivo
mejorando la calidad de los conservantes en camarones. Asi mismo, tienen consecuencias
positivas en la inhibicion del crecimiento de microorganismos, la oxidacion de proteinas
y lipidos (Zhang et al., 2021).

2.9.2 Acido ascérbico

El &cido ascorbico es un nutriente que tiene una enorme importancia, se lo puede llegar
a usar como un medio terapéutico, el cual se traslada a nivel intracelular. Es un agente
reductor, en donde uno de sus beneficios es neutralizar los compuestos reactivos del
oxigeno, como lo son el per6xido de hidrogeno que pueden llegar a dafiar las membranas
de los camarones y los peces (Cedefio & Mendoza, 2020). En la acuicultura la falta de
vitamina C puede llegar a causar pérdida de apetito en camarones, causa una tolerancia
al estrés menor, asi como también una disminucion en las mudas y causa altas
mortalidades. El &cido ascorbico en las post-larvas de camarones aumenta la resistencia

en infecciones bacterianas y condiciones de estrés (Cabrera, 2018).

Las defensas antioxidantes que poseen los animales en cultivo ayudan a poder mantener
un mejor ambiente reductor de cada célula, previniendo los dafios causados por agentes
patogenos. El acido ascérbico al ser mezclados o empleado con otros aditivos pueden
mejorar la actividad enzimética antioxidante, teniendo asi una mejor resistencia en
peneidos, previniéndolos de varias enfermedades causadas por géneros Vibrios spp. tales

como el virus de la mancha blanca. Por otra parte, también poseen un efecto antioxidante
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que puede minimizar los dafios que son causados por productos oxidativos, en donde se

incluye los radicales libres (Poom, 2018).

2.9.3 Acido Acético

El &cido acético revise comunmente el nombre de vinagre, este se obtiene mediante una
fermentacion doble (alcohdlica y acética) de una sustancia que contiene almidones y
azucares, lo que nos da como resultado una solucién acuosa. En la industria alimentaria
este acido es muy usado, ya que puede ayudar a mejorar la proliferacion de organismos
patdgenos. Un empleo correcto dentro de los limites establecidos y permitidos no llega a

causar ningun efecto secundario en el animal (Cedefio & Mendoza, 2020).

2.9.4 Acido fumarico

El 4cido fumarico es un acido organico débil de cuatro carbonos (C4H404), es estable a
temperatura ambiente, inodoro, no téxico, con una solubilidad media en el agua, y se
encuentra naturalmente en las plantas y hongos. Las sales fumaricas en el metabolismo
animal se generan a partir de la degradacion de la fenilalanina, aspartato y la tirosina
durante el ciclo de la ornitina y la sintesis de purinas. Al ingerirse por via oral o producirse
en el ciclo del &cido citrico interviene en la generacién de ATP, otra caracteristica que
posee es su accién antimicrobiana debido a su propiedad lipofilica y a su alta disociacién
(pKa), ya que al traspasar la membrana celular bacteriana y disminuir el pH del
citoplasma altera el metabolismo de las bacterias y sus actividades enzimaticas,

impidiendo su desarrollo o incitando a la muerte celular (das Neves et al., 2021).

2.9.5 Acido propionico

El acido propidnico es acido organico que puede llegar a ser usado como fungicida,
conservante y agente microbiano. Este acido es uno de los compuestos que se pueden
considerar como seguros, una de las ventajas que se ha podido llegar a demostrar es que,
la implementacion de este acido puede ayudarnos a mejorar el crecimiento de nuestros
animales. Otra de sus ventajas que estos compuestos poseen es la limitacion del
crecimiento de bacterias, las cuales se pueden llegar a propagar a través de la pared celular
de las bacterias Gram negativas. Los organismos que se alimentan con este tipo de acidos

pueden llegar a presentar un menor numero de cargas bacterianas de Vibrios spp. en
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donde el acido propidnico actia como un gran estimulante de los efectos inhibitorios

sobre el crecimiento V. harveyi en el camaron (Pourmozaffar et al., 2017).

2.9.6 Acidos organicos como aditivos nutricionales en los alimentos

Dentro de los alimentos destinados a la produccion animal es necesaria la inocuidad y
calidad para satisfacer y garantizar el adecuado desarrollo de los animales. Las bacterias,
hongos y levaduras pueden llegar a proliferar en el alimento almacenado cuando ciertos
parametros ambientales tales como la humedad y la temperatura se encuentren elevados.
Por ello, han sido empleados en el alimento como preservantes. Por ejemplo, el acido
lactico es aprovechado en el ensilado de forrajes debido a sus propiedades
antimicrobianas que generan las bacterias acido lacticas durante el proceso de
fermentacion. Los acidos organicos pueden ser usados en los ensilados de pescado,
mejorando la digestibilidad de las proteinas a causa del declive de pH, siendo

desnaturalizadas y aumentando la actividad enzimatica (Reyes, 2014).

Ultimamente los &cidos organicos se han venido utilizando en la acuicultura como
aditivos alimentarios para mejorar la inmunidad, crecimiento, rendimiento vy
digestibilidad de nutrientes en especies acuaticas. Estos componentes organicos al
disminuir el pH del ambiente gastrointestinal del individuo, aumenta la capacidad de
absorcién y los nutrientes digestivos, lo que conlleva a un mejor crecimiento del animal.
Por otro lado, la inclusién de acido orgénico en el organismo de los crustaceos puede
aumentar la digestibilidad de la proteina seca y energia, o que nos da como resultado
mejoras de ganancia de peso (Duan et al., 2018).

Los acidos organicos se los emplea en dietas alimenticias, que estimulan la actividad
pepsina mejorando la disponibilidad de proteinas. Al ser de cadena corta cominmente
han demostrado tener como beneficio la capacidad de mejorar la tasa de crecimiento
especifico y la tasa de conversion alimenticia, y por ende generar ganancias de peso

mediante una mayor asimilacién nutricional de ingesta proteica (Lee et al., 2021).

Los acidificantes pueden presentar propiedades bactericidas y bacteriostaticas segun la
cantidad de inclusion en el alimento, ademas de un efecto antifingico para mantener la
higiene de los balanceados. En aquellos paises tropicales, el incremento de la humedad
deteriora los piensos durante el almacenamiento. Por ejemplo, una temperatura mayor a

los 25°C, una humedad relativa mayor al 65% y una humedad del 12%, crea condiciones

32



factibles para la proliferacion de bacterias y mohos que malogran la conservacion de los
piensos. El Aspergillus flavus es un moho que contamina los balanceados con aflatoxinas
afectando el bienestar de los animales. El uso de acidificantes al 0,25-1% minimiza el pH
en los balanceados, comportandose como un conservante, ya que limita el crecimiento de
microorganismos patégenos, manteniendo la profilaxis y calidad de los piensos (Sardar
et al.,2020).

Tabla 2. Acidos organicos y sus efectos en la nutricion animal.

SITIOS DE EFECTOS FORMA
ACCION EFECTIVA
Aumento de la actividad de pepsina.
Reduccion del pH de estémago y

Tracto intestinal duodeno. H+
Cambios en la concentraciones de
microbiota.
Disponibilidad de cationes (Ca2+, Anion

Mg2+ , Fe2+, Cu2+, Zn2+)

Metabolismo H +y Anidn Efecto
antimicrobiano

Reduccién pH.
Reduccidn del crecimiento microbiano.
Dieta Desnaturalizacion de proteinas. H+

Efecto antimicrobiano H +y Anion

Fuente: (Reyes, 2014).

2.9.7 Inhibicién de bacterias patégenas

Cada uno de los microorganismos cuenta con un pH &ptimo en el cual puede
desarrollarse, y un valor de pH donde les resulta imposible crecer, haciendo referencia al
pH extracelular, puesto que el pH intracelular debe estar proximo a la neutralidad,
inclusive el de aquellos microorganismos acidofilos. Los acidos organicos acttan sobre
los microorganismos de dos formas diferentes, aunque se encuentren relacionadas entre
si. La primera trata sobre el efecto antimicrobiano correspondiente a la acidez por accién
de la reduccidn del pH extracelular. La segunda, es el efecto antimicrobiano a causa de
la forma no disociada del &cido, el cual es capaz de atravesar la membrana celular y causar

un declive en el pH intracelular (Anangono, 2014).
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Las bacterias patogenas tienen una inhibicion efectiva mediante la adicion de acidos
organicos, sobre todo las Gram negativas, al reducir el pH de su ambiente. Su accion se
realiza al entrar a la pared celular y liberar protones en el citoplasma, lo que provoca un
desequilibrio del pH en la célula. Para poder mantener el equilibrio comienza a gastar
grandes cantidades de ATP vy asi poder extraer los protones de la célula. El consumo de
ATP genera una deplecion energética que concluye en muerte celular. Ademas de reducir
el pH intracelular, los acidos organicos tienen la capacidad para formar complejos
minerales con quelantes, ante todo el hierro, indisponibilizando los micronutrientes y

acortando el desarrollo de otros microorganismos (Vieira et al., 2017).

En investigaciones citadas por Li et al (2018), se ha estudiado diferentes dosis de butirato
y propionato como aditivos en las dietas de los peneidos, donde se ha usado
concentraciones de 0,5%, 1% 0 2% de cada sal, asi como una dieta de control por 47 dias.
Todas las dietas que poseian butirato o propionato han logrado aumentar la biomasa final,
asi como la aglutinacion sérica de los peneidos. En las dietas que fueron alimentadas con
1% y 2% de propionato y butirato las comunidades bacterianas de los camarones fueron
similares a los grupos de control y 0,5% de propionato, en donde se encontraron una carga
baja de Vibrios spp. en los intestinos de los camarones para el grupo de butirato. Asi
mismo, se obtuvieron resultados semejantes en peneidos alimentados con el 2% de

butirato en sistemas superintensivos de biofloc.

En la investigacion realizada por Valenzuela et al (2020), se emplearon 3 formulaciones:
pellets mezclados con acido lactico, acido citrico, acido férmico, acido sérbico y
aglutinante acuicola (M1); pellets mezclados con acido fumarico, acido sérbico, acido
citrico y aglutinante acuicola (M2); y pellets mezclados con &cido formico (M3). Los
camarones infectados con vibriosis tuvieron una alimentacion durante 5 dias, que fue
realizada dos veces por dia con 200 g de pellets con las 3 formulaciones. Utilizando la
primera mezcla (M1) se logré obtener una mortalidad del 10,00%, un indice mayor
porcentual de supervivencia del 80,00%, asi como un incremento de peso de 54,00 g;
mientras que, utilizando la muestra de control (solo pellets) se obtuvo una mortalidad
significativamente mayor del 50,00%, el menor indice porcentual de supervivencia de un
0,00% vy asi mismo el mayor peso de los camarones. Por otra parte, se pudo encontrar
cambios relativos entre las 3 mezclas que fueron probadas en L. vannamei infectados por
vibrios empleando la mezcla (M1) en donde no se presentd sintomas de vibriosis después

de realizar una prueba de biocontrol. La muestra (M1) demostr6é un contenido mayor de
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cenizas y proteina siendo de 344,20 y 145,70 g. Kg™. Esto nos muestra como resultado
que el empleo de 4cidos organicos en dietas alimenticias esta relacionado de manera
directa con un mejor control de la vibriosis, asi como también una mejorar en el

crecimiento del camardn blanco.

De acuerdo con investigaciones citadas por Sardar et al (2020), los efectos que pueden
generar los acidos organicos en los peces van mas alla de una modificacion en la
microflora intestinal del animal. Entre otros beneficios positivos tenemos el aumento de
la secrecion pancratica, una mejora considera en la actividad de las enzimas digestivas y
en la integridad de la barrera intestinal, y el desarrollo del epitelio intestinal. La adicién
de fitasa (a 500 FTU) combinado con &cido citrico (3%) en dietas basadas en vegetales,
puede aumentar la biodisponibilidad de P y diferentes minerales, aumentado la
mineralizacion en alevines de L. rohita. El resultado total de las bacterias por gramo de
heces disminuyo significativamente en los peces que fueron alimentados con dietas

suplementadas con 0,2% de diformato de potasio y 0,3% de mezcla de &cidos organicos.

Chuchird & Tirawat (2015) comprobaron el efecto del &cido formico (FA) y la
astaxantina (AX) en el crecimiento, supervivencia, bacterias intestinales y resistencia de
las postlarvas de camaron blanco ante la presencia de V. parahaemolyticus. Se realizaron
6 dietas, donde los resultados mostraron que no hubo diferencias en cuanto a la ganancia
de peso entre los tratamientos. La tasa de supervivencia fue mayor en camarones
alimentados con FA, AX y su combinacion (45,83-67,50 %), a diferencia del grupo
control (20,00 + 17,32 %). Las dietas que incluian FA presentd un recuento inferior de
bacterias intestinales totales (0,6% FA) y Vibrios spp. En cuanto a los parametros
inmunitarios, los grupos alimentados con AX mejoraron significativamente en contraste
con los otros grupos. Se puede concluir que la inclusion de FA, AX y su combinacion

son Utiles en el cultivo de camardn.

Dentro de las investigaciones citadas por Ng & Koh (2016), reportan que para la
supervivencia, la actividad enzimética, la respuesta inmune y la tolerancia a la vibriosis
en el camardn blanco, se recomienda una suplementacion de cido citrico de 2-3 g kg™
Asi mismo la suplementacion de butirato puede favorecer a la microbiota intestinal de
los camarones, obteniendo un mejor rendimiento respecto al crecimiento. En el caso de
los peces, la adicion de diformato de potasio (KDF) en la dieta de la tilapia hibrida

mejoraba su resistencia a V. anguillarum dependiendo la dosis. La suplementacion de 20
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g Kg! de KDF podria ser eficaz para controlar la infeccion por V. anguillarum en la

tilapia.
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CAPITULO Il
3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Area de estudio

La investigacion se llevd a cabo en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Técnica de Machala, ubicada en la ciudad de Machala perteneciente a la

provincia de EI Oro, con las siguientes coordenadas 3°17°29”S 79°54°49”W (Figura 3).

Figura 3. Ubicacion de la investigacion.
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f Bosque Botanico

Fuente: Google Earth (2023)

3.2 Materialesy equipos

Materiales
e Gavetas (25 L)
e Mangueras de acuario y piedras difusoras
e Red de acuario
e Filtro de bolsa de agua
e Balanceado
e Placas de petri
e Tubos eppendorf
e Matraz Erlenmeyer
e Gradilla
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e Tubos de ensayo

e Mechero

e Micropipetas

e Puntas para micropipeta

e Asas de siembra Drigalski
e Pinzas

e Hisopos

e Papel aluminio

e Papel absorbente

e Rotuladores

Equipos
e Medidor de pH y temperatura
e Aireadores
e Microondas
e Camara de flujo laminar
e Autoclave

e Balanza gramera

Sustancias
e Aglutinantes
e Acidos organicos
e Probitticos
e Medio de cultivo (Agar)
e Alcohol industrial
e Agua destilada

e Agua salobre

3.3 Metodologia

Para el desarrollo de la siguiente investigacion se realizd un ensayo para comprobar el
efecto que presentan los acidos organicos en las cargas bacterianas de Vibrios spp. del

camaron blanco.

38



3.3.1 Obtencién de los ejemplares

Para realizar esta investigacion se obtuvo 60 ejemplares con un peso aproximado de 9 gr,
los cuales fueron recolectados de la camaronera “COODAESVIR” ubicada en la
parroquia La Cuca del canton de Arenillas de la provincia de EI Oro. Se tomé los
parametros del agua de transporte los cuales fueron: T°C 30°C, salinidad de 16 ppt, pH
7,51.

Cabe mencionar que los organismos recolectados no fueron expuestos a ningun tipo de

tratamiento por parte del productor durante su cultivo.

3.3.2 Proceso de aclimatacion de los juveniles

El proceso de aclimatacion se realizdé durante un periodo de cuatro dias para evitar el
estrés y mortalidad de los ejemplos a causa de la adaptacion a las nuevas condiciones

fisicoquimicas del medio, asi mismo para verificar el comportamiento de los organismos.

3.3.3 Preparacion de unidades experimentales

Durante el proceso de investigacion se emple6 12 unidades experimentales, es decir, 3

réplicas para cada tratamiento (T1, T2, T3), incluido el tratamiento control (TO0).

En cada unidad experimental se colocd 5 ejemplares de camardn blanco. Por otra parte,
el agua empleada para las unidades experimentales fue recolectada de la camaronera
“ACUICOLA MAR Y TIERRA S.A” ubicada en la ciudad de Machala, via Puerto
Grande. Previamente el agua fue filtrada con ayuda de una bolsa filtrante de 1 pm,
colocéndose un volumen de 25 L para cada unidad experimental con aireacion constante.

Sus parametros fueron los siguientes: T°C 29°C, salinidad 19 ppt, pH 8,01, amonio 0

ppm.

3.3.4 Manejo de unidades experimentales
Los parametros de calidad de agua tales como pH y temperatura se midieron con un
equipo digital, mientras que el amonio se midié con ayuda de un kit colorimétrico API

diariamente, por ultimo, los recambios de agua realizados fueron de un 30% pasando un

dia mediante un sifoneo. Para recuperar el volumen de agua perdido se utilizé agua del
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reservorio previamente tratada. Posteriormente se adicionara bacterias probioticas al agua

para mantener su calidad en 6ptimas condiciones.

3.3.5 Preparacion del alimento

Para poder realizar las dietas correspondientes se emplearon 3 diferentes acidos organicos
comerciales (AO1, AO2, AO3). Durante la investigacion se utiliz6 un balanceado
comercial de laempresa Biomar, que contiene un 35% de proteina y es extruido. El pienso
alimenticio fue mezclado con los diferentes acidos organicos segun la dosis recomendada
por el fabricante (10g/kg de alimento), y para su compactacion se utilizo pegante (1 ml).

La dieta suplementada se suministré a los ejemplares por un periodo de 10 dias.

AO1: Acido citrico, acido galico, acido fumarico y acido l4ctico, extracto de ajo, canela,

olivo y aceituna.
AO2: Acido propiodnico, acido acético, acido formico, formaldehido.
AO3: Acido citrico, 4cido lactico, 4cido malico, acido fumarico, polvo de diatomeas

3.3.6 Alimentacion

Las dietas fueron determinadas en base a su peso corporal promedio, siendo alimentados

al 2,6% de su biomasa. Se dosificé con dos raciones al dia durante los 10 dias.

3.3.7 Anadlisis microbioldgico

Se realizaron dos analisis microbioldgicos: a) el primer analisis se llevé a cabo al
comienzo del ensayo para verificar la cantidad de carga bacteriana inicial (UFC) presente
en las muestras de hepatopancreas del camardn; b) el segundo analisis se realizé al final
del ensayo, determinando la cantidad de carga bacteriana presente en las muestras de
hepatopancreas luego de haberse sometido al tratamiento con los &cidos organicos. Para
ello se utilizé la técnica de diluciones seriadas (107, 102, 10%) preparandose con
anticipacion una solucion salina al 1.5% que fue autoclavada, donde se colocé 9 ml de la
solucion en cada tubo de ensayo a emplear. Después se tomo al azar 6 ejemplares de cada
tratamiento y se extraera muestras de hepatopancreas para macerarlos y preparar un pool,
pesando 1g de HP que fue depositado en el primer tubo de ensayo, y siguiendo dicho

proceso se continuara con las diluciones seriadas. Luego se efectuara la siembra en placa
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con el Agar TCBS y CHROMagar™ Vibrio, tomando 100 puL de cada dilucion realizada,
extendiendo la muestra por toda la superficie del medio de cultivo mediante la técnica de
siembra en superficie. Se realizé un duplicado de cada dilucion. Posterior a esto, se
incubo las placas por 24 horas a 30°C, para despues contabilizar las colonias bacterianas
(UFC), asi como también se determinara la predominancia de vibrios en especifico por

medio de su coloracion, el cual sera expresado en porcentaje.

Ademas, se llevd a cabo un examen in vitro en donde se determind el halo de inhibicion
que los acidos organicos pueden producir ante la presencia de bacterias Gram-negativas,
de tal forma que se evidenciara su eficacia. Primero se realizara una siembra en placa de
una muestra de HP con la técnica de siembra por estria con ayuda de un hisopo sobre el
medio de cultivo. Después se elabor6 pequefios discos de papel absorbente (0,5 mm), los
cuales fueron sumergidos en cada acido organico, y colocados sobre la superficie del
medio de cultivo con ayuda de unas pinzas. Posterior a ello se incubo las placas por 24
horas a 30°C, y a continuacion se podra visualizar el halo de inhibicidén que forma cada

acido orgénico, el cual fue medido con una regla (mm) para determinar su diametro.

3.3.8 Disefo experimental

El disefio experimental que se utilizo en la investigacion es un Disefio Completamente al
Azar (DCA), siendo el factor de estudio los acidos organicos que seran implementados
en el alimento. Los datos que se obtuvieron son en base al conteo de bacterias en el
hepatopancreas en funcion de cada tratamiento. Se trabajara con 4 tratamientos y 3

réplicas (4x3) (Figura 4):

- Tratamiento 1 (T1): alimento balanceado con la adicion de AO1.
- Tratamiento 2 (T2): alimento balanceado con la adicién de AO2.
- Tratamiento 3 (T3): alimento balanceado con la adicién de AO3.
- Tratamiento control (TO0): alimento balanceado sin la aplicacion de &cidos

0rganicos.

Para el analisis estadistico de los datos que se obtuvieron del conteo bacteriano del
hepatopancreas en el camaron blanco se utilizé el software IBM SPSS Statistics version
25, con un intervalo de confianza del 95%. Se aplicara el método estadistico de ANOVA
de un factor inter-grupos para comparar las varianzas entre las medias de los diferentes

grupos, de tal manera gque se determinara si existe o no diferencias significativas entre los
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tratamientos, previamente comprobados los supuestos de prueba de normalidad de datos
y homogeneidad de varianzas. En el caso de existir diferencias significativas entre los

grupos se aplicara la prueba Post Hoc Duncan.

Figura 4. Disefio experimental del ensayo.

T0

Control

T0

Control

T0

Control

Fuente: Autores (2023).
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4. RESULTADOS

4.1  Analisis microbiolégico in vivo

Respecto a los resultados del andlisis microbioldgico in vivo de hepatopancreas de L.
vannamei realizado con agar TCBS, se pudo observar que el numero de colonias de
bacterias presentes al inicio del ensayo fue de 2,15x10° con predominancia de colonias

verdes.

En la tabla 3 se puede evidenciar que al final del ensayo el T2 (2,65x10%) presento un
menor niimero de colonias bacterianas con respecto al T1, T3y T0 (2,89x103, 4,35x10°,
9,45x10° respectivamente), aunque no existe diferencias exponencialmente entre
tratamientos, se puede observar una diferencia en la base numérica de los mismos. Por
otra parte, se puede evidenciar que la carga bacteriana del T2 a diferencia de la carga
bacteriana inicial es menor, es decir, que el AO2 tiene mayor efectividad para minimizar

la carga bacteriana del organismo.

Tabla 3. Comparacion del efecto de los acidos organicos sobre la carga bacteriana de camaron

blanco (L. vannamei).

Tratamientos UFC mi-1
Tratamiento control (T0) 9,45E+03
Tratamiento 1 (T1) 2,89E+03
Tratamiento 2 (T2) 2,65E+03
Tratamiento 3 (T3) 4,35E+03

En el andlisis de varianza (ANOVA) de un factor inter-grupos se evidencia que los
tratamientos con acidos organicos y el control presentan diferencias estadisticas
significativas en relacion a la carga bacteriana del camaron, puesto que el p-valor
obtenido (0,047) es menor que alfa, por lo cual, se concluye que los aditivos empleados
en el alimento (&cidos organicos) presentan un efecto significativo sobre la cantidad de

bacterias totales en el camarén (Tabla 4).
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Carga bacteriana (UFC)

Tabla 4. Andlisis de varianza inter-grupos sobre la carga bacteriana del camaron blanco en

relacion a la adicion de acidos orgénicos en el balanceado.

Carga bacteriana (UFC/ml)

Fuentes de Suma de gl Media F Sig.
variabilidad cuadrados cuadratica
Entre grupos 90742500,000 3 30247500,000 4,159 ,047
Dentro de 58180000,000 8 7272500,000
grupos
Total 148922500,000 11

Se puede observar en la figura 5 que los &cidos organicos incluidos en la dieta del
camaron blanco son eficaces para combatir bacterias Gram-negativas, demostrando que
el tratamiento 2 (2,65x10%) difiere estadisticamente del tratamiento control (9,45 x10%)
revelando ser el acido organico mas efectivo, seguido del tratamiento 1 (2,89x10%), y por
altimo el tratamiento 3 (4,35x10%), no obstante, entre los tratamientos con acidos

organicos no mostraron diferencias estadisticas significativas.

Figura 5. Efecto de los acidos organicos sobre la carga bacteriana en el camaroén blanco.
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4.2 Apariencia de las colonias

Al determinarse la predominancia de vibrios especificos en el hepatopéancreas del
camaron blanco, los resultados revelaron que las colonias de Vibrio vulnificus estuvieron
presentes en todos los tratamientos, incluido el control. Se obtuvo un 100% de colonias
de V. vulnificus presente en el T2 (AO2) y el T1 (AO1), mientras que en el T3 (AO3)
predominaba con el 93,33% el V. vulnificus y con un 6,66% el V. alginolyticus. Por su
parte, en el TO (control) hubo la presencia de tres especies de vibrios: V.
parahaemolyticus, V. alginoliticus, y V. vulnificus con el 16,13 %, 6,45% y 77,41%

respectivamente (Figura 6).

Figura 6. Presencia de vibrios especificos presentes en el hepatopancreas del camaron blanco
al emplear &cidos organicos en la dieta.

120,00%

100% 100%
100,00% 93,33%
80 00% 77,41%
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20,00% 16,13%
6,45% . 6,66%
0.00% [ /=
TO (control) T1 (AO1) T2 (AO2) T3 (AO3)

mV. vulnificus  ®V. alginolyticus  ®V. parahaemolyticus

4.3  Analisis microbiolégico in vitro

Los resultados de la lectura de los halos de inhibicion que formaron los acidos organicos
en presencia de bacterias Gram-negativas se puede observar que, el tratamiento 1 (AO1)
y el tratamiento 3 (AO3) mostraron diferencias significativas con respecto al tratamiento
2 (AO2), calificandose la zona de inhibicion como intermedia para el tratamiento 1 (AO1)
y tratamiento 3 (AO3), y nula para el tratamiento 2 (AO2) (Tabla 5).
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Tabla 5. Lectura de halos de inhibicion que formaron los acidos organicos

Tratamientos Diametro del halo de inhibicion
Tratamiento 1 (AO1) 10 mm (intermedio)
Tratamiento 2 (AO2) 0 mm
Tratamiento 3 (AO3) 12 mm (intermedio)

4.4 Supervivencia

Al final del ensayo no se registrd la muerte de ningin organismo en aquellos tratamientos
en donde se aplico los &cidos organicos, obteniendo una supervivencia del 100%, no
obstante, en el tratamiento control se registrd la muerte de un organismo, obteniendo una

supervivencia final del 93%.
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5. DISCUSION

Uno de los grandes problemas que aqueja a la acuicultura mundial es las enfermedades
bacterianas, siendo la vibriosis una de las enfermedades principales. Esta enfermedad es
responsable de generar un sin niUmero de mortalidad de organismos que se encuentren
cultivados, asi como también ocasionar importantes pérdidas econémicas. Por lo general,
las infecciones ocasionadas por el género Vibrio llegan a tener lugar en los criaderos, por
otra parte, las epizootias tienden a ocurrir regularmente en estanques acuicolas donde se
encuentran los camarones en cautiverio. El factor principal para la propagacion de estas
bacterias es una alteracion de los factores ambientales, lo cual desata una masiva
multiplicacién de las mismas. Los camarones tienen un rango bajo de toleracion de estas
bacterias en la sangre, lo cual los hace susceptibles a tener una penetracién bacteriana de
las barreras del huésped, haciendo asi que estos se lleguen a enfermar (Chandrakala &
Priya, 2017).

En el siguiente ensayo realizado se pudo evidenciar que el uso de &cidos organicos en el
alimento balanceado fue capaz de aminorar las cargas bacterianas de vibrios en el
camardn y mantener la tasa de supervivencia, lo cual coincide con los resultados de
Valenzuela-Cobos et al (2020), indicando que la combinacion de acidos organicos en la
dieta ayuda a controlar la vibriosis, ademas de incrementar la tasa de supervivencia y
mejorar el crecimiento en el camaron blanco. Por otra parte, de acuerdo a lo reportado
por Ng & Koh (2016) se puede observar un recuento total de vibrios inferior en el
hepatopancreas al suministrar en la dieta de los camarones 20 g kg™ de mezclas de acidos
organicos (OAB), a comparacion del tratamiento control sin la adicion de acidos

0rganicos.

Existen diversas investigaciones donde se comprueba la accion antimicrobiana de los
acidos organicos al implementarse en las dietas de los organismos acuaticos. En el ensayo
realizado por Sivakumar et al (2022) se evidencio que los camarones que fueron
alimentados con acido organico (diformiato de potasio (KDF), formiato de sodio (SF)) y
una mezcla de acidos organicos (KDF + SF) mostraron una resistencia significativa ante
V. harveyi a diferencia del tratamiento control (sin acido organico), siendo la dosis de
acido organico (KDF) al 2% la que presento la tasa mas baja de vibrios, asi mismo, se

observo una tasa de mortalidad inferior a comparacion del control al emplear las
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diferentes dietas de acidos organicos, obteniendo resultados significativamente mas

elevados en los parametros inmunes de los camarones.

En la investigacion efectuada por Reyes (2017) evalué el efecto antimicrobiano
individualmente y de forma sinérgica de &cidos organicos y fitoquimicos bajo
condiciones in vitro para el control de Vibrio parahaemolyticus, entre sus resultados
obtenidos se observo que los acidos propidnico, butirico, nicotinico y acético mostraron
inhibicién microbiana del 96,88%, 96,35%, 95,80% y 93,03% respectivamente, teniendo
un amplio espectro inhibitorio ante las cepas de V. parahaemolyticus. Por otra parte, la
combinacién de los extractos acéticos de los fitoquimicos junto con los &cidos propiénico
y butirico presentaron un efecto sinérgico positivo al tener un amplio espectro
antimicrobiano ante las cepas de V. parahaemolyticus. Es decir, tanto el uso de manera
individual como sinérgico de los acidos organicos y fitoquimicos poseen propiedades

antimicrobianas sobre V. parahaemolyticus.

El uso de &cidos orgéanicos en la dieta también ha favorecido a ejemplares de tilapia, tal
y como lo evidencia el trabajo realizado por das Neves et al (2021) donde aplico acido
fumarico en diferentes dosis en el alimento de juveniles de tilapia del Nilo, siendo la dosis
de 15 g/kg de &cido fumarico con mayor efectividad, puesto que no solo incrementa el
crecimiento, sino que disminuye las bacterias Gram-negativas en el intestino de los
organismos. De igual manera, el estudio realizado por Reda et al (2021) revelo que al
incluir 1% de &cido férmico en el alimento balanceado para peces tilapia, minimizo los

efectos causados por bacteria patdgenas Aeromonas veronii y redujo la mortalidad.

Los antibiogramas elaborados durante este ensayo, revelaron que los halos de inhibicion
asociados a los acidos organicos del T1 y T3 demostraron tener un gran efecto inhibidor
sobre las colonias bacterianas de vibrios, sin embargo, estos resultados difieren del T2,
puesto que en el ensayo in vitro realizado no llegd a formar un halo de inhibicion. Por su
parte, Silva et al (2021) indican que los acidos organicos poseen un rango intermedio de
inhibicion bacteriana de 8,5 mm. A su vez, Sotomayor et al (2019) demostraron que la
mezcla de acidos organicos tales como &cido acético, acido formico, acido propiénico y
formaldehido fue el més eficaz al generar mayor sensibilidad en las cepas de vibrios.
Igualmente, Sardar et al (2020) han reportado que el uso de sales de acidos organicos
tales como el acetato, propionato y butirato presentan una mayor capacidad de inhibicién
ante las especies de Vibrio. En el caso de los peces, Yilmaz et al (2018) han comprobado
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en condiciones in vitro, que el &cido transcindmico inhibe potencialmente al patégeno de
peces Aeromonas sobria, asi como otras bacterias patdgenas: Vibrio crassostreae, Vibrio,

anguillarum, Aeromonas salmonicida y Yersenia ruckeri.

Por otra parte, el uso de bacterias utilizadas para mantener la calidad del agua durante el
ensayo, puede ser el factor causante de la reduccién de la cantidad de colonias bacterianas
(UFC) en el tratamiento control (TO), dado que los ejemplares se encontraban en un
medio acuatico condicionado, actuando no solo como agentes reductores de amonio, sino
también como agentes antagdnicos. Farzanfar (2006) menciona que, la adicion de una
mezcla probidtica en sistemas de produccion intensiva mejora la calidad de agua tanto en
los cultivos de crustaceos como en los cultivos de peces al minimizar la cantidad de
materia organica y amoniaco (NH3), a su vez reduce la concentracion de vibrios en el
agua, puesto que influye en la composicion de las comunidades microbianas, actuando
como antagonista ante los microorganismos patdgenos del medio circundante,
destacandose los Bacillus spp. Asi mismo indica que por definicion, las bacterias que se
suministran en el agua de cultivo tienen una funcion especifica y no se debe comparar
con aquellos microorganismos que se afiaden en el alimento balanceado. Esto coincide
con Chizhayeva et al (2022), donde sefialan que los probidticos afiadidos directamente en
el agua, mejoran la calidad de la misma, y actGan desplazando a las bacterias oportunistas
del medio. Por otra parte, Dawood et al (2021) aluden que las bacterias probidticas
tienden a causar antagonismo bacteriano tanto en el medio de cultivo como en el huésped,
esto se debe principalmente a su mecanismo para producir sustancias antimicrobianas,
ademas, pueden incitar al proceso de exclusién competitiva, impidiendo que los
microorganismos patdgenos logren desarrollar genes de resistencia. Un claro ejemplo de
ello son las especies de Bacillus spp. que tienen la capacidad de generar metabolitos y

antibioticos en contra de los patdgenos.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

En comparacion con la carga bacteriana inicial del tratamiento control (2,15x10°), el
acido organico que tuvo un mejor efecto antimicrobiano fue el tratamiento 2 (AO2),
presentando una carga bacteriana final de (2,65x10°), seguido del tratamiento 1
(AO1) (2,89 x10%), y finalmente el tratamiento 3 (AO3) (4,35x10°).

Sin embargo, el uso de bacterias empleadas para controlar los metabolitos toxicos en
el agua influyo de cierta manera en la carga bacteriana final de los organismos del
tratamiento control durante el ensayo, obteniendo 9,45x10° UFC, aun asi, se puede
notar diferencias numéricas con los tratamientos en donde fueron empleados los

acidos organicos en relacion al control.

En la prevalencia de vibrios especificos en el hepatopancras del camarén blanco, se
Ilego a constatar que las colonias de Vibrio vulnificus estuvieron presentes en todos
los tratamientos realizados incluyendo el tratamiento control (T1y T2: 100%, T3:
93,33%, TO: 77,41%), indicando que los componentes de los acidos organicos
comerciales del T1y T2 son capaces de inhibir el crecimiento de V. alginoliticus y V.
parahaemolyticus, los cuales si estuvieron presentes en el T3 (6,66% ) y TO (6,45%

y 16,13 %) respectivamente.

En el andlisis microbioldgico in vitro los resultados mostraron que las bacterias
Gram-negativas son sensibles a los acidos organicos del T1 y T3 con un valor

intermedio.

Al concluir el ensayo no se registr0 ninguna muerte de los organismos que se
encontraban en los tratamientos medicados con acidos organicos, dando asi una

supervivencia del 100% con respecto al control.

50



RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones donde se evallen estudios de probidticos mezclados con

acidos organicos como reductores de la carga bacteriana en el Litopenaeus vannamei.
Llevar a cabo un analisis donde se evalle el efecto antimicrobiano que tienen los
acidos organicos combinados, como de manera individual en la dieta del camaron

blanco.

Buscar alternativas para abaratar los costos por la utilizacion de &cidos orgéanicos en

la alimentacion de Litopenaeus vannamei.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Recoleccion de agua de camaronera  Anexo 2. Obtencién de ejemplares de la
para el abastecimiento de las wunidades  camaronera "COODAESVIR".

experimentales.

Anexo 5. Medicién de amonio Anexo 6. Alimento preparado con &cidos orgénicos
comerciales.
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Anexo 7. Preparacion de los medios de cultivo para el analisis microbioldgico (agar TCBS y
CHROMagar).

Anexo 9. Peso de las muestras de
hepatopancreas extraidas (19).

Anexo 10. Crecimientos de colonias Anexo 11. Diluciones seriadas.
bacterianas de Vibrios en agar TCBS.
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Anexo 12. Halos de inhibicién indicando que Anexo 13.  Crecimiento de Vibrios
no se produce crecimiento bacteriano especificos (V. wulnificus 'y V.
alrededor de los discos con AO. alginolyticus).
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