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Resumen 

 
Seriola rivoliana, comúnmente conocido como huayaipe, es un pez marino potencial para 

la acuicultura. Se han realizado varios estudios acerca de su cultivo, partiendo desde la 

obtención de reproductores, la larvicultura y la producción de juveniles. Sin embargo, 

estudios enfocados en la respuesta inmune, el diagnóstico y prevención de enfermedades 

son escasos debido a la falta de un protocolo estandarizado para el aislamiento e 

identificación de patógenos. En base a un metaanálisis acerca de métodos y técnicas para 

el aislamiento, caracterización y evaluación de la patogenicidad de las bacterias, se logró 

diseñar un protocolo de evaluación de la patogenicidad de aislados bacterianos obtenidos 

de cultivos de huayaipe mediante pruebas in vitro. Este protocolo se desarrolló en el 

laboratorio de Bioactividad de CENAIM. Usando técnicas de aislamiento y 

caracterización se obtuvieron catorce aislados bacterianos los cuales fueron evaluados 

mediante pruebas in vitro como: prueba de halotolerancia, producción de biofilm, MIC y 

MBC, resistencia antibióticos, motilidad, prueba de hemólisis y prueba de letalidad con 

larvas de huayaipe donde se identificaron tres aislados bacterianos con alto potencial 

patogénico, los cuales requieren un estudio e investigación posterior. Estos hallazgos 

resaltan la importancia de seguir estudiando estos aislados bacterianos para comprender 

mejor la naturaleza y potencial impacto en la salud de los peces como el huayaipe. 

 

Palabras Clave: huayaipe, protocolo, aislados bacterianos, in vitro. 
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Abstract 

Seriola rivoliana, commonly known as huayaipe, is a potential marine fish for 

aquaculture. Several studies have been carried out on its cultivation, starting from 

obtaining reproducers, larviculture and the production of juveniles. However, studies 

focused on the immune response, diagnosis and prevention of diseases are scarce due to 

the lack of a standardized protocol for the isolation and identification of pathogens. 

Based on a meta-analysis about methods and techniques for the isolation, 

characterization, and pathogenicity evaluation of bacteria, it was possible to design a 

protocol for evaluating the pathogenicity of bacterial isolates obtained from huayaipe 

through in vitro tests. This protocol was developed in the CENAIM Bioactivity laboratory. 

Using isolation and characterization techniques, it was obtained fourteen bacterial 

isolates which were evaluated through in vitro tests such as: halotolerance test, biofilm 

production, MIC and MBC, antibiotic resistance, motility, hemolysis test and lethality test 

with huayaipe larvae where we identified three bacterial isolates with high pathogenic 

potential which require continuous and more detailed study and research. These findings 

highlight the importance of continuing to study these bacterial isolates to better 

understand the nature and potential impact on the health of fish like the huayaipe. 

 

Keywords: huayaipe, protocol, bacterial isolates, in vitro. 
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Capítulo 1 

1. Introducción 

La acuicultura a nivel mundial se ha convertido en una actividad productiva de gran 

relevancia, puesto que ha tenido un rápido crecimiento, cuya importancia radica en su 

aportación a la producción pesquera mundial y al incremento en la demanda de los 

productos acuícolas, en parte, por el crecimiento de la población mundial y el cambio de 

hábitos alimenticios al considerar las carnes blancas como más sanas y nutritivas (Beltrán 

Meza, 2017). Ecuador se ubica en una posición privilegiada en términos oceanográficos, 

y sus casi mil kilómetros de costa cuentan con una rica plataforma marina con abundantes 

recursos pesqueros (Aquahoy, 2019). El sector acuícola del Ecuador se concentra en la 

producción de camarón (Penaeus vannamei). Para el 2021, el Ecuador fue el segundo 

mayor productor acuícola en América, con un área de producción de camarón de 

aproximadamente 250.000 hectáreas y una producción de 940.000 toneladas (Zhao, 

2022). El continuo crecimiento de este sector requiere de una serie de esfuerzos que deben 

estar direccionados en la optimización de los sistemas de producción, el control de 

enfermedades, la mejora genética y la diversificación acuícola. Entre ellos, la 

diversificación acuícola es una alternativa que ofrece numerosos beneficios significativos 

para la industria y el medio ambiente. La diversificación de las especies y una distribución 

más equitativa de la producción, podrían brindar resiliencia frente a un clima cambiante 

y otros factores externos y agregar un seguro económico, social y ecológico a los sistemas 

acuícolas (FAO , 2017) 

Algunas de las especies potenciales para la diversificación acuícola en el Ecuador son: 

lenguado (Paralichthys woolmano), robalo (Centropomus nigrescens), huayaipe (Seriola 

rivoliana), pámpano (varias especies del género Trachinotus), pargo (especies del género 

Lutjanus), chame (Dormitator latifrons) y otras especies de moluscos (Blacio , 2002). 
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El huayaipe al ser una especie relativamente nueva para la producción acuícola, aun 

cuenta con una serie de desafíos y cuellos de botella en su producción. Uno de los desafíos 

es el diagnóstico y prevención de enfermedades, pues como toda especie en 

confinamiento presenta problemas sanitarios (Symonds et al, 2014), causados por 

diversos agentes patógenos (Hutson et al, 2007). La correcta detección e identificación 

de los agentes patógenos es crucial para abordar las enfermedades y desarrollar 

tecnologías de prevención, por ello, el objetivo de este trabajo es determinar un protocolo 

de evaluación rápida de la patogenicidad de bacterias provenientes de peces enfermos con 

la finalidad de identificarlas. Gracias a ello, futuros estudios podrían estandarizar un 

protocolo de infección y desarrollar alternativas de control y prevención de las 

enfermedades. 

1.2 Descripción del problema  

Seriola rivoliana, comúnmente conocido como huayaipe, es un pez marino potencial para 

la acuicultura por su demanda comercial, adaptabilidad al cautiverio, rápido crecimiento 

y calidad de carne. En el Ecuador, es considerada una alternativa para la diversificación 

acuícola. El Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM) ha 

realizado varias pruebas y estudios sobre su cultivo, partiendo desde la obtención de 

reproductores, larvicultura y producción de juveniles. Sin embargo, estudios enfocados 

en la respuesta inmune, el diagnóstico y prevención de enfermedades son escasos. La falta 

de un protocolo estandarizado para el aislamiento e identificación de patógenos limita el 

avance de la producción y la capacidad de los productores e investigadores para estudiar 

y entender la patogénesis de las enfermedades y la respuesta inmune del hospedero. 

El correcto diagnóstico de enfermedades permite identificar el agente causal y aplicar 

acciones preventivas y curativas para reducir los efectos negativos sobre el cultivo. El 

proceso de identificación del agente causal requiere de métodos de cultivo microbiano 
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hasta la obtención del aislado patogénico, el cual más adelante debe ser identificado por 

métodos bioquímicos o moleculares. Los aislados patogénicos son empleados en los 

desafíos patogénicos a nivel de laboratorio (bajo condiciones controladas). Estos 

permiten desarrollar investigación en torno a los efectos de la enfermedad en el huésped, 

tanto a nivel productivo como fisiológico e inmunológico. Además, son una importante 

herramienta para caracterizar la enfermedad y evaluar la resistencia genética, eficacia de 

los tratamientos, bioseguridad y la respuesta inmune de los peces. 

1.3 Justificación del problema 

La falta de cepas patógenas que afectan al huayaipe reduce la capacidad de realizar 

estudios entorno a la mejora de la producción y prevención y control de enfermedades en 

su cultivo. Por lo que, en conjunto con el Laboratorio de Bioactividad y el Laboratorio de 

Piscicultura del CENAIM se buscó establecer un protocolo para el aislamiento e 

identificación de patógenos de huayaipe con el objetivo de realizar estudios que incluyan 

desafíos patogénicos. Entre estos estudios, la evaluación del uso de aditivos, probióticos, 

inmunoestimulantes y otros suplementos sobre la respuesta inmune y parámetros 

productivos del huayaipe.  

Este trabajo establece un protocolo rápido de identificación de patógenos y a su vez, aisló 

potenciales patógenos de huayaipe que podrían ser empleados en futuros desafíos 

patogénicos. 

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general  

Diseñar un protocolo de evaluación de la patogenicidad de aislados bacterianos obtenidos 

de huayaipe (Seriola rivoliana) mediante pruebas in vitro para su posterior identificación 

y aplicación en la estandarización de protocolos de desafíos patogénicos.  
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1.4.2 Objetivos específicos  

• Aislar bacterias de ejemplares de huayaipe con signos de enfermedad 

mediante técnicas microbiológicas para la evaluación de su patogenicidad.  

• Caracterizar los aislados bacterianos obtenidos bajo condiciones de 

laboratorio. 

• Evaluar el potencial patogénico de los aislados mediante pruebas in vitro. 

• Diseñar/esquematizar un protocolo de desafío basado en los resultados 

obtenidos. 

1.5  Marco teórico 

1.5.1 Huayaipe (Seriola rivoliana). 

El huayaipe se caracteriza por ser un pez pelágico y epibentónico marino (Smith-Vaniz 

et al, 1995), que se encuentra en aguas abiertas cerca de la superficie. Se lo encuentra 

comúnmente en aguas con temperaturas entre 18 y 29ºC, a profundidades cercanas a 50 

m. Sin embargo, pueden ser encontrados en profundidades superiores a 300 m (FishBase, 

2004). La especie Seriola rivoliana se encuentra distribuida a lo largo de las zonas 

subtropicales de los océanos Indico, Pacífico oeste y, Atlántico oeste (Espinoza et al, 

2009) En Ecuador lo podemos localizar en toda la zona costera e Islas Galápagos 

(Chirichigno & Martin, 2001).  

El huayaipe se caracteriza por ser un pez fusiforme medianamente comprimido 

lateralmente, tiene una cabeza fuerte con un perfil dorsal curvado y hocico de forma 

redondeada. La boca es grande con dientes pequeños, numerosos y dispuestos en bandas 

tanto en las mandíbulas como en los palatinos, vómer y lengua. Su cuerpo es robusto, 

alargado. Posee pequeñas escamas, en el cuerpo, remarcándose a lo largo de si línea 

lateral. Llega a medir los 2 m de longitud y a pesar más de los 50 kg. El color es aceituno 
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en el dorso, los flancos son más claros, y el vientre es blanquecino plateado. Los huevos 

son pelágicos, transparentes, esféricos y de 1,1 mm. La eclosión ocurre luego de 

veinticinco horas aproximadamente (Blacio et al , 2003) 

1.5.2 Estado de cultivo 

El cultivo de engorda del huayaipe es llevado (Argüello-Guevara, y otros, 2020) a cabo 

en jaulas flotantes, en países como Japón, Australia, Estados Unidos (Montoya, 2019) y 

Panamá. Estos países están ubicados en la región tropical y subtropical del planeta por lo 

que cuentan con condiciones ambientales favorables para la acuicultura de esta especie, 

lo que ha contribuido a su producción y comercialización a nivel global. 

Actualmente, en el Ecuador se realizan numerosos estudios en las diferentes etapas de 

desarrollo para alcanzar una producción controlada de esta especie (Argüello-Guevara et 

al, 2020). 

1.5.3 Problemas sanitarios comunes del género Seriola 

Debido a la rápida expansión de la maricultura intensiva y el consiguiente deterioro de 

las condiciones de cultivo, la vibriosis, la enfermedad causada por una bacteria del género 

Vibrio, ocurre con frecuencia en todo el mundo, y afecta a un gran número de especies de 

peces entre ellos especies del género Seriola (Jun & Woo, 2003).  

Por otro lado, Heteraxine spp. es un parásito que se adhiere a las branquias de los peces 

causándoles anemia lo cual puede matar a los peces (Avilés-Quevedo et al, 2004). La 

amiloodiniosis, es causada por el dinoflagelado Amyloodinium ocellatum, considerado el 

parásito que inflige el daño más considerable a las empresas comerciales de peces marinos 

(Vivanco-Aranda et al, 2018). 

Además de las bacterias y parásitos mencionados, existen otras especies que han surgido 

como importantes agentes que afecta la salud de los peces y tienen un alto potencial 
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patogénico en el cultivo de Seriola, entre ellas están: Nocardia seriolae, Mycobacterium 

marinum, Tenacibaculum maritimus, Chlamydial epitheliocystis y Pseudomonas spp. 

(Sheppard, 2005). 

1.5.4 Estrategias para la optimización del cultivo de peces. 

Cuando se trata de especies marinas provenientes de condiciones pelágicas, la 

infraestructura, el control de los parámetros ambientales (Pérez et al, 2016), la nutrición 

y control de enfermedades son tópicos importantes para potenciar la producción. La 

investigación y tecnificación de los cultivos marinos nos han llevado a entender que una 

alimentación óptima, reforzada con aditivos potenciadores, es la mejor manera de 

contribuir a la integridad intestinal, a un mayor aprovechamiento del alimento y a la 

mejora de la calidad del agua, traduciéndose en general en organismos más sanos y 

entornos más limpios, todo esto sin la necesidad de antibióticos. Algunos de los aditivos 

más utilizados y estudiados son los probióticos, prebióticos, ácidos orgánicos, 

fotogénicos y enzimas (Proaqua, 2020). 

1.5.5 Uso de bacterias patógenas. 

Los peces tanto silvestres como de cultivo se protegen de los patógenos microbianos 

principalmente con la ayuda de la inmunidad innata o no específica (Zhang, Kong, Zhou, 

& Li, 2014). Sin embargo, bajo condiciones de cultivo no idóneas, los peces pueden estar 

más propensos a infecciones bacterianas oportunistas que amenazan con la supervivencia 

(García et al., 2021) 

Por ello, ante la presencia de enfermedades en un centro acuícola, es importante 

diagnosticar correctamente la enfermedad, partiendo de la inspección visual de los signos 

de la enfermedad y obteniendo muestras de los tejidos lesionados por las infecciones para 

el aislamiento e identificación del agente causal de estas anomalías (Hutson et al., 2007). 
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Si el agente causal recae sobre el grupo de las bacterias, varios estudios in vitro pueden 

desarrollarse para identificar los posibles tratamientos de la enfermedad, o a su vez, 

estudios in vivo, los cuales son más acertados y consisten en la infección controlada de 

un grupo de peces para determinar métodos de prevención y control de la enfermedad 

(Campalans et al., 2002) 

Generalmente los métodos de infección se realizan con una bacteria en crecimiento, la 

cual se inocula directamente por inmersión de los organismos por periodos determinados 

(Robertson & Calderón, 1998). Por otro lado, los microorganismos de infección se pueden 

inocular por inyección en el área intraperitoneal o se pueden adicionar a la dieta para 

reducir el periodo de incubación (Pacheco et al, 2017).  

1.5.6 Métodos de evaluación de la patogenicidad. 

La patogenicidad microbiana se ha definido como el mecanismo bioquímico por medio 

del cuales los microorganismos causan enfermedad y, por otra parte, la virulencia se 

entiende como el grado en el que se expresa la patogenicidad (Molina Lopez et al., 1998). 

Existen varios métodos que se pueden utilizar para evaluar la patogenicidad in vitro de 

las bacterias, entre ellos: 

1.5.7 Halotolerancia. 

La halotolerancia es la capacidad de un organismo para tolerar condiciones ambientales 

salinas o hipersalinas en donde puede sobrevivir y desarrollarse normalmente, 

dependiendo de los factores nutricionales y el medio en que se encuentra. (DasSarma & 

Aurora, 2015). Los organismos halotolerantes han desarrollado mecanismos adaptativos 

para sobrevivir en condiciones de alta salinidad, como la acumulación de solutos 

compatibles y la regulación de la presión osmótica. Estos mecanismos les permiten 

mantener el equilibrio hídrico y proteger las estructuras celulares vitales en presencia de 

altas concentraciones de sal (Ventosa, 2006). Esta cualidad tiene la capacidad de influir 
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para causar una enfermedad. Si un patógeno es halotolerante significa que este puede 

sobrevivir en hábitats con salinidades elevadas, de igual manera la halotolerancia puede 

ser un factor para debilitar las funciones del patógeno disminuyendo las probabilidades 

de infectar y causar una enfermedad (Melo, 2020). 

1.5.8 Resistencia a antibióticos. 

Las pruebas de resistencia para antibióticos se usan para determinar la susceptibilidad de 

un patógeno a los antibióticos u otros agentes antimicrobianos con el fin de elegir 

tratamientos adecuados y evitar la propagación de la cepa resistente. Los 

microorganismos resistentes a antimicrobianos se conocen como ultrarresistentes, el uso 

incorrecto de antibióticos puede causar resistencia a bacterias patógenas disminuyendo 

las opciones de tratamiento.  (Vazquez, 2022) 

 
El antibiograma mide la sensibilidad de una bacteria frente a diferentes antimicrobianos 

in vitro y a partir de estos resultados predice la eficacia in vivo. Con un antibiograma se 

pueden obtener resultados cualitativos que indican si la bacteria es sensible o resistente a 

un antibiótico, o cuantitativos que determinan la concentración mínima (MIC) de 

antimicrobiano que inhibe el crecimiento bacteriano (en μg/ mL o en mg/L) (Cercenado 

et al., 2009). 

El método de difusión en disco más comúnmente usado (también conocido como prueba 

de Kirby-Bauer) es adecuado para los microorganismos de crecimiento rápido. Se basa 

en la colocación de discos impregnados con antibióticos en placas de agar inoculadas con 

el microorganismo que está probándose. Después de la incubación (por lo general de 16 

a 18 h), se mide el diámetro de la zona de inhibición que rodea a cada disco (Vazquez-

Pertejo, 2022).  
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1.5.9 Pruebas Bioquímicas.  

Se relacionan con la capacidad de los microorganismos patogénicos para producir 

enzimas y metabolizar sustratos, permitiendo usar las pruebas químicas para identificar 

las especies bacterianas con el fin de evaluar su potencial patogénico.  (Senasica, 2020). 

Las pruebas bioquímicas han sido ampliamente utilizadas para diferenciar bacterias. Estas 

pruebas se fundamentan en demostrar si el microorganismo es capaz de fermentar 

azúcares, la presencia de enzimas, la degradación de compuestos, la producción de 

compuestos coloreados, etc. Se han diseñado formas para realizar varias pruebas 

bioquímicas simultáneamente y permitir la identificación en un tiempo más corto. Para la 

realización de esta prueba consta de microtubos que contienen un medio que se hidrata 

mediante inoculación con una suspensión bacteriana pura. Las pruebas se dividen en 

grupos donde a cada resultado positivo se le asigna un valor numérico, obteniéndose un 

código que corresponderá a un determinado género o especie (Vizcarrondo et al., 2002). 

1.5.10 Producción de biofilm 

Los biofilm se definen como comunidades de microorganismos que crecen embebidos en 

una matriz de exopolisacáridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo (Lasa, 

2005). La producción de biofilm permite que las bacterias sean más resistentes a los 

antibióticos y al sistema inmunológico del huésped, lo que puede aumentar su potencial 

patogénico y la capacidad de provocar infecciones crónicas. Se pueden realizar diferentes 

pruebas para evaluar la formación de biofilm, como la tinción de cristal violeta y la 

microscopía confocal (Flemming & Wingender, 2010) 

1.5.11 Prueba de hemólisis. 

Las pruebas de hemólisis evalúan la capacidad de una bacteria para degradar los glóbulos 

rojos presentes en un medio de cultivo sólido que contiene sangre. Los resultados se 
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clasifican en tres categorías principales: alfa-hemólisis (degradación parcial), beta-

hemólisis (degradación completa) y gamma-hemólisis (sin degradación). Estas pruebas 

son útiles para identificar especies de bacterias y para evaluar la virulencia potencial de 

microorganismos patógenos (Christensen & Simpson, 1982) 

1.5.12 Motilidad 

La motilidad es la capacidad que tiene la bacteria de desplazarse aleatoriamente de un 

lugar a otro por medio del flagelo. Los flagelos son apéndices largos los cuales se 

encuentran fijos a la célula por uno de sus extremos y libres por el otro. El filamento del 

flagelo bacteriano está compuesto de subunidades de una proteína denominada flagelina 

y constituyen el principal medio de motilidad (Cárdenas-Perea et al., 2014). Esta 

característica permite a las bacterias moverse dentro del huésped para causar une 

enfermedad. La motilidad es una particularidad que invade y coloniza, afectando y 

propagando a un patógeno en un organismo sano; puede variar de acuerdo con el tipo de 

patógeno ya que no depende de la motilidad para infectar (Kaiser, 2022). 

Para realizar esta prueba el método de agar semisólido es útil para detectar la motilidad 

bacteriana. Permite el aislamiento de cepas móviles e inmóviles de algunos cultivos que 

eran inmóviles con la técnica de gota colgante (Tittsler & Sandholzer, 1936) 

 

1.5.13 Prueba de letalidad. 

Usadas para determinar la concentración de cierta sustancia o patógeno que provoca la 

muerte en un individuo vivo, como un animal de laboratorio. Para esto se administran 

diferentes dosis del agente infeccioso a cierto grupo de animales a monitorear para luego 

hacerle un seguimiento y conocer las dosis y efectos que producen la muerte (Ángeles 

Espino et al., 2013). En las pruebas de letalidad se valora el potencial de cierto patógeno 

de matar organismos con relación al tiempo, así mismo puede determinar la frecuencia 
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con la que se presenta una resistencia a los antibióticos, la fluidez con la que se transmite 

y además si la infección puede prevenirse (Organizacion Panaméricana de la Salud, 

2021).  

 

 



 

 

 

Capítulo 2 

2. Metodología.  

2.1 Objetivo 1: Aislamiento de bacterias. 

2.1.1 Obtención de muestras  

Se recolectaron un total de 17 juveniles de huayaipe con un peso promedio de 36,14 ± 

5,03 g del CENAIM. Los peces mostraban signos de enfermedad como enrojecimiento 

en boca y aletas, letargo, nado errático y mortalidad por goteo.  Los peces fueron 

muestreados en mayo de 2023. Para la toma de muestras de tejido cutáneo los juveniles 

fueron sacrificados con una sobredosis de anestesia por inmersión, en una solución que 

contenía 50 ppm de eugenol (Eufar S.A). Con un bisturí se extrajo el tejido del pez en 

condiciones estériles y se colocó en tubos estériles de 1,5 mL. 

2.1.2 Aislamiento y purificación de los aislados.  

Las muestras tomadas fueron homogenizadas con un micropistilo en 10 volúmenes de 

solución estéril tamponada con fosfato (PBS). Se sembró 100 μL de cada dilución por 

duplicado en 3 diferentes medios de cultivo, agar selectivo para pseudomonas-aeromonas 

(GSP) con 1,5% y 0,5% de NaCl, agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) con 2% 

NaCl y agar marino (AM). Las placas se incubaron a 30°C durante 48 horas y todas las 

colonias con diferente morfología se purificaron transfiriéndolas a una nueva placa. Se 

confirmó que cada colonia aislada y purificada era una bacteria en base a su morfología 

celular, la cual fue verificada en un microscopio óptico. Posteriormente, todos los aislados 

fueron transferidos a un medio TSA (Tripticasa Soya Agar) (2% NaCl) e incubadas por 

12 horas. A su vez, cada aislado se suspendió en caldo LB (Luria Bertani LB) con glicerol 

al 15% como agente crioconservante y se almacenó a -80°C para su posterior análisis. 
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2.2 Objetivo 2: Caracterización de los aislados. 

2.2.1 Morfotipo de la colonia y morfología celular  

Para determinar el morfotipo de las colonias se tomaron fotografías de las placas TSA de 

cada asilado bacteriano después de 24 horas de cultivo a 30°C. Se consideraron 

características como: tamaño, color, tipo de borde, elevación y textura. Por otro lado, la 

morfología celular de los aislados bacterianos se la determinó tomando una muestra de 

un cultivo joven de cada aislado de las placas TSA, luego colocado en una placa 

portaobjeto y puesta a un microscopio óptico para su observación.  

2.2.2  Cultivos de aislados bacterianos. 

Los aislados se activaron luego de la congelación a -80°C en placas de TSA (2% NaCl) y 

se cultivaron por 24 horas a 30°C. Luego, una colonia de cada placa fue transferida a 

tubos de vidrio con caldo LB (2% NaCl) o TSB (Soya Tripticaseína) (2% NaCl) (según 

el medio en el que mostraban mayor crecimiento), y cultivada por 12 horas a 30°C con 

agitación continua a 120 rpm. posteriormente, se sembraron en un nuevo tubo con caldo 

por 7 horas con agitación continua a 120 rpm a 30°C. 

2.2.3 Pruebas bioquímicas. 

Para determinar la capacidad bioquímica de cada aislado bacteriano se realizaron 16 

pruebas bioquímicas: OF(Oxidación-Fermentación), OF+(oxidación-Fermentación+), 

VP(Voges-Proskauer), Indol, Citrato, Ornitina, Arginina, Lisina, Arabinosa, Celobiosa, 

Mannosa, Manitol, Sucrosa, Gluconato, Glucoronato y Galactosa. Para ello se 

dispensaron 180 μL de cada medio específico en tubos de 500 μL y se inocularon 20 μL 

de cultivo bacteriano en LB ajustado a aproximadamente 1x105 UFC/mL, por duplicado. 

Estos tubos se incubaron a 30°C y se observaron los resultados de la reacción a las 24 y 

48 horas. La interpretación de los resultados se basó en un método colorimétrico y se 

describieron como reacción positiva (+), media (±) y negativa (­).   
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2.2.4 Crecimiento bacteriano. 

Mediante densidad óptica (DO) se observó el patrón de crecimiento de cada aislado 

durante 24 horas. Para ello se inocularon 20μL de cada aislado bacteriano (7 horas de 

cultivo) en micropocillos con 180μL de caldo LB o TSB por triplicado, a una 

concentración inicial aproximada de 1x105 UFC/mL, y se incubó a 30°C. Cada 6 horas se 

realizaron las lecturas de absorbancia a 600 𝑛𝑚 en un lector de microplacas (Varioskan 

Lux, Thermo Scient), hasta las 24 horas. 

2.3 Objetivo 3: Evaluación de potencial patogénico 

2.3.1 Pruebas de halotolerancia. 

Esta prueba nos permitió evaluar la capacidad de los microorganismos para crecer y 

sobrevivir en condiciones diferentes concentraciones de salinidad. Para ello, los aislados 

bacterianos fueron cultivados en una gradiente de salinidad del 0 al 10%. En 

micropocillos, se inocularon 20 μL de cada aislado bacteriano (7 horas de cultivo) en 160 

μL de agua y 20 μL en caldo LB por triplicado, a una concentración inicial aproximada 

de 1x105 UFC/mL, y se incubo a 30°C. A las 18 horas se realizaron las lecturas de 

absorbancia a 600𝑛𝑚 en un lector de microplacas (Varioskan Lux, Thermo Scient). 

2.3.2 Resistencia a Antibióticos (Antibiograma). 

Para realizar el antibiograma se sembraron 100 μL de cada aislado bacteriano (7 horas de 

cultivo y ajustado a aproximadamente 1x105 UFC/mL) sobre toda la superficie de las 

placas de TSA con la ayuda de un hisopo. Cada aislado se sembró por duplicado y fue 

evaluado para dos antibióticos, Florfenicol (Greenfenicol, 15% de pureza) y 

Oxitetraciclina (Oxiacua, 98% de pureza), los únicos antibióticos permitidos para su uso 

en acuicultura. Se colocaron 5 sensidiscos en cada placa, para oxitetraciclina se colocaron 

4 discos con: 250, 500 1000, 2000 𝑝𝑝𝑚 cada uno y para florfenicol se colocaron 4 discos 

con: 50, 100, 300, 500 𝑝𝑝𝑚 cada uno, en todas las placas se incluyó un disco control sin 



15 

 

 

antibiótico en el centro. Las placas fueron incubadas a 30°C por 18 horas, los halos de 

inhibición fueron medidos en cm. 

2.3.3 MIC y MBC. 

Se determinó la mínima concentración inhibitoria (MIC) de los aislados que mostraron 

halos de inhibición menores a 2,5 𝑚𝑚. Para ello se inocularon 20 𝜇𝐿 de cultivo bacteriano 

(7 horas de cultivo y ajustado a aproximadamente 1x105 UFC/mL) en 180 𝑢𝐿 de solución 

salina con una gradiente de antibiótico en una placa de 96 pocillos. Para cada aislado se 

evaluaron doce concentraciones de antibiótico por triplicado más un control positivo (solo 

medio LB e inoculo) y negativo (Medio LB, solución salina y sin inóculo). Esto se incubó 

a 30°C y se realizaron mediciones de absorbancia a 600 nm cada 6 horas durante 24 horas.  

Para determinar la mínima concentración bactericida (MBC) se inocularon 100 μL de 

medio obtenido de pocillos donde no hubo crecimiento (en base a la absorbancia) y 

cercano al que si obtuvo crecimiento en placas de TSA por 24 horas a 30°C. La MBC fue 

considerada aquella en donde se observó un crecimiento de menos de 3 colonias. 

2.3.4 Producción de biofilm. 

Para determinar la producción de biofilm de cada aislado, se inocularon 20 μL del cultivo 

de cada aislado bacteriano (7 horas de cultivo y ajustado a aproximadamente 1x105 

UFC/mL) en los pocillos de una placa estéril de 96 pocillos que contenía 180 μL de caldo 

LB o TSB (según la afinidad de cada aislado). Después de 72 horas de incubación a 30°C, 

se retiró el medio con micropipeta y se secó la microplaca durante 1 hora a 45°C. A 

continuación, las biopelículas de los pocillos se tiñeron con 200 μL de cristal violeta 

(0,1%) durante 15 minutos, se lavaron con abundante agua, se dejó secar al ambiente por 

1 hora y el colorante insolubilizado se solubilizó mediante la adición de 200 μL de etanol 

y se homogeneizó. El etanol con colorante fue transferido a una nueva microplaca para 
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medir la absorbancia a 600 𝑛𝑚 con un lector de microplacas (Varioskan LUX, Thermo 

Scientific). 

2.3.5 Prueba de motilidad.  

Para determinar la motilidad de cada aislado se sembraron 5 L de cultivo bacteriano 

(LB ajustado a aproximadamente 1x105 UFC/mL) en el centro de placas de LB y TSB 

con el 1% de agar. El diámetro del área de crecimiento fue medida en mm a las 24 

horas. 

2.3.6 Prueba de hemólisis. 

La actividad hemolítica de los aislados bacterianos se probó utilizando base de agar 

sangre suplementado con un 5% de sangre de tilapia (Oreochromis sp.). Para la obtención 

de sangre de tilapia se sedaron 5 adultos de tilapia sanos con 25 ppm de eugenol y de cada 

uno se extrajo 2 mL. La sangre se desfribinó mediante agitación constante en un matraz 

con perlas de vidrio (500 uL) durante 10 minutos. Cada aislado bacteriano se inoculó con 

asa de platino en el agar sangre durante 48 horas y se observó la actividad hemolítica. Los 

aislados que produjeron hemólisis α o β se consideran hemolíticos y hemólisis γ se 

consideraron no hemolíticos.  

2.3.7 Prueba de letalidad.  

Para desarrollar la prueba de letalidad se distribuyeron 20 larvas de huayaipe de 1 día post 

eclosión (dpe) en bandejas transparentes con 200 𝑚𝐿 de agua de mar estéril para cada 

aislado y un control (sin inóculo) por triplicado. Cada aislado se inoculó a una 

concentración de 1x104 UFC. Para ello, se usó un cultivo de 7 horas ajustado a 

aproximadamente 1x107 UFC, se realizó una dilución seriada en solución salina (1x106 

UFC) y se inocularon 2 mL de cada aislado en 200 mL de agua de mar. Luego de la 

inoculación se monitoreó la mortalidad cada 4 horas hasta las 48 horas post infección. 
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2.3.8 Análisis estadístico.  

El análisis estadístico se ejecutó en el software R STUDIO, los valores se evidenciaron 

como media ± desviación estándar (DS). Con los resultados conseguidos a través de las 

pruebas de Shapiro-Wilk y de Bartlett se corroboró la normalidad y homogeneidad de las 

varianzas entre los tratamientos. Además, se realizó ANOVA de una vía y el análisis de 

comparación múltiple de Tukey para establecer diferencias significativas en casos donde 

se vieron diferencias estadísticas (p<0.05). 
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Capítulo 3  

3.1 Resultados y análisis.  

En el presente estudio, se seleccionaron aislados bacterianos con potencial patogénico a 

través de una serie de pruebas in vitro. Esta selección se realizó en 3 fases: aislamiento, 

caracterización y evaluación de potencial patogénico. El proceso empezó con 48 aislados 

bacterianos tomados de laceraciones de la piel, aletas y boca de 17 juveniles de huayaipe, 

los cuales fueron aislados en cajas Petri con diferentes medios de cultivos selectivos para 

identificar las colonias de los aislados. En este primer paso se seleccionaron 14 aislados 

bacterianos, los cuales mostraban una morfología de la colonia diferente, y se sometieron 

al siguiente paso de caracterización y selección.  Donde se caracterizaron los aislados en 

base a su crecimiento y actividad bioquímica, y se evaluó su patogenicidad en base a 

pruebas hemolíticas, de motilidad, de producción de biofilm, halotolerancia, y de 

resistencia a antibióticos. Al finalizar, los 14 aislados fueron usados para evaluar su efecto 

sobre la supervivencia de las larvas de huayaipe (en un ensayo in vivo con larvas de 1 

dpe) y confirmar si efectivamente correspondían a aislados patogénicos, como una forma 

de validar los métodos de evaluación de la patogenicidad realizados en el objetivo 3. 

3.2 Objetivo 1. Aislamiento. 

En este proceso se obtuvieron 48 aislados bacterianos los cuales crecieron en placas Petri 

con diferentes medios de cultivo selectivo. A los 48 aislados del primer paso se los 

caracterizó a través de su morfología celular y el morfotipo de cada colonia en medio 

TSA. Se detectó que de los cuarenta y ocho aislados, catorce aislados correspondían a 

diferentes colonias las cuales fueron seleccionados para la siguiente fase y se muestra en 

la Tabla 1. 
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Tabla 1, Aislados bacterianos seleccionados para la evaluación de la patogenicidad. Los 

aislados se seleccionaron en base a su morfología celular y el morfotipo de cada colonia en 

medio TSA, los resultados se expresan con signos (+) para los aislados que tuvieron buen 

crecimiento, (-) para los aislados que no crecieron en los medios de cultivo y (±) representa 

un bajo crecimiento. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

3.3 Objetivo 2. Caracterización. 

En Figura 1 y Figura 2, se muestran la caracterización de los asilados bacterianos 

cultivados en placas Petri después de 24 horas de incubación. Además, en Figura 3 y 

Figura 4, se presenta la morfología de las colonias vistas a través de un microscopio óptico 

a un aumento de 40x.  

Código lab. Tipo N° aislado TSA GSP 

0,5 

GSP 

1,5 

TCBS 

B1 Vibrio 19.1 + - - + 

B2 Vibrio  27 + ± ± + 

B3 Vibrio  8 + - - + 

B4 Vibrio  17 + - - + 

B5 Vibrio  43 + - ± + 

B6 Vibrio  42 + - - + 

B7 Vibrio  5 + - - + 

B8 Vibrio  45 + - ± + 

B9 Vibrio  15 + - - + 

B10 Pseudomonas 34 + + - - 

B12 Pseudomonas 38 + + - - 

B13 Pseudomonas 23 + + + - 

B14 Vibrio 4 + - - + 

B15 Pseudomonas 24 + + + - 
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3.3.1 Caracterización de los aislados bacterianos. 

 

 Figura 1, Caracterización de los aislados bacterianos en base al morfotipo de las 

colonias en placas Petri.  

 

 

Figura 2, Caracterización de los aislados bacterianos en base al morfotipo de las 

colonias en placas Petri.  
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Figura 3, Caracterización de los aislados bacterianos en base a la 

morfología de las colonias vistas en microscopio óptico a 40x.  

Figura 4, Caracterización de los aislados bacterianos en base a la 

morfología de las colonias vistas en microscopio óptico a 40x. 
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3.3.2 Caracterización y Crecimiento de los aislados bacterianos. 

En la Figura 6, se muestra el crecimiento de los aislados bacterianos B3, B4, B8, B12, 

B14, B15. Los aislados B2, B7, B9 y B10 no mostraron un buen crecimiento en caldo LB, 

por lo que para todos los ensayos siguientes fueron cultivados en caldo TSB, en donde 

mostraron un mayor crecimiento.  

 

Figura 5, Resultado del crecimiento de los aislados bacterianos.  

 

3.3.3 Resultados de pruebas bioquímicas. 

En la tabla 2, los resultados de las pruebas bioquímicas se dieron después de las 48 horas. 

Se observó que los aislados bacterianos B2, B6, B7, B9 Y B10 no tuvieron actividad en 

ninguna de las pruebas, posiblemente debido a su lento crecimiento, o a su vez podemos 

decir que estos aislados no tienen la capacidad de fermentar o metabolizar los sustratos 

probados. Por otra parte, los aislados B1, B3, B4, B8, B12, B13, B14 y B15 demostraron 

una gran capacidad metabólica mostrando resultados positivos (+) en la mayoría de las 

pruebas realizadas. Además, se puede observar que B1 y B15 tuvieron la capacidad de 

metabolizar los mismos sustratos. 
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Tabla 2, Resultado pruebas bioquímicas después de 48 horas de experimentación, 

los resultados se presentan con (+) para los aislados con reacción positivos y (-) 

para los aislados con reacción negativa. 
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B1 + + + - - - - + ± + + + + + - + 

B2 - - - - - - - - - - - - - - - - 

B3 + + + - + - + + - + + + + + - + 

B4 + + ± + + - + + + + ± + + + ± - 

B5 ± ± ± - + - - - + - ± ± + - - - 

B6 + - ± - - - - - ± - - - + - - - 

B7 - - - - - - - - - - - - - - - - 

B8 + + + - - - + + - + + + + + ± + 

B9 - - - - - - - - - - - - - - - - 

B10 - - - - - - - - - - - - - - - - 

B12 + + + - + + + + - + + ± + ± - + 

B13 + + + - + - - + + + + + + - ± + 

B14 + + + - ± - + + + + + + - + + + 

B15 + + + - - - - + + + + + + + - + 

3.4 Objetivo 3. Patogenicidad.  

3.4.1 Halotolerancia de los aislados bacterianos. 

En la Figura 2, se muestra que el aislado B4 presenta un buen crecimiento en 

concentraciones altas de salinidad, lo que da a entender que la tiene una tolerancia a las 

altas salinidades. Además, podemos observar en la Figura 2 como el aislado B12 muestra 

un bajo crecimiento en salinidades altas, pero tiene un buen crecimiento a bajas 

salinidades como se muestra en la Figura 1. A todo esto, los aislados bacterianos tienen 

un crecimiento favorable en concentraciones de entre 2% al 5%. 
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Figura 6, Crecimiento de los aislados bacterianos a diferentes concentraciones de 

salinidad al 0%, 0.5%, 1%, 2%, 3% y 4%.  

 

 

Figura 7, Crecimiento de los aislados bacterianos a diferentes concentraciones de 

salinidad al 5%, 6%, 7%, 8%, 9% y 10%.  

 

3.4.2 Resultados de la resistencia a antibióticos. 

Para evaluar la resistencia a antibióticos de los aislados bacterianos se realizó un 

antibiograma. La sensibilidad de cada aislado a los antibióticos se muestra a través del 

tamaño del halo de inhibición, los aislados con halos mayores de 2,5mm se consideraron 

como sensibles a antibióticos, Por otro lado, los aislados con un halo menor a 2,5mm se 

consideraron resistentes. En la Figura 3 y 4, los aislados que demostraron ser resistentes 
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se las seleccionó para determinar la concentración más baja del antibiótico que inhibe el 

crecimiento de estos aislados a través de las pruebas MIC y la mínima concentración 

bactericida MBC.  

 

Figura 8, Inhibición de los 14 aislados bacterianos a cinco concentraciones de 

Oxitetraciclina (Oxiacua, 98% de pureza): 0, 100, 500, 1000 y 2000 ppm. Los 

resultados de inhibición de los aislado a Oxitetraciclina se muestran a través del 

tamaño del halo de inhibición. 

 

Figura 9, Inhibición de los 14 aislados bacterianos a cinco concentraciones de 

Florfenicol (Greenfenicol, 15% de pureza): 0, 50, 100,300 y 500 ppm. Los 

resultados de inhibición de los aislado a Florfenicol se muestran a través del 

tamaño del halo de inhibición.  
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3.4.3 Resultados de prueba de biofilm.  

A continuación, se muestran los resultados de mínima concentración bactericida (MBC) 

que se les realizó a los aislados bacterianos que presentaron resistencia a las 

concentraciones de los antibióticos.  

Tabla 3, MBC para los aislados resistentes al tratamiento con Oxitetraciclina, 

resultados muestran la concentración del antibiótico en ppm.  

BACTERIA MBC 

OXITETRACICLINA 

B1 50 ppm 

B3 10 ppm 

B4 1250 ppm 

B8 ND 

B12 ND 

B13 ND 

B14 10 ppm 

B15 ND 

 

Tabla 4, MBC para los aislados resistentes al tratamiento con Oxitetraciclina, 

resultados muestran la concentración del antibiótico en ppm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

3.4.4 Resultados de prueba de biofilm.  

La producción de biofilm obtenida se muestra en la Tabla 3, se puede constatar que los 

aislados B10 (0,585 ± 0,04) y b12 (0, 602 ± 0, 11) muestran mayores valores de 

absorbancia, por lo tanto, producen una mayor cantidad de biofilm, siendo 

BACTERIA MBC 

FLORFENICOL 

B2 25 ppm 

B4 50 ppm 

B10 75 ppm 

B12  ND 

B13 125 ppm 
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significativamente diferente en comparación a los demás aislados. Los aislados: B1, B2, 

B3, B4, B5, B7, B8, B13, B14, B15 tienen niveles de absorbancia bajos, con valores que 

oscilan entre 0,192 y 0,360, es decir que tuvieron la menor producción de biofilm y nos 

indica que no hay diferencias significativas entre estos aislados. Por otro lado, el asilado 

B6 con un valor de absorbancia de 0,411 ± 0,05 es un aislado con mayor producción de 

biofilm, pero no tiene diferencias significativas entre los aislados con menor producción 

de biofilm. 

Tabla 5, Producción de biofilm de los 14 aislados bacterianos. Estos resultados son 

expresados con los valores medios y desviación estándar (absorbancia ± DS). Las 

diferentes letras indican diferencias significativas entre cada aislado por medio de 

la prueba Tukey (P< 0,05).  

Bacteria Absorbancia – Producción de biofilm 

B1 0.192 ± 0.02 a 

B2 0.308 ± 0.11 ab 

B3 0.331 ± 0.02 ab 

B4 0.240 ± 0.04 ab 

B5 0.308 ± 0.03 ab 

B6 0.411 ± 0.05 b 

B7 0.294 ± 0.01 ab 

B8 0.247 ± 0.02 ab 

B9 0.275 ± 0.20 ab 

B10 0.585 ± 0.04 c 

B12 0.602 ± 0.11 c 

B13 0.360 ± 0.05 ab 

B14 0.247 ± 0.02 ab 

B15 0.250 ± 0.03 ab 

 

3.4.5 Resultados motilidad de los aislados bacterianos.  

 En la tabla 4, se presentan los valores obtenidos de esta prueba. De los 14 aislados, nueve 

tuvieron valores cercanos a 0,4 ± 0,00 cm, lo que nos menciona que estos aislados son 

poco móviles o tienen limitaciones en su crecimiento. Por otro lado, los aislados B1, B4, 

B12, B14 y B15 son los que obtuvieron mayor desplazamiento, estos aislados bacterianos 

son los que presentan más movilidad, por lo que pueden exhibir movimientos más rápidos 

y extensos a comparación de los aislados restantes.  
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Tabla 6, Resultados de la motilidad de los aislados bacterianos en placas con medio 

LB y TSB después de 24 horas, la motilidad de las bacterias en las placas se las 

midió en centímetros. Los resultados de esta prueba se expresan con los valores 

medios y desviación estándar (media ± SD).  

Aislados Bacterianos Motilidad (cm) 

B1 5,6 ± 0,85 

B2 0,4 ± 0,00 

B3 0,4 ± 0,00 

B4 8,5 ± 0,00 

B5 0,4 ± 0,00 

B6 0,9 ± 0,14 

B7 0,4 ± 0,00 

B8 0,5 ± 0,00 

B9 0,4 ± 0,00 

B10 0,5 ± 0,00 

B12 6,8 ± 0,35 

B13 0,4 ± 0,00 

B14 8,5 ± 0,00 

B15 7,1 ± 0,14 

 

Figura 10, Crecimiento de los aislados bacterianos después 24 horas. Los 

resultados de esta prueba de motilidad se expresan con los valores medios y 

desviación estándar (media ± SD). 

 

3.4.6 Resultados actividad hemolítica.  

De acuerdo con los resultados obtenidos de la capacidad hemolítica de cada aislado 

bacteriano (Tabla 5), se observó que B1, B2, B4, B6, B7, B9, B14, B15 tuvieron hemólisis 

β lo que significa que son hemolíticas y los aislados: B3, B5, B8, B10, B12, B13 tuvieron 

hemólisis , lo que significa que no son hemolíticas. 
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Tabla 7, Resultados de la prueba de hemolisis de los aislados bacterianos después 

de 48 horas, resultados se expresan con signos g para los aislados no hemolíticos y 

β para los aislados con actividad hemolítica.  

Aislados Bacterianos  Hemólisis (48 horas) 

B1 β 

B2 β 

B3  

B4 β 

B5  

B6 β 

B7 β 

B8  

B9 β 

B10  

B12  

B13  

B14 β 

B15 β 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

B1-B2 B3-B4 

B7-B8 

B5-B6 

B9- B12-B13 

B14-B15 

Figura 11, Resultados de prueba de hemólisis de cada uno de los aislados bacterianos 

después de 48 horas de incubación.  
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3.4.7 Prueba de letalidad. 

La supervivencia de las larvas de huayaipe se cuantificó cada 4 horas hasta las 24 horas 

después de la infección con los aislados bacterianos, contabilizando y extrayendo las 

larvas muertas dentro de las bandejas, por tanto, el número de total de larvas que 

sobrevivieron a la infección se las calculó con la diferencia entre los animales totales al 

inicio de la prueba y el número total de larvas muertas al finalizar el tratamiento. Los 

horarios de cuantificación se tomaron debido a que a partir de las 4 horas se visualizaron 

cambios importantes dentro de las bandejas como mortalidad y cambios en el agua de 

mar por presencia del aislado bacteriano. En la Ilustración 7, se puede observar cómo los 

catorce aislados bacterianos afectan la supervivencia de las larvas de huayaipe. Asilados 

como, B8, B10 y B12, causaron un impacto significativo en las larvas, ya que, redujo la 

supervivencia en un 71%, 97% y 83% respectivamente en un corto periodo de tiempo. 

Para los demás aislados, la supervivencia de las larvas disminuye gradualmente, lo que 

podría indicar que estos los aislados tuvieron poca influencia en las larvas de huayaipe.  
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Figura 12, Supervivencia 24 horas post infección de larvas de huayaipe. Resultados 

se muestra el efecto de los aislados bacterianos sobre la supervivencia de larvas 

 de huayaipe con revisiones cada 4 horas.  

 

3.5 resumen de resultados de los tres objetivos del protocolo. 

En la tabla 8, se muestra el resumen de los resultados de los tres objetivos del protocolo 

(aislamiento, caracterización, evaluación potencial patogénico). Los aislados bacterianos: 

B8, B10, B12 fueron considerados posibles patógenos debido a que en la prueba de 

letalidad influyeron de manera considerable en la supervivencia de las larvas de huayaipe, 

además, son productoras de biofilm y tienen la capacidad de movilizarse como el caso del 

aislado B12.  

Tabla 8, Resumen de los resultados de los tres objetivos del protocolo.  

 

 

N° Tipo 
Medio 
origen 

TSA 
GSP 
0,5 

GSP 
1,5 

TCBS 
Código 

lab 
Código 

Cultivo 
en LB 

Cultivo 
en TSB 

Hemolisis 
Supervivencia 

larvas 24 
horas 

MIC-
Oxi 

MBC-
Oxi 

MIC-
Flor 

MBC-
Flor 

Biofilm Motilidad 

B1 V 
AM si x x si 1 

V-M5-
19.1 

si si β 71.93 0 0 0 0 0.19 5.6 

B2 V 
AM si poco poco si 2 

V-M3-
27 

no si β 64.91 0 0 0 0 0.31 0.4 

B3 V 
TCBS si x x si 3 

V-M4-
8 

si si g 61.11 5 10 0 0 0.33 0.4 

B4 V 
TCBS si x x si 4 

V-M5-
17 

si si β 84.31 1250 1250 50 50 0.24 8.5 

B5 V 
AM si x poco si 5 

V-M1-
43 

si si g 71.79 0 0 0 0 0.31 0.4 

B6 V 
TCBS si x x si 6 

V-M4-
42 

si si β 49.12 0 0 0 0 0.41 0.9 

B7 V 
TCBS si x x si 7 

V-M5-
5 

no si β 58.97 0 0 0 0 0.29 0.4 

B8 V 
GSP si x poco si 8 

V-M3-
45 

si si g 29.09 0 0 0 0 0.25 0.5 

B9 V 
TCBS si x x si 9 

V-M5-
15 

no si β 51.72 0 0 0 0 0.27 0.4 

B10 P 
GSP si si x x 10 

P-M3-
34 

no si g 3.39 0 0 0 0 0.58 0.5 

B12 P 
GSP si si x x 12 

P-M5-
38 

si si g 16.95 0 0 100 125 0.60 6.75 

B13 P 
AM si si si x 13 

P-M3-
23 

si si g 57.38 5 10 0 0 0.36 0.4 

B14 V 
TCBS si x x si 14 

V-M5-
4 

si si β 57.89 0 0 0 0 0.25 8.5 

B15 P 
AM si si si x 15 

P-M3-
24 

si si β 56.10 0 0 0 0 0.25 7.1 
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3.6 Protocolo para la evaluación in vitro de la patogenicidad de bacterias 

aisladas de huayaipe (Seriola rivoliana) 

A continuación, se detalla el protocolo para la evaluación in vitro de la patogenicidad de 

bacterias asiladas de huayaipe el cual consta de tres objetivos: aislar bacterias de 

individuos con signos de enfermedad, caracterizar los aislados obtenidos y evaluar el 

potencial patogénico mediante pruebas in vitro. Es importante adaptar los detalles según 

los recursos y las necesidades específicas del laboratorio. 

Tabla 9, Protocolo para la evaluación in vitro de la patogenicidad de bacterias 

aisladas de huayaipe (Seriola rivoliana) 

 

PROTOCOLO PARA LA EVALUACIÓN IN VITRO DE LA PATOGENICIDAD DE 

BACTERIAS AISLADAS DE HUAYAIPE (Seriola rivoliana). 

  

Objetivo:  Evaluar la patogenicidad de bacterias aisladas de huayaipe (Seriola rivoliana) mediante 

pruebas in vitro para su aplicación en la estandarización de desafíos patogénicos. 

  

1. Aislamiento de aislados bacterianos. 

  

a) Obtención de Juveniles de Huayaipe 

b) Aislamiento y Purificación de los 

Aislados Bacterianos 
 

 La obtención de muestras implica el proceso de 

aislar bacterias específicas de muestras de tejidos 

infectados. El aislamiento se puede lograr 

mediante inoculación en medios selectivos con 

nutrientes y condiciones específicas para ayudar 

al crecimiento de los aislados bacterianos. 

2. Caracterización de aislados bacterianos. 

  

a) Morfología de las colonias.  

b) Cultivos de aislados bacterianos 

c) Crecimiento bacteriano. 

d) Pruebas bioquímicas.  

  

Una vez aislados, sometemos los aislados 

obtenidos a una serie de análisis para caracterizar 

a través de su morfotipo o morfología de cada 

colonia. Además, podemos visualizar 

propiedades químicas y biológicas.  
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3. Evaluación de potencial patogénico. 

  

a) Pruebas de halotolerancia. 

b) Resistencia a antibióticos (Prueba de 

antibiograma). 

c) MIC y MBC. 

d) Producción de biofilm. 

e) Prueba de motilidad. 

f) Prueba de hemólisis.  

g) Prueba de letalidad (Supervivencia) 

 

Le evaluación de potencial patogénico implica 

investigar la capacidad de los aislados obtenidos 

para causar enfermedades en los peces como el 

huayaipe. Se detallan las pruebas para evaluar el 

grado de patogenicidad de los aislados 

bacterianos y su capacidad de causar daño 

 

3.7 Costos. 

En la tabla 9, se reflejan los costos asociados con la ejecución del presente proyecto. Se 

han considerado todos los materiales necesarios para el desarrollo del proyecto. Los 

costos individuales de cada material se presentan junto con las cantidades que fueron 

requeridas, lo que proporciona una visión completa de los gastos involucrados. Esta 

estructura de costos ofrece una base para la planificación y asignación de recursos, 

asegurando que el proyecto pueda llevarse a cabo de manera efectiva y eficiente. Con un 

total de $4464,49 estos costos representan una inversión necesaria para la realización 

exitosa del proyecto. 

Tabla 10, Lista de materiales de laboratorio que fueron empleados en el desarrollo 

del proyecto 

Cantidad 

  

Materiales 

  

Costo Unitario  

($) 

Costo Total  

($)  

300 Placas Petri plástico 90x10mm 0,50 150,00 

20 Asa de vidrio  6,32 126,40 

1 Cristal violeta 7,80 7,80 

100 Tubo Eppendorf 1,5 ml 0,16 16,00 

30 Tubo Falcon 45 ml 0,90 27,00 

1 

Medio LB Miller Luria Broth 

500gr 175,00 175,00 
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1 

Medio TSB Tryptic Soy Broth 

500gr 80,00 80,00 

1 BACTOTM AGAR 454gr 150,00 150,00 

1 TCBS AGAR   454gr 125,00 125,00 

1 TSA AGAR    454gr 100,00 100,00 

1 GSP AGAR     454gr 105,00 105,00 

1 Micropipeta 100 u𝑙 98,70 98,70 

1 Micropipeta 200 u𝑙 281,62 281,62 

1 Micropipeta 1 a 10ml 104,61 104,61 

100 Puntas para micropipeta 100 u𝑙 0,67 67,00 

100 Puntas para micropipeta 200 u𝐿 0,10 10,00 

100 Puntas para micropipeta 1-10 u𝑙 0,45 45,00 

20 Placa microelisa 96 pocillos 50,00 1000,00 

50 Tubo de cultivo con tapa rosca 1,25 62,50 

1 Caja de guantes 30,00 30,00 

1 Autoclave 930,00 930,00 

1 Microscopio 700,36 700,36 

1  Oxiacua (Oxitetraciclina 98%) 32,50 32,50 

1 Greenfenicol (Florfenicol 15%) 40,00 40,00 

- Servicios CENAIM - - 

TOTAL ($) 

  

4464,49 
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Capítulo 4 

4.1 Conclusiones y recomendaciones 

4.1.1 Conclusiones 

El presente estudio ha logrado diseñar un protocolo para la evaluación de la patogenicidad 

de bacterias aisladas de huayaipe mediante pruebas in vitro, a través de un proceso de tres 

fases, que abarca aislamiento, caracterización y evaluación de potencial patogénico. 

Mediante la aplicación de técnicas microbiológicas, se logró obtener 14 aislados 

bacterianos para su análisis. Las pruebas bioquímicas y crecimiento bacterianos 

permitieron categorizar y diferenciar los aislados. Por otro lado, la actividad hemolítica y 

la prueba de halotolerancia reveló características adicionales que podrían influir en su 

capacidad patogénica. Se evaluó la supervivencia de larvas de huayaipe con los aislados 

obtenidos a través de la prueba de letalidad donde se evaluó la supervivencia post 

infección, esto arrojó información importante sobre el impacto real de los aislados en el 

huésped, proporcionando una comprensión más completa de la patogenicidad de los 

aislados y su relación con las pruebas de evaluación patogénica. Siendo así, que la 

mortalidad en esta prueba está relacionada con los aislados bacterianos que demostraron 

una evidente capacidad en su motilidad, producción de biofilm y resistencia a antibióticos 

lo que sugiere un alto potencial patogénico. 

Utilizando este protocolo se identificaron tres aislados bacterianos con potencial 

patogénico. Estos aislados deberían ser sometidos a estudios adicionales para determinar 

las amenazas que representarían en el cultivo de huayaipe. 
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4.1.2 Recomendaciones   

Nuestro protocolo es una herramienta rápida y efectiva para obtener aislados bacterianos, 

utilizamos técnicas y pruebas para obtener resultados precisos. Así, reducimos el tiempo 

y los recursos necesarios para la identificación.  

Se recomienda realizar la identificación taxonómica de cada aislados bacteriano para 

obtener una amplia información bibliográfica clave para investigaciones y control. Así, 

conocer la epidemiologia y tratamientos sería fundamental para comprender las 

enfermedades que causan estos patógenos y combatirlas de manera más efectiva. Es 

fundamental mantener la salud y el bienestar de los peces en los centros de cultivo por lo 

que la detección oportuna de patógenos puede prevenir la propagación de 

enfermedades. Si no se toman medidas oportunas de detección y control, la enfermedad 

puede propagarse rápidamente y causar graves pérdidas económicas.  
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