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RESUMEN 

Esta tesis examina la diversidad y distribución de bacterias de la familia 

Vibrionaceae en Acanthopleura echinata asociadas a Lessonia nigrescens, en tres 

localizaciones costeras peruanas Playa Gentilares, Playa Puerto Inglés y la Reserva 

Nacional de Punta Coles durante las estaciones de invierno y verano de 2023. 

Mediante el uso del medio de cultivo TCBS y técnicas avanzadas de secuenciación 

molecular, se identificaron especies como Photobacterium swingsii, Vibrio 

alginolyticus, Vibrio mediterranei, y Vibrio crassostreae. Los resultados revelan la 

influencia significativa de las condiciones ambientales en la prevalencia y 

diversidad de estas bacterias. Además, se realizó una caracterización detallada de 

la halo-tolerancia y se evaluó la resistencia a los antibióticos, lo que subraya la 

capacidad adaptativa y la resiliencia de estas bacterias frente a cambios ambientales 

y presiones antropogénicas. Este estudio proporciona valiosa información para la 

gestión de recursos marinos y el desarrollo de estrategias para prevenir 

enfermedades relacionadas con el mar, sugiriendo la necesidad de investigaciones 

futuras que exploren más profundamente las interacciones ecológicas y 

adaptaciones de estas comunidades bacterianas. 
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ABSTRACT 

This thesis examines the diversity and distribution of bacteria of the Vibrionaceae 

family in Acanthopleura echinata associated with Lessonia nigrescens, in three 

Peruvian coastal locations Playa Gentilales, Playa Puerto Inglés and the Punta Coles 

National Reserve during the winter and summer seasons of 2023. Through Using 

TCBS culture medium and advanced molecular sequencing techniques, species 

such as Photobacterium swingsii, Vibrio alginolyticus, Vibrio mediterranei, and 

Vibrio crassostreae were identified. The results reveal the significant influence of 

environmental conditions on the prevalence and diversity of these bacteria. 

Furthermore, a detailed characterization of halo-tolerance was performed and 

antibiotic resistance was evaluated, which underlines the adaptive capacity and 

resilience of these bacteria against environmental changes and anthropogenic 

pressures. This study provides valuable information for marine resource 

management and the development of strategies to prevent marine-related diseases, 

suggesting the need for future research that further explores the ecological 

interactions and adaptations of these bacterial communities. 
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Introducción 

En una era marcada por las consecuencias sin precedentes del cambio 

climático, los mares del mundo están experimentando un notable aumento de 

temperatura, lo que desencadena un desequilibrio del ecosistema acuático. Este 

cambio climático no sólo ha impulsado la proliferación de bacterias marinas de vida 

libre, sino que también ha revelado un vínculo crítico entre estas comunidades 

microbianas entre ellas las bacterias de la familia Vibrionaceae. Los océanos, que 

comprenden una gran mayoría de bacterias marinas, se han convertido en un punto 

focal de investigación científica, y los investigadores revelan la intrincada dinámica 

dentro de la familia Vibrionaceae, donde ciertos miembros establecen su presencia 

e influencia dentro de estos ecosistemas vitales (Vezzulli et al., 2016). 

Profundizando en el ámbito microbiano, el género Vibrio emerge como un 

actor importante desde el punto de vista epidemiológico, no sólo como un 

componente natural de los ambientes marinos sino también como una fuente 

patógena en los mariscos. La ingestión de pescado y moluscos contaminados, 

incluso en concentraciones mínimas, representa una amenaza sustancial para la 

salud humana y ensombrece la seguridad de las elecciones culinarias semi crudas 

(Ramírez & Lee, 2022). Como sugiere la evidencia científica, la proliferación de 

bacterias marinas patogénicas pertenecientes a la familia Vibrionaceae, es 

impulsada por diversos factores como el calentamiento global y la ausencia de 

infraestructuras adecuadas de agua potable y tratamiento de aguas residuales de 

naciones subdesarrolladas (Ramírez & Lee, 2022). 

Dentro del grupo especies de bacterias pertenecientes a la familia 

Vibrionaceae, la especie patogénica V. cholerae ocupa un lugar de importancia 

epidemiológica, ya que genera infecciones principalmente por vía oral mediante el 

consumo de agua y alimentos contaminados con esta bacteria patógena (Mougin, 

2021). El panorama histórico es testigo del devastador saldo de los brotes de cólera: 

En el año 1991 se registró la asombrosa cifra de 322.562 casos clínicos y 3.000 

muertes sólo en el Perú (OMS, 2002). A escala local, la región de Moquegua 

documentó 400 casos de esta insidiosa enfermedad, lo que subraya la urgencia de 

comprender y mitigar los riesgos asociados con las infecciones relacionadas con 

Vibrionaceae, particularmente en regiones dependientes de recursos 

hidrobiológicos (Gotuzzo et al., 1994). 
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En este contexto, el consumo tradicional de recursos hidrobiológicos en el 

Perú surge como una preocupación importante, especialmente dada la prevalencia 

de platos poco cocinados como el ceviche (UNESCO, 2023). Entre las 

innumerables especies que contribuyen a esta tradición culinaria destaca el molusco 

Acanthopleura echinata, comúnmente conocido como “barquillo”. Ampliamente 

consumido por las comunidades costeras peruanas, este molusco llega desde las 

manos de los pescadores hasta las ofertas crudas en los platos de los restaurantes, 

lo que podría ser un riesgo a la salud de los consumidores (Villegas-Rivera et al., 

2019). 

I. Planteamiento del problema 

1.1 Descripción y formulación del problema  

La consecuencia del cambio climático está contribuyendo al incremento de 

la temperatura de los mares del mundo, se ha reportado la proliferación de bacterias 

marinas de vida libre ya que en los océanos la mayor parte está compuesta por 

bacterias marinas y según las investigaciones, las bacterias de la familia 

Vibrionaceae ocupan estos ecosistemas (Vezzulli et al., 2016). 

Según investigaciónes científicas ha reportado que las bacterias del género 

Vibrio están entre los patógenos de mayor relevancia en mariscos. La ingestión de 

peces y moluscos contaminados incluso a concentraciones muy pequeñas, puede 

producir efectos nocivos sobre la salud del hombre (Ramírez & Lee, 2022). 

En la familia Vibrionaceae se encuentra también la bacteria Vibrio cholera 

la cual infección generalmente por la vía oral producto de consumir agua y 

alimentos contaminados con esta bacteria patogénica (Mougin, 2021). En el Perú, 

en el año 1991 se reportaron 322 562 casos clínicos del Cólera de los cuales 3000 

personas fallecieron por causas de esta enfermedad (OMS, 2002). A nivel local, en 

la región de Moquegua, se registraron 400 casos de esta enfermedad según el 

Ministerio de Salud (Gotuzzo et al., 1994).  

El consumo de los recursos hidrobiológicos en el Perú es muy tradicional algunos 

son empleados por su poca cocción en diversos platos culinarios tales el caso del 

ceviche el cual podría poner en peligro a los consumidores de estos productos 

hidrobiológicos (Uribe et al.,2021). Uno de ellos es el molusco Acanthopleura 

echinata (barquillo) esta especie es ampliamente consumida en la costa peruana por 
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los pescadores y expendida en restaurantes de forma cruda en platos de la culinaria 

peruana (Villegas-Rivera et al., 2019). 

La resistencia a los antibióticos representa un desafío importante para la salud 

pública, aunque los cambios ambientales causados por el ser humano no han sido 

ampliamente reconocidos como impulsores de este problema. En este estudio, 

ofrecemos una visión general exhaustiva de las relaciones entre la degradación 

ambiental y la resistencia a los antibióticos, demostrando que lo primero puede 

potencialmente influir en lo segundo con importantes repercusiones para la salud 

pública. Describimos cómo el calentamiento global favorece la transferencia 

horizontal de genes, las infecciones bacterianas, la propagación de patógenos 

resistentes a los medicamentos debido a la escasez de agua y la liberación de genes 

de resistencia a través de aguas residuales (Rzymski et al., 2024). 

• Interrogante general  

¿Existen bacterias marinas ambientales pertenecientes a la familia 

Vibrionaceae en el molusco de A. echinata de la Reserva Nacional Punta 

Coles y playas adyacentes? 

• Interrogantes específicas  

¿Es posible aislar e identificar bacterias ambientales de la familia 

Vibrionaceae del invertebrado de A. echinata (Barnes,1824) de la Reserva 

Nacional Punta Coles, Playa Gentilares y Playa Puerto Ingles? 

¿Existe presencia y/o ausencia de resistencia para antibióticos de aislados 

de bacterias de la familia Vibrionaceae en Punta Coles y playas adyacentes? 

¿Cuál será la relación entre la abundancia de A. echinata y la presencia y/o 

ausencia de bacterias de la familia Vibrionaceae en Punta Coles y playas 

adyacentes? 

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivos general  

• Caracterizar Vibrios marinos de Acanthopleura echinata (Barnes, 

1824) en playas del litoral de la provincia de ILO – 2023. 

1.2.2 Objetivos específicos  

• Comparar grupos de bacterias ambientales de la familia 

Vibrionaceae del invertebrado A. echinata (Barnes,1824) de la 



18 
 

reserva Nacional Punta Coles, Playa Gentilares y Playa Puerto 

Ingles. 

• Determinar la resistencia para antibióticos de aislados de bacterias 

de la familia Vibrionaceae en Punta Coles y playas adyacentes. 

• Determinar la abundancia y la presencia y/o ausencia de bacterias de 

la familia Vibrionaceae en Punta Coles, Playa Gentilares y Playa 

Puerto Ingles. 

1.3 Justificación e importancia  

Las bacterias de la familia Vibrionaceae ocupan un nicho ecológico 

en ambientes marinos salinos y dulces, en donde tienen un papel importante 

debido a su contribución en el ciclo de nutrientes. La mayoría de bacterias 

de esta familia no son patógenas (existiendo 48 especies de Vibrios de vida 

libre, 12 son patogénicas). En el caso de las especies patógenas, pueden ser 

encontradas en crustáceos, corales, camarones, peces y hasta en animales 

marinos. Causan infecciones y heridas cutáneas debido a la exposición al 

agua de mar o también enfermedades gastrointestinales que se asocian al 

consumir estos mariscos crudos o de baja cocción. La ingestión de peces y 

moluscos contaminados, incluso a concentraciones muy pequeñas, puede 

producir efectos nocivos sobre la salud del hombre, es probable que las 

infecciones causadas por bacterias de la familia Vibrionaceae se estén 

incrementado paulatinamente, debido al escaso tratamiento adecuado de las 

aguas residuales que son descargadas directamente a los océanos y ríos. 

Igualmente, una de las más grandes amenazas de estos dos últimos 

ciclos es el cambio climático, su incidencia en la salud humana es y serán 

directos (huracanes, tormentas eléctricas, inundaciones, el aumento de las 

aguas de los océanos, extinción de especies animales, incendios forestales) 

como también indirectos en los seres humanos (afectaciones del aparato 

digestivo, enfermedades de la piel, escases alimentaria, contaminación del 

agua, propagación de enfermedades, éxodos humanos) (OPS/OMS.2020). 

El calentamiento de los mares trae serios problemas en la alteración 

de patrones de clima, precipitaciones, ciclo hidrológico, deshielo y grave 

alteración de recursos estacionales hídricos. Este cambio temperatura está 



19 
 

generando una reacción en cadena que origina el deshielo más del promedio 

normal anual en las zonas de altitud alta que provoca problemas en las zonas 

bajas, estos cambios se vienen registrando desde el año de 1901 (FAO, 

2018). 

Este estudio se debe realizar en esta región ya que no se ha 

encontrado antecedentes locales ni regionales. En este estudio que realizo y 

se estudiaron las bacterias de la familia de los Vibrio y servirá como 

referencia para futuras investigaciones en el aspecto ambiental y salud.  

1.4 Hipótesis  

• (H) – Existen bacterias marinas ambientales de la familia 

Vibrionaceae en el molusco de A. echinata. 

• (Ho). – No existen bacterias marinas ambientales de la familia 

Vibrionaceae en el molusco de A. echinata. 

1.5 Variables 

Tabla 1  
Cuadro de variables dependientes 

Variables 
dependientes  Definición  Indicadores  

Diversidad de Vibrios  

Variedad de especies y 
cepas del género Vibrio 
en un ambiente 
específico. 

Número de especies, 
índices de Shannon, 
Simpson e Índice de 
Equidad de Pielou. 

 
 
 
 
 

Halo-tolerancia 
Capacidad de sobrevivir 
y crecer en diferentes 
concentraciones de sal. 

0%, 3%, 6%, 8% y 10%.  

 

 
 
 
 
 

Resistencia a 
antibióticos 

Capacidad de las cepas 
de Vibrio para resistir los 
efectos de los 
antibióticos. . 

• Resistente (R) 
• Intermedio (I) 
• Sensible (S) 

 

 

 

 

  
 

Tabla 2  
Variable independiente 
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Variable 
Independiente  Definición  Indicadores  

 Estación del año  

 
Periodo del año con 
patrones climáticos 
específicos que influyen 
en las condiciones 
marinas. 

• Temperatura 
• pH 

• Estaciones  

 
 
 
 
 
 
  
 

Playa de muestreo 
Ubicación geográfica 
donde se toman muestras 
de agua para análisis. 

• Reserva de Punta Coles 
• Playa Gentilares 
• Playa Puerto Ingles  
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II. Marco Teórico 

2.1 Antecedentes  

2.1.1 Nacionales  

En Lima, la capital del Perú, se identificaron agentes toxinfecciones en la 

rama alimentaria, para lo cual de caracterizaron e identificaron las bacterias de la 

familia Vibrionaceae en el molusco “choro” Aulacomya atra. En la investigación 

describe el muestreo de datos que se hizo en el distrito de Villa María del Triunfo, 

donde se consideró el único terminal pesquero de ese distrito, Lima donde 

recolectaron y caracterizaron un total de 30 muestras de “choro” Aulacomya atra. 

El interés central fue el terminal pesquero que está relacionado con los brotes de 

afecciones de bacterias entéricas. Para la investigación se usaron dos metodologías 

como referencia como la BAM (manual analítico bacteriológico) y FDA 

(Administración de Alimentos y Medicamentos). Con ello se concretó de las 

muestras analizadas y solo se logró aislar y caracterizar 8 cepas de genero Vibrio 

donde se encontró un gran porcentaje de V. alginolyticus más no hubo presencia de 

V. cholerae. De estas 7 muestras analizadas se identificó 1 cepa de V. 

parahaemolyticus y 7 cepas correspondientes a V. alginolyticus, el cual originan la 

gastroenteritis debido al consumo de mariscos crudos o muy poco cocidos (Canal 

et al., 2017). 

Perú. - En un estudio realizado en un mercado pesquero Terminal Pesquero 

de Villa María del Triunfo de Lima, se examinaron 254 muestras de pescados y 

moluscos bivalvos para detectar la presencia del serotipo O3 de Vibrio 

parahaemolyticus, utilizando el método propuesto por Yukiko Harakudo y 

colaboradores (Aliaga et al., 2010). Este método incluye un proceso de 

enriquecimiento, cultivo en medio cromogénico, prueba de fermentación de glucosa 

y una prueba de tolerancia a las sales (Aliaga et al., 2010). De las muestras 

analizadas, se identificaron 15 cepas de Vibrio parahaemolyticus, con una mayor 

incidencia en pescados (9 cepas) que en moluscos bivalvos (6 cepas). De estas, tres 

cepas mostraron resultados positivos en el fenómeno de Kanagawa, indicativo de 

la producción de hemolisina termoestable directa (TDH) (Aliaga et al., 2010). 

Notablemente, una de las cepas TDH-positivas identificadas en pescado 

correspondió al serotipo O3. Este hallazgo representa el primer reporte de la cepa 
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pandémica O3 de Vibrio parahaemolyticus proveniente de una fuente no humana 

en Perú, destacando su presencia en recursos hidrobiológicos, particularmente en 

pescados. 

Perú. - Este estudio abordo cómo los eventos de El Niño influencian la 

diseminación de enfermedades vinculadas a bacterias del género Vibrio en 

Sudamérica, con un enfoque especial en Perú (Martinez-Urtaza et al., 2008). Se 

resalta dos incidentes clave: La inesperada llegada de la séptima pandemia de Vibrio 

cholerae a Perú en 1991, que desencadenó una rápida expansión de infecciones por 

América, y la aparición del clon pandémico de Vibrio parahaemolyticus en Chile 

en 1997, marcando la primera vez que se identificó este clon fuera de Asia, 

coincidiendo ambos con episodios de El Niño. La investigación revisó datos entre 

1994 y 2005 del Instituto Nacional de Salud de Perú, utilizando modelos 

estadísticos para examinar la correlación entre El Niño y la incidencia de V. 

parahaemolyticus (Martinez-Urtaza et al., 2008). Los resultados mostraron que las 

infecciones emergieron significativamente durante el evento de El Niño de 1997, 

siguiendo patrones de propagación oceánica similares a los observados en la 

epidemia de cólera de 1991 (Martinez-Urtaza et al., 2008). Estos descubrimientos 

sugieren que El Niño juega un papel crucial en la introducción y dispersión de 

patógenos de Vibrio en la región, impulsado principalmente por el movimiento de 

las aguas oceánicas. 

Perú. - Se investigó la resistencia antimicrobiana (AMR) en 170 cepas de 

Vibrio spp. aisladas de muestras de agua de mar en Lima, Perú (Sulca et al., 2018). 

Estas cepas fueron identificadas mediante pruebas bioquímicas y PCR, y se les 

determinó perfiles de AMR usando 15 antibióticos estándar (Sulca et al., 2018). 

Además, se examinó la presencia de integrones de clase 1, 2 y 3, así como de 

Superintegrones, también mediante PCR. Se identificaron 10 especies de Vibrio, 

siendo V. alginolyticus la más común. Todas las cepas mostraron resistencia a los 

antibióticos, particularmente al grupo de la penicilina, aunque no se observó 

resistencia a norfloxacina o tetraciclina. Esto sugiere que la AMR en estas cepas no 

está relacionada con los integrones como se pensaba anteriormente, y apunta a que 

estas cepas podrían ser reservorios de genes de resistencia en ambientes marinos. 

2.1.2 Internacionales  
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En Palk Bay (India), se investigó la patogenicidad del Vibrio owensii que 

afectan a las post larvas de Litopenaeus vannamei. Esta bacteria fue aislada del 

hábitat natural marino y fue altamente resistente a los antibióticos: ampicilina, 

meticilina, tetraciclina y vancomicina. La cepa también carecía de patogenicidad 

contra las postlarvas de L. vannamei debido a la ausencia de factores de virulencia. 

Este fue el primer reporte sobre la aparición de V. owensiien en aguas de la India, 

también se sugiere hacer nuevas investigaciones sobre la patogenicidad de esta 

especie en otros crustáceos de importancia comercial (Mougin, 2021). 

En Estados Unidos, se indicó que la prevalencia de las bacterias del género 

Vibrio, más específicamente del V. parahaemolyticus, responde principalmente a 

condiciones ambientales favorables siendo la salinidad, pH, turbidez, bajas 

temperaturas del agua y la clorofila A. También se encontró como resultado que el 

indicador ambiental tiene un rango de variación óptimo que el cual favorece la 

presencia de V. parahaemolyticus (Ghate et al., 2021).  

En China, se monitoreó la dinámica de la resistencia a los antibióticos en 

cepas de Vibrio tanto de camarones como de sus ambientes de reproducción durante 

un período de acuicultura estándar (días 0, 20, 40, 60 y 80). Se aislaron 88 cepas de 

Vibrio cholerae y 90 cepas de Vibrio parahaemolyticus de muestras de agua, 

sedimentos y camarones, y se evaluó su fenotipo y genotipo de resistencia a 

antibióticos. Ambas especies de Vibrio demostraron resistencia a nueve 

antimicrobianos, observándose tasas de resistencia notables en antibióticos 

específicos. El estudio identificó 38 genes de resistencia a los antibióticos (ARG) 

en todas las muestras, con mayor prevalencia en el agua. La tipificación de 

secuencia multilocus (MLST) reveló nuevos tipos de secuencia (ST) que 

predominan tanto en V. cholerae como en V. parahaemolyticus. A medida que 

avanzaba el período de cultivo de camarón, la tasa de desarrollo de resistencia entre 

los aislados y el recuento promedio de ARG dentro de los mismos Vibrios (ST) 

aumentaron constantemente. Esta investigación subraya el papel potencial de la 

transmisión de (ARG) en el entorno de la acuicultura como un conducto crítico para 

el desarrollo de resistencia a los antibióticos Vibrio. Los hallazgos aportan 

información valiosa para comprender la diseminación y transmisión de la 

resistencia a los antibióticos en la acuicultura, ayudando en la formulación de 

estrategias para mitigar la resistencia a los antibióticos en ambientes acuáticos (Liu 

et al., 2024). 
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En China, se emplearon etiquetas isobáricas para la proteómica funcional de 

cuantificación relativa y absoluta (iTRAQ) para analizar los cambios globales en la 

expresión de proteínas en V. alginolyticus resistente a la gentamicina (VA-RGEN) 

y una cepa sensible a la gentamicina. El análisis proteómico reveló una disminución 

metabólica significativa en VA-RGEN, que afecta particularmente al ciclo del 

piruvato (ciclo P). La adición de piruvato exógeno restableció la actividad del ciclo 

del P, alterando el estado redox y aumentando el potencial de membrana. Esto 

potenció la muerte mediada por gentamicina aproximadamente 3000 y 150 veces 

in vitro e in vivo, respectivamente. Es importante destacar que la farmacocinética 

bacteriana de la gentamicina demostró que el piruvato mejoraba el influjo de 

gentamicina, superando la gentamicina expulsada por las bacterias y aumentando 

los niveles intracelulares de gentamicina. El estudio concluye con una sugerencia 

para un enfoque basado en el metabolismo para combatir V. alginolyticus resistente 

a la gentamicina, lo que podría proporcionar información para abordar otros 

patógenos bacterianos resistentes a los antibióticos (Kuang et al., 2024). 

En Croacia, se evaluó la microbiota cultivable vinculada a la basura plástica 

recuperada por los arrastreros de pesca comercial en el sureste del Mar Adriático, 

comparándola con el microbiota en el agua de mar y los sedimentos. Los desechos 

plásticos en el mar albergan un microbiota distinto a la del agua de mar y los 

sedimentos cercanos (Kapetanović et al., 2023). La abundancia de Vibrio fue 

notablemente mayor en la basura plástica que en el agua de mar y los sedimentos. 

Todos los aislados de Vibrio mostraron resistencia a ampicilina y vancomicina, con 

resistencia variable a otros antibióticos según la especie aislada. Este estudio, que 

ofrece los primeros conocimientos sobre el microbiota cultivable asociada a los 

residuos plásticos recogidos por los barcos de pesca comerciales, sienta las bases 

para futuras investigaciones sobre el tema. 

  2.2 Bases teóricas  

2.2.1 Introducción a la familia Vibrionaceae  

Las bacterias del género Vibrio spp son miembros de la clase 

Gammaproteobacteria y se encuentran predominantemente en ambientes 

acuáticos, tanto marinos como de agua dulce. Son heterótrofos, lo que 

significa que obtienen su energía de la materia orgánica en descomposición, 

y juegan un papel importante en los ciclos biogeoquímicos de estos 
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ecosistemas, especialmente en la degradación de la materia orgánica y la 

remineralizacion de nutrientes (Thompson et al., 2004).  

2.2.2 Distribución y Ecología 

Los Vibrios son ubicuas en los ambientes acuáticos y pueden vivir 

en diversas condiciones de salinidad y temperatura. Se encuentran tanto en 

las columnas de agua como asociados a organismos marinos como macro 

algas, micro algas, crustáceos, corales y peces (Brumfield et al., 2023). La 

amplia distribución ecológica se debe a su capacidad de adaptarse 

rápidamente a cambios en el ambiente, lo cual es facilitado por su dad 

genética y mecanismos de adaptación (Lin et al., 2018).  

2.2.3 Importancia en el Ecosistema 

Esta familia de bacterias de la familia Vibrionaceae tiene una 

función fundamental en el ciclo de nutrientes en los ecosistemas acuáticos. 

Principalmente en la degradación de material orgánico, lo que facilita la 

liberación y reciclaje de nutrientes esenciales para otros organismos del 

ecosistema (Thompson et al., 2004). Además, algunas especies forman 

simbiosis con otros organismos marinos, contribuyendo a la salud y el 

equilibrio de los ecosistemas (Sampaio et al., 2022). 

2.2.4 Patogenicidad y Salud Humana 

Aunque la mayoría de las especias bacterias de la familia 

Vibrionaceae no son patogénicas, se encuentran en algunas pocas especies 

como V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, pueden causar 

enfermedades graves en humanos, incluyendo infecciones gastrointestinales 

y heridas cutáneas (Harrison et al., 2022). Estas infecciones están asociadas 

principalmente con la exposición al agua de mar contaminada o el consumo 

de mariscos crudos o mal cocidos (Thorstenson & Ullrich, 2021). 

2.2.5 Cambio Climático  

El cambio climático, con el consecuente aumento de la temperatura 

de los mares, ha sido identificado como un factor importante en la 

proliferación de Vibrios patógenos (Vezzulli et al., 2016). Las temperaturas 

más altas favorecen su crecimiento y expansión, aumentando el riesgo de 

infecciones humanas. Además, las alteraciones en la salinidad y otros 
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parámetros ambientales también influencian la composición y distribución 

de las comunidades de Vibrios (Thorstenson & Ullrich, 2021). 

2.2.6 Resistencia a Antibióticos  

La resistencia a antibióticos en las especias de Vibrio es una 

preocupación creciente, especialmente en el contexto de las infecciones 

humanas. Las prácticas inadecuadas en el tratamiento de aguas residuales y 

el uso indiscriminado de antibióticos en la acuicultura han contribuido a la 

emergencia de cepas resistentes, complicando el tratamiento de las 

infecciones (Martinez-Urtaza et al., 2010).  

La detección y el monitoreo del género Vibrio en entornos naturales 

y en alimentos son esenciales para la prevención de enfermedades. Las 

tecnologías actuales incluyen métodos moleculares como PCR en tiempo 

real y secuenciación que permiten un seguimiento rápido y preciso de las 

cepas patogénicas en el ambiente (Jinchang et al., 2022).  

Figura 1  
Factores de virulencia y patogenicidad de Vibrio spp 

2.3 Definición de términos  

2.3.1 Disolución en serie  

Es un método de dilución en serie para estimar la concentración 

(cantidad de colonias, organismos, bacterias o virus) de una muestra 
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desconocida contando la cantidad de colonias cultivadas a partir de 

diluciones en serie de la muestra, y luego rastrear los recuentos medidos 

para la concentración desconocida (Ben-David & Davidson, 2014a). 

2.3.2 Género Vibrio 

Este género forma parte de la familia Vibrionaceae según su taxonomía se 

plasma que son alrededor de 48 especies de Vibrio, solo 12 son reconocidas 

por incidir en los seres humanos (López et al., 2022). 

Fuente: (Kirn, 2011) 

Los Vibrios pueden estar de forma libre en los océanos, pueden 

adaptarse como simbiontes en animales acuáticos como crustáceos, peces y 

moluscos (Takemura et al., 2014). Estas bacterias cumplen un rol muy 

importante en dar salud y protección contra otros patógenos y contribuir con 

la estabilización del nitrógeno dentro (Mutreja et al., 2011).  

2.3.3 Vibrio cholerae  

El V. cholerae, agente se le monitorea constantemente por los 

antecedentes pandémicos que han generado a lo largo de estos años en 

donde ha demostrado ser un patógeno que podría originar rebrotes y 

pandemias a nivel global (Ramírez & Lee, 2022). Se ha establecido que el 

V. cholerae es causante de la enfermedad del cólera y se ha llegado a 

clasificar en más de 140 serotipos (López et al., 2022). Casi un tercio de las 

Figura 2  
Vibrio cholerae 
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especies de Vibrio son patógenas para los humanos, y la enfermedad es 

comúnmente causada por la ingestión de alimentos o agua contaminados, o 

por la exposición de heridas a cuerpos de agua en los que se encuentran las 

especies de Vibrio. 

 El consumo de alimentos contaminados con V. cholerae 

causa infección intestinal severa (Thillaichidambaram et al., 2022). Es 

causante del cólera que causa diarrea acuosa intensa producto de las toxinas 

colérica que afecta el intestino dejado del huésped. 

2.3.4 Vibrio parahaemolyticus 

Es muy reconocido que V. parahaemolyticus está presente en 

pescados y mariscos en Japón es una de las principales causantes de 

gastroenteritis en el país asiático (López et al., 2022). 

V. parahaemolyticus su principalmente transmitido por alimentos, 

se ha convertido un problema para salud pública a escala mundial 

(Martinez-Urtaza et al 2010). 

Figura 3  
 
Colonias de Vibrios ambientales aislados en placa Petri en medio de cultivo 
selectivo TCBS (colonias de Vibrio verdes no fermentadas y colonias 
amarillas Vibrios si fermentativos) 
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2.3.5 Vibrio Vulnificus  

V. vulnificus es un patógeno humano mortal cuyas infecciones se 

producen a través del consumo de pescados y maricos (transmitidos por los 

alimentos) o por contacto directo con heridas (López et al., 2022). 

2.3.6 Photobacterium spp 

El género Photobacterium de la familia Vibrionaceae de la clase 

Gamma proteobacteria fue descubierta por primera vez (WoRMS - 1889). 

La mayoría de los miembros del género son bioluminiscentes, indicando 

que tienen la capacidad de emitir luz. El tipo especie es la bacteria 

Photobacterium phosphoreum.  

Fuente: (WoRMS Beijerinck, 1889.) 

2.3.7 Acanthopleura echinata  

Es un molusco conocido comúnmente por los pescadores peruanos como 

“barquillo” es una de las más grandes y quitones más abundantes a lo largo 

de la costa del Pacífico Sur oriental. Tiene cuerpo largo ovalado con 

elevación dorsal media, perinoto púrpura, muy ancho, cubierto por espinas, 

Figura 4  
Photobacterium spp 
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calcáreas oscuras y claras. Observaciones de secciones de las gónadas de 

adultos A. echinata reveló que la pared del testículo y el ovario está 

constituida por una capa de tejido conjuntivo muscular y que esta pared se 

pliega hacia la luz, formando numerosas placas de tejido (Brooker et al., 

2006). 

 

2.3.8 Lessonia nigrescens 

Esta macroalga se encuentra en Sudamérica, más concretamente en el sur 

del Perú y norte de Chile, es del género Lessonia, es nativa de las costas del 

océano pacifico, es un alga gigante parda o mayormente llamada macroalga 

(Madigan & Martinko, 2006). 

 

Figura 5  

A. echinata (Barnes, 1824) 

Figura 6  

Lessonia nigrescens en la Reserva Nacional de Punta de Coles. 

Lessonia nigrescens 
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2.3.9 Medio de cultivo LB broth 

Este medio es muy usado para cultivar todo tipo bacterias, ya que es fácil de 

preparar y de alta efectividad por su alto porcentaje de nutrientes (Sezonov 

et al., 2007).  

2.3.10 Medio selectivo TCBS agar  

Este medio de cultivo se usa para aislar un género especifico de bacterias en 

este caso de la familia Vibrio, que se usa para la diferenciación de V. 

cholerae entre las demás especies de Vibrio extraídas de muestras 

(Anupama et al., 2019). 
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Figura 7  
Posición taxonomía de A. echinata 
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Figura 8  
Posición taxonomía Lessonia nigrescens (Bory,1826) 
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Figura 9  
Posición taxonomía de Vibrio spp 
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III. Metodología 

3.1 Tipo y nivel de investigación  

3.1.1 Tipo de investigación  

La investigación presente tiene características metodológicas de tipo 

básica y cuantitativa.  

3.1.2 Nivel de investigación  

El nivel de investigación que se desarrolló en la presente tesis es 

descriptivo. 

3.2 Ámbito temporal y espacial  

3.2.1 Temporal  

En el presente estudio se tomaron en cuenta dos estaciones del año 

para su desarrollo en los meses de invierno (julio, agosto y septiembre), en 

la estación de verano (noviembre, diciembre y enero) respectivamente las 

muestras se recolectaron por la mañana tomando en cuenta el reporte de la 

marina de guerra del Perú (referencias de cuadro mareas). 

3.2.2 Espacial  

Este trabajo de investigación fue realizado en el litoral de la 

provincia de Ilo y que incluye también la Reserva Nacional de Punta Coles 

previa autorización de ingreso y en las playas de Gentilares y Puerto Ingles 

para la colecta de muestras, de cada playa se consideró tres repeticiones de 

individuos del rizoide de la especie de macro alga L. nigrecens (ver Figura 

10) que muestra los puntos de colecta utilizando la metodología de 

transectos.
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Figura 10  

Mapa de Sudamérica (A), destacando el departamento de Moquegua (B), donde se 

encuentra el puerto de Ilo, (C) centrándose en los litorales rodean y las playas 

principales adyacentes .  

 

3.3 Población y muestra 

3.3.1 Población 

Los A. echinata habitan asociado al bioingeniero L. nigrescens en 

las playas en la Reserva Nacional de Punta Coles, Playa Gentilares y Playa 
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Puerto Ingles, coordenadas aproximadas a ser muestreadas Playa Puerto 

Ingles, Playa Punta De Coles  y Playa Gentilares; coordenadas UTM zona 

19S referente a Google Earth (Tabla 3).  

Tabla 3  

Coordenadas de playas de muestreo 

Zona de muestreo 

Playas Coordenadas UTM 19S 

Playa Punta 
Coles 

-17.701662, -71.380768 

 
Playa Puerto 

ingles  
-17.663426, -71.358595 

 

 
Playa 

Gentilares 
-17.689127, -71.372389 

 

 
 

3.3.2 Muestra 

Se recolectaron 18 muestras por triplicado de la macroalga L. 

nigrescens en cada punto (ver mapa Figura 8, 9 y 10) donde se recolectaron 

dieciocho muestras de A. echinata (tres por playa) en diferentes estaciónes 

(invierno - verano). 

Tabla 4  

N° de muestreo de A. echinata 

 

Playas 
Temporadas  

Invierno  Verano 

Playa Punta Coles 
3 3 

 

Playa Gentilares  3 3 
 

 
Playa Puerto 

Ingles 
3 3 

 

 
Totales  9 9  

    

 

 

3.4 Instrumentos 

3.4.1 Instrumentos para la colección de datos  

A. Materiales 
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• Cinta adhesiva 

• Plumón indeleble 

• Cajas térmicas (cooler) 

• Bolsas del hielo (ice pack) 

• Lampa 

• Piquete 

• Bolsas plásticas 

• Alfiler 

• Mortero 

• Placas Petri 

• Espátula 

• Pinzas 

• Bisturí 

B. Equipos 

• GPS 

• Cámara fotográfica 

• Alfiler 

• Autoclave 

• Cámara de flujo laminar 

• Cámara de flujo laminar vertical 

• Termociclador 

• Hot plate (placa caliente) 

• Ultracongelador 

• Máquina de hielo 

• Baño maría 

• Micropipetas  

• Cámara de electroforesis 

• Proyector 

• Fotodocumentador 

• Nanodrop 

• Microondas 

• Embarcación 
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• Equipo de buceo 

• Congeladora 

• Microcentrifugadora 

• Secuenciador 

• Ordenador  

C. Indumentaria de protección  

• Gafas de seguridad 

• Guantes de látex descartables  

• Guantes de nitrilo 

• Mascarilla descartable KN95 

• Guantes de jebe antideslizantes con cubierta de antebrazo 

D. Reactivos 

• Agua destilada 

• Agar TCBS  

• Agar nutriente 

• Luria Broth (LB) 

• Glicerol al 40% 

• Alcohol 70% 

• Cristal violeta 

• Yodo 

• Alcohol etílico 95% 

• Safranina 

• Agar Mueller Hilton 

• Kit Extracción de DNA 

• Agarosa 1% 

• Solución de lisis de núcleos 

• Solución de RNasa 

• Solución de precipitación de proteínas 

• Etanol al 70 % 

• Solución de rehidratación 

• Isopropanol 
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3.5 Procedimientos  

3.5.1 Muestreo de A. echinata 

3.5.1.1 Extracciones de L. nigrescens 

El procedimiento de extracción de la macroalga L. nigrescens fue 

cuidadosamente planeado y ejecutado para asegurar la preservación óptima 

de las muestras. Inicialmente, se recolectaron los rizoides de la macroalga 

directamente de su hábitat natural a lo largo de las playas, priorizando las 

áreas cercanas a la superficie donde estas algas son más accesibles. Para 

evitar la contaminación y asegurar la esterilidad, se utilizaron bolsas 

plásticas estériles durante la recolección. Cada muestra recolectada se 

colocó inmediatamente en bolsas equipadas con hielo refrigerante para 

mantener la temperatura controlada y minimizar cualquier deterioro 

biológico durante el transporte. 

Posteriormente, estas bolsas se acomodaron cuidadosamente dentro 

de coolers para estabilizar aún más las condiciones durante el traslado al 

Laboratorio de Biotecnología y Biología Molecular de la UNAM, filial Ilo. 

Este enfoque meticuloso de recolección y transporte es crucial para 

mantener las características fisiológicas de las algas, permitiendo un análisis 

detallado y fiable en el laboratorio. Al llegar al laboratorio, las muestras 

fueron rápidamente procesadas para diversos análisis, asegurando que se 

mantuvieran las condiciones óptimas para obtener resultados 

experimentales precisos y reproducibles. 
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• Etiquetado y rotulado de las muestras de A. echinata 

Las bolsas ziploc fueron etiquetadas y rotuladas, con letra clara y 

que contienen la siguiente información: Nombre de la playa y número del 

punto de muestreo, número de muestra, geolocalización, fecha y hora. 

  

Figura 11  
Lugar de muestreo Playa Puerto Ingles estación de verano para la extracción de L. 
nigrescens 
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3.5.2 Extracción del tejido de A. echinata 

Método de análisis de tejido de A. echinata  

• Tratamiento de la muestra 

Individuos de A. echinata fueron colocados, en tres placas Petri 

debidamente autoclavadas bajo condiciones asépticas dentro de una cámara 

de flujo laminar. Con ayuda de la espátula y el bisturí se cortaron y se 

pesaron aproximadamente 1 gr del tejido interno de A. echinata, 

seguidamente fueron colocadas las muestras de tejido en un mortero 

previamente autoclavado y esterilizado con 10 ml de agua estéril, se 

procedió a triturar los tejidos hasta obtener una solución homogénea. 

Figura 12  
 
Toma de muestras del rizoide se cortaron los estipes con cuidado y se extrajeron la 
muestra de A. echinata. 
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Diluciones seriadas  

Para la preparación de las diluciones seriadas previas a la siembra en medio 

sólido, se comenzó por esterilizar el diluyente adecuado a la naturaleza de la 

muestra de A. echinata. Posteriormente, se procedió al etiquetado de los tubos de 

ensayo, asignando a cada uno un nivel de dilución progresivo, como 10^-1, 10^-2, 

hasta 10^-7, según fuera necesario para el experimento. La muestra original fue 

homogeneizada utilizando un agitador vórtex para asegurar una distribución 

uniforme de los microorganismos dentro de la solución. A continuación, se llevaron 

a cabo las diluciones seriadas, transfiriendo cuidadosamente 1 ml de la solución 

homogeneizada al primer tubo con 9 ml de diluyente para obtener la dilución 10^-

1. Este proceso se repitió sistemáticamente hasta alcanzar la dilución final deseada. 

Este método de preparación de las diluciones seriadas asegura una siembra 

uniforme y eficiente para la fase subsiguiente de incubación y conteo de colonias, 

Figura 13  
 
Muestras de A. echinata en un matraz de plástico sin agua para próximo a disección 
de las muestras a pasar a medio de cultivo selectivo. 
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permitiendo una cuantificación precisa de la concentración de microorganismos 

presentes en la muestra inicial (Ben-David & Davidson, 2014b). 

Incubación   

Se tomaron 100 uL de cada dilución con la ayuda de una pipeta y fueron aplicadas 

en placas Petri con agar TCBS como medio selectivo con alta efectividad en la 

selección de bacterias de la familia Vibriocenacea. En donde se utilizó un asa de 

Drigalsky para dispersar la muestra. Seguidamente se incubaron durante 24 hrs a 

30°C. Así mismo se realizaron controles de crecimiento bacteriano de 24 hrs hasta 

las 48 hrs. Los resultados de las colonias se aislaron y se repicaron por estrías en 

una placa Petri con Agar TCBS utilizando un asa de Kolle, incubada a 30°C por 48 

hrs según el protocolo (Anupama et al., 2019).  

 

 

Método de Halotolerancia de NaCl 

Se realizo la prueba de sensibilidad a Cloruro de Sodio con la preparación 

en 0%, 3%, 6%, 8% y 10% se empleó junto con Agar nutriente en concentración de 

1.5 gr con 150 ml de agua destilada autoclavada por cada frasco para 3 placas Petri 

medianas de 25 ml hasta completar luego se llevaron a la autoclave a 121°C a 15 

min. Se retiraron de la autoclave y se plaquearon en las placas Petri en la cámara de 

flujo laminar para reducir en cero la contaminación con el ambiente. Se inoculación 

las cepas de Vibrio aisladas del TCBS a las placas con Agar Nutriente con Cloruro 

Figura 14  
Procedimiento de aislamiento de Vibrios spp; A, empleo de medio de cultivo TCBS con 
estrías; B, Extracción de cepas por diferenciación; C, transferencia de las cepas aisladas a otro 
medio selectivo individual; Crecimiento de cepas en 24 hrs 30°C y D fermentación de 
sacarosa de los vibrios aislados  
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de Sodio durante 24 hrs a 30°C utilizando la metodología (Hu et al., 2022). 

Preservación de cepas bacterianas 

Se preparo Glicerol al 40%, se empleó una probeta para medir 80 ml de 

glicerol y 120 ml de agua destilada autoclavada que dio un total de 200 ml de 

glicerol al 40%, se puso en el autoclave a 121°C a 15 min, se mapeo, etiqueto y 

rotulo los tubos estériles  para las cepas con el código de la plaza y número de 

muestra, en cada tubo se colocaron 300 ul de glicerol y 200 ul de muestra (muestra 

de Vibrio en LB) se combinó por 3 repeticiones, se preservaron a -80°C (Vekeman 

et al., 2013), se realizaron en una cámara de flujo laminar. 

Método de tinción de Gram 

Se llevó a cabo la tinción de Gram para la diferenciación de bacterias en 

muestras obtenidas. El procedimiento comenzó con la preparación de las muestras 

bacterianas sobre portaobjetos, seguido de la fijación de las mismas utilizando un 

mechero. Posteriormente, se aplicó cristal violeta sobre las muestras y se dejó actuar 

durante un minuto. Luego, se lavaron las muestras con agua destilada y se procedió 

a la aplicación de la solución de Lugol (yodo), dejándola actuar durante un minuto. 

Después de un nuevo lavado, se realizó la decoloración utilizando alcohol acetona 

o etanol al 95%, deteniendo el proceso cuando el color púrpura desapareció por 

completo. Posteriormente, se enjuagaron nuevamente las muestras y se aplicó la 

tinción secundaria con safranina durante 1-2 minutos (Bartholomew & Mittwer, 

1952). Finalmente, se lavaron las muestras con agua destilada, se secaron y se 

observaron bajo un microscopio óptico para la diferenciación de bacterias Gram 

positivas y Gram negativas. Este método proporcionó información relevante para 

la identificación de bacterias presentes en las muestras analizadas (Bartholomew & 

Mittwer, 1952). 

Método Catalasa 

Se realizó la prueba de catalasa como parte del análisis microbiológico de 

muestras recolectadas de Vibrio aisladas. El procedimiento inició con la colocación 

una pequeña porción de la suspensión bacteriana de cepa de Vibrio en un 

portaobjetos limpio. Luego, se añadió peróxido de hidrógeno (H2O2) al portaobjetos 

y se observó la producción de burbujas de oxígeno como consecuencia de la 

descomposición del peróxido de hidrógeno por la enzima catalasa presente en las 

bacterias (Sinha, 1972). La presencia de burbujas de oxígeno indicaba un resultado 

positivo para la prueba de catalasa, mientras que su ausencia indicaba un resultado 
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negativo (Sinha, 1972). Esta prueba suministró información relevante sobre la 

actividad enzimática de las bacterias, facilitando su identificación y caracterización 

dentro del alcance del estudio desarrollado del proyecto de investigación. 

Prueba de Oxidasa  

Se realizó a cabo la prueba de oxidasa como parte del análisis 

microbiológico de las muestras aisladas de Vibrio, se aplicó una gota del reactivo 

de oxidasa (Reactivo de Kovacs) directamente sobre una colonia bacteriana 

colocada en una tira de papel filtro (Shen & Zhang, 2022). Se observó un cambio 

de color característico en la colonia, lo que indicaba la presencia de la enzima 

oxidasa en las bacterias. La aparición de este cambio de color se interpretó como 

un resultado positivo para la prueba de oxidasa, mientras que la ausencia del cambio 

de color se consideró como un resultado negativo (Shen & Zhang, 2022). Esta 

prueba suministró información valiosa sobre las propiedades bioquímicas de las 

bacterias presentes en las muestras, facilitando su identificación especies de 

bacterias. 

3.5.3 Prueba de sensibilidad a los antimicrobianos realizada en los 

aislados de Vibrio 

La prueba de sensibilidad a los antibióticos se realizó utilizando agar Mueller-

Hinton (Basingshike, Hampshire, Inglaterra) mediante la técnica estándar de 

difusión en disco (prueba de Kirby-Bauer) avalada por el (Clinical and Laboratory 

Standards Institute). Los discos de antibióticos incluyen 12 tipos siendo los 

siguiente: ampicilina (10 μg), ampicilina-sulbactam (10/10 μg), imipenem (10 μg), 

meropenem (10 μg), kanamicina (30 μg), ciprofloxacina (5 μg), ofloxacina (5 μg), 

cefuroxima (30 μg), polimixina B (300 μg), azitromicina (15 μg), nitrofurantoína 

(300 μg) y cloranfenicol (30 μg) (ver Figura 33). Las placas con medio cultivo agar 

Mueller-Hinton se incubaron durante 24 hrs a 30°C y los resultados fueron 

representados como sensibles, intermedios o resistentes según el diámetro de la 

zona de inhibición.  

3.5.4 Extracción de ADN bacteriano (Fenol-cloroformo) 

Para la extracción de ADN bacteriano, se utilizó el método de (Barbier et 

al., 2019), tomaron a partir de unas cepas de Vibrio aisladas crio preservadas en 

Pellet. El proceso comienza con la adición de 1 ml de tampón TE y homogenización 

manual. Luego, se centrifuga a 13000 rpm durante 2 minutos y se descarta el 
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sobrenadante. Después, se añaden 400 µL de tampón TE y se homogeniza 

nuevamente. Se calienta ligeramente el tampón de lisis TES y se añaden 200 µl, 

seguido de una incubación a 60°C durante 15 minutos y luego se enfría a 

temperatura ambiente durante 10 minutos. 

Posteriormente, se agrega acetato de amonio 7,5 M y se incuba en hielo durante 25 

minutos. Luego, se añade fenol-cloroformo y se centrifuga para obtener un tubo 

transparente. Se realiza una extracción del sobrenadante en cada centrifugada y se 

deja reposar hasta formar un sistema trifásico. 

Se transfiere el sobrenadante a tubos de 1.5 ml y se agrega cloroformo para 

extraer la fase acuosa/ADN. Después, se añade solución de NaCl, seguido de etanol 

absoluto enfriado a -80°C y se centrifuga. Se descarta el sobrenadante y se agrega 

etanol al 70%, seguido de una centrifugación adicional (Barbier et al., 2019). 

Finalmente, se deja secar a temperatura ambiente durante 1 hora en una cámara de 

flujo laminar, y se suspendió el sedimento en 50 µL de buffer TE 1X (Barrio-

Caballero, 2013). 

3.5.6 Extracción de ADN con Kit comercial Promega 

El procedimiento para la extracción de ADN genómico de bacterias se 

realizó utilizando el Kit comercial (Wizard HMW DNA Extraction Kit) el cual se 

inicia con la centrifugación de 1 ml de cultivo bacteriano, realizado durante la 

noche, a una fuerza centrífuga de 13,000-16,000 RCF por 2 minutos para 

sedimentar las células y separarlas del medio de cultivo. El sobrenadante se 

desecha, y el pellet celular obtenido es el punto de partida para la extracción del 

ADN (Wood, 1983). 

La lisis celular es el siguiente paso crítico y se lleva a cabo añadiendo 600 

µl de una solución específica de lisis de núcleos al pellet. Una mezcla cuidadosa es 

esencial para garantizar una lisis completa. Esta mezcla se incuba a 80°C durante 5 

minutos para facilitar la ruptura celular, seguida de una rápida normalización de la 

temperatura a condiciones ambientales (Wood, 1983). 

Posteriormente, se adicionan 4 µl de solución de RNasa para eliminar el 

RNA que podría interferir con el análisis posterior del ADN. La mezcla se incuba 

a 37°C por un periodo que puede variar entre 15 y 60 minutos. Después de la 

incubación, se enfría nuevamente a temperatura ambiente (Wood, 1983). 
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Para la eliminación de proteínas, se incorporan 200 µl de una solución 

precipitante específica y se agita vigorosamente la mezcla. La incubación sobre 

hielo durante 5 minutos ayuda a consolidar la precipitación de las proteínas. A 

continuación, se centrifuga a alta velocidad para separar el sobrenadante que 

contiene el ADN, el cual se transfiere cuidadosamente a un tubo nuevo. 

En la fase final, se añade isopropanol para precipitar el ADN del 

sobrenadante. Luego de una centrifugación adicional y la decantación del 

isopropanol, el pellet de ADN se lava con etanol al 70%, seguido de una nueva 

centrifugación. El pellet se seca al aire para eliminar residuos de etanol y finalmente 

se rehidrata en una solución adecuada para su almacenamiento o análisis 

subsiguiente (Wood, 1983). Esta rehidratación puede realizarse a 65°C durante una 

hora o durante la noche a 4°C, dependiendo de la conveniencia y urgencia del 

procedimiento experimental. Este método asegura la obtención de ADN puro y 

adecuado para análisis genéticos posteriores (Wood, 1983). 

3.5.7 Electroforesis  

En el estudio de las muestras de ADN, se implementó la metodología de 

electroforesis usando un gel de agarosa al 1%. Para ello, se aplicó una tensión 

eléctrica de 100 voltios a lo largo de 40 minutos. Tras la electroforesis, el gel se 

sumergió en una solución de bromuro de etidio durante 10 minutos para permitir la 

tinción del ADN, proceso seguido por un enjuague en agua destilada durante 15 

minutos para eliminar excesos de bromuro de etidio. Luego se llevó otra vez a 

electroforesis durante 15 min aproximadamente.   El análisis visual de las bandas 

de ADN se llevó a cabo mediante un fotodocumentador de la marca BioRad, que 

facilitó la captura de imágenes detalladas del gel. Además, ADN extraído fue 

cuantificado mediante el uso de un espectrofotómetro NanoDrop, donde se 

realizaron mediciones de absorbancia a longitudes de onda de 260 y 280 nm con el 

que se realizó una evaluación exhaustiva de la pureza y la concentración del ADN 

para asegurar la calidad y la pureza del material genético. 
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Figura 15  
Eliminación sobrenadante de muestras de bacterias de Vibrio en tubo 1,5 ml 

 

3.5.7 Secuencimiento de ADN bacteriano   

Las muestras bacterianas recolectadas fueron procesadas para la creación de 

bibliotecas de secuenciación utilizando el kit 16S Barcoding (SQK-RAB204, 

Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido) (Lobiuc et al., 2023). Este 

proceso se realizó en conformidad con los lineamientos establecidos en el protocolo 

suministrado por el fabricante, asegurando así la estandarización y reproducibilidad 

de los resultados. La purificación de los amplicones generados se llevó a cabo 

mediante el uso del reactivo AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.), 

lo cual permitió una eliminación efectiva de los componentes no incorporados y 

posibles impurezas presentes en la muestra (Lobiuc et al., 2023). 

Posteriormente, el cebado y la carga de las bibliotecas preparadas para la 

secuenciación se efectuaron utilizando el kit Cell Priming (EXP-FLP002, Oxford 

Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido), siguiendo detalladamente las 

especificaciones del protocolo proporcionado, facilitando la correcta integración de 
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las bibliotecas en la celda de flujo del dispositivo MinION (Mk1C) (Lobiuc et al., 

2023). 

La secuenciación del gen 16S se realizó en un dispositivo MinION (Mk1C) 

(Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido) adquirido recientemente 

por el (Laboratorio Biología molecular y Biotecnología UNAM) cual utiliza una 

celda de flujo R.9.4. Las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando el 

protocolo WIMP en la plataforma bioinformática EPI2ME de la empresa (Oxford 

Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido), con los flujos de trabajo 

específicos para 16S (v2023.04.21-1804452), facilitando la identificación de la 

diversidad genética de las muestras bacterianas. 

Los controles de calidad se aplicaron en cada etapa del proceso, desde la 

recolección de muestras hasta el análisis de secuencias, para asegurar la integridad 

y la exactitud de la información obtenida. 

3.6 Análisis de datos  

3.6.1 Análisis filogenético 

Para el análisis filogenético se usaron los resultados del secuenciamiento 

16S rDNA, se utilizó la herramienta BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) 

donde se escogieron las cepas del género Vibrio aisladas en los puntos de muestreo 

luego se realizó un análisis de las secuencias para la comparación con las secuencias 

de GenBank referente a los Vibrios para observar y comparar la distancia de 

especies de Vibrios para armado del árbol filogenético de Vibrios. 

3.6.2 Análisis estadístico  

Para este análisis se utilizó el software estadístico PRIMER versión 7.0.10 

2023 (Clarke & RN, 2006), este software incluye los paquetes estadísticos también 

siendo fundamental el programa estadístico el SPSS (Statistical Package for the 

Social Sciences) muy utilizado para el análisis de datos en investigaciones sociales, 

aunque su aplicación se ha extendido a otros campos como la salud, el marketing, 

la educación, y más. Desarrollado originalmente en 1968 por Norman H. Nie, Dale 

H. Bent y C. Hadlai Hull.  

3.6.3 Análisis ecológico  
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Para el análisis ecológico se generó una matriz de datos de los aislados 

bacterianos de especies de Vibrios en un archivo Excel ejecutado con el programa 

ecológico Primer V6.0.10. A continuación sigue los índices:  

3.6.3.1 Índice de diversidad  

El índice de diversidad es muy necesario e importante para los estudios 

ambientales y ecológicos, ya que proporciona una medida cuantitativa de la 

diversidad biológica en diferentes comunidades o ecosistemas (Owens & Muke, 

2020). Los índices de diversidad se utilizan para comparar la diversidad biológica 

entre hábitats, evaluar los efectos de las intervenciones ambientales, estudiar la 

estabilidad y la salud de los ecosistemas (Owens & Muke, 2020). 

3.6.3.2 índice de diversidad de Shannon-Wiener (H´):  

Es una herramienta estadística utilizada en ecología para medir la 

diversidad, evaluando la incertidumbre y el desorden en una comunidad ecológica. 

Resulta especialmente valioso para analizar la diversidad de especies en un entorno, 

considerando no solo cuántas especies hay, sino también cuán equitativamente 

están distribuidas (Weaver & Shannon, 1925).   𝐻′ = −∑𝑖 = 1𝑠𝑝𝑖𝑙𝑛(𝑝𝑖) 
Donde:  

i = cada especie  

s = N° total de especies  

Pi = abundancia relativa de cada especie en la comunidad.  

N° individuos de la especie i / N° total de individuos  

Σ= sumatoria  

3.6.3.3 Análisis de índice de Simpson  

Se usa frecuentemente empleado en estudios ecológicos para evaluar y 

analizarla diversidad en comunidades biológicas. Este índice calcula la 

probabilidad de que dos individuos elegidos aleatoriamente sean de la misma 

especie, destacando así la dominancia o prevalencia de ciertas especies en la 

comunidad. Así, el índice no solo toma en cuenta la cantidad total de especies 

distintas, la riqueza de especies, sino que también presta atención a cuán abundantes 

son relativamente estas especies (Moreno,2001.).  
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𝐷 = ∑𝑛(𝑛 − 1)𝑁(𝑁 − 1)  

D = índice de Simpson 

n = número total de organismos de una especie. 

N = número total de organismos de todas las especies. 

Σ= sumatoria  

3.6.3.4 Índice de equitatividad de Pielou (J´):     

Mide la igualdad estadística de los datos de la comunidad para la comparación con 

el índice de Shannon-Weaver (Weaver & Shannon, 1925), esta es la ecuación 

respectiva:  𝐽′ = 𝐻′𝐻′𝑚𝑎𝑥 

J´= índice de equitatividad de Pielou 

H´= contenido de la información de la muestra 

IV. Resultados y discusión 

4.1 Aislamiento de bacterias de la familia Vibrionaceae del tejido de A. 

echinata 

Se aisló y caracterizo a nivel microscópico y macroscópico un total de 64 

cepas bacterianas pertenecientes a la familia Vibrionaceae, siendo identificados por 

secuenciación molecular dos géneros pertenecientes a los géneros taxonómicos de 

Vibrio y Photobacterium, de los cuales corresponden a las especies de 

Photobacterium swingsii, Vibrio alginolyticus, Vibrio mediterranei y Vibrio 

crassostreae, con un porcentaje de identidad al 99% de confiabilidad (ver Tabla 6).  

Según la investigación (Graü et al., 2017.) se analizaron un total de 270 

muestras de moluscos bivalvos lográndose aislar un total de 247 cepas de vibrios, 

representando el 91,5% de los aislamientos, en todas las muestras testadas de las 

distintas zonas de estudio (Graü et al., 2017.). 

En contraste, Sánchez Benavides (2020) describe el aislamiento de Vibrio 

parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus en contextos clínicos, destacando la 

presencia del gen tdh en las cepas, un marcador de virulencia, no explorado en esta 
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tesis. Canal et al. (2017) y Aliaga et al. (2010) se enfocaron en el aislamiento desde 

alimentos y ambientes marinos utilizando también medio TCBS, pero con un 

enfoque más limitado en Vibrio parahaemolyticus. Estos estudios demuestran la 

importancia de seleccionar medios específicos para aislar eficazmente distintas 

especies de Vibrionaceae, aunque la comparación resalta la diversidad de 

aplicaciones del medio TCBS, desde estudios ambientales hasta clínicos. 

En cuanto a la estacionalidad de cepas bacterianas de la familia 

Vibrionaceae, el periodo invernal fue el que tuvo un mayor número de aislados 

bacterianos pertenecientes a esta familia, siendo 23% (15 aislados) en Punta de 

Coles y con un mínimo de aislados bacterianos en la de Playa Puerto Ingles con 

12.50% (8 aislados) (ver Figura 16). 

Figura 16  
 
Porcentaje de cepas de aisladas pertenecientes a la familia Vibrionaceae por 
estación de muestreo durante invierno y verano del año 2023 

 

Nota. – En la figura 18 la mayor cantidad de cepas fueron aisladas de Playa 

Gentilares, seguida por Punta de Coles y Playa Puerto Inglés. Este patrón 

sugiere variaciones en la distribución de los aislamientos bacterianos de la 

familia Vibrionaceae según la ubicación geográfica y estación climática de 

invierno y verano. 

P. Gentilares P. Puerto Ingles P. Punta de Coles
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4.2 Caracterización de cepas de Vibrio halo-tolerantes   

En esta investigación, se caracterizó cepas aisladas de bacterias de 

la familia Vibrionaceae para la halo-tolerancia o capacidad de crecer en 

altas concentraciones de cloruro de sodio, el cual es una adaptación 

evolutiva de los microorganismos para sobrevivir en ambientes con altas 

concentraciones de salinidad fueron analizadas un total de 64 cepas 

bacterianas pertenecientes a esta familia (ver Figura 17). 

Estas cepas fueron meticulosamente seleccionadas y aisladas de la 

zona costera de la provincia de Ilo, utilizando muestras originadas de tres 

distintas localidades litorales: Punta de Coles, Playa Puerto Inglés y Playa 

Gentilares. Para abordar la variabilidad estacional en la adaptabilidad de 

estas bacterias a las condiciones salinas, se realizaron recolecciones tanto 

en la estación invernal como en la estacional estival. Las pruebas de 

resistencia a la sal (NaCl) se estructuraron para evaluar el comportamiento 

de las cepas en cinco niveles de concentración salinas, siendo de 0%, 3%, 

6%, 8% y 10%. (Lee et al., 2024) realizaron estudios similares sobre la 

tolerancia salina en Vibrio, pero con rangos de NaCl hasta el 9%. La 

capacidad de las cepas de esta tesis para tolerar una concentración más alta 

de sal puede reflejar una adaptabilidad específica de las cepas locales o una 

característica evolutiva que permite a estas bacterias soportar niveles de 

estrés salino variados, lo cual podría tener implicaciones para su 

supervivencia y función ecológica en los ecosistemas marinos. La 

comparación destaca una posible mayor adaptabilidad de las cepas 

estudiadas en esta tesis a ambientes de mayor estrés salino. En otro estudio 

la tolerancia a la sal (NaCl), permitió en forma definitiva la diferenciación 

entre las distintas especies aisladas, evidenciándose el carácter de halófila 

extrema de Vibrio alginolyticus, capaz de crecer a la concentración 10% de 

NaCl en el medio y también hicieron pruebas con cepas de V. cholerae 

creció a concentraciones menores de 3% de NaCl (Graü et al., 2004).Esta 

caracterización permitió obtener una evaluación detallada y diferenciada de 

la capacidad de supervivencia y crecimiento de las cepas bajo condiciones 

de estrés osmótico inducido por la salinidad. Este enfoque no solo busca 

determinar los límites de tolerancia de las cepas en condiciones controladas, 
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sino también proporcionar relevancia sobre la adaptabilidad potencial de las 

especies aisladas pertenecientes a la familia Vibrionaceae a los cambios 

ambientales en sus habitad naturales, particularmente en términos de 

fluctuaciones salinas que pueden ser inducidas por factores estacionales o 

antropogénicos (ver Figura 17). 
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Figura 17  
 
Perfil fisiológico de halo-tolerancia de aislados bacterianos de la familia Vibrionaceae de Punta 
de Coles, Playa Puerto Inglés y Playa Gentilares, a diversas concentraciones salinas de NaCl. 
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4.3 Determinación de la fermentación de la sacarosa de aislados bacterianos 

de la familia Vibrionaceae a partir de A. echinata  

La determinación de la fermentación fue realizada en 64 cepas de la familia 

Vibrionaceae, este estudio se enfocó en evaluar la capacidad de fermentación de 

sacarosa de las cepas aisladas, un aspecto crucial para entender sus propiedades 

metabólicas. Los resultados de estas pruebas de fermentación indicaron una 

división clara entre las cepas, identificando dos grupos principales: las colonias de 

pigmentación verdes son las que no tienen la capacidad de fermentar sacarosa, ya 

las colonias amarillas fueron las que sí poseen esta capacidad fermentativa (ver 

figura 18).Según (Graü et al., 2004)  realizaron características bioquímicas 

permitieron la caracterización y diferenciación de las distintas colonias 

pigmentadas fermentadas o no fermentadas y también usaron el medio selectivo 

TCBS para aislar (Graü et al., 2004). Este tipo de clasificación fue esencial para el 

análisis posterior, ya que permitió una comparación de las características 

fisiológicas y metabólicas de cada grupo de bacterias de ambientes marinos (ver 

Figura 20). Durante el invierno, la Playa Gentilares y Punta de Coles presentaron el 

mismo porcentaje de muestras fermentativas con un valor de (14.06% 9 aislados), 

mientras que Playa Puerto Inglés mostró un menor porcentaje, con un (7.81% 5 

aislados). En cuanto a las muestras no fermentadas, Punta de Coles tuvo la 

proporción más alta con un (9.38% 6 aislados), comparada con un (6.25% 4 

aislados) en las otras dos playas. En verano, la proporción de cepas bacterianas 

fermentadoras disminuyó en la Playa Gentilares a un valor de (9.38% 6 aislados), 

mientras que aumentó en Playa Puerto Inglés a un 12.50% 8 aislados), y se mantuvo 

constante en Punta de Coles con un (14.06% 9 aislados). Notablemente, Playa 

Puerto Inglés y Punta de Coles registraron muestras no fermentadas durante el 

verano, ya la Playa Gentilares mantuvo un valor constante de un 6.25% 4 aislados) 

siendo en ambas estaciones de invierno y verano. Estos resultados porcentuales 

sugieren que existen diferencias estacionales en relacion al proceso de fermentación 

en las playas estudiadas (ver Figura 18). Aunque Graü et al. (s.f.) y Sánchez 

Benavides (2020) también emplearon medios selectivos para aislar bacterias, la 

especificidad de los resultados de esta tesis en cuanto a la fermentación de sacarosa 

añade un nivel de detalle importante para la caracterización metabólica de las cepas, 

que no es explícitamente abordado en estos estudios. Esto subraya la importancia 
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de estudios funcionales detallados para entender mejor las capacidades y roles 

ecológicos de estas bacterias en ambientes marinos. 

Nota. – la figura 18 muestra el porcentaje de aislados bacterianos fermentativos y 

no fermentativos proveniente de tres playas: Playa Gentilares, Playa Puerto Inglés 

y de la R.N Sistema de Islas, Islotes y Puntas Guaneras de Punta Coles durante las 

estaciones de invierno y verano. Se observo que, en invierno, tanto la Playa 

Gentilares y la R.N Punta Coles fueron de (14.06%, 9 aislados) fermentativos, ya 

la Playa Puerto Inglés se encontró (7.81%, 5 aislados). Durante el verano, el 

Figura 18  
 
Porcentaje de cepas bacterianas aisladas de la familia Vibrionaceae en relación a la fermentación 
en las distintas playas y reserva nacional de Punta de Coles del litoral de Ilo. 
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porcentaje de aislados bacterianos fermentadores disminuyo en todas las playas, 

siendo más notable en Punta Coles que muestra una reducción de (2.50%, 2 

aislados). En este estudio no fueron encontrados aislados bacterianos fermentadores 

en ninguna de las playas durante la estación de verano. 

En la Figura 18 se presenta de manera detallada la distribución porcentual 

de los aislados bacterianos pertenecientes a la familia Vibrionaceae. según su 

habilidad para fermentar o no fermentar sacarosa en cada una de las tres localidades 

costeras examinadas. A través de barras claramente diferenciadas, se muestra el 

porcentaje correspondiente a cada tipo de cepa, lo que permite una evaluación 

comparativa exhaustiva de las propiedades fermentativas de las cepas bacterianas 

en Punta de Coles, Playa Puerto Inglés y Playa Gentilares. Esta representación 

gráfica no solo facilita la identificación de patrones en la capacidad fermentativa de 

las cepas en las distintas playas, sino que también proporciona una base visual para 

analizar cómo estas características podrían estar influenciadas por factores 

ambientales específicos de cada localidad.  

4.4 Determinación de la resistencia natural contra antibióticos sintéticos   

En las pruebas con la resistencia a antibióticos, se analizaron 64 cepas de la 

familia Vibrionaceae. Aisladas de A. echinata colectados durante las temporadas 

de invierno y verano. Las pruebas consistieron en la aplicación de discos 

comerciales con diferentes antibióticos y concentraciones aplicados en placas de 

Petri conteniendo agar Mueller-Hinton. Los antibióticos evaluados fueron 12 tipos 

y son especificados como sigue: Ampicilina (10 μg), Ampicilina-Sulbactam (20 

μg), Imipenem (10 μg), Meropenem (10 μg), Kanamicina (30 μg), Ciprofloxacina 

(5 μg), Ofloxacina (5 μg), Cefuroxima (30 μg), Polimixina B (300 μg), 

Azitromicina (15 μg), Nitrofurantoína (300 μg) y Cloranfenicol (30 μg) (ver 

Fotografía 33). Las placas se incubaron a una temperatura controlada de 30°C 

durante un periodo de 24 horas. Posteriormente, se evaluó la efectividad de los 

antibióticos mediante la medición del diámetro de las zonas de inhibición alrededor 

de los discos (Halo de inhibición del crecimiento bacteriano). Siendo obtenido los 

siguientes resultados el cual fueron clasificados en tres categorías: sensibles (S), 

intermedios (I) o resistentes (R), según los estándares establecidos para cada 

categoría (Gaur et al., 2023). Esta clasificación se basó en la observación de la 
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variabilidad en las respuestas de las cepas frente a los agentes antimicrobianos, lo 

cual ofrece un panorama complejo y detallado para su discusión en investigaciones 

posteriores.   

De acuerdo con el análisis porcentual realizado sobre la sensibilidad y 

resistencia a los antibióticos aplicados con relación al origen de los aislados 

bacterianos provenientes de diferentes playas, Playa Gentilares 1i (invierno) mostró 

una mayor sensibilidad a los antibióticos utilizados con un valor porcentual de 

(90.63%, 58 aislados) para los antibióticos Imipenem (10 μg), Azitromicina (15 

μg), y Cloranfenicol (30 μg). Solo un 9.38% (6 aislados) fueron resistentes a 

Ciprofloxacina (5 μg) y Estreptomicina (10 μg). En contraste, Playa Gentilares 2V 

(verano) presenta la mayor resistencia, con un 50% (32 aislados) de las muestras 

resistentes y el mismo porcentaje sensibles para el antibiótico Meropenem (10 μg), 

lo cual indica que existe una distribución equilibrada entre el grado de sensibilidad 

y resistencia de los antibióticos utilizados. Las otras zonas referentes, aunque 

también muestran cierta resistencia, poseen los porcentajes más altos de 

sensibilidad para los antibióticos Ampicilina (10 μg) y Cefuroxima (30 μg): Todos 

los aislados bacterianos fueron sensibles a los antibióticos Nitrofurantoína (300 μg) 

y Polimixina B (300 μg) estos fueron colectados de Playa Puerto Inglés 1i (invierno) 

con 75% (48 aislados) sensible, Punta de Coles 1i (invierno) con 66.67% (43 

aislados), Puerto Inglés 2V (verano) con 63.33% (41 aislados), y Punta Coles 2V 

(verano) con 60% (39 aislados) sensible. Este análisis destaca cómo las bacterias 

poseen mecanismos bioquímicos de bloqueo contra los antibióticos para su 

sobrevivencia en ambientes acuáticos. 

En este estudio referente a la resistencia bacteriana contra los antibióticos, 

las muestras provenientes de la Playa Gentilares colectadas durante la temporada 

de invierno, mostraron una eficacia de varios antibióticos. Los resultados mostraron 

una alta sensibilidad bacteriana contra los antibióticos Imipenem (10 μg), 

Azitromicina (15 μg), Cloranfenicol (30 μg) y Estreptomicina (10 μg), siendo un 

(100%, 64 aislados), en el cual no fueron observadas sensibilidad intermedia. La 

Ciprofloxacina (5 μg) presentó un 80% (51 aislados) de sensibilidad, pero un 20% 

(13 aislados) fueron resistentes (ver Fotografía 23). Igualmente, el antibiótico 

Cefuroxima (30 μg) mostró un 50% (32 aislados) de sensibilidad y un 40% (26 

aislados) de resistencia, con un 10% (6 aislados) intermedio. Por otro lado, la 
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Ampicilina (10 μg) demostró ser menos efectiva, con solo un 20% (13 aislados) de 

sensibilidad, frente a un 70% (45 aislados) de resistencia. Tanto el Meropenem (10 

μg) como la Polimixina B (300 μg) y la Nitrofurantoina (300 μg) mostraron altos 

niveles de sensibilidad (90%, 58 aislados cada uno), aunque la Ofloxacina (5 μg) y 

la Ampicilina/Sulbactam (20 μg) presentaron una sensibilidad de 60% (39 aislados) 

y 50% (32 aislados), con una proporción significativa de cepas mostrando 

resistencia o respuesta intermedia.  

4.4.1 Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de Playa 

Gentilares en época de invierno 

Playa Gentilares durante la temporada de invierno, se evaluaron las 

respuestas de diversas cepas bacterianas a una serie de antibióticos. Los resultados 

revelaron que Imipenem (10 ug), Azitromicina (15 ug), Cloranfenicol (30 ug) y 

Estreptomicina (10 ug) fueron altamente efectivos, con un (100%, 10 aislados) de 

las muestras mostrando sensibilidad a estos compuestos, sin indicios de resistencia 

o reacción intermedia. La Ciprofloxacina (5 ug) mostró un (80%, 8 aislados) de 

sensibilidad, aunque el 20% de las cepas evaluadas fueron resistentes. Cefuroxima 

(30 ug) alcanzó un (50%, 5 aislados) de sensibilidad, con un (40%, 40 aislados) de 

resistencia y un (10%, 1 aislados) de resultados intermedios. Ampicilina (10 ug) se 

destacó por su baja efectividad, con solo un (20%, 2 aislados) de sensibilidad frente 

a un (70%, 7 aislados) de resistencia. Por otro lado, Meropenem (10 ug), Polimixina 

B (10 u) y Nitrofurantoina (300 ug) mostraron una alta tasa de sensibilidad de un 

90%, 9 aislados), mientras que Ofloxacina (5 ug) y Ampicilina/Sulbactam (20 ug) 

registraron sensibilidades del 60%, 6 aislados) y 50%, 5 aislados), respectivamente, 

pero con proporciones considerables de cepas mostrando resistencia o una respuesta 

intermedia. Estos datos resaltan la importancia de continuar con la vigilancia de los 

patrones de resistencia antibiótica para optimizar los tratamientos y las estrategias 

de manejo en entornos acuáticos (ver Figura 19). 

Figura 19  
 
Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de Playa Gentilares en época de invierno 
(derecho) muestra porcentaje de Resistencia (R), Intermedio (I), Sensible (S) al 
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antibiótico. 
(izquierdo) muestra halos de inhibición de antibióticos versus bacteria. 

 

4.4.2 Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de la Playa 

Puerto Ingles en época de invierno 

En la Playa Puerto Inglés, se analizó la susceptibilidad de cepas bacterianas 

de la familia Vibrionaceae a varios antibióticos. Los resultados mostraron una 

completa sensibilidad al Ciprofloxacina (5 ug), Cloranfenicol (30 ug), 

Estreptomicina (10 ug), y Meropenem (10 ug) con un (100%, 8 aislados) de las 

cepas mostrando susceptibilidad, sin indicar resistencia ni sensibilidad intermedia. 

Sin embargo, la respuesta a otros antibióticos fue variada. Imipenem (10 ug) y 

Azitromicina (15 ug) tuvieron un notable 88% de sensibilidad, aunque un (13%, 1 

aislados) de las cepas resultaron resistentes a Imipenem. La Cefuroxima (30 ug) y 

Ofloxacina (5 ug) tuvieron una tasa de resistencia significativa del (38%, 3 aislados) 

cada uno, mientras que el (25%, 2 aislados) de las cepas mostraron resistencia a la 

Ampicilina (10 ug) y la Nitrofurantoina (300 ug). La combinación de 
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Ampicilina/Sulbactam (20 ug) resultó ser menos eficaz, con un (50%, 4 aislados) 

de las cepas resistentes, lo que indica una preocupante prevalencia de resistencia a 

este tratamiento combinado (ver Figura 20). 

Figura 20  
 
Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de la Playa Puerto Ingles en época de 
invierno (derecho) muestra porcentaje de Resistencia (R), Intermedio (I), Sensible (S) al 
antibiótico. 
(izquierdo) muestra halos de inhibición de antibióticos versus bacteria. 

 

4.4.3 Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de Punta Coles 

en época de invierno 

En el análisis de resistencia a antibióticos realizado en Punta Coles 

durante el invierno, se observaron patrones diferenciados de susceptibilidad. Los 

antibióticos Ciprofloxacina (5 ug), Cloranfenicol (30 ug) y Estreptomicina (10 ug) 

mostraron una efectividad completa, con un (100%, 15 aislados) de las cepas 

evaluadas siendo sensibles a estos tratamientos y sin registros de resistencia. Por 

otro lado, Imipenem (10 ug) y Azitromicina (15 ug) presentaron altas tasas de 
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sensibilidad, con un (93%, 14 aislados) de las cepas sensibles, aunque Imipenem 

mostró un 7% de resistencia. La Meropenem (10 ug) y Polimixina B (10 u) también 

evidenciaron una elevada eficacia, con un (93%, 14 aislados) y un 80% de 

sensibilidad, respectivamente. Sin embargo, se observó una notable resistencia con 

Ampicilina (10 ug) y Ofloxacina (5 ug), donde el (53%, 8 aislados) y el (40%, 6 

aislados) de las cepas, respectivamente, fueron resistentes. La combinación de 

Ampicilina/Sulbactam (20 ug) mostró un patrón mixto, con un (53%, 8 aislados) de 

sensibilidad y un (27%, 4 aislados) de resistencia. La Cefuroxima (30 ug) y 

Nitrofurantoina (300 ug) mostraron una moderada efectividad con un (60%, 9 

aislados) de sensibilidad, aunque también presentaron niveles significativos de 

resistencia del (33%, 5 aislados) y (27%, 4 aislados), respectivamente (ver Figura 

21).  

Figura 21  
 
Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de Punta Coles en época de invierno 
(derecho) muestra porcentaje de Resistencia (R), Intermedio (I), Sensible (S) al 
antibiótico. (izquierdo) muestra halos de inhibición de antibióticos versus bacteria. 
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4.4.4 Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de la Playa 

Gentilares en época de verano 

Realizado durante el verano en la playa Gentilares, se analizaron cepas de 

bacterias de la familia Vibrionaceae para determinar su susceptibilidad frente a 

diversos agentes antimicrobianos. Los resultados revelaron una alta efectividad de 

varios antibióticos: Imipenem (10 ug) presentó un (90%, 9 aislados) de sensibilidad, 

mientras que Azitromicina (15 ug) y Cloranfenicol (30 ug) alcanzaron una 

sensibilidad del 100%, mostrando una efectividad total contra estas bacterias. 

Ciprofloxacina (5 ug) y Estreptomicina (10 ug) también exhibieron una respuesta 

completamente sensible, con un 100% de las cepas mostrando susceptibilidad. Sin 

embargo, Ampicilina (10 ug) y Cefuroxima (30 ug) registraron un menor grado de 

efectividad, con un (80%, 8 aislados) de sensibilidad y un (20%, 2 aislados) de las 

cepas resistiendo a estos tratamientos, lo que indica la presencia de cepas 

moderadamente resistentes en esta playa.Meropenem (10 ug) logró una alta tasa de 

sensibilidad del (90%, 9 aislados). Polimixina B (10 u) y Ofloxacina (5 ug) 

mostraron una eficacia del (80%, 8 aislados) y una resistencia del 20%. 

Nitrofurantoina (300 ug) tuvo un (60%, 6 aislados) de sensibilidad y un notable 

(40%, 4 aislados) de resistencia, sugiriendo una eficacia variable. La combinación 

de Ampicilina/Sulbactam (20 ug) reveló una sensibilidad del (60%, 6 aislados), 

pero también una resistencia del (40%, 4 aislados), destacando desafíos potenciales 

en el manejo de infecciones por Vibrionaceae con este antibiótico durante el verano 

en la playa Gentilares (ver Figura 22). 

Figura 22  
 
Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de la Playa Gentilares en época de 
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verano (derecho) muestra porcentaje de Resistencia (R), Intermedio (I), Sensible (S) al 
antibiótico. (izquierdo) muestra halos de inhibición de antibióticos versus bacteria. 

 

4.4.6 Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de la Playa 

Puerto Ingles en época de verano 

La resistencia antibiótica realizado en la playa Puerto Inglés durante el 

verano, se evaluaron cepas de bacterias de la familia Vibrionaceae para determinar 

su susceptibilidad a diversos agentes antimicrobianos. Los resultados revelaron un 

panorama variado en términos de eficacia antibiótica. Imipenem (10 ug) y 

Azitromicina (15 ug) mostraron altas tasas de sensibilidad, con el (75%, 6 aislados) 

de las cepas sensibles y solo el (25%, 2 aislados) mostrando resistencia a estos 

antibióticos. Ciprofloxacina (5 ug), Cloranfenicol (30 ug), y Estreptomicina (10 ug) 

exhibieron una efectividad perfecta con un (100%, 8 aislados) de las cepas 

sensibles, indicando una excelente respuesta contra estas bacterias durante el 

verano. La Meropenem (10 ug) y Polimixina B (10 u) también mostraron una 

elevada efectividad, con un (100%, 8 aislados) de sensibilidad. En contraste, 
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Ampicilina (10 ug) y Ofloxacina (5 ug) presentaron una menor eficacia, con una 

sensibilidad del (63%, 5 aislados) y una resistencia del (38%, 3 aislados) y (13%, 1 

aislados) respectivamente, destacando una resistencia significativa. La Cefuroxima 

(30 ug) mostró una división, con un (50%, 4 aislados) de las cepas sensibles y otro 

(50%, 4 aislados) resistentes, reflejando una eficacia moderada. 

Nitrofurantoina (300 ug) y la combinación de Ampicilina/Sulbactam (20 ug) 

registraron sensibilidades del (88%, 7 aislados) y (63%, 5 aislados) 

respectivamente, aunque también mostraron resistencias del (13%, 1 aislados). 

Estos hallazgos evidencian la variabilidad en la respuesta de las cepas de 

Vibrionaceae a los antibióticos durante el verano en la playa Puerto Inglés (ver 

Figura 23). 

Figura 23  
 
Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de la Playa Puerto Ingles en época de 
verano 
(derecho) muestra porcentaje de Resistencia (R), Intermedio (I), Sensible (S) al 
antibiótico.(izquierdo) muestra halos de inhibición de antibióticos versus bacteria. 
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4.4.7 Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de Punta Coles 

en época de verano 

La resistencia antibiótica en Punta Coles durante el verano, se analizaron 

cepas de bacterias de la familia Vibrionaceae para evaluar su susceptibilidad a 

varios antibióticos. Los resultados destacaron una alta efectividad de 

Ciprofloxacina (5 ug), Cloranfenicol (30 ug), Estreptomicina (10 ug), y Meropenem 

(10 ug), todos alcanzando una sensibilidad del (100%, 9 aislados), lo que indica una 

total eficacia contra las cepas probadas. Azitromicina (15 ug) también mostró una 

notable eficacia con un (89%, 8 aislados) de sensibilidad. 

Por otro lado, Imipenem (10 ug) y Ampicilina/Sulbactam (20 ug) exhibieron 

un perfil de sensibilidad del (78%, 7 aislados) y (67%, 6 aislados) respectivamente, 

aunque también mostraron una presencia de resistencia del (22%, 2 aislados) y 

(33%, 3 aislados). Notablemente, Cefuroxima (30 ug) y Polimixina B (10 u) 

tuvieron una menor tasa de sensibilidad del (67%, 6 aislados), con un tercio de las 

cepas mostrando resistencia. La efectividad de la Nitrofurantoina (300 ug) se 

observó en el (56%, 5 aislados) de las cepas, con una resistencia significativa del 

(33%, 3 aislados). Estos resultados indican una variabilidad en la susceptibilidad de 

las cepas de Vibrionaceae a los antibióticos durante el verano en Punta Coles (ver 

Figura 24) 

Figura 24  
Antibiograma de bacterias aisladas provenientes de Punta Coles en época de verano 
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(derecho) muestra porcentaje de Resistencia (R), Intermedio (I), Sensible (S) al 
antibiótico. (izquierdo) muestra halos de inhibición de antibióticos versus bacteria. 

 

4.4.8 Susceptibilidad a los antibióticos de las cepas de la familia 

Vibrionaceae resistentes a múltiples antibióticos 

La susceptibilidad a varios antibióticos de cuatro cepas bacterianas de la 

familia Vibrionaceae (Photobacterium swingsii, V. mediterranei, V. crasostreae, y 

V. alginolyticus) fue evaluada mediante pruebas de difusión de disco. La tabla 

resume los resultados obtenidos para cada cepa con diferentes antibióticos. 

De los antibióticos probados, la Imipenem (10 ug), Azitromicina (15 ug), 

Ciprofloxacina (5 ug), Cloranfenicol (30 ug), Estreptomicina (10 ug), Ampicilina 

(10 ug) y Meropenem (10 ug) mostraron una alta efectividad, con un resultado de 

sensibilidad ('S') en la mayoría de las cepas evaluadas. Específicamente, todas las 

cepas mostraron sensibilidad completa a la Azitromicina, Ciprofloxacina, 

Cloranfenicol, Estreptomicina, Ampicilina y Meropenem. 
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La Cefuroxima (30 ug) mostró una resistencia ('R') en V. mediterranei y V. 

crasostreae, mientras que las demás cepas fueron sensibles a este antibiótico. La 

Ofloxacina (5 ug) presentó resistencia en Photobacterium swingsii, V. mediterranei 

y V. alginolyticus, pero fue efectiva contra V. crasostreae. La Nitrofurantoina (300 

ug) y la combinación de Ampicilina/Sulbactam (20 ug) exhibieron un perfil mixto, 

con algunas cepas mostrando sensibilidad, otra resistencia y otras una respuesta 

intermedia (' I '). 

Estos resultados subrayan la variabilidad en la respuesta a los antibióticos 

dentro de la familia Vibrionaceae y destacan la importancia de realizar pruebas de 

susceptibilidad específicas para cada cepa en el manejo de infecciones bacterianas 

(ver Tabla 5). 

Tabla 5  
 
Cuadro comparativo de antibióticos con bacterias identificadas por especies. 

Antibióticos Photobacterium 
swingsii 

V. 
mediterranei 

V. crasostreae 
V. 

alginolyticus 

Imipenem 10 ug. S I S S 

Azitromicina 15 
ug. 

S S S S 

Ciprofloxacina 5 
ug. 

S S S S 

Cloranfenicol 30 
ug. 

S S S S 

Estreptomicina 10 
ug. 

S S S S 

Cefuroxima 30 
ug. 

S S R R 

Ampicilina 10 ug. S S S S 

Meropenem 10 
ug. 

S S S S 

Polimixina B 10 
u. 

S S S S 

Ofloxacina 5 ug. R R S R 

Nitrofurantoina 
300 ug. 

S S I S 
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Ampicilina / 
Sulbactam 20 ug. 

R S S I 

Nota. – R: resistencia; I: intermedio, S: sensible. 

4.5 Identificación molecular de aislados bacterianos de la familia Vibrinaceae 

de tejido de A. echinata 

4.5.1 Extracción de ADN bacteriano 

Se extrajo con éxito ADN genómico de 64 cepas de bacterias de la familia 

Vibrionaceae utilizando el Kit comercial Wizard HMW DNA Extraction Kit y 

mediante el método Fenol Cloroformo. A continuación, se muestra el gel de agarosa 

al 1% en tampon TE 1X (ver figura 25). 

Figura 25  

Gel de agarosa al 1% de ADN bacteriano, (M= Marcador de Peso Molecular), 

(PG1i,1.1, PG1i,1.2, PG1i,1.3, PG1i,1.4) corresponde a muestras de ADN 

bacteriano. 

 

4.5.2 Amplificación del gen ribosómico 16S por PCR 

ADN Bacteriano 
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Se hizo electroforesis utilizando ADN bacteriano y se llevó a cabo la 

amplificación del gen ARNr 16S mediante la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) los cebadores amplificados con éxito fueron el 27F y 1492R. 

Fueron obtenidos como resultados los productos de PCR amplificado del 

gen 16S siendo de un peso molecular de 1500 pb (ver Figura 26). 

Figura 26  

Fotografia del fotodocumentador de las 10 muestras corridas en gel de agarosa al 

1% con peso molecular de 1500 pb 

Nota. – la figura 28 muestra el peso molecular de las 10 muestras a 1500 pb corridas 

en gel agarosa al 1% las muestras con los nombres (PG V2 = Playa Gentilares 

verano) (PDC V2 = Punta Coles Gentilares verano) (PPI V2 = Playa Puerto Ingles 

verano) (PG 1i = Playa Gentilares invierno) (PDC 1i = Punta Coles invierno) (PPI 

1i = Playa Puerto Ingles invierno. 

4.6 Evaluación de la Concentración y Pureza de Ácido Nucleico en Muestras 

de Diversas Procedencias: Análisis Detallado de las Relaciones A260/A280 y 

A260/A230   

Se cuantifico 10 muestras de ADN bacteriano proveniente de las cepas 

bacterianas, los valores obtenidos de concentración y pureza del ADN bacteriano 

estuvieron dentro de los rangos aceptables de cantidad y pureza verificados 

usando el espectrofotómetro de nano volúmenes modelo Nanodrop ONE-C. A 

continuación, se presentan los resultados específicos de cada muestra analizada 

(ver Tabla 6). 

La calidad del ácido nucleico extraído de diversas muestras de distintas 

localizaciones y temporadas fue evaluada mediante la cuantificación de la 

gen ARN 16S (1500 pb) 



73 
 

concentración de ácido nucleico y la medición de las relaciones de absorbancia 

A260/A280 y A260/A230, utilizando espectrofotometría UV-Vis. Los resultados 

se resumen en la Tabla 1. La concentración de ácido nucleico (expresada en 

ng/µL), junto con las relaciones A260/A280 y A260/A230, indican la pureza del 

ácido nucleico extraído. 

La muestra de Punta Coles en invierno (PDC 1i 1.2) mostró la mayor 

concentración de ácido nucleico, con 623.8 ng/µL, sugiriendo una extracción 

eficiente. Sin embargo, la relación A260/A280 de 1.63 y la A260/A230 de 0.705 

indican cierta presencia de contaminantes, posiblemente proteínas y otros 

compuestos orgánicos. Por otro lado, la muestra de Playa Puerto Inglés en verano 

(PPI 2V 1.1), con una concentración de 234.9 ng/µL, mostró mejores ratios de 

pureza (A260/A280 de 1.77 y A260/A230 de 0.794), lo cual es indicativo de una 

menor contaminación en la muestra. 

Las muestras de Playa Gentilares en verano (PG V2 1.2 y PG V2 1.3) y las 

de menor concentración, como Playa Puerto Inglés en invierno (PPI 1i 1.1), 

mostraron variaciones en las relaciones de absorbancia, lo que puede atribuirse a 

diferencias en el tratamiento previo de las muestras o a variaciones en la eficiencia 

del proceso de extracción. Asimismo, las muestras de Playa Gentilares en invierno 

(PG 1i 1.4) mostraron una relación A260/A280 de 2.04, indicando una buena 

pureza, pero con una baja concentración de ácido nucleico. 

En general, las muestras con relaciones A260/A280 cercanas a 2.0 y 

A260/A230 mayores que 0.5 son consideradas de buena calidad para 

procedimientos posteriores, como reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) y 

secuenciación. Los resultados obtenidos son cruciales para ajustar los protocolos de 

extracción y purificación para futuras experimentaciones en estas localizaciones y 

temporadas. 

Tabla 6  
Lectura de ADN de aislados de cepas de la familia Vibrionaceae 

Nombre de 
muestra  

Ácido 
nucleico(ng/uL) 

A260/A280 
A260/
A230 

A260 A280 

PDC 2V 1.2 10.2 1.72 0.410 0.203 0.118 
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PDC 2V 1.3 16.9 2.79 0.514 0.337 0.121 

PDC 1i 1.2 623.8 1.63 0.705 12.476 7.665 

PPI 2V 1.1 234.9 1.77 0.794 4.698 2.648 

PG 1i 1.4 8.7 2.04 0.266 0.175 0.086 

PPI 1i 1.4 63.8 1.87 0.910 1.277 0.682 

PPI 1i 2.1 39.5 1.85 0.737 0.790 0.426 

PG V2 1.2 10.8 1.85 0.276 0.215 0.116 

PG V2 1.3 7.4 2.07 0.208 0.148 0.072 

PPI 1i 1.1 1.8 2.60 0.304   0.234 0.124 

 

Nota. – Se observa los nombres de las muestras (PG V2 = Playa Gentilares verano) 

(PDC V2 = Punta Coles Gentilares verano) (PPI V2 = Playa Puerto Ingles verano) 

(PG 1i = Playa Gentilares invierno) (PDC 1i = Punta Coles invierno) (PPI 1i = Playa 

Puerto Ingles invierno) A260/A280 mide la pureza de ácidos nucleicos, con valores 

ideales de ~1.8 para ADN y ~2.0 para ARN. Valores más bajos indican 

contaminación por proteínas y valores más altos, contaminación por compuestos 

como el fenol. 

4.7 Identificación Molecular mediante secuenciación usando Nanoporos 

La secuenciación de las muestras colectadas en diferentes localidades y 

temporadas, realizada en el Laboratorio de Biotecnología Molecular de la 

Universidad Nacional de Moquegua filial Ilo, permitió identificar las bacterias a 

nivel de especie dentro del género Vibrio y Photobacterium. Los análisis se 

efectuaron utilizando tecnología de secuenciación de nanoporos MinION (modelo 

Mk1C) (technology oxford nanopore sequencing), utilizado el 16S Barcoding Kit 

24 V14 (SQK-16114.24) (ver Tabla 7). 

Durante el invierno, en Gentilares y Puerto Inglés, predominó la especie 

Vibrio alginolyticus, detectada también en Punta Coles, junto con otras especies 

como Vibrio crassostreae y Photobacterium swingsii. En el verano, la diversidad 

parece aumentar ligeramente, incluyendo la presencia de Vibrio mediterranei en 

Punta Coles, una especie menos común en las muestras de invierno. 

La concentración de ácidos nucleicos mostró variabilidad significativa, 

destacándose muestras como PDC 1i 1.2 (Punta Coles invierno) con 623.818 ng/uL, 
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indicando una alta eficiencia en la extracción de material genético. La calidad de 

las muestras fue evaluada a través de las razones de absorbancia A260/A280 y 

A260/A230, con valores ideales cercanos a 1.8 y 2.0, respectivamente. La muestra 

PDC 2V 1.3 (Punta Coles verano) presentó una absorbancia A260/A280 de 2.786, 

sugiriendo una posible contaminación proteica mínima (ver Tabla 7). 

En el análisis de lecturas secuenciadas el volumen de lecturas acumulativas 

y clasificadas indicó una abundancia relativa de las especies identificadas. Vibrio 

mediterranei desde Barco 12 en Punta Coles durante el verano presentó la mayor 

cantidad de lecturas clasificadas con 227,585, sugiriendo que esta especie podría 

ser dominante en esta localidad y temporada (ver Tabla 7). Este resultado es 

consistente con el aumento observado en la diversidad de especies durante los 

meses más cálidos. Estos resultados sugieren una variabilidad significativa en la 

composición bacteriana entre las diferentes zonas del litoral de la provincia de Ilo 

y estaciones, reflejando posiblemente diferencias ambientales o en las prácticas de 

muestreo. La alta calidad de los datos obtenidos y el detalle de la secuenciación 

proporcionan una base sólida para futuras investigaciones sobre la ecología de estas 

comunidades bacterianas en ambientes marinos. Comparando con (Lee et al., 2024) 

y (Saryanah et al., 2023), quienes identificaron patógenos en camarones y 

realizaron análisis filogenéticos de varias bacterias, esta tesis complementa esos 

hallazgos al ofrecer una perspectiva detallada sobre la diversidad y la estructura 

poblacional de las Vibrionaceae en un contexto ambiental, más allá de su relación 

con enfermedades o cultivos acuícolas. 

Tabla 7  
Lectura de especies encontradas utilizando el kit 16S Barcoding 

N° 
Nombre de 

muestra 
Taxón 

 Lecturas 
acumulativas 

Porcentaje 
exactitud 

Barco 06 
PDC 2V 

1.2 
Vibrio alginolyticus 117077 99% 

Barco 07 
PDC 2V 

1.3 
Vibrio alginolyticus 161749 99% 

Barco 08 PDC 1i 1.2 Vibrio alginolyticus 155839 99% 

Barco 09 PPI 2V 1.1 Vibrio alginolyticus 141443 99% 

Barco 10 PG 1i 1.4 Photobacterium swingsii 126804 99% 
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Barco 11 PPI 1i 1.4 Vibrio alginolyticus 90395 99% 

Barco 12 PPI 1i 2.1 Vibrio mediterranei 217639 99% 

Barco 13 PG V2 1.2 Vibrio crasostreae 159748 99% 

Barco 14 PG V2 1.3 Vibrio crasostreae 147136 99% 

Barco 15 PPI 1i 1.1 Vibrio alginolyticus 102663 99% 

Nota. – En la Tabla 7 se muestra la lectura de especies encontradas en los barcos 

secuenciados utilizando el kit 16S Barcoding, donde se encontraron, con un 99% 

de efectividad, Photobacterium swingsii, Vibrio alginolyticus, Vibrio crasostreae y 

Vibrio mediterranei, con muy buenas lecturas clasificadas de la secuenciación de 

nanoporos MinION Mk1C y analizadas con la base de datos de EPI2ME. 

Según la comparación con las demás cepas de Vibrios aisladas y comparando con 

sus resultados de pruebas bioquímicas se hizo la siguiente figura presenta una 

comparación de la diversidad bacteriana por estación y localidad para cepas de la 

familia Vibrionaceae en tres diferentes ubicaciones: Playa Puerto Inglés, Playa 

Gentilares y Reserva Punta de Coles, durante las estaciones de invierno y verano. 

En invierno, Vibrio alginolyticus domina en todas las localidades, siendo 

especialmente prevalente en la Reserva Punta de Coles con 10 aislados, mientras 

que Vibrio mediterranei y Vibrio crassostreae presentan una distribución más 

variable. En verano, la diversidad aumenta notablemente en la Reserva Punta de 

Coles con la aparición de Photobacterium swingsii y un aumento en los aislados de 

Vibrio crassostreae. Los resultados indican variaciones significativas en la 

composición bacteriana entre localidades y estaciones, reflejando cómo las 

condiciones ambientales específicas pueden influir en la biodiversidad de estos 

microorganismos marinos (ver Figura 27). 
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Figura 27  
Comparación de diversidad bacteriana por estación y playa 

 

Figura 28  
N° de cepas Vibrios por temporada 

 

INVIERNO VERANO
Photobacterium
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4
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4.8 Análisis filogenético  

La plataforma EPI2ME fue esencial para el análisis, donde las lecturas se 

procesaron eficientemente para obtener resultados de alta exactitud (99% en todas 

las muestras). Se presentaron los resultados en seis árboles filogenéticos, cada uno 

correspondiente a diferentes muestras etiquetadas, como "Barco 06", "Barco 07", 

entre otros, mostrando la relación evolutiva y taxonómica entre las especies 

identificadas. Estos árboles ayudan a visualizar cómo las distintas cepas y especies 

de Vibrio y Photobacterium están relacionadas entre sí y con sus ancestros 

comunes. Las especies predominantes fueron Vibrio alginolyticus, Vibrio 

mediterranei, Vibrio crasostreae, y Photobacterium swingsii, todas identificadas 

con un 99% de exactitud en la identificación taxonómica (ver Figura 

29,30,31,32,33,34).  
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 Figura 29  

Barco 06 Arboles filogenético de bacterias de la familia Vibrionaceae. 

 

Nota. – Esta figura muestra elementos; Barco 06 es ADN bacteriano fue 

identificado según la base de datos EPI2M como Vibrio alginolyticus que fue 

aislado y caracterizado de la RN Punta Coles en la estación de verano, 
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Figura 30  
Barco 10 Arboles filogenético de bacterias de la familia Vibrionaceae. 

 

Nota. – Esta figura muestra elementos; Barco 10 es ADN bacteriano fue 

identificado según la base de datos EPI2M como Photobacterium swingsii que fue 

aislado y caracterizado de la Playa Gentilares en la estación de invierno. 
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Figura 31  
Barco 11 Arboles filogenético de bacterias de la familia Vibrionaceae. 

 

Nota. – Esta figura muestra elementos; Barco 11 es ADN bacteriano fue 

identificado según la base de datos EPI2M como Vibrio alginolyticus que fue 

aislado y caracterizado de la Playa Puerto Ingles en la estación de invierno. 
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Figura 32 
 Barco 12 Arboles filogenético de bacterias de la familia Vibrionaceae. 

 

Nota. – Esta figura muestra elementos; Barco 12 es ADN bacteriano fue 

identificado según la base de datos EPI2M como Vibrio mediterranei que fue 

aislado y caracterizado de la Playa Puerto Ingles en la estación de invierno 
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Figura 33  
Barco 14 Arboles filogenético de bacterias de la familia Vibrionaceae. 

 

Nota. – Esta figura muestra elementos; Barco 14 es ADN bacteriano fue 

identificado según la base de datos EPI2M como de Vibrio crasostreae que fue 

aislado y caracterizado de la Playa Gentilares en la estación de verano. 
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Figura 34  
Barco 15 Arboles filogenético de bacterias de la familia Vibrionaceae. 

 

Nota. – Esta figura muestra elementos;  Barco 15 es ADN bacteriano fue 

identificado según la base de datos EPI2M como Vibrio alginolyticus que fue 

aislado y caracterizado de la Playa Puerto Ingles en la estación de invierno. 
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4.9 Índices ecológicos, abundancia de A. echinata y la presencia y/o ausencia 

de bacterias de la familia Vibrionaceae en Punta Coles, Playa Gentilares y 

Playa Puerto Ingles.  

4.9.1 Índice de Shannon  

Según los resultados durante la estación de invierno, el índice de Shannon 

alcanzó un valor de 0.91, indicando una diversidad relativamente alta. En contraste, 

la diversidad disminuyó significativamente en la estación de verano, con un índice 

de Shannon de 0.572 (ver Figura 35). 

Figura 35  
 
Diferencias de resultados del Índice de la diversidad de Shannon entre invierno y verano 

 

Análisis Estacional de la Diversidad de Vibrionaceae en Diferentes Zonas del 

Litoral de Ilo 

Durante la estación de invierno, las tres zonas mostraron índices de Shannon 

relativamente similares, con Playa Gentilares a 0.617, y tanto Puerto Ingles como 

Punta Coles a 0.637. Estos valores sugieren una moderada diversidad bacteriana, 

indicando la presencia de varias especies dentro de estas comunidades microbianas 

durante condiciones más frías (ver Figura 36). 

Contrastando dramáticamente con los resultados de invierno, la temporada 

de verano reveló una disparidad significativa en la diversidad entre las zonas. Playa 
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Gentilares registró un índice de Shannon alto de 0.943, reflejando una diversidad 

bacteriana robusta. Sin embargo, tanto Puerto Ingles como Punta Coles 

experimentaron una completa falta de diversidad, con índices de Shannon de 0, lo 

que indica la dominancia absoluta de una sola especie bacteriana durante el verano. 

La notable diversidad en Playa Gentilares durante el verano puede ser resultado de 

condiciones ecológicas únicas o de prácticas de gestión que sustentan una mayor 

heterogeneidad de especies. En contraste, la ausencia de diversidad en Puerto Ingles 

y Punta Coles podría estar influenciada por factores ambientales que favorecen la 

proliferación de una especie dominante (ver Figura 36). 

Figura 36  
 
Índice de Shannon por zonas del litoral de la provincia de Ilo en estaciones de invierno y 
verano 

 

4.9.2 Índice de Simpson 

En este estudio a través del índice de Simpson, ha revelado patrones 

significativos en la variabilidad estacional de estas comunidades. Durante la 

estación de invierno, el índice de Simpson fue relativamente más alto, con un valor 

de 0.546, indicando una mayor probabilidad de que dos individuos seleccionados 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

P.Gentilares P.Puerto Ingles Punta Coles

zonas

E
sc

al
a 

Sh
an

no
n 

(H
')

Índice de Shannon (H')

invierno verano



87 
 

al azar pertenezcan a diferentes especies. Sin embargo, en verano, este índice 

disminuyó a 0.313, reflejando una menor diversidad y una mayor dominancia de 

una o pocas especies (ver Figura 37). 

El resultado más alto en invierno sugiere una comunidad bacteriana más 

equilibrada, con menos dominancia de especies individuales.  

La disminución en el índice de Simpson durante el verano indica un 

aumento en la dominancia de ciertas especies, probablemente aquellas que son 

capaces de tolerar o prosperar bajo condiciones de estrés térmico o de salinidad (ver 

Figura 37). 

Figura 37  
 
Diferencias de resultados del Índice de la diversidad de Simpson entre invierno y verano. 

 

Análisis de la Diversidad Bacteriana de la familia Vibrionaceae en el Litoral 

de Ilo: Índice de Simpson por Zona y Estación 

Durante la estación de invierno, todas las zonas mostraron índices de 

Simpson relativamente similares y moderados, con valores de 0.426 para Playa 

Gentilares y 0.444 para Puerto Ingles y Punta Coles. Estos resultados sugieren una 

diversidad bacteriana moderada con una presencia equilibrada de varias especies, 
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reflejando un entorno que no está dominado por una sola especie bacteriana (ver 

Figura 38). 

En cambio, la estación de verano presentó un contraste marcado en los 

índices de diversidad. Mientras que en la Playa Gentilares mostró un aumento en la 

diversidad con un índice de 0.58, Puerto Ingles y la reserva de Punta Coles 

registraron un índice de Simpson de 1, indicativo de una posible dominancia 

completa de una única especie bacteriana de la familia Vibrionacea. En invierno la 

diversidad es moderada en todas las zonas puede estar influenciada por factores 

ambientales que permiten la coexistencia de múltiples especies bacterianas, 

posiblemente debido a temperaturas más bajas y una distribución de recursos más 

homogénea (ver Figura 38). 

El aumento dramático en la dominancia en Puerto Ingles y Punta Coles 

durante el verano sugiere que ciertas especies de Vibrio, adaptadas a temperaturas 

más altas y quizás a condiciones de salinidad elevadas.  

Figura 38  

Índice de Simpson por zonas del litoral de la provincia de Ilo en estaciones de invierno y 

verano 

 

4.9.3 Índice de Equidad de Pielou (J´) 
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Este estudio ha evaluado la equidad dentro de las comunidades de bacterias 

de la familia Vibrionaceae en el litoral de Ilo, utilizando el Índice de Equidad de 

Pielou para comparar las diferencias estacionales en la distribución de especies 

bacterianas. Los resultados reflejan una variación significativa en la equidad entre 

las temporadas de invierno y verano, con valores de 0.674 y 0.858 respectivamente. 

Invierno: La equidad en invierno fue medida en 0.674, indicando una 

distribución relativamente equilibrada entre las especies dentro de las comunidades 

bacterianas, aunque aún hay espacio para una mayor uniformidad en la distribución 

de individuos entre las especies. 

Verano: En contraste, el verano mostró un aumento en la equidad con un 

índice de 0.858. Este aumento sugiere que las especies en verano están más 

equitativamente distribuidas, lo que puede indicar una comunidad más estabilizada 

en términos de competencia y recursos disponibles, o reflejar un cambio en las 

condiciones ambientales que favorecen una distribución más homogénea. También 

muestran que en "Gentilares verano" hay una equidad moderada, indicando una 

distribución relativamente equilibrada de las especies presentes, mientras que en 

"Puerto Ingles" y "Punta Coles" la diversidad es nula durante el verano debido a la 

presencia de una sola especie dominante (ver Figura 39). 
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Figura 39  

Diferencias de resultados del Índice de Equidad de Pielou (J´) entre invierno y verano.

 

4.10 Discusión 

En este estudio, se llevó a cabo el aislamiento exitoso de bacterias de la familia 

Vibrionaceae de los tejidos musculares internos de A. echinata, utilizando el medio 

de cultivo selectivo TCBS, que facilita específicamente el crecimiento de Vibrio y 

otros géneros relacionados. Se identificaron con precisión cepas de Photobacterium 

swingsii, Vibrio alginolyticus, Vibrio mediterranei, y Vibrio crassostreae, 

demostrando la diversidad y la adaptación de estas bacterias a entornos marinos, 

algo que se refleja en otros estudios como el de Graü et al., (2004), que también 

señalan una alta incidencia de vibrios en ambientes marinos. La técnica de 

secuenciación molecular utilizada proporcionó una confiabilidad del 99%, lo que 

asegura la precisión en la identificación de las especies y subraya la importancia de 

utilizar metodologías avanzadas para la caracterización de microorganismos 

marinos. La prevalencia estacional observada, con un aumento de aislados en 

invierno, sugiere una adaptación significativa de estas bacterias a las condiciones 

estacionales, lo cual es crucial para entender sus ciclos de vida y dinámicas 

poblacionales en entornos naturales. Estudios como el de Erkmen, (2022) resaltan 

la importancia de los vibrios como patógenos humanos y su adaptación a medios 

con sal, lo que también destaca la relevancia de las condiciones de crecimiento para 
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su aislamiento y estudio. Además, la capacidad de estos microorganismos para 

formar biopelículas y su virulencia, como se discute en los estudios de Yang et al., 

(2023) y Zhao et al., (2022), son características que pueden influir 

significativamente en su patogenicidad y en la interacción con el huésped, lo que 

representa un área importante de investigación para futuras aplicaciones en salud 

pública y control de enfermedades en acuicultura. La observación de que las cepas 

de Vibrio pueden variar en su respuesta a las condiciones ambientales, con algunos 

estudios como el de Ren et al., (2022) discutiendo la fluctuación de V. alginolyticus 

con cambios de temperatura, pone de manifiesto la complejidad de estos 

organismos y la necesidad de una vigilancia ambiental continua para prevenir 

posibles brotes de enfermedades relacionadas con Vibrio. Este estudio no solo 

ilustra la diversidad biológica y la capacidad de adaptación de las cepas de 

Vibrionaceae, sino que también subraya la importancia de los enfoques moleculares 

y culturales en el estudio de patógenos marinos, proporcionando una base para 

estrategias de manejo más efectivas y sostenibles en entornos impactados por el 

cambio climático y la actividad humana. 

En este estudio, se examinó la capacidad de las cepas de Vibrio para crecer en 

concentraciones salinas de hasta el 10%, una característica que puede considerarse 

como una adaptación evolutiva crítica para sobrevivir en ambientes marinos con 

altas salinidades. La halo-tolerancia observada en estas cepas podría reflejar tanto 

adaptaciones locales específicas como características evolutivas generales que 

permiten a estas bacterias manejar el estrés osmótico inducido por altas 

concentraciones de cloruro de sodio. Estos hallazgos son especialmente relevantes, 

como lo sugieren (Lee et al., 2024), quienes encontraron que la tolerancia salina en 

cepas de Vibrio puede variar, pero generalmente no excede el 9% de NaCl. 

La investigación de Hauschild et al., (2021) ofrece un contexto comparativo útil, 

mostrando que las cepas de P. phosphoreum son generalmente más tolerantes a 

concentraciones de NaCl superiores al 3% en comparación con las cepas de P. 

carnosum. En nuestro estudio, la capacidad de Vibrio alginolyticus de crecer al 10% 

de NaCl subraya una tolerancia excepcionalmente alta, posiblemente superando los 

rangos típicos observados en otros miembros de la familia Vibrionaceae, lo que 

sugiere una adaptabilidad específica a entornos de estrés salino extremo Hu et al., 

(2022). 
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El análisis Xiong et al., (2023) sobre el perfil metabolómico de las cepas bajo 

diferentes concentraciones de salinidad destaca cómo el estrés salino afecta el 

metabolismo bacteriano. En nuestro estudio, aunque no se analizó directamente el 

perfil metabolómico, la capacidad de las cepas para tolerar altas concentraciones de 

salinidad implica una reorganización metabólica que permite la supervivencia y el 

crecimiento en condiciones no ideales. Los datos de Xiong et al., (2023) revelan 

que los tipos de metabolitos producidos cambian con la salinidad, proporcionando 

una discriminación clara entre los grupos de cepas según la concentración de sal. 

Este análisis estadístico multivariante ilustra que las adaptaciones metabólicas son 

cruciales para mantener la viabilidad celular bajo estrés salino. 

El estudio presente analizó 64 cepas de Vibrionaceae para determinar su capacidad 

de fermentar sacarosa, utilizando el medio selectivo TCBS. Los resultados 

mostraron una clara división fenotípica entre las cepas capaces e incapaces de 

fermentar sacarosa, distinguidas por colonias de pigmentación amarilla y verde, 

respectivamente. Esta distinción es crucial para comprender las rutas metabólicas y 

la adaptabilidad de estos microorganismos en ambientes marinos. La diferenciación 

fenotípica observada es similar a la documentada por Graü et al., (2004), donde las 

pruebas bioquímicas ayudaron a caracterizar diversas cepas de Vibrionaceae según 

su capacidad fermentativa, proporcionando una base comparativa para nuestro 

estudio. 

La variabilidad estacional y geográfica en la capacidad de fermentación observada 

entre las playas estudiadas sugiere que los factores ambientales juegan un papel 

significativo en la expresión fenotípica y metabólica de las bacterias. Esto es 

especialmente relevante dado que las fluctuaciones en la disponibilidad de 

nutrientes y las condiciones físico-químicas del agua pueden influir directamente 

en los perfiles metabólicos de las comunidades bacterianas. 

Triga et al., (2024) informaron que las cepas de V. harveyi no sólo producían 

colonias amarillas en TCBS, sino que también exhibían características como la 

movilidad y la producción de ornitina descarboxilasa, subrayando la importancia 

de estos marcadores bioquímicos para la identificación y comprensión de las 

capacidades metabólicas de las cepas. 
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Por otro lado, Zhang et al., (2024) exploraron cómo la fermentación de la glucosa 

podría estar relacionada con la resistencia al suero en diferentes concentraciones, 

destacando la versatilidad de las pruebas de fermentación para evaluar la resistencia 

bacteriana a condiciones hostiles. Aunque nuestro estudio se centró en la sacarosa, 

los principios metodológicos son comparables y reflejan cómo la capacidad de 

fermentar diferentes azúcares puede estar vinculada a la supervivencia bacteriana 

bajo diversas condiciones de estrés. 

Las investigaciones de Huang et al., (2024) y Hossain et al., (2024) proporciona un 

contexto adicional sobre la importancia de la caracterización fenotípica y 

metabólica detallada. En particular, Hossain et al., (2024) destacan cómo 

características como el tamaño de la colonia y la capacidad de fermentación pueden 

influir significativamente en la dinámica de infección y colonización de Vibrio en 

sus hospedadores. 

Whittington et al., (2024) también subrayaron la relevancia de diferenciar entre 

colonias fermentadoras y no fermentadoras para la identificación precisa de 

diferentes especies dentro del género Vibrio, utilizando marcadores como ONPG y 

pruebas de ADNasa junto con la capacidad de fermentar sacarosa. 

Este estudio ha analizado la susceptibilidad a varios antibióticos de cuatro cepas 

distintas de la familia Vibrionaceae utilizando pruebas de difusión de disco, un 

método que sigue siendo fundamental para determinar la sensibilidad bacteriana. 

Los resultados destacaron una sensibilidad notable de casi todas las cepas probadas 

a antibióticos como la azitromicina, ciprofloxacina, cloranfenicol, estreptomicina, 

ampicilina y meropenem. Este patrón de susceptibilidad es crucial, ya que estas 

drogas son comúnmente utilizadas en el tratamiento de infecciones bacterianas en 

entornos clínicos y veterinarios. 

La resistencia observada a la cefuroxima y la ofloxacina en ciertas cepas plantea 

preocupaciones significativas sobre la aparición de resistencia a múltiples 

fármacos, lo que podría complicar los regímenes de tratamiento y gestionar los 

brotes de enfermedades relacionadas con Vibrio en contextos ambientales y 

clínicos. 

Kang et al., (2017) y Lopatek et al., (2015) subrayan la importancia del monitoreo 

continuo de la resistencia antimicrobiana en Vibrio debido al uso extendido de 
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antimicrobianos en la acuicultura y la pesca. El patrón emergente de resistencia, 

especialmente a antibióticos de uso común como la ampicilina y la cefuroxima, 

resalta una tendencia preocupante que podría afectar la eficacia de las medidas de 

salud pública para controlar las enfermedades relacionadas con estos patógenos. 

Aljowaie et al., (2021) destacaron la efectividad de un lipopéptido contra cepas 

multirresistentes, lo que sugiere que nuevas clases de antimicrobianos podrían ser 

necesarias para combatir la resistencia emergente. Este enfoque también es 

respaldado por Liu et al., (2024), quienes indicaron que la resistencia en Vibrio 

podría estar exacerbada por la contaminación de antibióticos en ambientes 

acuáticos, lo que enfatiza la necesidad de estrategias de gestión ambiental más 

estrictas para limitar la propagación de resistencia antimicrobiana. 

Zha et al., (2023) mostraron cómo la actividad hemolítica y la resistencia al suero 

pueden servir como indicadores de la virulencia y la capacidad de supervivencia de 

las cepas de Vibrio en condiciones hostiles, como aquellas encontradas en el suero 

humano. Esto es particularmente relevante para el manejo clínico de las infecciones 

por Vibrio, ya que las estrategias para combatir estas infecciones deben tener en 

cuenta no solo la resistencia antimicrobiana, sino también los factores virulentos 

que pueden influir en la progresión de la enfermedad. 

La discusión también se enriquece con la investigación de Flores-Villaseñor et al., 

(2024), quienes documentaron la prevalencia de cepas patógenas de Vibrio 

parahaemolyticus resistentes a los medicamentos en ostras marinas, subrayando el 

riesgo potencial para la salud pública asociado con el consumo de mariscos 

contaminados. 

Finalmente, el estudio de Onohuean et al., (2022) resalta la preocupante prevalencia 

de genes de resistencia en ambientes naturales, un fenómeno que no solo amenaza 

la salud pública, sino que también podría comprometer la eficacia del manejo 

terapéutico de las infecciones graves por Vibrio. Esto pone de relieve la urgencia 

de desarrollar nuevas estrategias de tratamiento y medidas preventivas para 

controlar la diseminación de resistencia en patógenos acuáticos. 

Estas discusiones reflejan la complejidad de la resistencia antimicrobiana en Vibrio 

y la importancia de un enfoque multifacético que incluya mejoras en la vigilancia, 
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el desarrollo de nuevos antimicrobianos y una gestión ambiental más efectiva para 

mitigar los riesgos asociados con estas bacterias en diversos ecosistemas. 

Este estudio proporcionó una evaluación detallada de la susceptibilidad a varios 

antibióticos de cepas de Vibrionaceae, incluyendo Photobacterium swingsii, V. 

mediterranei, V. crasostreae y V. alginolyticus. La efectividad de antibióticos como 

Imipenem, Azitromicina, Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Estreptomicina, 

Ampicilina y Meropenem indica un patrón de susceptibilidad que sugiere la utilidad 

continua de estos agentes en el tratamiento de infecciones causadas por estas 

bacterias. Sin embargo, la resistencia observada a Cefuroxima y Ofloxacina en 

ciertas cepas sugiere un desafío emergente en el manejo de estas infecciones, 

destacando la necesidad de monitorizar continuamente los patrones de resistencia 

para ajustar las prácticas de tratamiento. 

Conforme a Kang et al., (2017), el uso intensivo de antimicrobianos en la 

acuicultura ha sido vinculado con una mayor prevalencia de cepas de Vibrio 

resistentes. Este estudio reafirma la importancia de implementar estrategias de 

gestión adecuadas para controlar la diseminación de resistencia antimicrobiana, 

especialmente en ambientes donde el uso de antibióticos es prevalente. 

Xu et al., (2024) y Liu et al., (2024) discuten cómo el entorno natural y las prácticas 

agrícolas pueden influir en la resistencia a los antibióticos de las cepas de Vibrio. 

Nuestros hallazgos son consistentes con esta perspectiva, demostrando que las 

interacciones ambientales y el uso de antibióticos en la acuicultura pueden 

contribuir significativamente a la resistencia. Es vital considerar estos factores al 

desarrollar estrategias para controlar la propagación de resistencia. 

Zhang et al., (2024) destacaron que ciertas características virulentas, como la 

actividad hemolítica, pueden coexistir con la resistencia a los antibióticos. Este 

aspecto subraya la necesidad de considerar tanto la virulencia como la resistencia 

al diseñar intervenciones terapéuticas y medidas de prevención, especialmente en 

ambientes clínicos donde las infecciones por Vibrio pueden ser severas. 

Lopatek et al., (2015) y Onohuean et al., (2022) proporcionan una perspectiva 

amplia sobre la resistencia a nivel global y sus implicaciones. La variabilidad en los 

patrones de resistencia según la geografía y el origen de la muestra resalta la 
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complejidad de abordar la resistencia antimicrobiana y sugiere la necesidad de un 

enfoque más personalizado y regionalizado en la gestión de la resistencia. 

También el presente estudio, la implementación de la secuenciación de nanoporos 

MinION ha permitido la identificación precisa a nivel de especie de bacterias dentro 

de los géneros Vibrio y Photobacterium en diversas localidades y estaciones. Esta 

tecnología ha demostrado ser una herramienta poderosa para el estudio de la 

microbiología ambiental, permitiendo no solo la identificación de especies sino 

también la comprensión de la dinámica poblacional de estas comunidades 

bacterianas en ambientes marinos. Los resultados revelan una variabilidad 

significativa en la composición bacteriana entre las zonas y estaciones muestreadas, 

lo que podría reflejar diferencias ambientales o en las prácticas de muestreo. 

La observación de una predominancia de Vibrio alginolyticus durante el invierno y 

la aparición de Vibrio mediterranei durante el verano en Punta Coles sugieren una 

variabilidad estacional en la composición de las comunidades de Vibrionaceae, que 

podría estar influenciada por factores ambientales como la temperatura y la 

salinidad. Este patrón está en concordancia con lo reportado en estudios como el de 

Ren et al., (2022), que documenta fluctuaciones estacionales en la presencia de V. 

alginolyticus. 

La técnica de secuenciación utilizada y los altos niveles de concentración de ácidos 

nucleicos obtenidos demuestran la eficacia del método de extracción y la calidad 

del material genético utilizado para el análisis. Las razones de absorbancia 

A260/A280 y A260/A230 indican una purificación adecuada de las muestras, 

esencial para obtener resultados fiables en estudios de secuenciación. 

Los análisis comparativos con otros estudios, como los de Zhang et al., (2024) y 

Gao et al., (2024), muestran diferencias en la presencia de genes específicos y 

perfiles de resistencia, destacando la complejidad y la diversidad dentro de las cepas 

de Vibrio. Estos hallazgos son esenciales para entender las capacidades patogénicas 

y adaptativas de estas bacterias en diversos contextos ambientales y clínicos. 

Además, el estudio de Vo Thi Tu et al., (2023) y Zupičić et al., (2024) sobre la 

secuenciación de Vibrio usando diferentes plataformas tecnológicas refuerza la 

importancia de la secuenciación de alto rendimiento para el análisis detallado de las 

comunidades microbianas. La capacidad de estas tecnologías para proporcionar 
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información detallada sobre la estructura genética y las relaciones filogenéticas 

entre las especies permite una mejor comprensión de la ecología microbiana y la 

evolución de estos organismos. 

La investigación actual subraya la importancia de aplicar tecnologías avanzadas de 

secuenciación para el estudio detallado de las bacterias marinas y su dinámica en el 

ecosistema. Además, establece una base sólida para futuras investigaciones que 

podrían explorar más a fondo la relación entre las características ambientales y la 

distribución y comportamiento de las bacterias Vibrionaceae, con implicaciones 

potenciales para la salud pública, la acuicultura y la conservación marina. 

V. Conclusiones 

Esta tesis ha logrado abordar eficazmente los objetivos planteados inicialmente, 

proporcionando perspectivas importantes sobre la ecología de las bacterias de la 

familia Vibrionaceae asociadas al invertebrado A. echinata en diferentes 

localidades y estaciones. 

Comparación de Grupos de Bacterias Ambientales: El aislamiento y la 

identificación molecular realizados confirmaron la presencia de varias especies de 

Vibrionaceae, incluidas Photobacterium swingsii, Vibrio alginolyticus, Vibrio 

mediterranei y Vibrio crassostreae. La diversidad observada y la capacidad de 

adaptación de estas bacterias a entornos marinos fueron evidentes, lo que refuta la 

hipótesis nula (Ho) y confirma la hipótesis (H) de que existen bacterias marinas 

ambientales de la familia Vibrionaceae en A. echinata. Los resultados subrayan la 

rica biodiversidad bacteriana asociada a este invertebrado en la Reserva Nacional 

Punta Coles, Playa Gentilares y Playa Puerto Ingles, mostrando variaciones 

estacionales significativas que podrían reflejar adaptaciones ecológicas a las 

condiciones ambientales fluctuantes. 

Determinación de la Resistencia a Antibióticos: Se evaluó la resistencia de las cepas 

aisladas a múltiples antibióticos, revelando un patrón mixto de sensibilidad y 

resistencia. Las cepas mostraron alta sensibilidad a la azitromicina, ciprofloxacina, 

cloranfenicol, entre otros, mientras que algunas mostraron resistencia a la 

cefuroxima y la ofloxacina. 

Abundancia y Presencia/Ausencia de Vibrionaceae: La secuenciación de nanoporos 

proporcionó un análisis detallado de la abundancia relativa de las especies a lo largo 
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de las estaciones y localidades. Los resultados mostraron una presencia 

predominante de Vibrio alginolyticus en invierno, con una diversidad más amplia 

en verano, incluyendo la aparición de Vibrio mediterranei. Esto sugiere que las 

condiciones estacionales influyen significativamente en la composición de estas 

comunidades bacterianas, lo que es crucial para la comprensión de su ecología y 

para el diseño de estrategias de monitoreo y control. 

En conclusión, este estudio ha cumplido con el objetivo general y los objetivos 

específicos proporcionando una comprensión profunda de la ecología de las 

Vibrionaceae en entornos marinos, destacando su diversidad, adaptaciones 

ecológicas y patrones de resistencia antimicrobiana. Los hallazgos enfatizan la 

importancia de adoptar enfoques integrados y tecnologías avanzadas para el estudio 

de comunidades microbianas en entornos naturales. Además, refutan efectivamente 

la hipótesis nula y confirman la presencia significativa y variada de bacterias de la 

familia Vibrionaceae en A. echinata, contribuyendo a un mayor entendimiento de 

su rol en los ecosistemas marinos. 

VI. Recomendaciones 

• Establecer colaboraciones entre microbiólogos, ecologistas, especialistas en 

salud pública y otros profesionales para abordar de manera integral los desafíos 

asociados a las enfermedades relacionadas con Vibrionaceae. Esto facilitaría la 

integración de diferentes perspectivas y experticias, mejorando la calidad y el 

impacto de las investigaciones futuras. 

• Realizar monitoreos continuos dada la variabilidad en la susceptibilidad a los 

antibióticos observada en este estudio, se recomienda establecer un programa 

de monitoreo continuo para rastrear los patrones emergentes de resistencia 

antimicrobiana. Esto es crucial para desarrollar estrategias efectivas de manejo 

y tratamiento en la salud pública y la acuicultura. 

• Realizar estudios detallados sobre las interacciones entre las cepas de 

Vibrionaceae y sus hospedadores marinos, incluyendo los mecanismos de 

patogenicidad y respuesta inmunitaria del hospedador. Esto ayudaría a 

comprender mejor los factores que contribuyen a la virulencia y la resistencia a 

los antibióticos en estos microorganismos. 
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VIII. Anexos 

Figura 40  
Identificación de colonias de Vibrios 
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Figura 41  
Resolución N°217-2023-UNAM 

Fuente: (Resolución de C.O. No 217-2023-UNAM » Universidad Nacional de 
Moquegua, 2023.) 
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Fuente: (Resolución de C.O. No 217-2023-UNAM» Universidad Nacional de 
Moquegua, 2023.) 
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Figura 42  
Medio de cultivo TCBS con colonias de Vibrios 

 

Fuente: (Anupama et al., 2019) 
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Tabla 8  
Matriz de consistencia 

 

Titulo 
Interrogante Objetivos Hipótesis  Variables  Indicador Metodología 

“CARACTERIZACION DE 
VIBRIOS MARINOS 

AISLADOS DE 
Acanthopleura echinata 

(Barnes, 1824) EN PLAYAS 
DEL LITORAL DE LA 
PROVINCIA DE ILO – 

2023”. 

¿Existe 
bacterias 
marinas 

ambientales 
pertenecientes 

a la familia 
Vibrionaceae 
en el molusco 

de 
Acanthopleura 

echinata? 

Objetivo general               
Caracterización de Vibrios 
marinos aislados de A. echinata 
(Barnes, 1824) y su importancia 
ambiental – Perú, 2023 

• (H) - Existen bacterias 
marinas ambientales de 
familia Vibrionaceae en 

el molusco de A. 
echinata. 

Diversidad de Vibrios   

Variedad de 
especies y cepas del 
genero Vibrio en un 
ambiente especifico. 

·        Aislamiento e identificación de Vibrios  
·        Diluciones seriadas 
·        Sembrado y incubación  
·        Extracción de ADN 
·        Electroforesis 
·        Secuenciamiento gen 16s ribosomal 
·        Análisis filogenético 
·        Índice de diversidad 

 
 

 
 
 

Objetivos específicos               
• Comparar grupos de bacterias 

ambientales de la familia 
Vibrionaceae de la reserva 

Nacional Punta Coles, Playa 
Gentilares y Playa Puerto Ingles. 
• Determinar la abundancia de A. 

echinata y la presencia de 
bacterias de la familia 

Vibrionaceae en Punta Coles y 
playas adyacentes. · (Ho). - No existe 

bacterias marinas 
ambientales de familia 

Vibrionaceae en el 
molusco de A. echinata. 

Halo-tolerancia 

Capacidad de 
sobrevivir y crecer 

en diferentes 
concentraciones de 

sal.   
 
 
 
 
  

• Prueba de resistencia a altas 
concentraciones de NaCl. 

• Determinar la resistencia para 
antibióticos de aislados de 

bacterias de la familia 
Vibrionaceae  en Punta Coles, 
Playa Gentilares y Playa Puerto 

Ingles. 

Resistencia a 
antibióticos  

Capacidad de las 
cepas de Vibrio 
para resistir los 
efectos de 
antibióticos. 

• Antibiograma Método Kirby-Bauer 

 

Estación del año  
 
 
 
 
 
 

Playas de muestreo 

Periodo del año con 
patrones climáticos 
específicos que 
influyen en las 
condiciones 
marinas.  
 
Ubicaciones 

• Estudio estacional  
 
 
 

• Litoral de Ilo 
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Figura 43  
Mapa de recolección de rizoides en playas de la provincia de Ilo 
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Figura 44  
Llenado de datos y registro de la ubicación a tomar la muestra 

 

Nota: La Fotografía del lugar de extracción de muestra de la Playa 
Gentilares. 

Figura 45  
Rizoides de L. nigrescens para extracción. 
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Nota: Imagen del lugar de extracción del rizoide de muestra de la Playa 
Puerto Ingles. 

Figura 46  
Disección de rizoide de L. nigrescens para extracción de A. echinata. 

 

Figura 47  
Selección de la muestra. 
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Figura 48  
Sacando fotografía de A. echinata 

 

Figura 49  
Midiendo muestra de A. echinata 
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Figura 50  
Pesado de medio de cultivo selectivo Agar TCBS en balanza analítica 

 

Figura 51  
Preparación de medio de cultivo Agar TCBS 
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Figura 52  
Plaqueo de medio de cultivo selectivo agar TCBS 

 

Figura 53  
Disección de A. echinata en cámara de flujo laminar 
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Figura 54  
Inoculación directa de A. echinata en medio de cultivo selectivo agar 
TCBS. 

 

Figura 55  
Medio de cultivo inoculado directamente trazado en cuatro cuadrantes con 
cuatro muestras. 
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Figura 56  
Incubación de 24 hrs a 30°C en la encubadora. 

 

Figura 57  
Proceso de estriado de muestras de Vibrio en nuevo medio de cultivo agar 
TCBS 
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Figura 58  
Resultados de estriado de Vibrio en medio selectivo TCBS 24 hrs a 30°C. 

 

Figura 59  
Selección de colonias de bacterias por su forma, tamaño, textura y color. 
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Figura 60  
Inoculación de colonias aisladas en nuevo medio de cultivo TCBS. 

 

Figura 61  
Resultado de crecimiento de cepas de Vibrio aisladas después de 24 hrs a 
30°C en la estufa fermentativo amarillos y no fermentativo verdes. 
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Figura 62  
Preparación de LB Luria Bertani en tubos de 25 ml rotulados para la 
inoculación de cada cepa aislada. 

 

Figura 63  
Resultados de crecimiento de cepas de Vibrios aisladas en tubos de 25 ml 
de LB Luria Bertani después de 24 hrs a 30°C. 
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Figura 64  
Preparación de tubos inclinados con medio selectivo Agar TCBS. 

 

Figura 65  
Resultado de crecimiento de cepas de Vibrio aisladas en tubos después de 
24 hrs a 30°C en la estufa. 
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Figura 66  
Materiales de laboratorio para criopreservación de cepas aisladas de Vibrio 
spp. 

 

Figura 67  
Inoculación de cepas aisladas de Vibrio en tubos de micro centrifuga de 
1.5 ml con glicerol al 40%. 

 



128 
 

Figura 68  
Cepas de Vibrio criopreservadas en tubos de micro centrifuga de 1.5 ml. 

 

Figura 69  
Pruebas Bioquímicas Tinción de Gram. 
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Figura 70  
Vista de microscopio prueba bioquímica tinción de Gram negativas. 

 

Figura 71 
Pruebas Bioquímicas Catalasa 
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Figura 72  
Preparación de prueba bioquímica de Halotolerancia. 

 

Figura 73  
Plaqueo de medio de cultivo agar nutritivo con distintas cantidades de 
NaCl al 0%, 3%, 6 %, 8 % y 10% en cámara de flujo laminar. 
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Figura 74  
Placas con distintas cantidades de NaCl para prueba de Halotolerancia. 

 

Figura 75  
Resultado de Prueba de Halotolerancia NaCl al 8%. 
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Figura 76  
Doce antibióticos diferentes para prueba de sensibilidad microbiana. 

 

Figura 77  
Prueba de antibiograma con 11 antibióticos en medio de cultivo Mueller 
Hinton Agar con cepas de Vibrio. 
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Figura 78  
Gel de agarosa 1% observado en un fotodocumentador. 

  

Figura 79  
Rotulo para los tubos con DNA extraído de colonias aisladas de bacterias 
de la familia Vibrionaceae. 
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Tabla 9  
Preparación de las concentraciones para prueba de Halotolerancia 

Concentraciones 
de Agar Nutriente 

Solución 
NaCl %  

Volumen Agua 
destilada 

autoclavada ml 

Concentraciones 
de NaCl 

Volumen 
Final 

1,5 gr 0% 75 ml 0 gr 76 ml 

1,5 gr 3% 75 ml 2,25 gr 76 ml 

1,5 gr 6% 75 ml 4,50 gr 76 ml 

1,5 gr 8% 75 ml 6.00 gr 76 ml 

1,5 gr 10% 75 ml 7.50 gr 76 ml 
 
Nota. -  NaCl: Cloruro de sodio, Agar nutriente: medio de cultivo microbiano, ml: 
mililitros, gr: gramos y % porcentaje. 

 




















