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RESUMEN: La resistencia antimicrobiana en bacterias del género Vibrio representa un riesgo importante para la seguridad
alimentaria y la salud publica, especialmente en productos pesqueros como el camaron. El presente estudio tuvo como objetivo
determinar la resistencia antimicrobiana en diferentes aislados de especies de Vibrio a partir de cultivos de camardn, angulas y
camarones procesados en la industria. Para ello, se evalud la susceptibilidad antimicrobiana de 46 aislados frente a los
antibidticos tetraciclina, ampicillina, sulfametoxazol-trimetropin, cloranfenicol, eritromicina, novobiocina mediante el método de
difusion. Los halos obtenidos fueron clasificados en resistentes, intermedios y sensibles seglin los criterios de EUCAST. Los
aislados de Vibrio fueron resistentes a los antibidticos ampicilina y novobiocina, donde los patdgenos zoonoticos y patdgenos de
camarones presentaron multirresistencia y resistencia extrema como patrones de resistencia.
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ABSTRACT: Antimicrobial resistance in bacteria of the genus Vibrio represents a significant risk to food safety and public
health, especially in seafood products such as shrimp. The present study aimed to determine antimicrobial resistance in different
Vibrio species isolates from shrimp farms, elvers and shrimp processed in the industry. To this end, the antimicrobial
susceptibility of 46 isolates to the antibiotics: tetracycline, ampicillin, sulfamethoxazole-trimethoprim, chloramphenicol,
erythromycin, and novobiocin, was evaluated using the diffusion method. The halos obtained were classified as resistant,
intermediate and susceptible, according to EUCAST criteria. Vibrio isolates were resistant to the antibiotics ampicillin and
novobiocin, with zoonotic pathogens and shrimp pathogens exhibiting multidrug resistance and extensively drug-resistant
patterns.
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INTRODUCCION

La acuicultura en Cuba representa una fuente de ingresos
econdmicos debido a que muchos productos se destinan
para la exportacion y la alimentacion de la poblacion. Los
cultivos se ven afectados frecuentemente por diferentes
enfermedades de origen bacteriano provocadas en su
mayoria por especies del género Vibrio, reduce el potencial
productivo y en algunas ocasiones llega a causar dafios
significativos que conducen a la pérdida parcial o total de
las cosechas en las granjas donde se tiene una alta densidad
de poblacion (1, 2, 3).

Esto ha hecho que, el tratamiento y prevencion de las
enfermedades en animales acuaticos se realice mediante el
empleo de diferentes tipos de antibioticos (4). No obstante,

estos se aplican a menudo de manera inadecuada, sin hacer
un analisis de sensibilidad antibiotica, en dosis excesivas y
a veces, como método preventivo, lo que propicia el
desarrollo de resistencia bacteriana (5, 6, 7).

Segtn Solano et al. (8), la resistencia antimicrobiana es
la capacidad natural o adquirida de una bacteria de no
presentar sensibilidad ante los efectos bactericidas de un
antibidtico dado. Las bacterias desarrollan estos
mecanismos debido a su gran capacidad de adaptacion.
Esta habilidad se debe a sus cortos ciclos de vida, su alta
frecuencia de mutacion y la posibilidad de transferir genes
de resistencia entre ellas (9, 10), por lo que es usual que
una misma bacteria desarrolle diversos mecanismos de
resistencia frente a uno o mas antibidticos (11).
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Segin estudios reportados por diferentes autores
(6, 14, 15) el surgimiento de resistencia para uno o varios
antibidticos en numerosas cepas patoégenas en la acuicultura
es un asunto preocupante, reportandose multiples casos
a nivel mundial desde Malasia e India (12, 13), hasta
Latinoamérica en Brasil, Perd y Ecuador. La eficacia de
los tratamientos antibidticos se ve progresivamente reducida,
lo que constituye un riesgo tanto para el ambiente como
para la salud humana. Este fendmeno se debe a que las
cepas bacterianas resistentes, presentes en animales, pueden
transmitirse al ser humano mediante el consumo de estos,
y transferir sus genes de resistencia a cepas patogenas
relevantes para la salud humana (6, 16, 17).

En este contexto, y dada la relevancia que la resistencia
antimicrobiana representa tanto para la salud animal como
humana, se plante6 como objetivo de este estudio determinar
los perfiles de resistencia antimicrobiana en diferentes
aislados de especies del género Vibrio provenientes de
cultivos acuaticos y camarones procesados en la industria.

MATERIALES Y METODOS

Aislados microbianos

Se obtuvieron 45 aislados de diferentes especies de
Vibrio, procedentes de cultivos acuaticos, 39 de camardn
blanco (L. vannamei) y cuatro de angulas los cuales
fueron obtenidos por el laboratorio de Diagnostico de
Enfermedades Bacterianas; y tres de camarones procesados
en la industria por el laboratorio de Microbiologia de los
Alimentos, ambos del Centro de Investigaciones Pesqueras
de Cuba.

Analisis Microbiolégicos

Se realizo la extraccion asépticamente de hepatopancreas
de los camarones de cultivo, mientras que las angulas fueron
lavadas, cortadas y maceradas en un mortero estéril. Tanto
los hepatopancreas como las angulas fueron transferidos a
tubos de ensayo con 5 mL de caldo Triptona soya al 3%
de NaCl para obtener los homogenados. Posteriormente,
se hicieron diluciones decimales seriadas (107'-10%) para la
obtencion entre 30 y 300 colonias. Se inocularon 0.1 mL
de muestra en placas Petri con los medios de cultivo
agar Tiosulfato Citrato Sales Bilis Sacarosa (TCBS) y
Agar Triptona Soya suplementado con cloruro de sodio
(TSA 3%), segun procedimiento descrito por Rubio et. al
(18). Se trasladaron a la incubadora por 24 h a 300C vy,
posteriormente, las colonias seleccionadas se aislaron en
tubos inclinados de Agar Triptona Soya suplementado al 3%
con NaCl e incubaron durante 24-48 h. La caracterizacion
de las cepas se hizo por pruebas bioquimicas, que
permitieron su identificacion taxonomica (18, 19). Los cinco
aislados de productos pesqueros fueron obtenidos usando la
metodologia descrita en la norma ISO (20).

Seleccion de los antibidticos a usar
frente a especies del género Vibrio

Se seleccionaron discos de antibioticos para antibiograma

de: T (tetraciclina, 30pg), SXT (sulfametoxazol/
trimetropam, 25pg), C (cloranfenicol, 30pg), No
(novobiocina, Spg), AMP (ampicilina, 10pg), E

(eritromicina, 30pg), de acuerdo con la clasificacion

establecida por el Comité Europeo para las Prucbas de
Sensibilidad a los Antimicrobianos (21, 22), referida al nivel
de importancia de los antimicrobianos para la salud animal y
humana, tal como se detalla en las tablas correspondientes a
cada afio analizado.

Determinacion de susceptibilidad
antimicrobiana de especies de Vibrio spp

Las cepas de Vibrio spp. a evaluar se sembraron por
agotamiento en placas de Agar Triptona Soya con sal
y se incubaron a 30°C por 18 horas. Posteriormente, se
transfirieron cinco colonias de cada una de las placas con
medio TSA 3% con ayuda del asa a tubos con 5mL de
caldo Mueller-Hinton, para igualar la densidad de ese tubo
previamente inoculado con el tubo numero cinco de la
escala del nefelometro de Mc Farland correspondiente a
108 UFC/mL y fueron incubados por 24 horas a 30°C. Una
vez listo el indculo se procedio a realizar antibiogramas que
determinaron la sensibilidad de las cepas de interés (23).

Se realizo6 el método de siembra masiva con hisopo en las
placas que contenian agar Mueller Hinton. Una vez secas,
se depositaron los discos impregnados con el antimicrobiano
con pinzas estériles. Tras depositar los discos en la placa
se mantuvieron en reposo durante 5 minutos, finalmente se
incubaron en posicion invertida durante 24 horas a 30°C para
el adecuado crecimiento microbiano (24).

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se midieron
los halos de inhibiciéon de cada antibiético en mm, los
cuales fueron evaluados como resistente (R), Intermedio (I)
y sensible (S) segun los criterios de EUCAST en los afios
2021 y 2022 respectivamente (21, 22).

Se analizé el promedio de patrones de susceptibilidad
antimicrobiana de cepas del género Vibrio frente a
los seis antimicrobianos empleados por periodos y la
tendencia lineal.

RESULTADOS

Las especies identificadas fueron Vibrio
parahaemolyticus, V. diazotrophicus, Vibrio natriegiens,
Vibrio mimicus,Vibrio splendidus, Vibrio ordalli, Vibrio
vulnificus, Vibrio campbelli, Vibrio alginolyticus.

Los resultados de los antibiogramas realizados se
muestran en las siguientes figuras:

En Vibrio spp. hubo 100% de resistencia a novobiocina
y ampicilina. El 60% de las cepas mostro resistencia a
tetraciclina. El 40% tuvo resistencia a eritromicina y no
hubo resistencia para el sulfometaxazol- trimetropin y
cloranfenicol (Figura 1).

El 36 % de las cepas ensayadas presentaron resistencia
al cloranfenicol, tetraciclina sulfametoxazol- trimetropin; el
63% fue resistente a la eritromicina 'y el 100% a la ampicilina
en el segundo semestre del 2021 (Figura 2).

El 71% de los aislados es resistente al cloranfenicol,
el 57% a la novobiocina, el 43% a la sulfametoxazol-
trimetropin, el 29% a la tetraciclina, lo cual es favorable
para el tratamiento de las septicemias bacterianas. Todos los
aislados presentaron 100% de resistencia a eritromicina y
a ampicilina.
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Figura 1. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de aislados de Vibrio
parahaemolyticus frente a los antibidticos TE (Tetraciclina), AMP
(Ampicillina), SXT (sulfometaxazol- trimetropin), C (Cloranfenicol),
E (Eritromicina), y NO (Novobiocina), durante el primer semestre
de 2021 (enero-junio). / Antimicrobial susceptibility profile of Vibrio
parahaemolyticus isolates against the antibiotics TE (Tetracycline),
AMP  (Ampicillin), SXT  (Sulfamethoxazole-Trimethoprim), C
(Chloramphenicol), E (Erythromycin), and NO (Novobiocin), during
the first half of 2021 (January-June).
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Figura 2. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de aislados
de Vibrio spp., frente a los antibidticos TE (Tetraciclina), AMP
(Ampicillina), SXT (sulfometaxazol- trimetropin), C (Cloranfenicol),
E (Eritromicina), y NO (Novobiocina), durante el segundo semestre
de 2021 (junio a noviembre). / Antimicrobial susceptibility profile
of Vibrio spp. isolates against the antibiotics TE (Tetracycline),
AMP  (Ampicillin), SXT  (Sulfamethoxazole-Trimethoprim), C
(Chloramphenicol), E (Erythromycin), and NO (Novobiocin), during
the second half of 2021 (June-November).

El 58% de las cepas del género Vibrio evaluadas fueron
resistentes al cloranfenicol, como muestra la Figura 3. El
71% fue resistente a la ampicilina, el 29% a Sulfametoxazol-
trimetropin, el 33% a la tetraciclina, el 38% a la eritromicina
y el 42% a la novobiocina. Este resultado indica que
a los antibidticos de importancia critica (Sulfametoxazol-
trimetropin y tetraciclina) presentaron una resistencia menor
del 50%, lo cual es favorable para su uso en tratamientos
de enfermedades.

Varias cepas del género Vibrio se comportan como
multirresistentes, por tener tres o mas antibidticos que
no inhibieron el crecimiento bacteriano. Entre ellas Vibrio
natriegens, V. diazotrophicus y V. ordalli. De ellos, el tinico
que se reporta como patogeno es V. ordalli; los otros se
consideran ambientales que pueden considerarse reservorios
de genes de resistencia en el ambiente acuatico.

Vibrio parahaemolyticus y V. splendidus también
muestran resistencia y si constituyen patégenos de
importancia en el cultivo de camardén y como patdogeno
de humanos.
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Figura 3. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de aislados
de Vibrio spp., frente a los antibidticos TE (Tetraciclina), AMP
(Ampicillina), SXT (sulfometaxazol- trimetropin), C (Cloranfenicol),
E (Eritromicina), y NO (Novobiocina), durante el primer semestre de
2022 (enero a junio). / Antimicrobial susceptibility profile of Vibrio spp.
isolates against the antibiotics TE (Tetracycline), AMP (Ampicillin),
SXT (Sulfamethoxazole-Trimethoprim), C (Chloramphenicol), E
(Erythromycin), and NO (Novobiocin), during the first half of
2022 (January-June).

Los resultados de la Figura 4 muestran que, de un total
de 24 cepas de Vibrio ensayadas, 14 mostraron resistencia
al menos al 50% de los antibidticos ensayados. Hay una
cepa con 100% de resistencia (Vibrio diazotrophicus 203),
5 cepas con 83% (Vibrio vulnificus 586, Vibrio natriegens
572, Vibrio alginolyticus 202, Vibrio ordalli 233, Vibrio
parahaemolyticus 259), 5 cepas con 67% (Vibrio natriegens
244, Vibrio mimicus 188, Vibrio natriegens 480, Vibrio
alginolyticus 587, Vibrio diazotrophicus 763) y con 50%
(Vibrio natriegens 367).
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Figura 4. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de aislados
de Vibrio spp., frente a los antibidticos TE (Tetraciclina), AMP
(Ampicillina), SXT (sulfometaxazol- trimetropin), C(Cloranfenicol),
E (Eritromicina), y NO (Novobiocina), durante el segundo semestre
de 2022, de julio a noviembre. / Antimicrobial susceptibility profile
of Vibrio spp. isolates against the antibiotics TE (Tetracycline),
AMP  (Ampicillin), SXT  (Sulfamethoxazole-Trimethoprim), C
(Chloramphenicol), E (Erythromycin), and NO (Novobiocin), during
the second half of 2022 (July-November).

En el afio 2021, los aislados del género Vibrio
mostraron mayor resistencia a los antibidticos: ampicillina,
eritromicina y novobiocina; mientras que en 2022 lo hicieron
a la ampicillina, cloranfenicol, eritromicina y novobiocina.

El mayor nimero de aislados (24) se obtuvo durante
la época de lluvia, mientras que los 21 restantes fueron
aislados en época de seca. En esta primera época,
tres aislados tuvieron la capacidad de resistencia frente
a tres antibidticos clasificandolos como multirresistentes,
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mientras que ocho mostraron ser resistentes a mas de tres,
clasificandose como resistencia extrema. En la época de
estiaje se incrementd en 11 el numero de aislados con
resistencia extrema y disminuyd en tres la multirresistencia.

El andlisis de la tendencia de los promedios de cada
antibidtico durante los cuatro periodos analizados mostrd
una disminucion de la sensibilidad en el cloranfenicol,
eritromicina y sulfametxasol-trimetropin en los tres tltimos
periodos analizados, mientras que la ampicilina se mantuvo
resistente durante todos los periodos. Por otro lado, la
novobiocina alcanzé los mayores valores de resistencia
durante el tercer periodo, y la tetraciclina tuvo menor
resistencia durante el segundo periodo del 2021. Esto se
muestra en las Figuras 5, 6 y 7.

DISCUSION

La resistencia antimicrobiana en bacterias del género
Vibrio presentes en ambientes acuaticos esta influida por
factores ambientales como la contaminacioén por residuos
antibiodticos y las condiciones estacionales que favorecen la
proliferacion y transferencia de genes de resistencia, lo que
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25
20
15
10

representa un riesgo significativo para la salud publica y la
acuicultura (25).

Vibrio diazotrophicus es reconocido como una cepa
ambiental no patdgena para el camaron, con alta capacidad
de fijacion de nitrogeno y tendencia a encontrarse en
ambientes con exceso de materia orgdnica, actuando como
reservorio de genes de resistencia a antibidticos, lo que puede
contribuir a la diseminacién de resistencia en ambientes
acuaticos (26). Sin embargo, la literatura especifica sobre
la resistencia extrema de la cepa 203 de V. diazotrophicus
es limitada, aunque se reconoce que bacterias ambientales
pueden portar y transferir genes de resistencia, incluso sin ser
patdgenas (27).

En contraste, estudios sobre Vibrio natriegens muestran
patrones variables de resistencia a antibioticos, con reportes
de porcentajes de resistencia del 83%, 67% y 50% a
diferentes farmacos, lo que indica una diversidad en los
mecanismos y niveles de resistencia dentro del género Vibrio
(27). Estos hallazgos coinciden con la idea de que las
especies ambientales de Vibrio pueden presentar una amplia
gama de perfiles de resistencia, aunque la magnitud y los
mecanismos pueden diferir entre especies y cepas.

SXT

Figura 5. Tendencia temporal de la resistencia a cloranfenicol y sulfametoxazol-trimetoprima en aislados de Vibrio spp. durante los cuatro periodos
de estudio. / Temporal trend of chloramphenicol and sulfamethoxazole-trimethoprim resistance in Vibrio spp. isolates during the four study periods.

AMP

Figura 6. Tendencia temporal de la resistencia a eritromicina y ampicilina en aislados de Vibrio spp. durante los cuatro periodos de estudio. /
Temporal trend of erythromycin and ampicillin resistance in Vibrio spp. isolates during the four study periods.
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Figura 7. Tendencia temporal de la resistencia a tetraciclina y novobiocina en aislados de Vibrio spp. durante los cuatro periodos de estudio. /
Temporal trend of tetracycline and novobiocin resistance in Vibrio spp. isolates during the four study periods.
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Se corrobora que el género Vibrio presenta alta resistencia
antimicrobiana a las penicilinas. Estos resultados también
fueron reportados en otras investigaciones con cepas de
V. cholerae de origen clinico y ambiental, asi como en cepas
ambientales de Vibrio en Pert (28, 29, 30, 31, 32).

La novobiocina es un antibidtico clasificado de
importancia segiin la OMSA (33), pero no ha sido declarado
por normas internacionales para controlar infecciones
causadas por Vibrio, su evaluacion se realizd debido a
que anteriormente, era utilizado para diferenciarlo de los
géneros bacterianos Pleisiomonas y Aeromonas (34). Sin
embargo, en el presente estudio se obtuvo en la mayoria de
los aislados resistencia a la novobiocina, lo cual difiere de lo
encontrado en otro estudio (35) que obtuvo cepas sensibles a
este antimicrobiano.

La aparicion de resistencia a antibidticos en bacterias,
ademas de ser un problema biologico, es sin lugar a dudas
un problema médico, social, econémico y ético dado que las
infecciones producidas por estas bacterias resistentes a los
antibidticos tienen mayor morbilidad y mortalidad (36).

El tratamiento con antibidticos genera costos aumentados
por la seleccion de resistencia en la microbiota normal, y esta
resistencia puede ser transmitida a patogenos, aumentando
la resistencia a estos antibioticos utilizados. En la terapia
antibidtica clinicamente adecuada, el antibiotico selecciona
bacterias resistentes en la microbiota normal del individuo
tratado y en su entorno (37). Las bacterias pueden adquirir
resistencia mediante mutaciones o transferencia de genes
a través de plasmidos, elementos genéticos moviles que
facilitan la diseminacion de la resistencia, incluso en la
microbiota intestinal de pacientes (38). Este fendémeno
incrementa la dificultad para tratar infecciones y representa
una amenaza creciente para la salud publica (39).

En la acuicultura cubana, no se emplean antibidticos
debido a que las enfermedades pueden ser controladas y
prevenidas mediante la implementacion de buenas practicas
de cultivo, lo cual minimiza la presién selectiva para el
desarrollo de resistencia bacteriana (40). No obstante, se
ha detectado resistencia en especies del género Vibrio
que forman parte de la microbiota ambiental y de los
animales cultivados. Segtin (41), la oxitetraciclina es el inico
antibidtico autorizado para su uso en animales acuaticos;
aunque en Cuba no se ha utilizado en los ultimos cinco
afos, los resultados de este estudio evidencian resistencia a
esta sustancia por parte de diferentes especies patogenas y
ambientales del género Vibrio.

En el periodo de enero a junio de 2021 la presencia
de resistencia a la tetraciclina se aprecia tanto en aislados
de animales en cultivo como en producto pesquero listo
para el consumo. La especie Vibrio parahaemolyticus, es
considerada como patdgeno oportunista de camaréon tanto en
la fase de larvicultura como en la de engorde. Es reconocido
como una de las especies mas frecuentes. También son muy
frecuentes las especies V. alginolyticus, V. vulnificus, en la
ceba; en cultivo larvario se reportan V. harveyiy V. splendidus
(42). En este trabajo las cepas aisladas en el periodo no
manifiestan resistencia al cloranfenicol, resultado que no
coincide con lo planteado por Loo et al. (43).

Vibrio vulnificus se considera sensible a tetraciclina,
cloranfenicol, penicilina, aminoglucésidos (amikacina,

estreptomicina, gentamicina) (44), en este trabajo se
mantuvo resistente solo a la ampicilina, que es un tipo de
penicilina, al que todas las especies del género Vibrio tienen
resistencia intrinseca.

Los resultados evidencian una alta presencia de bacterias
con resistencia a multiples antibidticos, con una mayor
cantidad de aislados en época de lluvia, donde se
identificaron cepas multirresistentes y con resistencia
extrema. Este patron coincide con investigaciones recientes
que muestran que ambientes acudticos durante periodos
hiumedos tienden a favorecer la proliferacion y diseminacion
de bacterias resistentes debido a la mayor presencia
de contaminantes y condiciones ambientales favorables
para la transferencia genética horizontal de genes de
resistencia (45, 46). Ademas, el incremento de bacterias
con resistencia extrema en época estiaje coincide con
la hipdtesis de fluctuacion estacional en la resistencia
bacteriana, posiblemente atribuible a factores como la
concentracion variable de antibidticos en el ambiente y
el estrés ambiental que selecciona cepas mas resistentes
(47, 48). La presencia de organismos multirresistentes en
estos ambientes es un problema critico de salud publica,
pues limita las opciones terapéuticas y aumenta los riesgos
sanitarios, aspecto ampliamente reconocido en la literatura
actual (49).

CONCLUSION

Los aislados de Vibrio spp. provenientes de cultivos
acuaticos y camarones procesados en Cuba mostraron
resistencia del 100 % a ampicilina y novobiocina, y altos
niveles de multirresistencia, incluyendo especies zoonoéticas
(V. parahaemolyticus, V. wvulnificus) y ambientales
(V. diazotrophicus, V. natriegens). A pesar de la ausencia
de uso reciente de antibioticos en la acuicultura cubana,
la persistencia de resistencia, incluso a antimicrobianos de
importancia critica, subraya el rol de los ambientes acuaticos
como reservorios de genes de resistencia. Los hallazgos
refuerzan la necesidad de vigilancia continua y un enfoque
integrado de “Una Salud” para mitigar riesgos a la salud
publica y la seguridad alimentaria.
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