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RESUMEN

El desarrollo de cultivos integrados en la acuicultura, trajo consigo la
presencia de enfermedades infecciosas provocadas por diferentes agentes
patogenos, y los métodos empleados para enfrentar estos problemas han
sido desarrollados en forma empirica, de tal manera que se ha recurrido al
uso indiscriminado de antibidticos y quimicos, sin preveer las posibles
consecuencias.

El presente trabajo fue llevado a cabo en el laboratorio de larvas
EGIDIOSA, en el cual se realizaron diferentes pruebas de desinfeccién en
cada una de las dreas y sistemas de cultivo, utilizando para tal efecto,
quimicos de uso comin en esta prictica, tales como el hipoclorito de sodio,
permanganato de potasio y formol, en diferentes concentraciones

El primer capitulo incluye una revisién bibliogréfica de los agentes anti-
microbianos y sustancias quimicas mds comunes en nuestro medio,
utilizados para el propdsito de desinfeccién, los métodos de control de
microorganismos mds utilizados y los factores que inciden en la actividad
del agente antimicrobiano.

En el siguiente capitulo se detallan los materiales y métodos utilizados, esto
es, el procedimiento de desinfeccién empleado, forma de muestreo en todo
el sistema de cultivo, y la interpretacién de los resultados.



El tercer capitulo incluye los resultados obtenidos y su andlisis
correspondiente. Tales resultados demostraron que el uso de hipoclorito de
sodio en concentracién de 100 ppm, utilizado en tanques, pisos y paredes,
no fue efectivo para la eliminacién de la carga bacteriana; no obstante, al
duplicar dicha concentracién, se comprobé la eliminacién total de
microorganismos en tanques y paredes, no asi del piso, para el que quizés
era necesario aumentar la concentracién del quimico. En cuanto al uso de
formol gaseoso para la desinfeccién de tuberias de aire, se establecid que
no fue efectivo, por lo que se probé el uso de formol en estado liquido a
una concentracion del 2%, observdndose una disminucién de la carga
bacteriana al realizar un raspado de las tuberias de aire. El uso de una
mezcla de permanganato de potasio y formol (2:1) fue efectivo en la
desinfeccion de dreas pequefias como las de Artemia y algas, no obstante,
en el drea de larvicultura, se observé una disminucién bacteriana al
incrementar el nimero de recipientes conteniendo dicha mezcla.

Al finalizar este trabajo, se realizaron las respectivas conclusiones del
mismo, y se sugieren ciertas recomendaciones para la desinfeccién efectiva
de los laboratorios de larvas de camar6n en nuestro pais.
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INTRODUCCION

La acuicultura del camarén a nivel mundial, se inicid en la década de
los 70 , y los primeros productores de esta especie en el Ecuador,
aparecieron en 1968, con una superficie de cultivo de 283 Ha.
Actualmente la actividad camaronera constituye uno de los principales
rubros econémicos del pais, generando durante 1994 una produccién de
105.000 Tm y un volumen de exportacién de 70.200 Tm, equivalentes
a 500 millones de ddlares, proporcionando puestos de trabajo (directa

o indirectamente: empacadoras, fabricas de alimento balanceado...) a
unas 211.000. personas (CNA N°7, 1995).

Inicialmente el cultivo del camardn se desarrollé en forma artesanal: La
larva se obtenia directamente del medio natural mediante la utilizacién
de aparejos de pesca y luego eran conducidas a las piscinas
camaroneras. Por lo tanto la produccién dependia directamente de
factores climatoldgicos y oceanograficos, y cualquier alteracién o
cambio en éstos se reflejaba en varnaciones de la disponibilidad de
larvas silvestre. Durante el periodo 1982- 1983 la costa ecuatoriana se
vié afectada por el evento oceanogréfico denominado “El Nifio”; este
acontecimiento alteré las condiciones normales del medio marino,
proporcionando una abundante presencia de larvas silvestres
(Encalada, 1993) y un desarrollo de la industria camaronera, que
alcanzaron 62.247 Ha. de piscinas de produccién al cierre de 1983
(Barniol, 1995). En los afios 1984-1985 Mc padden (Mc padden,1985)
describié la presencia de corrientes frias (antinifio), que provocaron
una escasez de larvas en el medio natural. 'Se creo ante esta
incertidumbre en el sector privado camaronero la necesidad de generar
otras fuentes de suministro de larvas de camarén ademds del ambiente
natural, por lo que se hizo imprecindible la construccion de\\
Taboratorios de larvas de camardn, para suplir estas necesidades, y a la \
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creacion por parte del Gobierno de leyes de proteccién instaurando los
periodos de veda.( Cornejo et al. 1993).

De acuerdo con Lightner (1984), la expansion de las dreas de cultivos
de camardn, trajo consigo la presencia de enfermedades infecciosas, que
son provocadas por virus, bacterias, hongos y protozoarios. A la fecha
los métodos utilizados para corregir estos problemas han sido
desarrollados en forma empirica, y en mucho de los casos se recurre a
la utilizacién indiscriminada de antibiéticos y quimicos para prevenir y
curar estas amenazas. En algunas ocasiones, el uso de estos quimieos o
antibidticos llevados a cabo sin un diagndstico previo del problema,
provocan mutaciones bacterianas resistentes a dichos tratamientos
profildcticos, lo cual genera un problema grave para la produccion de
larvar de camaron.

Como en cualquier otro tipo de produccién animal, el desarrollo de
animales en cautividad requiere un proceso de “domesticacion”. Poco se
conocia sobre la fisiologia, nutricién, genética o patologia del camardn.
El cultivo de animales en condiciones diferentes a su medio natural, y
en grandes densidades son factores que favorecen el desarrollo de
enfermedades de origen infeccioso. En los criaderos los principales
problemas son causados por virus y diversas especies de bacterias del
género Vibrio.. Los baculovirus fueron los primeros patégenos
descritos como causantes de mortalidades masivas. Vibrios
parahaemolyticus 'y V. alginolyticus los que fueron asociados al
llamado “sindrome de la gaviota” en Ecuador y Texas, y en 1989 se
describi6 el “sindrome de bolitas”, caracterizado por la presencia de
células rojas globulares (bolitas) en el tracto digestivo de las larvas,
cuyo agente etiolégico fue determinado como V. harveyi. .Cabe citar,
que las infecciones causadas por virus constituyen un gran problema
para los laboratorios, debido a que muchas veces los tratamientos con
antibiétiocos o quimicos no resultan efectivos, y ello obliga a la
realizacién de vacios sanitarios o desinfecciones en los laboratorios
infectados ( Brock, 1990).
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El control de enfermedades en los laboratorios se ha basado en la
mejora del manejo (sistemas de filtracién de agua, tratamiento de aguas
con ultravioleta, tasas de recambio de agua, oxigenacién, mejoras
nutricionales, ), utilizando productos antimicrobianos (antibidticos u
otros germicidas) realizando vacios sanitarios y desinfecciones de las
instalaciones entre cada ciclo de produccion.

La desinfeccidon y vacio sanitario se basan por lo general en la
utilizacién de agentes quimicos de accién germicida. Sin embargo, no
existe un criterio dnico en la forma de realizar las desinfecciones en los
laboratorios. Cada laboratorio utiliza diferentes productos quimicos,
concentraciones distintas de los mismos productos y diferentes rutinas
de desinfeccién.. En este trabajo, hemos realizado una revisién de los
distintos agentes antimicrobianos que se pueden utilizar en la
desinfeccion de los laboratorios y un estudio sobre la eficacia del
permanganato de potasio, formaldehido e hipoclorito de sodio en la
desinfeccion rutinaria en el laboratorio Egidiosa. :



CAPITULO 1

1. Revisién bibliogrifica
1.1 Antecedentes

Una de las mayores limitaciones en la produccién de los
criaderos de camarones son las enfermedades infecciosas. Poco
se conoce de los patégenos causantes de enfermedades en
camarones, pero los mds importantes son las bacterias,
principalmente Vibrio sp.y los virus.

Hay muchos informes que sefialan la importancia de los Vibrios
luminiscentes como agentes implicados en procesos patoldgicos
de larvas, aunque no existen trabajos en los que se establezca el
agente causal de forma definitiva. En Tailandia, Filipinas e
Indonesia Vibrio harveyi 'y V. splendidus han sido asociados
con procesos patologicos en Penaeus monodon (Lightner, 1993).
En Ecuador V. harveyi es considerado agente etiologico del
proceso conocido como "sindrome de bolitas" por el aspecto que
adquiere el hepatopdncreas de las larvas infectadas, con
descamaciones celulares formando "bolitas" dentro de la luz del
organo. También V. alginolyticus y V .parahaemolyticus han
sido considerados como la causa del "sindrome de la gaviota" en
Ecuador (Mohney et al, 1991) y Texas (Lightner, 1993). Parece
posible que existan especies de Vibrio s oportunistas, que den
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lugar a infecciones letales en condiciones adversas como
enfermedades nutricionales, estrés ambiental y otras infecciones
bacterianas.

Otro tipo de bacterias implicadas en procesos patoldgicos de
larvas de camarén son las denominadas "bacterias filamentosas"
de los géneros Leucotrix, Flexibacter, o Cytophaga . Son
bacterias generalmente relacionadas con baja calidad de agua y
malas condiciones de manejo. Jimenez (Jimenez, 1992) ha
descrito casos de septicemias relacionados con grandes
densidades de siembra, cambios de temperatura y baja tasa de
renovacion de agua.

Los virus se encuentran entre los patégenos mds serios y han
probado ser causa de mortalidades masivas en todas las fases de
produccién de camarones penaeidos, siendo sobre todo
importantes los baculovirus en los laboratorios de larvas.
Baculovirus penaei (BP) es causante de forma esporadica de
serias infecciones en criaderos en la costa Pacifica de América
Central y América del Sur, afectando a Penaeus vannamei, P.
ajlecus 'y en Brasil en P. penicillatus (Lightner, 1993). La
importancia de las infecciones por BP radica en la posibilidad de
una transmisién vertical por contaminacién fecal de los huevos
durante el desove y en que son virus productores de cuerpos de
inclusién, por lo que es dificil establecer medidas de control y €s
dificil la desinfeccién de los locales después de una
contaminacion.

Las micosis sistémicas de larvas y post-larvas de penaeidos han
sido causa de serios problemas de mortalidad en criaderos de los
mismos. Los hongos implicados son ficomicetos, de los géneros
Lagenidium y Sirolpidium .
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Las infecciones por pardsitos no son de importancia en
larvicultura. Los principales agentes implicados pertenecen a
protozoos epicomensales de los géneros Zoothamnium ’
Epistlylis 'y Vorticella (Lightner, 1993). Todos ellos son
microorganismos ubicuos cuyo control es facil, mediante
desinfeccién y adecuado recambio de agua y condiciones
higiénicas.

Muchas de las enfermedades mencionadas son consecuencia de
una falta de higiene en los sistemas de cultivo y un manejo
inadecuado. Es necesario mantener unos niveles minimos de
carga microbiana en las instalaciones, lo que se consigue
mediante desinfecciones rutinarias antes y después de cada ciclo
de produccién. Estas desinfecciones deben realizarse con agentes
adecuados, de accién comprobada frente a los posibles patégenos
y oportunistas presentes en el ambiente del laboratorio, asi como
frente a otros microrganismos, que no siendo patdgenos, pueden
danar la calidad del agua (alterar los niveles de oxigeno,
aumentar la cantidad de materia organica, variar el pH, ...).

Control de microorganismos

Desde la antiguedad se ha practicado la desinfeccién y
esterilizacion en la prevencién de enfermedades y control de
microorganismos, aiin sin que se conociese la existencia de
microorganismos y por lo tanto la base cientifica de los
mecanismos de accién de los medios empleados en tales
actividades. Podemos sefialar varios ejemplos: los griegos
quemaban azufre para fumigar los edificios y la religion hebrea
obligaba a quemar las ropas de individuos enfermos de lepra
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para evitar contagios ( Prescott et al., 1993). Este control por
tanto se basaba en el efecto de agentes fisicos (el calor del fuego)
0 quimicos (azufre) en el desarrollo de microrganismos
(bacterias, virus, hongos, ...)

Hoy en dia se conocen otros agentes, tanto fisicos como
quimicos de utilidad en el control de MiCroorganismos, asi como
su mecanismo de accién. Su aplicacién serd diferente en funcién
de los objetivos que se persigan.

A continuacién se hard una revisién de los diferentes agentes
microbianos conocidos, su mecanismo de accién y su aplicacién
en acuicultura.

1.2.1 Definiciones —

La seleccién de los agentes antimicrobianos y su forma
de utilizacion dependerd del tipo de control que se
requiera, si se trata de una esterilizacion, desinfeccién o
saneamiento. Se debe determinar con precision las
diferencias en estos conceptos.

¥ - Esterilizacién es el proceso por el cual todas las
cé€lulas vivas, esporas, virus y viroides son eliminados o
destruidos de un objeto o habitat. Se lleva a cabo cuando
se requiere una total eliminacién de miCroorganismos
viables, asi como toda clase de células vivientes. Cuando
esta esterilizacion es realizada por un agente quimico este
agente se denomina “esterilizante”.,
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"- Desinfeccién consiste en el control y eliminacidn de

microorganismos que pueden causar enfermedades. Este
proceso es llevado a cabo por agentes, generalmente
quimicos, que actuan sobre cuerpos inanimados. Una
desinfeccién no implica esterilizacién del objeto ya que
pueden permanecer esporas bacterianas viables y otros
microorganismos Y%

- Saneamiento relacionado frecuentemente con la
desinfeccion. Consiste en la reduccidn de la poblacién
microbiana a niveles que se consideran seguros para
ciertos propésitos.

Métodos de control de microorganismos
1.2.2.1 Agentes fisicos

Los agentes fisicos son utilizados con
preferencia en esterilizacion, aunque también
en ocasiones pueden ser desinfectantes./ Hay
cuatro agentes principales: calor, filtracién,
radiaciones ultravioleta y radiaciones
lonizantes.

a. Calor:

La esterilizacién mediante calor para matar
virus, bacterias y hongos puede ser en forma de
calor seco o calor hiimedo, teniendo siempre en
cuenta que es preciso medir la eficiencia de este
calor para la eliminacién de los
microorganismos. La muerte microbiana
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aparentemente resulta de la oxidacién de las
c€lulas constituyentes y la desnaturalizacién de
las proteinas.

La temperatura de ebullicién del agua (1000C)
no es suficiente para matar ciertas endoesporas,
s€ necesita temperaturas superiores a la
temperatura de ebullicién, lo que se consigue
trabajando bajo condiciones de presién en
autoclave. Se recomienda 115 a 121°C durante
30 minutos (Austin., 1991), lo que permite
eliminar hasta las endosporas de bacterias.

En cuanto al calor seco, sélo se consigue
esterilizacién manteniendo temperatura de 170
OC por periodos de 2-3 horas (Colwell et al.
1972). La seleccién de uno u otro sistema de
esterilizacién por calor dependerd de los
objetos o sustancias que vayan a ser
esterilizados. El plastico por ejemplo no tolera
el calor seco, por lo que hay que trabajar en
autoclave. El material de vidrio resiste ambos
sistemas, aunque son menos dafiados por el
calor seco.

b. Filtracion:

La filtracién se presenta como una buena
alternativa para reducir las poblaciones
bacterianas en aquellos materiales sensibles al
calor, y muchas veces puede ser usada para
esterilizar soluciones.



20
¢. Radiacién ultravioleta:

La radiacién a longitud de onda de
aproximadamente 260 nm es letal, pero no
penetra el cristal, agua, superficies sucias u
otras sustancias de forma eficaz, por lo que
s6lo se utiliza para desinfectar y/o esterilizar en
determinadas circunstancias (desinfeccién de
superficies, ambiente, agua en pequeiios
volimenes, ...) (Prescott, 1993). El efecto
germicida de la luz ultravioleta se cree asociado
a su absorcién por varios componentes
organicos moleculares esenciales para el
funcionamiento celular. La disipacién de la
energia por excitacién causa rotura de enlaces
insaturados, especialmente de purinas y
pirimidinas, produciendo progresivamente
cambios bioquimicos letales (Huff et al.,1965).
Por citar un ejemplo de su utilizacién en
Acuicultura, la radiacién ultravioleta ha sido
utilizada con éxito en la desinfeccién de aguas
en criaderos de ostras, siendo eficaz en la
eliminacién de Vibrio sp y Pseudomonas Sp-,
incluso en aguas contaminadas de forma
experimental (Brown y Russo, 1979).

d. Radiacién ionizante:

La radiacién gamma es un buen agente
desinfectante y esterilizante y a diferencia de
las radiaciones ultravioleta, penetran
profundamente en los materiales. Su uso no es
muy extendido por su costo y porque todavia
no se conocen bien sus efectos. Se utiliza en
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alimentacién para aumentar la duracién de
productos frescos como vegetales y pollo.

1.2.2.2 Agentes quimicos

Son utilizados principalmente como
desinfectantes y antisépticos. El adecuado uso
de los agentes quimicos dentro de up
laboratorio, es muy importante especialmente
debido a la seguridad de las personas y de los
organismos que no se desean eliminar del
sistema (organismos del cultivo).

+a. Fenoles:

Fueron ampliamente utilizados como
antisépticos y desinfectantes, En 1867 Joseph
Lister los empled para reducir el riesgo de
contaminacién durante operaciones. Actiian
por desnaturalizacién de proteinas y
destruccién de la membrana celular.
Hexaclorofeno es el compuesto mas
representativo de este grupo, aunque por su
toxicidad y largo perfodo de eliminacién en las
superficies, su uso est4 limitado. El fenol tiene
un gran poder penetrante en materias
organicas por lo que se emplea principalmente
en la desinfeccién de equipos inorgénicos y
materiales organicos que se van a destruir,. Es
bactericida/fungicida a concentraciones del 1 al
2 %y al 5% es capaz de destruir esporas de
antrax (Bacillus antracis) en 48 horas,(manual
Merck, 1993).
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b. Alcoholes:

Son bactericidas y fungicidas, pero no
esporicidas, Algunos virus que contienen
lipidos son también destruidos.” Los alcoholes
germicidas mds conocidos son el isopropanol y
el etanol, usualmente utilizados en
.. concentraciones de 70-80-%: Su efecto
. antimicrobiano se relaciona con su solubilidad
\en lipidos (dafia la membrana bacteriana) 'y su
- capacidad para precipitar proteinas
- protopldsmicas. No son eficaces frente a
esporas bacterianas'(manual Merck, 1993).

c¢. Halogenos:

”Los productos halégenos mds utilizados son
productos derivados del cloro y el yodo. El
yodo actia oxidando componentes de la célula
e lodinando proteinas celulares. El cloro, en
forma de gas, hipoclorito sédico o hipoclorito
cdlcico, actia también por oxidacién de
materiales celulares. El cloro es un producto
barato, efectivo y fécil de manejar, por lo que
es un excelente desinfectante. M4s adelante se
hard una revisién mds detallada de sus formas,
mecanismo de accién y aplicaciones.

d. Agentes alquilantes:
Los aldehidos mds comunes son el

formaldehido y el glutaraldehido, el 6xido
etilénico y el 6xido propilénico, generalmente
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utilizados en diluciones acuosas. Presentan
actividad frente a bacterias, virus, hongos vy, al
contrario que muchos otros desinfectantes,
también contra esporas (manual Merck, 1993).

e. Agentes oxidantes:

Los mds utilizados son sales de manganeso
(permanganato sdédico y permanganato
potasico) y el agua oxigenada. Son oxidantes
enérgicos, lo que les confiere su accién
desinfectante. Ejercen un efecto germicida de
accion corta sobre la mayoria de los
microorganismos, mediante la liberacién de
oxigeno naciente, que altera irreversiblemente
sus protefnas (Babor, 1965: manual Merck,
1993). Las caracteristicas del permanganato
potasico se revisaran mds adelante en el texto.

f- Otros:

Hay algunas sustancias cuyo uso no es tan
frecuente pero que se deben mencionar o tener
en consideracién. Los metales pesados como
el mercurio, plata, arsénico, zinc o cobre se
han utilizado en el pasado como germicidas,
aunque su poder desinfectante es limitado. Un
ejemplo de estos desinfectantes es el sulfato de
cobre, utilizado para evitar el crecimiento de
algas. “Los detergentes son moléculas
orgdnicas que por su naturaleza anfipstica
solubilizan residuos de otra manera insolubles,
actuando por tanto como potentes agentes
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desinfectantes. También se han utilizado gases
como desinfectantes/esterilizantes, siendo los
mads comunes el 6xido de etileno, la
betapropiolactona (Prescott, 1993) y el ozono.

* El ozono es un eficaz esterilizante del agua
de mar, que mata bacterias, hongos y virus
mds rdpidamente que otros oxidantes. Ha sido
aplicado en prevencién de enfermedades por
su mejora de la calidad del agua, depuracién
de animales contaminados, inactivacién de
toxinas marinas (Blogoslawski, 1975 ; 1977).

1.2.3 Factores determinantes de la actividad del agente
antimicrobiano

La actividad del agente antimicrobiano que actia en la
destruccién y crecimiento de microorganismos, va a
estar afectada por diferentes factores, entre los que
podemos citar:

1.2.3.1 Tamafio de la poblacién: -

La actividad del agente antimicrobiano est4
relacionada con el tamafio de la poblacién:
mientras mds grande sea la poblacién
requeriri de mayor tiempo para su
eliminacidn.

1.2.3.2 Composicién de la poblacién:
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La efectividad de los agentes
antimicrobianos dependera de la naturaleza
de los organismos que van a ser tratados ya
que los mismos difieren en su
susceptibilidad.

Concentracién o intensidad de un
agente antimicrobiano:

No siempre existe una relacién lineal entre
concentracion del agente y su efecto. Un
pequefio incremento en la concentracién del
agente con frecuencia conduce a un
aumento exponencial de su efecto sobre el
microorganismo, hasta un cierto rango, en
el cual el efecto no aumenta con un
incremento de la concentracién. Con el
etanol, el efecto es contrario. Su accién es
mas eficaz cuando se utiliza a una dilucién
del 70% que a una dilucién del 95%.

Duraciéon de la exposicién:

La relacion es directa ya que mientras mayor
tiempo la poblacién este expuesta al agente
microbicida mayor serd la cantidad de
microorganismos eliminados.

Temperatura:

Los incrementos de temperatura, en general,
aumentan la actividad de los agentes
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quimicos, es decir que menores
concentraciones pueden ser mds eficaces a
elevadas temperaturas.

1.2.3.6 Ambiente local:

Ninguna poblacién sobre la cual se va a
i actuar esta aislada por lo que hay que tener
W\ en cuenta factores ambientales que pueden
ofrecerles proteccién o incentivar su
. destruccién. Por ejemplo, la cantidad de
e materia orgdnica en el agua disminuye la
efectividad del permanganato potasico como

bactericida (Cleasby et al., 1986).

1.3 Utilizacién de agentes antimicrobianos en acuicultura

EXiste un gran nimero de referencias sobre la utilizacién de
agentes quimicos en la desinfeccién de instalaciones en
Acuicultura, aunque no es mucha la bibliografia sobre
desinfeccién en cultivos de camarén. Algunos de estos productos
se utilizan con dos finalidades, como terap€uticos y profilécticos,
afiadiéndolos de forma rutinaria al agua de los tanques, y como
desinfectantes en la limpieza de los laboratorios antes y después
de cada ciclo de produccién# En ocasiones su utilizacion no es
eficaz, bien porque se administran a concentraciones no
adecuadas, o bien porque el agente no es enérgico contra los
patdgenos contra los que se quiere actuar. En la seleccién de
estos agentes se deben tener en cuenta ciertos requisitos
(Arellano, 1990):
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- Se debe conocer su actividad antimicrobiana ( capacidad para
destruir microorganismos), seleccionando aquellos que sean de
amplio espectro y eficaces a bajas concentraciones.

- Estas sustancias deberan ser solubles en agua u otros solventes
en la cantidad necesaria para su uso efectivo.

- Los cambios en las sustancias al inicio deberan ser minimos y
no tener pérdida significativa en su actividad germicida.

- No debera ser téxico a humanos ni animales.

- La proporcién debe ser uniforme en su composicién, de
manera  tal que los ingredientes activos estén presentes en
cada aplicacion.

- Deben ser efectivos frente a microorganismos sin necesidad de
variar la temperatura para mejorar su efectividad.

- El compuesto debe estar disponible en grandes cantidades ya
precios adsequibles.

Los agentes antimicrobianos m4ds empleados en Acuicultura son
el cloro, el formaldehido, el permanganato de potasio, verde
malaquita, antibiéticos de amplio espectro (oxitetraciclinas,
cloramfenicol). Estos compuestos se utilizan en forma
individual o en combinacién con otros compuestos con los que se
consigue un efecto sinérgico, presentando una mayor efectividad
que si son utilizados individualmente En este trabajo se van a
revisar las aplicaciones del cloro, el permanganato potdsico y el
formol en Acuicultura, ya que son los agentes quimicos
utilizados en la desinfeccién en el laboratorio Egidiosa, en el
cual se realiz6 la evaluacion de su sistema de desinfeccion.
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1.3.1.1 Descripcion.

El nombre de este elemento proviene de la
palabra griega que significa amarillo verdoso.
Fue descubierto por el farmaceiitico sueco
Scheele, en 1774, que lo describié como un
gas amarillo verdoso, de olor muy sofocante,
que en solucion acuosa se altera con el tiempo
y por accidn de la luz formandose cloruro de
hidrégeno y oxigeno. (Oulle J.,1973).

1.3.1.2 Propiedades.

Es un potente desinfectante frente a bacterias,
virus, protozoarios y hongos sobre todas la
superficies y en el agua, que se utiliza desde
hace tiempo en la desinfecciém de agua potable
y de piscinas (Sawyer and Macarty, 1967). Se
neutraliza con el tiosulfato de sodio. Las
soluciones acuosas del cloro son consideradas
como agentes oxidantes fuertes, siendo los
principales oxidantes el dcido hipocloroso y el
dcido clorhidrico/resultado de la reaccién de
sales como hipoclorito de calcio, Ca(OCl)2 e
hipoclorito de sodio NaClO:

Ca(0H)2 + CI2 = CI20Ca + H20.
Hay una serie de factores que pueden afectar

la eficacia del cloro en la desinfeccion. Asi
pues, la presencia de sélidos en suspensién
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proporcionan un sustrato para las bacterias
que ayuda a su proliferacién, dificultando la
accién del cloro sobre ellas.{La materia
organica reacciona con el cloro eliminando
sus propiedades desinfectantes. El cloro
residual puede reaccionar con el amoniaco
de tal forma que sus propiedades
desinfectantes se vuelven mds eficaces. |El pH

es un factor importante, aguas con pH bajos

" son mas faciles de desinfectar. El pH alcalino

ioniza el cloro y reduce su actividad
disminuyendo su penetrabilidad, (manual
Merck, 1993).

Cuando se trabaja con cloro se deben tener en
consideracién niveles de nitritos debido a que
pueden dar una reaccién falsa de presencia de
cloro cuando se analizan los niveles de cloro
con el método de ortotolidine ( Arellano
1990).

1.3.1.3 Aplicaciones

/En Acuicultura se ha hecho imprescindible la
utilizacién del cloro por ser un potente agente
desinfectante, soluble en aguas La clorinacion
es siempre usada en desinfeccién en los
mantenimientos de cultivos de peces,
camarones y moluscos (Meyer et al. 1976).

ISe ha utilizado a concentraciones que varian
entre los 20 y 200 ppm, aunque estas
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concentraciones pueden resultar inefectivas
para las desinfecciones de tanques y otros
equipos’ Estas variaciones en las
concentraciones recomendadas por los
distintos autores estdn en funcién de los
factores mencionados anteriormente (materia
organica del agua, presencia de sélidos en
suspension, pH, caracteristicas de los
patogenos, ...) y de los tipos de producciones.

En el cultivo de moluscos, se hace cloracién
no solo para la limpieza y desinfeccién de las
instalaciones. Es un método utilizado para la
depuracién de las conchas con el fin de
reducir la contaminacién bacteriana e
inactivar organismos adheridos a la misma
(Blogoslawski, 1979: Duncan, 1964).
Blogoslawski (Blogoslawski, 1979) considera
que el uso del cloro es menos eficaz que el
ozono o las radiaciones ultravioleta, pero por
el bajo costo y facilidad de manejo,
recomienda su uso rutinario en la
desinfeccién de facilidades dedicadas al
cultivo de ostras y mejillones.

Segin Robertson (1993), para minimizar la
contaminacién y los problemas de
~enfermedades en los laboratorios de larvas,
todas las lineas de agua y' las lineas de
suministro de aire deben ser esterilizadas por
lo menos cada 3 meses mediante la utilizacién
de agua fresca clorinada a concentraciones de
200 ppm. Sin embargo, en el caso de hongos,
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Lightner (Lightner, 1993) considera que , el
hipoclorito de calcio a concentraciones por
debajo de 100 ppm. resulta un tratamiento
inefectivo para la eliminacién de Lagenidium
spp- siendo necesarias concentraciones por
encima de 500 ppm durante méds de 24 horas
para que actiie como un micético efectivo,

Sorgeloos (Sorgeloos,1986) recomienda la
utilizacién del hipoclorito de calcio e
hipoclorito de sodio en la desinfeccién y
descapsulacion de los quistes de Artemia para
la eliminacién de bacterias antes de su uso
como alimento en los tanques de cultivos de
larvas. También se ha probado la eficacia del
diéxido de cloro en el control de Vibrio
parahaemolyticus en instalaciones de cultivo
de Artemia  considerando este compuesto
como un desinfectante potencial para la
Acuicultura (Puente et al., 1992).

1.3.2 Formaldehido:

1.3.2.1

Descripcion:

El formaldehido (HCCHO) fue preparado
por el quimico ruso A.V. Butlerov, en 1859
(mencionado en Othmer, 1964). A
temperatura ambiente es un gas de dificil
manejo. Posee un olor fuerte picante y muy
irritante para la mucosa de los ojos, la nariz
y la garganta. A temperatura baja se
condensa en un liquido transparente y movil.
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1.3.2.2  Propiedades e

“ Las soluciones del formaldehido son
ligeramente 4cidas, con valores de pH
comprendidos entre 2.5 y 3.5. Esta acidez se
debe a indicios de 4cido férmico. Se
comercializa en forma de solucién acuosa al
37 % , lo que se conoce con el nombre de
formalina? Sus soluciones no pierden sus
propiedades antimicrobianas en presencia de
materias orgdnicas y los agentes no son
corrosivos para los metales, pinturas y telas.

vwUna solucién del 1 al 10 % se emplea
normalmente como desinfectante, (manual
Merck, 1993).

1.3.2.3 Aplicaciones:

"En la Acuicultura el formaldehido es
utilizado comtinmente en el tratamiento de
enfermedades causadas por organismos
epicomensales, protozoarios, infestaciones
ocasionadas por hongos, donde resulta ser un
quimioterapeitico eficaz? Como
desinfectante, se recomienda su utilizacién en
locales cerrados. El uso de formaldehido esti
limitado pues no ha sido aprobado en
especies destinadas a alimentacién humana
por la FDA y la EPA (Hose y Lightner,
1980).
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En  piscicultura se ha utilizado, para
tratamiento de infestaciones por pardsitos
externos, aunque se deben tomar precauciones
pues su accion toxica es grande y puede
aumentar con el incremento de la temperatura
y ocasiona reducciéon de los niveles de
oxigeno (Bassiola, 1968). Las
concentraciones recomendadas varian segin
los autores. Schnick, 1973 recomienda su
utilizacién de 1000 - 2000 ul/litro por 15
minutos en banos de flujo constante, y
concentraciones de 167 - 250 ul/litro en
tanques (raceways) para piscinas por periodos
indefinidos; sin embargo, Bassiola lo utiliza
como formalina (30%) (Schnick and Meyer,
1978). En peces de agua dulce, se ha
observado que la combinacién del
formaldehido con verde malaquita es muy
eficiente en el control de Ichthyophthirius 'y
en peces de agua salada, para el control de
Cryptocaryon 'y  Brooklynella . La
combinaciéon de ambos compuestos presenta
un efecto sinérgico (Blassiola, 1968 ).

En el cultivo de invertebrados acudticos
incluidos los camarones peneidos, la
formalina ha ganado importancia como un
quimioterapeiitico (Jonhson, 1974; Schnick et
al. 1969).

Una revisién de los usos terapéuticos de la
formalina en los tratamientos de varias
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enfermedades de camarones penaeidos de
cultivo ha sido realizada por Lightner (1977).

La formalina resulta ser un t6xico para las
algas en tratamientos de 13.6 ul/ I, por lo que
no se recomienda la aplicacion de ésta en
piscinas que tengan un elevado "bloom" de
algas, debido a que provoca una disminucién
en la concentraciéon de oxigeno disuelto.
(Allison, 1962).

1.3.3 Permanganato de Potasio

1.3.3.1

Descripcion :

El permanganato de potasio s¢ presenta como
cristales de color purpura obscuro, casi opacos
a la luz trasmitida y con lustre metdlico azul a
la reflejada. A veces presenta apariencia
bronce obscuro. Es estable al aire (Babor
1965). Es facilmente reducido por una gran
variedad de sustancias. Sus productos de
reaccion depende de la acidez o alcalinidad de
la solucioén.

1.3.3.2 Propiedades.

La toxicidad del KMnO4 se debe a la
formacién del i6n MnO4-, que causa
destruccién celular por oxidacion. Reacciona
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rapidamente con la materia orgdnica y es
reducido finalmente a MnQO?2, que no es toxico
(Engstrom - heg . 1971). En solucién, al
contacto con materia orgdnica libera oxigeno,
que oxida a las proteinas, ejerciendo de esta
manera una accion antiséptica. Se utiliza
como bactericida, oxidante y astringente.

Se considera que el permanganato de potasio
en ausencia de materia orgdnica es
marcadamente superior en poder desinfectante
que el fenol, pero en presencia de fluidos
orgdnicos es casi inerte.

Aplicaciones.

Se ha utilizado como desinfectante y como
oxidante para disminuir los nivéles de materia
orgidnica en los tanques. En general se utiliza
en el tratamiento de aguas, para aliviar de
forma temporal la disminucién de oxigeno
(Tucker y Boyd, 1977). Lay(1971)
recomienda la aplicaciéon de 6 mg/l. de
permanganato de potasio si en la piscina de
peces se presentan problemas de oxigeno.

Como agente oxidante, actia oxidando
sustancias organicas € inorgdnicas y
eliminando bacterias, por lo que reduce el
rango de consumo de oxigeno por procesos
quimicos biolégicos (Lay, 1971). Sin
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embargo, también se puede provocar un efecto
contrario.

Varios autores han sefialado su efecto téxico
sobre el fitoplancton. A las concentraciones de
2-3 mg/l, son toxicos para el fitoplancton,
aunque no se observan disminuciones en los
niveles de oxigeno disuelto (Allison 1962 ;
Phelps et al. 1977). A mayores
concentraciones la destrucciéon del
fitoplancton reduce la produccién de oxigeno
en la fotosintesis y ademads, las algas muertas
sirven de sustrato a las bacterias (Fitzgerald,
1964 ; Kemp et al. , 1966).

Es efectivo contra bacterias gram-negativas,
eliminando el 99% de la poblacién a una
concentracion de 2 mg/l, tarbién presenta
actividad frente a gram-positivas, aunque esta
eficacia es alta solamente cuando los niveles de
materia orgdnica del agua son bajos
(Engstrom - heg , 1971).

Se ha utilizado para oxidar otras sustancias
utilizadas en la acuicultura como la rotenona
(Lawrence, 1956), y antimicina (Marking and
Bills 1975) cuando son usados como téxicos en
peces, convirtiéndolos en sustancias no toxicas
para los peces. También es efectivo para
elimar el dcido sulfhidrico y hierro contenido
en el agua, aunque su eficacia no estd bien
demostrada porque puede también oxidar
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otras sustancias (Welch, 1963 ; Willey et al.,
1064).

En cultivos de peces, se ha utilizado como
agente terapéutico en enfermedades de peces
es afladido a tanques de cultivo (Duncan
1974). Ensayos con permanganato de potasio
usados sobre peces nos dice que es
relativamente téxico para la mayoria de las
especies de peces, los valores de LC50 a las
24 - 96 horas para varias especies de peces
varian entre 2-4 mg/l, en aguas con bajas
concentraciones de materia organica (Duncan
1974), sin embargo si el agua presenta elevada
concentracion de materia organica, se puede
utilizar 4 - 8 mg/l sin perjucios para la
poblaciones de peces.




CAPITULO 1I

2. Materiales y Métodos

2.1 Materiales

2.1.1 Equipos

a. Estufa incubadora con regulador de temperatura.

b. Horno de secado y esterilizacién d¢ materiales de
vidrio, con rango de temperatura entre 40 y 250 °C.

c . Autoclave, para esterilizacion de medios de cultivos
via vapor de agua, con control de temperatura y presion.
d. Refrigeradora para el almacenamiento de los medios de
cultivos

e. Cocineta eléctrica, para la preparacion de los medios.

f. Balanza para pesar los medio de cultivos y sustancias.

g. Mechero de bunsen, como fuente de calor y
esterilizacion.

2.1.2 Materiales

a. Cajas petri de vidrio de 150 x 10
b. Pipetas graduadas de 10 y 5 ml.
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c. Fiolas graduadas de 1000 ml.

d. Tubos de ensayo de 150 x 16 mm
e. Picetas plasticas de 500 ml.

f. Vasos graduados de 500 ml.

2.1.3 Reactivos y Quimicos:

a. Medio de cultivo, agar marino
b. Agua destilada y esterilizada
c. Cloruro de sodio

d. Alcohol absoluto

e. Permanganato de potasio

f. Formaldehido

¢g. Hipoclorito de calcio.

2.2 Meétodos

Este trabajo se realizé en el laboratorio Egidiosa, con la
finalidad de evaluar la desinfeccién que utilizaban en ese
momento. La metodologia de trabajo fué adaptada de forma que
no se interrumpiesen o perturbasen las actividades cotidianas del
laboratorio. El trabajo se realizé en el ciclo #7 de produccion,
correspondiente a los meses de noviembre-diciembre de 1990.
Una vez realizada la desinfeccion, se realizaron muestreos de
control cada 4 dias después de comenzada la siembra. Las dreas
muestreadas fueron las tuberias de agua y aire y las superficies
del laboratorio de larvas (pisos y paredes). Dos muestreos mas,
solamente al inicio de la corrida, se realizaron en los meses de

abril y mayo siguientes.
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Preparacion de medios de cultivo.

Para el control del crecimiento bacteriano en las 4reas
desinfectadas se realizaron siembras en placas petri que
contenia el agar , mediante una siembra en superficie. .
El medio de cultivo utilizado fue agar marino, que
contienen todos los nutrientes necesarios para el
crecimiento de las bacterias marinas, incluyendo
minerales de composicién similar al agua del mar,
ademds peptonas y extracto de levadura, las que han sido
reportadas como la mejor fuente de nutrientes de las
bacterias marinas. Es considerado como un medio
universal, en el que se obtienen crecimientos de colonias
totales ( Manual DIFCO.1984)

Se pesaron 55.1 g del medio en polvo y se disolvieron
en 1 litro de agua destilada filtrada y esterilizada . Al
medio se le afiadieron'20 gramos de cloruro sédico, para
conseguir una concentracién final del 30%,
concentracion similar a la que tiene el agua del mar, lo
que facilitard un mejor desarrollo de las bacterias.

El medio fue disuelto por ebullicion y esterilizado por
calor himedo en autoclave a 15 psi, 15 minutos. Una vez
esterilizado el medio fue distribuido en cajas petri, en
alicuotas de 10 ml, solidificado a temperatura ambiente y
conservado en el refrigerador hasta el momento de su
utilizacidn.
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2.2.2 Sistema de desinfecciéon

2.2.2.1 Desinfeccién con cloro

La desinfeccidn se realizé en todos los casos
con hipoclorito sédico a una concentracién
final de 100 ppm. En los muestreos de abril y
mayo, se utilizaron concentraciones de 200

a. Cloracion de reservorios

Se llenaron los reservorios al maximo de
capacidad (200 toneladas) y se agregé
hipoclorito de sodio hasta alcanzar  la
" concentracion deseada. Una vez clorinados los
reservorios se procedié a la desinfeccién del
sistema.

b. Cloracion del sistema.

Se hizo circular el agua del reservorio
clorinado por todo el sistema (dreas de
fitoplancton, larvicultura, zooplancton y tomas
de agua) mediante bombeo del agua que se
encuentra en los reservorios previamente
clorinadas. Una vez llenas todas las lineas de
suministro de agua se dejé actuar al cloro por
un periodo de 24 horas, después de las cuales
se bombe6 agua de mar fresca para enjuagar



42

todo el sistema, hasta eliminar todos los
residuos de cloro.

c. Cloraciéon de pisos y paredes.

20 litros de una solucién de hipoclorito sédico
a la concentracion de 100 ppm fue distribuida
por toda la superficie, una vez terminadas
todas las labores del dia. Después de cada
corrida se llené un reservorio con 100
toneladas de agua y se afiadié hipoclorito
sédico a la concentracion fijada y se regaron
las paredes y pisos con la solucién, esta
soluciéon es dejada sin enjuagar, con la
finalidad de que el cloro permanezca
impregnado en las superficies.

d. Cloracion de tanques

Una vez terminada la cosecha se procedié a la
limpieza de los tanques, secado y posterior
tratamiento con hipoclorito sddico. Dos dias
antes de comenzar un nuevo ciclo de
produccién se realizé un nuevo tratamiento de
24 horas.

e. Determinacion de residuos de cloro

Esta prueba se la realiza después dela
desinfeccién, con la finalidad de detectar los
residuos de cloro existentes en el sistema de
cultivo. Se procede a la utilizacion del
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quimico denominado ortotolidine, el mismo
que al ser agregado al agua produce una
reaccion de color amarilla clara, que indica la
presencia de cloro.

Esta prueba es de importancia, debido a que
residuos de cloro existentes en las lineas de
suministro de agua puede ser mortal para las
larvas de camardn.

Desinfeccion con permanganato de
potasio y formol

La desinfeccion se realizé utilizando una mezcla
de ambos compuestos en la proporcion 1:2 (1 g
de permanganato por cada 2 ml de formol). La
cantidad de producto utilizado fue variable
dependiendo del tamafio de las instalaciones,
este criterio depende del personal encargado de
la desinfecciéon. La mezcla de estos dos
productos es considerado téxico, motivo por el
cual deben tomarse precauciones en el momento
de la desinfeccion.

'Se dej6 actuar por un periodo de 24 horas,

después de las cuales, se procedié a la
ventilacion de las instalaciones y coleccién de
muestras.

a. Desinfeccion del departamento de
algas

Se utilizaron 10 recipientes con 100 ml de
formol y 50 g de permanganato cada uno,
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distribuidos de forma homogénea por todo el
departamento.

b. Desinfeccion de las dreas de Artemia
y larvas

Ambas dreas estdn comunicadas, por lo que la
desinfeccion se realizé el mismo dia. En el drea
de larvas, de acuerdo con sus dimensiones, se
colocaron 12 recipientes con 200 ml de formol
y 100 gramos de permanganato de potasio
(Figura 1). Para Artemia, se colocaron 4
recipientes con 100 ml de formol y 50 g de
permanganato de potasio (Figura 2). Las
instalaciones se cerraron después del
tratamiento y permanecieron cerradas hasta el
dia antes de la siembra.

Desinfeccion con formol gaseoso

Las tuberfas de aire del laboratorio fueron
desinfectadas con la utilizacién de folmaldehido
(formol) en estado gaseoso. Esto se lo realizd
conectando directamente la botella que contiene
el formol al compresor de aire, ya que con la
ayuda de la succién que produce el aparato se
distribuye el gas por toda la tuberfa.
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Metodologia de trabajo

2.3.1 Toma de muestra

Se realizaron muestreos en diferentes sitios, con la
finalidad de estimar la eficacia de la desinfeccidn
realizada con los diferentes quimicos empleados. Los
sitios que fueron tomados en consideracién fueron las
tuberias de agua, tuberias de aire, muestreos ambientales
de los diferentes departamentos y del ambiente externo
del laboratorio, incluyendo también las superficies
desinfectadas como tanques, paredes y pisos.

Los muestreos fueron realizados con intervalos de cada 4
dias utilizando placas petri que contienen agar marino,
incubadas durante 24 horas a una temperatura de 32 °C,
para después observar la incidencia y crecimiento de los
MiCroorganismos.

2.3.1.1 Tuberias de aire:

La tuberias de aire fueron analizadas con
intervalos de 4 dias desde el inicio de la
corrida hasta el final de la misma, realizando
muestreos tanto del aire expulsado por estas
tuberias como de raspados de las mismas.

2.3.1.2 Raspados de las tuberias de aire

Se efectuaron en el tanque 8; este punto de
toma de muestra fue considerado debido a
que reflejara la trayectoria mas larga que
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recorre el aire por la tuberia desde el
aireador.

2.3.1.3 Anilisis microbiologicos de las tuberias
de aire

Se realizan haciendo un raspado en su interior
mediante el uso de isopos de algodén
esterilizado, inoculado inmediatamente sobre
cajas petri que contiene el agar marino, para
este fin se utiliza la técnica de siembra en placa
por estrias (Austin, 1991).

2.3.1.4 Muestra de aire:

Para muestrear el ambiente interno de las
tuberias de aire, se colocd directamente una
placa petri que contenia el agar marino, en la
salida de aire de la tuberia, alrededor de 15
minutos. Después se tapa la caja y se la incuba
a 32 C. (Carvaca,1989).

2.3.1.5 Tuberia de agua:

Con las tuberias de agua no se realizaron los
muestreos ambientales , debido a la dificultad
en la toma de muestra, solo se realizaron
andlisis de raspados internos de las tuberias.
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2.3.2 Muestreos ambientales

2.3.2.1 Departamento de larvas:

2.3.2.2

Los andlisis bacterioldgicos realizados en los
ambientes son representativas para evaluar la
cantidad y tipos de microorganismos presentes
en este sistema.

Para el muestreo correspondiente se escogié un
punto dentro del departamento considerado
como punto muerto, donde se colocaban las
placas de petri con el agar marin, previamente
preparadas, y se exponian estas placas abiertas
por un periodo de 15 minutos, después eran
incubadas a 32 C. para evaluar la concentracion
de microorganismos totales existentes.

Ambiente exterior:

En cuanto al andlisis del ambiente externo se lo
realizé justo en frente de la puerta de ingreso al
departamento de larvas, tomando en cuenta que
es el aire que en algiin momento ingresara al
mismo.

Este andlisis fue realizado para tener una idea
de la concentracion bacteriana en el exterior del
departamento, considerando al aire como un
transporte de bacterias de un ambiente a otro.
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El tiempo de exposicién de las placas de cultivo
fue de 15 minutos, después fueron incubadas a
32.°C.

2.3.2.3. Muestreo de la ropa:

Con la finalidad de encontrar otra posible fuente
de contaminacién ambiental, se realizaron
analisis microbiolégicos de la ropa del personal
durante la rutina diaria de trabajo. Esta toma de
muestra se realizé con la utilizacién de placas
petri con agar marino, exponiéndolas abiertas,
sobre las ropa de los trabajadores por intervalos
de 5 minutos. Luego fueron incubadas a 32 °C.
por 24 horas.

2.3.2.4 Muestreos de superficies:

Cuando se desea verificar que las superficies
previamente desinfectadas estin libres de
bacterias, se recomienda utilizar una torunda de
algodén estéril embebido con un medio liquido (
agua de mar esterilizada) que se frota sobre la
superficie a ser analizada. Después este isopo es
estriado sobre el agar de cultivo contenido en la
placa petri. Esto se realiz6 sin dilusiones de la
muestra antes de realizar la siembra. se lo
incubé a 32 C.por 24 horas..

2.3.3 Analisis de Resultados: {
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2.3.3.1 Interpretacion:

Para la interpretacion de los resultados se utilizé
como referencia el porcentaje del crecimiento
bacteriano sobre la superficie de la placa petri
que contenia previamente el agar marino, esto
fue realizado con respecto al area total de la
misma.

Esta clasificacion se la realizé con observacion
de la placa de cultivo, utilizando para la
interpretacion de los resultados nomenclaturas
de X, para expresar la concentracion bacteriana
presente. Este andlisis de resultado resulta
objetivo, debido a que se realiza una
interpretacén en forma cualitativa y no
cuantitativa. La interpretacién se hizo bajos las
siguientes caracteristicas:

X= Fue denominado como poco crecimiento
bacteriano, siendo éste un porcentaje menor o
igual al 10% del crecimiento bacteriano, en
comparacion con el drea total de la caja petri.

XX= Se consideré6 como un crecimiento
intermedio con un porcentaje de menor o igual
al 30%, en relacidon al crecimiento total de la
placa de cultivo, siendo este valor y el anterior
considerados dentro del rango de valores que
determinan una buena desinfeccion.
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XXX= Se clasificé a esta interpretacion como un
abundante crecimiento bacteriano, siendo este
clasificado como un porcentaje menor o igual
al 50% del crecimieto de la placa petri.

XXXX= Un maximo crecimiento bacteriano,
considerado como un crecimiento bacteriano
mayor al 50 %total en toda la placa de cultivo.




CAPITULOIII

3. Resultados

En este trabajo se realizd una evaluacién de la eficacia del sistema de
desinfeccion utilizado en el laboratorio Egidiosa, y por tanto una
evaluacion de los productos desinfectantes que dicho laboratorio utiliza.

Por la rutina de muestreo del laboratorio y la forma de recoger las
muestras, no se pudieron expresar los resultados de forma cuantitativa,
en términos de Unidades Formadoras de Colonias (CFU). Se hizo una
valoracidén subjetiva en base al crecimiento bacteriano. Se asigné una
cruz (X) a aquellas placas que después de la siembra mostraron un
crecimiento menor o igual al 10% de la superficie de la placa. Dos
cruces (XX) equivalen a crecimientos menores o iguales al 30%, tres
cruces (XXX) menor o igual al 50% de la superficie y cuatro cruces
(XXXX), mayor al 50%.

3.1 Analisis de resultados

3.1.1 Ambiente de la tuberia de aire:
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En las tuberias de aire la desinfeccién se realizé con formol
gaseoso. Como se observa en la figura 3, los niveles de
contaminacion del aire de tuberia se mantuvieron estables a
lo largo del ciclo de produccidon. La carga microbiana fue
elevada, dando valores iniciales de crecimiento intermedio
(XX) en el caso de muestras de ambiente y crecimiento
abundante (XXX) cuando se realizaron raspados de las
paredes de las tuberias. Las colonias de bacterias
consideradas como predominantes en estos muestreos
presentaron las siguientes caracteristicas:

Color: Colonias Blancas Cremosas

Aspecto: Son consideradas como pastosas

Forma: Mantienen su forma redondeada a simple vista.

La carga bacteriana fue mayor cuando se hacian raspados de
las tuberfas, lo que indica que las bacterias pueden
permanecer adheridas a las tuberias y que su eliminacion es
dificil constituyendo un foco de contaminacién. En ambos
casos se observd un pico de contaminacidn en la cuarta toma
(29 de noviembre), que pudo ser causado por repentinos
cortes de luz que apagaron el aireador, provocando una
absorcion del agua del tanque a la tuberia, causando una
contaminacion.

Los resultados mostraron que el formol no fue un
desinfectante enérgico para las tuberias de agua,y que
probablemente seria necesario utilizar desinfectantes mds
catsticos o corrosivos que desincrusten la materia orgdnica
y microorganismos fijados a las paredes de los tubos.
También de estos resultados se podria recomendar la
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utilizacién de filtros en la salida del aireador, de forma que
el aire entre libre de particulas que puedan ser portadoras
de microorganismos.

3.1.2 Raspado de la tuberia de agua

3.1.3

La desinfeccion de la tuberia de agua con hipoclorito sédico
a la concentracion de 100 ppm fue adecuada, como se
observa en la figura 4. La carga microbiana fue escaza en el
primer muestreo, aumentando paulatinamente hasta la
cuarta toma (29 de noviembre). Esto se debid a que sélo se
hizo un recambio de agua al dfa, lo que posibilitaba el
crecimiento de las bacterias en el agua acumulada en las
tuberias entre cada recambio. A partir de la cuarta toma
comenzo el doble recambio diario y se observé una ligera
disminucién en la contaminacidon de las tuberias. No
obstante, al final del ciclo de produccién la carga
microbiana en las tuberias fue elevada. Por sus
caracteristicas morfoldgicas se detectaron tres tipos de
colonias predominantes, aunque no se hizo identificacién
bioquimica, por no disponer de facilidades. Estas colonias
presentaban las siguientes morfologia:

Color: Colonias blancas azuladas, anaranjadas y cremosas
Aspecto: Por lo general las 3 eran pastosas.

Forma: Las azuladas se presentaban curvas, y las otras dos
de forma redondeada.

Raspado de pisos:

El hipoclorito de sodio fue un desinfectante eficaz para
pisos. Como se observa en la figura 5, los niveles de

P
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microorganismos en el piso después de la desinfeccion
fueron bajos. La carga bacteriana aumento
considerablemente con el transcurso de la corrida
presentando grandes variaciones entre las distintas muestras
que pueden ser debidas al movimiento del personal en las
instalaciones, sin adecuada desinfeccion del calzado. Sélo se
detectd un tipo de colonia, con las siguientes caracteristicas:
Color: Colonias blancas cremosas.

Aspecto: Pastosas.

Forma: Mantenian su forma redondeada, a simple vista y al
ser observadas al microscopio.

Raspado de paredes:

Los resultados observados en los raspados de las paredes
fueron incongruentes. Inmediatamente después de la
desinfeccién los niveles de carga bacteriana fueron
elevados, disminuyendo a lo largo del ciclo. No se ha
encontrado explicacién al respecto, aunque se pueden
interpretar los resultados bien como errores de muestreo o
bien como un fallo en el sistema de desinfeccion.

Tanques de Cultivo:

La presencia bacteriana en los tanques de cultivo, estd muy
influenciada por el suministro de alimentos necesarios para
el desarrollo de las larvas de camardn, ya sean estos
alimentos balanceados, algas y Artemia. La Artemia estd
considerada como uno de los mayores vectores de ingreso
de bacterias en los sistemas de cultivo. Como sélo nos
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interesaba conocer la eficacia de la desinfeccidon de los
tanques, se muestred la superficie de cuatro tanques
después de la desinfeccién y al final del ciclo, sin considerar
tomas de muestras de agua durante la corrida. El
hipoclorito sédico fue eficaz en la desinfeccién de los
tanques, siendo la carga bacteriana escaza después de la
desinfeccion. Al final del ciclo, la carga bacteriana fue muy
elevada, probablemente por la acumulacién de bacterias
llegadas al tanque por el alimento y por la acumulacion de
algas bénticas, que forman una pelicula adherida al tanque,
que sirve de soporte a microorganismos. Las colonias
predominantes fueron:

Color: Colonias azuladas y amarillas con bordes azulados
Aspecto: Pastosas.

Forma: A simple vista son redondeadas.

Muestreo de ambientes:

Las secciones muestreadas fueron Artemiia, algas y larvas.
La mezcla permanganato - formol fue eficaz como
desinfectante de ambientes. En el ambiente de las dreas de
larvicultura y Artemia, los niveles de contaminacién
siempre fueron mayores que los observados en el drea de
algas (figura 6). Esto se podria explicar porque las dos
primeras son dreas en las que hay mucho movimiento de
personal, sobre todo cuando empieza la alimentacién con
Artemia y porque se produce ventilacion cuando se quiere
regular la temperatura interna. En el drea de algas, con
poco movimiento de personal, los niveles de contaminacion
ambiental fueron siempre bajos. Unicamente aumentaron
los niveles en las tomas cuarta y quinta (29 de noviembre y
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3 de diciembre) debido a que el laboratorio tuvo problemas
de caida de algas y compr6 algas de otro laboratorio, lo que
implica movimiento de personal, ventilacion, nuevas fuentes
microbianas, etc.

La desinfeccidén con formol gaseoso de las tuberfas no fue
muy eficaz. La desinfeccion combinada de ambientes y de
superficies con la mezcla permanganato-formol y con
hipoclorito de sodio respectivamente dié buenos resultados,
aunque en algunos casos no se consigué reducir la carga
bacteriana, como en las paredes (XXXX), tanque 8 (XX) y
ambiente de larvas. Por este motivo se realizé un segundo
experimento antes de la siguiente corrida, aumentando la
concentracion de hipoclorito sédico a 200 ppm e
incrementando el nimero de recipientes con la mezcla
permanganato-formol. La desinfeccién de las tuberias de
aire en este segundo experimento se realizé con formol
liquido a una concentracién del 2%. En este caso sélo se
tomaron muestras al inicio y al final del ciclo. La tabla I
muestra los resultados obtenidos en’cada una de las
dreas/superficies/ambientes muestreados. En general se
observé una disminucidn de la carga bacteriana, mientras
que en los tanques 8, 11 y 12, en el ambiente de Artemia y
en el ambiente de algas, se evidencid la ausencia total de
crecimiento bacteriano. Este protocolo de desinfeccién se
volvié a repetir en el siguiente ciclo de produccion,
obteniéndose resultados similares (Tabla 2).
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ONCLUSIONES

La desinfecciéon en el laboratorio Egidiosa se la hizo utilizando varios
quimicos comunmente empleados. Estos quimicos son: Hipoclorito de
sodio, permanganato de potasio y formol. los mismos que fueron utilizados
para desinfectar diferentes superficies y dreas del laboratorio.

En el caso del hiplorito de sodio se utilizé para la desinfeccién de
superficies ( paredes, pisos, tanques y reservorios), a una concentracién de
100 ppm. Esta concentracién no resulté eficaz, debido a que no
proporcionaba una disminucion de la carga bacteriana en las diferentes
superficies desinfectadas, lo que provocé que se aumentara la
concentracién de hipoclorito de sodio al doble (200 ppm.) para las 2
siguientes corridas, donde se pudo observar en alguno de los casos una
eliminacién total de la carga bacteriana, en tanques y paredes. Esta
concentracion fue tomada como la aconsejable para las desinfecciones
siguientes.

La desinfeccidon realizada a las tuberias de aire., con la utilizacion de
formol en estado gaseoso, demostré que no fue un desinfectante enérgico ,
por lo que se utilizé un desinfectante mds corrosivo que permita eliminar
la materia organica incrustada dentro de las paredes de las mismas, por lo
que se recomendo utilizar formol en estado liquido, observandose que para
la tercera corrida realizada en mayo, hay una disminucién en la carga
bacteriana, por lo que se puede decir que la desinfeccién con formol en
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este estado resultd mas efectivo.

La desinfeccidn realizada con la mezcla de Permanganato de Potasio y
Formol resulté efectiva, aunque en el deparatamento de larvas, a
diferencia de los otros (algas y artemia), siempre se presentd con mayor
carga bacteriana. Después de esta desinfeccidon se realizarén dos
desinfecciones mds, y se pudo observar que al aumentar el nimero de
recipientes que contenian esta mezcla la desinfeccién para los tres
departamento fue buena, disminuyendo la carga bacteriana a su totalidad.
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1. Se debe establecer una rutina de control microbioldgico, con la
finalidad de conocer la incidencia bacteriana causante de enfermedades o
problemas patoldgicos dentro de un sistema de cultivo de camarén; esto
nos permitird realizar una cuantificacién e identificacién bioquimica de
las bacterias y poder establecer un diagnéstico .

2. Realizar bioensayos que nos permitan determinar las concentraciones de
los quimicos y antibidticos utilizados en una corrida de larvas de camardn,
y asi evitar el uso indiscriminado y posibles problemas de resistencia de
los patégenos.

3. Se deben realizar sesiones de trabajo con el personal de planta del
laboratorio e instruirlos en la importancia de realizar una desinfeccion,
explicindoles las distintas medidas de precausién que deben ser tomadas en
consideracién dentro de la rutina de trabajo.

4. Después de este trabajo se decidié realizar las desinfecciones de las

tuberias de agua y superficies (reservorios,tanques, pisos, paredes) del
laboratorio con hipoclorito de sodio a una concentracién de 200 ppm. Una
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concentraciéon mayor puede ser tomada en consideracion, pero
econémicamente no es factible.

5. En cuanto a las desinfecciones ambientales, la desinfeccién de los
diferentes dreas resultaron con bajas concentraciones bacterianas, pero la
utilizacion de la mezcla de Permanganato de Potasio y formol, resulta muy
téxico e irritante para las personas que realizan la desinfeccién, asi que es
necesario buscar otra alternativa de desinfeccién de ambientes.

6. Se recomienda realizar las desinfecciones de las tuberias de aire con
formaldehido al 2 %, debido a que desprende todo el material adherido a
la tuberia, asegurdndonos una disminucién bacteriana en la superficie de
las mismas. Es aconsejable ademads colocar un filtro de 0.1 micras en la
tuberia principal que sale del aireador, para asegurar que el aire que
ingresa €s puro

7. Establecer dentro de la rutina diaria del laboratorio la desinfeccién cen
hipoclorito de sodio (200 ppm.) de las diferentes dreas antes y después de
iniciar las labores, colocando ademas en el ingreso del las dreas una gabeta
con cloro, para desinfectar las botas del personal y evitar la transmisién
bacteriana de un departamento a otro.

8. Se deberia realizar un estudio con base estadistica que permita analizar
mejor el problema de la contaminacién existente y efectuar asi una buena

desinfeccion.
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