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RESHMEN

Papa deisrminarc  $i 0 gxiste una influsncia  de tos

antibidbicos, &N runs del camarden, an lo gue reepscha a

my capasidad de pesistencia v osu biometria, se rEal i Earon

prusbas en el mamarer marino Feanasus yannames (Desde misys

| hasta posblarva 1),
Sa  pomareon  datos  de sy L vEnTl PES0, Lol bud
refalotoraicas con rostram (LERY, Longidtud cefalobtordsica

hanto

i rostrun (LOEY v ose reslizaron pruebas gl shress

dea bemperabura (TP0) como e smalinidad (8%03.

Beo owkiliad D8 TE 1o ensavos  dos antibisticos, el

sloranfeninol v o®l furazolidona. En cads antibildébico se

utilizéd tres concentracinnes, siendo para @l Furazolidond
B.5% ppm como conceniracien minima  (TLY, @75 pom oomd
concentrecian media (TR oy 1.8 ppm como conoent raslsn
masima (T3y. Para el Clovanfenicol 3 LW ppm como minlma

roncentracisn (T1y, $.5 pem oono concentracten media (T2

v LE L E ppm sTenna concentracisn manima (Th).

Bl wso de las concentraciones de 1o tratamisntos wo oy
Eraes  (T1 oy T3y fusron resultado de sondeo en diferentes

iaboratorios de la Peninsula  de  Sta. Elena ¥ cle datos



sncontrados &0 la literatura. Se debtsrmind gue no eriste
una influencia de la calidad de nauplios, va gue estos 00
de similar caracteristica, =% decir provinieraen de wuna

mimma fusnbe.

Lo rasul tados gdemostraron, N TRY= non gl L4 ol
concentracionss mavoras de los antibisticos (TE) se obtisne
mavor supsrvivensia, siendo dirdciamente proporcional la
concenhracion cles t antibiation T raspento a ta
sobrevivencia al final de los snsayos, asbo fue igual para

1os dos antibidticos (P= @, 1),

El peso de las larvas noe fus atechados por la aussanolas o
prasassncia el aﬁﬁihiétiam y bampooo fue afectado por las
concentracionss de los aiasncs (P @.1).

Er el caso de la Longitud cefalotorddice con rostrum (LGRG

fanto para @l furazolidons v el cocloranfenicol, no  fue

significativamente, sisndo =21 control igual gue
Tmes tratamientos (P=E.i).Para el caso del Furszolidonsy los
resulbados del control fue significativamsnte mayor su
tongitud con respecto 2l tratamiento tres, siendo igual a
1o Srabamisnbtos 1 v 2. F=¢.1). Con sl clovanfenicol =21

controdl mantuvo una dgualded de longitudess con respecto s

los Lres bratamientos. (Ps=E.ld),




Er las pruagbas de resistencia al shraess, tanbto de salinidad
(Balnel como de temperatura (T°0), @8 encontrsd gus el
rontrol mantuvo significativamente mayor restebtencia gue
tratamientos v de esias la mayor resistencia entre los

rratamientos fus la concentracidn minima o Tha

Determinande, por o tanto gue si existe una influsncia de
loe antibidticos sobre las larvas en sstos metadins (Mysis
1o PLYS 1) disminuyendo su capacidad de resiabencia v por
pnde a una pesible no adapbacidn a condicionss adversas &n

el medio, aspecto gue reguierse mayor investigacion.
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INTRODUCCION B .

Investigaciones realizadas sobre el efecto gue produce los
antibioticms sobre los organismos bio-acduabicos, en gsbe
caso @l camarsn son auy pocos. Efectusndo bio-ensayos pars
determinar algunos efectos sobre larvas de P. vannamei. En
pete estudio se efectuaron un ensayo y tres réplicas por

rada antibidtico.

Lms snsayons se realizaron de dos en gdos, es decir ocho

potellas por cada corrida. En el tangue solo se podia

mzntensr ocho botellas a la ver o sea un ensayo y UnRa

réplica, realizédndose en total dos corridas por antibidtico

o lo que 825 Lo mismo cuatro ensayos por cadas antibidtico,
' T

Cada ensayo consta de de tres tratamientos (71, T2 v T3) ¥y

un contrel respectivo.

Sp usaron dos antibidticos ( Furazolidona y Cloranfenicol
1s lps cuales fueron selaccionados para sste estudio, por
sus propiedades vy su frecuente uso an tratamientos de

organismos acuacuwliurales.
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Los  tratamientos de  los ensayas SO0 standares, oon
concentraciones de @.5, #.75 vy 1.4 ppm de furazolidona y de
1.4, 5.5 y de 1#.4 ppm de cloranfenicol para T, T2 ¥y T3
respectivamante, acompaiado los tres tratamisntos con un

control (C) el cual no btiene antibistico.

£l procedimiento wbilizade en los ensayos =29 gimilar al
aplicado en los laboratorios de produccisén de larvas de
camarén y en parte aplicado en el laboratorio de larva de
la Escusla Superior Politécnica del Litoral (ESPOLY an =]
cual s realiza este trabajo de investigacidn. Cabe sedalar
que el cloranfenicol no es utilirado como tratamiento en la

ESPOL

En los ensayos e usa larvas en estadios de misys Ly
sometiéendolas a las concenbtraciones de los antibilsticos en
el trapnscurse de los estadios misys 1, 2 y 3 pasando &
postlarva 1, durando aproximadamente tres dias en forma
constantes; excephto un ensayo que duro 1F horas mas e 1o
normal .

La regularidad del tismpo en gue se demoraron las larvas de
lns ensayos se debidé principalments a que la temperatura s

mantuvo mas o mnenos constante durante todo 21 ensayo

-

(27 .5%0 £1°0C).
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Se bomé en consideracidén para hacer una amvaluacidn en 1o
posterior de los efectos de los antibisticos sobre las

misys lo siguiente:s

Ay La Sobrevivencia Final, para lo cual se sembrd 70 misys
por litro, &n recipientes de fres litros con un total de

miays sembradas por botella de 21@.

) Peso promedio de las misys sombradas fanto inicial como

fimal svaluando el incremento en peso.

£y Las longitudes, para 1o cual se media la longibud
cefalotorarica mas e} rosirum  (LECRY ¥ la longitud
cofalotoracica sin el rostrum (LER), con la ayuda de un
microscopio marca Nikon el cual consta de wn ogular con
escala (B — 1@E UM) para la lectura de las dos longitudas.
Tomada la LOR v LCE tanto inicial como final =e delermind

2l incremento por longitud.

0y Por Gltimo, se determiné la resistencia o vigorosidad de
las larvas {(control y traztamisntos) aplicando prusias de
stress de salinidad y temperatura.

Las prusbas de sbress se realizaren una ve:r terminado el
bratamiento de las larvas, despuss de tomar el peso y las

longisudes.




i9
£n una tarrisna plastica de 258 cc, las cuales va estaban
preparadas Con agula ys sea a la temperatura o salinidad
adecuada para la realizacian de dichas prusbas, se coloca
i postlarva por cada tarrina y despues de cierto tiempo se
determinée la sobrevivencia por cada tarpina, realtizandose
dos o tres veces cada prueba.
£l sistema on el cual se realiza los ensayos consta e
recipientes de vidrio de tres litros (botellas), contenidos
mn un tangue de fibra de vidrio el cual se wusa COmMO
recipients para el bafo Mariay el agua del tangue e fibra
era calentado con cuatro termostabtos de 8@ o cada uno gue
s mantenia prendido las 24 horas del dia.
El agua se la btoma del Gimtema Central de Agua del area de
larviculiura, la cwal &ra precalentada en la cisterna o
rESERTYOTLo, 2550 tambien  ayudaba a tener sienpra

temperaturas consbtante e2n el sistema del snsayo.

Los antibidticos se suministraban, 20 forma de solucien,
para lo cual se preparaba una solucién madre, desde la cual
s@ agregabas la concentracien deseada en los respechivos
tratamientos. La solucién se la hacia por gdilucidn del
antibistico en agua filtrada.

Lz alimentacidn, recambio vy la concentracion de EDTA se
usaba sesgon tablas gue e ﬂpergba en el laboratorio sn el

momento de realizar los @NERYO0S.



CAPITULO N©@ 1

1.1 RESERA DE LA MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA

DEL CAMARCN PENNAEUS.

La morfologia y fTisiologia de los
camarones peneidos s muy extensa,
@studio de varios textos y por muchos
investigadores, se hard una sintesisde
su estructura tratande de tomar los
principalesaspectos, para locual se lo

ha dividido en :

MORFOLOGIA ¥ EXOESQUELETO

El genero de los Penasus, son crustaceos
decédpodos de simetria bilateral,
teniendo su cuerpo protegide por un
gsqueleto externo segmentado formado
por quitina, este esqusieto externo
denominado exoesqueleto, esta dividido
en dos regiones, la primera el

cafalotorax (de una solo piezal y el



ahdomen (de varias pieras articuladas),
@] abdoman 25 flexible £n las
articulacioneas para permiktie @l
movimiento. Los peneidos presentan en su
caparazén incrustacionss de pligmentos
cono 1z astaxantina de coloracidn azul y
ios carobenoides de varios colores. Las
branguias 2stan alojadas en dos camaras
branguiales situadas a ambos lados del
cuerpo en la regién del cefalotoran y
par debajo del exoesqueleto. El agua
gntra por debajo del caparazén, por las
articulaciones de los periopodos y sale

hacia la cabeza.

E1 movimiento ritmico de los psriopodos
permni te una mayor circulacidén del agua
por las branguias por lo tanto una mejor
prigenacidn.

Las branguias tienen una gran
superficie; eskta gran superficie permite
al intercambio de gases, iones v otras

sustancias guimicas con el agua.




Loz crustaceos pusden sobravivir grandes
periodos fuesra del agua siempre gue
tengan humedad suficiente &8 las

branguias.

MUSCULOS Y LOCOMOCTION

FTodos  los  corustiaceos decapodos  son
benténicos {(a excepcion de aléunoa
camaronas planténicos). Los peneidos son
dacipodos nadadoras, utilizando el
abdomen para movimiento rapidos,
contravéendose rdpidamente utilizando a1

Altimn segmanto CORO TEmo.
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Figura N® 1.1
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Figura M® 1.3
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APARATE RESPIRATORIO

La regpiracian sa realize a través de
las Dbrangquias. Las Dbrangquias estan
mituadas a ambos lados del cefalotoran,

por debajo del exoesquelato.

Esta disposicien forma dos cémarvas
branquiales a los

lados del cusrpo, por donde circula =1
agua desde atrds v sale por la cabsra,
En gengral tieng de & 2 26 pares de

Dranguias.

SISTEMA CIRCULATORIO

Lla oirculacidn es abisrta. La sangrs
zale del cOorazan {dorsall,
distribuyvéndose por =1 cuerpo, dondse sea
zutravasa e inunda los tejidos, lusgo
vaelve al corazén pasando poer las
branguias, donde se oxigena.

ia B AGEE ce las peneidos =k
incoagulable. Las Hnicas células
pressntes en la sangre son los glébulos

hlancos.
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Fl pigmento respiratorio, hemaocianing

{gue oonbiens ocobiral, s sEnousntra

diguelto 2n &l plasma.

Figura M° 1.3

Morales pg. 154 Fg.o 31

Corte Longitudinsl Visbta Lateral (A) v Vista de Arriba (B

kS

REGULACION OSHMOTICA Y EXCRECION

Er lzs altas salinidades wsarinas, los
penaidos 0N nesnoconformes
{ommoreguladorssy, ss decir, adaptan su

conceantreacidn sanguinsa s la de2l mar.
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Sip embargo los gue viven n maEnoras
salinidades tienen que sandtener wna

mayor concentracidn de la sangre que la

cel medio.

Los organos excrebtores son las glandulas
de las antenas. S encusniran en la
cabeza v desembecan en la base de las
antsnas. Sin embargo la mnayor parte del
nitrdgeno se excreta por las branguias.
El pnitréogerny se excraeta en forma de
amonizco (NH4+), principalmente, owido
de  trimetilamina  y ursa, 5 MEnor

proporcisn.

APARATO DIGESTIVO

Comon regla genaral los pensidos  son
garnivoros-omnivoros vy se alimentan de
roche.  Pusden alimentarss de presas
vivas capiurados por ellos o de aninales

mieErbos.

lLa boca estd =n posicién ventral,

aconpanada g madibulas (apandices
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masticadores), un eséfago corto lleva el
alimento al estdémago, gue estd dividido
an dos porcionss o camaras separadas por

un estrechamianto.

n la primara camara (sstomago
gastrico), el alimento es {riturado
gracias a un sistemaz llamado “"molioo
gastrico’. En la sEgLNoda cAmara
{estdmago pildrico), ocurre la digestidn
de los alimentos =1 estomago géstrico vy
la mitad del pilérico sstan forrados de

auitina gue se cambia con cada muda.

El alimento se trocea en la boca v pasa
al pstémagn gastrico. lLas paredes del
estémago gastrico son musculosas vy
forradas interiormente chen gued b ing,
ademas de poseser tres dientes opussios
uno contra otro (nolino gastricol. Agud
gl alimento es triturado v mezclado a un
pH de 7-8 con las enzimas digestivas
procedentes de las parsdes del estomago,
lo gue le da una fina consistencia. El
alimento RS despuds al 2stomagn

pilérico gue estd foreado por paredes



plegadas constituvendn wun verdadsro
fFiltro que conduace =21 alimento a las
gecrecionss del hepatopéncreas. 56lo las
particulés finas pasan por el fTiliro
para ser  digeridasy las particulas
mavarss vuelven al sstomago gastrico.
Leas paredes del estamago pilérico son
musculosas para ayudar a pasar  los
alimentos por entre los filtros., El
Hepatopancreas BEGTEQE BNEIMmas que
cligigren las proteinas (proteasas),
carbohidratos (amilasa, celulass,
guitinasas) y  lipidos (lipasal. =1
alimento pasa al intestino cuva primersa
parte es, probablemente, asbsorvido.

El alimento no digerido es eliminado =20

las heces.

Las beacterias y los protozooarios que
viven en a2l tubo digestivo contribuyven a
la digesbidn del alimento, sobre todo,

de celuloss v guitina.
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SISTEMA NERVIOSG ¥ SENTIDOS

El sistema nervioso de loe pensidos es
ganglionar. (animales profostomos) .
Tncluye el encéfalo v los ganglios gus
s gucaden a lo largo del cusrpo hasta
@l Tinal del abdomen,

El primer ganglio ventral insrva la boca
v sus apgndices. En el cefalotoray, los
siguientes ganglios inervan cada uno oun
par de patas. En el abdomen hay un

ganglio en cada segmento.

El zentido de los ojos reside en los
gdos  compuesios.  Las  antenas  tiensn
funcidn oclfatoria (teteccidn efem
sustanciss disueltas en el aguwal. En la
base de las antenas se encuentran los

organos d2l equilibrio.

APARATO REPRODBUCTOR

Los sexos son siempre separados, v oon
diferenciacidn externa.
Los peneidos tienen dos génadas situadas

gn 2] cefalotérar, cercas del corazén. En
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1os machos los conductos desembocan en
2l primer par de dpendices abdominales,
que  estan  transformados  en srgancs
copuladores. La fecundacion es externa,

la puests prosigus a la fecundacidn.

RESERA SOBRE EL CULTIVO DEL CAMARON

Penasus vannamei EM  LABORATORIO

En =1 cultiveo del P, vannamei en
laboratorios hay bédsicamente dos
téonicas: 2] mebaedo Japonés en 2l cual
se ubilizan tangues entre DEE - 253 TH
(m3), esbte mebtido es extensivo oo
densidades de cultivo entre 3 — L@
nauplios B litrog v @l mztado
Galveston, en el cual los tangues son
peguefios de 2 TM (m3), =s

n sistema  intensivo con densidades
mayores & 1638 nauplios por Litrog
tambien existe =21 método semi~intensivo
que reasultd de la combinacidn del metédo

Japonégs v Galveston,.



El  mé&todo semi-intensiveo es el mas
utilizado en el Ecusdor, con densidades
madias v capacidad de los tangues sntre
T o~ 2 TM.

A continuacidn sg describird =21 smetodo
gue g2 lo uwtiliza més frecusntemente en

nuestro meadios

TOMA ¥ DISTRIBUCION DEL ABUA

El laboratorio para 1la prodeccién de
Fostlarvas de P. vannamei debs conbar
con wna linsa de toms de agua dirscta
del mar, ests agua pasa por dna seris de
filtros de grava, arena y filtros de
capuchones, lusgo es almacenads &n un
reservario donde es calentada para ser
usada directamente en los ftrangues de
larvas.

la actuslidad se egta wbilizando un
gistema llamado "well-point" con 21 cual
se disminuys 21 uso de filtros, va que
viens previamente filtrads el agua de
mar, 21 calentamisnto pusde ser con un
intercambiador de walor con lo cual el

agua s la calienta g la temperatura
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requerida directamente sin la necesidad

de ser calentadas en las cistermnas. (IP).

CONDICIONES AMBIEMTALES

Los pardmetros fisicos-guimicos, que
daben S@T cunsid@radﬁs SO la
temperatura, que debe estar en Z2B°0 &
1°C , la salinidad , entre 25 — 30 ppt
el pH entre 7.6 - 8.2 , siendo el éptimo

Bl

DISTRIBUCION DEL SISTEMA DE CULTIVO
£ sistema de cultivo esta distribuido

@mp areas 0 secciones, estas sO0n:

Larvicultura, =2n lz cual consta de los
tangues de cultive de la larvas, con sus
regpectivos sistemas de distribucien de

agua, aire y calentamisnto.

o
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Algas, agui s donde se cultivan micro-—
alygas (fitoplanton) en fTorma de mono-
cultivos, teniendo LI metodologia
patréan gue poar lo gensral variz de un
laboratorio a otro, pero consarvando los
mismos principios de cultivos  mono-
algales, e=ntre las principales algas

cultivacdas e han Chagtoceros 56 4

Skaletonemas =p, letraselmis spp, entre

obros.

ARTEMIA, en 21 area de sasrtemiaz se
cultiva, ©on propdésito de dar
alimentacidon & 1z larva, un peguelo
crustiaceo llamado Artemia sppi el cual
as  rigo en lipidos. Bu cultivo es
gsimple, &2n un recipients cénico con agua
de mar se colocan entre 1 - 2 gr. de
cyastos de artemia por litro, s8 da
aireacidn continua durante 24 horss con
luz, procediendo luego a2 su cosecha para
suministrarlie a las larvas.

Existan obtras zreas dependiendo de los
laboratorios £ CHRD Microbiologia .

Maduracian , etc .
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RUTIMA DE RECAMBIO DE AGUA

Los  recambios  de  agua 82 realizan
dependisndo del =stadio de las larvas,
sisndo de iz siguiente ruting de
recambio la wbilizado =2n el laboratorio
donde se realizd este trabajo de tesis
{ESPOLY v la misma que s usé en el

BRSAYO.

Mawuplivs s @ % de recambio

Misvys 1 2 56 % de

recambio

Zoma 1 5 ¥ de recambio

Misys 2 @ &% % de recambhio

fosa 2 3 % de recambio

Misys 3 ¢ 7@ % de recambio

Zosa 3 5 ¥ de recambio Pl's
*1

La %Drma e recambio de agua pueds ssr
de dos formas dependiendo del sistema:
21 vracambio continuo, s decir de Tlujo
continueo o =21 de recambio tradicional sn
2l cual se baja los niveles y lusgo se

vuslve a llenar haste el nivel original.



ALIMENMTACION DE ESTADIOS LARVARIOS

L& kb ina cle alimentacidn =1 un
laboratorio as la siguiente:

Ern los estadios de nauplios (59) no se
alimenta, puss =2stos se mantiensn con
las reservas vitelinas, en los sstedios
de Zogas (3, se alimentan de micro-—
algas (fitoplancton), entre estas las
diatomeas ¥ fitoflageladas
principalments. Se desarrollan para esto

cultivos puros de estas (Chaetoceros

znp, letraselmi spp, Skelestonema spp,

ehc.) en concentracionss gue dependsn da
la especise de alga wbilirada en 1a
alimentacidon S@EGEH — 15@GHY cell/ml, de
peta forma se controla la poblacion de
algas an @l tangue (Bimén 1978), =&n la
actualidad  también s= alimenta con
plancton artificial por sejemplo =1 BP,
gn concentraciones que depende de los
varios Lipos tles alimsnto gpLie s

suministra e2n los fangues.
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En los estadios de misyes la alimentacién
del camavén varia, de acuerdo 3 su
habito LA E 25 mas carnivoro 0
zooplanctdénico, siendo &l principal

alimento de las misys, la Artemiaz spp @

suministrandosela de varias formas, por

violuman en lo cuwal se agregs Aritemis

[ H

hasta fensr une corncentragidén de P
nravplios de  artemiz  por  centimetro
oibico o por biomsss en 21 cual se
alimenta dependiendo de una +tablz de
consumnsg diario de nauplios de Artemia
por cada larva de camardn, por 2jemplo
para el 2nsayn se uso o siguiente

domificacidns

en Misys 1 : 14 nap art/larva - diaz
para Misys 2 ¢ 25 nap art/larva - dia vy
para Misys 3 1 35 nap art/larva - dia.

También se slimentd con algas pero en

MENares concentracionss.

Ern los estadios de postliarvas Se
alimenta con nauplios de artemia de
igual forma gue en mysis yv/0 alimento

artificial.
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Los nauplios mudan seis veces en treinta
v seis horas, y pasan el M % a la
forma de Zoesa; la Zosa auda tres veoss
en cinco dias v pasan a misysy las misys
muda tres veces snbtre tres a cinco dias
v pazan a la forma de postlarvag la
postlarva muda veinte vecoss &0 treinta
dias hasta llegar & medir 2 om
zesme jandose al adulto (Bardach £t al.,
1972 ¢ Shigueno 197% 3§ Hadinazga v

Eittaka 12466, 12467 5 Idyll 1963 ).
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DESCRIFCIONM DE EQUIPDS Y MATERIALES

UTILIZADOS.

Los eauipos Y materiales g = e
wbilizaron durante el ensayos fueran los

shguisntes:

~ Wn tangue rectangular de fibra de
vidrio, COHRE bafo Maria e lasy
siguientes dimenciones: 2.9 mts. de

largon por #.668 mts. de ancho por #.40

mbts. de profundidad. (Fig. 2.1)

- Trece botellas de vidrio de capacidad
de 4 litros, las cusles sstén cortadas
por el fondo y selladas por el pico con
un tapén de cauvcho S%, recubierto en
ambos lados con silicén, la capacidad de
ubilizacidn de las botellas era de tres
litros, para 1o cual se las sefalaban

con marcadoras peramangntes a prusba de



4.
agua ¥y se lae colocaban ebhiguetas con sus
raspectivos cddigos.

b

Figuen BN 2.1

2,50 miw

N

[ V
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e rejills de 2.48 mis. de largo por
GELEE mbs. de ancho con patas  de Gﬁ?@
mbts. oo alturas, consta de once orificios
e un diametro de 158 oms. oy una
gseparacidén entre orificio de 3 cms., =1
material de la vejills ers de plywood v

e

wnido con glavos. (Fig. .32

2,40 cnls s
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- El agua se tomaba directamente del
sistema general de larviecul tura, la cual

ara Lemp2rads.

~ La aireacion se btomaba del sistema
general de aire, an a2l ares de artemia,
sm 1z tomaba de una valvala de % ode
pulgacda .

----- ra linea de B salidas, 2n un ftubo de
Yo pulgada de PVD de presidn, el cual en
un extrems tisne un adaptador e % oa %
puloadas v el obro artramg sallado Con
wn tapdén de caucho de 0% pegaco,  oo0n
meho valvulas de 3716 de pulgadas de

didmetro interior. (Fig. 2,30

-

Figura 2.3

/
1
/
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- fPeho lineas de aire, gque constas de
mangueras de plastico para acuario de
E/16 pulgadas, con piledras difusoras

PECURRa S .

- uatro termostatos o calentadores,
Supreme Heetmaster Mod I1 de longitud
total de 12 pulgadas v de 1# pulgadas
el  tubo de wvidrio, de (68 watis,

corriente de 118 ~ 138 voltios/ &0 Hs.

- Un microscopio marca Nikon.

- lna thalanza analitica marca Mettle.

- Antibioticos W guimicas, @l
cloranfenical v la furzzolidonz gus son
los antibioticos ussados en los ensavos
comn parte del estudioc, otros guimicos
como 21 cloro en forma de Hipoclorite

de calcio v EDTA de segundo grado.

— Misvs, las cuales fusron obtenidas de
Los tangques cle larvicul tura elel
labhoratorio de la EBPOL, excepto solo en

gdos ensayos gue se utilizs misvs de
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laboratorio privado Larvamar.

- Recipientes de plasticos de 568¢ co v

e 230 co.

B - Vidrieria, &N la cual constans:

fiolas, pipetas, heakers, pipetas
pasteur, cubre-objetos, porta—-objetos,

probetas, ebo.

e Fguipos de calidad cie BOUA 4

termomatroas v salindmedro.

- Lin reloj
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2.2 COMPORTAMIENTO V EFECTO DE LOS

AMNTIBIOTICOS ENM ORGANIEMOS ACUATICOS

Como bien sabemos los antibidticos que
s eshan utilizandoy entre” estos el
cloranfenicol y la fura-olidonay fueron
utilizadﬁﬁ primsrg para el usa en
humanns v animales terrestres, poco ssa
mabhe sobre @l resl comportamiento que
estos guimicos  tiensn en  organismos

aCUuaticos.

Los antibidticos usados en animales v en
frumanos afectan los componantas
celulares de la sangre, se sabe gque =1
cloranfenicol causa el deterioro de los
corplisculos celulares de la sangre.
(Breutzmann, H., 1973} (bautz 1946

Faler 1962).

Cuando los organismos son tratados con
antibidticos en corto tiempo, apenas si

s8 producen danos, se ha detscitado

retrasn en el corecimiento, hasta la

restitucidn de 1z fiora bacteriana

inteatinal, que ha sideo eliminado en 2]
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tratamiento (principalmentes &
tratamientos con piensos medicados).

En tratamientos L2000 antibidticos
demzsiados largos pusden pressntarse
efectos btéxicos como la variaciéon de la
hematopoyesis, sspecialmente con  las
sulfaminas (Smitih 2t al., 1973).

Entre otros sfectos tenemnos, la
vacuolacion an 21 plasma, cambilos
micleares de crecimiento en el tamano v
FTAmE T de los  eritrocitoblastos v
trastorno e2n =)l metabolismo de los
eritrocitos. (Frautlmann, My 19773
(Fautz 196, Faler 1962, Libansky 1978,
Repmele 1972). Todos estos sfectos a
nivel fisiologico, =2n la sangre de los
Organismos No ée los  detalls, por
presentar 2ste trabaijo observaciones &
nival artarng el Organismo. Loy
antibidticos actuan en diferentes formas
sobre las bacterias, clasificdndose por
ssto, unos actuan sobre la sintesis
protaeica de la célula bacteriana v/o

sobre la pared celular de la bacteriz .
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SELECCION Y DESCRIPOION DE LOS

ANTIEBIOTICOS EMPLEADOS

‘Hay wuna gran gama de antibidticos en el

mercado gue se 2stan wiilizando para los
tratamientos de enfermedades bacterianas
#n los labaratorios de larvas de camarén
y =2n la scaiculbture en general, los
antibidticos se clasifican &n  dos
grandes QTUROE depsndiendo e HLL
toxicidad hacia las bacterias 2
bacteriostaticos, los cuales detienen g1
crecimisnto de la poblacién bateriana
5in destruirlos v los bactericidas sstos
destruyen las células bacteriznasy asi
He aplica el critero, (SEaEw
hacteriostatico v 1 oftro bactericids.
En nuestro medio se ha gensralizado =21
WSO de los antibiaticos frara g2l
tratamiento o e lag diferentas

snfermedades causadas por bacteriaa.{%

El cloranfenicol v la furzzolidonz son
unoms de los antibidticos que con mayor
frecusencia s wtilizan v teniendo cierto

@it an =] tratamionto @ las
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anfermedades Dacterianas, este usn en
proeso cuasa cisrios trastornos en los
organismos administrados, como también
CRSS CiLee las bacterias adguieran
cierta resistencia a los antibioticos
por este uso en exceso, siando tema de
esta tesis determinar los efectos de los
dos antibidsticos sobre los camarones (P
. vannameil, an ciertos estadios

larvarios.

El furazolidona entre la familia cde los
nitrofuranos es 2l mejor vy mas usado de

astos antibioticos {(Post 1939).

Este antibiotico es aparentemente poco

Hhuico en peces (Ppst v Beiss, 1962).

Otra clasificacidén de los antibiasticos
eey 21 grupo de los de amplico sspectiro
y los antibiocticos de espectro reducidog
por log cual s escoje en esta tesis un
antibidtico de cada uno de los grupos,
siendo @1 cloranfenicol g amplio
espactro ¥y la furazolidons de espeoiro

reducido.



DESCRIPLION

Cloranfenicol .- El ocloranfenicol fus
aiwlado de culitivos de Strepbtomvoes
venezuslae en 1974 v fus sintstizado en
gt 1949, Es el danico gue se Lo prepars
sintéticaments #n sscalo comsrcial con

vents s SLOCNGMILCaS frents a2 Sk

obhtencidn en forma natural.

Bu formala es la siguients

l HooH
DR me | -0 © CH2OM
H o NH

CooHCLR
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Estructura guimica del cloranfenicol.

El slovanfenicol s singular por posger
un gropo aronadtico nitrobenceno, al cusl
sp debe sus accionss toéxicas, ¥ oouna
cadena lateral alifatica derivada «del
propanodiol gue posee 3 SU YEZ Un grupo
gdicloracetamido, debidndose las
propiedades  antimicrobianas a  dicha
cadens lateral.

Fn dicha estructura guimica se advierten

dos carbonos amimetricos, Lo frie
condicions la wigtencia de cuatro
posibles sshteErgolsonarog, siendo

solamente activo como antibistico el gue
tiene la configuracisenm D= treo {(la
configuracidn del aminpédcidn treoninal v
practicamente inactivos los demas

LSOmaros.

El cloranfenicol pOrs e un GrLRO
alcoholico terminal, siendo facil
praparar poteres, anpledndose
papecialmente el palmitateo e
cloranfenicol v =1 estersato de

cloranfenicol, siendo casi insolubles,

insipidos.
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Dtro éster 25 2l cloranfenicol succinato
sodico muy soluble 2 diferenciz del

clioranfenicol gue lo 2% poco.

El cloranfenicol también se 1o conoce
T & amphicolg palmitato de
cloranfenicol ; cloromiceting

cloronitring Lewkomycin,

El cloranfenicol ess un antibistico de
amplio espectros; abarcan todos los gram-—

positivos v los gram-negaltivos.

e incluye adenids a8 las anaerobicas, las
formas L, las rikettsias, (prowasseki,
rickaettsi W thypi Yy bacterias
hemorrhagic sepbticemiz, furunculosis,
pEeudOmonzs , fungicidas N alogunos

proiozosrios .

HH

=1 cloranfenicol es un bacteriostaticao,
inhibe =21 corecimiento de los géresnes
permitiendo e las defensas
inmunitarias de los hudspedes lleven a
la supresien de la infeccidén. La acecion

inhibidora de este antibidtico sobre los
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garnenes persiste misntras son efectivas
lag concentraciomnss plasméaticas, si se
susnpende Pramaturaments & e
administracidn las  bacteriass pusden
readguiric su capacidad reproductora vy

s agresividad patdgena.

El cloranfenicol actda incorpordndose an
2l recsptor especifico a nivel de la
sub—unicdad a5 ol los ribosomnss
baocterianos; s ta Lridn IRV =1
reversible, bloguea la funcidn del R4S
ribosomal, inhibiendo la sintesis de las
prateinas (Amlacher 1978, Harman 1972,
Evelyn 1948, Smith 19584, Sniesko 1975,

Elkan 1265, VYan Duijn 1973%).

Bl receptor del cloranfenicol, esta
ubicado an las  vecindades de  los
receptores de la gritromicing ¥
Lincomicina, antibisdticos con los cuales
presenta una interacecién definida en

terminos de antagonismo competitivo.
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La selectividad por el cloranfenicol
para deprimir la sistesis proteica en
las barterias y no en laos organismos
hussped (no =15 producen aun B
concentrariones 1@ vecss mayorss cuando
e estudian células de mamiferos) se
debe a gue dicha accidén se =sjerce
exclusivaments sobre las células  =n
proliferacién muy activa (bacterial, gue
son law  unicas  suceptibles, Yy RS
wunlica la SHCaASa towicidad gl
cloranfenicol en el hussped v permite su

amp leo como quinioteropico.

Furazonlidona.~ Se presenta como un polvo
cristalinp, inodora, y de sabor algo
amargo. He 1o conoce tambien comod
Furonons, Furaxona, BE 1348 W

Mitrofuran.

4 »
D= -

TR P OXAZOL TDONA



ESTRUCTURA QUIMICA

S (A-NITRO-2 FURFUL S DERMDAMING ) - @

OXAZOLIDONA

Los nitrofuranos son drogas sintéticas
derivados del fursno (furazolidona) v se
ha demostrado que 21 agregadeo de on
grupo nitro 8n la posicisdn B del anillo
heterociclico le confisrs amciones
antimicrobianas.

Dichas zocionss son reforzados por el
afiadido de distintas cadenas laterales
2n la posicidén 2, con la introduccisn
di2]l nucliso de oxazolidons v dio lugar a
Iz Furazolidons.

la Furazol idona BIBFrCE aocionses
antibacterianas sobre microorganismos
grampositivos v gramnegativos. Bacterias
comn las de la Furunculpsis (Asromonas
salimonicidas) Frobocidas {(Caratomyxa

shasta, Einivia myuosoma cerebralis).
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Los nitrofuranos en general son capaces
cie pIrOYOCET gl desarrollo cle
regletencisa de los Microorganil smos
suceptibles como se ha comprobado para

@] stafilococo.

En 1o que se refiere al mecanismo de
accisn bacteriana no estd completamsnte
i lucidado, habigndose observado en
shatiloconos bajo ia accidn e
nitrofuranos CjLLE S acumul s M -
acetilglucosamina, sustancias que Torma
parte del nucledtido de Park, pOrCLoen
esancial de la pared celular de las
bacterias, S concluyé gL los
nitrofuranas interfieren en la sintesis
de la pared celular, en Torma semnejante
a la penicilina. ( Amend % Ross 1974,
Amlacher 197@, Herman 1972, Post 1939.}
E1 furarolidona entre la familia de 1os
nitrofuranos es el mejor y mas usado de
mztos antibioticos (Post 1939). Este
antibidtico es aparéntemente poco téxico
en peces como la trucha (Post y Keiss

12&2) .
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Los nitrofuranos &n general son capaces
el provocanr =X desarrollo rles
reslisteria de los microorgani smnos
sucephtibles como se ha comprobado para

@l staftilococo.

En lo que se refiere 2l mecanismo de
acrién bacteriana no 2std completamentes
dilucidado, habiendose observado an
statilococos hajo la aceidn de
nitrofuranos NN S8 acumul g f -
aeetilglucosaning, sustancias gue forma
parte del nucledtido de Park, porcidn
esencial de la pared celdlar de las
bacterias, S conc luyd e los
aitrofuranos interfieren en la sintesis
de la pared celular, en forma semejante
a la penicilina. ( Amend % Ross 1974,
Amlacher 197@, Herman 1972, Post 1989.)
El Ffurazolidone entre la familia de los
nitrofuranos es 21 mejor v mas usado de
aestos antibioticos (Post 1239). Este
antibictico s aparéntemante poco téxico
2n peces cama la trucha (Post v Eeiss

1962,
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2.4 SELECCION ¥ DESCRIPCIONN DEL METODO DE

ADMINIGTRACION DE LOS ANTIBIOTICOS

Ert 2l tratamisnto de enfermedades de los
organismos acuaticos, existen diversas
formnas e administracison cles los
mecicamentos. Todevia no se conooce con
certera o exactitud la terapéutica de
las  enfermsdades de  los  organismos
acuaticos, 51 s58 Compara  con los
conocimientos gue se fTiene sobre  su

ehiologia.

Esta tratada de Jorma parcial en las
distintas publicacionss cientifigas, no
se refieren a los tratamientos mis que
da una forme secundaria vy ocacional con

respecto al tema principzl de estudio.

Bg  han realizados  pocos  esbudios,
referidos inicamente # egtablecer
criterios definidos (es decir toxicidad
N eficacial para produc tos ele
tratamientos vy menos  adn  sobre los

metodos de aplicacidn.
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A pesar de eso Roberits v Shapherd (19749
v owoed (1974 publicaron guias practicas

de gran wubilidad,

Al dguel guwe en la wmayor parte de
sistemnas de cultivo intensivos g
animales, las ftTendencias actuales de
cultivos de camarongs &n laboratorio,
e R 20 1z prevencidn ele las
srfermedacdss 20 lugar e las
tratamigntos. Por otra parte 2@ medio
acudtico da lugar a problemas sspeciales
con respecto & la orda por lo gue la
spizootias se  presentan ingvitables.

(Bheperd v Poupard,; 1975).

La terapiz gus se puede aplicar a los
CAaMarones an los laboratorios SE
clasifica &n dos melodos de
tratamientosy: 1°%.- Tratamianto exisrno

~ya

29— Tratamiento sigshémico a través del

alimanto



Tratamiento sistémico a traves dea

zlimento -

bz incorporacidén de un medicamento al
alimsnto Coan gl obisto e tratar
enfernedades sistemicas bacterianas,
pgresentes obros problemas diferenbes a
aguallos & discutir =2n &l fratamiento

2xterng.

El camarén tiens gue ingerir el alimento
madicado v en general una de  los
primeros sintomés de las enferansedades s
la Talta de apetito. En el tratamiento
con aliments medicados se requisrce gus
span preparados de el Torms gue  su
distribucien en todo 21 alimento sea
homogensea. En estos alimsntos se usa
principalmente antibidticos de amplio
sapectro de accisn teniemndo en cuenta,
gue casi todes las bachbterias patdgenas
I gram-nagabtivas, racomendandoses
concurTir &2 productos gues tengan gran

incidencia sobre estas bacterias.
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Ea importante calcular sin errorc la
fdosis cuantitative del medicamento gue
g@ wva & incorporar al alimento para
suministrar a los camearones vy oonseguir
wn punto de equilibrio entre los efectos
toricos v los efectos terapeuticos que

e Uisre Causar.

Por 1o expuesto en ssta parte del
trabajo, sobre el problema de la perdida
del apetito y los problemss en la
@laboracisn de los piensos madicados, no
=1 trabajo it utyl ssta forma de
administracién cde ios antibidticos
macojidos para e}l desarrollo de 1=
tesmisy  también cabe recalcar gue &0
nuestro medio, en los laboratorios de
larvas de camaronss no se ha reportado
el uso de este tratamisnto com sxito en

las enfermedades de larvas de camarones.,

Tratamiento sxterno .

En wste tipo de tratamiento s puede

aplicar el antibidtico o ouimico de

muchas formas v a euCepeLon cle
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tratamiento tépicos  (no s tratara)
todos e2llos son poy inmersisn en una
solucidn guimica.

Fstos tratamientos por inmersison son los
mas  wubilizados a escala comercials
Rabiendo varias formas de inmersisn en
gate tratamiento por inmersidén la forma
che adsorcisn del medicameanto
(antibistico} es pringipalmente por las
pranguias, otra ventaja cles BHie
tratamiento =8 la disminucidén de  la
poklacisn bacterial & =1 medio,
reduciendo la posibilidad de una mayar
infactacidn Do parie e los
microorganisnos 2 los OrGANLSMOS

aouaticos.

Log tratamigntos por inmersisn se pusden
dividir dependisndn de la concentracidn
del antibidtico o guimico usado, también
pusde clasificarse por e tismpo de

guracisn del tratamiento.



&1
Inmersisan (dips?) .- Cuando se sumarge a
los organiemos 2n una solucidn gulmica a
alta concentracién durante un tiempo de

I~ 5 minutos.

Fate método es wtil pars  peguenas
pablaciones el organismos
(raproductores) que deben ser exbtraido
ol =8| propio estangue, con =Yk

consiguiente stress.

Barios cortos.— Cuando s bafian  los
organismos dn situ en una solucien
guimica estdtica a baja concentracion
durante 3@ — & minutos.

Eete método es util para eatanqu@a =]
depositos PEOQUSR0S, Funoue puede
ocacionar wan perdida de oxigeno, no
taniendo este problema an los
laboretorios debido a la  azereacidn
suplensntaria que sg  posse  8h las

Lanogues.
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Barfos prolongados .— Cuando se bafiasn a
los organismos acuticos in situ 20 una
splucian quimica a Ly haia
concentracién durante un pesriodo  de

tismpo superior a las 12 horas.

Este método es uno de los més utilizados
£ el tratamiento rles pmfermedades
bacterianas en organismos acuaticos.

En los laboratorios de larvas de
CAmATONeSs , @] hafo prolongado 0
indefinida, ez la dnica técnica, an ilos
tangues de larviculturz gue ha tenido
gran éxito en =1 tratamiento de los
srfermedades bacterinas en larvas de
camarones, suministrando por periodos
indefinidos los antibidticos =n forma
directa a2l agua de los tangues de

larvas.

Hate metodo ciez administracian de
antibioticos por su @xito vy por ser el
Nnico whkilizado en los laboraztorios de
larvas de camaronss en el Ecuador ha

sido @] seleccionado como técnica de
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administracién de los dos antibiosticos a
ser investigado en el presente trabalio
de tesis. Explicéndose a conbinuacidn
Can mayvor detalle la forma ele
adminiastracién de los antibidticos antes

mencionados s

Be prepara une solucidén guimica del
antibidtico 8 ung concentracian conocida
vy luggo administrar en Torma directa al
agua 21 antibidbtico, cuando s8 reslizz
los recambios de agua diarios en los
tangues, e proceds nuevamentea a
auninistrar gl antibistico al fanogue en
concantracian Y forma igual, Sin
considerar 21 remansnte gus queds en a2l
porcentaje de agua que no s recambia,
considerando e seabe remante xlz!
antibidtico estd gquimicaments inactivo vy

a perdido su actividad antimicrobial.

Eviste obtros tipos de inmersionss, pero
s8 usan prinsipalments en esstangues,
tales como: Dispersidén v flujio (rece-

BIAY ) .
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CAPITULO M® 3

%.1 DESCRIPCION DEL SISTEMA USADOD PARA EL

EMSavo.

En oeste estudio el sistema gue s
utiliza fue adecuado conforme a las
condiciones gue se dan en un laboratorio
comercial de larvas de camaréen (Pgnnasus
vannamail sn el Ecuwador.

Bl sistema utilizado en esta tesis es el

siguiente

En un tangue de fibra de vidrio, de 2.9
metros de largo por #.6 metros de ancho
v @.48 metros de altoy wubilizado como

recipients, el cusl, se llena e agua

hasta wna altwra de 3@ cebts. de alto
(Fig. # 2.1) y gues va ha servir comno

bafo Maria, para la mantencién de la
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temperatura =n las bhotellas donde se

colocan las larvas a ser tratadss.

Una rejills de madera de 2.4 wmetros de
largo por 3@ cots. de sncho v 28 cmis.
e alto, la cual consta de 11 agujeros
tlonde s2 va a colocar las botellas, ssta

rejilla (Fig # 2.1.3) va gn &l fanque de

fibra sumergida en su totalidad,.

Para mantener la temperatura constante
mn  las botellas de ouwltivo, que g%
necesario para 21 cultivo de las larvasg
e ubtiliza como sistema de calentamiento
cuatro (43 termostatos Lk sstan
descritos en el capitulo dos (2) seccidn
2.1« Estos calentadorss permanecen
encendidos las 24 horas del diz durante

gl periodo gue dure el ensavo.

Manteniendo lz temperatura sn 2B.5 *0 &
170 3 estos termostatos sran regulados
dependiendo de las temperatura del medio
gurante =21 ensayo, para lo cual consta

de un tornillo celibradoe.,
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En pruebas realizadas previas a los
ensayos se pudo comprobar gque el sistema
de los cuatro  termostatos podian
mantener wuan temperatura promedio de
Z@°C y  llegar como maximo a  31°03
regulandoselos a una temperatura entre
28 0y 29 °C. Los termostatos  estan
ubicados a ambos lados 2 lo largo del
tangue, dos en cada lado, distribuidos
ole tal forma e mantenian la
temperatura constante en todo el tanque,
por ende en las botellas del ensayo
(Foto 3), @1 agua del tangue se mantenia
estatica, no siendo necesario darle
movimiento para homogenizar la columna
e agua .

FOTO # 3.
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(ae hotallas estaban distribuidas de la
giguiente formas la primersa serise de a
cuatro a partir del segunclo orificio de
1a reiills, la segunda serie de bhotellas

paszada wn orificio.

Bl omnsayn en siooss realizd an botellas
de vidrio trasparents, las cuales el

fondn mstabz cortado y lijado =21 bovde,




smiladas povr 8l Dico oon ub tapéon de
caucho # 5% v sellado con silicén para
wyitar posibles fugas de agus. Law
batellas se las colocaban  en  forns
invertids (pico hacia abajol &n la
redilla, las cuasles guadaban
parcisloente sumergidas enire 12 a2 15

MLy las botellas HE gRouentran

marrardas volumétricamente & partir de un

1y litro con wun incremnsnto de medio (¥}

Titro hasta los sres (3 litros y oada

o

gna marcada con un nombre ejemplo A4, B

, Eteo.y explicandose su signlficado mas

adelante en la metodologia.

e ey

Figura N 3.3
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£l sistema de distribucién de z2ire a las
botellas, consta de una flauta (llamada
ami en el laboratorio). el tubo de PVC
tenia ocho (8) agujeros donde se coloca
igual namero de valvulas de plastico de
1/8 de pulgada , de las cuales se
conectaban ocho mangeritas plasticas del
mismo dizmetro las cuales en sSu parhe
terminal  teniam  una  piledra gdifusora

pequena .

£l aire era suninistrado desde una linea
de aire de tres pulgadas del sistema de
aereacisn de la ssccién de artemia del
laboratorio, donde estaba ubicado &1
tangue a travées de una valvula de % de
pulgada gue conactaba por una nanguers
del miszmo diametro hasta la flauta del

tangue de fibra .

£l sistema de aireacidén de las botellas
mataba regulado  para dar la misma

contidad de aive (por simple vista) (Fig

El agua con la cual eran llenadas las

hotellas, se tomaban directamente de la
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linea principal de larviculiura cdel
laboratorio, la venia teaperada, o
hahisndo problanas posibles de
diesminucidén de temperatura cuando  se
realizaban los recambios de agua, 1o
cual traeria como cpnesscuencia un stress

a las larvas.

DOSIFICACION DE ANTIBIOTICOS PARA EL

TRATAMIENTO

Una wvez que sg habia seleccionado los
antibidticos con los cuales se va ha
Lrabajar en @l ensayo , otro paso es al
de determinar las concentracionss con
las gque el experimento  se niba ha
realizar , va que no se queria usar
concentraciones aleatorios o por simple
pscojitamienta.

En los laboratorios de larvas de camaran
en @] sector de la peninsula de Santa
Elenz, se trabajs mucho con @stos o
antibidbticos (Furazglidona Y
Cloranfenicol); como este estudio trata

de determinar los efectos de motos
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antibioekicos &n cigrbos mubtadios
12arvarionsg, era  necesario  hacer una
ppvestigacisn a nass e las
concentraciones s S pababan
uhilizando en 10s labpratorios de larvas

clexl seoctor.

Lina Ve Cue BE o buvieron las
concent rac i onss utilizadas se escojls la
concantracién maxima de entre todos los
Laboratorios y la minima igualmente,
para cada anbibigtico. Utilizandose las
concentracisdn maxrima ascojiida, la minima

mecojida v la asdia de tas dos, por cada

antibidtico para realizar @l BenIayo.

Pe las copcentraciongs a Usar sE VB 8
determninar 1os efectos de los dos
anbibisticos {(Furazoltidona W
Cloranfenicol? 2n S tres

concantracsings, wsandose fas siguientess

e



-
7

ANTIBIOTICO Concst. min Concet. nedia Concet. max
(ppm? {ppmd {opm

FURAQZOL TDONA it #L. 75 1.3

OLORANFENTCOL 4. 2 5L S 1k (e

3.3 METODDLOGIA DEL ENSAYD

Pabe sefalar antes de proceder 2

wuplicar la metodologlia propia del

ensayn, explicar la forma 8n que esta

organizado sste traba jo.

El trabzio consta de cuatro corridas o
bachts, (BEL, RBER, BEZ, BE4S palas
corridas tambien se las llama BEL & Bl
Fura, BE2 & BHD fura, BEE 4 Bel Glora,
EE4 & 0 BEP clora. EBEn ocada pacht s
realizaban dos 2hsayvos. Lono se ohesrva

i @l cuadros
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CORRIDA ANTIE. ENSAYDS  # Map./ ORIGEN

ki1 Bl FURA A - B TEEET ESPOL
BiEE Rz FURA - D e THMRI0EA
2363 BE1L CLORA A - B G ESPOL
B4 B2 FURA 0 - D e IMBIOGA

Costy

En este cuadro se ha puesto 21 promadio
de nauplios por hembra vy 12 procedencis
de sstos nauplios, cabe sefalar gue 105
nauplios s00 todos de maduracién tambo
de la Espol como de Imbiosa, 1 dea
Imbinsa no se pudo obtener las datos de

ClRE0VE .

La btécnice O metodologlia aplicada &n
este ensayo, S8 lo va & dividir &n
varias partes para facer @mejor Su
grplicacisn: Metodo general Y las
rubinas de desinfeccion, alimentacion,
aplicacién de aptibisticos recambio,

cosecha, pesaje Yy mediciones de larvas,
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Metodo General .— Antes de iniciar una
serie de ensayons se limpian ¥ daesinfecta
lps materiales tales como las botellas vy
las lineas de aire, para desinfectar
pastas S sumergen todas sstas en el
mismo tangue de fibra en una solucidn de
cloro & una concentraciéen de DEE ppmy
por wun periodo de 24 horas, CoOn una

aireacién conbinua para dar movimiento

al agua priﬂcipalm@nte.
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Luego de esto se retira las hotellas vy
las lineas de aire y se enjuagan con
agua dulce, se coloca las botellas an su

pussto se las llena con agua dulce; se

colocan las lineas de aire y se deja

asraar tanto las lines £ LMo las
botellas, para @liminar cualguier
residuo cles cloro =1l los Mismos,

tenidndolas por un tiempo hasta que no
se persiva cloro, el tiempo no era menos
de 12 horas, después se las pone ha
secar, quedando listas para su uso en
los ensayos, esto se repetia antes de

cada serie de ensayos.

FOTO # 2
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Foto N® 3

Las misys 1 para el ensayo era escogida

determinaba an @l

del  fangue  ogue se
laboratorio , se las colectaba en un

de 20 litros de

recipiente de pls

agua con aireacion.
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Colectadas las misvs 1 se procedia al
contaiss , se wusabas comn densidad de
cultivo 7 misvs por litro , es decir
218 misvs por cada botelia , conbadas
una por une s las colocaba las J18 en
unas tarrinaes de pleastico de 568 cco
marcadas cada unz con wn nombre de las
botellas, =1 nombre consistia n ung
istra mavuscula con un nomero (-4 &
iado , la lestra correspondia a ls serie
elep cada SIBRYO v @l FUAME 1 al
tratamiento siendo 1 = concentracidn
minima § @ = concebtracisen media , 3

concentracidn maxkima v 4 = control .

Ya contadas v pusstas en las farrinas,
we procediz a =21 pesaje v medicidn
{(rutinas Crie GE sxplicaré =1 Le

postariomd.

Una ver que se lzsg habia contzado, pssado
¥ tomado las long il tudes, bt las
sembraban en las botellas gue sstaban
parparadas oon o aguwa al 58 ¥ agua del
tangue donds se sustrado las misys v el

obro 536 Y con agus nueva, debigndose de
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stz manera al porcentaje de recambio
correspondiente a es estadio (misys 1

5% recambh.) .

Despues de haberse sembrado las misys en
las botellas, se le agregaba EDTA a una
concentracisn  de  cinca (5) ppm. A
continuacidn HE@ procedia 2 la
alimentacisn v por ulitimo se agregaba el
antibidtico  a fas botellas en su
respectiva concentracisn mEN0s al

control .

Cada grupo de ensayos eran de dos
saries:; dsl mismo antibisticoy cada
serie constaba de cuatro (43 botellas

ajenplo, la serie & de Al concentraciosn

minima, A2 concentracisn media, (A
concantracian MA K L v A4 sin

antibistico la cual servia como control.

E1L antibidtico se lo agregabs despues de
cada  recambio de aguas en la misms
concentracién an todas las veces del
ensayo. Una ver gue las misys han pasado

a2 P11, son cosechadas y recolectadas
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nuevamente en las tarrinas de % litro
marcada ocon 21 respectivo nombre de cada
botella se las cwenta nuevamenie, s& las
pesan vy miden, también se realizan las
obhssrvaciones al microscopio,
determinando @l porcentalje cle
deformidad, 8] porcentaje de estadiosg
por dltimo se realizaban las prusbas de
ahress para determinar si existe una
insidencia de los antibidticos en =5u
resistencia, estas puebas son variacilan
brusca de saliniadad v de ftemperatura
las cuales se tratara en una forma mas
profunda en la seccidn cuatro de este

capitula .
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Rutina de administracian de
antibisticos.— En cuanto a la forma de
suministrar @l antibidtico, sea el
furazolidona o el cloranfenicol, se
praparaba una solucian madre clal
anrtibidtico a ser administrade 2 una
concentracisen conpeoiday igual para el

EDTA.

Fn el raso del furazolidona est

Concentracisn por botella

21 = @.5¢ ppm 1.56 my
C2 = @.73 ppm 2.25 mg
% o= 1 LEE ppm 3.0 mg
8 @ e e

La solucidén madre es de 566 ppm. Se pesa

@ la halanza electronica la cantidad de

o
H
——
=

t omg el furazolidonz, se disuslve en
una fiola en wun volumen de 188 oo de
agua. Teniedo ya la solucién madre s
administra la cantidad correspondiente
en miligramos por botella, a través ol
una regla de tres simple calculando el
volumen de solucidn madre gue contiens

la wanbidad &n miligramos.
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CALCULD DE VOLLWEN LE 80L . MADRE

B NLE e TEEE oo

108 ME e X1 cco = 3. co
I o B K2 oo = 4,8 oo
T Mg emee——— I cco ® Gl oo

Igualmente para el cloranfenicol, sus
respectivas concentracionss:

Solumidsn madre de 2000 ppm .

DEEHE Qg e ] IHIE

Tl MG e e—— ¥1 e = 1.3 oo
165 Mg 2 oo o= 8.259 oo
B g e (3 oo o= 1B oo

Para @i EDTA s sgregaba 3 oo de una

solucidn madre de SEGE ppm .

a disolucidn de los antibidticos es los
vealizaban previos a los recambios de
agua , @n @l raso del cloranfenicol ,
por ser menos soluble , se procedia 8 su
disulucisdn con mayvor anbicipacian ya fque
se 1o sfeciuvava con la a2yuda de  un

macerador essteril .



Foto N®

"~
d e

Las solucionss es preparaban en fiolos
de 204 co , respectivamentse etiquetadas
sa agragaba 21 antibidtico con la ayuda
de tres pipetas, una de 1 cc , otra de
9 ot oy una de 1 o, todas tenian
diviciones 1/1@

&

Rutina de recambio de agua .- Como, todo

@l ensayo se trata de dar condiciones
similares a la e wun laboratorio
comercial, el porcentaje de recambio
diario uwtilizados en el experimento
obadece a una tabla gue esta en funcién

el esstadio larval.
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Misys 1 ————— 5@ % ——————— L3 1is.

Plisys 2 —e————3 & § ey 1L B 108
Misys 3 ————y T W e e JNT N N I 1"

El recambio en si se lo realiza, Con una
MaEnQuUersa e Bitb pulgadas, pera
previamahbe se colocaba un filtro de 160
micrones, para evitar que las larvas se
salgan, la cantidad de agua gque sea
macabha se contreolaba de dos formas a la
var, Wna por madio de las marcas gque
teniaz las botellas en sy exberior vy ofra
forma era un resipients marcada con los
volumenses de 1.8 v 2.1 litros donde se
colectaba =] agus gue va saliendo hasta
A1 BE llegaba a al mayroa e
correspondia . Inmediataments se llenava
las botellas con agus de larvicuwltura
gque estaba temperada vy filtrada por dos
capuchonss wno de 39 micropes y obre de
188 microngs , hasta gue s llsgava olra

vars a Imns tres litros.
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Despues del recambio se procedia con el
tratamisnto, primern agragndo  EDTA,
luego @8 alimentaba Y despues 81

antibidtico .

Rutinz de zlimenbtacidén .~ Al igual que
@l recambio de agua ,la alimentacién en
a1 laboratorio ESPDL, v por ends en el
pxperiennto era llevado por madio de
tablas, & partir del estadio e misvs 1
=@ alimentaba solamenta con con Artemia

spp, segan la siguiente tabla

Misys 1 = 14 nap de artemia/larva - clia
Misys 2 = 2% npap de artemia/larva - edia
Misys & = 35 nap de artemia/larva - dia

Como e S5@ COonsioders mortalidades
diarias, la alimentacisn se lo waleoula
on base al 16§ % de sobrevivencia de las
larvas, teniendo un total de:
1¢ DIA 294G pap de artemiz total .
me PIA S25F nap de srteaia total .

xe DIA 735@ nap de artemia total .




s gste total de nauplios de artemia se
dividia en cuatro (4) dosis diarias , es
decir se alimenta cadas s2is horas vy

comensandn despuss del recambio diario

Rutina de cosecha .— Una ver gue las
misys habian pasade al estadio de
postiarva uno , gque , en lo gue respecta
al ensavo fue en su totalidad de setenta
v dos (72) horas a exspcidn del ensayo 3
vy 4 del cloranfenicol gue se reguirio de
1@ horas mas hasta pasar ha postlarva
uno. Fsto se debe principalments2 a las
condiciones constante de temperatura an
las bobtellas.

Se procedia a la cosecha, extrayendo las
larvas por gravedad, con una manguera da
%, de pulgada, la cual las depositava en
un filtvro de 1@HE micrones donde se las
colectaba , para lusgo pasarlas a las
tarrinas de BOF co oon agua , luggo se
procedia & su  pesaje , medicién
ohservacriones microscopicas v prusbas de

mtrss de las postlarvas .
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Rutina de pesaje y medicidn .— Una ve:z
que va s& habila cosechado las postlarvas
v colechtadas en su respectiva Tarrina
se procedia a su pesaje y medicones i
Antes de comenzar el pesaje se calibraba

la halanza.

Primero se taraba la balanza con un
portaobisto totalmeniz limpio y =eco,
weto consistia gue 1 mecanismo de la
halanz autematicansnte sliminaba =l

peso del portaobieto.

Sagundo y COf una pipata pasheur
invertida , es decir rota Iz punta en la
cual se coloca 2l un chupon de cauncho se
recolecta las larvas vy se lo coloca
sobre  al portaobjsto, tmnisndo =l
portaobijeto la necularisdad de no tenar
la capa que lo recubre y permite gue el
agua tenga una mayor tensién superfial vy
tienda a formar gotas de agus, sino gue
2] agus ocupe casi en su btotalidad toda
la superficie de la placa . Gon obra
pipeta pasteur , normal , s8 retiraba el

agua de la plaga ;3 poniendo las veces
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gque se regueria  hasta  obtensr una

L)

rantidad de larves entre 15 - 256 .

Como tercer pasa , con la pipeta pastsur
, normal , se retira casi la tobtalidad
del zgua an la placa 4, rapidamente con
un  papel absrovente se eliming &l
restante ,gque con la pipeta no se pudo
retirar , permansciendo asi el camardn

sin causarls gran dafo .

fuinto , despuss se toma ] peso de las

larvas v s las cusnta.

Sextn , tomado el peso vy el ndmero de
tarvas , s8 caleula un promerio por cada
tarring o botella .

Lusgn del pesado se procede a la toma de
las mediconaes 4, las cuasles son ¢ 1.~ La
longitud cefalotoraxico hasta &l rostrum
(LCRY v 2.~ La longitad cefalotoraxica
hasta la base del rostrum (sio rostrum?

(LCEY .
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Foto N® 7 (LOCB)

p

Foto N® 8 (LOR)




Mo e bomo la longibud ftetal , por ser
lam larvas de este setudio de tonafo gue
no podia ser ftonado en el minimo aumento
(4% de objetivo) del microscopio qus se
wtilizo para =21 desarrolo de este
trabajo , siendn su o, metodoligia la
siguiente .

Con laz misma pipeta pasteur invertida o
de boca ancha , se coloca de und 20 UNo
e Ln portaobjeto de la misma
saracheristica de la que s dsa an gl
pesaie , con la obtro pipeta pasteur se
retiraba agua , de tal forma gque las
javvas permaneciera casi inmoviles , asi
permitiendon gue se  toman las dos
longitudes para 21 estudio .

Las lompitudss v el peso , son tomados
vivas , en 21 caso de las mediciones vy
2l peso en misys | se las devolvia a la
tarrina , para ssr sembardas luego o E1
rimera de larvas medidas sra de B por
tarrina 4, para lusgo sacar un pronedio

de mada batells .
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Para las tomas de las longiftudes se

usaba g1 microscopio Nikon, & un aumento
aumento de 4X on el objetivo v de X 2n
2l ocular , 2n 2] ocular izguierdo Tiens
un lente con uan escala de | sl I con
divisionss mayoras e 1@ 2n 1@ mas
resaltado y divisiones 1710 en cada
division mayor Previa a2 la toma de las
medicionsgs s calibraba la escala, con
wn micrometro, gue es un portachisto que
tiens marcado un centimstro, dividido en

R peries s decir cada .1 cm



tenia 26 divisienss . Siendo para este
aumento e obietiveo ¢ Duarenta (446
divisones de la escala del ocular eran
igual a @.1 ocm del micriometro . Ladz
divisian de la escala del ooular 25

igual s O.@EEL omt .

Z.4 PRUEBAS DE STREES

Lino de los obistivos de sste estudio es
v la incidencia que tisne Tos
antibidsticos estudiados sobre la
rapacidad de resistencia de las larvas a
condiciones abversas , para bSratar de
determinar uan posible insidencia de los
anbtibisticos sobre las larvas 4
realirando dos tipos puebas , wna  la
prusha de salinidad que consiste en 1la
disminucisén brusca de la salinidad a las
larvas v la prusba de temperaiura gue
timne 21 mismo principio gus la anterior
salyvo gue se disminuve 1a temperatura,
obsevando la sobrevivencia en un fismpo
determinado. Para asi sstablecer un
patron de resistencia a las condiciones

abversas.
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En  la pruseba de salinidad gue se
realiraron en este ensayo , S8 hiso
primeransnte una variacien de 18 ppt, de
a5 oppt a2 15 ppt, esta fue muy brusca con
1o cual fo se pudo estimar adecuadamante
L verdadera rasistencia, usandose
finalmente una variacién de 1@ ppt como
streass, BEn oun beaker de 1§80 co, se
prepara @2l agua a la salinidad
requarida, en este caso de 23 ppt, en
tarrinas de el Ciod i vdevidamente
stiguetadas s caloca las larvas @n un
nimero de 1@ com muy poca agua ( entre 1
- % ee Yy eabe  dndicar gue  estas
tarrinas estaban etiquetadas con =l
pombre de cada botella de gnasyo; se
agraga agua, a la salinidad de stress,
rapidamente en cada btarcina, tamandose
sobrevivencia a los 1% y 3¢ minubtos de
Liempo. Con una pipsta pasteur, s
procedia a levantar a las larvas vy
dejandolas caer nuevamente, esto se
repetia varias veces, por cada larva tle
las tarrinas, determinandosse como wnsg
larva muerta a aguella que despues de

haberle hecho essto no respondls, s
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decir se quedsba inmovil.
=

LA prusba de shiress por Sesperatura
consistiz snr En un valde son 18 litros
tle agua S peonis praviamsnte al
congelador hasta taner una temperatura
de unos ~1@Y0, de igual forma que en la
pruesha de salinidad, en las tarrinas de
2EE co ose eolocaban las 1@ larvas
rorrespondients a su respeoctiva botella
(tratmientol}, antes de esto s va
mezelando agua friz y agua a temparatura
ambiente hastaz obltener agla a2 ona
temparatura clea 15*C, e =245 la
temperatura de prueba, inmediztamente de
calocar las larvas S8 agrega agua a la
tenperatura el@ 189, tenisndo la
precavcian de tener a2l mismo volumen (de
i85 co) en todas las tarrinas, va gque en
esta pueha a diferencia de la prusba de
salinidad se reguiera gue esten al mismo
volumen, debido a gue la temperatura
ambiente influyea da Gran manera,
calentando el agus de las ftarrinas, por
ip gue la tarrina con menor masa de agua

o5 calentada con mayor rapidez gque las



g4
de mayor masa, bteniendo wun factor de
@rrar Sl no se  mantiens el mismo
volumen. Luggo de que se ha agregado el
B a las tarrinas 88 toma ia
C o femperatura constantemnents hasta  gue
atranza la Leaperatura de de 19°0,
controlandose también en este tismpo la
Clgmbrevivencia de la misma forma gue la
prusha e walinidad, el tiempo
aproximado gue durs esta pruebs es de 1@
- 1% minutos. Las pruebas de temperaltura
se las tuvo ogue hacer de gsta forms por
no constar con un egquipo de enfriamisnto
para mantener la temperatura constants
hasta wn tismpo standar de 3¢ minubos,
e todos los ensayos. Jeniendo biempos
finales variables, dependisndo de la
temparatura  del ambiente cuando se
realizaban las prusbas, estas pruehas se

realizaban de 2 - 3 veoses .



CARTTULED Mo,

4

4.1 ANALISIS DE RESULTADOS.

Uma wver gue se habian recojidos las
resultados, de los diferentes ensayos,
e @] caso del furazolidona 4 e igual
namero para =1 cioranfenicol. S
procedis a agruparlos en cuadros de
medias por ensayd, para poder phservar
mejor los resultados. be grafica an
formaz de barra, con sus respectivas
dimensiones por cada ensayo. Los datos
ohtenidos por cada antibiotico sons 1z
suparvivencia sn porcentajes, los datos
de peso en gramos, 1as longitudes en
unidades de microscopio y en centimseiro
(LB ~ LCRY v las prusbas de stress en

supervivencis en base a 18 individuos.
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TABLA

* 2

TABLA DEL PESO DE L0OS TRATAMIENTOS CON FURAZOLIDONA

G5

FURAZOL IDONA
PESO INICIAL L

FURAZOL IDONA

PESO FINAL

POSTLARVA 1

{gr.)

FURAZOL IDONA

INCREMENTO DE

PESD
{gr.}

MISYS 1
{gr.}
!
Al t 2.98E-94
AZ ! 4.1BE-94
A3 ! 2.58BE-064
A4 ! 3.29E-94
B1 t 1.86E-04
B2 b 2.39E-04
B3 ! 2.B4E-04
Ba ! 2.10E-04
}
Ci ! 1.92E-04
c2 ! 1.82E-04
c3 ! 1.47E-04
C4 t 2,.87E-@4
D1 V2,07 E~-04
D2 t 2,11E-94
D3 ! 1.95E-084
D4 t 2.0BE-04

WG rapsrd

WWWLrrBWLW

L31E~-B4
LTBE-04
.33E-04
.63E-04
LARZE-@4
.H53E-84
. 1B8E~-04
.ODE-04

LAPE-04
.D3E-0G4
L2TE-04
.B5E-04
ABE-34
.3BE-04
.B3E-64
LATE-B4

[(o 3w I SR VENRR R B 0 I N

P i S

.33E-04
L 20E-05
.50E-05
34E-G4
ABE-Q4
. 14E-04
APE-B5
L OOE-85

. 1BE-G4
.B1E-D4
LBOE-04
.9BE-04
L3BE~Q4
L2TE-04
.68E-04
AOE-G4
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TABLA & 3

TABLA DE LONGITUDES CEFALOTORAXICAS COM ROSTRUM (LCR)

(UM = 8,8025 co.)

LONGITLD (LCR} IMIC EONGITUD (LCRY F1 IMCREMENTO BE LONGETUD

; ;
! '
! HISYS 1 POSTLARYA 1 (LER) %
! () (U (4t s
3 f
bar 0 5B ! 57,63 7,69 !
R o S 55.88 ! 6,55 e
I X B 52,88 2.88 !
fg4 0 51 ! 50,43 ! 3.18 !
PpL 0 50.E3 51.68 ! 1,65 !
'g ¢ 3557 ! 52,75 ! 2.18 !
PBs ot 56,33 ! 5143 3.88 o
il 5l47 §3.63 ! 1.5 s
; ! ! i !
U N S 53.08 ! 3,38 !
gz 0 4B 5167 ! 4.99 s
ST - - : 5280 4.38 !
g 1 4788 ! 55,25 ! B.75 !
tpL ! A7 ! 53.25 ! 6,25 !
tpz 1 4B 50,38 4.5 '.
Pp3 o 4858 ! 5500 ! 4.5 1
ip4 ot 4833 ! 3538 ! 7.8 i.
i 1
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TABLA & 4

TABLA DE LONGITYDES CEFALOTORAXICAS GIN ROSTRUM {LCB)

(U4 = 8,865 cm.)

t i
| LONGITUD (LCB) INIC LONGITUB (LCB) FINAL  INCREMENTO EM LONGITUD
f HISYS 1 FOSTLARVA 1 (LCB) !
! (U UM (Ut !
i 1
TR R 0 S 4443 3,52 !
vz 1 3|78 ! 1356 4.72 [
tey b e ! w57 ! 3.95 !
bad L 3657 485 ! 5.7 !
18: S B 3?38 ! 1,95 ;
tEz L 3BE 355 ! 1.6 !
IR X' B B! 6.5 !
PBE 386 ! 183! 2.7 !
1 i 1 I i
tgro1 a0 ! wm 2.38 !
BN N: - B 83 ! 2,50 !
'Ly 0 3743 ! W 2.37 !
S IS S 1243 ! 5.4 |
'pL 0 3aE s 4,62 !
fpzo1 3RS W0 ! 2.5 !
bps L 33 FE ! 2.50 '
'pr I M2 3.2 !
H -
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TaRLA & 3

et ats e e aoee e o s 4048 YR Tt o S S0 bR RS 148 S ot e 2 s sr B B b i st e e ]
PRUERN B STRERS !

(5 o/o0) !

(TTEMPO 36 min !
mNMMWMWWMw“ﬂ_MMMMWW”mmMMMWWMM_M[
27 ppw 2% ppt i

AL o 3 !

AW 2 4 !

& é 3 !
!

1

i

¥

1

i

$

ad 4 5

B 4 4
B =
B g
Ei4l 7 4

THBRELA # & P

M_MMNMMWWMW_M*M__MMMMWWW_M«uuummmmwm_mmf
PRUERS DE STRESS
(8 ool
({TIEMPO 3@ mind

sy v

2% ppt 25 ppt MEDL A
ol 8 4

13
I
I
i
i
I
'
! 0F 5
H
3
i
i
i
I
|
i

g

&
I bl 8 o
G & e &

51 & & £
A0 & 5 %3
IO & & &
D & ) 8.9

i
I
1
1
i
1
;
f
|
|
1
3
I
H
3




1y

TABLA 4 7

! PRUEBA DE STRESS !
i FURAZOL IDONA !

! (T oC) '

B ot i i ot s s A i i i min e e e e A Al RS SR T T T S S i S e e ek ek !

z io PRUEBA 20 PRUEBA  MEDIA !

1AL 5 5 5 !

! A2 2 4 3 !

A3 4 4 4

t A4 6 4 5 !

! '

' B 5 3 4

t B2 4 2 34

! B3 3 3 3t

t B4 5 A, 4 4.5 !

B ot i ottt e trvm e S o i e i i e . e i i s Al AL SR T Y BT T e i e S S e e i

TABLA # B

b e e e ;
' PRUEBA DE STRESS !
! FURAZOL I DONA :
! (T oC) '
B v o i e e s v o A e 424 A YA LS Al Sk Al Al ot ok b St 7t Ao e e S o P R A S L it M o ot oy T o Ten T 2
! lo PRUEBA 20 PRUEBA 3o PRUEBA MEDIA !
! (15 oC) (17 oC) (17 oC} (20 - 3o) !
! c1 3 6 6 5 !
! c2 4 6 8 71
' C3 5 6 6 6 !
! Ca 7 9 6 7.5 !
¥ [
! D1 7 6 g 7
! D2 6 7 8 6.5 !
' D3 7 8 7 7.5 !
' D4 9 9 8 8.5 !
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t PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA !

; CLORANFENICOL '
t {#) (%) !
B s o !
! Al 172 81499 s
AR 190 90.48 !
t A3 194 92,38 !
! A4 138 65.71 t
! Bi 180 85.71 !
t B2 293 96 .67 t
t B3 180 85,71 !
! B4 164 78.10 !
1 L]
1 C1 86 49,95 '
PoCR2 106 5@ .48 !
1 C3 122 58.10 !
1 C4 85 45 ., 24 t
¢ D1 92 43.81 !
1 D2 131 62.38 !
t D3 148 70.48 !
¢ 1
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TABLA & 18

TABLA DE PEEDS DE LARVAS TRATADAG CON CLORANFENICGL

D4 2. 270E-i4 3. 000E-84 2.5633E-04

! !
! H
! I
! PESH INICIAL PESD FIMAL INCREWENTE BE ¢
! HISYS 1 POSTLARVA 1 PESD !
J CLORANFENICOL CLORANFEMICAL CLORANFENICDL
! {gr.) (gr.) {gr.} !
I i
It 2.BRE-04 4. 047544 42164 !
POAZ 2. 250E-¢4 S TT8E-f4 GalsE-gs !
VOAz 2.258E-04 5. J83E-G4 LgiE-p4
1 2, TOLE-G4 9, 115E-65 S2igE-g4
PoBl 2. 20054 &, Ja0E-i4 38804 !
1) 1. 9E5E-0d 4, 237504 I.gebE-g4 !
OB 2.006E-64 3 BRGE-fd 2948004 !
' OBA 2.071E-04 S B1E-g4 2.9416-04 ¢
4 I
L 5 2. 194604 2. 64334 2008
LA = A17E-34 5. S00E-04 28904 f
LI W 2. 500E-64 2. THLE-G4 2.503E-84
fOLA . 11BE-34 3 37364 Z.TE-EE
Pl L GERE-p . S03E-64 3 477E-gE !
Poonz 2. J96E~34 2.950E-84 2.458E-88 8
EOmg 2. JEEE-B4 2. 850E-04 2.209E-84 !
1 H
§ 3
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TABLA & 11

TRBLA DR LONGITUDES CEFALOTORAXICAS HABTA EL ROBTRUM (LLR)
(BN UM = 6,802 ca.)

i i
i ELORANFENTCOL CLORANFENTCOL CLORANFENICAL !
L LONBLTUD (LCR) INICIAL LONGITUD (LER) FIHAL INCREMEKTO (LCR) DE
% HISYS 1 POSTLARVA 1 LONGITUD !
! U (i (i) !
E (MEBIA} (DB (MEDIA) (DS} (HEDIA) !
Pl 1875 2.3 §3.56 2.6 1,78 !
Lo 9.6 1.9 53,25 2.3 3.52 !
LA 9.53 2.0 s3.08 177 3.87 z
o 9.88 1.8 51,83 1,73 4,80 !
toBt 862 1,66 5387 099 5,23 r
PO 18,50 1.5 51.86 1.3 5.7 !
B 28,3 2.8 52,97 137 815 !
b oH 9.2 1.7 5143 1,69 4,34 !
1 i
oot 975 1.3 5175 1.9 2.48 !
oz 50.25 191 50.83  2.17 5,63 %
Lo 56.06 1.7 56,35 1.04 5,25 !
Loca 0.5 149 5238 8.92 2.13 s
! 5,38 0,13 5156 151 2.12 !
LoDz 50,05 1,93 59,50 .68 3.5 |
L5 9,88 1.3 55,88 1.1 1.28 ]
Lo .80 219 288 2.3 2.78 :
I H




TARLA & 12

TARLA DE LOMGITUDES CEFALOTORAXICAS SIN ROSTRUM (LUB}

{EN UM = G825 ca

j

CLORAMFENILOL CLORANFEMICOL CLORANFENIZOL
LOHBITUR (LCB) INICIAL LONGITUD (LEB} FIHAL INCREMENTD (LCEY

HISYS | POSTLARVA 1 (LCRY

ity (L) {1

{MEDLA) (DG} {HEDIA) {B5) {HEBIA}

1} 3.7 £.39 5.5 1.3 1.75
A2 384 1.39 37.62 1.3 1.37
M 37.54 1,69 I8.78 1.03 1.2
fé 2813 1.36 .73 .89 1,42
Bl 3712 g.83 4.2 1.%8 313
B2 3712 #.599 29.88 @04 2.74
BZ Jh.b2 1.60 28,908 1.12 .26
B4 37,14 1.7 39.75 1.43 2.61
£l 18,12 B.83 i5.00 2.67 #.34
£z 37.97 1.12 375 1.49 4.18
[ 37.42 #.79 37.42 1.44 .28
Ca I8.62 .58 39.38 g%z B.76
13 9.8 2,13 44,38 2.0 1.68
02 3814 1.B7 38.29 1.89 8.15
D3 3.7 1,98 S8.12 3.99 5.3
D4 38,62 1,85 39.38 1.9 g.78

186
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TABLA # 13

t FPRUEBA DE STRESS t
' {S o/oo} {
t (TIEMPDO 36 min) !

CLORANFENICOL

t §
! 23 ppt 23 ppt (MEDIAY !}
! Al 5 3 4,88 !
! A2 1 2 1.59 !
! A3 2 2 2.00 !
! Ad 5 4 4.58 !
i 4
! Bi 7 4 5.50 !
! B2 8 5 5.50 !
! B3 8 5 5.50 !
! B4 8 8 7.00 !
B e e e v e et b i o ik . T S A T ot S kT S S S = ¢
TABLA # 14
§ e o e 2 !
H PRUEBA DE STRESS !
! {S o/oo0) !
! (TIEMPO 30 min) H
1 et . e e e e Sk i e e s e S i e A Al e St T T T S S T T s 1
! CLORANFENICOL !
! 23 ppt 23 ppt MEDIA !
! Ci 5 ) 5.5¢ !
! c2 5 B .00 !
' C3 5 5 5.00 !}
! C4 6 7 6.50 !
] [
! D1 5] 7 6.50 !
! D2 5 8 5.50 !
! D3 5 5 5.00 !
! D4 6 7 6.50 !
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TapLA # 10

T v e e th4m. vy s S0 3 i ena BRSSP AT D S e ) g S e i s T ORI
! PRUERA DE STRESS ;
! CLORANFEMICOL ]
! (T o) '
1-mmm_me_ﬂmm“wmm_wm_”~mM__ﬂw_mMMWmMmma_mmi
! lo PRUERA 2o PRUEBA  MEDIA !
L@l 5 3 4
boAR 1 = 1.5 !
Loas el 2o
l
l
I
I
l
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S
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Fl & 2 <
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B3 & 2 2.3 !

Bﬂ 4 i 41

TABLA # 16
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PARA TRATAMIENTOS CON FURAZOLIDONA

GRAFICO COMPARATIVO DEL % DE SOBREVIV.
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GRAFICO DEL INCREMENTO DE PESO PARA

TRATAMIENTO CON FURAZOLIDONA
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GRAFICO DE INCRT. DE LONG. CEFLT. ROST.
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GRAFICO DE INCRT,

PARA TRATAMIENTOS CON FURAZOLIDONA
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STRESS DE So/oo PARA FURAZOLIDONA
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O COMPARATIVO DEL % DE SOBV. EN
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C
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GRAFICO COMPARATIVO DEL 7% DE SOBREVIV.
PARA PRUEBAS DE STRE ReZOLID.
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GRAFICO COMPARATIVO DEL % DE SOBREVIV.

PARA PRUEBAS DE STRESS {ToC) FURAZOLID.
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FARA PRUEBAS DE 3TRESS (ToC) FURAZOLID,

GRAFICO COMPARATIVO DEL % DE SOBREVIV,
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GRAFICO COMPARATIVO DEL % DE SOBREV. DE

LARVAS TRATADAS CON CLORANFENICOL
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GRAFICO COMPARATIVO DEL INCREMENTO DE

FESO DE LARVAS TRATADAS CON CLORANFEN.
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REMT. EN LCR

DE LARVAS TRATADAS CON CLORANFENICOL
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GRAFICO COMPARATIVO DEL INCREMT. EN LCB

DE LARVAS TRATADAS CON CLORANFENICOL
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GRAFICO COMPARATIVO DE LA SOBRVIVENCIA

A STRESS POR SALIMIADAD
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A STRESS POR SALINIALAD

O COMPARATIVO DE LA SOBRVIVENCIA
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STRESS POR TEMP. TRATADAS COM CLORANF.
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4.2 .~ ANALISIS ESTADISTICO
Para la evaluacidén estadistica de los
datos obtenidos en esta investigacion,
e utilizéd tres (3) tests estadisticos
estos son =l test de Student y =21 test

de la T de Wilcoxon.

Usando estos dos tests se procedis al
anazlisis de los datos, agrupandolos en
Sobrevivencia, Longitud cefalotoraxica
rostral (LCRY, Longitud cefalotoraxica
sin rostrum (LOE), Stress par
Temperatura vy Stress por Salinidad, para

1los dos antibioticos.

SOBREVIVENCIA.
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LONGITUD CEFALOTORAXICA SIN ROSTRUM
FLIRA te te c b Al Al
Al o~ A4 i.44 .68 A , L b
A2 — A4 .44 1. 3 & iy L@ &
Al B4 1.44 1,83 R i, 1 &
CLORA o te [ e gl
Al ~ &4 1.44 B 18 A Wyl &
AR - A4 1.44 f#, 57 A G, 16 &
AL — H4 1.44 @, 99 &) i, 1 &
STRESS SALINIDAD
FLIRA i te o " gl
Al — A4 1.387 1,47 R {7, 1 10
AZ - A4 2,76 AR R o, 1k 1@
A% - A4 2,28 2,38 R I ) i
CLORA g te B s gl
Al — a4 1.34 1.13 £ i, 14 14
A2 -~ L4 1.76 1.71 R 03 14

AZ - A4 2. 14 .53 R B,825 14
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STRESS TEMPERATURA

FLURA b te C it gl
Al — A4 o Jini .61 R @, 16 18
AR~ A4 1.73 2. R i, B 18
A% — A4 33 L.&7 R @, 14 i8
CLORA te te C = gl
Al o~ Ad 1.34 L.22 A @, 1@ 14
AZ -~ A4 1.354 1.78 R 3,1 14
As - D4 1.34 17 # f#H,14 14



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se realizéd un sstudio con el obieto de determinar si existe
wna influencia de los antibiéticos sobre las larvas de B
vannamei, en el gue se traté a las larvas con dos
diferesntes antibidticos, Cloranfenicol y Furazolidona,
dursnte los tres sstadios de misys, realizando el biensayo

a una densidaed de 76 larvas de P. vannamei por litro.

Los ooz  antibidticos fueron suministrados en  tres
concentracionssy la concentracién minima o fratamiento wno
(T1) fug #.95 ppm para el Furazolidona vy de L.# ppm para =)
Cloranfenicol. La concentracién media o tratamiento dos
(T2Y fue de ©.75 ppm para el Furazolidona y de 3.0 ppm para
21 cloranfenicol. La concenbracién maxima o Tratamiento

tres (T3), fus de 1.4 ppm para €] Furazolidona vy e @@

ppm para el Cloranfenicol.

A la par de sstos tratamientos se llevaba wun tratamisnto
denominado control () sin antibiético para efecto de
referencia. LUnz ver tomados y evaluados estadisticamente

los datos se concluve lo siguisnte 3



—
Lo
.

1.~ SOBREVIVENCIA

I.l.— En lo gue se refiere a la sobrevivencia con &) uso
del Furazolidona, = tratamisnto Tres {13} fue
significativaments mejor gque los otros dos tratamientos (T1
y TZ) y el control (C) (P = 0.1}; siendo LAT1<T24TSy C=

&b, BY TL = 7E,1%, T2 = 7&,1%, TE = 82,6%.

Con @l wso del cloranfenicol se enconstréd gue @ el
tpatamiento tres (T3 fue significativamente mayvor que las
ntras dos concentraciones (T1 vy T2) y gue el control (G (P

= {1,103 mientras entre tratamisnto TIi-T2 y 2] confrol no

se encontrs divencia significetiva (P o= 0.10).
Considerando las medias resultsd gue DOTLIITZ2GTE © o= O5.5%,
TL = &3,79%, T2 = 72,3%, T3 = 76,7%.

Concluyandn que en 1o gue a la sobravivencia se refiere,
las concentraciones mavores de los antibidticos utilizados
son las de maveor sobrevivencia, siendo directamente

proporcional a la concentracidn del antibiédtico.



B3

2.0.~ El peso de las larvas, en lo gue respecta a su
incremento no fue afectado significativamente (P = 0.1) (&

de studenty.

Concluyendn que la presencia del antibiético no fue
msignificativamente responsable para  un incremento o
decremento del peso de los estadios larvales tratados en

lns ensayos ya gue estadisticamente entre si sin iguales.

T.t.— Okra variazble gue se considersd para determinar los
afectos de loz antibidticos v sus concentracionses sobre las
larvass es la Longitud Total (LCRYY en el casco de los dos
antibidticos fue igual. Mo Hisha LEE diferencia
significativa entre las concentraciones y &1 control.
Teniendo gue la presencia o ausencia de los antibisdticos y
sus concentraciones no afeckta el desarrollo de las larvas

e@n 1o que a2 LOR se vefiere (P = 0.1).



Sedem Al dgual que la longitud total, se toméd la longitud
cefalotoranica sin rostrum (LERY, fteniendo los resultados
giguientes, para =21 Ffurazolidona se encontre gque =2l
tratamiento tres es significativamente menor que el control
(P = 0.1). En cambio para los tratamientos uno v doas (T1 vy
TEY, no existid una diferencia significativa con respecto
al control. Siendo no afectadas la LOR con la pressncia del
antibidstico sinp con la concentracidén alta usada en este

caso de 1 ppm.

El cloranfenicol afects a la longitud cefalotorédica sin
rostrum  (LCR), de mansra diferente, o existisndo uns
diferencia significativa entrae el control ¥ los

tratamientos (P = 0.1).

Concluyendo que la presencia  de concentracionss  de

cloranfenical no afecta significativaments a la LOBE.
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4. PRUEBAS DE STRESS

SALINIDAD
4.1.~ La wvigorosidad o resistencia de las las larvas

tratadas con £l Furazolidona en sus tres concentracionss,
fue atectada significabtivamente, para las pruebas de
stress con salinidad, produciendo una variacién brusca de

4 ppt a 15 ppt.

Se encontréd gus =21 control o en la scobrevivencia fue
significativamente Mavor £0on respecto 8 los treg
tratamientos del antibistico (P = @.89) y gque @]
tratamiento Ti, fue significativaments mavor gue los obhros
gdos tratamientos

(P = #.@28)y concluvéndose que el furasolidona afecta
significativamente a la resistencia & cambios bruscos de
salinidad, tenisndo g2l tratamiento Ti, HUna mayor
resistencia al stres por salinidad entre los  tres
tratamientos (P = @.43) v tomando 21 control como el LeHI4

s obhtiene T = 82.2Y%, 21 T2 = 68.84 v el T3 = &2.7%.



4.%.~ La misma prusba de stress por salinidad se efectus &
1as larvas tratadass con el cloranfenicol, demostrando un
comportamiento muy similar gue el del furazolidona. El
control fue =1 de mayor resistencia comparado con los tres
tratamientos (P = #H.@0%). En lo gue respecta entre los
tratamientos, se encontrd que e1 tratamiento de menor
concentracién (T1), la sobrevivencia fue significativamente

mayor gque los obros dos tratamientos (T2 y Ty (P o= @453,

Concluyendose gque lz presencia del cloranfenicol afectz en
forma negativa a la resistencia de las larvas a2 cambios
brusco de salinidad, incrementandose su efecto negativo
conforme aumenta la concenbracidn. Observando gue entre
los tres tratamisntos con cloranfenicol el Tl fue =1 de

mayor resistencia.

Tomande como referencia =1 control C = 166Y% , s2 obtuvo gue
los valorass de referenciz al stress fuerén T1 = B3.7%, TE
= 77 .0%,

Bom TL.4%



TEMPERATURA

4.%.—~ Dtra prusba para debterminar la proporcidén en gue
afecta los antibidticos a8 la resistencia o vigorosidad de
las larvas, @ la prusba de stress por temperatura, esto es
al producir una variacian brusca de la temperatura (de 28°C

a 16°0).

En el caso de los tratamientos con furazolidona s srncontrse
que: El control © Tue significativaments mas resistente a
la baia de temperaturz que los tres tratamientos (P = @.@a)
v que entre los tratamientos no @eristid variacidén alguna,

o age

siendo el T1 igual 21 T2 Y T3 (P =@.1)y

Concluyéndosse que la presencia del furazolidona afecta de
manera significativa a las larvas en su capacidad de
resistir las variaciones bruscas de  temperatura  sin
importar la cantidad del antibiético o su coneantracion.
Par lo gus el furazolidona no actua en forma proporcional
2 su concentracisn si no solo a su prassncia. Tomando el
control como el 16H% se tiens que el T1 = 8&.3%, T2 = T 5%

v TS = 8@.4%,

o
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4.4 .~ Las prusbas de stress por temperatura, 20 @l caso del
cloranfenicol, demostraron gue la capacidad de resistencia
de las larvas a la variacién brusca de temperatura frie

afectzda en forma negativas por lo gque sl control ftuvo una

mayor resistencia gue los tres tratamisntos (P = @.1) (%
Student? oo o (P = @ E25) (Wilocoxond. Entre los

tratamientos no hubo una diferencia significativa, siendo

TL = T2 = T3. (P = @.132.

Concluyéndose que la presencia del cloranfenicol afecta de
manera significativa a la resistencis de las larvas a ios
cambios bruscos de temperatura, sin gus su dosificacién del
cipranfenicol tengs incidencia &0 una  menor O @ayor

resistencia.

I

Tomandose al control como el 168% , se tiene Tl = 78.7%4, 1

= HB.1% y TS = &5.9% .

Por 1o estipuladeo anteriormente  en  las diferentes
mediciones v prusbas que se hizo a las larvas. Se concluye
gue las larvas tratadas con los dos antibidticos son de
menor calidad considerando 2l factor stress gue las larvas

gue no fuerén tratadas (controles).
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9.~ Los ensavos con los nauplios wubilizados provenian del
departamentno de maduracién de la ESPOL, pzara 1o cusl s
conto cen los datos de desove. Teniendo un promedio de
nauplios por hembrz de 7656867 en el ensavo con del
furarolidona v de GEEET =2n el snsayo con &l cloranfernicol.
EFs  importante considerar 1z ecalidad del nauplio para
gnsavos coma los anteriorments realizados.

En resumen podemos sefalar en base a los resultados

obtenidos en las prusbas de stress lo siguiente:s

H.1 Hue se determind una mavor supervivencia a las pruebas
de stress de salinidad a  las  larvas  tratadas con
antibisticos compardndolas con las pruebas de temperatura,
migntras que =1 stress causado por temperatura nos did una
mavor mortalidad.

9.2 Por d4ltimo o1 promedio de desoves no e
esbtadisticamente diferents, aungue no s2 biene datos
suficientes para andlisis estadistico. Se considera gue no
eriste wna influencia en los datos obtenidos en las
diferentes mediciones y prusbass obtenidas por calidad de
los nauplios, va gue los nauplios v sus réplicas provenian
dee una misma fuents, para 21 5% de los biensayvos

realirzados.




RECOMENDADIONED

1.~ En esta tesis no s realizéd ningun tipo de estudio
microbinlégico, recomendando gue se realize una  mayor
investigacién de sste tema de tesis, pero en conjunto o en
paralelo a wna investigacién microbiclégica tanto ds la

larva como del medio.

2.~ La importancia gque tiene las prusbas de stress para la
determinacian de la calidad de las larvas de laboratorio,
parmite sugerir que se continue con esta metodologis v

sistemas para establecer un patrén comin.

T - Fstudios relacionados con la  influencia de los
antibisticns en el Hepatopincreas del camardn tambien se

recomienda realizar.

4.~ Este sstudio demuesira en forma parcial 2l uso y mas
fque nada el abuso de los antibidticos, en este caso el
Furazolidona v el Cloranfenicol, afecta a las larvas, dato
guie s reconfirma con las pruebas de stress. Es importante
gue los lagboratorios deberian implementar un Mm@ jor uso o
eliminacidon de los antibidticos & fravés de prusbas
microbiolégicas, tales como anbibiogramas y controles

minimos inhibitoripos (MIC).



[R5
Mantener el criterio de no usar antibidtico hasta gque sea
realnente necesaria su aplicacién. En todo caso estudiar iz

calidad de agua en los sistemas y un mejor manejo del

mismo.
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