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RESUMEN

La presencia de bacterias en los tanques de cultivo puede ser una
de las causas de la incidencia de enfermedades en 1os mismos; en
este trabajo se estudian los tipos de bacterias presentes en los
cuttivos de larvas de camaron, desde nauplio hasta post-larva, su
grado de incidencia y su relacion con el grado de sobrevivencia de

los animales.

Los resultados fueron obtenidos usando métodos esténdares de

microbiologia, mediante contajes totales de ufc/mt y la

determinacion del tipo de bacteria mediante pruebas biogquimicas.
P

Se encontré que los contajes totales de(ufc/ml én 10s tanques de

cultivo se van incrementando a un nive] maxtmo a partir del

estadio de post-larva.

-

Las principales especies de bacterias encontradas fueron:
(™ Pseudomonas, “Vibrio, Aeromonas, “Acinetobacter y’ Citophaga, en
un alto porcentaje en los tanques de cuitivo; se detectd, ademas,

otras especies de bacterias Como Elavobacterium,
Cromobacterium y Micrococus, encontrandose relacion con los

tipos de alimento suministrados al tanque.
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En las muestras de Artemia se detecté principalmente Vibrio,
Aeromonas, y Acinetobacter; en el agua hubo predominio de
Pseudomonas, Aeromonas y Acinetobacter; en algas predominaron

Pseudomonas y Aeromonas; y, en el alimento seco, Aeromonas y
Acinetobacter.

En este trabajo se determina el grado de incidencia en 1los
cultivos y sus posibles fuentes de contagio, asi como también

prevenciones en el sistema de mane jo.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, la Acuscultura se ha visto draméticamente
incrementada en importancia, debido a la gran demanda de productos de
consumo humano que tienen su origen en ella, 1o que conduce a que la
produccion sea cada vez mayor, para lo cual deben utilizarse técnicas de
cultivo semi-intensivos e intensivos. En Ecuador, primer pais prnductdr de
camaron (1986), esta situacion tiende a influir en el manejo de los
sistemas actuales, y al desarrollarse estas nuevas técnicas de cultivo se
estd incrementando las densidades de las poblaciones, 1o cual lleva a una

mayor ocurrencia de enfermedades.

Se ha considerado a las enfermedades como uno de los factores bioldgicos
que pueden limitar e impedir el desarrollo del cultivo de camaron (3). En el
desarrollo de una enfermedad intervienen tres factores: huésped, agente y
ambiente. Cuando uno de los tres tiene un comportamiento inesperado, todo
el sistema se desequilibra y es en ese momento cuando surge el problema

de la enfermedad.

Las enfermedades pueden ser causadas por agentes de etiologia infecciosa
y no infecciosa. Los agentes no infecciosos son normalmente factores
ambientales, pero los de etiologia infecciosa pueden ser: virus, hongos,

protozoarios y/o bacterias.
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Pocas investigaciones se han llevado a cabo en el Ecuador sobre el estudio
de bacterias que puedan ser de caracter patdgeno y que estén presentes en

los cultivos de larvas de camaron penaeido, pero se prevee que la

presencia de las especies Yibrio y Pseudomona pueden ser consideradas de
mayor impartancia debido a su incidencia en los sistemas de cultivo como

causantes de enfermedades.

"En cada caso reportado de infecciones bacteriales en camaron penaeido,
bacilos fermentatives, métiles, gram-negativos, oxidasa-positiva, han

sido aislados. La mayoria de las especies aisladas han sido Yibrio; otros

bacilos gram-negativos, incluyendo Pseudomonas spp. y Aeromonas Sspp.

pueden ocasionalmente estar involucrados en enfermedades de sindrome

bacterial en camaron penaeido {(13)".

Posiblemente, las especies de Yibrio han recibido mayor atencién, ya que
han sido la causa de enfermedades humanas y "la fuente probable de
contagio es la ingestion de peces o mariscos o la exposicion a aguas

contaminadas (5)"

Las especies de Pseudomona tambien han sido estudiadas, ya que se han
aislado de camarones enfermos (3), se ha detectado su presencia en los

ambientes marinos y su afinidad con los cultivos algales.

"Junto con estas especies, también han sido aislades Aeromonas Yy

Flavobacterium de camarones enfermos, y Aeromonas ha sido aislada

también como parte de la flora normal de los ambientes marinos (3)".
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“Entre los factores que inhiben el establecimiento del patdgeno estd la
misma flora microbiana normal, con la que el patdgeno debe competir por
los nutrientes y el espacio vital. Si se altera o se elimina 1a flora normal
con una terapia antimicrobiana seréd mas facil para el patdgeno realizar

una colonizacion exitosa (4)".

El presente estudio fue llevado a cabo en la Compafiia Pesquera
"Acuesemillas”, localizada en el Km. 4 de la via San Pablo - Monteverde, en
el sector denominado F‘ﬁ'coa, (Provincia del Guayas, Ecuador), en donde el
grado de sobrevivencia en los cultivos de larvas consideradoe desde Nauplio

hasta la cosecha de Post-Larvas es del 65%.

Con las pruebas realizadas en este estudio, se trato de determinar
mediante métodos esténdar de analisis bacterioldgicos, los principales
tipos de bacterias que afectan el cultivo de larvas, su relacion con el
grado de sobrevivencia de los mismos, en qué grado inciden las bacterias
en el cultivo y revisar las posibles fuentes de contaminacion en el proceso

de cria de larvas en laboratorio.

Este estudio consta de tres fases: una primera fase en que se realizan
contajes totales de colonias presentes en el tanque de cultivo (Tanque 1),
la segunda fase corresponde al Tanque 2 en que se se realizaron contajes
totales de colonias, aislaciones e identificaciones de las mismas por
medio de pruebas bioquimica.s, y la tercera fase (Tanque 3), en que se
realizaron contajes totales de colonias, aislaciones, identificaciones y un
seguimiento microbiolégico de todo el sistema para determinar las

posibles fuentes de contaminacion.
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Cabe anotar que Tos tanques 1y 2 corresponden a la fase final del periodo
de produccion, antes del perfodo de secado y desinfeccidn completa del
laboratorio, y el tanque 3 corresponde al inicio del nuevo periodo de

produccion.



CAPITULD |
PREPARACION DE LOS MATERIALES A UTILIZARSE
1.1.- Seleccién de Equipos a Utilizar.
1.1a.-Materiales y Quimicos

Entre los materiales y quimicos utilizados se

encuentran los siguientes:

Bactopeptona

Cloruro de Sodio
Extracto de Levadura
Trypticasa Pancreética Digestiva
Agar BACTERIOLOGICD
Agar TCBS/

Agar PLATE COUNT

Agar MANITOL SALT
Agar MAC CONKEY /

Agar TRIPLE SUGAR IRON
Agar UREA

Agar CITRATO DE SIMONS
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Reactivos para TINCION DE GRAM
Reactivo de CITOCROMO OXIDASA
Reactivo de KOVAC

Agua Oxigenada de 10 vol.
Aceite de Inmersidn

Alcohol

Tirillas de Papel Filtro

Mechero Bunsen y de Alcohol
Cajas Petri "

Tubos de Ensayo

Aza de Flatino

Probetas Graduadas

Yasos de Precipitacidn

Campana de Incubacidn

Placas Portaobjetos

Picetas

Fiolas

Fipetas

1.1b.-Equipo de Toma de Muestra.

La toma de 1a muestra de animales y agua del tanque se 1levd
a cabo por medio de tubos de vidrio previamente
esterilizados ayudandose en la succion con una pera de

caucho, tomando la muestra desde el vaso de precipitacion
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que contiene los animales sacados del tangue y colocados en tubos

de ensayo estériles con tapones de algoddn y gasa.

Fara muestras de tuberias se usé isopos de algoddén y tubos de

ensayo previamente esterilizados.

con Mitros de membrana de 0.46 micras y tubas de ensayo.
I.1c.-Equipo de Esterilizacion.

Para la esterilizacion de los materiales se utilizaron los

siguientes metodos:

-Desinfeccion: La destruccion de los ricro-organismos

usando desinfectantes como alcohol.

-Esterilizacion por Autoclave: Utilizando el autoclave que es
coro una olla de presidn, que actia a través de vapor y
calor, bajo una presién de (15 1b./pulg2 (PS1), y una

temperatura de 121°C., par medio de vapor de agua.

-Esterilizacion: El horno esterilizador, que es similar en
construccion a un horno de cocina, tiene un control
termostatico que regula la temperatura, actia por medio de

calor seco con temperaturas de 180°C.
-Incineracion: El calentamiento a la incandescencia en la
llama del mechero Bunsen y manteniendo alli hasta el rojo

Yvivo.
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1d.-Equipo de Maceracion. ”

El equipo de maceracion consiste de un tubo de vidrio que
actla como mortero y un pilén  de diagmetro ajustable al
diametro interno del macerador. El equipo es marca PYREX

resistente a altas temperaturas y de grueso cristal.
le.~Equipo de Incubacion.

El aparato usado para la incubacion consiste de una carmpana
construida de madera provista en su parte superior
delantera de vidrio para tener una mejor observacion al

trabajar.

La carpana esta disehada para proveer calor por medio de
luz con dos focos de 60 watls colocados en la parte superior
con lo cual se logra mantener una temperatura de 25 - 37°C;

0 ambiente, estando los focos apagados.
2 - Esterilizacion del Material de Vidrio

El material de vidrio utilizado esta compuesto de placas
petri, tubos de ensayo, probetas graduadas, fiolas de 250ml.,
S00ml. y 1000ml , tubos de vidrio, vasos de precipitacion de

100l y S00ml., y equipos de maceracion.

Las placas petri son lavadas con cloro y detergente, se

enjuagan, se dejan secar toda la noche y luego son
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esterilizadas en el Horno Esterilizador a una temperatura de 180°C.

por 45 min. a 1 hora.

La

o

placas son forradas con papel de empaque antes de la

esterilizacion.

Lo mismo se hace con el resto de rnateriales, que son lavados con

cloro y detergente y luego son esterilizados, a excepcion de las

ficlas que sdlo se lavan con detergente-y se esterilizan a 1860°C.

por 45 min. a 1 hora. (o’
|

Los rmaceradores son esterilizados rociandolos con  alcohol y
flameandolos a la 1lama del mechero Bunsen hasta que el alcohol

haya desaparecido.
1.3.- Preparacion de Medios de Cultivo
1.3a.-Consideraciones Generales.

Hay ciertas consideraciones generales que deben
tomarse para la preparacion de los medios de cultivo,
como por ejemplo. es importante evitar carbonizar el
redio por el sobrecalentamiento de un solo lugar en
la fiola, la mezcla debe ser homogénea y libre de
grumos. Un procedimiento recomendado para preparar
agar es, adherir la cantidad requerida del producto
deshidratado a la mitad del volumen de agua
requerida, después de una fuerte agitacidn, adherir la

otra mitad restante de agua.
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Los medios que se autoclavan deben ser hechos por 15 min. a 15
psi/121°C. y no méas de eso; de iqual manera no deben permanecer
en el interior del autoclave mientras éste mantiene aun
temperaturas altas, luego del proceso de esterilizacion, ya que el

medio presenta sedimentacion.
1.3b.-Composicion de los Medios de Cultivo.

- Agua: esta permite reacciones quimicas, dando lugar a
que los fluidos entren y salgan de las células mas

rapidamente.

- Cloruro de Sodio CINa: u otras sales, son a menudo
adheridas al medio para efectos de isotonicidad.  Una
gusencia de sales conduce a un efecto hypotonico
{destruccion de la membrana de la célula bacterial), y

demasiadas sales causa deshidratacion de la celula.

- Peptonas: son una buena fuente de nitrogenc rapidamente

disponible.

- Buffers: son sustancias que resisten o controlan cambios
de pH en un sistema. Son necesarios para mantener un pH

constante en medios de cultivo,

Ciertas bacterias crecen en medios alcalinos; mientras

(m(
o

otras crecen en medios acidos. E). Fosfatos acido y basico

de sadio.



- Indicadores: Son sustancias quimicas que carmbian de color de
acuerdo a la acidez o alcalinidad de la solucidn a la cual son
adheridos. En los medios de cultivo, son usados en la deteccion de
la produccion de acidez o alcalinidad por 10s micro-organismos. Ej.

Azul de Bromotimol, Rojo de Fenol, etc.

- Agentes Solidificantes: Son introducidos en el medio para el
propasito de endurecimiento. Ejemplos son el agar, gelatina, yema

de huevo y suero.

- Agentes Selectivos: Son quimicos especiales introducidos en
el rnedio para la inhibicion de algunos tipos de bacterias mientras
permiten el crecimiento de otros. Ej.: Sales biliares, Antibioticos,

etc.

1.3c.-Preparacion de los Hedios de Cultivo
Los medios de cultivo utilizados y su modo de preparacian
SO COmMo sigue.

- Caldo de Triptona.— Trypticasa pancreatica digestiva,
es un digestivo pancreatico de caseina, utilizado como una
fuente de nitrogeno en medios de cultivo formulados para

aislar bacterias.

El medio preparado presenta un color ambar claro,

transparente sin precipitacion.
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Se prepara afiadiendo 7.5 gr. de Trypticass Pancreética Digestiva an
23530 ml. de agua preparada en un 808 de agua salada y 20% de agua
destilads, se agita hasta una completa disolucién. Se coloca S mi.
en tubos de ensayo con tapones de algoddn g se autoclavan & 15

psif121°C por 15 min.

- Medio Oppenheimer Zobell Reduced (DZR).- Es un medio no
selectivo para contajes totales de piaca, en el cual las colonias
toman caracteristicas tipicas debida a) enrquecimienio del
misrmo.

oe prepava de la siguiente manera:

Extracto de Levadurs

Trypticasa Pancreatica Digestiva

Agar Bacterioldgico

Agus Salads Estéril

Agua Dulce Estéril

Disolver lo anterior en un flask y Vevar a ebullicidn para una
completa disolucion y autoclavar a 15 psi/Z 121°C. por 15 min.

Luego de autoclavar por 1S min, antes de que el agjar se haya
enfriado completamente, Vlenar las cajas petri usando técnicas
asépticas.

- Medio Plate Count Agar {(PCA).- Es un medio usado paia la

enumeracion de bacterias en rmuestras de agua.
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Ingredientes por litrao:

Extracto de levadura...................... 2,9 gr.
L0k 7o . NS, L L ———— agr
BECh 2ol o R i NCRETT S AP | gr
rR A L e e 1= g

Se prepara disolviendo 2.25% de medio en agua destilada,
adicionando 3% de cloruro de sodio, o en agua salada esteril
directamente. Llevar a ebullicidn hasta su completa disalucion y

autoclavar a 19 psiZ121°C. por 15 min.

El medio preparado presenta un color &mbar claro, ligeramente

opalescente, sin precipitado.

- Medio Agar Mac Conkey (MCK).— Este es un medio de siembra
selectlivo recomendado para e) aislamiento y diferenciacion entre
organismos fermentadores de lactosa y no fermentadores de

lactosa.

Las organismos capaces de fermentar la lactosa presentan colonias
de color rojo. Las colonias de organismos que no fermentan lactosa
perimanecen incoloras y translucidas. La selectividad del medio se
debe a la presencia de cristal violeta y sales biliares que inhiben

-asl 0 completamente el crecimiento de organismos gram-

(]

positivas.
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Se disuelve S de medio en agua destilada, agregar 2.5% de cloruro
de sodio, calentar hastg completa disolucién Yy autoclavar a 15

psif121°C por 1S min.

La farmula del medio es:

Bacto peptona.... ... ... 17 gr.
Peptona proteasa......_ 3 gr
Lactosa.............. ... 10 gr.
Sales Biliares........... . 1.5 gr
Cloruro de Sodio ... ... 9 gr
10 13,5 qi
Rojoneutro.............. 3,03 gr,
Violeta cristal ... 0,001 gr.

El medio preparado presenta una coloracidn rojizo-purpura,

ligeramente opalescente

-Medio Thiosulfato, Citrato, Sales Biliares, Sucrosa
{(TCBS) - Este es un medio selectivo que se utiliza para el cultivo

y aislamiento de especies de vibrio.

Disolver 8.9% de medio en agua destilada, adicionar 2% de cloruora
de sodio y levar a ebullicién por 3 min. con continua agitacion. No

autoclavar el medio, dejar enfriar Y preparar las placas petri.



La formula de)l medio es:

Extracto de Levadura................._.. .. o gr.
FPeptona proteosa.. ... 10 gr.
Citrato sodico........ S — 10 gr.
TR VELE SOHYIE. .o oo 10 gr
Bilis de buey.............................. o gr
SQCAFOSE...... 20 gr
Cloruro sadico.................... 10 gr
Citrato férrico........................._. 1 gr
Azul de bramo timol......... ... 0.044 gr.
Azul Yol 0.0 gr.
° 11| SR————————— 15 gr

25

El medio preparado presenta un color verde hoja, ligeramente

opalescente sin precipitado ni residuos.

- Medio Manitol Salt (MS).- Es un medio selectivo usado para

el aislamiento de estafilococos patdgenos.

El crecimiento de la

mayoria de bacterias diferentes a estafilococos queda inhibido por

la alta concentracion de sal.

oe disuelve 11.1% de medio en agua destilada, llevar a ebullicidn

hasta que el agar se haya disuelto completamente y autoclavara 15

psiZ121°C por 15 min.
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Su farmula es como sigue:

Peptona proteosa.............. . 10 gr.
Extractode carne............... ... . 1 gr.
D-=Manitol.............. ... T s 10 gr.
Cloruro sadico.. ... .. . 75 g
BB s s s einemmesss e v st 15 gr
Rojo fenol............... . T 0.025 gr.

El medio preparado presenta coloracidn roja, muy ligeramente

opalescente.

1.3d - Preparaciéon de las Placas de Hedio de Cultivo.-

Luego de la esterilizacion, el agé}r es enfriado.

La mesa usada para la preparacion de las placas es desinfectada en

sU superficie con alcohol. Las placas petri estériles son colocadas

en la mesa junto con el mechero Bunsen.

La temperatura de) agar debe ser aproximadamente SOOn oun L.
chequeado en la superficie de la mano, ya que temperaturas
mayores pueden causar condensacion del agua, formando gotas de
agua en la placa superiaor: por atro lado, temperaturas mas bajas

solidifican el medio antes de que éste sea vaciado en las placas.

Fara la preparacion de las placas de medio, flamear el borde del
cuello de la fiola, paséandolo por el mechero Bunsen, levantar la

tapa de la placa petri y colocar de 1{5 a 16‘ h’ de medio en el fondo
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de la placa, colocar nuevamente la placa superior, teniendo cuidado

de no derrarmar agar en los lados o superficie de 1a placa.

Dejar solidificar el medio, esto ocurre tan pronto como la
temperatura del agar alcanza 42°C y almacenar las placas en el

refrigerador.
1.4~ Seleccidn de los Tanques de Cultive de Larvas

Fara el seguimiento bacteriolagico se gscogio tanques en
Que se siguio la rutina normal de cultivo de larvas de
tamaron en el laboratorio, con aplicacién de antibidticos
segun lo programado y con un plan de alimentacian de algas,
artemia y alimento seco, normal, con un recambio de agua

segun lo establecido.

Se hicieron sequimientos antes y después del secado anual
para una comparacion, y se tratd de llevar un control
bactericlogico ademéas del tanque, de los alimentos y del
dgua que ingresd al tanque, asi como también de las tuberias

de entrada de agua, aire y algas.

Los tangues seleccionados para el estudio fueron de una
capacidad de 18.7 toneladas, construidos de fibra de vidrio,
mw“‘na de U, sembrados a una densidad inicial de
ﬁs nauplios pmg cosechados con una densidad final

promedio de 86 Post-Larvas por litro.



CAPITULD 11
SEGUIHIENTOS BACTERIOLOGICOS
2.1 - Toma de Muestras: Preparacion

Las muestras provienen de diferentes lugares, segun el sitio
que se desee muestrear depende la preparacion que se dé a la

misma, par ejemplo:

~ Muestras de Agua para el recambio: Las muestras de
agua provenientes de la tuberia de entrada de aqua al tanque,
son Tiltradas usando una jeringa y un dispositivo filtrante
que contiene un filtro de membrana de 0.46 micras, la
cantidad filtrada en una muestra de agua que ingresa al
tanque es de 100ml. Luego de filtrada la muestra de agua,
con unas pinzas esteriles se saca el filtro y se 1o coloca en
sentido contrario, para que filtrando Sml. de la misma
muestra, este contenido sea recogido en un tubo estéril
para entonces tener la muestra ya preparada para su

incubacion.



La jeringa, junto con el filtro de membrana y el dispositivo

filtrante deben ser autoclavados previamente.

- Muestras del Tanque: Para la toma de la muestras del tanque,
Se& sacta una muestra representativa del mismo, con un beaker; la
muestra debe contener mas o menos 300 ml. de agua y contener
suticiente cantidad de animales para poder Nenar los requisitos de

numero de animales/muestra/estadio, sequn la siguiente tabla:

ESTADIO N ANIMALES
N3 -~ NS 20
Bl = 22 24
£3 20
M1 16
M2 - M3 12
PLT = PL3 &
PL4 - PLE -4

La cantidad necesaria de animales para la muestra se la toma
directamente del vaso de precipitacionusando tubos de vidrio
gstériles y una pera de caucho, Yy se los coloca en un tubo de ensayo
esteril junto con 3 a S ml. del agua del mismo tanque (Ken Hasson,

1957,



30

Luego de esto la muestra es macerada en el equipo de maceracion
previamente desinfectado con alcohol y esterilizado a la 1lama del
mechero Bunsen, el equipo se debe dejar enfriar por 10 min. dentro
de la carmpana de incubacidn, la muestra es entonces macerada
aciendo girar varias veces la varilla que actda como pilén dentro
del tubo que hace las veces de mortero, y entonces la muestra estd

l=ta para ser sembrada en el agar.

— Huestras de Tuberias: Para la toma de muestras de las
tuberias, ya sea de agua, aire o algas, se utiliza isopos de algodan
previamente esterilizados, los cuales son pasados por el interior
de la tuberia y colocados en tubos de ensayo esteriles que
contienen caldo de peptona, para ser puestos en incubacion en la
campana por un periodo de 4 a & horas y lueqgo proceder a la

siembra en los medios de cultivo

- Muestras de Alimento Seco: Las muestras de alimento seco
son tomadas directamente del tacho que conltiene el alimento
disuelto en 10 litros de agua salada, se toman una cantidad de 3a5
ml. de muestra, para facilitar el proceso de maceracion en el

equipo macerador y luego son sembrados en los medios de cultivo.

- Muestras de Algas: La muestra de algas es tomada desde la
tuberia de algas que va a llevar las algas al tanque, y es sembrada

directamente en los medios de cultiva,

- Muestras de Artemia: Las ruestrac de artemia son toradas

del tacho que contiene la cantidad de artermia que se va a alimentar
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al tanque, se toma 3 @ 5 ml. de muestra, para facilitar el praoceso
de maceracion, se la macera en el macerador, y luego son

sembradas en los agares para el cultivo.
2.2 - Técnicas de Siembra e Incubacionin

FPara la siembra o inoculacion de la muestra en 1os
diferentes tipos de agares, se procede a tomar pequefas
alicuotas utilizando azas de platino de una medida conocida,
que han sido esterilizadas en la 1lama del mechero Bunsen
calentandolas al rojo vivo y que se dejan enfriar por unos

segundos.

Para la siembra de 1a muestra en los agares, estos, que se
han rmantenido en refrigeracion, deben ser previamente
puestos en temperatura ambiente para que adquieran la

termperatura del medio.

Todo el procedimiento a sequir para la preparacion y
siembra de la muestra en los agares debe ser realizado
dentro de la campana la cual ha sido desinfectada

previamente con alcohol.

Las muestras que deben ser maceradas son sembradas
siguiendo la siguiente rutina de trabajo: luego de haber sido
maceradas, la varilla que hace las veces de pilon debe ser

retirada cerca de la llama del mechero, con el aza de platino
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Calibrada se toma la muestra de] macerador tratando de no tener
contacto con las paredes del mismo, se debe tener cuidado al sacar
la muestra ya que el aza de platino debe contener la cantidad de
muestra requerida, no mas ni menos de lo establecido, las medidas
volumetricas usadas son de 01,001 yoool ml, luego de esto se

procede a la sierbra de la muestra en 1os agares.

Para la siembra en los agares el aza de platino conteniendo la
muestra se desplaza por la caja petri haciendo una linea de arriba
hacia abajo y luego se realizan estrias desde el inicio hasta el fin
de la linea, tratanda de repartir la muestra uniformemente por toda
la superficie de la placa, este procedimiento se 1o realiza cerca del
mechero con técnicas asépticas para evitar en lo posible el ingreso

de contaminantes ambientales.

Las placas de cultivo con rotuladas en su fondo con el respectivo

codigo de la muestra.

Fara la incubacidn de las muestras se utiliza la campana, en la que
las cajas petri son colocadas de una maners invertida y dentro de
una caja de cartén para proveer de oscuridad y permitir el
desarrollo de todas las especies bacterianas, la campana es

cerrada para mantener una temperatura estable de 35 - Tt

La incubacidon se la realiza por 24 horas para entonces proceder a
realizar los contajes bacterianos, si no existe crecimiento
bacteriano, se dejan las placas en incubacidn por 48 horas, para dar

por negativo el resultado.



CAPITULOD 1

IDENTIFICACIONES BACTERIANAS

& 1=

MHétodos de Aislamiento

Los aislamientos de las colonias bacterianas usando
técnicas asépticas son necesarias previo a las pruebas para
la identificacion bioquirnica, tratando de obtener colonias

puras usando los siguientes meétodos:

- Aislacion de la colonia - En este método, picamos una
colonia deseada para ser aislada, con una aguja de platino
puesta en la Harna del mechero Bunsen hasta el rojo vivo y
dejada enfriar por 12 a 15 sequndos, tratando de tomar
colonias aisladas y de evitar el contacto con colonias
cercanas, el contenido de la aguja de platino, se deposita en
un tubo con caldo de peptona y se lo deja en incubacion por
5-0 horas, luego de lo cual se observa turbidez en el tubo, 1o

que indica un creciriento positivo de la colonia aislada.



- Siembra por Agotamiento.- La siembra por agotarmiento como
una técnica de aislamiento, se la realiza en placas petri con medio
no selectivo; tomando una muestra con el aza de platino

previamente esterilizada, directamente del tubo que cantiene la

colonia incubada en caldo de peptona, y se realiza la siembra en
placa por agotarniento, realizando primeramente 3 estrias en la
placa, tratando de dejar en ellas la mayor parte del contenido del
aza, luego realizamos 3 estrias méas, continuando desde el final de

la altima, luego 2 estrias mas a partir del final de la estria
anternior Yy, Tinalmente, realizamos un  rayado  en 2ig-zaq,

terminando en la parte central de la placa

Con este metodo de aislamiento, se obtienen colonias claramente
alsladas, con crecimientos espaciados, permitiendo  buenas

aislaciones para la realizacion de las pruebas de identificacian.

- Siembra en Tubos.—~ La siembra en tubos con medio sélido se

realiza a partir de colonias incubadas en caldo de peptona o a

partir de colonias aisladas en placas por aqotamiento.

La conservacion de las colonias aisladas en tubos se preserva por
mucho mas tiempo que en placas Y su pureza puede ser asegurada

con mayor certeza

Fara la siembra en tubos se realizan estrias en Z1g-zag sobre la
superticie del medio, el cual se ha dejado solidificar en el tubo con
un angulo de inclinacion, permitiendo asi rayor superficie de

crecimiento a las colonias



Los tubos con colonias aisladas son tapados con tapones de algodon

para permitir un intercambio gaseoso adecuado.
3.2 - Contajes Bacterianos

Fara la realizacion de los contajes de las colonias

n de  la
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bacterianas se utilizd dos formas de

muestiras.

- Dilucion en Tubo - Para realizar la dilucién de las
muestras en tubos de ensayo, se utilizd como medio
diluyente, agua de peptona o aqua salada esterilizada por
autoclavado, con medidas de dilucion de 1:2, 1:5 y 1:10, de
agcuerdo a la cantidad de colonias existentes en las

muestras.

= Dilucion por Indculo.~ Tomando indculos con el aza de
platino directamente de la rmuestra, se utilizaron azas de
diferentes diametros los cuales perrmiten tomar diferentes

volurmenes de indculos de muestra.

El volumen del inoculo depende del diametro del aza

utilizada, y asi tenemos:



Diametro Volumen
< mm. U, nl.
3 mim. 0,01 ml.
2 mim. 0,001 rmnl.
1 mimn. 0O,0001 mi.

Las placas de agar utilizadas para los contajes totales de unidades

formadoras de colonias fueron los medios PCA y 0ZR.
3.3 - Observaciones Macroscopicas

Las observaciones macroscopicas se realizan directamente

]
T

desde la placa de crecimiento bacteriano por simple
observacion de ciertas caracteristicas de las colonias como
20N:

- Color: Las colonias en los cultives en medios no
selectivos presentan coloraciones blancas Y cremosas,
ademnas ciertas caracteristicas opticas como presentar
opalescencia, transparencia, opacidad o iridiscencia.

- Aspecto: Las colonias presentan un aspecto que puede

sel” pastoso, mucolde, con bordes claros, o tonos azulados.

- Forma: Pueden ser redondas, irregulares, extendidas, etc.
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- Tamano: El tamafo de las colonias puede ser determinado en

mim.

- Elevacion: Las colonias pueden presentar una elevacitn

aplanada, umbo-nada, convexa, etc.

- Produccion de Pigmentos: Una caracteristica muy importante
enitre  las observaciones macroscopicas, es la produccidn de
pigmentos, las colonias observadas presentaron formacion de

pigmentos de color amarillo, naranja, rojo, violeta, etc.
3.4 - Observaciones Microscopicas

Las observaciones microscopicas son realizadas utilizando
técnicas especiales de tincidn, en este caso se utilizd la
técnica de tincidn méas conocida y difundida, que es la
técnica de tincidn de Gram, por medio de la cual es posible
observar la forma y disposicion de las colonias, asi como
también su diferenciacion entre Gram-positivas y Gram-

negativas de acuerdo a la estructura de su membrana.

- Reactivos para la Tincion de Gram: Se utilizan
cuatro tipos de reactivos los cuales tienen funciones

determinadas.

1.- Cristal Violeta: Este es el primer reactivo, se aplica
sobre la placa en seco. Su proposito es tefir todos los

organismos en la placa.
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La solucidn de cristal violeta se prepara de la siguiente forma:
Cristal Yioleta, 85%........coooooeo 20 gr.

Alcohol Etilico, 95%......ooo 100 ml.

Solucidn de oxalato:

Oxalato de Amonia......................... 1 gr.

Agus Dest11ad8. .owmsmsmmmmmminss 100 ml.

La solucion de trabajo se prepara diluyendo la solucion de cristal

violeta con agua destilada a razdn de 1:10 y mezclarla con 4

volumenes de la solucion de oxalato.

2.~ loduro de Gram: También se lo conoce como solucidén de
Lugol, este actua como mordiente, permitiendo la unién entre el
colorante y el sustrato.

La solucion se prepara de la siguiente manera:

Cristales de lodo............................... 1 gr.

se disuelve completamente en S ml. de agua destilada, entonces

adherir:
Agua Destilada.................. 240 ml.

Bicarbonato de Sadio (5% SA)... . 60 ml.
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3 - Decolorante: Este reactivo disuelve y remueve la primera
tincion de algunas células. El reactivo puede ser una mezcla de la
rmitad de acetona y la mitad de alcohol al 95%, o sdlo alcohol al

Y5%. El cristal violeta es soluble en esta cambinacion y se va a

o == 2ie ez - P et
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reactivo con gran tenacidad.

4.~ Safranina: Este reactivo es un tinte rojo el cual es aplicado
para tefiir aguellas células que fueron decoloradas y que se
presentan invisibles, por lo cual se las tifie con un colorante de

contraste al usado en la primera tincién.

Preparacion:
safraning.................... 2.9 Or
Alcohol Etilico 95%........ .. 100 ml.

Para la solucion de trabajo, diluir 155 o 1:10 la solucién de

safranina con agua destilada.
- Procedimiento para la Tincion de Gram

Primero se debe preparar la suspension bacterial y fijarla en una

placa portaobjetos paséndola por la 1lama del mechero.

I.= Inundar la placa con la solucidén de cristal violeta. Dejar actuar

por 1 minuto y lavar con el chorro débil del agua.



40

2.~ Inundar 1a placa con la solucion de iodo y dejar actuar por 1

minuto. Lavar con el chorro débil del agua.

3.- Decolorar cuidadosamente por aproximadamente 20 a 30
seqgundos con la solucidon decolorante y lavar al chorro débil del

agua.

4.- Inundar la placa con la solucién de safranina por 30 a 60

segundos y lavar al chorro débil del agua.

Las placas con las colonias tefiidas se dejan secar al ambiente y

luego se observan en el microscopio utilizando aceite de inmersidn.
- Fundamento de la Tincién de Gram

Las colonias pueden presentar dos tipos de coloracidn: aquellas que
presenten una tincion rosada por la captacidn de la safranina, son
colonias Gam-negativas, y aquellas que por el contrario presenten
colonias tefiidas de color violeta por la captacidon del cristal

violeta, son colonias Gram-positivas.

La diferencia principal entre las células Gram-positivas y las
Gram-negativas esté en la pared celular. La pared celular de las
células Gram-positivas son méas sensibles a l1a dehidratacién por el
alcohol, el cual actua cerrando los poros de la pared. Bajo esas
condiciones, el complejo iodo-cristal violeta no puede ser liberado
por la célula, y el color violeta es entonces retenido. La pared de
las células Gram-negativas tiene un mayor contenido de lipidos que

los Gram-positivos y aparentemente no se cierra durante el
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tratamiento de alcohol, de esta forma el violeta es liberado con el

decolorante.



CAPITULD IV
PRUEBAS BIOQUIMICAS

4.1.- Preparacion de Medios para ldentificacion

Bioquimica.

El desarrollo de las pruebas bioquimicas, nos permite
utilizar medios de cultivo selectivos diferenciales, para la

identificacion de las diferentes especies bacterianas.

La técnica empleada se refiere a la bacteriologia clésica
involucrando la preparacion de los medios y la consiguiente
lectura, a diferencia de las pruebas existentes en la

actualidad (comerciales).

El  fundamento de 1la utilizacion de estas Pruebas
Bioquimicas se basa en el estudio de la capacidad de utilizar
0 degradar nutrientes especificos adicionados en estos
rmedios para obtener lecturas diferenciables entre las

especies baclerianas.



La importancia de la realizacién de estas Pruebas Bioquimicas es
para lograr una confirmacidn de la especie hacteriana en estudio,
ya que el diagnostico presuntivo lo obtenemos en los medios de

cultivo selectivos.

Fara realizar las pruebas de identificacién bioquimica de las

colonias aisladas, se utilizaron cuatro medios diferentes:

~ Medio Triple Sugar Iron (TS1).- Este medio se utiliza para la
identificacion de bacilos entéricos gram-negativos, basandose en
la fermentacion de tres azicares: dextrosa, lactosa y sucrosa, y

por la produccion de sulfura de hidrogeno.

El contenido de la formula es:

Extracto de Carne ... . . . 3 gr.
Extracto de Levadura...... ... ... 3 gr
Feptona.......................... '3 gE
Feptona Proteosa................... o gr
Dextrosa.......................... I gr
Lactosa................ 10 gr
UCTBEE ccsossirisisommmneiibinmsenie s 10 gr
Sulfato Ferroso.................. .. 0,2 gr
Clorure Sodica... ..o 0oni S gr



ROJOFBADL. isiiinanismrnes. 0,024 gr.

El medio se prepara disolviendo 0,5% de agar TS| en aqua destilada
y calentar hasta disolucion completa Fepartir en tubos y

esterilizar en el autoclave por 1S min. a 15 psif121°C.

Los tubos se deben dejar sohdificar en una posicidn inclinada.

puede tener un ligero precipitado

- Hedio Sulfuiroe, Indol y Motilidad (S1M) - Este medio sermi-
salido se lo utiliza para la determinacion de la produccion de

sulturo de lndrogena, la formacion de indol y la maovilidad.

Farmula del media:

B OHTDIIR. ... oonscovan sz S0 gf
Extracto de Carne..... . M, 3gr
Hierro Peptonizado ... 0.2 gr.
Tiosulfato Sodico....... .. 0,025 gr
6] - | , 3qr.

Fara la preparacion, se disuelve 3,6% del medio en agua destilada y
calentar hasta completa disolucian, Repartir en tubos y
autoclavar por 15 min a 15 psi/121°C. 4 dejar salidificar el medio

en posician vertical
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El medio preparado presenta un color ambar medio, ligeramente
opalescente.
= Agar Citrato de Simmons - Este medio se basa en la

utilizacion del citrato como unica fuente de carbong La farmula

del medio es:

Sulfato de Magnesio.. — U2 qr
Fosfato Dihidrogeno Amdnico. 1 gr.
Fosfato Dipotasico....... . . I gr.
Citrato Sadico... e T . § : 4
Cloruro Sodico. 5 gr.
Agar....... S 15 gr.
Azul de Broro Timol. . 0,08 gr.

Fara la preparacion del rmedio, disolver 2 42% en agua destilada y
calentar hasta completa disolucidn Repartir en tubos estériles Y
esterilizar por autoclavado 1S min. a 15 psif121°C.

El rmedia preparado se presenta de color verde, lgeramente
Opalescente, puede tener un hgero precipitado.

Dejar solidificar el medio inclinando los tubos.

- Agar Urea - Se basa en lg capacidad de ciertos micro-

orgamsimos para deqradar la urea por medio de la enzima ureasa Y



o
]

una produccidn de aroniaco, lo cual lleva & una reaccidn d

alcalinidad en el medio Que produce un cambio de color,

La formula del Agar Urea Base es:

FPeptona.......... . L 1 gr
Destirasa................ T I gr
Cloruro Sodico Sogr
Fosrato Potasica, Monabésico.. 2qgr.
Urea........... R s mmmaameones 20 gr.
Rojo Fenol....................... 0,012 gr.

La preparacion del agar urea base es disolviendo 2 9% de] agar en
agua destilada y mezclar bien para una completa disolucion.
Esterilizar por filtracion, la base concentrada no debe hervirse ni

autoclavarse,

Fara la preparacion del agar, disolver |,S% de agar en agua
destilada, calentar hasta completa disolucian Y autoclavar por 15
min. a 15psis121°C.

Dejar enfriar hasta S0-55°C Y agregar asepticamente al agar urea
base, el agar enfriado.

Mezclar bien y repartir en tubos estériles, dejar solidificar los

tubos en una forma inclinada.
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fétodos de Siembra e incubacion.

- Hedio Triple Sugar lron.— El indculo es a partir de
colonias alsladas en medio solido, tomadas directamente de
&l con una aguja de platino previamente esterilizada, desde
el centro de la colonis y sembradsa en el tubo con medio TSI
haciendo prirmers una picada profunda y reslizando luego

estrias en la superficie.

(!
__'J

tncubar los tubos a 35 - °C por 18 a 24 horas.

- Medio Sulfure, Indol y Metilidad.—- Para s siembra en
gl medio SIF, se torma una colonia con 1a aguja de platino
previamente esterilizada Y se realiza una sdla picada en el
centro del tubo con el medio, tratando de dejar alli la
colonia, 1a picada debe ser de no méas de 2/3 13 praofundidad

del medio, obserandose Técilmente 1a lines de picadura.
Incutiar los tubos g 35 - 3790 por 1@ - 24 horas,

- Agar Citrato.- Con la aguja de platine esterilizada, se
toma una colonia aislada y se la siembra por ls superficie

del agar, realizando estrias para repartitla bien sobre ella.

Iincubar los tubos a 35 - 37°0 por 186 - 24 horse.

{rx

- Agar Urea.- En el agar Urea, 'a colonia ai lada se

o

sternbra por reparticidn de 1a misma sobre la superficie del
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Incubar los tubos a 35 - 37°C por 18 - 24 horas.
4.3 - Interpretacion de Resultados.

- HMedio Triple Sugar Iron- La fermentacidn de los
azucares, que da lugar a una produccion de acidos, se detecta
mediante el indicador de rojo fenol. Los cambios de color
amarillo para la produccién de &cido Yy rojo para la
alcalinizacidn, son notables. El tiosulfato sddico se reduce
a sulfuro de hidrégeno, el cual reacciéna después con una sal
de hierro proporcionando e tipico sulfuro de hierro de color

neqro.

La produccion de gases de fermentacion es detectada por la

presencia de burbujas en el medio.

En conclusion, para la determinacidon de Jlos resultados,

comprobar:

Presencia de burbujas.. ....lbas de Termentacion positivo
Loloracion negruzeca..... . Froduccion de H2S positiva
Color Ararillo................ Acldez

tolor Rojo................... Alcalinidad

~- Medio Sulfure Indol Yy Motilidad - La deteccidn de 1a
produccion de sulfuro de hidrégeno se observa por el

ennegrecimiento del medio a 1o larqo de la linea de
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inoculacion; los organismos que producen H25 presentan por lo
general una reaccidn positiva en 1§ - 24 horas. En la deteccidn de
la movilidad de los arganismos se observa un crecimiento difuso o
turbidez lejos de 1a lines de inoculacidn,  En caso de existir
crecirmiento en la linea de picadura, pero no motilidad, entonces la

prueba de motilidad es negativa.

En resumen:

LColoracian neqruzca........................ Produccidn H2S positiva

Lrecimiento Desplazado.... . Motilidad positiva

- Agar Citrato- En este agar, los organismos capaces de
metabolizar el citrato crecen exhuberantemente. El medio esta
alcalinizado y cambia de su color verde inicial a azul oscuro en 18-

24 horas.

~ Agar Urea.- El indicador de rojo fenol cambia de color el medio
de amarillo a rosado al producirse el desdoblamiento de la urea, y

una alcalinidad en e) media por la produccion de amoniaco.

Lolor rosado... .. T e e oarst Fasitivo

BIBLIOTECA
Far . ING,
LARITEMA
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4.4 - Pruebas Adicionales

- Oxidasa - Parg detectar la produccién de oxidasa se

utiliza el reactivo de ouidasg tuya preparacion es como

sigue:
Uxalato de p-Aminodimetilaniling 1 gr
AgQua destilada.........._ i comemacenas 100 ml.

se disuelve el oxalato de p-Aminodimetilanilinag en agua

destilada y se calienta suavermente.

Con esta solucidn se embebe unas tirillas de papel filtro
absorvente en el cual las colonias de los organismos
deseados a probar son depositadas utilizando una aguja de

platino.

Al cabo de 30 & 6O segundos la reaccién puede ser
observable, presentando una coloracion rosada que se vuelve
vigleta oscuro, lo que indica que la prueba de oxidasa es

positiva.

— Catalasa - La prueba es desarrollada por 1a adicion de la
colonia deseada a probar en una placa con unas pocas gotas
de perdxido de hidrogeno 38 Si 1g catalasa estéd presente,

burbujas de oxigeno deben ser liberadas por la colonia.



La reaccion que se produce es la siguiente:

~ Test de Indol.- Para i prueba de indol se utiliza el reactivo de

Kovac el cual se prepara de la siguiente manera:

Alcohol Amitica... . 150 ml.
p-Dimetilaminobenzaldehido. 10 gr
Aclda Clorhidrico, conc.... SO mil.

Disolver el aldehido en el alcohol, entonces lentamente adherir e)

acido clorhidrico.

La prueba se basa en determinar la ctapacidad de los micro-
organismaos para desdablar |g molécula de triptéfano hasta su

forma simple que es gl indal.

Se realiza agregando unas gotas del reactivo de Kovac en el tubo
con medio SIM que contiene 1a coloma previamente nmcubado por
16-24 horas. Para dar por positivo el resultado se debe observar la
formacion de un halo rojo en la superficie del medio, en caso de no
observarse cambio de color 0 mantener el color café, el resultado

se dara por negativo.



CAPITULDO v

DETERMINACION DE FUENTES PROBABLES DE
CONTAMINACION.

9.1 - Seguimiento Bacterioldgico del Sistema

El seguimientao bactericldgico del sistema se 1o 1levd & cabo
realizando cultivos bacterioldgicos de muestras de todo
aquello que intervino de alguna Tarma en el cultivo de l0s

anilmales en el tanque.

Se realizd cultivos bacterioldgicos provenientes de las
tuberias de agua, de algas y de aire, cultivos de muestras
del agua que Ingreso al tanque en el recambio, muestra de
algas suministradas como alirmento natural, muestras de los

alimentos artificiales y muestras de artemia.

Las muestras del sistema se cultivaron bajo las mismas
indicaciones dadas para las muestras de animales en el
tanque.

Las muestras de las tuberias fueron tomadas 2 veces en e)

tiempo que durd 1a corrida de cultivo del tanque, las
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muestras de algas fueron tormadas dia a dia hasta comprobar la
presencia de bacterias tipicas, 1o rmismo con las muestras de

artemia, alimento artificial Y agua de recambia.

e realizaron identificaciones de las colonias de bacterias
pPredominantes en los cultivos, asi mismo fueron hechos Contajes

de colonias.
9.2 - Contajes e ldentificacidn.

Se realizaron contajes en placas para obtener el namero de
unidades formadoras de colonias por cadg mililitro de
muestra, asi mismao se realizaron contajes por tipo de
colonias  encontradas can su- respectiva identificacién

mediante pruebas bioquimicas

tén dados en las

Lig]

Los contajes totales Y por especies e

tablas que a continuacidn se detallan:
TABLA 1 -ARTEMIA

—LONTAJES TOTALES UFC/ 3 | A

DIA AGAR 0OZR AGAR PCA
7 31.000 20400
ti 20 500 10,000
g 2085 000 105000

12 654.000 600.000
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TABLA 2 - AGUA

CONTAJES TOTALES UFC/100 ML

DiA AGAR 0OZR AbAR PCA

o 360 110
< 20 0
9 500 100
6 290 0
7 ) 440 20
g 70 20
10 200 200
1 100 3200

TABLA 3 .- ALGAS

CONTAJES TOTALES UFC/ML.

DIA AGAR 0ZR AGAR PCA

3 890 220
4 1210 1170
9 1290 390
& 2000 1000
Fi 31800 7100
9 23800 11900



TABLA 4.- ALIMENTO SECO

CONTAJES TOTALES UFC/ML.

DIA  AGAR 0ZR  AGAR PCA

4 2000 2180
5 12100 20900
7 15000 8000
d 600 200
9 420 140
10 940 500
12 21000 10800
TABLA 5
TIPO DE ALIMENTO SECO TOMADO EN LAS MUESTRAS
PORCENTAJE

DIA  FRIPPAK 1 FRIPPAK 2 FRIPPAK 3 NIPAI 0

- 60 40

a 100

7 66.7 53.3

o 100

4 100
10 100

122 100



BIBLI®TE A
HC. ING,
TABLA 6.- ARTEMIA ARKLT A

PORCENTA.JE POR ESPECIES ENCONTRADAS

DIA  PSFLUD. V.PARH. AEROM. OTROS V.ALGS

& 1.3 09 Li:325 Ac: 325 100

Abreviaaturas:

FPSFLUO. Pseudomonas fluorescens
V.PARH.: Vibrig parhaemolyticus
AEROM.: Aeromonas sp.

Y.ALGS: Vibrio algosus

Li: ABromona liquefaciens
S ABromona salmonicida
A Acinetobacter sp.

Ci: Litophaga sp.

NOTA:  Los datos para Vibrig algosus estan expresados comg
parcentaje  por placa en tados  los conteos realizados,
independientemente de las otras colonias, debida a sy crecimiento en
forma extendida



TABLA 7 - AGUA

PORCENTAJE POR ESPECIES ENCONTRADAS

DIA PSEUDOM. AEROM. OTROS V.ALGS

;: 23.4 am: 21
L 10.¢#
4 g4.0 Li: 15.4
3 Sa: 20
Li: 20
b 271 Sa: 41.7
L 2.1
s Li; 75.4
g 30 Li: 20
10 266
11 ¥ Li: 29
Abreviaturas:
PSEUDOM: Pseudomaonas sp.
AEROM:  Aeromonas 5p.
Sa: Aeromona salmaonicida
Lh ABro,mona liquefaciens
Mic: Micrococos tetragenas

AC: Acinetobacter sp.

£E Citophaga sp.

AC:61.7 10
Ci: 2.1

Ac: 60

AC: BO |
Ac: 167 15

e 10.4

AC 1.8 100
Mic:22 8

Ac: 10 2
Ci 40

Ac. 714
HMic:85.7

57
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TABLA 8 -ALGAS

PORCENTAJE POR ESPECIES ENCONTRADAS

DIA PSEUDOM. V. PARH. AEROM. OTROS V.ALGS

3 46 8 1.4 Li:208 Ac:132 5
Sa: 63 Ci: 05
| 25.4 Li:184 Ac: 184
Sa: 04 (i- 52
L 22
2 136 L 25 Ac109 5
C1: 66
o 30 10 Li: 20 AcC:20 100
Sa: 20
7 156 Li: 21.3 Ac: 55
Fv:149
Ci:425
9 1G.1 Li: 87 Ac 07
Ls:36.3
Ci:36.2
Abreviaturas:

FSEUDOM: Pseudomonas sp.
Y. PARH. - Yibria parahaemolyticus
AERUIM.:  Aermormonas sp.

Li: Aeromona liquefaciens

Sa: Aeromona salmonicida

AC: Acinetobacter sp.

Ci: Citophaga sp.

L Cromobacterium violaceum

F: Flavobacterium sp.

Cs: Citophaga salmonicolar EISLIOT;



TABLA 9.- ALIMENTO SECO

PORCENTAJE POR ESPECIES ENCONTRADAS

DIA PSEUDOM. V.PARH. AEROM. OTROS V.ALGS.

4 239
g
7
o] spilld
9 fl: B3
$p:26.3
10 sp: 55
12 fl: 1.8

Abreviaturas:

1 Pseudomonas fluorecens
£p: Pseudomonas sp.

Li: Aeromona liquefaciens
Sa: Aeromona salmonicida
Ac: Acinetobacter sp.

Li: Citophaga sp.

Fv: Flavobacterium sp.

Mi: Mocrococos tetragena

Li:239
582249
Li:41.3
Sa: 66

-l

o

Li:6

L1222

P

L1:2]

Li:49.7
56 4.1

Ac:23.4

ACS51.3
Fv: 0.8

ACE3 3
ACBH.7
Ac:3le6
Fv:158
Ac: 1.8
1c:90 .9

Ac: 2.7
Ci:45.7

100

100

100
4

100

59



TABLA 2 - AGUA

CONTAJES TOTALES UFC/100 ML.

DIA AGAR 0ZR  AGAR PCA

3 360 110
4 20 70
5 200 100
o 290 0
2 440 20
g 70 20
10 200 200

TABLA 3 - ALGAS

CONTAJES TOTALES UFC/ML.

DIA AGAR 0ZR  AGAR PCA

k! 90 220
-} 1210 1170
-5 1290 390
] 2000 1000
7 31800 7100

9 23800 11900
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Incidencias Bacterioldgicas en el Sistema.

El comportamiento de las colonias bacterianas dentro del
tanque de Cultivo, mostré una intima relacion con los
resultados presentados para el seguimienta bacterioldgico
de los factores que influyeron en el tanque de cria, tales
como el suministro de algas al tanque, 1a alimentacion con

artemia y alimento artificial

Las muestras de alimento seco, entre los cuales estén
Frippak, Higashimaru Yy Nippay, mostraron contener un alto
porcentaje de colonias del tipo  Acinetobacter Sp.,

ABIromonas liquetaciens, Vibrio algosus y Pseudomonas sp.

En los resultados para las muestras tomadas de Artemia, se
encontraron contajes elevados de ufc/mi., especialmente
Para Acinetobacter, Aeromonas liquefaciens, Aeromonas

salmonicida, Yibrio parahaemalyticus y Citofaga sp.

En las muestras de algas se notg predominancia de
Fseudomonas Sp., Aeromaonas Sp., Acinetobacter Sp. y

también presencia de Citofaga sp. y Vibrio sp.

En el agua que Ingresa al tanque para los'recamhius de agua
se observo la presencia de Fseudomonas sp., Vibrio algosus,
Aeromonas sp., Acinetobacter sp., Citofaga sp. y Micrococos,
aunque todas las colonias presentaron contajes sumamente

bajos.
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La tuberia de algas mostro presencia de Pseudomongs sp.,

Acinetobacter sp., 4y Vibrio algosus en predominancia.

La tuberia de agua presentd colonias de] tipo Pseudomonas sp.,

¥Yibrio algosus, Acinetobacter sp, Y Aeromonas sp. en conteos de

urc bajos.

La tuberia de aire presento una ligera presencia de Pseudomonas

sp., Vibrio algosus., Y Acinetobacter SP., que puede ser considerads

COmo completamente desinfectada.

]

-4 - Formas de Prevencion en el Manejo del Sistema.

La prevencidn es g debe ser 1a principal ayuda en el control
de enfermedades gn animales acuéticos La prevencidn
implica que el problema de enfermedad es controlado antes
que éste se vualva notable en términas de pérdidas de

produccion, enfermedad o muerte ¥4

Entre las formas de prevencion en e manejo del sistema, se
considera de principal importancis el tratar de evitar el
Ingreso de gran cantidad de colonias en e) tanque de cultivo,
10 cual se puede prevenir realizando ung mejor limpieza de
la artemia, asi mismao realizando una buena decapsulacidn de
los cistos de artemia y eliminar las bacterias que se
encuentran en el corum de quitina que recubre los cistos; las

algas que se surninistran aj tanque pueden ser purificadas a
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partir de cepas por métodos de aislamiento con micropipeta,
aislamiento en placas de agar o purificacién con tratamientos
aritibioticos; en el alimento seco se debe tener rucho cuidado

tambien.

En general las formas de prevencion del sistema se rigen por las
siguientes normas: en algas, mantener tecnicas asepticas de
cultivo y evitar contaminacion en los cultivos algales, realizando
aislaciones Y purificando las Cepas; en cuanto a artemia, tener
Cuidados en e] proceso de eclosion, cosecha y desinfeccion; el
alimento artificial, que no ses expuesto a la humedad, y realizar

analisis de 1a calidad del mismao.

En cuanto al manejo se debe tener cuidado Yy tomar precuaciones en

cuanto a la calidad de agua, y al proceso mismo de cultivo,

Se recomienda realizar desinfecciaones periddicas de todas las
tuberias para asi disminuir y evitar el desarrolla bacterioldgico en

ellas.

También realizar periodos de desinfeccian Yy sanitacién en
intervalos de produccion eg considerada una bueng medida de

prevenciaon de contaminacion en e sisterna.

Tal vez la mejor medida preventiva para evitar ej desarrollo de una
enfermedad en lgs tanques de crig €S sin duda proporcionar a los
animales en desarrollo una adecuads nutricign, con dietas

nutricionalmente ba]anceadas, suministrandoles las cantidades de



b4

vitaminas, proteinas, carbohidratos y lipidos que ellos requieren,
asi, mantenienda animales saludables, las bacterias no encontraran
un medio adecuado en g que ellas puedan desarrollarse

satisfactoriamente para llegar a provocar una enfermedad.

Otra medida de prevencion, la cual no es muy recomendada,
constituye el tratamiento quimico, el cual puede ser realizado ung
YezZ que pruebas comao antibiograrmas o MIC, Concentracién Minima
Inhibitoria, se hayan hecho, con 1o cual Sé puede controlar la
poblacién bacteriana dentra del tanque de cultivo; al realizarse
ésto, debe tenerse mucho cuidado ya que previamente debe
estudiarse la flora microbiana existente en g sisterna digestivo de
l0s animales, para asi no crear una disminucion o una destruccién
de la misma, dando con esto una mayor probabilidad a las bacterias

para que puedan infectar gl animal can rmayor facilidad.



CAPITULD v
ANALISIS DE RESULTADOS.
6.1 - Tablas de Datos Yy Resultados.

Las tablas de datos Yy resultados se detallan g continuacion,
para las tres fases que se desarrollaron en este estudio, la
primera fase estéd comprendida por e] geguimiento
bactericlégico del tanque 1 en el que se realizaraon
Unicamente tontajes totales de unidades formadoras de
colonia por cada mililitro de muestra y ademés se realizaran

agares especificos.

w

contajes en lo

La sequnda fase consiste de contajes totales de unidades
formadoras de colonias par mililitra de muestra para el
tanque 2 en todog Sus estadios larvarios, considerando
contajes en los agares especificos y ademéas aislaciones e
identificaciones de las especies de bacterias encontradas

COon sus porcentajes de incidencig.
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La tercera fase en que se realizd el sequimiento bacteriano en el
tanque 3, consta de contajes totales de unidades formadoras de
colonias por mililitro de muestira en todos sus estadios larvarios,
aislamientos e identificacidn de las especies bacterianas

encontradas y ademés el seguimiento microbiolégico del sistema.

Cabe mencionar que los tanques | Y 2 corresponden a la ultima fase
de produccidn del laboratorio, para entrar inmediatamente a un
gecado anual intensivo, el tanque 3 fue el primer tanque en
produccion luego de este secado, y puede hacerse una comparacion
entre las cantidades de ufc/m]. Yy las especies encontradas con sus

respectivos porcentajes.

Otro dato importante €s que las muestras fueron tomadas siempre
antes de realizar el recambio de agua, tomandolas directamente de)
tanque en estudio, cuando el nivel del dgua del tanque de cultivo no
ha sido disminuido aun para efectuar el recambio de agua, con el
que se disminuye alrededor del 20% del total de ufc/mi. del tanque

de crig

Los tanques de cultiva siempre recibieron un tratamiento de
antibiotico aproximadamente después de 5§ horas de haberse

realizado el recambio de agua.
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6.2 - Graficos.

Los gréficos que & continuacion se presentan correspanden a
las tres fases de este estudio, que consiste de las tanques

I, 24 3 respectivamente.

Los factores que se han considerada para los graficos son
dos: uno es el Contaje total de unidades formadoras de
colonias por mililitra de muestra del tanque, y el otro factor
considerado es el porcentaje de sobrevivencia del respectivo

tanque en estudio.

Como una guia para el entendimiento de los graficos, se ha
considerado reemplazar el estadio de los animales en
cultivo por la variable dia de] cultivo en el que cada estadio
corresponde a un dia determinado del cultivo de larvas de

carnaran.

El grafico Na. | corresponde a los datos presentados para e]
tanque No. 1 de 1a primera fase del estudio.

El grafico No. 2 torresponde a la segunda fase de este
estudio, lo cual es el tanque No. 2.

Y la tercera fase, que comprende el tanque MNo. 3 estas

representada en el grafico MNo. 3.
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6.3 - Resultados

Como resultado del estudio realizado, se pudo determinar la
presencia e incidencia de los grupos de bacterias tales como
Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas y Otros entre los cuales
constan Flavobacterium sp., Cytophaga sp., Acinetobacter

sp., Cromobacterium violaceum y Micrococos tetragenas.

En cuanto al comportamiento presentado por las colonias
para 1los tandues en general los contajes totales son
elevados y similares en los tres tanques, aunque uno de
ellos, el tanque 3 corresponde al inicio de la fase de

produccidn después del secado anual.

Para el tanque 1, 1as mortalidades mas altas se registran en
el estadio de Zoea y Mysis, y en el paso de Mysis a Post-
Larva, pero esta parece estabilizarse en cuanto llega al

estadio de Post-Larva.

Los contajes totales de ufc/ml. son bajos al inicio del
cultivo, manteniendose asi hasta el dia 8 (Paso M2/M3), a
partir  del cual, 1los contajes se incrementan
exponencialmente para llegar a un nivel méximo de 300.000
ufc/ml. En el tanque 2, 1a mortalidad de los animales tiene
un comportamiento similar al tanque 1, obsrvandose una
caida en el dia 6 y una ligera estabilizacion en los estadios

de Mysis, y que a partir de Post-Larva 1, 1a mortalidad es
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muy baja y por 1o tanto la sobrevivencia se mantiene casi estable.

Los contajes totales de ufc/ml. son inicialmente muy bajos, y
presentan un incremento en los dias 5 y 6, que corresponden al paso
de Zoea a Mysis, disminuyendo luego en el dia 7 para empezar
nuevamente a incrementarse a partir de este dia,
significantemente desde el dia 10, y presentando un pico el dia 14,
una disminucion en el dia 15 y nuevamente un incremento hasta los

niveles méaximos.

La curva de sobrevivencia para el tanque 3 tuvo un comportamiento
similar a las anteriores, con altas mortalidades en el estadio de
Zoea, un mayor porcentaje de mortalidad para el paso de Zoea 3 a
Mysis 1, con una relativa estabilidad para los estadios de Mysis,
una caida para el paso a Post-Larva y un mantenimiento del

porcentaje de sobrevivencia para todos los estadios de Past-Larva.

Los contajes totales de wufc/ml. se wvan incrementando
paulatinamente, mostrando un pico en el dia 9 (Mysis 3), y
continuando luego su incremento paulatino, en este tanque los

contajes totales no alcanzan los niveles maximos.

En el tanque 2, antes del secado anual, las bacterias que
predominaron fueron Acinetobacter, Citophaga, Yibrio
parahaemolyticus, Aeromana salmonicida y Vibrio algosus, como
puede observarse en el cuadro No. 4, Citophaga se va incrementando
en su porcentaje de incidencia con los dias del cultivo, 1o que no

ocurre con Vibrio parahaemolyticus, Aeromona salmonicida se va
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incrementando tanbién con el cultivo, pero conservando niveles de
incidencia bajos, el comportamiento de Acinetobacter sp. es muy
variable en los estadios larvarios, el comportamiento de Vibrio
algosus es con un marcado incremento en el porcentaje de

presencia en la placa pese a las diluciones realizadas.

En el tanque 3, las bacterias que incidieron mayormente en el
cultiva son Pseudomonas spp.,, Aeromonas spp., Vibrio spp,
Acinetobacter sp. y Citophaga spp.; Flavaobacterium sp., Micrococos
tetragena, y Cromobacterium violaceum mostraron una presencia

esporadica en el analisis de 1as muestras.

En este tanque que corresponde al inicio de la fase de produccion,
después del secado anual, se observd una mayor variedad de
especies bacterianas comparadas con las encontradas en el tanque
2, con un bajo porcentaje de incidencia para Vibrio
parahaemolyticus, y wun alto porcentaje para Aeromonas,
Pseudomonas y Acinetobacter; Citophaga se mantuvo bajo también
y las especies restantes se consideran esporadicas aunque
Cromabacterium se mantuvo presente en los estadios de Z3/M1
hasta PL2Z incrementéndose y asi mismo decayendo en sus
porcentajes. E1 comportamiento para Vibrio algosus fue variable,

observandose un pico en M2/3.

Las mortalidades més altas se registran en el paso de Zoea a Mysis
y de Mysis a Post-Larva, pero ésta parece estabilizarse mientras

dura el estadio en si y al 1legar a Post-Larva, parece no haber una
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mortalidad significativa para estos casos, aunque los contajes de
ufc/ml. son elevados, una de las razones puede ser el incremento
del recambio de agua, ya que el agua que entra tiene una presencia

muy baja de bacterias.

En resumen, las bacterias que tienen un mayor porcentaje de
incidencia lo constituyen el grupo de Aeromonas, seguido por
Pseudomonas y Vibrio, aunque el grupo calificado como Otras

presenta porcentajes muy elevados.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIDNES

El estudio llevado a cabo en 1a Compafiia Pesquera "Acuesemillas”,
para determinar los principales tipos de bacterias que afectan el
cultivo de larvas de camardn en laboratorio, presenta los

siguientes puntos como conclusiones del mismo:

.- Se determind la presencia delasespecies bacterianas VYibrio
parahaemolyticus, Aeromona salmonicida, Acinetobacter sp.,
Citophaga sp. y Vibrio algosus en el tanque 2, que corresponde a la
sequnda fase del estudio, notédndose que Acinetobacter y
Citophaga, presentan los porcentajes mas altos de incidencia Y

que siempre estuvieron presentes en el cultivo.

2.- En eltanque 2, en los dias de mayor porcentaje de mortalidad,
el dia 6 y el dia 10, las especies bacterianas que predominaron
fueron Acinetobacter (61%), Vibrio parahaemolyticus (24.4%) y
Citophaga (12.2%), para el primero; y para el dia 10, fueron:
Citophags (87%) y Vibrio parahaemolyticus (6.9%).

3.~ En el tanque 3, que corresponde a la tercera fase del estudio,
se notd por el contrario la presencia de una variedad de especies
bacterianas, que fueron clasificadas en los grupos de
Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas y otros. El grupo Pseudomonas,

se mantuvo constante y en porcentajes relativamente
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considerables en los primeros dias del cultivo, en donde cuya
fuente de contagio fue sin duda el ingreso de algas al tanque de
cultivo, ya que se demostrd en las muestras analizadas de algas,
que Pseudomonas tiene una afinidad especial por los cultivos
algales. El grupo Vibrio, ocurre a partir de el dia 3,
incrementandose paulatinamente, 1o que tiene relacidn directa
con el suministro de artemia al tanque de cultivoE] grupo
Aeromonas, que se presenta desde el inicio del cultivo, se
mantiene en altos po"rcentajes durante el ciclo. El grupo Otros,
que presenta siempre los porcentajes de incidencia mas altos,
tiene como miembro principal, las especies del grupo

Acinetobacter, sequida por Citophaga

4-La presencia de Flavobacterium sp. en la fase 3 del estudio,
fue muy esporadica, notédndose su presencia en 1os dias 3 12 i
16, coincidiendo en el dia 3 con una caida en 1a sobrevivencia, 1o

que no ocurre en los dias 12 y 16.

3.~ El grupo Micrococos, que también fue esporadico en el tanque
de cria,se presentd también en las muestras del agua que ingresa
para el recambio de agua del tanque, en 1a tuberia de agua y en la

muestra de alimento seco correspondiente a Nipai O.

6.- La presenciade Cromobacterium violaceum es a partirdel dia
9 hasta el dia 12, atravesando por una seccion en la que existe
una mortalidad significativa para el tanque, hasta 1a

estabilizacion de 1a misma, en el estadio de Post-Larva.
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7.- El comportamiento de Vibrio algosus fue similar para los
tanques de las fases 2 Yy 3, en que su presencia empieza a partir
del dia 6 de cultivo y desde entonces se mantiene presente hasta

el final del ciclo.

8.- En eltanque 2, que corresponde al periodo final del ciclo de
produccion del laboratorio, se detectaron los grupos de Vibrio,
Aeromonas, Acinetobacter y Citophaga, caso contrario al tanque
3, en que existio una gran variedad de especies bacterianas

encontradas.

9.- En los estadios de Post-Larva, en que los contajes totales de
ufc/ml. alcanzan niveles maximos, la sobrevivencia se mantiene
estable, esto ocurre debido a factores como condicidn nutricional
del animal, estado de resistencia del mismo, un marcado

incremento en el recambio de agua, etc.

10.- En una comparacidon entre las fases del estudio, puede verse
la eficiencia o no del procesoc de limpieza y desinfeccidndel
laboratorio, ya que en la fase 3, que corresponde al inicio del
periodo de produccidn, los contajes totales de ufc/ml. no alcanzan

niveles méximos y se encuentran en un nivel controlable.

En el desarrollo de este estudio, y el sequimiento bacteridlogico,
se puede anotar ciertas recomendaciones que pueden gyudar
prevenir el desarrollo de una infeccidn bacterial en los tanques de

cultivo de larvas de camardn:
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.- Mantener un contrel microbioldgico diario de a condicion del

cuitivo del tanque, asi mismo de 1as fuentes de posible contagio.

2.~ Realizar etapas intermedias de limpieza Yy desinfeccion
profundas, en las que puedan ser destruidos aqueilos organismos

sospechosos a ser patdgenos.

3.~ Una adecuada nutricidn y un control de los alimentos, debe ser
una de las medidas mas importantes en la prevencion de
enfermedades, si un animal se encuentra fuerte y bien
alimentado, las bacterias no podrén ingresar a8 @1 y causarle

perjuicios.

4.- Et control de Ta calidad y cantidad de agua es muy necesario
como una medida preventiva para controlsr a proliferacidn de

bacterias en el tangue.

5.- El conocimiento de técnicas asépticas para el manejo de los
tangues de cultive y en especial en los cultives glgales,

representa una ayuda para evitar contaminacién.

6.- Controlar y cuidar 1os alimentos secos,evitando la exposicidn
de éstos a la humedad, y realizar analisis de contenido

nutricional de los mismos.

7.- Una buena limpieza y desinfeccién de }a artemia en el proceso

de eclosion, cultivo y cosecha.
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8.- En caso de ser necesario, la aplicacidn de una terapia de
antibioticos debe ser realizada, para lo cual se debe considerar

ciertos puntos:
~Determinacidn del agente patégeno.
-Cuéntos organismos estén presentes por unidad de volumen?

-Que relacidn tienen eltos con la fiors microbiana natural

existente.On
-5on ellos patdgenos 7
~-Como pueden ser tratados?

9.- Para 1a determinacién de 1a terapia de antibidtices corrects
es necesario, hacer pruebas de resistencia y sensibilidad,
mediante un antibiograma o un MIC (Concentracién  Minima
Inhibitoria), para determinar ei antibidtico y su cantidad correcis

@ ser usada en el cuyltivo.

10.- Un punto muy importante es e conocimiento de 1os
antibidticos a tratarse, su composicion, el grado de producir
resistencia en los organismos, ia efectividad y el campo de
accién, y su  mecanismo de accién en contra de los

microorganismos.
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