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RESUMEN

La acuicultura es uno de los méas importantes sectores de la produccion
alimentaria en Ecuador y a nivel mundial. Sin duda en las ultimas décadas ha
tenido muchos problemas debido a numerosas enfermedades causadas
principalmente por bacterias y virus. Dentro del ambiente de produccion las
enfermedades mas comunes son de origen bacteriano causadas
principalmente por vibrios los cuales son microorganismos oportunistas, cuya
afeccion se la conoce como vibriosis y causa enfermedades a nivel digestivo
conocido como septicemias. En Ecuador se han presentado infecciones por
vibrios, conocidos como sindromes de las Gaviotas y el sindrome de las
bolitas las cuales son causantes de mortalidades en peneidos, sobre todo a
nivel larval y juvenil. El sector camaronero a pesar de todos los avances
obtenidos a nivel de la zootecnia en su desarrollo industrial, aun tiene
bastantes falencias para identificar y combatir las epidemiologias. Por lo
general se manejan protocolos de emergencia cuando se presenta el
problema. Lo ideal seria un buen manejo a nivel sanitario y de la
bioseguridad.

Es imprescindible una buena calidad de larvas por lo que en los laboratorios
se debe manejar un procedimiento formal de buenas préacticas tanto en
reproductores como en la propia cria de larvas. Es sumamente importante

identificar las posibles fuentes de propagacién de cargas bacterianas que
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sumado a causales externos o internos pudieren ocasionar posibles
infecciones bacterianas.

El presente trabajo realiza un estudio microbiolégico del agua en diferentes
puntos de recorrido en El laboratorio de larvas y maduracion de camaron
Biogemar, ubicado especificamente via Mar Bravo — Punta Carnero, en la
parroquia José Luis Tamayo, cantdn Salinas en la provincia de Santa Elena.
El laboratorio tiene identificado diferentes puntos criticos de la trayectoria del
agua en el proceso de produccién, desde la entrada hasta su efluente. Se ha
realizado numerosos muestreos durante un periodo de 12 meses en medio
AM y TCBS, para obtener valores tanto de bacterias totales como de vibrios
presuntivos a fin de determinar la carga bacteriana en los diferentes puntos
criticos. Estimando una posible fuente de carga bacteriana dentro de los
puntos determinados por el laboratorio como criticos y una evaluacién

espacio temporal.
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Las enfermedades microbiolégicas y esencialmente bacterianas son las
principales causantes de las altas mortalidades en los laboratorios de
larvas de camaroén, no solo de Ecuador, sino a nivel mundial, razén por la
cual se han realizado innumerables estudios y protocolos de infecciones
experimentales con bacterias para determinar: Mecanismos de defensa
del huésped, la virulencia del patdgeno y su tratamiento curativo y
profilactico. EI CENAIM ha venido trabajando en esta linea hace muchos
afnos y los principales problemas reconocidos durante el proceso de esta
metodologia son: pérdida de patogenicidad de las cepas producto de
mutaciones favorecidas por el continuo cultivo “in vitro” en el laboratorio,
la capacidad de colonizacion de las bacterias empleadas en la infeccion
gue puede ser menor que aquellas presentes naturalmente en el aguay
en las larvas, y problemas de preservacion de las bacterias en el
laboratorio [1].

Al examinar los patrones de propagacién de las enfermedades y
patégenos del camardn, especialmente aquellos de origen virico, existen
evidencias concluyentes de que la mayoria de los brotes principales de
enfermedades estan asociados al movimiento de animales vivos
(reproductores, nauplios y postlarvas) [2]. Otro de los factores negativos
preponderantes en la presencia de enfermedades es la contaminacion del
agua utilizada en los laboratorios, cuya calidad es desmejorada por

desechos de fabricas, poblaciones, los propios desechos de la produccion
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y posibles proliferaciones en los reservorios y tuberias que llevan el agua
hasta los tanques de produccion.

Los principales patdgenos que se encuentran en los sistemas de cultivo
de camaron a nivel larvario son las bacterias del genero Vibrio,
registradas en la mayoria de lugares de cultivo larvario. Los vibrios son
cosmopolitas (habitan en todo el mundo), caracteristicamente indigenas
de habitats marinos, salobres y estuarinos, son bacilos gram negativos

aerobios y anaerobios facultativos [3].



CAPITULO 1

1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General.

e Analizar la carga bacteriana del monitoreo de agua en un laboratorio de

larvicultura en diferentes puntos del recorrido.



1.1.2 Objetivos Especificos.

e Determinar la carga bacteriana total (UFC/ml) presente en puntos de

suministro del agua desde la playa hasta los tanques de produccion.

e Establecer los puntos criticos donde se encuentra ubicada una posible

fuente de ingreso de bacterias al sistema de produccion.

e Establecer la presencia de género vibrio presuntivo en puntos de

suministro del agua desde la playa hasta los tanques de produccion.

e Evaluacién Espacio-Temporal de la carga bacteriana en puntos de

suministro del agua desde la playa hasta los tanques de produccién.

1.2 Hipotesis.

e El suministro de agua se considera como una fuente importante de
contaminacion bacteriana a los procesos de cultivo en el laboratorio de

larvicultura

1.3 Justificacion.

Las enfermedades bacterianas han causado altas mortalidades en los



laboratorios de larvas de camardn, no solo de Ecuador, sino a nivel mundial.
Estos microorganismos se encuentran presentes en el agua de mar y pueden
a su vez proliferar en los reservorios y tuberias que llevan el agua hasta los
tanques de produccién. Ademas, otros factores de manejo propios de la
produccion de larvas que pueden incidir en un incremento en la carga

bacteriana en los tanques produccion de larvas.

Los principales patégenos que se encuentran en los sistemas de
cultivo de camardon a nivel larvario son las bacterias del genero vibrio,
reconocidas en la mayoria de lugares donde se cultivan larvas. Los vibrios
son microorganismos que residen a nivel mundial, son propios de habitats
marinos y salobres. Los vibrios son bacilos gram negativos aerobios y

anaerobios facultativos [3].

En los laboratorios de larvicultura, algunas enfermedades de origen
bacteriano han sido puestas en evidencia, siendo el desprendimiento de
células epiteliales de los tabulos del hepatopancreas o de la mucosa
intestinal (sindrome de bolitas) uno de los mas estudiados hasta el presente.
Este sindrome es causado por Vibrio harveyi genera la descamacion de las
células del epitelio del primer segmento del tracto digestivo, provocando la
descamacion del epitelio digestivo de las larvas de camarén. Este hecho,

induce a la obstruccién del primer segmento del tracto digestivo de las larvas



por parte de las células descamadas que tienen una apariencia de bolitas en
dicha zona. Asi, producto de esta obstruccién del tracto digestivo de las

larvas, estas no son capaces de alimentarse y mueren por inanicion.

El presente estudio resulta de gran utilidad, para determinar las zonas
criticas para el ingreso de bacterias al sistema de produccion de larvas y
permitira tomar medidas preventivas y correctivas. Dichas medidas,
permitiran desarrollar estrategias de manejo que generen protocolos mas
adaptados a disminuir la presencia de bacterias en los tanques de produccién
de larvas y mitigar en parte el riesgo de potenciales enfermedades debido a

estos microorganismos.



CAPITULO 2

2 MARCO TEORICO.

2.1 Caracteristicas Generales de la Zona del laboratorio

La provincia de Santa Elena es parte de la costa ecuatoriana, formaba
parte hasta el 7 de noviembre de 2007 de la zona oeste en la provincia
del Guayas. Su capital lleva el mismo nombre. Es una zona de alta
afluencia turistica, con una moderna y muy buena infraestructura hotelera,

tiene aeropuerto y puerto maritimo, lo que facilita el turismo.



La provincia geograficamente limita al norte con Manabi, al sur y este con
Guayas y al oeste con el Océano Pacifico. Tiene 3 cantones: La libertad,
Salinas y Santa Elena, las cuales forman parte de las poblaciones mas
relevantes de la provincia, podemos mencionar también: Ballenita,
Montafiita, Anconcito, Manglaralto, Punta Blanca, Ayangue, Colonche
Olon, Palmar, Chanduy, entre otros.

Geograficamente la provincia tiene una superficie de 3,762.8 kilébmetros
cuadrados (1.46 % del total nacional) y con una poblacién residente de
238,889 habitantes (1.97 % del total nacional) y una poblacién flotante
superior a 200,000 personas en época alta de turismo, principalmente de
la Provincia del Guayas y basicamente de Guayaquil. Santa Elena posee
5 parroquias rurales, Salinas tiene dos y La Libertad es en su totalidad
urbana.

Aungue politicamente los tres cantones estan separados, fisicamente y
en su convivir las tres ciudades, junto con la parroquia rural José Luis
Tamayo, estan fusionadas formando una sola ciudad, que en total
acumulan una poblacién total de 205,969 habitantes segun datos oficiales
del INEC censo del 2010. El 90% de toda la poblacion de la peninsula
estd en la costa de Ayampe al norte hasta Salinas al sur, con una
densidad poblacional de 560 hab./km2. Salinas, La Libertad y Santa Elena

en conjunto tienen una densidad de 900 a 1.000 hab/km?2.



El clima de la provincia es incidido por la corriente calida de El Nifio (Dic.
a Abr.) y la corriente fria del Humboldt (May. a Nov.).

La temperatura promedio anual fluctia entre 23 y 25 °C, con una
temperatura minima de 15°C en Jul. y Ago. y maxima de 39.5 °C en Feb.

y Mar.
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Figura 2-1 Division Politica de la Provincia de Santa Elena [4].

<http://www.santaelena.gob.ec>
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El laboratorio de larvas y maduracion de camaron Biogemar, se encuentra
especificamente via Mar Bravo — Punta Carnero, en la parroquia José

Luis Tamayo, cantdn Salinas en la provincia de Santa Elena.

ﬂ 2 km [I
1 mi

Figura 2-2 Vista satelital del Cantdn Salinas
Google Earth <http://maps.google.com>

El cantén Salinas esta ubicado en la parte occidental de la provincia, a
unos 144 km del canton Guayaquil, en el extremo mas saliente de la
costa del Pacifico Sur, formando parte de la provincia de Santa Elena.
Tiene una gran infraestructura hotelera, una de la mas grandes del

Ecuador.


http://maps.google.com/

Limita al norte, sur y oeste con el Océano Pacifico y al este La Libertad y

Santa Elena.
EXTENSION
Cahecera Cantonal-Area Urhana Salinas (Has) 2,706.84
Parraquia Rural-José Luis Tamayo (Has) 3,676.02
Farroquia Rural-Anconcito (Has) 973.84
Total 7,356.70

Tabla 2-1 Extension de Salinas
Municipio Salinas <http://www.salinasecuador.com>

El canton esta dividido en seis parroquias, cuatro urbanas: Carlos E.
Larrea, Alberto E. Gallo, Vicente Rocafuerte y Santa Rosa; y dos rurales:
José Luis Tamayo y Anconcito, siendo las tres primeras conocidas
simplemente como Parroquia Salinas. Actualmente esta division politica
no refleja de manera acertada la conurbacién (unibn de areas
metropolitanas) existente, pues todas las parroquias urbanas de Salinas,

mas el area urbana de José Luis Tamayo, representan una sola ciudad.

[4]


http://www.salinasecuador.com/
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Figura 2-3 Division Politica del Cantén Salinas
Municipio Salinas <http://www.salinasecuador.com>

2.2 Bacterias Gram Negativas - Vibrios.

10

Las especies son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, son

curvos tipo coma, su longitud es entre 1.4 y 2.6 um., son catalasa y

oxidasa positivos. Fermentadores de glucosa sin produccién comdn de

gas. Reductor de nitrato a nitrito. Su movilidad la obtienen por un flagelo

monopolar monotrico e incluso politrica. Los Vibrios requieren de sodio

para su crecimiento. Para las especies halofilicas se requiere que se

incluya el NaCl en el medio de cultivo.
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La vibriosis es una enfermedad bacterial de la familia Vibrionaceae,
responsables de la mortalidad del camaron de cultivo en todo el mundo
[5; 6; 7; 8; 9; 10].Las bacterias estan implicadas en enfermedades y
mortalidades de peneidos cultivados, especialmente en los estadios de
larva, postlarva y juvenil. Algunas de las enfermedades son consecuencia
del sistema de cultivo empleado, si es intensivo, semi-intensivo o
extensivo [11]. Las altas densidades que se manejan en un cultivo
intensivo, permiten la adaptacion y seleccion de cepas bacterianas
oportunistas asociadas al camaron y/o al medio marino. Estos sistemas
también pueden estresar al camardn, lo que asocia a una afeccion
inmunitaria y fisiolégica, provocando susceptibilidad o sensibilidad a
bacterias oportunistas que en casos normales son muy poco patdgenas
[12]. Casos de septicemia se han presentado por ciclos de produccion
seguidos, sin espacios de tiempo de secado, lo que provee el tiempo
necesario para la seleccion de cepas bacterianas virulentas [13].

Las bacterias aumentan su patogenicidad con el tiempo, mediante
cambios al transferirse material genético conocido como plasmidos, los
cuales poseen genes que pueden alterar la regulacibn osmotica a nivel
del tubo digestivo.

Los brotes pueden ocurrir cuando los factores ambientales disparan la
rapida multiplicacion de las bacterias que son toleradas a bajos niveles

dentro de la sangre del camardn [14], o por la penetracién de bacterias a
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las barreras del huésped. Los exoesqueleto para los Vibrio spp, son
vulnerables por cuanto estas bacterias son quitinoclasticas
(Microorganismos que destruyen el dermatoesqueleto quitinoso. Las
branquias al tener un exoesqueleto delgado y el intestino medio,
compuesto por la glandula digestiva y el tronco medio o intestino que no
estd revestido por un exoesqueleto son los sitios mas probables de
penetracion de patdgenos presentes en el agua, alimentos y sedimentos
[15].

Las infecciones, pueden tomar tres formas caracteristicas, la erosion de la
cuticula cubriendo la superficie del cuerpo, branquias y apéndices
(necrosis); lesiones localizadas dentro del cuerpo, y septicemias
generalizadas. Cabe recalcar que las infecciones presentadas en
larvicultura son ocasionadas por bacterias oportunistas que atacan
cuando las larvas se han debilitado por causas de factor biético o abi6tico.
En este género se diferencian principalmente dos enfermedades, la
producida por bacterias luminiscentes (V. harveyi y V. splendidus) y el
desprendimiento de células epiteliales de los tubulos del hepatopancreas
o de la mucosa intestinal (sindrome de bolitas o bolitas blancas).Esta
enfermedad conocida como “bolitas blancas”, es la causante de un alto
porcentaje de mortalidad en los laboratorios de larvicultura. Los sintomas
observados consisten en una descamacion de las células de las paredes

del hepatopancreas e intestino de las larvas, que mueren en pocas horas,
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pudiendo perderse casi el 100% de la poblacion [16]. Esta enfermedad
causada por una bacteria identificada mediante pruebas bioquimicas
como Vibrio harveyi, se ve agravada por factores como altos recuentos

bacterianos en los tanques, las bajas temperaturas o nauplios débiles.

2.2.1 Etiologia

Las bacterias del género vibrio son las causantes de La vibriosis, forman
parte de la familia Vibrionaceae la cual esta integrada por ocho géneros:
Vibrio, Allomonas, Catenococus, Enterovibrio, Grimontia, Listonella,
Photobacterium y Salinvibrio.

Las bacterias Gram negativas, fundamentalmente los vibrios, predominan
en los ambientes marinos y usualmente constituyen la mayor parte de la
flora intestinal de peces y crustaceos. Habitan en todo el mundo,
abarcando diversos grupos de bacterias marinas heterétrofas, salobre y
estuarinos; son gama proteo bacterias, Gram negativas, oxidasa
positivos, mesofilos, generalmente moviles por medio de un simple flagelo

polar [17].


http://www.monografias.com/trabajos/antrofamilia/antrofamilia.shtml
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Figura 2-4 Estructura Bacteria(célula procariota). Tortora et al. 2007.
http://datateca.unad.edu.co/contenidos/358010/exe/leccin_6_estructura_celul
ar_en_procariotas.html
Son por lo general halos dependientes, requieren para su crecimiento la
presencia de Cloruro de Sodio, toleran un gran rango de salinidades.
El metabolismo respiratorio es fermentativo y su desarrollo 6ptimo es en
medios alcalinos a un pH de 7.6 a 9.0. Bioquimicamente es catalasa y
oxidasa positivas. Son fermentadores de glucosa. Los vibrios son parte de
la microflora de los camarones a nivel de branquias y cuticulas.
La distribucion y dinamica de estas poblaciones estan influenciadas por
factores medioambientales como la temperatura, salinidad, factores
biologicos como depredacion, disponibilidad de nutrientes, abundancia de

dinoflagelados y de hospedadores [18].


http://www.monografias.com/trabajos14/metabolismo/metabolismo.shtml
http://www.monografias.com/trabajos28/gsst-glucosa/gsst-glucosa.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/travent/travent.shtml
http://www.monografias.com/trabajos34/cinematica-dinamica/cinematica-dinamica.shtml
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El habitat primario de los vibrios son los ecosistemas de aguas salobres y
marinas, ocupando gran diversidad de nichos. Se encuentra en todas las
capas del agua(plantonicas) hasta el sedimento(bentdnicas), de forma
libre formando biopeliculas en el sedimento o parasita en el tracto
gastrointestinal de organismos.

Las principales especies de vibrio observadas en las patologias del
camaron son: v. harveyi, v. parahaemolyticus, v. vulnificus, v. alginolyticus,
v. damsela (actualmente photobacterium damselae), v. penaeicida, V.
anguillarum, v. nereis, v. splendidus, v. campbellii, v. tubiashi, v. pelagicus,

v. orientalis, v. ordalii, v. mediterrani y v. fluviales.

Pueden infectar a todo tipo de especies acuéaticas e incluso al ser humano
por ingestién de alimentos infectados. Poseen gran resistencia a cambios
del ecosistemas debido a las diferentes funciones catabdlicas otorgadas
por la especificidad de sustratos de sus proteinas. Son patdgenos
oportunistas y debido a que forman gran parte de la poblacion bacteriana
del camaron, se aprovechan de cualquier cambio en el medio para causar
posibles infecciones. Las enfermedades provocadas por este tipo de
bacterias son descritas como vibriosis, septicemia, vibriosis luminiscente y

enfermedad de las patas rojas.


http://www.monografias.com/trabajos7/mafu/mafu.shtml
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Figura 2-5 Vibrio Parahaemolyticus , Dennis Kunkel. Microscopy Inc.
México 2004. http://pathmicro.med.sc.edu/spanish/chapterll.htm

Figura 2-6 Vibrio harveyi, Science & Technology. Dr. Elizabeth Boon. EEUU.
2014 http://cen.acs.org/articles/90/web/2012/05/Nitric-Oxide-Regulates-
Group-Behavior.html


http://cen.acs.org/departments/science.html
http://cen.acs.org/articles/90/web/2012/05/Nitric-Oxide-Regulates-Group-Behavior.html
http://cen.acs.org/articles/90/web/2012/05/Nitric-Oxide-Regulates-Group-Behavior.html
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2.2.2 Patogénesis

Estos patdgenos oportunistas son parte normal de la microflora
bacteriana del medio acuatico, por lo que su presencia nho
necesariamente denota enfermedad en los organismos. La enfermedad
en si es como consecuencia de la interaccion del animal, el patégeno y su
medio ambiente. Precisamente malas condiciones ambientales causadas
por un cultivo intensivo mal manejado, con una baja tasa de recambio de
agua, provocan baja concentracion de oxigeno disuelto y pobre calidad
del agua, esto repercute en el organismo ocasionando un alto desgaste al
intentar adaptarse, lo que conlleva a un desarrollo infimo disminuyendo la
eficiencia del sistema inmunoldgico del camaron.

El riesgo se presenta en los organismos cuando estos se encuentren
estresados, débiles y/o inmunodeprimidos. La genética del animal en
conjunto con factores bidticos y abidticos, la propia contaminacion e
intensificacion de la produccion, estresan a los camarones y alteran su
sistema, lo que provoca cambios negativos en el metabolismo,
osmorregulacién, regulacion hormonal e inmunolégica aumentando la
susceptibilidad al ataque de patdgenos. Las especies del género vibrio
han sido reportadas como la causa de serias pérdidas econémicas en la
produccion de camarén en diversos paises. La patogenicidad resulta
impredecible desde intervalos insignificantes hasta una total mortalidad,

afectando principalmente a las primeras etapas del camaroén. El sindrome


http://www.monografias.com/trabajos901/interaccion-comunicacion-exploracion-teorica-conceptual/interaccion-comunicacion-exploracion-teorica-conceptual.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/contam/contam.shtml
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de la vibriosis se presenta como: vibriosis sistémica y hepatopancreatitis
séptica, vibriosis oral y entérica, vibriosis de los apéndices y cuticular,

vibriosis localizada en las heridas y enfermedad de la concha.

Figura 2-7 Bacteriosis de la region oral de una postlarva. [19]

Los signos clinicos presentes durante una vibriosis son necrosis,
septicemia, opacidad de los musculos, falta de apetito y/o tracto intestinal

vacio, debilidad, malformaciones y melanizacion.



19

Después de periodos de estrés se pueden presentar enfermedades leves
o crénicas en el camardn ya sea por ataque de un patdgeno oportunista o
simplemente puede ser un portador, cuando el sistema de defensa es
debilitado o suprimido, el patégeno puede multiplicarse, rebasar los

mecanismos de defensa y en ocasiones matar al hospedero.

Figura 2-8 Enfermedad de las Bolitas. [20]

La muda del exoesqueleto por cambio de estadio, la ingestion de
alimentos contaminados y los propios embate que causan lesiones
superficiales en los cultivos intensivos, son los detonantes para las
infecciones de las bacterias oportunistas. Los vibrios alojados en el medio
o en la superficie del camardon penetran por medio de la produccion

de enzimas quitinoliticas estas degradan la cuticula protectora y él en


http://www.monografias.com/trabajos5/enzimo/enzimo.shtml
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respuesta produce melanina (sustancia de color negro)para bloquear el
ataque. EI muasculo abdominal puede opacarse al igual que los
cromatoéforos del cuerpo. La enfermedad impide un nado normal porque le
provoca una curvatura del abdomen cercana a su tercer segmento.
Internamente se disemina por todo el organismo por la hemolinfa,
ocasionando su turbidez, descenso de hemocitos y disminuyendo el
tiempo de coagulacion. Un sintoma grave es la inflamacion del
hepatopancreas en casos leves se lo ve expandido y decolorado pero
puede incluso licuarse bloqueando su funcion mas importante como lo es
la de absorber y almacenar nutrientes. La anorexia resultante provoca un
intestino con paredes lechosas. La vibriosis puede causar la pérdida de
las capas que lo protegen, el epitelio y la membrana peritréfica que
secreta, esta afeccion menoscaba la funcion reguladora de agua la
asimilacion de iones. La muerte se presenta a menos de 48 horas
aproximadamente a la presentacion de los sintomas primarios en
dependencia del estadio.

Los organismos después de un periodo de estrés pueden parecer
externamente sanos pero pueden ser portadores asintoméaticos de
diferentes agentes perjudiciales y esto puede ser revertido cuando las
condiciones de cultivo para su desarrollo no son las 6ptimas, bajando los
sistemas defensa. Existe la hipotesis que los cambios en el medio

ambiente causado por los sistemas de cultivo pueden instituirse como


http://www.monografias.com/trabajos15/tanatologia/tanatologia.shtml
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fuente de vibrios patdgenos. La asociacion de vibrios patégenos con
diferentes especies de rotiferos y de artemias puede tener como

consecuencia la transmision de estas bacterias a las larvas [21].

! Necrosis en larvas y postlarvas
] o o “.__"_‘"_L";" s ,ﬂh‘ il ¢

Figura 2-9 Necrosis causada por Vibrios [22]

2.2.3 Diagnastico Clinico
Todos los estadios del camarén pueden verse afectados por vibriosis y la
gravedad del dafio con altos porcentajes de mortalidad dependera del
estadio, érgano afectado y el sitio. Se tiene una mortalidad total cuando la
afeccién es interna y variable pero menor cuando es externa. Como se ha
mencionado visualmente la vibriosis causa lesiones en la cuticula con
melanizacién, ablandamiento y opacidad difusa de la musculatura, las
branquias cambian de color rojizo a un marrén por hipoxia al no tener un

adecuado suministro de oxigeno, el caparazon puede estar en un proceso
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de desprendimiento progresivo, los peridpodos y pleépodos de coloracion
rojiza por expansion de los eritroforos, puede llegar a la perdida de
miembros. La actividad es letargica, su movimiento es erratico, no
coordinado y su nado es superficial. Un sintoma légico es la falta de
apetito y se diferencia mayormente en la etapa larval. Internamente se
presenta infeccion en el hepatopancreas con septicemia total e infeccion
de organos internos. En los camarones infectados los globos oculares se

vuelven de una coloracion marron [23].

P A

Figura 2-10 a. Musculo necrosado opaco y lesiones subcuticulares (flechas)
en abdomen. b. Camardn con apéndices rojos. [21]
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2.2.4 Diagnostico Anatomopatologico
La principal caracteristica para diagnosticar vibriosis sistémica es registrar
la formacion de nddulos sépticos haemociticos en el 6rgano linfoideo,
corazon y tejidos conectivos de las branquias, hepatopancreas, glandula
de la antena, nervios, telson y musculo. Los hepatopancreocitos
infectados pueden aparecer pobremente vacuolados, indicando bajas

reservas de lipidos y glicogeno [24; 25; 26].

Al microscopio la formacidbn de colonias se perciben como
aglomeraciones basofilicas empalidecidas en las fracciones de tejido
necrotico dentro de los lumenes, libremente en el citoplasma de las
células epiteliales y en las paredes de los tubulos inflamados y necréticos.
En el atrofiamiento de las células se presenta reduccién e incluso
ausencia de vacuolas secretoras y muy pocas vacuolas de lipidos. La
vibriosis presenta zonas de infeccion con células hemoliticas formando

capsulas melanizadas.
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Figura 2-11 Microfotografia del hepatopancreas en el camaron P. Vannamei.
a. Hepatopancreas con melanizaciébn y necrosis del epitelio tubular e
infiltracion hemocitica en tejido conectivo intertubular; tincion H&E, escala
100 p. b. Descamacion severa de células epiteliales en el lumen de los
tubulos, necrosis del epitelio tubular. c. Magnificacion del recuadro anterior
tincibn H6E, escala 20 p. d. Muasculo cardiaco con necrosis, infiltracion
hemocitica y formacion de nédulos haemociticos con acumulacion de
bacterias flecha gruesa, tincién H6E, escala 20 p. [21]

2.2.5 Diagnostico Confirmativo
El diagndstico confirmativo se lo realiza con las larvas enfermas que
muestren un cuadro clinico caracteristico. Esta muestra debe ser
macerada previa desinfeccion externa, se realiza el aislamiento de la

bacteria causante de la infeccion mediante la siembra en agar TCBS.
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Figura 2-12 Cultivo en medio TCBS con colonias verdes y amarillas. [21]

CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS DE VIBRIOS EN AGAR TCBS

Vibrio

Coloracién

Observaciones

Parahaemolyticus

Azul verdoso

*Son pequefias de tamafio
regular con bordes
definidos.

*El color se debe a que
tiene propiedades alcalinas
(pH-8.2).

Alginolyticus, Anguillarum
Vulnificus

Amarilla

*Son grandes, ligeramente
mucosas Y brillantes.

*La coloracion se debe a su
caracteristica de fermentar
sacarosa del Agar.

*Las colonias de
Alginolyticus tienen tamafio
regular y una morfologia
redonda.

Harveyi
Splendidus

Verdes luminiscentes

*Producen luz, de ahi su
luminosidad.

*Las colonias de Harveyi
tienen un tamafio regular
definido.

*Se pueden observar en un
rango de 12 a 18 h. a una
temperatura de 25 a 30°C.

Tabla 2-2 Caracteristicas de las colonias de vibrios en Agar TCBS.

(Elaborado por el autor)

Los métodos para la identificacion de vibrios son muy variados, podemos

incluir:
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METODOS PARA IDENTIFICACION DE VIBRIOS

Tincion Gram

Moatilidad(Gota golgante)

Acido de glucosa

Gas de glucosa(Caldo con
camapan de Durham y

aceite mineral

Oxidasa (Kit)

Sensitiv. 0/129

O-F glucosa (Método Hugh

y Leifson)

Crecimiento 0% NaCl (Agua

peptonada-10 g sin sal)

Hidrolisis de gelatina
(Mediante discos de

carbon-gelatina)

Flagelos polares

Método de Ryu

API-20 (API-NFT)

BIOLOG(Sistema
miniaturizado, alternativo a

API

Disco Kirby-Bauer

MIC(Concentracion

Inhibidora Minima)

ColonyBlot (Usa
anticuerpos monoclonales
especificos. Ej. En 12h
identifica presencia y % de
V. Vulnificus S2 causante

de sindrome de bolitas)

Biologia
molecular(Marcadores

moleculares y sondas ADN)

AP-PCR(Amplificacion de

secuencias de ADN)

Tabla 2-3 Métodos para identificacion de vibrios. (Elaborado por el autor)

2.2.6 Tratamiento

El uso de antibidticos es el método mas usado para el tratamiento de

cualquier tipo de infeccion bacteriana porque inhiben la formacion de la

pared celular y detienen procesos del ciclo de vida bacteriano.
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MEJORES PRACTICAS CON ANTIBIOTICOS

Mejorar ambiente en los sistemas de Realizar andlisis previos para determinar la
cultivo (minuciosa gestion del agua y su | sensibilidad de la bacteria a los

manejo reduciendo el estrés) optimas(Efectuar Antibiograma y MIC)

Determinar el origen de la enfermedad, si La aplicacion del antibidtico debe ser a

es bacteriano usar antibioticos dosis letal, no parcial o preventiva

Los antibidticos usados deben ser de Se debe utilizar mas de un antibiético (uso

optima calidad (fabricacion y almacenaje) simultaneo)

Analizar minuciosamente al animal Mejorar el modo de aplicacién. Si es por
enfermo tanto externa como internamente medio del alimento usar en forma insoluble

y usar comedero para su control

Tabla 2-4 Mejores practicas con antibiéticos. (Elaborado por el autor)

Pero su uso indiscriminado ha generado la aparicion de cepas
multiresistentes. Se debe considerar su buen manejo para evitar
resistencias no deseadas en el tratamiento de infecciones bacterianas,
ademas de efectos colaterales como la mutacién de patégenos y
acumulacion de residuos. ElI uso constante incluso como dosis
preventivas y luego la dosificacion para tratar la enfermedad sin un previo
analisis para obtener el antibittico y la dosis necesaria a provocado la
resistencia definitiva a antibioticos como la oxitetraciclina, ciprofloxacina y

norfloxacina; debido precisamente a que eran los antibidticos mas usados
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en los sistemas de cultivos y cuyas dosis fueron aumentando
paulatinamente para obtener el mismo resultado. Estos problemas
trazaron la urgencia de buscar alternativas al uso de antibioticos para el
control de infecciones. Las investigaciones en métodos alternativos dio
como alternativa viable el uso de vibrios nativos no patégenos como
potenciales probidticos y/o simbiontes los cuales actian como agentes de
biocontrol en los organismos cultivados y asi es posible disminuir el uso
de antibidticos y reducir las descargas de efluentes téxicos al medio

ambientes [27; 28].

Estudios recientes han comprobado que el uso de mezclas de cepas
probidticas reduce la presencia de vibrios patdgenos en los sistemas
acuicolas [29]. Estos registros denotan la posibilidad de especificidad de
interaccién entre bacterias lo que permite regular la proliferacion de
algunas especies bacterianas.

El probidtico es un suplemento bacteriano vivo que afecta

beneficiosamente al huésped animal mejorando su balance intestinal [30].

CARACTERISTICAS DE LOS PROBIOTICOS

Antagonismo a los patégenos Competencia con los patégenos por
los nutrientes o los sitios de

adhesion
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Potencial de colonizacion Estimulacion del sistema
inmunologico

Aumento de la resistencia a la Contribucion enzimatica a la

enfermedad de su anfitrion digestion

Tabla 2-5 Caracteristicas de los probioticos [31]

La colonizacion del tracto digestivo por parte de las bacterias acido
lacticas, podria inhibir la multiplicacion de patégenos gracias a la

produccion de compuestos como acidos organicos, bacteriocinas o H202.

Los investigadores contindan con la busqueda de alternativas al uso de
antibiéticos. Los probidticos siguen ganando mercado con su produccion

comercial cada vez mayor.




CAPITULO 3

3 METODOLOGIA DE ANALISIS

3.1 Medio TCBS.

El medio TCBS preparado segun la formula desarrollada por Kobayashi, es
también conocido como "Agar Selectivo para Vibrios" o técnicamente como
"Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa", es precisamente un medio de cultivo
selectivo y diferencial para Vibrios, mediante el cual se puede realizar su
aislamiento y cultivo a partir de muestras de alimentos, heces y agua de mar.
El agar es el agente solidificante. Para el desarrollo microbiano utiliza

nutrientes como la peptona de carne, el extracto de levadura y la tripteina.
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Para la inhibicion del desarrollo de flora acompafante utiliza citrato de sodio,
bilis de buey y un pH alcalino. Para contribuir a la selectividad del medio y la
mantencion del balance osmaotico utiliza cloruro de sodio.

La deteccion de acido sulfhidrico lo realiza por medio de tiosulfato de sodio
en conjunto con el citrato férrico, lo realiza por la formacion de un compuesto
negruzco. El hidrato de carbono fermentable como lo es la sacarosa en
conjunto con el azul de timol y azul de bromotimol son los indicadores de pH,
proporcionando un color amarillo para medio acido y verdeazulado para

ambientes alcalinos.

3.1.1 Composicion.

ELEMENTO gr/l
Agar 15
Peptona de carne 5
Extracto de levadura 5
Tripteina 5
Citrato de sodio 10
Bilis de buey 8
Tiosulfato de sodio 10
Cloruro de sodio 10
Citrato férrico 10
Sacarosa 20
Azul de timol 0.04

Azul de bromotimol  0.04

Tabla 3-1 Composicion medio TCBS [32]
3.1.2 Preparado.

e En 1 litro de agua pura se suspende 89g del polvo, cantidad requerida

de acuerdo al nUmero de cajas que se desea elaborar.
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e Se deja reposar por 5 min.

e La mezcla se lleva a ebullicibon y mientras se caliente se agita
continuamente para su disolucién completa, este procedimiento se

realiz6 con un termoagitador hasta que hierva.

e Se deja enfriar hasta una temperatura de 45 °C. El pH debe estar
alrededor de 8.6.Una vez fria, se vacia en cajas de Petri estériles (20

ml/caja-90mmx15mm)

e Se espera a que gelifigue y se secan en un horno a 30°C durante 24

horas.

e EIl almacenamiento debe ser a una temperatura de 2-8 °C, pero la
temperatura optima es a 8 °C, con temperaturas menores se corre el

riesgo de condensacion y posible filtracion.

3.2 Medio Agar Marino .

Es ideal para el aislamiento y enumeracion de bacterias hetero6trofas
marinas. Es un medio en el que se incluyen un gran numero de minerales y
un alto volumen de sal para de esta forma tratar de reproducir en lo posible la
composicion del agua de mar. La fuente de nitrégeno esta dado por el
extracto de levadura y la peptona, de igual forman proporcionan los

nutrientes necesarios para el crecimiento bacteriano.
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3.2.1 Composicion.

ELEMENTO gr/l
Cloruro de sodio 19.4
Cloruro de magnesio 8.8
Peptona bacteriolégica 5
Cloruro de calcio 1.8
Sulfato de Sodio 3.24
Cloruro de Potasio 0.55
Citrato férrico 0.1
Extracto de levadura 1
Cloruro de Estroncio 0.034
Fosfato disodico 0.008
El fluoruro de sodio 0.0024
Agar Bacteriolégico 15
Cloruro de sodio 19.4
Peptona bacteriolégica 5
Cloruro de calcio 1.8
Bicarbonato de Sodio 0.16
Bromuro de potasio 0.08
Acido bérico 0.022
Silicato de sodio 0.004
Nitrato de Amonio 0.0016
Cloruro de magnesio 8.8
Sulfato de Sodio 3.24
Extracto de levadura 1

Tabla 3-2 Medio Agar Marino [32]

3.2.2 Preparado.

e Suspender 55,25 gramos en 1000 ml de agua destilada.

e Se debe calentar hasta el punto de ebullicion para de esta forma estar
seguro de la disolucion completa del medio, su apariencia debe ser

cremosa y cristalina. Se uso un termoagitador.
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Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion (121 °C) durante 15

minutos. Mezclar bien y verter en placas de Petri estériles.

El agar se debe dejar enfriar hasta aproximadamente 42 °C antes de
realizar la inoculacion tomando en consideracion la termo sensibilidad

de las bacterias marinas.
el pH debe fluctuar los 7.6

Se debe esperar su solidificacion para luego meterlas a secar

invertidas en un horno a 30°C por 1 dia.

3.3 Procedimiento de Siembra.

Las muestras de agua se realizaron utilizando frascos previamente
esterilizados, llenados a 2 tercios del volumen del recipiente. Si el
proceso de laboratorio no iba a ser de inmediato se colocaban las
muestras en hielo para su conservacion. Para las en goteo de tuberias
se lo realiz6 con la apertura de la placa en la salida de agua,
permitiendo que alguna gotas Illeguen a su interior, donde

posteriormente fueron esparcidas.

Se debe tomar 1 ml de muestra para colocarla en un tubo de ensayo
con 9 ml de la solucién salina al 2.5%, para luego volver a tomar 1 ml

de la dilucion primaria para ponerlo en un nuevo tubo con 9 ml.
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Obteniéndose una diluciéon de 102y 102 en el primero y segundo tubo

respectivamente.

Se debe tomar 0.1 ml por cada dilucion para realizar la siembra en
cajas Petri con el medio de cultivo Agar Marino y con agar TCBS, asi
tendremos en las cajas una dilucion final de 102 y 10%

respectivamente.

Incubar por 24 horas a 30°C y contar las Unidades Formadoras de
Colonias (UFC), para luego volver a realizar la incubacion en placas

de Agar Marino para volver al conteo.
Se debe estriar la superficie del medio de cultivo.

La inoculacién requiere un enriquecimiento previo de Agua Peptonada
Alcalina durante 5 a 8 h. a una temperatura de 35-37°C, para luego

subcultivarlas en TCBS.

La incubacién debe ser aerdbica, a 35-37°C durante 18-24 h.

Estimacion de UFC.

Para el célculo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se

utiliza la siguiente formula:

UFC=N / DV

N: Numero de colonias cuantificadas
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D: Dilucion utilizada

V: Volumen sembrado
La muestra deber ser diluida previamente para que las colonias que
aparezcan en la placa, lo hagan aisladamente. El grado de dilucién es
extremadamente importante, un exceso de dilucion dar4 como resultado
pocas colonias o0 en caso contrario el crecimiento sera confluente e imposible
de contar. Cualquier situacién de este tipo conduce a resultados erréneos.
La mejor dilucion es aquella que permite que se obtengan entre 30 y 300

colonias por placa. (Com. Pers. Muiioz)

Ejemplo.

X = (50 pLt * 1 ml)/ (1000 uLt)

X = 0.05ml

UFC =30 / (102 (0.05ml) = 600000/ ml = 60 x 10* UFC / ml

Tabla 3-3 Ejemplo de dilucidn para muestras a sembrar. (Com. Pers. Mufioz)

3.3.2

Equipos

Autoclave aluminio de 25 litros
Céamara estéril

Balanza de precision 200 gr x 0.0 grs
Incubadora

Equipo de filtracion

Bomba de vacio

Parrilla de calentamiento con agitacion magnética
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Contador de colonias

Materiales

Muestras de agua
Frascos de vidrio
Asa de platino
Espétula de Drygalski
Mechero de alcohol
Micro-pipetas
Cajas de petri
Tubos de ensayo
Conos amarillos
Conos azules
Gasa

Matraces

Guantes

Papel de empaque
Algodon

Alcohol potable

Tubos de 1.5 ml

Porta-tubos para tubos de 1.5 ml
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3.3.5
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Porta tubos para tubos de ensayo
Cinta adhesiva

Filtros de 0.45 ym.

Reactivos

TSBS

Agua de peptona
Agar Marino

Agua destilada estéril

Cloruro de sodio

Precauciones.

No se utilizaron muestras donde los recipientes tuvieron signos de

contaminacion.

Las muestras fueron conservadas apropiadamente tomando en

consideracion que el producto puede alterarse.

Para manipular el producto de analisis, se utiliz6 guantes y ropa
protectora y se procedid en todo momento bajo las normas de
bioseguridad establecidas por el laboratorio, al consideraron las

muestras como potencialmente infecciosas
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Los desechos del producto fueron descartados de acuerdo a los

reglamentos vigentes y a las seguridades preestablecidas.

Los materiales utilizados como cajas Petri, frascos de cristal, rastrillos
0 asas debieron estar en condiciones de asepsia total a fin de evitar

contaminacion.

El area del laboratorio debié estar limpio y despejado con solo los

materiales a utilizarse.
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CAPITULO 4

4 PRUEBAS Y RESULTADOS.

A fin de evaluar la carga microbiana presente en distintos puntos criticos de
un sistema de maduracién, fueron realizados muestreos de diciembre a

noviembre, los puntos criticos seleccionados fueron:

Llegada de la playa

e Interior reservorio

e Goteo Tuberia Tg # 40
e Interior Tq # 40

e Efluentes
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Las muestras fueron analizadas mediante siembra en caja de Petri utilizando
Agar marino para la deteccion de bacterias totales y Agar TCBS (Tiosulfato
Citrato Bilis Sacarosa), para la determinacion de vibrios. Las medidas fueron
en UFC (unidad formadora de colonia) por ml.

Los muestreos del agua fueron realizados periédicamente durante un periodo
de 12 meses aproximadamente para la realizacidon de los distintos analisis de
agua en los puntos criticos designados previamente por el laboratorio.

En las observaciones realizadas en los diferentes muestreos de los distintos
puntos criticos del flujo de agua dentro del laboratorio durante el monitoreo
con AM dieron como resultado la deteccion de bacterias totales en un
promedio de 10?2y 10%, llegando a un valor maximo de 106.

En los puntos de muestreo "Llegada a la playa" e "Interior del reservorio”,
puntos criticos bajos (PCB), se obtuvieron los valores mas bajos, los cuales
estuvieron en un rango de 10! y 103. Mientras en " Goteo Tuberia Tq # 40",
“Interior Tg # 40" y "Efluentes" puntos criticos altos (PCA), se obtuvieron los
valores mas elevados en conteo bacteriano comprendidos en un rango de
10° y 108. Estos puntos criticos mantenian en los valores obtenidos una
cinética parecida tanto para PCB como para PCA, es decir seguian un mismo
patrén, cuando los valores de conteo bacteriano incrementaban o disminuian
en algun punto critico, de igual forma sucedia en otro punto critico. Ejemplo

en los casos de los PCA cuando se incrementaba el valor de conteo
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H n 7 n H 1A
bacteriano del " Goteo Tuberia Tq # 40", se incrementaban también los
H “ H n n H
valores obtenido en el “Interior Tq # 40" y Efluentes”. Fig 4-1.
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Figura 4-1 Valores obtenidos en AM, durante el periodo de 12 meses de

muestreo. (Elaborado por el autor)

En base a un promedio de los valores obtenidos en AM para los PCA, se

pudo observar que en forma descendente los puntos criticos tenian el

siguiente orden "Goteo Tuberia Tq # 40" (5.60E+05), "Efluentes" (1.96E+05)

“Interior Tq # 40" (1.67E+05), y. Los PCB de acuerdo a los valores

promedi

0 se ubicaron en forma descendente con el siguiente orden "Interior

reservorio” (3.30E+02) y "Llega de la playa" (2.02E+02). Fig. 4-2.
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UFC/ ml

1.00E+00

1008407 1
1.00E+06
1.00E+05 17
1008404 1
1.00E+03
1.008+02 1

1.00E+01 1

CONTROLDELAGUAEN LARVICULTURA AM
(Promedio, minimoy maximo)

5.60E+05
1.67E+05 1.96E+05

3.30E+02
2.0ZE+02

Llegade la Interior Goteo Tuberia  Interior Tg # Efluentes
playa reservario T #40 40

Puntos Criticos

B Promedio
B Minirma

m Maximo

Figura 4-2 Valores promedio, maximos y minimos obtenidos en AM, durante el
periodo de 12 meses de muestreo en los puntos criticos definidos por el

laboratorio. (Elaborado por el autor)

Los datos obtenidos de bacterias totales en AM durante este monitoreo

muestran patrones distintos durante los 6 primeros meses del afio en

comparacion con los obtenidos luego del octavo mes, probablemente esta

variacion tenga su origen en el cambio estacional. Se pudo observar que en

la estacién invernal (diciembre a mayo) los rangos de valores de bacterias

totales en los PCA eran ligeramente mas elevados conservando su cinética

en la mayor parte de la estacién invernal cuyos valores oscilaban en 10%y

108. Con valores promedio de conteo bacteriano para "Goteo Tuberia Tq #
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40" de 5.64E+05, "Interior Tq # 40" 3.02E+05 y "Efluentes” 3.18E+05. Fig 4-

3.

CONTROLDELAGUAEN LARVICULTURA AM
(Promedio-Invierno)

SEAEF05

3.02E+05 3.1BE+05

1.00E+06
1.00E+05
1.00E+04
1.00E+03
100E+02 1 .
1.00E4+01 -
1.00E400
Goteo Tuberia Tg # Interior Tq & 40 Efluentes
40

L

UFC/ ml

Puntos Criticos (PCA)

Figura 4-3 Valores promedio obtenidos en AM de los PCA en invierno.
(Elaborado por el autor)

En verano (junio a noviembre) decayeron ligeramente a un rango de 102 a
10°. Con valores promedio de conteo bacteriano para "Goteo Tuberia Tq #
40" de 5.56E+05, "Interior Tq # 40" 3.18E+04 y "Efluentes" 7.44E+04. Fig. 4-

4.
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CONTROLDELAGUAEN LARVICULTURA AM
(Promedio-Verano)
~__53BE+05
1.00E406 « SEsis A
E 100E+05 T
— Ll00E:04 -
O L00E:03 7 -

IL 100E4+02 + - -
D 100E+01 7
1.00E+00 -
Gaoteo Tuberia Tg # Interior Tq # 40 Efluentes

40
Puntos Criticos (PCA)

Figura 4-4 Valores promedio obtenidos en AM de los PCA en verano.
(Elaborado por el autor)

En los PCB hubo un efecto contrario a los PCA, no obstante el cambio no fue
significativo. En invierno los rangos estuvieron entre 10! y 102, obteniéndose
valores promedio en el conteo bacteriano en el punto de "Llegada a la playa"

de 2.85E+01 e "Interior del reservorio" 1.19E+02. Fig. 4-5.

CONTROLDELAGUAEN LARVICULTURA AM
(Promedio-Invierno)

1 00E+03 o T I1SE+02
_ ) 2 85E+01
E 100E+02
S

1.00E+01 -
2

1.00E+00

Llega de la playa Interior reservario
Puntos Criticos (PCB)

Figura 4-5 Valores promedio obtenidos en AM de los PCB en invierno.
(Elaborado por el autor)
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En verano se mantuvo la fluctuacién entre 10! y 102, pero la media fue
ligeramente mayor. Con valores promedio en el conteo bacteriano en el punto
de "Llegada a la playa" de 3.75E+02, "Interior del reservorio” 5.41E+02. Fig.

4-6.

CONTROLDELAGUAEN LARVICULTURA AM
(Promedio-Verano)

3 75E402 541E+02

1.00E403
1.00E+02 +

1.00E+01 +

UFC/ ml

1.00E+00 =

Llegade la playa Interior reservorio

Puntos Criticos (PCB)

Figura 4-6 Valores promedio obtenidos en AM de los PCB en verano.
(Elaborado por el autor)

El andlisis de estos resultados nos permite concluir que en promedio se
puede observar en invierno los valores mas altos en la presencia cuantitativa

de bacterias totales.

En las observaciones efectuadas en los puntos criticos del flujo de agua
dentro del laboratorio con TCBS se detectaron vibrios en un promedio de 0 y

104, llegando a un valor maximo de 10°.
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En los PCB se obtuvieron los valores mas bajos para la presencia de vibrios
presuntivos, obteniéndose valores de 0. Precisamente los valores promedio
durante todo el afio de monitoreo fueron tanto para "Llegada a la playa" como
para "Interior del reservorio” de 00E+00.

Los valores mas altos de vibrios presuntivos se encontraron en un rango de
102y 10° en los PCA.

Al igual que en los resultados obtenidos para AM, en TCBS los valores de los
puntos criticos mostraban una cinética parecida tanto para PCB como para

PCA. Fig. 4-7.
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Figura 4-7 Valores obtenidos en TCBS, durante el periodo de 12 meses de
muestreo. (Elaborado por el autor)

El promedio de los valores obtenidos en TCBS para los PCA dieron el
siguiente orden descendente "Goteo Tuberia Tq # 40" de 2.22E+04, "Interior

Tq # 40" 1.39E+04, y "Efluentes” 6.54E+03. Fig. 4-8
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CONTROLDEL AGUAEN LARVICULTURATCBS
(Promedio, minimoy maximo)
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B Maximo

1.00E4+01
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Llegade la Interior Goteo Tuberia  Interior Tg & Efluentes
playa reservorio Tg #40 40

Puntos Criticos

Figura 4-8 Valores promedio, maximos y minimos obtenidos en TCBS, durante
el periodo de 12 meses de muestreo en los puntos criticos definidos por el

laboratorio. (Elaborado por el autor)

Los PCB y PCA de acuerdo a los valores obtenidos en TCBS, son los
mismos puntos criticos obtenidos en AM, conservando incluso el mismo
orden, tanto para bacterias totales como para vibrios. Es interesante recalcar
que tanto los valores de conteo de los vibrios presuntivos para los PCA y
PCB, siguen un patrén de cinética parecido al del numero de bacterias

totales durante los 12 meses de muestreo. Cabe indicar también, que los
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valores obtenidos para vibrios estuvieron siempre por debajo de los

encontrados para bacterias totales.

1.00E+06

1.00E+05

1.00E+04

1.00E+03

UFC/ ml

1.00E+02

1.00E+00

CONTROLDELAGUAEN LARVICULTURAEN
AMY TCBS

(PROMEDIO)

2.BOEF0S

2 22E+

100E+01 |

2.02E+02

Llegade la
playa

3.30E+02 I

Interior Goteo
reservorio TuberiaTg #
40

Interior Tg #

1.67E+05

40

1.96E+05

54E|

Efluentes

H Prom. TCBS

m Prom. AM

Figura 4-9 Valores promedio obtenidos en AM y TCBS, durante el periodo de

12 meses de muestreo en los puntos criticos definidos por el laboratorio.

(Elaborado por el autor)

Los muestreos realizados durante los 12 meses en los conteos de vibrios

presuntivos, demostraron también una variacion estacional similar a los

obtenidos en bacterias totales. Los niveles mas altos fueron encontrados en

invierno con rangos de 102 a 10° Con valores promedio para los PCA,
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"Goteo Tuberia Tq # 40" 3.73E+04, "Interior Tq # 40" 2.32E+04, y "Efluentes”

7.73E+03. Fig. 4-10.

UFC/ ml
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1008:03 1
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373404

Goteo Tuberia Tg # 40

2.32E+04

7.73E+03

Interior Tg # 40 Efluentes

Puntos Criticos

Figura 4-10 Valores promedio obtenidos en TCBS de los PCA en invierno.
(Elaborado por el autor)

En verano los niveles decaian en un rango de 0 a 10 con valores promedio

para los PCA "Goteo Tuberia Tq # 40" 1.10E+03, "Interior Tq # 40" 1.03E+03

y "Efluentes" 4.86E+03. Fig. 4-11.
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Figura 4-11 Valores promedio obtenidos en TCBS de los PCA en verano
(Elaborado por el autor)

Los PCB tanto en invierno como en verano se mantuvieron con valores de 0.
Por tanto los promedios en "Llegada a la playa" e "Interior del reservorio" fue
de 0.00E+00.

Cabe recalcar, que la presencia de Vibrio presuntivos durante todo el
muestreo fue siempre inferior al de bacterias totales en todos los puntos
criticos, hecho que es determinado por la selectividad del medio TCBS en
comparacion al medio AM que es de amplio espectro.

Realizando un analisis de los datos obtenidos tanto en AM como en TCBS,
se puede observar que los valores obtenidos en los conteos de vibrios

presuntivos como en bacterias totales, se fueron incrementando conforme se
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avanza en el ingreso del agua al Ilaboratorio. Fig. 4.12.
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Figura 4-12 Valores promedio obtenidos en AM y TCBS en el flujo de ingreso

del agua al laboratorio. (Elaborado por el autor)

Estos resultados son coherentes en el sentido que el agua monitoreada en
los PCB, todavia no ingresa “per se” al sistema de produccion propiamente
dicho, siendo los datos obtenidos de los PCB la carga bacteriana del agua
que ingresa al laboratorio y la carga bacteriana que se encuentra en el
reservorio.

Del mismo modo, podemos determinar un incremento en la carga bacteriana
en los PCA, de tal modo que el agua que se encuentran en las tuberias,
dentro del sistema de produccion propiamente dicho, posee una mayor carga
bacteriana. El cual posiblemente se encuentra ligado a que exista una

proliferacion bacteriana en el sistema de tuberias. Particular que suena légico
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debido a que cierta cantidad de agua queda represada dentro de las
tuberias, lo que nos permite inferir que las condiciones dentro de las tuberias
son favorables para un crecimiento bacteriano. Nuestros resultados
sustentan el hecho que dentro de las buenas practicas en los laboratorios se
incluya la desinfeccion de las tuberias como una rutina en los sistemas de
produccion de larvicultura, debido a que la carga bacteriana generada en las
tuberias puede tener un efecto sobre animales sensibles como son las larvas

de camaron.

En el interior del tanque, se encuentra también un incremento de carga
bacteriana, el cual puede estar asociado al metabolismo del animal el cual
genera desechos y a las practicas propias del manejo del laboratorio de

maduracién (Como por ejemplo la alimentacion y otras practicas de manejo).

En el “efluente”, se encuentra una mayor carga bacteriana que en el "Interior
Tqg # 40" determinada en este estudio, lo cual es coherente ya que es el
agua de desecho del sistema de produccion, por lo que es el segundo punto
critico con mayor carga bacteriana después del "Goteo Tuberia Tg # 40"
dentro del sistema de produccion. De acuerdo a lo indicado el promedio de
carga bacteriana obtenido en el presente trabajo en el recorrido de agua al

laboratorio es: "Llegada a la playa" de 2.02E+02, "Interior del reservorio"
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3.30E+02, "Goteo Tuberia Tq # 40" 5.60E+05, "Interior Tq # 40" 1.67E+05 y

"Efluentes" 1.96E+05. Figura 4-12.
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CONCLUSIONES

Los PCB y los PCA siguieron un cinética parecida durante todo el periodo de

monitoreo del agua, tanto en AM como en TCBS.

A partir de los resultados obtenidos se puede determinar una ligera variacion
estacional presentada tanto en PCB como en PCA, encontrandose una
mayor carga bacteriana en invierno para los PCA (3.95E+05) en relacién a la
carga obtenida en verano (2.27E+04). Para los PCB por el contrario existe un
leve incremento de la carga bacteriana en verano (4.58E+02) en relacion a

invierno (7.38E+01).

Los resultados muestran un incremento de la carga bacteriana a medida que

el agua de este estudio supera cada etapa del sistema de produccion.
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Encontrandose que los valores de los conteos en AM y TCBS de PCB son
inferiores a los obtenidos en PCA. Encontrando en el punto critico PCA,
"Goteo Tuberia Tq # 40", el valor promedio de carga bacteriana mas alto

(5.60E+05).
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RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar un monitoreo periédico a fin de determinar valores que
puedan resultar extremos en los distintos puntos criticos de los sistemas de
produccion y asi informar de cualquier variacion que pueda tener un efecto

sobre el sistema de produccién.

Se recomienda incluir el procedimiento de desinfeccion de tuberias de forma
periddica e incluir dicho proceso dentro de las buenas practicas de manejo
del laboratorio como parte de la rutina de trabajo. Para evitar una posible

fuente de carga bacteriana.

Se recomienda continuar con este estudio a fin de contar con una mayor
posicion de datos que permitan afinar y optimizar los recursos dentro de los

sistemas de produccion. Ademas se recomienda incrementar el monitoreo
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bacteriologico a los factores exdgenos que son parte de la rutina de
produccion (como por ejemplo la carga bacteriana del alimento vivo y
balanceado) para ver como inciden en la carga bacteriana del agua en el

sistema de produccion.
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Anexo 0-1 Resultados obtenidos en Medio TCBS (invierno)
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Anexo 0-2 Resultados obtenidos en Medio TCBS (verano)
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Anexo 0-3 Resultados obtenidos en Medio TCBS (12 meses)
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Anexo 0-4 Resultados obtenidos en Medio Agar Marino (invierno)
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Anexo 0-5 Resultados obtenidos en Medio Agar Marino (verano)
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Anexo 0-6 Resultados obtenidos en Medio Agar Marino (12 meses)




