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RESUMEN

Realice esta investigacion para evaluar el efecto de un Promotor de Crecimiento, el

Flavofosfolipol, en juveniles de Penaeus vannamnei, incorporado en una dieta comercial

con 35 % de proteina.

Esta investigacion fue realizada en el laboratorio de larvas de camarén CRIDEC, situado
en 1a zona de Punta Blanca, cercano a la ciudad de Manta, la misma que fue dividida en
dos fases: la fisioldgica, (de crecimiento y sobrevivencia), realizada desde el 26 de
Febrero al 12 de Abril de 1994, y la microbioldgica, (de estudios in Vitro), realizada

desde el 26 de Febrero al 26 de Septiembre de 1994,

Nuestro disefio experimental constd de un control (0 PPM) con tres réplicas y de dos

tratamientos: T1 (9.7 PPM ),y T2 ( 22 PPM ) con cuatro réplicas para cada tratamiento.

La alimentacion fue proporcionada dos veces al dia, el 40 % a las 08h00 y el 60% a las
16h00. Para medir el efecto del Flavofosfolipol evaluamos los resultados de
sobrevivencia, peso promedio y conversién alimenticia, mediante ANOVAS y Pruebas

de Rangos Muitiples al 95 % de confianza,

Observamos diferencias significativas entre los {ralamientos y el control, en la

sobrevivencia y la conversion alimenticia. La mejor sobrevivencia y la menor conversion



alimenticia correspondié al Tratamiento 2. No encontramos diferencias significativas

para el peso promedio.

El costo medio mas bajo 1o obtuvimos en el Tratamiento 2.

Las especies bacterianas identificadas excelentemente fueron:_Vibrio vulnificus, Vibrio

sp, Vibrio alginolyticus y _Aeromona sp; y sus MIC para el Flavofosfolipol fueron:

4 ppm, 2ppm, 10ppm, 4ppm respectivamente.
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INTRODUCCION

Los rendimientos y las tasas de sobrevivencia en la actividad camaronera han decrecido
drasticamente en los ultimos afios, tornandose en indices muy bajos en comparacion con
aquellos de afios atras, si a esta situacion, e sumamos [a subida abrupta de los precios
en los insumos de produccion, en fos costos operacionales en general y los problemas de
contaminacion biologica y quimica reinantes en la actualidad, ilegamos a la ftriste
conclusion de que es dificil producir camarones bajo estas condiciones. Esto se
demuestra ampliamente en las drasticas pérdidas de las empresas, que las han llevado a
disminuir sus producciones y sus rangos de aceptacion de rendimientos y en algunos

casos a cerrar la actividad.

Ademads la aparicion de nuevas enfermedades como: el Sindrome de Taura, las bacterias
intracelulares y los problemas toxicos de quimicos disueltos en el agua, nos motiva a que

se busquen nuevas metodologias de produccion .

Por las razones expuesias, era necesario realizar esta investigacion, cuyos objetivos
tacitos fueran los de probar y reafirmar las bondades del Flavofosfolipol en la mejoria de
las tasas de sobrevivencia, crecimiento, conversion alimenticia y sobretodo en el aspecto

economico.



El Flavofosfolipoi inhibe el crecimiento de bacterias negativas, actuando sobre la pared
celular, en la biosintesis de la Mureina, lo que produce una mayor eficiencia del
metabolismo celular, traduciéndose en un gran ahorro energético y en una mayor
absorcion de los principios nutricionales. En el aspecto fisiologico se refleja esto

netamente en un mejor crecimiento y sobrevivencia de los organismos .

Con todos los antecedentes expuestos, los objetivos de esta tesis se concretan en los

siguientes;

l.- Determinar las bondades del Flavofosfolipol en la sobrevivencia, crecimiento y

conversion alimenticia, cuando es suministrado a juveniles de Penaeus vannamei

incorporado en una dieta con un porcentaje de proteina de 35 %, en las siguientes

concentraciones : 0.0 ppm, 9.7 ppm y 22.0 ppm.

2.- Establecer el espectro de accion antibacteriano del Flavofosfolipol frente a : Yibrio

vulnificus, Vibrio sp, Vibrio alginolyticus y Aeromona sp.




CAPITULO I

I.- CARACTERISTICAS DEL FLAVOFOSFOLIPOL.

[.1.- DESCRIPCION DEL PRODUCTO.

El Flavofosfolipol es un estimulante del crecimiento, cuyo nombre
comercial es Flavomycin. Solo se utiliza como estimulante del rendimiento
y no como suslancia terapéutica, porque tras su administracion oral no se

absorbe tisularmente hablando.

Para Flavomycin en distintos paises, se utilizan distintas denominaciones:

Flavofosfolipol: Nombre comin de la Organizacion Mundial de la Salud ,
asi como la denominacion establecida en el apéndice de las normas para

aditivos de la comunidad Europea.

Bambermycins: Nombre comin utilizado en los Estados Unidos de
Norteamérica, refiriéndose a la cepa que lo produce, Streplomyces

bamberguiensis.

Bambermycin: Nombre comun utilizado en ja Gran Bretafia.

Flavocorm: Nombre comin utilizado en Japon.
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Moenomycin: Nombre cientifico que se refiere al lugar en donde se
encontré una cepa utilizada en su produccion: junto a las praderas del rio

Main, en Bamberg.

{Referencia tomada del manual internacional de 1a Hoechst, 1994).

1.1.1.- ORIGEN.

Flavomycin es un antibiotico fosfoglicolipido, que se forma a partir

de un grupo de Estreptomicetos de color Gris verdoso:

-Streptomyces bamberguiensis.

-Streptomyces ghanaensis.

-Streptomyces geysiriensis.

-Streptomyces ederensis.

(Referencia tomada del manual internacional de la Hoechst, 1994).

1.1.2.- PROPIEDADES FISICO QUIMICAS Y FORMULA

ESTRUCTURAL

El Flavofosfolipol que es un dcido débil, con un contenido en
fosforo de 1.96% en peso, produce sales amorfas e incoloras. Estas
son solubles en agua y en alcoholes de bajo peso molecular, siendo

por el contrario insolubles en otros disolventes.
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El Flavofosfolipol consta de un complejo de cuatro componentes
microbiologicamente activos, en una composicion constanie, muy

parecidas quimicamente y de actividad antimicrobiana comparable.

Su formula es : C69 Hi07 N4 O35 P, y su peso molecular es : 1582
g/mol.

( Referencia tomada del manual internacional de la Hoechst, 1994).

1.1.3.- MECANISMOS DE ACCION Y ESPECTRO DE ACTIVIDAD

ANTIBACTERIANA.

Incluso en su dosificacion como sustancia nutritiva, el
Flavofosfolipol posee una accion antibacteriana muy buena sobre
numerosos gérmenes gram-positivos que se presentan comdnmente
en el tracto digesiivo. Flavomycin inhibe su multiplicacién actuando
sobre ia biosintesis de la mureina, sustancia que forma ia estructura
de la membrana celular. Las lesiones de la capa de mureina

provocan la muerte celular.

La estructura de la mureina es la de una red tridimensional, a la que
se unen moléculas de azucares a través de puentes proteicos. Para la

biosintesis de la mureina son necesarias toda una serie de enzimas.
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Una de ellas es la transglicosilasa, la cual reine los elementos
basicos integrales de las cadenas de azicares, que posteriormente
deben unirse unos con otros. El Flavofosfolipol inhibe este

importante paso en Ja biosintesis de la mureina.

Si se compara la estructura de los elementos basicos de fa membrana
celular con la del Flavofosfolipol, se observa que existe una analogia
asombrosa. Se conoce que la transglicosilasa no puede distinguir
ambas moléculas y utilizan también Flavofosfolipol para Ia
formacién de cadenas. De esta forma se interrumpe la sintesis de

mureina .

Al Flavofosfolipol se lo considera como una de las sustancias
inhibitorias mas activas de dicha biosintesis y por lo tanto es eficaz
en dosis comparativamente muy pequefias. Este hecho se pone en
evidencia en una comparacion con la bacitracina, que también se
considera un antibidtico que actia sobre la membrana celular, tal

como se expone en la tabla # 1.



TABLA1

INFLUENCIA DEL FLAVOFOSFOLIPOL Y BACITRACINA SOBRE LA

SINTESIS DE LA PARED CELULAR.
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PROMOTOR MATERIA ACTIVA(ug/ml) INHIBICION (%)
BACITRACINA 100 20
BACITRACINA 10 0

FLAVOFOSFOLIPOL 1 100
FLAVOFOSFOLIPOL 0.1 100
FLAVOFOSFOLIPOL .01 39

Un antibiotico con este modo de accién es ideal como aditivo del

pienso, porque las células animales no tienen ninguna estruclura
similar que pueda representar un punto de fijacion del mismo. De

ahi la extraordinaria efectividad y tolerancia del Flavofosfolipol.

Espectro de accion antibacteriana- El Flavofosfolipol actia
principalmente frenie a bacterias gram-positivas, tal como lo

sustentamos en la tabla # 2. Algunos gérmenes gram-negativos como

Pasteurelas y Brucelas, se han mostrado también sensibles al

Flavofosfolipol, tal como se lo expone en la tabla # 3.

La Concentracion Minima Inhibitoria (MIC), nos ofrece una vision

general del espectro y de la intensidad de accion del Flavofosfolipol.




30

TABLA 11

ESPECTRO DE ACCION ANTIBACTERIANO DEL FLAVOFOSFOLIPOL EN
MICROORGANISMOS GRAM-POSITIVOS.

ESPECIE CONCENTRACION(mcg)
Staphylococcus aureus smith (.03
Streptococeus sp 0.001
Streptococcus pyogenes 0.03
Streptococcus aronson 0.001
Streptococcus dysgalactiae 0.125
Streptococcus faccalis 1.6
Strepiococcus preumoniae 0.3
Corynebacterium pyogenes 2.5
Listeria monocytogenes 0.04
Erysipelothrix insidiosa 0.001
Bacillus anthracis 0.001
Bacillus cereus 0.07
Bacillus subtilis 0.6
Lactobacillus acidophiius 128
Bifidobacterium bifidum 128




TABLA 111

3

ESPECTRO DE ACCION ANTIBACTERIANO DEL FLAVOFOSFOLIPOL EN
MICROORGANISMOS GRAM-NEGATIVOS.

ESPECIE CONCENTRACION (mcg)
Pseudomonas aeruginosa 62.5
Alcaligenes faecalis 39.1
Brucella abortus 1.2
Brucella melitensis 2.5
Bordetella bronchiseptica 16
Escherichia coli 128
Escherichia coli TEM 128
Salmonella pullosum 7.8
Salmonelia enteritidis 78.2
Safmonella typhimurium 128
Shigella {lexneri 315
Klebsiella acrogenes 128
Klebsiella cloacae 128
Klebsiella rhinoscleromatis 5
Proteus mirabilis 128
Proteus vulgaris 315
Pasteurelia multocida 0.125
Neiseria meningitidis 2.4
0.125

Moxarella bovis

(Referencia tomada del manual internacional de la Hoechst, 1994),
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1.1.4.- PREMEZCLAS DEL FLAVOFOSFOLIPOL Y MISCIBILIDAD.

Premezclas:

Flavomycin se presenta en premezclas del producto de fermentacion

seco v del excipiente en dos concentraciones:

Flavomycin 40 con un contenido de 40g de Flavomycin por kilo.

Flavomycin 80 con un contenido de 80 g del Flavomycin por kilo.

En ambas premezclas el excipiente es el carbonato de calcio de
calidad uniforme, con bajo contenido de humedad. En estas
premezclas se garantiza la distribucion homogénea del Flavomycin y

no hay peligro de que puedan separarce sus componentes.

Ambas premezclas son productos que pueden trasvasarce facilmente,
con poca produccion de polvo, de color marron grisaceo, y con el

olor caracteristico de los hongos.

Miscibilidad;

La distribucion homogénea del Flavomycin en la premezcla viene

garantizada también por el hecho de que, tanto el polvo seco def
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producto de fermentacion, como el carbonato de calcio, que se

utiliza como excipiente, son particulas del mismo tamafio.

Flavomycin no se utiliza como sustancia pura, sino que se emplea
unicamente como premezcla homogénea. Asi por ejemplo para
obtener una premezcla de 5 ppm, no se afiaden 5 gramos de
Flavomycin puro por | tonelada de pienso, sino que se afiaden 125

gramos de Flavomycin 40 0 62.5 gramos de Flavomycin 80,

El tamafio medio de las particulas en ambas premezclas es de

(.2mm, con una densidad media de 0.7 grs/cc.

Una muestra de 100 gramos contiene aproximadamente:

5500 particulas de Flavomycin 40, con un coeficiente de variacion
de 1.3% o bien unas 3000 particulas de Flavomycin 80 con un

coeficiente de variacidn de 1.8%.

Esta distribucion optima del Flavomycin en el pienso garantiza:

-Una ingestion continua.

-Seguridad en los resuitados de los analisis.

La estructura media del tamafio de las particulas de ambas

premezelas de Flavomycin permite una elaboracion de pienso sin
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produccion de polvo. No cabe esperar que se produzcan problemas
debido a la aparicion de electricidad estatica, ni pérdidas de

sustancia en el proceso de mezcla por esta causa.

Para garantizar la calidad del producto, se efectuan continuamente
analisis de criba, ensayos de mezcla y pruebas de ensayo de
separacion de los componentes. En la practica las premezclas de
Flavomycin se utilizan sin problemas,

(Referencia tomada del manual internacional de la Hoechst, 1994).

1.1.5.- ESTABILIDAD.

Flavomycin es extraordinariamente estable como sustancia pura, en

las premezclas y en los diversos tipos de pienso compuesto, tal como

lo exponemos en fa tabla # 4.




TABLA IV

ESTABILIDAD DE LA SUSTANCIA PURA
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FLAVOMYCIN DURACION DEL TEMPERATURA(°C) FLAVOMY CIN(EN %
ALMACENAMIENTOQ DEL CONTENIDO
INICIAL)
COMD SUSTANCIA 24 MESES 4 100
COMO SUSTANCIA 24 MESES 20 100
EN SOLUCION ACUOSA 24 MESES 4 100
EN SOLUCION ACUOSA 24 MESES 20 94

Tal como se desprende en la tabla # 4, los resultados muestran que

incluso en solucién no se produce ninguna pérdida de actividad de

Flavomycin, ni siquiera cuando se guardan las muestras durante dos

afios a temperatura ambiente.

También se comprobo la estabilidad de almacenamiento del

Flavomycin, en las premezclas preparadas para la venta durante

varios afios tal como lo demostramos en la tabla # 5.
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TABLA YV

ESTABILIDAD EN LAS PREMEZCLAS

DURACION DEL TEMPERATURA(°C) FLAVOMYCIN(EN % DEL
ALMACENAMIENTO CONTENIDO INICIAL)
2.5 ANOS 4 100
2.5 ANOS 20 97
2.5 ANOS 37 93
6 MESES 50 93
24 HORAS 80 90
48 HORAS 80 80
24 HORAS 100 80

Incluso en temperaturas muy efevadas de 80 y 100 °C, durante 24 y

48 horas, solo provocan minimas pérdidas.

En los ensayos de peletizacion de pienso se examind la capacidad de
resistencia del Flavofosfolipol bajo condiciones de temperaturas
extremas, tal como lo demuestra la tabla # 6. La peletizacion se
efectio de forma discontinua, empleandose vapor. La confeccion

durante el {argo ‘periodo de tiempo de 30 minutos, representaba una
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prolongada sobrecarga de temperatura que no es normal en la

practica.



TABLA VI
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ESTABILIDAD BAJO CONDICIONES DIFICILES DE PELETIZACION

CONDICION TEMPERATURA DE LA HUMEDAD DE LA FLAVOMY CIN(EN %
MULESTRA(C) MUESTRA(%) DEL CONTENIDO
INICIAL)
ANTES DE LA 21 1.0 100
ELABORACION
DESPUES DE LA 70 13.7 111
ELABORACION
POSTERIOR AL 84 13.5 107
PRENSADQO
POSTERIOR AL 28 121 95
ENFRIAMIENTO

Durante el proceso de elaboracion de los pelets, el pienso compuesto

esta sometido a temperaturas variables, a veces muy elevadas. Los

resultados se encuentran dentro del margen de tolerancia autorizado

para el pienso, principalmente de crustaceos. Despues de elaborado

el pienso, para compensar la minima perdida del producto por

electo de la temperatura, se le provee de un bafio y homogenizado

final.

(Referencia tomada del manual internacional de la Hoechst, 1994).
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1.2.- RESISTENCIA BACTERIANA.

Al emplear los antibidticos en nutricién animal debe tenerse en cuenta que
en los animales es extraordinariamente elevado el porcentaje de bacterias
resistentes a la penicilina, estreptomicina, tetraciclina, eritromicina y
cloranfenicol. En estos casos se trala sobretodo de resistencias
extracromosomicas, denominadas también resistencias episomales,
infecciosas o transmisibles. Ademas una gran cantidad de cepas bactlerianas

han desarrollado una resistencia multiple frente a estos antibidticos.

Las formas de resistencia de origen cromosomico lienen poca importancia,

porque se propagan con menor rapidez.

El desarrollo de resistencias se produce tanto en bacterias gramnegativas
como en la grampositivas. El Flavofosfolipol actua preferentemente frente a
los gérmenes grampositivos, mientras que los gramnegativos poseen una
resistencia natural frente a estas sustancias, debido a la estructura de su
membrana celular. Sin embargo su sensibilidad frente al Flavofosfolipol

aumenta cuando son portadores de una resistencia extracromosomica.

En [a prdctica todavia no se ha podido observar ningin caso de formacion

de resistencia frente al Flavofosfolipol. Incluso en gérmenes
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mullirresistentes, no pudo comprobarse en ningiin caso la existencia de una
resistencia cruzada con Flavomycin,
Existe en la categoria de las bacterias una forma especifica de Resistencia

liamada extracromosomica.

La resistencia antibidlica extracromosomica es causada por plasmidos

portadores del factor de resistencia.

En ensayos efectuados in Vitro se comprobé que las bacterias
gramnegalivas que originariamenie eran resistentes de forma natural al
Flavofosfolipol, se volvieron sensibles a esta sustancia por haber adquirido
{actores R. Su sensibilidad se incrementa tanto por la presencia de factores
R, hasta el punto que el Flavofosfolipol, incluso en las concentraciones
empleadas en nutricion puede inhibir la multiplicacion de los gérmenes. La
transferencia de la resistencia extracromosomica se produce en las bacierias
mediante contacto e intercambio de plasmidos R a través del llamado pelo

sexual .

Los plasmidos que pueden ser portadores de propiedades de resistencia y
patogeneidad, se encuentran libres en el citoplasma de la célula bacteriana y
se multiplican en poco tiempo, independiente del cromosoma. El pelo
sexual es una formacion tubular con una estructura morfologica parecida a

fa de la membrana de la célula bacteriana. El intercambio de plasmidos R
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no solo se produce entre gérmenes de la misma especie, sino también entre

todas las Enterobacierias.

A través de su accion sobre [a membrana celular, el Flavofosfolipol impide
la formacion del pelo sexual, evitando asi la infeccion de la bacteria
sensible. Las informaciones patogénicas y de resistencias acumuladas en los
plasmidos se pierden.Esta extraordinaria propiedad del Flavofosfolipol de
inhibir la propagacion de resistencias extracromosomicas , pudo ser
confirmada también en varios ensayos in Vivo.

(Referencia tomada del manual internacional de la Hoechst, 1994).
1.3.- COMPORTAMIENTO EN EL AMBIENTE.

El Flavofosfolipol se excreta completamente a través de los excrementos
como molécula ntacta, microbioldgicamente activa. Mientras que la vida
media en los excrementos es de 21 dias, en las mezclas de excrementos con

la tierra del suelo queda totalmente inactivo en el mismo periodo de tiempo.

La rapida degradacion del Flavofosfolipol en el suelo es debida a la

microflora que alli existe,

Las plantas no absorben Flavomycin por lo que su crecimiento no resulta
perjudicado ni siquiera por altas concentraciones del producto.

(Referencia tomada del manual internacional de la Hoechst, 1994).




CAPITULO H

{I.- DESCRIPCION DEL ESTUDIO.
2.1.- DESCRIPCION DE LAS INSTALACIONES.

Los ensayos de esta tesis fueron realizados en el laboratorio de produccion de
larvas de camaron CRIDEC, mismo que pertenece al prupo Empresarial de la
Empacadora Nacional y esta situado geograficamente en la zona de Punta
Blanca, Canton de Montecristi; a poca distancia de la ciudad de Manta, en la

Provincia de Manabi.

El ensayo se lo realizo en una sala, en donde afios atras funciond la estacion de
maduracion, misma que fue acondicionada  previo a una exhaustiva

desinfeccion.

La desinfeccion inicial la realizamos con una solucion de cloro a una
concentracion de 1000 ppm, misma que fue dispersada por toda la sala,
utilizando una bomba de fumigacion de mochila.

La sala de experimentacion poseia una linea de agua de mar directa, proveniente

de la bomba de succién principal, mientras que la linea de aireacion provenia de
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un compresor de la sala de algas. También contamos con la facilidad de una

linea de agua dulce que procedia del exterior de la sala de ensayos.
2.2.- SISTEMA DEL ENSAYQ.
2.2.1.- MATERIALES Y EQUIPOS.

Para la realizacion de este ensayo utilizamos 12 gavetas de plastico,
color celeste, (que posteriormente se convirtieron en 11 por fallas
mecanicas de aireacion), de fabricacion Pyca, modelo robusta cerrada,
con una capacidad total de 45 litros. La parte superior de las gavetas fue
cubierta con un plastico transparente, para evitar el escape de los

organismos.

Las gavetas fueron colocadas en un medio de soporte, que es una
estructura rectangular, de madera, de 15 metros de largo y de 0.5 metros
de altura sobre el nivel del piso. Esta estructura facilité en gran parte los

recambios de agua, ya que se los realizaba por sifoneo ( Foto # 1).

Para el almacenamiento del agua contamos con un reservorio de

plastico, de 2 toneladas de capacidad, de color negro, que fue ubicado
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sobre unos soportes de material de eternit; de esta manera el nivel del

reservorio estuvo a 2 metros por encima del nivel de las gavetas.

El agua ilegaba a cada una de las gavetas facilmente por medio de
gravedad, para esto utilizamos una manguera de pldstico transparente, de
4 centlimetros de didmetro, la que estuvo sumergida en una de sus
puntas, dentro del reservorio, mieniras que la otra punta permanecia
elevada sobre el nivel del reservorio, cuando no se realizaban las

renovaciones de agua,

La renovacién de agua en cada una de las gavelas se realizaba por medio
de una manguera de plastico, de 1.5 centimetros de diametro,

transparente, utilizando el principio del sifon.

La aireacion de las gavetas se la realizé por medio de 1 piedra difusora,
de tamafio mediano, que estaban conectadas directamente por medio de

fineas a la tuberia madre, asegurdndonos niveles de oxigeno constantes.

El sistema de gavetas estuvo cubierla con un plastico largo de color

negro, y s¢ lo colocaba al terminar la jornada de trabajo.
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Planificamos la colocacion del plastico para proporcionar un sistema de
fotoperiddo de 9 horas de luz y 15 horas de oscuridad.
Las horas luz fueron desde las 7HO0 hasta las [6H00. La

esquematizacion de la sala de ensayos la presentamos en la figura # 1.




46

ESQUEMA DE LA SALA DE EXPERIMENTACION

DISTRIBUCION DIV LAS UNIDADILS EXPERIMENTALLES

UNIPADES
EXFERIMENTALE.

Linea de aire

I RESERVORIO

SALA DE EXFERIMENTACION

Linea de agua

FIGURA # 1
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2.2.2.- DISENO EXPERIMENTAL.

Nuestro disefio experimental fue propuesto con dos tratamientos, (T1 y
T2) y un control, (C); con 4 réplicas para el tratamiento y el contro! , tal

como lo demuestra la tabla # 7.

Los tratamientos estuvieron basados en la concentracion del Flavomycin

en el alimento, mientras que en el control el Flavomycin estaba ausente,

El tratamiento | tenia una concentracion de 9.7 ppm y el tratamiento 2

una concentracion de 22 ppm.

En el transcurso del ensayo nos vimos obligados a variar nuestro disefio
experimental, lo cual es permisible estadisticamente hablando (Alfonso
Castro Valarezo, 1989); por falla de obstruccion en la linea de aire, (tal
como explicamos anteriormente) en la gaveta C-2, por lo que
obviamente solo consideramos 3 réplicas para el control. Los
tratamientos permanecieron con 4 replicas, tal como lo mostramos en la

tabla # 8.
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Todas las gavetas estuvieron ubicadas en una misma sala, ensayadas de
manera simultanea y los organismos experimentales procedieron de un

mismo Stock.
TABLA VII

DISENO EXPERIMENTAL

TRATAMIENO REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3 REPLICA 4
CONTROL C 1 X C3 Cc4
(OPPM)
TRATAMIENTO [ Ti 1 T12 T1 3 T1 4
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 T2 1 T22 T2 3 T2 4
(22PPM)

X: Equivale a ausente.
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2.2.3.- DESCRIPCION DEL ENSAYO.

El ensayo de [a fase fisioldgica tuvo una duracion de 46 dias, incluyendo
los 4 dias de aclimatacion, desde el 26 de Febrero al 12 de Abril de

1994,

Receptamos 1000 organismos, todos provenientes de un mismo stock.

Estos organismos antes de aceplarlos estuvieron en un tanque de
cemento de 5 toneladas, mismo que estuvo situado en la parte externa de
un laboratorio de larvas de camaron (LARDECAN), ubicado muy

proximo a CRIDEC.

Antes de la recepcion de los especimenes en nuestras instalaciones, se
les practico una revision microscopica exhaustiva, en montaje himedo,

principalmente de Baculovirus penaei , hongos y protozoarios que atacan

comunmente a los camarones en este estadio.

Al realizar la comprobacion microscopica, concluimos que los
organismos estaban aptos para empezar el ensayo, sin ningdn tipo de
problemas que pueda afectar el éxito del mismo o de {a produccion del

laboratorio CRIDEC.




50

Los colocamos dentro de un tanque de 2 toneladas,( lleno hasta 1.8 tn)
de color negro, similar al que utilizamos como reservorio, con agua de
mar desinfectada por clorinacion, y los mantuvimos por un tiempo de 4
dias en un proceso de aclimatacion y observacion (cuarentena),
alimentdndose con ur;a dieta con 35 % de proteina y con una renovacion
de agua diaria del 50 %. La composicion porcentual de los ingredientes
de la dieta ensayada la presentamos en la tabla # 23 y en la figura # 29,
asi como también la composicion nutricional de la dieta la presentamos

en la tabla # 24 y en la figura # 30.

Posteriormente procedimos a cosechar los juveniles, para esto
disminuimos el nivel del agua hasta quedar en un 15% de nivel
operativo, y con la ayuda de un marco de cosecha de larvas de camaron

se los capturo.

Luego de cosechados los organismos fueron distribuidos en dos gavetas,
modelos Pyca, robusta cerrada, color rojo, de 45 litros de capacidad
total, lienas hasta 40 litros de volumen operativo, en donde se los
homogeneizo por agitacion mecéanica con la mano, para ser sembrados
aleatoriamente en las gavetas, en una cantidad de 50 organismos por

gavela; las gavetas experimentales fueron llenadas también hasta un
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nivel de 40 litros de capacidad, siendo este el volumen operativo. Asi de
esta manera obtuvimos una densidad de siembra 1.25 juveniles/litro(

Foto # 2 ).

El proceso de homogeneizacion se repetia previo a cada siembra. Justo
en el momento en que a los especimenes iban a ser sembrados, se los
pesaba rapidamente a fin de no causar stress considerable, con la ayuda
de una balanza electronica digital de marca Ohaus GT210, para de esta
manera obtener la informacion del peso promedio, el mismo que fue de
0.729 gramos y de la biomasa total promedio siendo esta de

36.491gramos. Los juveniles no utilizados fueron devueltos al mar.

El tipo de agua que se utilizé en el ensayo fue agua de mar, decantada y

filtrada por medio de un bolso 2 micras.

A las gavetas correspondientes al control las denominamos: C-1, C-3, C-
4, a las pertenecientes al tratamiento I :T1-1, T1-2, T1-3, T1-4 y a las

del tratamiento 2 :T2-1, T2-2 , T2-3, T2-4.

La renovacion de agua que realizamos fue diaria, en los cuatro dias

iniciales de aclimatacion fue del 50 %, en la primera semana de inicio
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del ensayo fue del orden del 60 %, para finalmente renovar el 70 % hasta

la culminacion del mismo.

La alimentacion de los organismos la calculamos en base al dato de la
biomasa total semanal, para esto utilizamos la tabla de alimentacion
disefiada para juveniles, por José Villalén, presentadas en las tablas # 71
y # 72 , correspondientes a los anexos A; y se la realizd en dos
frecuencias, la primera a las 08HO0O, luego del recambio de agua, y la
segunda a la 16HO00. La relacion de la frecuencia de alimentacion que
utilizamos en cuanto al horario fue del 40% en la mafiana y del 60% en

la tarde ( Foto # 3).

Alimentamos 6 dias en la semana, el dia que no lo hicimos correspondia
a la obtenciéon de pardmetros de crecimiento y sobrevivencia; pero si

renovainos agua.

Realizamos un proceso de desinfeccion con cloro en el suelo, a una
concentracion de 700 ppm, con argentyne en concentracion de 40 ppm y
alcohol para los materiales de trabajo, segin como lo explicamos en el

protocolo del experimento; en los cuatro dias iniciales de aclimatacion
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se desinfectd consecutivamente, para posteriormente hacerlo pasando un
dia.
El protocolo del experimento constituye un resumen de la metodologia

aplicada y lo demostramos en las tablas # 9 y # 10.

2.2.4.- MEDICION DE PARAMETROS.

Semanalmenie recopilamos la informacion de crecimiento vy
sobrevivencia; para lograr esto, teniamos que bajar el nivel de las
gavelas hasta un 30% del nivel operativo y cosechar a los organismos lo
mas rapido posible, con la ayuda de un marco cosechador de larvas de
camardn, para evitar siress, e inmediatamente los pesdbamos con la
misima balanza Ohaus GT210, antes de ser devueltos a las gavetas se los

contaba, formando una cama de agua con el marco cosechador.

Se tomo lectura diaria en la toma de agua de: temperatura, salinidad y
pH, con un termdémetro comun de mercurio, un refractdometro acuafauna
y un peachimetro de bolsillo, {al como lo demostramos en las tablas #

11y # 12. Las fluctuaciones diarias de la temperatura, salinidad y pH en
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todo el ensayo correspondiente a la fase fisiologica, las presentamos en

las figuras # 32, # 33 , y # 34 respectivamenie.

Los seguimientos microbiologicos def control como de los tratamientos
fueron realizados semanalmente, durante el transcurso del ensayo; para
este propdsito tuvimos que realizar el conteo de las UFC/ML en dos
tipos diferentes de agares: TCBS y Marino, a 24 y 48 horas de
incubaciona 29£1°C.

Sembramos 3 platos por cada tipo de agar, que correspondian a tres

réplicas, para cada una de las concentraciones, incluyendo los controles.

La metodologia de extraccion de muestras obedecié a la forma de
muestras integradas (Manual de la BBL. 1971); para lo cual utilizamos
11 vasos de vidrios de 30 ml, con tapa, completamente estériles, mismos
que sumergiamos después de haber agitado completamente la columna
de agua y asi extraiamos 10 ml de agua de cada una de las gavetas, para
posteriormente integrarlos para cada concentracion y obiener la muestra,
la misma que fue inoculada en los agares ( Foto # 4 ).Los resultados de
este seguimiento microbiologico lo presentamos en las tablas # 59 # 60.#
61,# 62,4 63, # 64, # 65, # 66, # 67, # 68, # 69, y # 70, correspondientes

a los Anexos A.
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DIA VOLUMEN | %RECAM- EDTA CIORO- ARGEN- | ALIMEN- | MUESTREO
Litros BIO GRS/M3 | DESINFEC- | TYNE+ TACION | POBLACIO-
CIiON ALCOHOL NAL
1 1800 50 - + + + -
2 1800 50 - + + + -
3 1800 50 - -+ + + -
4 1800 50 - + + + +
5% 40 60 10 + + + -
6 40 60 - - - + -
7 40 60 - + + + -
8 40 60 - - i n -
9 40 60 10 + + - -
10 40 60 - - - + -
1 40 60 - + + - "
12 40 70 - - - + B
13 40 70 10 + + + -
14 40 70 . - - + .
15 40 70 - + “+ - -
16 40 70 - - - + -
17 40 70 10 + + + -
18 40 70 - - - - +
19 40 70 - + + + -
20 40 70 - - - + -
21 40 70 10 -+ + o -
22 40 70 - - - + -
23 40 70 - 4 + + -

*Denota el dia inicial de la Evaluacion después del proceso de aclimatacion.
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DiA YOLUMEN | %RECAM- EDTA CIORO- ARGEN- ALIMEN- | MUESTRED
Litrog BIO GRS/M3 DESINFEC- TYNE + TACION | POBLACIO-
CION ALCOHOL NAL
24 40 70 - - - + -
25 40 70 10 - + - -+
26 40 70 - - - + -
27 40 70 - + -+ + -
28 40 70 - - - + -
29 40 70 10 + + + -
30 40 70 - - - + -
31 40 70 - B3 -+ + -
32 40 70 - - - - +
33 40 70 10 + + + -
34 40 70 - - - n -
35 40 70 - + + n -
36 40 70 - - - + -
37 40 70 10 + + + -
38 40 70 - - - + -
39 40 70 - n + ; n
40 40 70 - - - + -
41 40 70 10 + + + -
42 40 70 - - - -+ -
43 40 70 - + - + -
44 40 70 - - - + -
45 40 70 10 + - + -
46 40 70 - - - - +




TABLA IX

PARAMETROS DIARIOS DE TEMPERATURA ,SALINIDAD y pH DE LA
TOMA DE AGUA DEL SISTEMA EXPERIMENTAL.

DIA TEMPERATURA SALINIDAD (PPT) pH
C)

1 26 33 8.3
2 26.5 34 7.9
3 25 34 8.0
4 26 34 75
5 26 34 78
6 26 34 7.7
7 26.5 33 7.0
8 265 34 83
9 26 34 7.9
10 26 34 8.2
I 25 35 8.0
12 25 + 34 7.8
I3 25 34 8.4
14 26 34 83
15 25 34 79
16 26 34 7.4
17 26 34 13
34 7.4

34 38

34 7.0

34 7.5

34 8.1

34 8.5

30 7.1




DIA TEMPERATURA SALINIDAD (PPT) pld
°C)
25 26.5 34 7.6
26 27 34 8.1
27 26.5 34 8.0
28 20 33 19
29 24 34 74
30 27 33 7.3
31 27 34 32
32 26 32 85
33 24 33 8.7
34 25 34 7.3
35 255 34 8.2
36 26 35 6.5
37 26.5 35 8.4
38 26.5 35 7.8
39 26 35 7.5
40 26 35 7.9
4] 25 35 3.0
42 255 34 8.0
43 25.5 35 77
44 20 35 383
45 25 35 8.2
46 25 35 84
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CAPITULO HI

HL-PRUEBAS DE SENSIBILIDAD DE Vibrio spp FRENTE AL FLAVOFOSFOLIPOL.

3.1.- DESCRIPCION DEL ESTUDIO MICROBIOLOGICO.

3.1.1.- INTRODUCCION,

Para poder explicar cientificamente el efecto del Flavofosfolipol en el
crecimiento y sobrevivencia de los camarones Penaeidos, debemos
entender primeramente su poder microbiolégico, la forma como actia
eliminando a cierto tipo de bacterias patogénicas que interfieren en fa

celeridad y el éxito de los procesos metabdlicos.

Por esia razon resultaba imprescindible la realizacion de estudios in
Vitro, con especies de bacterias marinas, que causan problemas

patologicos importantes en los cultivos de los camarones Penaeidos.

En este capitulo desarrollaremos netamente la fase microbioldgica.
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3.1.2.- DESCRIPCION DE LAS PRUEBAS.

La fase microbiolégica se la desarrollo desde el 26 de Febrero hasta el
26 de Septiembre de 1994 en el departamento de patologia, ubicado en

el edificio principal, planta alia, del laboratorio CRIDEC.

Para la realizacion de eslos estudios contamos con una excelente
instalacion microbioldgica e histopatologica, completa, dotada de una
amplia gama de equipos y materiales. La esquematizacion de esta sala

corresponde a la {igura # 2.

Ll tipo de prueba que seleccionamos para el estudio in Vitro fue el
Método de Susceptibilidad Agar Dilucion ( Foto # 5 ), por las siguientes

consideraciones importantes { Jones ,R.N,1983 ),

-Es una prueba aceptada por [a FDA.

-De lectura y aplicacion directa.

-Practico y econdmico .

-El 50% de los laboratorios pertenecientes al Colegio de Patdlogos
Norteamericanos lo utilizan.

-Replicable y semiautomatizado,
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La definicion del test corresponde a la de Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC):
La concentracion de un agente antimicrobiano, que inhibe
totalmente el crecimiento bacteriano, en un periodo de
cultivo de 48 horas ( D.V_Lighter 1992).
La prueba ofrece algunas ventajas, asi como pequefias desventajas
{ D.V Lightner and L.1. Mohney, 1992):

Ventajas: Es flexible en términos de concentracion y del
medio utihizado, prueba actualizada y manejable
que puede monitorear el deterioro
microbiologico, en un periodo de tiempo, ademas

puede evaluar un numero considerable de
microorganismos en un mismo lapso de tiempo.

Desventajas: Requiere una apreciable cantidad de tiempo y
el rango de la concentracion puede variar con el tipo de
droga, microorganismo, pH y salinidad.
Anteriormente mencionamos {a realizacion de contajes bacterianos en
la fase de crecimiento y sobrevivencia. Necesitibamos conocer la

cantidad de bacterias marinas, la clase y cantidad de Vibrios de real

importancia, que estuvieran presentes en el agua utilizada en el ensayo.

Para contestar estas interrogantes, una vez a la semana realizamos
siembras por triplicado, de los tratatamientos y de los controles, en

Agar TCBS y Agar Marino. Las lecturas se realizaban a 24 y 48 horas

de incubacion a 29+1°C,
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Efectuamos 4 pruebas de MIC, para las cuatro cepas de bacterias,

Probamos para cada cepa 17 concentraciones del Flavofosfolipol: 100 -
50-20-10-9.009-8-7002-6002-5-4-3003-2-1-05-02-

0.1-0.05 (ppm).

La cantidad de réplicas para cada concentracion fue de 4, es decir que

se inocularon un total de 72 cajas petri, incluyendo las controles.

El tipo de medio utilizado fue el Agar Mueller Hinton al 2.5% de

NaCl, marca Difco.

La descripcion detallada del proceso completo del MIC corresponde al

desarrollo de este capitulo.
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3.2.- CONCENTRACION DEL AGENTE ANTIMICROBIANO Y PREPARACION

DE LAS DILUCIONES.

Una concentracion tope del agente antimicrobiano de 128 ug/ml es aceptable

para la mayoria de las especies bacterianas, especialmente para las

Enterobacterias ( Villanova,P.A, 1983 ). Sin embargo existen excepciones a

esta condicion, como es el caso de cierto tipo de drogas como las carbecillinas

y ciertas cefalosporinas, que necesitan ser probadas en una concentracion tope

de 256 ug/ml ( Viilanova ,P.A, 1983).

Como conclusion decimos que la concentracion tope depende principalmente
del tipo de droga y de la cepa de bacteria a evaluar. La concentracion tope

utilizada en este estudio fue de 100 ug/ml.

En la preparacion de las diluciones utilizamos como solvente apua destilada,
desmineralizada y esterilizada. El Flavofosfolipol se disuelve muy bien en agua
destilada en concentraciones de 1000-10000 ug/ml ( D.V Lightner and L.L

Mohney,1992).

En las diluciones se ilegaba a [a concentracion final, utilizando una relacion de

dilucion de 1:10 con el Agar ( Foto # 6 ).




3.3.- SELECCION Y PREPARACION DEL MEDIO.

3.3.1.- CONSIDERACIONES GENERALES.

Para la preparacién de los medios de cultivo fue necesario tomar en

cuenta ciertas consideraciones muy importantes, como el hecho de

evitar el sobrecalentamiento en un solo lugar del recipiente en el que se

esta preparando el medio, asi cotmno también evitar la formacion de
grumos, la mezcla debe ser homogénea; para evitar esto, un

procedimiento en la preparacion de medios es afiadir a la cantidad de

polvo del medio a mitad del volumen de agua, agitar constantemente y

luego afiadir {a otra mitad del volumen restante.

No se debe exceder la cantidad de tiempo y presion recomendada en la
preparacion del medio, de similar manera al lerminar el proceso de
autoclavado se debe extraer inmediatamente el medio estéril, ya que la
alta temperatura conservada por el autoclave puede producir

sedimentacion,
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3.3.2.- COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Agua.- Permite que se efectien reacciones quimicas, dando lugar a que

los procesos celulares osmoticos se realicen rapidamente.

Peptonas.- Son fuenies de nitrégeno rapidamente disponible.

Cloruro de Sodio.- Permite el rapido crecimiento de bacterias marinas,
p

por ofrecer el efecto de isotonicidad. La ausencia de

sales conduce a un fendémeno hipotonico.

Agentes Solidificantes.- Se utilizan para endurecer los medios de

cultivo, como por ejemplo el agar, la

gelatina, la yema de huevo.

Agenies Selectivos.- Son sustancias quimicas introducidas para inhibir

el crecimiento de ciertos microorganismos, asi
como también para favorecer el rapido crecimiento

de otros, por ejemplo: Sales biliares, antibiéticos.

Buffers.- Son sustancias quimicas que neufralizan los cambios de pH
en un sistema. Son imprescindibles para mantener un pH

constante en el cultivo bacteriano ( Padl Rohde, B.A, 1971).
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3.3.3.- PREPARACION DEL MEDIO.

Se selecciono para la realizacion del MIC el medio de cultivo Mueller
Hinton al 2.5% de NaCL, porque no contiene minerales ni
carbohidratos que pueden alterar la interpretacion de los resultados, y
por ser un medio que facilita el crecimiento rapido de bacterias
aerdbicas y anaerdbicas facultativas (Brenner, V.C ; and J.C. Sherris,

1972).

Es el medio mas adecuado para las pruebas de sensibilidad de
microorganismos, ya que no produce ninglin efecto antagonista con los
antibioticos, porque carece en su composicion bioquimica del acido
paraaminobenzoico (PABA) o sus andlogos, que es el principal
promotor de la produccion de estos antagonistas (Bauer,Kirby,Sherris

and Turck, 1972 ).

Bl Comité de la Organizacion Mundial de la Salud para la
estandarizacion de pruebas de susceptibilidad ha aceptado el medio de
Mueiler Hinton para la determinacion ‘de susceptibilidad de
microorganismos, debido a sus posibilidades de reproduccion y

adaptacion.
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La formula del medio de cultivo en gramos por litro de agua destilada

es la siguiente:

Infusion de carne de res 300
Pepiona acidicase 17.5
Almidon 17.0
Preparacion :

Para la preparacion se suspende 40 gramos del medio mas 25 gramos
de NaCl QP, en un litro de agua destilada y desionizada, llevamos a
calentamiento y mezclamos bien; cuando {a solucion este en punto de
ebullicion la llevamos a un proceso de autoclavado, para esto el agar
fundido ya fue distribuido en fiolas en alicuotas exactas, suficientes
para diluir la concentracion intermedia y llevarla hasta una

concentracion final,

Utilizamos 2 ml de la solucion de la concentracion de la droga y 18 ml
de agar, para de esta manera oblener una dilucion final de 1:10. Los 20

mi de solucién final se los distribuye en las cajas petri de 15 x100 mm.
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El proceso de autoclavado se lo realiza a 121°C (15 Ibs de presion) por
20 minutos. El agar autoclavado se lo coloca en un bafio de Maria a
50°C.

[.a mesa para la preparacion de las cajas petri debe ser muy bien
desinfectada con alcohol. Las cajas petri necesariamente se colocan
junto al mechero de bunsen. La fiola con el agar debe estar en 50 °C,
porque temperaturas superiores provocarian la condensacion del agua,
similarmente temperaturas menores ocasionarian la solidificacion del

medio,

En la preparacion de las cajas petri, colocamos 2 ml de la solucién con
la concentracion intermedia e inmediatamente flameamos el borde de
la fiola y extraemos 18ml de agar con la ayuda de una pipeta estéril,
posteriormente retornamos la pipeta a la fiola. Giramos rapidamente la
caja petri en direccion de las manecillas de reloj y en sentido contrario,
con el objelo que se homogenize el medio liquido y obtener Ia solucién

de la concentracion final ( Foto # 7 ).
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3.4.- IDENTIFICACION DE Vibrio spp.

3.4.1.-SELECCION Y PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

PARA EL AISLAMIENTO DE Vibrio spp.

Se escogieron para el aislamiento y conteo de las 4 especies de bacterias
utilizadas en este estudio in Vitro los medios de cultivos TCBS y Agar
Marino, el Agar Tripticase Soya se lo selecciond con el objeto de

purificacion previo a la realizacion de las pruebas bioquimicas.

En la Figura # 35 podemos observar la representacion esquematica tipica

de un proceso de siembra bacteriana.

AGAR TCBS

El agar de Tiosulfato, citrato, sales biliares y sacarosa fue descrito por
Kobayashi, para usario en el aislamiento selectivo de Vibrio spp.

La formula en gramos por litro de agua destilada y desionizada es la

siguiente:

[extracto de levadura )
Peptona Polipeptona 10
Clitrato de sodio I,

Tiosulfuto de sodio 10
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Bilis de buey 5
Clolato sodico 3
Sacarosa 20
Cloruro de sodio 10
Citrato de hierro /
Azud de timol (.04
Azul de Bromotinol 0.0+4
Agar (Desecado) 14
Preparacion:

Realizamos una suspencion con 86 gramos del medio, mas 25 gramos de
NaCl QP en un litro de agua destilada y desionizada. Calentamos y
agitamos constantemente hasta que la solucion llegue al punto de

ebullicién. Retiramos el agar fundido y lo repartimos en las cajas petri.
AGAR MARINO

Es un medio utilizado para el crecimiento de bacterias marinas.
Formula en gramos por litro en agua destilada y desionizada:

Polypeptona 10.0

Lemco _ 3.0
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Iextructo de yema 3.0
Clorure de sodio 8.0
Cloruro de potasio 10.0
Sulfato de magnesio 3.0
Cloruro de calcio i.5
Agar (Desecado) 12.0
Preparacion:

Suspendemos 55.1 grs de Agar marino, més 9.0 grs de bacto agar y mas
25 gramos de NaCl QP en un litro de agua destilada y desionizada.
Calentamos y agitamos constantemente hasta ilegar al punto de
ebullicion.

Luego distribuimos [a solucion en las fiolas y las llevamos al autociave.
El proceso de autoclavado se lo realiza por 20 minutos a 121°C y a 15

Ibs de presion.

AGAR DE TRYPTICASE SOYA

Este agar es sencillamente un medio de cultivo con peptona que se
utiliza eficazmente en procedimientos de purificacion de colonias

bacterianas,

La formula en gramos por litro de agua destilada es:
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Peptona tryplicase 5
Agar (Desecado) 20
Preparacion :

Realizamos una suspencion de 25 gramos del medio, mas 25 gramos de
NaCl QP en un litro de agua destilada y desionizada. Calentamos y
agitamos constantemente hasta llegar al punto de ebullicion. Luego
distribuimos fa solucion en las fiolas v las llevamos al autoclave. El
proceso de autoclavado se lo realiza por 20 minutos a 121°C y a 15 lbs

de presion.

3.4.2.- OBTENCION DE CEPAS.

Se inocularon 8 cajas petri con agar TCBS y 8 cajas petri con Agar
Marino, con agua marina procedente del reservorio del sisiema del
ensayo, se las incubo a 29+1°C por 24 horas, posteriormente

procedimos a la seleccion.

La seleccion de colonias obedecio estrictamente al criterio de Ia
capacidad de cierlas Vibriondaceas de producir bioluminiscencia, el
color, tamafio y morfologia basica de las mismas ( Foto # 8 ), ( T.J.

Donovan and A.L.Furnis, 1978).

Los tipos de colonias seleccionadas en el agar TCBS fueron:
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-Verdes luminiscentes.
-Verdes no luminiscentes.
-Amarillas cremosas convexas.

-Amarillas planas.

El primer tipo de colonia seleccionada fue la Verde luminiscente, y lo
realizamos en un cuarlo totalmente oscuro; sobre un mesa se colocaron
las 16 cajas petri de los agares mencionados, esperamos 5 minutos para
que la vision se adapte a la oscuridad, e inmediatamente procedimos a
encontrar colonias bioluminiscentes, mismas que fueron encerradas

dentro de un circulo con un marcador, sobre [a placa petri .

Luego de esto realizamos la transferencia o resiembra de la colonia
mejor definida, a 2 cajas de Agar TCBS, 2 cajas de Agar Marino y 2

cajas de Agar Trypticase soya.

En las cajas con TCBS observamos la pureza de la colonia, su
morfologia bdsica, tamafio y bioluminiscencia; en el Agar Marino
evaluamos principalmente el tipo de crecimiento y distribucion de las
colonias, mientras que el Agar de Trypticase Soya lo utilizamos como

un medio de purificacion.

La manera como realizamos la transferencia, (ue de lo mas sencillo; la

colonia seleccionada fue picada con un asa de platino esterilizada y
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enfriada, e inmediatamente la introducimos en un tubo de ensayo con 5
ml de una soluciéon de NaCl al 1%, agitamos constantemente hasta
fragmentar completamente la colonia y crear un suspencion
homogeneizada. De esta suspencion bacteriana realizamos la resiembra,
para eslo, introducimos el asa una sola vez en la suspension y la

sembramos por el método de estrias.

Los procedimientos de seleccion y resiembra de todos los lipos de
colonias citadas en nuestro estudio fueron similares, con la diferencia
de que en los tres tipos de colonias no fuminiscentes no necesitamos la

presencia de un cuarto oscuro para observacion de bioluminiscencia.

3.4.3.- PRUEBAS BIOQUIMICAS.

3.4.3.1.- INTRODUCCION .

Realizamos los procesos de identificaciones bioquimicas por
medio del sistema API 20 E, por ser un método versatil, y de

gran confiabilidad en los resuliados ( Foto # 9).

El sistema API 20 E es ampliamente utilizado en trabajos
cientificos con una gran confiabilidad { D.V Lightner and L.L

Mohney, 1992).
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El sistema API 20E sirve para la identificacion del grupo de las
Enterobacteriaceae y otros microorganismos gram-negativos,
mediante 23 diferentes pruebas bioquimicas estandarizadas y
miniaturizadas, incluidas todas en una cinta, llamandose al

conjunto, bateria de pruebas bioquimicas API 20E.

3.4.3.2.- FUNDAMENTO.

El fundamento del método se basa en cambios enzimaticos, de
la capacidad de utilizar o degradar nutrientes especificos, por
efecto del metabolismo bacteriano. stos cambios se reflejan
principalmente en la variaciones de color y formacion de
burbujas, y se dan posteriormente al finalizar el periodo de

incubacion .

3.4.3.3.- MATERIALES.

Para emplear este sistema de identificacion, es necesario

contar con ciertos maleriales basicos:

-Medio de suspension :solucién salina al 1%.
-Aceite mineral.

~-Micropipetas de Pasteur.
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-Medio APl OF .Prueba que sirve para determinar el

metabolismo fermentativo y oxidativo de la glucosa.

Ademas, la presencia de ciertos equipos de laboratorio se

constituye en indispensable para la ejecucion de la prueba:

~Incubadora.

-Nevera (para almacenar las tiras def APl 20E).
-Mechero Bunsen,

-Asa de platino.

-Rotulador,

3.4.3.4.- CONFORMACION DEL APt 20E,

Bdsicamente se consliluye de una tira compuesta por 20
capsulas que permite realizar 23 pruebas biogquimicas

estandarizadas y miniaturizadas, siendo estas:

ONPG: Ortonitrofenolgalactosido.
ADH: Arginina.

LDC: Lisina.

ODC: Ornitina,

CIT: Citrato sédico.

H2S: Tiosulfato sédico.



URE: Urea.

TDA: Triptofano.

IND: Indol

VP: Piruvato sédico.

GEL: Gelatina de Kohn.

GLU: Glucosa.

MAN: Manitol.

INO: Inositol.

SOR: Sorbitol.

RHA: Ramnosa.

SAC: Sacarosa.

MEL: Melibiosa.

AMY: Amigdalina.

ARA: Arabinosa.

OX: Sobre papel filtro.

NO3: Produccion de NO2.(En la capsula de GLU)
NO2: Reduccion a N2.(En la capsula de GLU)

MORB: Motiklidad.

3.4.3.5.- PREPARACION DE LA GALERIA.
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Preparamos una tira AP[ 20E con su correspondiente tapa, y le
adicionamos a la base de la tira aproximadamente 5 ml de
agua destilada estéril, de esta manera proporcionamos una

atmosfera himeda.

Marcamos con una referencia el tipo de colonia, procedencia

de la colonia y la fecha de iniciacion de la prueba.

Colocamos la tira en la incubadora por espacio de 20 minutos,

de manera que adquiera la temperatura de la camara.

Al mismo tiempo que realizamos estos pasos fue necesario
adelantarnos con la prueba de oxidasa, para esto; extraiamos
con el asa estéril una muestra de la suspencion bacteriana, la
colocamos sobre una cinta de la prueba oxidasa, e
inmediatamenie esperamos de | a 2 minutos hasta que se
manifieste la reaccion, si ¢l papel se torna purpura, diremos

que la prueba fue positiva.

3.4.3.6.- PREPARACION DE LA SUSPENCION BACTERIANA,

Seleccionamos  una  colonia, la  mejor  formada,
morfologicamente hablando, y la picamos con el asa de

platino esterilizada y enfriada, llevandola a un tubo de ensayo
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que contiene 5 ml de una solucion de cloruro de sodio al 1%,
misma que fue preparada con agua destilada estéril y

desionizada.

Procedemos a realizar una agitacion fuerte a fin de que la
colonia se fragmente y obtener de esta manera una suspencion

homogénea.
3.4.3.7.- INOCULACION DE LA GALERIA.

Antes de explicar el procedimiento es necesario aclarar que
cada prueba bioquimica esta incluida dentro de una capsula,

misma que esta conformada de 2 partes ; el tubo y la clpula.

Llenamos el tubo y la cipula de las pruebas: CIT, VP, GEL,
con la suspencion bacteriana, esto lo realizamos con la ayuda

de una pipeta de pasteur estéril.
Lienamos los tubos, pero no la cupulas de las demas pruebas.

Llenamos la cupula de las pruebas :ADH, LDC, ODC, URE,
H2H con aceite mineral, de esta manera bloqueamos la

capsula, proporcionando condiciones de anaerobiosis.
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Cerramos la tira y la llevamos a incubacion a 29x1°C por
espacio de 24 horas, tiempo en el que obtenemos la primera

lectura.

3.43.8.- LECTURA DE LA GALERIA.

Anotamos en la hoja de resuliados las reacciones espontaneas

Si fa Glucosa es positiva y/o 3 o mas pruebas son positivas,
entonces electuamos la aplicacion de los reactivos para

aquellas pruebas que lo requieren:

*Prueba de VP: Afiadimos [ gota del reactivo VP1 y VP2,

esperamos 10 minutos y realizamos la lectura.

*Prueba de TDA: Afiadimos una gota de reactivo de TDA,

esperamos | minuto y realizamos la lectura.

*Prueba de IND: Afiadimos una gota de reactivo James, Ia
reaccion es inmediata y realizamos la lectura o en su
defecto, afiadimos una gota de reactivo IND, esperamos dos

minutos y tomamos la lectura.
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*Prueba de NO2: Afiadimos dos gotas de reactivo NIT 1 y NIT
2 en el tubo de GLU, esperamos 3 minutos y obtenemos la
lectura. Un color rojo indica una reaccién positiva. Una
reaccion negativa puede deberse a la reduccion de Nitratos a
N2 (acompafiada muchas veces de la formacion de burbujas),
debemos afiadir 2 a 3 mg de reactivo de Zn . Si después de 5
minutos el tubo permanece amarillo indica una reaccion
positiva, si la reaccion da color rosa 0 rojo la reaccion es

negativa.

St la glucosa es negativa y el namero de pruebas positivas es

inferior o igual a 2 no afladimos reactivo.

*MOBRB: Basicamente consiste en evaluar la motilidad de fa
cepa, en {resco, para esto utilizamos como medio una solucion
fisiologica al 1% de NaCl. Realizamos una suspension
bacteriana tocando una colonia e inoculandola en 5 ml del
medio. Agitamos bien hasta fragmentar la colonia, de tal
manera que la suspension quede lg) mas homogéneamente

posible. Colocamos una gota de la suspension y en el

microscopio observamos la motilidad de la cepa.

3.4.3.9.- ESTERILIZACION.
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Después de haber realizado la lectura de la tira APl 20E es
necesario esterilizarla, asi como también el material empleado,
mediante autoclavado, incineracion o inmersion en una

solucion germicida efectiva,

3.4.4.- METODOS DE OBSERVACION MACROSCOPICA Y

MICROSCOPICA.

Observaciones macroscopicas;

Las realizamos directamente sobre las cajas petri y observamos
basicamente la morfologia de las colonias y el crecimiento bacteriano.
Principalmente diferenciamos ciertas caracieristicas de las colonias, (

T.J. Donovan and A.L Furnis, 1978), mismas que son;

-Forma: Pueden ser redondas, planas, irregulares, extendidas .

~-Tamafio: El tamafio de las colonias se las mide en mm.

-Elevacion: Las colonias pueden presentar una elevacion convexa,

aplanada, umbonada, efc,
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-Aspeclo: Las colonias presentan aspecto pastoso, mucoide, con bordes

claros o tonos azulados.

~Color: Las colonias en medios de cultivos no especificos muestran
coloraciones blancas o cremas, ademas de presentar ciertas
caracteristicas Opticas como : irisdiscencia , opalescencia,

luminiscencia, etc.
-Produccion de pigmentos: Las colonias producen pigmentos de color
amarillo, naranja, rojo, violeta, negro, etc,

Observaciones microscopicas:

Las realizamos mediante la técnica de tincion de Gram, misma que nos
permitié confirmar de que las 4 cepas utilizadas en nuestro estudio in
Vitro, correspondian a microorganismos gram-negativos ( Foto # 10 ),
(Padl Rohde, B.A ; Manual de 1a BBL, 1971).

Reactivos para la Tincién de Gram:

Son cuairo tipos diferentes de reactivos con {unciones especificas:

[.-Cristal Violeta.
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Lo aplicamos una vez que se ha fijado la muestra con calor, su

composicidn quimica es la siguiente;

~Cristal violeta................oocooi e 20grs

-Alcohol Etco al 95% ..o, 100ml

Solucién de Oxalato:
-Oxalato de AMOnio..............cccoovviiiviicee e legr

-Agua destilada..........ooo 100ml

Se mezcla la solucion del Oxalato con la de Cristal y obtenenos de esta

manera la solucién de tefiido,

2. ~loduro de Gram:

Interviene como sustancia mordiente, permitiendo la combinacion de!

colorante y el sustrato.

Se prepara como sigue:

La disolvemos en 5 ml de agua destilada y desionizada y luego le

afiadimos;
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-Aguadestilada................ 240ml.

-Bicarbonato de Sodio.......ccoocovii 60ml

3.-Decolorante:

Remueve el Cristal violeta cuando se tratan de bacterias gram-

negativas. 15l reactivo decolorante se trata de Alcohol al 95% o también

una mezcla de 1:1 de Propanona y Alcohol al 95%.

4 -Salranina:

Tifie a la células bacterianas decoloradas del Cristal violeta, es decir

que tifie a las células gram-negativas y se prepara de la siguiente

manera:
~Safranina..........oocooeve e 2.5gr.
-Alcohol Etilico al 95%................. 100m!.

Luego realizamos una dilucién de 1:10 de la solucién de Safranina con

agua destilada y desionizada.
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Método de la Tincion de Gram:

I.-E] frotis fijado con calor lo tefiimos durante un minuto con Cristal
violeta .

2.-Lavar con agua corriente.

3.-Cubrir con solucion Yodada de Gram y dejamos en reposo durante
un minuto.

4.-Lavamos con agua corriente y secamos suavemente con papel filtro.

5.-Decolorar durante 30 segundos aplicando la solucion decolorante en
la superficie del frotis.

6.-Contratefiimos con Safranina durante 30 segundos.

7.-Lavar, secar y examinar,

Con el lente de inmersion procedimos a realizar la observacion

microscopica y confirmar la clasificacion de Gram.

En la Figura # 36 podemos esquematizar todo el proceso de [a tincion

de Gram,
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3.4.5.- INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Primeramente realizamos las lecturas de cada una de las reacciones
bioquimicas, para posteriormente obtener la informacion final , que nos

permitio identificar la especie bacteriana de interés.

La lectura se la realiza por los cambios de coloracion que se dan y en
ciertos casos por {a formacion de burbujas y acumulacion de solidos,
como ya mencionamos anteriormente; clasificandose a dichas

coloraciones como positivas y negativas.

Los colores para positivo y negativo varian de acuerdo al tipo de
reaccion bioquimica que se manifieste, y pueden ser: incoloro,
amarillo, rojo o naranja, verde , difusion de pigmento negro, deposito

de pigmento negro y verde azulado.

Citaremos para cada prueba bioquimica los tipos de coloracién que se

dan para negativo y positivo.

ONPG: Negativo(Incoloro), Posilivo(Amarilloj.
ADH: Negativo(Amarillo) ; Positivo(Rojo/Naranja).
LDC: Negativo(Amariilo) ; Positivo(Naranja).
ODC: Negativo(Amarillo); Positivo(Rojo/Naranja).

CIT: Negativo(Verde palido/Amarillo); Positivo(Azul verde/Azul).
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H2S: Negativo(Incoloro/Grisaceo); Positivo(Deposito negro).

URE: Negativo{ Amariflo); Positivo(Rojo/Naranja).

TDA: Negativo(Amarillo); Positivo(Marron rojizo).

IND: Negativo(Amarillo); Positivo(Rosado/Rojo).

VP: Negativo(Incoloro); Positivo(Rosado/Rojo).

GEL: Negativo(No hay difusion de pigmento negro); Positivo(Difusion

de pigmento negro).

GLU: Negativo(Azul/Azul verdoso); Positivo(Amarillo).

MAN: Negativo(Azul/Azul verdoso); Positivo{ Amarillo).

INO: Negativo(Azul/Azul verdoso); Positivo(Amarillo).

SOR: Negativo{Azul/Azul verdoso); Positivo(Amarillo).

RHA: Negativo(Azul/Azul verdoso); Positivo(Amarillo).

SAC: Negativo(Azul/Azul verdoso); Positivo(Amarillo). La utilizacion
del carbohidrato resulla en la formacion de acidos, y por
consiguiente una caida de pH, lo que da por resultado un
cambio de coloracion de azul a amarillo.

MEL: Negativo(Azul/Azul verdoso}; Positivo(Amariilo).

AMY': Negativo(Azul/Azul verdoso); Positivo(Amarillo).

ARA: Negativo(Azul/Azul verdoso); Positivo(Amarillo).

Reduccion de Nitratos.- GLU: Los Nitritos forman una red compleja
con el acido Sulfanilico y con el acido N-N-Dimethylalpha-

Naphthylamine. En caso de que se produzca una reaccion negativa la
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adicion de Zn nos confirma la presencia de formas de Nitratos no
reducidos, por la reduccion de Nitritos y se produce una coloracion
Rosado/Naranja. Si no se da el cambio de coloracion por la adicion de
Zn, esto nos indica la reduccion compieta de Nitratos a Gas N2 o a una

forma de Amina Anaerogénica.

Una vez realizada la lectura de cada una de las pruebas bioquimicas
comprendidas en Ia tira del sistema APl 20E, explicaremos la manera
correcta de ordenar la informacion para la identificacion de la especie

bacteriana de importancia.

Las 21 pruebas estan separadas en grupos de 3 y tienen un valor de 1-2-
4 consecutivamente, De cada grupo obtenemos un namero que es el
resultante de la sumatoria de tan solamente la reacciones positivas, asi

lo demostramos en la tabla # 13.

TABLA X

EJEMPLO DE CATEGORIZACION NUMERICA DE UNO DE LOS

FRAGMENTOS DE LA CINTA API20 E

ONPG ADH LDC

| 2 4
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La lectura nos indica que el nimero resultante para este grupo es 5.

Al finalizar la fectura de la tira completa obtendremos un nitimero final
de 7 digitos, que puede ser de 8 a 9 digitos al realizarce 3 a 6 pruebas
adicionales, cuando se considere que la informacion adicional es
completamente necesaria. Esto suele suceder principalmente cuando las
reacciones bioquimicas de dos especies bacterianas son muy parecidas,
entonces necesitamos las pruebas adicionales para diferenciar e

identificar a que especie corresponde.

Para nuestro estudio de identificacion de las 4 cepas bacterianas
realizamos 23 pruebas bioquimicas y una de motilidad, es decir

obtenemos un numero final de 8 digitos.

Este numero final lo comparamos en el API 20E Index, que es un libro
en donde estdn ordenados los codigos de 108 diferentes especies
bacterianas. El sistema APl 20E categoriza al proceso de identificacion
en la presentacion del resultado final como: excelente, muy buena,

buena y mala identificacion.

De esta manera podemos saber si fa especie en estudio esta
contaminada, fue mal procesada o simplemente el sistema no la
identifica; como también conocer si todo el proceso de preparacién de

la cepa fue un éxito.
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Es importante sefialar que el sistema Index 20E, fue un instrumento
importante, adicional, porque para mayor confiabilidad utilizamos la
combinacion del sistema con la comparacion de las tablas clasicas
bioquimicas pertenecientes al grupo de los Vibrios; tal como lo denota

la tabla # 14 ( T.1. Donovan and A.L .Furnis, 1978).

TABLA XI

TABLA CLASICA DE LAS PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE LAS CEPAS

VIBRIONACEAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO iIN VITRO.

ESPECIE ADH | LDH | ODC 1904 GAS | ARA | INO | SUC VP | ONPG | O/129
V.vuhificus, + + + _ - - - - + S
V.sp + + v - - S
Lalginolytlicus + + + + + 8
A.sp + v v o+ v + R

/= No se conoce.,

-= Positivo,

= Negativo,

/129;R Resistente ; S,Susceptible.
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3.5.- PREPARACION DEL INOCULO.

Es indispensable mencionar de que el orden de: preparacion del indculo,
inoculacion del medio, incubacion del medio, hasta la lectura e interpretacion
de los resultados del MIC, con respecto a las 4 especies bacterianas fue el

siguiente:

1) Vibrio vulnificus.

2) Vibrio sp.

3) Vibrio alginolyticus.

4) Aeromona sp.

Tomamos de 2 a mas cepas, las que fuesen necesarias, del Agar Trypticase
soya al 2.5% NaCl y la inoculamos en 5 ml de Caldo de Trypticase Soya al
2.5% NaCl, agitamos constantemente hasta obtener una suspencidn
homogénea y disgregar totalmente las colonias. Luego de esto ajustamos la
turbidez de esta suspencidon a la estandar, de 0.5 McFarland; para esto
utilizamos el mismo medio de Caldo de Trypticase: Soya al 2.5% NaCl, la

cantidad que sea necesaria hasia equiparar la turbidez visualmente.

Para preparar 0.5 McFarland utilizamos el mismo medio en que se inocularon
las cepas , y se lo realiza introduciendo un isopo de madera hasta 1 cm en

leche de magnesia, suspendemos este material en 5 ml de Caldo de Trypticase



94

Soya al 2.5%, lo agitamos bien, y el medio estdndar estd preparado. Esto es
aproximadamente igual a 10 microlitros de leche de Magnesia en 5 ml de

solvente { Ericsson , H.M;and J.C.Sherris, 1971).

A partir de esto realizamos una dilucion 1:10, para esto tomamos 0.5 m} de la
suspencion calibrada a 0.5 McFarland y 4.5 ml del medio de Caldo de
Trypticase Soya al 2.5% NaCl, dandonos una concentracion final de 10 exp7

UFC/ML ( Foto # 11 ),

Preparado el indculo tan solo lo podemos utilizar por un tiempo de 30
minutos, debido a que la poblacion bacteriana de la suspencion puede crecer

drasticamente afectando el iamafio del mismo.
3.6.- INOCULACION DEL MEDIQ.

Primeramente tuvimos que desinfectar la mesa en donde ibamos a llevar a
cabo la inoculacion de las cajas. Posteriormente fue necesario calentar fas
cajas conteniendo el medio, en la incubadora a 29+1°C por espacio de 10

minutos, para luego colocarlas en la mesa desinfectada .

Se inocularon la superficie de Jas cajas con una asa calibrada de 0.001ml, este
volumen fue esparcido con un isopo estérif de 5 mm de diametro

homogéneamente. Para que el indculo se distribuya por todo el area de la
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superficie del agar fue necesario realizarlo en 3 direcciones, primero en forma
de cruz, y por tltimo de manera diagonal.

Empezamos la inoculacion con aquellas cajas de mas baja concentracion; las
controles fueron inoculadas al final; se las destind para evaluar la viabilidad y

pureza de las cepas en estudio ( Foto # 12).

Aplicando esta metodologia obtuvimos una concentracién final de 10 expd

UFC/ML ( D.V Lightner and L.L. Mohney, 1992).

3.7.- INCUBACION DEL MEDIO.

Las cajas inoculadas fueron mantenidos en reposo por 15 minutos hasta que el
inoculo sea completamente absorbido y luego las incubamos a 294+1°C por 24
a 48 horas ( Foto # 13 ). A las 24 horas se realizd la primera lectura y a 48
horas se practicd la segunda lectura. La incubacion se la realizd en condiciones

de atmasfera normal.
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3.8.- INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL MIC.

Con un ejemplo explicaremos la manera como se deben interpretar los

resultados, después de la observacion de la tabla de MIC # 26.

El MIC para el_Vibrio vulnificus a 24 horas de incubacion con las condiciones

sefialadas es de 4 ug/ml, en la concentracion de 3.003ug/ml observamos una
condicion de crecimiento leve, es decir que se denota el crecimiento aislado de
pocas UFC. Bajo la concentracion de 3.003 ug/ml observamos abundante
crecimiento de UFC, similar en todas las concentraciones siguientes hasta la
menor que es de 0.05 ug/ml, es decir que no se observa diferencia de
crecimiento bacteriano en las concentraciones bajo 3.003 ug/ml. En y sobre la
concentracion de 4 ug/ml, no se presentd en ninguna caja crecimiento

bacteriano.

De similar manera a 24 horas de incubacién pudimos observar en las cajas
controles un buen crecimiento bacteriano, ademas no se presentd ningln rasgo

de conlaminacion bacteriana.

A 48 horas de incubacion el MIC para el Vibrio vulnificus  sigue siendo el

mismo de 4ug/mi , bajo las mismas condiciones de incubacién y se repiten los
mismos resultados que a las 24 horas de incubacion.
En Jas cajas controles a 48 horas de incubacion, el crecimiento bacteriano fue

abundante y no se presentd ninguna manifestacion de contaminacién.
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De esta manera pudimos concluir categoricamente que el MIC del

Flavofosfolipol para el Vibrio vuinificus fue de 4ppm ( Foto # 14 ),

Para una correcla interpretacion y aplicacion de los resultados del MIC
debemos comprender que esto depende del conocimiento de tres importantes
factores (Ericsson ,HM ;and J.C .Sherris .1971); y del concepto de
Susceptibilidad, y Resistencia ( Villanova 1982. National Commitiee for

Clinical Laboratory Standars).

Los factores mencionados son:

- La relacion existente entre el MIC del agente
antimicrobiano y la concentracion del agente antimicrobiano
en los fluidos sanguineos. Este concepto es bueno, pero un
modelo in Vivo de esta situacion es incompleto, porque lfos
niveles del agente antimicrobiano en [os fluidos son
impredecibles, especialmente para los camarones, porque las
proteinas se combinan en gran manera con las drogas o por
los mecanismos de defensa propios de los crusticeos que
liberan sustancias que interfieren con el mecanismo de
accion de las drogas en diversos grados.

- El segundo factor se refiere a la relacion de susceptibilidad
de la colonia de prueba y otros miembros de la misma
especie, es decir variedades de cepas que son mutantes de
resistencia. El MIC se lo determina principalmente para ia
cepa que esta causando el problema y es la que ocurre con
mayor intensidad dentro de los medios de cultivo, pero
existen variedades en ia especie a la cual el agente
antimicrobiano no le afecta.

-El tercer factor se refiere a la experiencia del patélogo en
tratar la infeccion .
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Una ideal interpretacion de los resultados del MIC resulta en la correlacion de

estos tres factores.

Como manifestamnos anteriormente es también importante para una correcta
interpretacion del MIC el conocimiento del los conceptos de Susceptibilidad y
Resistencia.

Susceptibilidad: Implica que la infeccion debido a la cepa
de prueba puede ser satisfactoriamente
tratada con los agentes antimicrobianos y la
dosis recomendada para el tipo de
infeccion.

Resistencia: Implica las cepas que no pueden ser
completamente inhibidas, in Vitro, con la
dosis terapéutica usualmente recomendada.

Por todo lo manifestado, las autoridades en Patologia, como Donald Ligthner,
recomiendan para tratamiento de infecciones en Laboratorios o Granjas
camaroneras, al resultado del MIC multiplicarlo por 2, 5 o 10 veces de su
concentracion y asi aseguramos que la concentracion sea suficientemente

efectiva en los fluidos hemolinfaticos del camarén ( D.V Lightner and L. L

Mohney, 1992).



CAPITULO IV

JV.- ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.1.- TABLAS DE DATOS Y RESULTADOS

En primer lugar distribuimos las tablas de los resultados semanales de los
muestreos de sobrevivencia y biomasa total y del peso promedio para cada una
de las unidades experimentales. En total fueron 7 tablas, siendo estas la ; # 15,

#ro,# 17, # 18, # 19,#20y #21.

Como segundo punto distribuimos una tabla de parametros nutricionales de la
semana de finalizacion del ensayo, en la que medimos: ganancia de peso total,
consumo de alimento, ganancia de peso promedio y conversion alimenticia,
para cada una de las unidades experimentales, tal como lo denotamos en la

tabla #f 22.

Como tercer punto se dispuso una tabla de la composicion porcentual de cada
uno de los ingredientes utilizados en la preparacion de 1 Kg de la dieta y las
cantidades de Flavofosfolipol 40G utilizadas para incorporarce a la dieta del

tratamiento | y del tratamiento 2; como lo argumentamos en la tabla # 23.
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A continuacion como cuarto punto se dispuso una tabla de la composicién
nutricional de los ingredientes de la dieta, en donde se detallan los valores de

los principios nutricionales, tal como lo argumentamos en la tabla # 24.

Como quinto punto dispusimos fos resultados de la concentracion minima
inhibitoria de las cuatro cepas bactlerianas a 24 y a 48 horas de incubacion, tal
como lo argumentamos en las tablas # 25, # 26, #27, # 28, # 29, #30, # 3l y

#32.

Como uitimo punto preseniamos los resultados de identificacion bioquimica

de las cepas, 1al como lo argumentamos en las tablas # 33, # 34, # 35, # 36.
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TABLA DE RESULTADOS
PRIMER DIA DEL ENSAYO:SIEMBRA DE LOS JUVENILES
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TRATAMIENTO | # ORGANISMOS PESO TOTAL | PESO PROMEDIO
(REPLICAS) (GRS) (GRS)
CONTRQOL-1 50 32.22 0.645
CONTROL-3 50 38.84 0.776
CONTRQL-4 50 38.30 0.766

TRATAMIENTO1-1 50 37.85 0.757
TRATAMIENTO1-2 50 36.65 0.733
TRATAMIENTO1-3 50 31.00 0.620
TRATAMIENTO1-4 50 40.25 0.805
TRATAMIENTOZ2-1 50 43.05 0.861
TRATAMIENTO2-2 50 32.45 0.645
TRATAMIENTO2-3 50 32.70 0.654
TRATAMIENTO2-4 50 38.10 0.762




TABLA X111
TABLA DE RESULTADOS
PRIMERA SEMANA DEL ENSAYO
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TRATAMIENTO | # ORGANISMOS PESO TOTAL | PESO PROMEDIO
(REPLICAS) (GRS) (GRS)
CONTROL-1 48 41,88 0.872
CONTROL-3 48 50.39 1.049
CONTROL-4 47 49306 1.050

TRATAMIENTOI-1 49 52.69 1.075
TRATAMIENTO!-2 48 53.15 1,107
TRATAMIENTO-3 48 44.40 0.925
TRATAMIENTO1-4 49 57.55 [.174
TRATAMIENTO2-1 48 6{.51 [.260
TRATAMIENTO2-2 50 46.70 0.934
TRATAMIENTO2-3 49 47.87 0.976
TRATAMIENTO2-4 49 53.68 1.095




TABLA X1V

TABLA DE RESULTADOS
SEGUNDA SEMANA DEL ENSAYO
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TRATAMIENTO | # ORGANISMOS PESO TOTAL PESO PROMEDIO
(REPLICAS) (GRS) (GRS)
CONTROL-] 46 52.41 1.139
CONTROL-3 45 60.99 1355
CONTROL-4 46 60.44 1.313

TRATAMIENTOI-1 47 69.15 1471
TRATAMIENTOI1-2 48 68.74 1.432
TRATAMIENTOI-3 47 58.69 1.248
TRATAMIENTO1-4 47 68.07 [.448
TRATAMIENTOZ-1 47 80.31 [.708
TRATAMIENTO2-2 49 63.02 1.286
TRATAMIENTO2-3 47 03.97 1.361
TRATAMIENTOZ2-4 49 72.26 1474




TABLA XV
TABLA DE RESULTADOS
TERCERA SEMANA DEL ENSAYO
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TRATAMIENTO | # ORGANISMOS PESO TOTAL | PESO PROMEDIO
(REPLICAS) (GRS) (GRS)
CONTROL-1 43 62.96 1.464
CONTROL-3 41 72.08 1.758
CONTROL-4 38 73.39 1.931

TRATAMIENTQOI-1 46 86.85 1.888
TRATAMIENTO1-2 46 86.37 1.877
TRATAMIENTO1-3 a4 72.23 1.687
TRATAMIENTOI-4 45 84.43 1.876
TRATAMIENTO2-1 45 100.03 2.222
TRATAMIENTQ2-2 48 82.24 1.713
TRATAMIENTO2-3 46 82.40 [.791
TRATAMIENTO2-4 47 91.35 1.943




TABLA XVI

TABLA DE RESULTADOS
CUARTA SEMANA DEL ENSAYO
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TRATAMIENTO | # ORGANISMOS PESO TOTAL | PESO PROMEDIO
(REPLICAS) (GRS) (GRS)
CONTROL-t 37 73.48 1.985
CONTROL-3 35 82.57 2.359
CONTROL-4 33 84.74 2.567

TRATAMIENTO -1 44 104.71 2.379

TRATAMIENTQI-2 43 104,32 2.4206

TRATAMIENTO1-3 44 87.86 1.996

TRATAMIENTO 1-4 40 101.10 2527

TRATAMIENTO2- | 44 116.70 2.652

TRATAMIENTO2-2 47 100.15 2.130

TRATAMIENTO2-3 46 101.49 2.206

TRATAMIENTO2-4 44 110.67 2515




TABLA XVl
TABLA DE RESULTADOS
QUINTA SEMANA DEL ENSAYO
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TRATAMIENTO # ORGANISMOS PESO TOTAL PESO PROMEDIO
(REPLICAS) (GRS) (GRS)
CONTROL-1 27 84.19 3.118
CONTROL-3 29 93.54 3.225
CONTROL-4 24 95.66 3.985

TRATAMIENTO1-1 36 122.38 3.399
TRATAMIENTOI-2 42 121.58 2.894
TRATAMIENTOI1-3 43 106.37 2.473
TRATAMIENTO!-4 37 119.28 3.223
TRATAMIENTO2-1 41 138.58 3.380
TRATAMIENTO2-2 43 119.79 2.785
TRATAMIENTQ2-3 4] 122.20 2.980
TRATAMIENTO2-4 41 131.27 3.201
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TABLA XVIII
TABLA DE RESULTADOS
SEMANA DE FINALIZACION DEL ENSAYO
TRATAMIENTO i PESO TOTAL PESO SOBREVIVENCIA
(REPLICAS) | ORGANISMOS (GRS) PROMEDIO %
(GRS)
CONTROL-I 24 94.37 3.932 48
CONTROL-3 26 103.61 3.985 52
CONTROL-4 22 104.48 4.749 44
TRATAMIENTO 33 138.94 4210 66
1-1
TRATAMIENTO 39 139.17 3.568 78
1-2
TRATAMIENTO 37 122.97 3323 74
1-3
TRATAMIENTO 36 [35.36 3.760 72
1-4
TRATAMIENTO 39 160.75 4.121 78
2-1
TRATAMIENTO 40 139.05 3.476 80
2-2
TRATAMIENTO 38 [41.58 3.725 76
2-3
TRATAMIENTO 39 153.04 3.924 78
2-4
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TABLA DE RESULTADOS DE PARAMETROS NUTRICIONALES
SEMANA FINAL DEL ENSAYO.

TRATAMIENTO | CONSUMO DE | GANANCIA DE | GANANCIA DE | CONVERSION
ALIMENTO(grs) PESO(grs) PESO ALIMENTICIA
PROMEDIO(grs) C.A,
CONTROL-1 102,85 62.11. 3.28 1.65
CONTROL-3 118.49 64.81] 3.20 1.82
CONTROL-4 119.25 66.17 3.98 i.80
TRATAMIENTO 139.16 101.08 3.45 1.37
I-1
TRATAMIENTO 138.31 102.5 2.83 1.34
1-2
TRATAMIENTO 118.09 91.95 2.70 1.28
E-3
TRATAMIENTO 138.97 95.11 2.95 1.46
1-4
TRATAMIENTO 158.57 117.66 3.206 1.34
2-1
TRATAMIENTO 129,81 106.79 2.83 1.21
2-2
TRATAMIENTO 131.71 108.85 3.07 1.21
2-3
TRATAMIENTO 145.76 114.93 3.10 1.26

2-4
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TABLA XX
COMPOSICION PORCENTUAL DE LOS INGREDIENTES UTILIZADOS EN

LA PREPARACION DE LA DIETA DEL ENSAYO.
PREPARACION DE | KG DE DIETA.

INGREDIENTE PORCENTAIJE (%) CANTIDAD (Grs)
PASTA DE SOYA 6.0 60
HARINA DE SORGO 0.0 0.0
HARINA DE PESCADO 42.5 425
HARINA DE TRIGO 25.0 250
HARINA DE CAMARON 1.02 10.2
LEVADURA DE CERVEZA 2.0 20
POLVILLO DE ARROZ 15.2 152.0
ACEITE DE PESCADO 1.5 £5.0
LANGOBIN 3.7 37.0
EXCIPIENTE 0.96 S.60
BHT 0.02 6.20
PREMIX DE CAMARONES 0.1 1.0
HARINA DE JAIBA 2.0 20.0
TOTAL 100 1000

Dieta Control = 0 grs de Flavomycin

Dieta Tratamiento 1 (9.7 PPM) =375 mg de Flavomycin 40/Kg.

Dieta Tratamiento 2 (22 PPM) = 875 mg de Flavomycin 40/Kg,
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TABLA XXI

COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA DIETA UTILIZADA EN EL ENSAYO.

ENERGIA METABOLICA 2924.8870 Cal
HUMEDAD 8.5472 %
GRASA 8.0201 %
FIBRA 2.0867 %
CENIZAS 15.4690 %
CALCIO 29247 %
FOSFORO DISPONIBLE 1.5669 %
FOSFORO TOTAL 1.7156 %
PROTEINA CRUDA 34.9676 %
ARGININA 2.1540 %
LISINA 2.5511 %
METIONINA 0.9342 %
METIONINA Y CISTEINA 1.3350 %
TRIPTOFANO 0.3850 %
GLICINA 1.6558 %
HISTIDINA 2.4766 %
YODO . 1.0000 %
SELENIO 0.66! %
CLORURO DE SODIO 1.4169 %
OTROS 10.1326 %
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_ TABLA XXII
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL YVibrio vulnificus FRENTE AL
FLAVOFOSFOLIPOL A 24 HORAS DE INCUBACION.

CONCENTRACION PLATO#1 PLATO#2 PLATO#H3 PLATO#4
(UG/MLY

0.05 X X X X
0.1 X X X X
0.2 X X X X
0.5 X X X X

I X X X X

2 X X X X
3.003 x| x1 xl xl
4 ng ng ng ng
3 ng ng ng ng
6.002 ng ng ng ng
7.002 ng ng ng ng
8 g ng ng ng
9.009 ng ng ng ng
10 ng ng ng ng

20 ng ng ng ng
50 ng ng ng ng
100 ng ng ng ng

Control X X X X

Condiciones: 24 horas de incubacion a 2941 17
x:Crecimiento

x1:Crecimiento leve

ng:No hay crecimiento

Medio de cudtivo:Mueller Hinton af 2.5% Na('l
Tipo:Colonias verdes luniniscentes

Mic a 24 horas:4ug:ml.
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TABLA XX1I1

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL Vibrio vuinificus FRENTE
AL FLAVOFOSFOLIPOLA 48 HORAS DE INCUBACION

CONCENTRACION PLATO#! PLATO#2 PLATO#3 PLATO#4
(UG/ML)

0.05 X X X X
0.1 X X X X
02 X X X X
0.5 X X X X

1 X X X X

2 X X X X
3.003 x1 x1 x1 x1
4 ng ng ng ng

5 ng ng ng ng
6.002 ng ng ng ng
7.002 ng ng ng ng
8 ng ng ng ng
9.009 ng ng ng ng
10 ng ng ng ng

20 ng ng ng ng
50 ng ng ng ng
100 ng ng ng ng

Control X X X X

Condiciones: 48 horas de incubacidn a 2921 .
x:Crecimiento.

xf:Crecimiento feve.

ng:No hay crecimiento

Medio de cultivo:Muetler Hinton al 2.5% Na(l.
Tipo:Colonias verdes luminiscentes.

Mic a 48 horas:fug/ml,
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TABLA XXIV

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL Vibrio sp FRENTE AL
FLAVOFOSFOLIPOL A 24 HORAS DE INCUBACION.

CONCENTRACION PLATO #1 PLATO#2 PLATO#3 PLATO#4
(UG/ML)
0.05 X X X X
0.1 X X X X
0.2 X X X X
0.5 X X X X
! X X X X
2 ng ng ng ng
3.003 ng ng ng ng
4 ng ng ng ng
5 ng ng ng ng
6.002 ng ng ng ng
7.002 ng ng ng ng
8 ng ng ng ng
9.009 ng ng ng ng
10 ng ng ng ng
20 ng ng ng ng
50 ng ng ng ng
100 ng g ng ng
Control X X X X

Condiciones: 24 horas de incubacion a 29241 €,
x:Crecimiente.

xf:Crecimienio feve.

ng:No hay crecinmiento.

Medio de cultivo:Mueller Hinton al 2.5% NaCl.
Tipo:Colonias verdes.

Mic a 24 horas: 2ug:ml.




TABLA XXV

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL Vibrio sp FRENTE AL

FLAVOFOSFOLIPOL A 48 HORAS DE INCUBACION.

CONCENTRACION PLATO#I PLATO#2 PLATO43 PLATO#4
(UG/ML)

.05 X X X X
0.1 X X X X
0.2 X X X X
0.5 X X X X

! X X X X
2 ng ng ng ng
3.003 ng ng ng ng
4 ng ng ng ng
5 ng ng ng ng
6.002 ng ng ng ng
7.002 ng ng ng ng
8 ng ng ng ng
9.009 ng ng ng ng
10 ng ng ng ng
20 ng ng ng ng
50 ng ng ng ng
100 g ng ng ng

Control X X X X

Condicidn: 48 horas de incubacion a 29141 €.
x:Crecimiento,

x1:Creciniento leve.

ng:No hay creciniento.

Medio de cultivo:Mueller Hinton af 2.5% NaCl .
Tipo:Colonias verdes.

Mic a 48 horas: 2ug mif.
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TABLA XXVI

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL Vibrio alginolyticus FRENTE
AL FLAVOFOSFOLIPOL A 24 HORAS DE INCUBACION.

CONCENTRACION PLATO#1 PLATO#2 PLATO#3 PLATO#4
(UG/ML)

0.05 X X X X
0.1 X X X X
0.2 X X X X
0.5 X X X X
1 X X X X
2 X X X X
3.003 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6.002 X X X X
7.002 X X X X
8 X X X X
9.009 x1 x1 x1 xt
10 ng ng ng ng
20 ng ng ng ng
30 ng ng ng ng
100 ng ng ng ng
Control X X X X

Condicion: 24 horas de incubacion a 2941 <.,
x:Crecimiento.

x{:Crecimiento feve,

ng:No hay crecimiento,

Medio de cultivo:Mucller Hinton al 2.5% Na(l,
Tipo:Colonias amarillas cremosas.

Mic a 24 horas: [Oug-mi
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TABLA XXVI1

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL Vibrio alginolyticus FRENTE
AL FLAVOFOSFOLIPOL A 48 HORAS DE INCUBACION.

CONCENTRACION PLATO#1 PLATO#2 PLATO#3 PLATO#4
{UG/ML)
0.05 X X X X
0.1 X X X X
0.2 X X X X
0.5 X X X X
1 X X X X
2 X X % X
3.003 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6.002 X X X X
7.002 X X X X
8 X X X X
9.009 xl xl x1 xl
10 ng ng ng ng
20 ng ng ng ng
50 ng ng ng ng
100 ng ng ng ng
Control X X X X

Condicion:48 horas de incubacidn a 2941 .
x:Creciniento,

xI:Crecimiento feve.

ng:No hay crecimiento.

Medio de cuftivo: Mueller Hinton al 2.5% NaCl.
Tipo:Colonias amariflas cremosas.

Mic a 48 horas: 10ug .
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TABLA XXVHI

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE Aeromona sp FRENTE AL
FLAVOFOSFOLIPOL A 24 HORAS DE INCUBACION.

CONCENTRACION PLATO#1 PLATO##2 PLATO#3 PLATO#4
(UG/ML)
0.05 X X X X
0.1. X X X X
0.2 X X X X
0.5 X X X X
1 X X X X
2 X X X X
3.003 xl xl | x1
4 ng ng ng ng
5 ng ng ng ng
6.002 ng ng ng ng
7.002 ng ng ng ng
8 ng ng ng ng
9.009 ng ng ng ng
10 ng ng ng ng
20 ng ng ng ng
30 ng ng ng ng
100 ng ng ng ng
Control X X X X

Condicidn: 24 horas de incubacion a 2941 .
x:Crecimiento.

xi:Crecimiento feve.

ng:No hay crecimiento.

Medio de Cultivo:Mueller Hintorr al 2.5% NaCl.
Tipo:Colonias amarillas planas.

Mic a 24 horas :4ugl,
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TABLA XXIX

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE Aeromona sp FRENTE AL
FLAVOFOSFOLIPOL A 48 HORAS DE INCUBACION.

CONCENTRACION PLATONI PLATO#2 PLATO#3 PLATO#4
{(UG/ML)

0.05 X X X X
0.1 X x X X
0.2 X X X X
0.5 X X X X

l X X X X

2 X X X X
3.003 x! x| x1 x1
4 ng ng ng ng

3 ng ng ng ng
6.002 ng ng ng ng
7.002 ng ng ng ng
8 g ng ng ng
9.009 ng ng ng ng
10 ng ng ng ng

20 ng ng ng ng
50 ng ng ng ng
100 ng ng ng ng
Control X X X X

Condicion: 48 horas de incubacion o 2941 K.
x:Crecimiento.

x1:Crecimiento leve.

ng:No hay crecimiento.

Medio de cultivo:Mueller Hinton al 2.5% NaCl.
Tipo:Colonias amarillas planas.

Mic a 48 horas:fug:mi
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TABLA XXX
PERFIL BIOQUIMICO DEL TIPO DE COLONIAS VERDES LUMINISCENTES(TCBSA).
TEST SUBSTRATOS REACCION RESULTADOS
(ONPG ORTONITROFENOL- B-GALACTOSIDASA +
GALACTOSIN0
ADIH ARGININA ARGININA-DEHIDROLASA
D¢ LISINA LISINA-DECARBOXILASA n
OIX ORNITINA ORNITINA-DECARBOXILASA +
CIT CITRATO SOBICO UTILIZACION DEL CITRATQ +
1125 TIOSULFATO SODICO PRODUCCION DE 1128 -
URE UREA UREASA _
DA TRIPTOFANG TRIPTOFANG DESAMINASA _
™D TRIPTOFANO PRODUCCION DI INDOL +
VP PIRUVATO SODICO PRODUCCION DE ACTTTOINA _
Gl GELATINA DE KON GELATINASA +
GLU GLUCOSA FERMENTACION/ n
OXIDACION
MAN MANITOL FERMENTACION/ n
OXIDACION
INO INOSITOL FERMENTACION/ N
OXIDACION
SOR SORBITOL FIERMENTACION/ C
OXIDACION
RIA RAMNOSA FERMENTACION/ -
OXIDACION
SAC SACAROSA FERMENTACION/ _
OXIDACION
MI:L MILLIBIOSA FERMENTACION/ _
OXIDACION
AMY AMIGDALINA FIEiRMENTACION/ +
OXIDACION
ARA ARABINOSA FERMIINTACIONT _
OXIDACION
OXI SOBRE PAPEL FILTRO CITOCROMO-OXIDASA T
NO2 NETRITO PRODUCCION DE NO2 o+
GAS GAS PRODUCCION DE GAS

ldentificacion: Vibrio vulnificus.

Comentario: Identificacion Excelente.
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TABLA XXXI
PERFIL BIOQUIMICO DEL TiPO DE COLONIAS VERDES NO LUMINISCENTES(TCBSA).
TEST SUBSTRATOS REACCION RESULTADOS
ONPG ORTONTTROFENOL- B-GALACTOSIDASA _
GALACTOSINO
ADH ARGININA ARGININA-DETDROLASA -
LI LISINA LISINA-DECARBOXILASA +
One ORNITINA ORNITINA-DECARBOXILASA +
CIr CITRATO SODICO UTILEZACION DEL CITRATO +
12s TIOSULFATO SODICO PRODUCCION DIE 1128 -
URE UREA UREASA -
THA TRIPTOFANO TRIFTOFANO DESAMINASA +
IND TRIFTOFANG PRODUCCION DE WDOL +
vp PIRUVATO SODICO PRODUCCION DE ACETOINA _
GEL GELATINA DI KOIN GELATINASA +
GLY GLUCOSA FERMENTACION/ +
OXIDACION
MAN MANTTOL FERMETACION/ OXIDACION _
ING INOSITOL FERMENTACION/ _
OXIDACION
SOR SORBITOL FERMENTACION/ -
OXIDACION
RIIA RAMNOSA FERMENTACION/ .
OXIDACION
SAC SACAROSA FERMENTACION/ -
OXIDACION
MIL MELIBIOSA FERMENTACION/ R
OXIDACION
AMY AMIGDALINA FERMENTACION/ +
OXIDACION
ARA ARABINOSA FERMENTACION? _
OXIDACION
OxXI SOBRE PAPEL FILTRO CITOCROMO-OXIDASA +
NO2 NITRITO PRODUCCION DE NO2 +
NS GAS PRODUCCION DE GAS

{dentificacion: Vibrio sp.

Comentario:ldentificacion FExcelente.
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TABLA XXXH
PERFIL BIOQUIMICO DEL TIPO DE COLONIAS AMARILLAS CREMOSAS(TCBSA).
TEST SUBSTRATOS REACCION RESULTADOS
ONPG ORTONITROFENOE- B-GALACTOSIDASA "
GALACTOSIDO

ADH ARGININA ARGININA-DEHIDRCLASA _

LG LISINA LISINA-DECARBOXILASA +

one ORNITINA ORNITINA-DECARBOXILASA +

CIT CITRATO S0DICO UTHLIZACION DEL CITRATO +

1128 TIOSULFATO SODICO PRODUCCION DIE 1128 _

URL UREA UREASA _

TDA TRIFTOFANQ TRIFTOFANO DESAMINASA +

IND TRIPFTOFANG PRODUCCION DE INDOL, +

VP MRUVATO SODICQ PRODUCCION D2 ACETOINA _

GEL GELATINA DL KON GELATINASA +

GLU GLUCOSA FERMENTACION/ +
OXWACION

MAN MANTTOL FERMETACION/ QXIDACION +

ING INOSITOL FERMENTACION/ -
OXIDACION

SOR SORBITOL FERMENTACION/ -
QXIDACION

RHA RAMNOSA FERMENTACION/ _
OXIDACION

SAC SACAROSA FERMENTACION/ +
OXIDACION

MLEL MIELIBIOSA FERMENTACION/ _
OXIDACION

AMY AMIGDALINA FERMENTACION/ -
OXIDACION

ARA ARABINOSA FI.-’.RMIEN'I'AEIONI _
OXIACION

OX1 SOBRE PAPEL FILTRO CITOCROMO-OXIDASA +

NO2 NITRITO PRODUCCION DE NO2 o+

GAS GAS I‘R(J])UCCK)N DE GAS

Identificacion: Vibrio alginolyticus

Comentario:Identificacion Excelente.
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TABLA XXXIII
PERFIL BIOQUIMICO DEL TIPO DE COLONIAS AMARILLAS PLANAS(TCBSA).
TEST SUBSTRATOS REACCION RESULTADOS
ONPG ORTONITROFENQL- B-GALACTOSIDASA +
GALACTOSIDO
ADI ARGININA ARGININA-DETNIDROLASA _
L LISINA LISINA-DICARBOXILASA -
one ORNITINA ORNITINA-DECARBOXILASA _
o CITRATO SODICO UTILIZACION DEL CITRATO +
s TIOSULFATO SODICO PRODUCCION DE 1128 -
URT: UREA URTASA .
ThA TRIPFTOFANO TRIPTOFANO DESAMINASA
IND TRIPTOPANO PRODUCCION DE INDOL _
vp PIRUVATO SODICO PRODUCCION DE ACETOINA _
GEL GELATINA DI KOTIN GELATINASA _
GLU GLUCOSA FERMENTACION/ +
OXIDACION
MAN MANITOL FERMETACION/ OXIDACION +
INO INOSITOL FERMENTACION/ _
OXIDACION
SOR SORDITOL FERMENTACION/ _
OXIDACION
RIIA RAMNOSA FERMENTACION/ _
OXIDACION
SAC SACAROSA FERMENTACION/ +
OXIDACION
MEiL MELIBIOSA FERMENTACION/ _
OXIDACION
AMY AMIGDALINA FERMENTACION/ _
OXIDACION
ARA ARABINOSA FERMENTACION/ -
OXIDACION
OXI SOBRE PAPEL FILTRO CITOCROMQ-CXIDASA +
NO2 NETRITO PRODUCCION DE NO2 +
GAS GAS PRODUCCION DE GAS -

Identificacion: Aeromona sp.

Test (2129~ 1

Comentario:ldentificacion Excelente.
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4.2.- GRATICOS .-

Explicaremos a continuacion la manera como distribuimos todas las figuras

correspondientes a esta tesis.

En primer lugar distribuimos la esquematizacion que representa la sala de
ensayos en donde se evalud el crecimiento y sobrevivencia;, y la
esquematizacion que corresponde a la sala de microbiologia e histopatologia,
en donde se desarrollaron los estudios in Vitro, presentandolas como figura #

I y figura # 2 respectivamente.

A continuacion expusimos la representacion grafica de la Sobrevivencia,
semanal, correspondientes a las figuras: # 3, # 4, #5,# 6, #7,# 8,#9,# 10, #

11,412 y#13.

Después de esto, similarmente expusimos la representacion grafica del
crecimiento semanal, argumentadas en las figuras : # 14, # 15, # 16, # 17, #

18,419, #20,#21,#22,#23 y # 24,

Siguwiendo la tematica presentamos los graficos de los resultados finales (en la

culminacion del ensayo), correspondientes a: sobrevivencia, pesos promedios,
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biomasa, conversion alimenticia; argumentados en las figuras : # 25, # 26, # 27

y # 28.

Posteriormente presentamos los graficos correspondientes a la dieta ensayada,
su composicion de los ingredientes y su composicion nutricional, tal como lo

exponemos en las figuras ff 29 y # 30 respectivamente.

Luego de esto presentamos las fluctuaciones diarias de temperatura, salinidad

y pH, en las figuras # 31, # 32 y # 33 respectivamente.

Después de esto, presentamos el grafico en donde sefialamos el costo de
produccion e investigacion de un juvenil para cada tratamiento (Costo Medio),

tal como lo argumentamos en la figura # 34.

Por ultimo presentamos la obtencion de colonias y la tincion de gram en las

figuras # 35 y 36 respectivamente.
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UNIDAD EXPERIMENTAL:
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UNIDAD EXPERIMENTAL:
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UNIDAD EXPERIMENTAL :
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UNIDAD EXPERIMENTAL :
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UNIDAD EXPERIMENTAL :

GAVETA C-1

CURVA DE CRECIMIENTO

CRECIMIENTO SEMANAL

2 1.985

GRAFICO # 14



137

UNIDAD EXPERIMENTAL :
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UNIDAD EXPERIMENTAL :

GAVETA C+4

CURVA DE CRECIMIENTO

CRECIMIENTO SEMANAL
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PESO PROMEDIO {grs}

UNIDAD EXPERIMENTAL :

GAVETA TI1-2

CURVA DE CRECIMIENTO

CRECIMIENTO SEMANAL
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PESO PROMEDIO (grs)

UNIDAD EXPERIMENTAL :

GAVETA TI1-3
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PES0 PROMEDIO {grs)

UNIDAD EXPERIMENTAL :

GAVETA T1-4
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PESO PROMEDIO {grs)
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UNIDAD EXPERIMENTAL :

GAVETA T2-1
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UNIDAD EXPERIMENTAL :
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UNIDAD EXPERIMENTAL :

GAVETA T2-3

CURVA DE CRECIMIENTO

CRECIMIENTO SEMANAL
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UNIDAD EXPERIMENTAL :
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TASAS DE SOBREVIVENCIA EN LA CULMINACION

DEL ENSAYO

SOBREVIVENCIA FINAL

% DE SOBREVIVENCIA

TRATAMIENTOS T2

GRAFICO # 25
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RESULTADOS DE PESOS PROMEDIOS EN LA

CULMINACION DEL ENSAYO

PESO PROMEDIO FINAL
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RESULTADOS DE BIOMASA EN LA CULMINACION DEL

ENSAYO

BIOMASA FINAL

PESO TOTAL {grs)

TRATAMIENTOS T2

GRAFICO #27



TASAS DE CONVERSION ALIMENTICIA EN LA

CULMINACION DEL ENSAYO

CONVERSION ALIMENTICIA FINAL

TRATAMIENTOS T2

GRAFICO # 28
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COMPOSICION DE LOS INGREDIENTES DE LA DIETA

EXPERIMENTAL

COMPOSICION PORCENTUAL DE LOS INGREDIENTES DE LA DIETA ENSAYADA
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COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA DIETA

EXPERIMENTAL

COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA DIETA ENSAYADA
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CURVA DE TEMPERATURA DIARIA

FLUCTUACION DIARIA DE TEMPERATURA

27

TEMPERATURA (oC)

Nota:L.a muestra fue extraida de la toma de agua.

GRAFICO # 31
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CURVA DE SALINIDAD DIARIA

FLUCTUACION DHARIA DE SALINIDAD

SALINIDAD (PPT)

Nota:L.a muesira fue extraida de la toma de agua.

GRAFICO # 32
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CURVA DE pH DIARIO

FLUCTUACION DIARIA DE pH

Nota:La muestra fue extraida de la toma de agua.

GRAFICO # 33



4.3.- ANALISIS ECONOMICO.

Realizamos un estudio econdémico comparativo { Frank Knight, 1981); acerca
del costo de investigar la produccion de un juvenil para cada tratamiento, bajo
nuesiras condiciones experimentales, a fin de obtener conclusiones

economicas, y conocer cual de las dietas resultaba mas convenienie.

Para obtener este costo individual, utilizamos la sobrevivencia media obtenida
en cada tratamiento; es cuestion de dividir el costo total para el namero de
juveniles sobrevivientes en cada tratamiento. Los valores considerados en este
analisis fueron los vigentes en ¢l mercado, especialmente en la provincia de

Manabi y mas concretamente en la ciudad de Manta, en esa época.

Para el efeclo de este estudio solo consideramos 1os costos de insumos y de
materia prima, mas no consideramos costos fijos, sueldos y salarios, costos de
mantenimiento y reparacion, costos administrativos, transporte, alquiler y
mantenimiento de equipos, porque van a variar significativamente de un lugar
a ofro o de una ciudad a otra.La manera como se utilizaron estos insumos lo
explicamos detalladamente en el disefio del protocolo del experimento. Las

tablas # 37, # 38 y # 39 muestran los resultados para cada tratamiento .
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TABLA XXXI1V
COSTOS DE INVESTIGACION Y PRODUCCION DE UN JUVENIL POR
TRATAMIENTO
CONTROLOPPM)
INSUMOS CANTIDAD PRECIO UNITARIO COSTO
(SUCRES) (SUCRES)
CLORO 0.55 KG 9000 4950
TIOSULFATO DE SODIO 03KG 3000/KG 900
EDTA 0.06 KG 95K G 570
ARGENTYNE 03 LTS 40000/LT 12000
PAPEL TOALLA | 2500/RO1LLO 2500
PAPEL ALUMINIO 1 6000/ROLLO 6000
ALCOHOL 0.3 GALONES TOUUVGALON 3000
FUNDAS 100 FDS T000/CIENTO 1000
AGUA SALADA 33 TANQUEROS DE 2 TN | 5000/TANQUERO DE 2TN 16500
AGUA DULCE 0.3 TANQUEROS DE 6 TN | 40000/TANQUERO DE 6 TN 12000
ALIMENTO{PPM) 0340602 KG T514/KG 515.67
JUVENILES 150) 10/ JUVENIL 1500
COSTO TOTAL 61435.67

COSTO TOTAL / SOBREVIVENCIA = COSTO DE PRODUCCION DE UN JUVENIL.

61435/72=853.27 SUCRES/JTUVENIL= COSTO MEDI(Q).




TABLA XXXV

COSTOS DE INVESTIGACION Y PRODUCCION DE UN JUVENIL POR
TRATAMIENTO.
TRATAMIENTO 1 (9. 7PPM)

58

INSUMOS

CANTIDAD PRECIO UNITARIO COSTO
(SUCRES) (SUCRES)
CLORO 0.725 KG 9000 6525
TIOSULFATO DE SODIO 0.35 KG IMVKG LG50
EDTA 0.08 KG 9500/KG 760
ARGENTYNE 0.35 LTS 40000/LT 14000
PAPEL TOALLA 1.5 ROLLOS 25(0/ROLLC 3750
PAPEL ALUMINIO 1.5 ROLLOS GOOW/ROLLO 9000
ALCOHOL 0,35 GALONES 10UO0/GALON 3500
FUNDAS 100 FDS T000/CIENTO 7000
AGUA SALADA 4.35 TANQUEROS DE 2 TN | 3000/TANQUERO DE 2TN 21750
AGUA DULCE (1.35 TANQUEROQOS DE 6 TN | 40000/TANQUERO DE 6 TN 14004

ALIMENTO{9.7 PPM). 0.534546 KG 1514/KG R09.30432.625=
84192
JUVENILES 200] 1AJUVENIL 2000
COSTO TOTAL 78176.92

COSTO TOTAL / SOBREVIVENCIA = COSTO DE PRODUCCION DE UN JUVENIL.
78176.92 /145 =539.15 SUCRES / JUVENIL.=COSTO MEDIO.




TABLA XXXVI
COSTOS DE INVESTIGACION Y PRODUCCION DE UN JUVENIL POR
TRATAMIENTO.
TRATAMIENTO 2 (22 PPM)

INSUMOS CANTIDAD PRECIO UNITARIO COSTO
(SUCRES) {SUCRES)
CLORC 0.725 KG 9000 6523
TIOSULFATO DE SODIO 0.35 KG JO00/KG 1050
EDTA 0.08 KG SS00/KG 760
ARGENTYNE 0.35LTS 40000/1.T 14000
PAPEL TOALLA 1.5 ROLLOS 2500/ROLLO 3750
PAPEL ALUMINIO 1.5 ROLLOS 6O00/ROLLO 9001
ALCOHOL (.35 GALONES 10000/GALON 3500
FUNDAS 100 FDS 1H0Q/CIENTCO 1000
AGUA SALADA 4.35 TANQUERQS DE 2 TN | 5000/TANQUERO DE 2TN 21750
AGUA DULCE (1.35 TANQUEROS DE 6 TN { 40000TANQUERO DE 6 TN 14000
ALIMENTO(22PPM) 0.56586 KG I514/KG 856.71+76.125=
932.83
JUVENILES 2001 HYJUVENIL 2000
COSTO TOTAL 78267.83

COSTO TOTAL / SOBREVIVENCIA = COSTO DE PRODUCCION DE UN JUVENIL.
78267.83 /156 = 501.71 SUCRES / JUVENIL.=COSTO MEDIQ).
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COSTO DE PRODUCCION E INVESTIGACION DE UN

JUVENIL ,PARA CADA TRATAMIENTO

COSTO DE PRODUCCION POR JUVENIL

SUCRES/JUVENIL

TRATAMIENTOS T2

GRAFICO # 34



6l

4.4.- ANALISIS ESTADISTICO.

Realizamos ANOVAS de una Via al 95% de confianza para evaluar la
sobrevivencia, el peso promedio y la conversion alimenticia (William G.
Cochran ; and Gerirude M. Cox); el mismo que lo realizamos para todas las
semanas, es decir con las tablas de resultados semanales, desde la primera

semana hasta [a semana final.

Simultaneamente realizamos un Andlisis de Rangos Miltiples para los mismos
pardmelros; bajo las mismas restricciones que el ANOVA de una via ( William
G. Cochran ; and Gertrude M. Cox), semanalmente desde la primera semana,
hasta la semana final del ensayo. El Analisis de Rangos Mltiples, es una
prueba mas especifica, que la utilizamos con la finalidad de establecer un

contraste 10gico, para evaluar la diferencia significativa entre los tratamientos.

El razonamiento fundamental para la aplicacién de este tipo de metodologia es
la de establecer un patrén de evaluacion ordenado del €Nnsayo y conocer en que

punio (semana), la hipdtesis nula es rechazada.

No obstante el dato en la semana final es de mayor importancia en las tres

variables evaluadas, ya que es en la cual se concluye la aceptacion o negacion
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de la hipotesis nula y por tanto se evaltia realmente el efecto en el experimenio

(Irwin Miller, John E Freund and Richard A Johnson ,1992).

Elaboramos una tabla por semana, desde la primera hasta la semana final, en
la que se incluyen simultineamente un ANOVA y un Andlisis de Rangos
Multiples tanto para los resullados de peso promedio, como lo presentamos en
la tablas:  # 40, # 41, # 42, # 43, # 44 y # 45, como para el nimero de
organismos sobrevivienies como lo argumentamos en las tablas: # 46, # 47, #
48, # 49, # 50 y # 51. De los resultados de la semana final de las tasas de
conversion alimenticia elaboramos similarmente el mismo disefio de tabla,

como {o denotamos en la tabla # 52.

Elaboramos tablas de medias para los datos de: sobrevivencia final |,
conversion alimenticia, peso promedio inicial y {inal y biomasa inicial y final,

tal como lo argumentamos en las tablas # 53, # 54, # 55, # 56, # 57 y # 58.
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4.5.- RESULTADOS.-

.- En la sobrevivencia se observé diferencias significativas de los
tratamientos con respecto al control, con un nivel de confianza al 95%. El
mejor porcentaje de sobrevivencia lo obtuvimos con el tratamiento 2
(78%), seguido por el tratamiento 1 (72.5 %) y por ultimo el control con la

menor sobrevivencia (48%).

2.- No se presento diferencia significativa alguna del peso promedio entre los
tratamientos y el control, con un nivel de confianza al 95%. El peso
promedio mas alto se lo obtuvo con el control (4.22 grs), seguido por el

tratamiento 2 (3.81grs) y el tratamiento 1 (3.71grs) consecutivamente.

3..- Se presento diferencia significativa de la conversion alimenticia C.A entre
los tratamienios y el control, con un nivel de confianza al 95%. La menor
tasa de C.A correspondio al tratamiento 2 (1.260), la mayor tasa de C. A

correspondio al control (1.761), la C.A del tratamiento 1 fue de (1.360).

4.- El menor costo de producir un juvenil corresponde al tratamiento 2
(S/ 501.71/Juv), seguido por el tratamiento 1 (S/539.15/juv) y por tltimo,

al control le correspondié el costo medio mas elevado (S/ 853.27/ Juv).
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5.- La comparacion con las tablas bioquimicas clasicas utilizando fas mini
reacciones de la cintas API 20 E, nos dio como resultado una excelente

identificacion de las 4 cepas utilizadas en este estudio:

La cepa Verde luminiscente fue identificada como Vibrio vulnificus.

La cepa Verde no luminiscente se la identifico como Vibrio sp.

La cepa Amarilla cremosa fue identificada como Vibrio alginolyticus.

La cepa Amarilla plana se la identifico como Ageromona sp.

6.- El MIC para el Vibrio vulnificus fue de 4ppm, no obstante en la

concentracion de 3.003 ppm se presentd una condicion de crecimiento
bacteriano muy leve, pequefiisimas colonias crecieron aisiadamente para

{inalmente inhibir su crecimiento en 4ppm.

El MIC para el Vibrio sp_fue de 2ppm.

El MIC para el Vibrio alginolyticus fue de 10 ppm; en la concentracion de

9.009 ppm se presentd un crecimiento bacteriano muy leve, para

finalmente inhibir su crecimiento en 10ppm.

El MIC para Aeromona sp {ue de 4ppm; en la concentracion de 3.003 se

presentd crecimiento bacteriano muy leve .
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FOTO # 1

VISTA DEL SISTEMA EXPERIMENTAL
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FOTO # 2

VISTA DE LOS JUVENILES EN LAS UNIDADES EXPERIMENTALES
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FOTO # 3

PESAJE DE LA DIETA
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FOTO # 4

EXTRACCION DE MUESTRAS BAC TERIOLOGICAS INTEGRADAS
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FOTO #5
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PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD - AGAR - DILUCION
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FOTO#6

PREPARACION DE LAS DILUCIONES
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FOTO #7

PREPARACION DEL MEDIO CON EL FLAVOFOSFOLIPOL
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FOTO #8

CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS - OBTENCION DE CEPAS
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FOTO#9
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SISTEMA API 20E
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FOTO # 10

TINCION DE GRAM
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FOTO # 11

PREPARACION DEL INOCULO
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FoTo#12

INOCULACION DE LA CEPA DEL MIC
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FOTO # 13

INCUBACION DE LOS PLATOS DEL MIC
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FOTO # 14

LECTURA DE LOS PLATOS DEL MIC



179

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

Después de haber finalizado este trabajo experimental de tesis, bajo las condiciones

experimentales en las que fue sometido podemos concluir lo siguiente:

|- La sobrevivencia es mayor en los grupos de los tratamientos que en el grupo control,
el mejor porcentaje de sobrevivencia lo obtuvimos con el tratamiento 2 (22ppm),
con 30% de sobrevivencia mayor que el control. Existen diferencias significativas

entre los tratamientos y el control, con un nive! de confianza al 95%.

2.- No observamos diferencias significativas en la evaluacion del crecimiento de los

tratamientos con respecto al control, con un nivel de confianza al 95%.

3.- No encontramos diferencias significativas en la sobrevivencia del tratamiento 2 con
respecto al tratamiento 1, con un nievl de confianza al 95%. No obstante hay una

superioridad de 5.5 % de sobrevivencia def tratamiento 2 con respecto al tratamiento

4.- El Flavofosfolipol interviene en la mejoria de fa sobrevivencia, mas no en el

crecimiento individual de los especimenes, tal como.lo demuestran los resultados.
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5.- Es mucho mas barato producir un juvenil por medio del sistema del tratamiento 2,
con respecto a tratamiento 1 y al control, similarmente es mas barato producir un
juvenil por medio de tratamiento 1 con respecto al control. Producir un juvenil por
medio del tratamiento 2 resulta 41.2 % mas barato- que producirlo por medio del
control. A su vez producir un juvenil por medio del tratamiento 1 resuita 36.8% mas

barato con respecto al control.

6.- Existen dilerencias significativas en Ia conversion alimenticia de los tratamientos con
respecto al control, con un nivel de confianza al 95%. La menor conversion
alimenticia la obtuvimos por medio de! sistema del tratamiento 2 con 71.55%

menor que ¢l control.

7.- El Vibrio alginolyticus fue la cepa que necesitd mayor concentracion de

Flavofosfolipol (10ppm) para inhibir su crecimiento, debido a una condicion de
resistencia genética natural, no asi las demas cepas estudiadas que presentaron un

MIC menor.

8.~ Las identificaciones de las 4 cepas aisladas en este estudio las categorizamos como
excelentes, por medio de la comprobacion con las tablas clasicas de las reacciones

bioquimicas de los Vibrios.
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Una vez de la culminado este experimento de tesis y habiéndose enunciado las
conclusiones derivadas del mismo, es importante ofrecer algunas recomendaciones que a
posteriori serviran de mucho beneficio para la investigacion cientifica y para el sector

productor.

I.- Como demostramos en esle estudio que a mayor concentracion del Flavofosfolipol
mejoraba el porcentaje de sobrevivencia, es conveniente realizar un estudio similar,
con las mismas condiciones experimentales estandarizadas, pero con la variable de
aumentar las conceniraciones, sobretodo que estén sobre los 22 ppm del producto,
siguiendo un disefio experimental similar al utilizado, con el margen de seguridad de

que el producto no va ocasionar resistencia bacteriana.

2.~ Aumentar el estudio del radio del efecto antimicrobiano del Flavofosfolipof, con
olras cepas marinas de importancia comercial, sobrelodo con las especies de

Aeromona spp y con Vibrio harveyi.

3.- Estudiar el efecto antimicrobiano del Flavofosfolipol con ofros agentes patogénicos,
principalmente con el grupo de las gregarinas, porque tenemos conocimientos por
comunicacion verbal de campo, de que el producto funciona eficienlemente ante

£

estos problemas.
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4.- En la identificacién bacteriana recomendamos utilizar el sistema de categorizacion
por medio de comparacién con las tablas de bioquimica cldsica, en vez de la

utilizacion de codigos del sistema AP 20 E solamente.

5.- Trasladar los resultados de este estudio, en una investigacion a escala de produccion,
aplicando el mismo disefio experimental, con 12 piscinas de produccion, sin

modificar ninguna variabie.

6.- Realizar un estudio similar, aplicando el mismo disefio experimental,con condiciones
experimentales similares, pero orientado a la produccion de larvas de laboratorio,
con la posibilidad de producir larvas con mejores porcentajes de sobrevivencias y
sin causar problemas de resistencia bacteriana alguna, por las razones cientificas

anteriormente explicadas.

7.- Investigar el efeclo del Flavofosfolipol como factor de liberacion de resistencia

exiracromosomica.
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ANEXOS




184

ANEXO A
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TABLA XXXVII

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:Peso Promedio
LEVEL CODES:Primera semana del Ensayo
LABELS:

MEANS PLOT:CONF .INT CONFIDENCE LEVEL:95 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SOURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG.LEVEL

BETWEEN GROUPS 0132778 2 0066389 0.449 6533
WITHIN GROUPS 1182402 8 0147800
TOTAL (CORRECTED) 1315180 10

0 MISSING VALUES (5) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

METHOD:95 PERCENT LSD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEOUS GROUFPS

] 3 .9903333 X

3 4 1.0662500 X

2 4 1.0702500 X

CONTRAST DIFFERENCE +/- LIMITS
1-2 -0.07992 0.21418
1-3 -0.07592 0.21418
2-3 -(.00400 0.19829

* DENOTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE
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TABLA XXXVIII

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:Peso Promedio

LEVEL CODES:Segunda semana del Ensayo

LABELS:

MEANS PLOT:CONF .INT CONFIDENCE LEVEL 95 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SOURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG.LEVEL

BETWEEN GROUPS 0621185 2 0310592 1.558 2682
WITHIN GROUPS 1594515 3 0199314
TOTAL {CORRECTED) 2215700 10

0 MISSING VALULES (8) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS.

MULTIPLE RANGIE ANALYSIS FOR :

METHOD:95 PERCENT L.SD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEOUS GROUPS

] 3 1.2690000 X

2 4 1.3997500 X

3 4 14572500 X

CONTRAST DIFFERENCE +/- LIMITS
[-2 -0.13075 0.24872
1-3 -0.18825 0.24872
2-3 -0.05750 0.23027

* DENOTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE
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TABLA XXXIX

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:Peso Promedio

LEVEL CODES: Tercera semana del Ensayo

LABELS:

MEANS PLOT:CONF .INT CONFIDENCE LEVEL :95 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SOURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG.LEVEL

BETWEEN GROUPS 0682862 2 .0341431 939 A301
WITHIN GROUPS 2907994 B 0363499
TOTAL (CORRECTED) 3590856 10

(0 MISSING VALUES (5) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

METHOD:95 PERCENT LSD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEOUS GROUPS

1 ' 3 1.7176667 X

2 4 1.8320000 X

3 4 1.9172500 X

CONTRAST DIFFERENCE /- LIMITS
-2 -0.11433 .33589
I-3 -0.19958 0.33539
2-3 -0.08525 0.31097

* DENOTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE
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TABLA XL

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:Peso Promedio

LEVEL CODES:Cuarta semana del Ensayo

LABELS:

MEANS PLOT:CONF INT CONFIDENCE LEVEL 95 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SOURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SiG.LEVEL

BETWEEN GROUPS 0093282 2 0046641 072 9315
WITHIN GROUPS 5208334 8 0651042
TOTAL (CORRECTED) 5301610 10

0 MISSING VALUES (8) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS

MULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

METHOD:95 PERCENT LSD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEQUS GROUPS

! 3 2.3036667 X

2 4 2.3320000 X

3 4 2.3757500 X

CONTRAST DIFFERENCE +/- LIMITS
t-2 -0.02833 0.44952
1-3 -0.07208 0.44952
2-3 -0.04375 041617

* DENOTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE



TABLA XLI

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:Peso Promedio

LEVEL CODES:Quinta semana del Ensayo

LABELS:

MEANS PLOT:CONF .INT CONFIDENCE LEVEL :95 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SOURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DI'- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG.LEVEL

BETWEEN GROUPS 3664052 2 1832026 1.279 3297
WITHIN GROUPS 1.1462744 8 1432843
TOTAL {(CORRECTED) 1.5126796 10

0 MISSING VALUES (S) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS

MULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

METHOD:95 PERCENT LSD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEQUS GROUPS

2 : 4 29972500 X

3 4 3.0865000 X

1 3 3.4426667 X

CONTRAST DIFFERENCE +/- LIMITS
1-2 -00.44542 0.66687
1-3 -0.35617 0.66687
2-3 -0.08925 0.61740

* DENOQTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE
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TABLA XLI1I

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:Peso Promedio

LEVEL CODES:Sexta semana del Ensayo (Semana Final ).

LABELS:

MEANS PLOT:CONF .INT CONFIDENCE LEVEL:95 RANGE TEST.LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SOURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG.LEVEL

BETWEEN GROUPS AT774450 2 2387225 1.787 2283
WITHIN GROUPS 1.0683097 8 4336012
TOTAL {CORRECTED) 1.5462547 10

0 MISSING VALUES (S) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS

MULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

METHOD:95 PERCENT LSD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEOUS GROUPS

2 4 3.7152500 X

3 4 3.8115000 X

] 3 4.2220000 X

CONTRAST DIFFERENCE +- LIMITS
1-2 -0.50675 0.64394
1-3 -0.41050 0.64394
2-3 -0.09625 0.59617

* DENOTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE



TABLA XL1I1

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

)ATA:Numero de organismos Sobrevivientes.
EVEL CODES:Primera Semana del Ensayo.
ABELS:

AEANS PLOT:CONF .INT CONFIDENCE LEVEL 95 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE
OURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG.LEVEL
ETWEEN GROUPS 3.0606061 2 1.3303030 3.339 0883
VITHIN GROUPS 3.6666667 8 4583333
OTAL (CORRECTED) 6.7272727 10

MISSING VALUES (5) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS

AULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

AETHOD:95 PERCENT LSD

EVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEOUS GROUPS
3 47.6660667 X
4 48.500000 XX
4 49.000000 X
"ONTRAST DIFFERENCE +/-  LIMITS
-2 -0.83333 1.19270
-3 -1.33333 [.19270%
-3 -0,50000 1.10422

* DENQTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE
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TABLA XLIV

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:NOomero de organismos Sobrevivientes.
LEVEL CODES:Segunda Semana del Ensayo.
LABELS:

MEANS PLOT:CONF .INT CONFIDENCE LEVEL 195 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SOURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG.LEVEL

BETWEEN GROUPS 9.4924242 2 4.7462121 7.010 0174
WITHIN GROUPS 5.41666067 8 6770833
TOTAL (CORRECTED) 14.909091 10

0 MISSING VALUES (8) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS

MULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

METHOD:95 PERCENT LSD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEOUS GROUPS

| 3 45666667 X

2 4 47.250000 X

3 4 48.000000 X

CONTRAST DIFFERENCE +/- LIMITS

P-2 -1.58333 1.44964%
1-3 -2.33333 1.44964*
2-3 -0.75000 1.34211

* DENOTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE
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TABLA XLV

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:Numero de organismos Sobrevivientes.

LEVEL CODES:Tercera Semana del Ensayo.

LABELS:

MEANS PLOT:CONF INT CONFIDENCE LEVEL:95 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SQURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG.LEVEL

BETWEEN GROUPS 62.310606 2 31.15530G3 12.208 0037
WITHIN GROUPS 20.416667 8 2.552083
TOTAL (CORRECTED) 82.727273 o

0 MISSING VALUES {8) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS

MULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

METHOD:95 PERCENT LSD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEOUS GROUPS

! 3 40.666667 X

2 4 45.250000 X

3 4 46.500000 X

CONTRAST DIFFERENCE +/- LIMITS

1-2 -4.58333 2.81441*
1-3 -5.83333 2.81441%
2-3 -1.25000 2.60564

* DENOTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE
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TABLA XLVI

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:Numero de organisinos Sobrevivienies,

LEVEL CODES:Cuarta Semana del Ensayo.

LABELS:

MEANS PLOT:CONTF NT CONFIDENCE LEVEL:95 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SOURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG.LEVEL

BETWEEN GROUPS 164.01515 2 82.007576 23.292 00035
WITHIN GROUPS 28.16667 8 3.520833
TOTAL {CORRECTED) 19218182 10

0 MISSING VALUES (S} HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS

MULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

METHOD:S5 PERCENT LSD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEOUS GROUPS

1 3 35.066667 X

2 4 42.750000 X

3 4 45.250000 X

CONTRAST DIFFERENCE +/- LIMITS

1-2 -7.08333 3.30569%
1-3 -9.58333 3.30569*
2-3 -2.50000 3.06048

* DENOTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE
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TABLA XLVII

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:Nmero de organismos Sobrevivientes.

LEVEL CODES:Quinta Semana del Ensayo.

LABELS:

MEANS PLOT:CONF .INT CONFIDENCE LEVEL:95 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SOURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG.LEVEL

BETWEEN GROUPS 425.51515 2 212.75758 32318 0001
WITHIN GROUPS 52.66667 8 6.58333
TOTAL (CORRECTED) 478.18182 10

0 MISSING VALUES (S) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS

MULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

METHOD:95 PERCENT LSD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEOUS GROUPS

I 3 26.666667 X

2 4 39.500000 X

3 4 41.500000 X

CONTRAST DIFFERENCE +/- LIMITS

1-2 -12.8333 4.52025*
[-3 -14.8333 4.52025*
2-3 -2.00000 4.18494

* DENQOTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE
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TABLA XLVII

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:Nimero de organismos Sobrevivientes.
L.LEVEL CODES:Sexta Semana del Ensayo (Semana Final).
LABELS:

MEANS PLOT:CONF .INT CONFIDENCE LEVEL :95 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SOURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG.LEVEL

BETWEEN GROUPS 420.15909 2 210.07955 38.457 0000
WITHIN GROUPS 28.75000 8 3.59375
TOTAL {CORRECTED) 443.90909 10

0 MISSING VALUES (S) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS

MULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

METHOD:95 PERCENT LSD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEQUS GROUPS

] 3 24.000000 X

2 4 36.250000 X

3 4 39.000000 X

CONTRAST DIFFERENCE +/- LIMITS

1-2 -12.2500 3.33975%
-3 -15.0000 3.33975*
2-3 -2.75000 3.09201

* DENOTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE
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TABLA XLIX

ONE -WAY ANALYSIS OF VARIANCE

DATA:Conversion Alimenticia
LEVEL CODES:Semana Final det Ensayo.
LABELS:

MEANS PLOT:CONF .INT CONFIDENCE LEVEL :95 RANGE TEST:LSD

ANALYSIS OF VARIANCE

SOURCE OF VARIATION - SUM OF SQUARES - DF- MEAN SQUARE - F RATIO - SIG LEVEL

BETWEEN GROUPS 4608492 2 2304246 40.344 0001
WITHIN GROUPS 0456917 3 0057115
TOTAL (CORRECTED) 5065409 10

0 MISSING VALUES (S) HAVE BEEN EXCLUDED.

MULTIPLE RANGE ANALYSIS

MULTIPLE RANGE ANALYSIS FOR :

METHOD:95 PERCENT LSD

LEVEL COUNT AVERAGE HOMOGENEOUS GROUPS

3 4 1.2600000 X

2 4 1.3675000 X

1 3 17616667 X

CONTRAST DIFFERENCE +- LIMITS
1-2 -0.39417 0.13314%
1-3 -0.50167 0.13314*
2-3 -0.10750 0.12327

* DENOTES A STATISTICALLY SIGNIFICANT DIFFERENCE
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TABLA DE MEDIAS PARA LA SOBREVIVENCIA FINAL

LEVEL COUNT AVERAGE STNDERROR  STND ERROR 95 % CONFIDENCE
{internal) (pooled s) INTERVALS FOR MEAN
1 3 24.000000 1.1547005 1.0944938 21475386  26.524614
2 4 36.250000 1.2500000 9478594 34.063620  38.436380
3 4 39.000000 4082483 9478594 36.813620  41.186380
TOTAL I 33.909091 5715807 5715807 32.590654 35227527

TABLA LI

TABLA DE MEDIAS PARA LA CONVERSION ALIMENTICIA

LEVEL COUNT AVERAGE STND ERROR  STND ERROR 95 % CONFIDENCE
(internal) {pooled s) INTERVALS FOR MEAN
| 3 17616667 .0538589 0436328 1.6610211 1.8623122
2 4 1.3675000 0366617 J0377871 1.2803384 1.4546616
3 4 1.2600000 0318303 03771871 1.1728384 1.3471616
TOTAL 11 1.4359091 0227865 0227865 1.3833487 1.4884695
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TABLA LI

TABLA DE MEDIAS PARA EL PESO PROMEDIO INICIAL

LEVEL COUNT AVERAGE STNDERROR  STND ERROR 95 % CONFIDENCE
(internal) (pooled s) INTERVALS FOR MEAN
| 3 7290000 042099 0501148 6134028 .8445972
2 4 7287500 .0392181 0434007 6286399 .8288601
3 4 7305000 0509779 0434007 .6303899 .8306101
TOTAL 11 7294545 02617106 0261716 6690859 1898232
TABLA L1

TABLA DE MEDIAS PARA EL PESO PROMEDIO FINAL

LEVEL COUNT AVERAGE STNDERROR  STND ERROR 95 % CONFIDENCE

{internal) {pooled s) INTERVALS FOR MEAN
| 3 42220000 2639438 2110302 3.7352273 47087727
2 4 3.7152500 1875995 B27575 3.2936925 41368075
3 4 3.8115000 1379882 827575 3.3899425 42330575

TOTAL I 3.8884545 1102069 1102069 3.6342458  4.1420633
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TABLA L1V

TABLA DE MEDIAS PARA LA BIOMASA INICIAL

LEVEL COUNT AVERAGE STNDERROR  STND ERROR 95 % CONFIDENCE
(internal) (pooled s) INTERVALS FOR MEAN
1 3 36.453333 2.1223991 2.4954278 30.697256 42.209411
2 4 36.437500 1,9609070 2.1611039 31.452591 41.422409
3 4 36.575000 2.5212844 2.1611039 31.590091 41.559909
TOTAL gl 36491818 1.3031947 1.3031947 33.485805 39497832
TABLA L.V

TABLA DE MEDIAS PARA LA BIOMASA FINAL

LEVEL COUNT AVERAGE STNDERROR  STND ERROR 95 % CONFIDENCE
(internal) (pooled s) INTERVALS FOR MEAN
1 3 100,82000 3.2347643 4.7661816 89.82609  111.831391
2 4 134.11000 3.8143872 4.1276344 124.58899 143.63101
3 4 148.60500 5.0647384 4.1276344 139,08399 158.12601

TOTAL 11 130.30182 24890572 2.4890572 124.56044 13604320



TABLA LVI
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CONTAJE DE COLONIAS BACTERIANAS DEL AGUA PROCEDENTE DE

LAS UNIDADES EXPERIMENTALLES.

LECTURA DIE UTC ML EN AGAR TCBS A 24 HORAS DE CULTIVO,
PRIMISRA SEMANA

TRATAMIENTO PLATO#1 PLATOQI#2 PLATO#3
CONTROL INCONTABLES -20000 AMARILLAS INCONTABLES
{OPPM) AMARILLAS --2000 VERDES AMARILLAS
-2000 VERDES
TRATAMIENTO | -15060 AMARILLAS -25000 AMARILLAS -35000 AMARILLAS
(9.7 PPM} -3000 VERDES -1000 VERDES
TRATAMIENTO 2 -17000 AMARILLAS -7000 AMARILLAS -8000 AMARILLAS
-2000 VERDES -1000 VERDES

(22PPM)

1

e,
i,

o

LICTURA DI UCML IEN AGAR TCOBS A 48 HORAS DE CULTIVO
PRIMICRA SEMANA

TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO#2 PLATO#3
CONTROL -INCONTABLES -SPREAD DE SPREAD DE COLONIAS
(OPPM) AMARILLAS COLONIAS AMARILLAS Y
-3000 VERDES AMARILLAS Y VERDES(2+)
VERDES(2+)
TRATAMIENTO | -20000 AMARILLAS -30000 AMARILLAS -40000 AMARILLAS
(9.7PPM) -6000 VERDES -10000 VERDES -3000 VERDES
TRATAMIENTO 2 -18000 AMARILLAS 7000 AMARILLAS ~T0000 AMARILLAS
-2000 VERDES -2000 VERDES -1000 VERDES

(22PPM)




TABLA LVII
CONTAJE DE COLONIAS BACTERIANAS DEL. AGUA PROCEDENTE DE

LAS UNIDADES EXPERIMENTALES.
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LECTURA DIE UFC ML IEN AGAR TCBS A 24 HORAS Dis CULTIVO.
SEGUNDA SIEMANA.

TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO#2 PLATO#3
CONTROL ~16000 AMARILLAS ~7000 AMARILLAS -16000 AMARILLAS
(OPPM) -1000 VERDES -1000 VERDES
TRATAMIENTOI ~18000 AMARILLAS ~26000 AMARILLAS Z18000 AMARILLAS
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 “63000 AMARILLAS ~65000 AMARILLAS ~90000 AMARILLAS
(22 PPM) -2000 VERDES -2000 VERDES -1000 VERDES

¥,
.,

-

LECTURA DI UFCMI IEN AGAR TCBS A 48 HORAS DIs CULTIVO
SEGUNDA SEMANA

TRATAMIENTO PLATO#! PLATO#2 PLATO#3
CONTROL 15000 AMARILLAS ~18000 AMARILLAS 19000 AMARILLAS
(OPPM) -2000 VERDES -3000 VERDES
TRATAMIENTO ¢ -20000 AMARILLAS 30000 AMARILLAS 19000 AMARILLAS
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 70000 AMARILLAS -65000 AMARILLAS 92000 AMARILLAS
(22PPM) -4000 VERDES -4000 VERDES -2000 VERDES




TABLA LVIII
CONTAJE DE COLONIAS BACTERIANAS DEL AGUA PROCEDENTE DE
LAS UNIDADES EXPERIMENTALLES.

LIECTURA DE UFCMI EN AGAR TCBS A 24 HORAS DIE CULTIVO
TIERCERA SEMANA
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TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO#2 PLATOQ#3
CONTROL -188000 AMARILLLAS -312000 AMARILLAS -108000 AMARILLAS
(OPPM) -1000 VERDES -4000 VERDES
TRATAMIENTO | -80000 AMARILLAS -68000 AMARILLAS -36000 AMARILLAS
(9.7PPM) -4000 VERDES
TRATAMIENTO 2 -108000 AMARILLAS -336000 AMARILLAS -96000 AMARILLAS
(22PPM) -4000 VERDES

LECTURA DIS UICME EN AGAR TCBS A 48 HORAS DE CULTIV(O).

TIERCERA SEMANA
TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO##2 PLATO#3
CONTROL -512000 AMARILLAS Y | -350000 AMARILLAS -312000 AMARILLAS Y
(OPPM) VERDES -5000 VERDES VERDES
TRATAMIENTO | -416000 AMARILLAS Y ~70000 AMARILLAS -SPREAD AMARILLAS
{9.7PPM) VERDES -5000 VERDES Y VERDES(2+)
TRATAMIENTO 2 SPREAD AMARILLAS -340000 AMARILLAS -164000 AMARILLAS
(22PPM) Y VERDES




TABLA LIX
CONTAJE DE COLONIAS BACTERIANAS DEL AGUA PROCEDENTE DE

LLAS UNIDADES EXPERIMENTALES.
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LECTURA DIE UIFC ML IEN AGAR TCBS A 24 HORAS DIEE CULTIVO.
CUARTA SEMANA

TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO#2 PLATO#3
CONTROL -220000 AMARILLAS ~B0000 AMARILLAS -140000 AMARILLAS
(OPPM) -4000 VERDES -1000 VERDES
TRATAMIENTO | -112000 AMARILLAS | -128000 AMARILLAS | -130000 AMARILLAS
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 100000 AMARILLAS | -176000 AMARILLAS | -128000 AMARILLAS
(22PPM) -4000 VERDES '

LIECTURA DI UIC-ML IEN AGAR TCBS A 48 HORAS DIE CULTIVO
CUARTA SEMANA

TRATAMIENTO PLATOH] PLATO#2 PLATO#3
CONTROL 228000 AMARILLAS | -117000 AMARILLAS | -244000 AMARILLAS
(OPPM) -5000 VERDES -2000 VERDES
TRATAMIENTO | 217000 AMARILLAS | -182000 AMARILLAS Y | -228000 AMARILLAS
(9.7PPM) VERDES
TRATAMIENTO 2 160000 AMARILLAS Y | -244000 AMARILLAS Y | -140000 AMARILLAS Y
(22PPM) VERDES VERDES VERDES




TABLA LXI
CONTAJE DE COLONIAS BACTERIANAS DEL AGUA PROCEDENTE DE

LAS UNIDADES EXPERIMENTALES.
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LIECTURA DE UIFCML IEN AGAR TCBS A 24 HORAS DE CULTIVO

SIEXTA SIEMANA
TRATAMIENTO PLATO##1 PLATQ#H2 PLATOHR3
CONTROL -46000 AMARILLAS -76000 AMARILLAS -25000 AMARILLAS

(OPPM) -2000 VERDES -1000 VERDES

TRATAMIENTO | -SPREAD AMARILLAS | -105000 AMARILLAS -86000 AMARILLAS
(9.7PPM) Y VERDES(2+)

TRATAMIENTOQ 2 -380000 AMARILLAS 75000 AMARILLAS -41000 AMARILLAS
{22PPM)

-,
"y
“

LIECTURA DE UFCML IEN AGAR TCBS A 48 HORAS DE CULTIVO.

SEXTA SEMANA.
TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO#2 PLATO#3
CONTROL -50000 AMARILLAS 78000 AMARILLAS | -75000 AMARILLAS Y
(OPPM) -3000 VERDES -2000 VERDES VERDES
TRATAMIENTO | -SPREAD DE “SPREAD DE SPREAD AMARILLAS
(9.7PPM) AMARILLAS Y AMARILLAS Y Y VERDES(2+)
VERDES(3+) VERDES(2+)
TRATAMIENTO 2 | -395000 AMARILLAS Y | -380000 AMARILLAS Y | -54000 AMARILLAS Y
(22PPM) VERDES VERDES VERDES




TABLA LXII
CONTAJE DE COLONIAS BACTERIANAS DEL AGUA PROCEDENTE DE

LAS UNIDADES EXPERIMENTALES.

LECTURA DIf UICML 5N AGAR MARINO A 24 HORAS DE CULTIVO.
PRIMIERA SEMANA
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TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO#2 PLATO#3
CONTROL ~284000 SPREAD(i+) “SPREAD
(OPPM)
TRATAMIENTO [ ~128000 ~136000 ~152000
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 SPREAD(IH) ~144000 ~124000
(22PPM)

LIECTURA DIE UIFC ML EN AGAR MARINO A 48 HORAS DIE CULTIVO

PRIMIERA SIEMANA

TRATAMIENTQ PLATO#1 PLATO#H2 PLATO#3

CONTROL -292000 -SPREAD(2+) -SPREAD
(OPPM)

TRATAMIENTO | ~244000 -256000 -200000
(9.7PPM)

TRATAMIENTO 2 -SPREAD (24) ~320000 240000
(22PPM)




TABLA LXIII
CONTAJE DE COLONIAS BACTERIANAS DEL AGUA PROCEDENTE DE

LAS UNIDADES EXPERIMENTALLES.
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LECTURA DE UFCMI EN AGAR MARINO A 24 HORAS DI CULTIVO
SEGUNDA SISMANA

TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO1#2 PLATO#3
CONTROL SPREAD(1+) SPREAD(1+) SPREAD
(OPPM)
[
TRATAMIENTO | 200000 ~200000 124000
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 ~240000 -120000 SPREAD (2)
(22PPM)

>,
!
-
!

LIECTURA DI UFCMIL EN AGAR MARINO A 48 HORAS DI CULTIVO
SEGUNDA SIEMANA

TRATAMIENTO PLATOf#1 PLATO#2 PLATO#3
CONTROL -SPREAD(2+) -SPREAD(1+) -SPREAD(1+)
(OPPM)
TRATAMIENTO 1 -220000 ~210000 -240000
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 ~250000 -120000 -SPREAD(2+)
(22PPM)
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TABLA LXIV
CONTAJE DE COLONIAS BACTERIANAS DEL AGUA PROCEDENTE DE
LAS UNIDADES EXPERIMENTALES.

LIECTURA DE Ut-C:-ML EN AGAR MARINO A 24 HORAS DIE CULTIVO.
TIRCERA SIXMANA

TRATAMIENTO PLATO##1 PLATO#2 PLATO#3
CONTROL “SPREAD(2+) -SPREAD(2+) -SPREAD(1)
(OPPM)
.
TRATAMIENTO | _SPREAD(1+) ~208000 -178000
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 _SPREAD(1+) -SPREAD(2+) ~132000
(22PPM)

™,
"%
; R

LECTURA DE UIFC ML EN AGAR MARINO A 48 HORAS DIE CULTIVO

T1RCIERA SEMANA
TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO#2 PLATO#H3
CONTROL _SPREAD(2+) -SPREAD(31) _SPREAD(2+)
(OPPM)
TRATAMIENTO | _SPREAD(2H) _SPREAD(2H) _SPREAD(2H)
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 SPREAD(21) _SPREAD(2+) “SPREAD(2+)
(22PPM)




TABLA LXV
CONTAJE DE COLONIAS BACTERIANAS DEL AGUA PROCEDENTE DE

LAS UNIDADES EXPERIMENTALES .
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LISCTURA DI UFC ML 5N AGAR MARINQO A 24 HORAS DI CULTIVO.

("UARTA SEMANA
TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO #2 PLATO#3
CONTROL. -148000 -164000 -SPREAD(1+)

(OPPM)

TRATAMIENTO | -140000 -196000 -112000
(9.7PPM)

TRATAMIENTO 2 212000 -200000 -SPREAD(2+)
(22PPM)

-
*
"

LECTURA DI UFC ML IEN AGAR MARINO A 48 HORAS DI CULTIVO

CUARTA SIEMANA
TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO#2 PLATO#3
CONTROL ~300000 -441000 “SPREAD(1+)
(OPPM}
TRATAMIENTO1 -312000 -448000 .348000
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 -SPREAD(2+) -228000 -SPREAD(2+)
(22PPM)
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TABLA LXVI
CONTAJE DE COLONIAS BACTERIANAS DEL AGUA PROCEDENTE DE
LAS UNIDADES EXPERIMENTALLS.

LIECTURA DIE UFC ML IEN AGAR MARINO A 24 HORAS DIECULTIVO
QUINTA SEMANA

TRATAMIENTO PLATO##I1 PLATO#2 PLATOHES
CONTROL -SPREAD (1+) .SPREAD(1+) -SPREAD(2+)
(OPPM)
TRATAMIENTO | 172000 -SPREAD(I+) -SPREAD{]+)
(9. 7PPM)
TRATAMIENTO 2 -SPREAD(1+) -SPREAD(3+) -SPREAD(1-)
(22PPM)

LEECTURA DI UIFC-MIL IEN AGAR MARINO A 48 HORAS DIy CULTIVO
QUINTA SEMANA

TRATAMIENTO PLATO##} PLATO#2 PLATOH3
CONTROL -SPREAD(1) _SPREAD(1+) _SPREAD(2+)
(OPPM)
TRATAMIENTO 1 -SPREAD(2+} -SPREAD(2'+) _SPREAD(1+)
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 -SPREAD([) -SPREAD(3+) -SPREAD(1+)
(22PPM)
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TABLA LXVII
CONTAJE DE COLONIAS BACTERIANAS DEL AGUA PROCEDENTE DE
LAS UNIDADES EXPERIMENTALES .

LECTURA DI UFC-ML IEN AGAR MARINO A 24 HORAS DE CULTIVO
SIXTA SEMANA

TRATAMIENTO PLATO#1 PLATO##2 PLATO#H3
CONTROL SPREAD(1+) 67000 -64000
(OPPM)
TRATAMIENTO | _SPREAD(3+) -SPREAD(Z+) _SPREAD(Z+)
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 276000 296000 ~168000
(22PPM) )

LIECTURA DE UFCML EN AGAR MARINQ A 48 HORAS DI CULTIVO
SEXTA SEMANA

TRATAMIENTO PLATO##1 PLATO#2 PLATO#3
CONTROL -SPREAD(1+) -SPREAD(1+) ~224000
(OPPM)
TRATAMIENTO | -SPREAD(3+) -SPREAD(3+) -SPREAD(3+)
(9.7PPM)
TRATAMIENTO 2 -392000 -412000 212000
(22PPM)
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TABLA LXVII
TABLA DE ALIMENTACION DE JUVENILES, DE JOSE VILLALON

Primera parie
PESO PROMEDIO PORCENTAIJE DE LA BIOMASA (%)
(grs) Alimentacion diaria
1.0 6.00
1.5 5.33
2.0 433
2.5 450
30 4.23
35 4,00
4.0 3.80
4.5 3.60
5.0 343
55 330
6.0 3.20
6.5 . 3.00
1.0 2.93
7.5 2.83
8.0 2.76
85 2.70
9.0 2.66
9.5 2.63
10.0 2,57
10.5 2.50
11.0 243
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TABLA DE ALIMENTACION DE JUVENILES, DE JOSE VILLALON

Segundu parie

PESO PROMEDIO PORCENTAIJE DE LA BIOMASA (%)
(grs) Alimentaciion diaria
1.5 2.40
12.0 233
12.5 2.27
13.0 2.23
13.5 2.16
t4.0 2.10
14.5 2.06
15.0 2.00
15.5 1.96
16.0 1.93
16.5 1.90
17.0 N 1.87
i7.5 " 1.83
18.0 1.80
185 1.77
19.0 1.73
19.5 1.70
200 1.69
20.5 1.66
21.0 1.66
215 1.60
22.0 1.59
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