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GLOSARIO

AEROBIO: organismo que requiere oxigeno libre para su crecimiento y desarrollo.
ANAEROBIO: organismo que crece en ausencia de oxigeno molecular.

ANAEROBIO FACULTATIVO: organismos que pueden crecer en condiciones
aerobias o anaerobias.

ASEPTICO: exento de microorganismos, capaces de causar contaminaciéon o
infeccion.

BUFFERS: soluciones que resisten cambios de pH en un sistema, necesarios
para mantener constante el pH de un medio de cultivo, permitiéndoles estabilidad
tanto en acidez como en alcalinidad.

CARGA BACTERIANA: concentracion de bacterias en un medio.

CEPA: especies de microorganismos de caracter conocido, que se conservan
cultivados en laboratorio, para determinados ensayos y experimentos.

CORRIDA: periodo en que se lleva a cabo un cultivo larval de camaron, que tiene
una duracion promedio de 25 dias. Especificamente en los laboratorio de Ecuador,
llaman a este periodo de esta forma.

COLONIA: vegetacion de microorganismos en un medio de cultivo sélido, visible
microscopicamente.

CULTIVO: poblacion de microorganismos que crecen en un medio.
CULTIVO PURO: cultivo que solo contiene una especie de microorganismos.

DILUCION: proceso mediante el cual, por medio de una solucién estéril, se puede
diluir y ajustar la turbidez, de las bacterias a una concentracién deseada.

ESTADIO LARVAL: es la fase por la que atraviesan algunos organismos antes de
se juveniles. El camaron tiene tres fases larvarias: nauplio, zoea y mysis.

ESTERILIZACION: técnica usada para eliminar todos los organismos vivos de un
objeto, en la que se emplean procesos fisicos como: calor, presion, vapor etc, y
proceso quimicos como: cloro, alcohol, acidos y soluciones antisépticas.



FERMENTACION: oxidacién anaerobia de los carbohidratos y compuestos
hidrocarburados semejantes por la accién enzimatica de los microorganismos; en
este proceso aportador de energia, no interviene el oxigeno gaseoso.

FLORA BACTERIANA: poblacion de microorganismos presentes, presentes en
un caso determinado; por ejemplo: flora intestinal.

GENERO Staphylococcus: bacterias (cocos) que se presentan en agrupaciones
irregulares, semejantes a racimos de uvas.

GENERO Streptococcus: cocos que se dividen formando cadenas de células
individuales.

HALOFILAS: microorganismos cuyo crecimiento, se acelera o depende de cargas
elevadas de sal.

HATCHERY: término que se utiliza para nombrar el cultivo larval de una especie.

HIDRATOS DE CARBONO: compuestos de carbono, oxigeno e hidrégeno, que
sirven en un medio de cultivo como fuente de carbono, para el desarrollo de
bacterias, de igual manera sirven para la identificacion de las especies por
fermentacion.

INCUBACION: proceso mediante el cual, los microorganismos suelen
desarrollarse en un medio de cultivo, a una temperatura constante y periodo de
tiempo determinado.

INDICADORES: sustancias quimicas que se incorporan en los medios de cultivo,
sirven para determinar la produccién de acidez o la alcalinidad, como producto de
la degradacion de los nutrientes incorporados en los medios de cultivo.

INHIBICION: suspensién del crecimiento o multiplicacion de los microorganismos.

LARVA: Nombre cientifico de las formas juveniles de todos aquellas especies,
que experimentan una metamorfosis completa en el curso de su desarrollo para
convertirse en adultos.

MASIVO DE ALGAS: es la forma de definir un cultivo de alto volumen vy
concentracion; los masivos de algas pueden empezar con un volumen inicial de
250 litros hasta llegar a volumenes de 26 toneladas. Los masivos son el resultado
de un arduo trabajo en el departamento de produccién, fase realizada en
laboratorio, donde se purifica y mantiene la cepa.



MEDIO DE CULTIVO: composicion empleada para proporcionar elementos
nutritivos, en el crecimiento y multiplicacion de los microorganismos.

MEDIOS SELECTIVOS Y DIFERENCIALES: medios de cultivo que tienen
incorporados en sus componentes, sustancias quimicas especiales, con la
finalidad de inhibir algunos tipos de bacterias mientras permiten el crecimiento de
otras.

MEDIO UNIVERSAL O GENERAL: medio de cultivo que permite de todo tipo de
bacterias presentes en una muestra a evaluar, asi mismo facilita obtener un
contaje total de la flora bacteriana en dicha muestra.

MESOFILAS: organismos que se desarrollan con preferencia a temperaturas
moderadas entre los 25°C a 40°C.

MICROAROFILO: microorganismos que crecen mejor en presencia de pequefias
cantidades de oxigeno atmosférico.

MYSIS: tercer estadio del camardn, previo a postlarva, consta de tres fases. En
este estadio la caracteristica visible es el nado hacia atras, indicando el desarrollo
de los pleopodos o patas nadadoras.

NAUPLIO: primer estadio del camardn, una vez eclosiona del huevo, consta de
cinco fases, en las cuales su alimentacion es enddgena, es decir se alimenta de la
reserva del vitelo, tienen fototaxismo positivo, encontrandose en la superficie de la
columna de agua.

OXIDACION: combinacién de un cuerpo con oxigeno, separacion de hidrégeno;
perdida de electrones.

PATOGENO: que causa enfermedad.
PEPTIDO: molécula compuesta de dos 0 mas aminoacido.
PEPTONA: proteina parcialmente hidrolizada.

PLEOMORFISMO: existencia de formas diferentes en la misma especie o raza de
microorganismos.

POSTLARVA: es una etapa del camardn, inmediata a la tercera fase de mysis, en
esta etapa el camardon se encuentra completamente desarrollado y fuerte para



poder ser sembrado en los estanques en la camaronera, donde se convertira en
juvenil y posteriormente en adulto.

REDUCCION: proceso quimico que implica la separacién de oxigeno o la adicién
de hidrégeno; incorporaciéon de electrones.

SACAROLITICO: capaz de escindir o degradar los compuestos azucarados.

SICROFILAS: microorganismos que pueden desarrollarse bien a 0°C , su
temperatura 6ptima para crecer, es 15°C o menos.

TRANSFERENCIA: en larvicultura de camardn, la palabra transferencia hace
referencia a el transpaso de las larvas a otro tanque con el fin de generarles
espacio por su tamafio que aumenta rapidamente, a demas permite contabilizar el
cultivo por tanque, la transferencia es como una cosecha, se realiza los mismos
pasos, mas no se despacha.

TERMOFILO: organismo que crece mejor a 50°C o mas.

VIBRIOSIS: enfermedad que en camarén se caracteriza por: opacidad en el
musculo estriado y cuticula, expansion de los cromatéforos en pleopodos vy
pereiopodos y flexién dorsal en el tercer segmento.

ZOEA: segundo estadio larval de camaron, consta de tres fases en las cuales se
observa claramente la transformacion de ojo naupliar a ojos peduculares, a demas
en este estadio inician la alimentacién exégena, o sea externa.



RESUMEN

Los analisis microbiolégicos y pruebas de identificacién bioquimica, se llevaron a
cabo en los laboratorios de larvicultura de camarén (Litopenaeus vannamei) de la
provincia del Guayas — Ecuador: Laboratorio Aqualab, ubicado en la Localidad de
Ayangue y Laboratorio John William, ubicado en el Sector La Diablica.

Con las pruebas realizadas en este estudio, se determind los principales tipos de
bacterias, presentes en el agua de los tanques de larvicultura, la relacién con el
grado de sobrevivencia larval y el comportamiento presentado por las colonias,
mediante contajes de unidades formadoras de colonias por ml.(UFC/ml.)

El estudio realizado consta de tres fases: |la primera, correspondiente a la toma de
las muestras (100 ml. De agua de superficie y fondo de cada tanque), posterior
sembrada de las mismas en medios de cultivo selectivos como: Agar TCBS, Agar
Marino y Agar Chapman, y en el medio universal Plate Count Agar. La segunda
fase, se realizaron contajes totales de las colonias y seleccion morfolégica de las
mismas, para en una tercera fase ser aisladas y purificadas en agar TSA, para
finalmente realizarse tincion de gram, para la identificacion del grupo bacteriano, y
las siguientes pruebas de identificacion bioquimica: Prueba de H,S, Indol y
Motilidad, prueba Triple Azucar Hierro, prueba del Citrato, prueba de la Ureasa,
prueba de Ornitina, prueba Oxidacion-Fermentacién, prueba Rojo de Metilo,
prueba Voges Proskauer, prueba de Reduccion del Nitrato, prueba de Catalasa,
prueba de Oxidasa y prueba de Asimilacién de Carbohidratos.

Los resultados obtenidos demostraron, que el género mas predominante fue Vibrio
spp. representando el 63.95 %, y las especies de éste mas representativas fueron:
Vibrio tubiashii, con el 20.75 %, seguida por del Vibrio fischeri con el 15.72 % vy
Vibrio alginolyticus con el 12.58 %, para el Laboratorio Aqualab.

En el Laboratorio John William, el género predominante fue Vibrio spp. con el
69.66%, y las especies predominantes fueron: Vibrio damsela con el 19.10 %,
Vibrio tubiashii con 17.98 % y Vibrio alginolyticus con el 13.48 %.

Con respecto al grupo bacteriano, las bacterias gram negativas fueron mas
representativas en los dos laboratorios. Laboratorio Aqualab 70.6 % y Laboratorio
John William 69.66 %.

El comportamiento presentado por las colonias para los tanques evaluados en los
laboratorios Aqualab y John William, en los contajes totales de (UFC/ml.) fueron
similares, presentandose una constante de crecimiento presentandose
inicialmente valores bajos, incrementandose levemente en la muestra tomada



después de la siembra, hasta alcanza su pico mas alto en el dia dos de muestreo,
disminuyendo para el dia tres e incrementandose moderadamente para los dias
cuatro y cinco proximos al dia de cosecha de las larvas.

Los porcentajes de sobrevivencia larval en el Laboratorio Aqualab representan un
margen normal de acuerdo a la incorporacion del probiotico, segun el plan de
manejo de la division de laboratorios de la empresa Expalsa s.a., los porcentajes
de sobrevivencia larval, deben ser superiores al 60 %, cumpliendo con lo
determinado por la empresa.

Los porcentajes de sobrevivencia larval, en los tanques evaluados en Laboratorio
John William, son menores al porcentaje que maneja la division, en comparacion
con el Laboratorio Aqualab, estos son inferiores, lo que coincide con la no
incorporacion del probiotico a los tanques que fuero permitidos evaluar con esta
condicion.

Con el presente estudio, se pudo observar, la influencia del probiotico en la
sobrevivencia larval y se demostrd, la importancia que tienen los andlisis
microbiologicos, para el control y optimizacion de la produccién larval en los
laboratorios dedicados a este fin.



ABSTRACT

The microbiologics analyses and tests of biochemical identification, were carried
out in the laboratories of shrimp larvicultura (Litopenaeus vannamei) of the county
of the Guayas—Ecuador: Aqualab Laboratory, located in the Town of Ayangue and
John William Laboratory, located in the town The Diablica.

With the tests carried out in this study, it was determined the main types of
bacteriums, present in the water of the larvicultura tanks, the relationship with the
larval survival degree and the behavior presented by the colonies, by means of
counting of units to form of colonies for ml. (UFC/ml.)

The carried out study consists of three phases: the first one, corresponding to the
taking of the samples (100 ml. Of surface water and bottom of each tank), later
sowed of the same ones in selective cultivation means as: Agar TCBS, Agar
Marine and Agar Chapman, and in the universal means Plate Count Agar. The
second phase, they were carried out total counting of the colonies and selection
morphologic of the same ones, for in a third phase to be isolated and purified in
agar TSA, for finally to be carried out gram tint, for the identification of the bacterial
group, and the following tests of biochemical identification: Test of H2S, Indol and
Motility, prove Triple Sugar Iron, prove of the Citrate, prove of the Ureasa, test of
Ornitina, prove Oxidation-fermentation, prove Red of Methyl, prove Voges
Proskauer, test of Reduction of the Nitrate, test of Catalasa, test of Oxidasa and
test of Assimilation of Carbohydrates.

The obtained results demonstrated that the most predominant gender was Vibrio
spp. representing 63.95%, and the species of this more representative they were:
Vibrio tubiashii, with 20.75%, continued for of the Vibrio fischeri with 15.72% and
Vibrio alginolyticus with 12.58%, for the Aqualab Laboratory.

In the John William Laboratory, the predominant gender was Vibrio spp. with
69.66%, and the predominant species were: Vibrio damsela with 19.10%, Vibrio
tubiashii with 17.98% and Vibrio alginolyticus with 13.48%.

With regard to the bacterial group, the bacteriums negative gram were more
representative in the two laboratories. Aqualab Laboratory 70.6% and John William
Laboratory 69.66%.

The behavior presented by the colonies for the tanks evaluated in the Aqualab and
John William laboratories, in the total counting of (UFC/ml.) they were similar,
being presented a constant of growth being with low values initially, being
increased slightly in the sample taken after the sowing, until it reaches their



higher pick in the day two of sampling, diminishing for the day three and being
increased moderately for the days four and five next to the day of the larvas crop.

The percentages of larval survival in the Aqualab Laboratory represents a normal
margin according to the incorporation of the probiotico, according to the plan of
handling of the division of laboratories of the Expalsa s.a. company, the
percentages of larval survival, should be superior to 60%, fulfilling that determined
by the company.

The percentages of larval survival, in the tanks evaluated in John William
Laboratory, are smaller to the percentage than it manages the division, in
comparison with the Aqualab Laboratory, these are inferior, what coincides with the
non incorporation from the probiotico to the tanks that allowed jurisdiction to
evaluate with this condition.

With the present study, one could observe, the influence of the probiotico in the
larval survival and it was demonstrated, the importance that have the analyses
microbiologics, for the control and optimization of the larval production in the
laboratories dedicated to this activity.



INTRODUCCION

Segun Rheinheimer' una de las ramas de la ecologia es la microbiologia de las
aguas, la cual se ocupa de la interaccidn de los organismos acuaticos con su
espacio vital y con los demas miembros de su comunidad bioldgica.

En el agua del mar existe una importante poblacién microbiana formada por
bacterias y protozoarios, comprobandose que la distribucion de esta es muy
amplia, siendo extraordinariamente abundantes en la regién litoral, en relacién a la
gran cantidad de vida animal y vegetal que en ella existe.

En la larvicultura de camaron, la microbiologia marina es una herramienta que
permite conocer el tipo de bacterias que se encuentran presentes en el medio
acuatico y a la vez llevar un control, factor a tener en cuenta ya que este, es el
habitat en el que se desarrollan los organismos a cultivar, y de su calidad depende
la sobrevivencia de las larvas.

Segln Soluap? el papel de las bacterias como agentes etioldgicos de las
enfermedades de camarones penaeidos que en condiciones naturales, hace parte
de la microbiota normal de los camarones; se ve sometido a variaciones causadas
por estrés, fluctuacion de temperatura, inadecuada manipulacion, lo que lleva a
que el organismo experimente una reduccion inmunoldgica, favoreciendo la
invasién de la microbiota normal con propiedades patdgenas, convirtiéndose en
agentes causantes de enfermedades.

Este trabajo permtio conocer que tipos de bacterias se
encuentran presentes en el agua de los cultivos de
| arvas de camaron Litopenaeus vannanei, desde el estadio
de nauplio v, hasta post-larva (PL) conercial.

' RHEINHEIMER, Gerhard. Microbiologia de las aguas. 4° ed. Zaragoza: ACRIBIA, 1987. 1 p.

2 SOLUAP, Ener. Introduccion a las patologias de camarones penaeus en cautiverio. Guayaquil:
Cabal, 2000. 193 p.



1. DEFINICION Y DELIMITACION DEL PROBLEMA

En los laboratorios de larvicultura de Ecuador, existen mortalidades permitidas,
las cuales no son atribuidas a factores especificos; los factores microbiolégicos no
son descartables como causa parcial o total de estas mortalidades.

Este hecho también se hace presente, en los cultivos larvales de la costa pacifica
Colombiana, en donde al igual que en Ecuador, la identificacion de las bacterias
presentes en los cultivos, se realiza por simple observacién de color, determinado
en las colonias presentes en agar TCBS, a las bacterias verdes se las identifica
como patégenas y a las amarillas no patégenas, también se da importancia a la
presencia de luminiscencia en las bacterias, estas caracteristicas no tienen
relacion directa con la patogenicidad, por lo que surge la necesidad de aplicar
técnicas para la identificacion y caracterizacién de las cepas bacterianas; Dichas
técnicas no pueden ser utilizadas en todos los laboratorios, debido al costo que
eéstas implican, los laboratorios de nuestra regidbn se ven en desventaja en
comparacion a los de Ecuador puesto que los costos de la implementacion de
estas técnicas incrementarian los de produccion. Muchos de los laboratorios de
Ecuador tienen la facilidad de acceder a este tipo de estudios debido a la
demanda de sus productos, lo que los conduce a utilizar nuevas técnicas para
incrementar y mejorar su produccion.

En la actualidad los laboratorios de Ecuador, han remplazado los analisis
microbiologicos por la utilizacion de probidticos como controladores biologicos, sin
embargo los porcentajes de mortalidades no se han reducido en su totalidad; este
hecho permite considerar los estudios microbiolégicos como parte importante
dentro del cultivo tanto en los animales como en el agua en este caso, lo que
permite llevar controles especificos con el fin de optimizar la produccién.



2. FORMULACION DEL PROBLEMA

No se conoce con exactitud los tipos de bacterias que se encuentran
presentes en el agua de los tanques de larvicultura de camarén Litopenaeus
vannamei en los laboratorios Aqualab y John William del Ecuador.

3. OBJETIVOS



3.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar las bacterias presentes en el agua de los tanques de larvicultura
de camaron Litopenaeus vannamei desde estadio nauplio v hasta postlarva
comercial, en los laboratorios Aqualab ubicado en la localidad de Ayangue y John
William ubicado en el sector La Diablica, provincia del Guayas — Ecuador, durante
los meses de octubre y diciembre del afio 2004.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Aislar e identificar las bacterias presentes en el agua de los tanques de larvicultura
en los laboratorios: Aqualab, donde se trabaja con presencia de probidtico y John

William, donde se trabaja en ausencia de probidticos.

Cuantificar los géneros y las especies mas frecuentes encontradas en el
transcurso de la investigacion.

Establecer el porcentaje de sobrevivencia larval en cada uno de los tanques a
evaluar, de acuerdo a la cantidad de microorganismos existentes.



4. MARCO REFERENCIAL

4.1 GENERALIDADES

Seguin Cortes®, las bacterias, incluidas en el reino ménera, son organismos
unicelulares que carecen de una organizacion interna bien definida, son
organismos generalmente unicelulares de tamafo variable cuyo limite inferior esta
en las 0,2 y y el superior en las 50 y; sus dimensiones medias oscilan entre 0,5 p
y 1 p . Las bacterias tienen una estructura menos compleja que la de las células
de los organismos superiores, son células procariotas, es decir su region nuclear,
estad formado por un unico cromosoma y carecen de membrana nuclear definida;
se reproducen por division celular sencilla, cuando alcanzan un tamafo y un
metabolismo critico, se dividen y forman dos células hijas idénticas, cada una de
estas recibe aproximadamente la mitad de la masa celular de la célula original e
inicia su crecimiento.

4.2 ESTRUCTURA DE LAS BACTERIAS

Segun Cortes4, estructuralmente las bacterias constan de:

4.21 Membrana celular. Pared que poseen la mayoria de las bacterias, es
rigida, ductil y elastica; impide la ruptura osmoética del protoplasto y protege al
organismo contra agentes fisico quimicos Su composicion quimica es compleja y
consiste en proteinas, polisacaridos y a veces lipidos. La membrana de las
bacterias gramnegativas, posee un elevado contenido lipidico y una mayor
variedad de amino acidos que las grampositivas.

4.2.2 Protoplasto. Contenido vivo de la célula envuelto en una membrana celular
unica de tres capas formado por el citoplasma; funciona como una membrana que
regula el intercambio de metabolitos entre la célula y el exterior.

4.2.3 Region nuclear.. El nucleo como tal no existe en la célula bacteriana como
en las plantas y animales; el citoplasma lleva en su interior una estructura nuclear
y el material genético de la bacteria, el cual esta formado por un unico filamento de
acido desoxirribonucleico (ADN), que mide cerca de 1 mm de longitud (1000
veces el tamano de la bacteria).

® CORTES, José. Microbiologia. (online). 2002 (cited 1° abril., 2004. Avaiale from Internet: URL:
www.joseacortes.com/ microbiologia/buscamedios.

* Ibid.



4.2.4 Flagelos. Solo existen en ciertas especies, son filamentosos y de longitud
variable, constituyen los érganos de locomocion. Segun las especies, pueden
estar implantados en uno o en los dos polos de la bacteria o en todo su entorno.

Seglin Hawker® Los vibrios tienen un solo flagelo polar (monotricos), otros
microorganismos como el Spirillum poseen flagelos en uno o en los dos polos
(lofotricos), los organismos bacilares tienen uno o varios flagelos que salen de uno
0 ambos polos de la bacteria o encontrarse alrededor de todo el cuerpo (posicion
peritrica).

4.2.5 Capsulas y capas mucosas. Segun Cortes® es una capa gelatinomucosa
de tamaio y composicion variables que juega un papel importante en las bacterias
patdgenas; las bacterias que pierden dicha capsula se tornan avirulentas, siendo
esta la que protege a la bacteria del ataque de fagocitos del huésped.

De acuerdo con Valenzuela y Silvestri’, las bacterias poseen también otras
estructuras como son:

4.2.6 Pared celular. Es una estructura rigida que le da forma a la bacteria, lo que
le permite vivir en un medio hipotdnico sin explotar, ya que evita que el citoplasma
se expanda hasta romper la membrana; no es una estructura vital pero le permite
no limitarse a sobrevivir en un medio isotonico unicamente.

4.2.7 Citoplasma. Liquido viscoso donde esta disuelto mas del 50% de las
proteinas de la célula, incluyendo la mayoria de enzimas encargadas de la sintesis
de proteinas; ademas se encuentra el RNA mensajero y RNA de transferencia y
otras pequefias moléculas solubles como aminoacidos, nucleétidos, moléculas
intermedias producto del metabolismo de los carbohidratos y moléculas
inorganicas.

4.2.8 Pelos (Pili). Término designado a los apéndices filamentosos que pueda
tener la bacteria diferente a los flagelos; estos no le dan movilidad y su funcién no
esta definida. En su composicién quimica se encuentra una proteina llamada
pilina.

® HAWKER, L.E et al. Elementos de Microbiologia General. Introduccién a la Microbiologia de los
microorganismos. Zaragoza: ACRIBIA,1984. 29 p.

® CORTES, José. Op. Cit.,

" VALENZUELA, Emilia Maria y SILVESTRI, José. Microbiologia general. Santafé de Bogota:
Division de recursos educativos UNISUR. 1990. p. 17- 22.



4.2.9 Esporas. Se forman como respuesta a un ambiente adverso, es decir,
cuando las condiciones ambientales son desfavorables, especialmente por la
ausencia se sustancias importantes como alanina, cinc, hierro y fosfatos.

4.3 MORFOLOGIA DE LAS BACTERIAS

Segln Hawker, et. al’, se reconocen tres tipos de bacterias verdaderas: el
cocaceo, el bacilar y el espirilar; en determinados géneros se puede encontrar
variaciones en cuanto a forma y tamafo de cada célula, lo que se denomina
pleomorfismo. Ademas de las formas comunmente conocidas las bacterias
pueden originar otra morfologia de acuerdo a las condiciones en que se
encuentren, estas formas son: involucion, formas de L y gonidios.

4.3.1 Forma cocacea. La mayoria de los cocos son esféricos, pero existen
especies con ciertas modificaciones (esfenoides o reniformes); este tipo de células
pueden dividirse regular o irregularmente en uno, dos, tres o mas planos y quedar
adheridas o separarse, dichas divisiones son utiles para la caracterizacion
taxonomica.

4.3.2 Forma bacilar. Los bacilos son cilindros rectos o ligeramente curvos.
Algunos bacilos se encuentran como células aisladas y otros formando colonias
rugosas quedando adheridos en cadenas.

4.3.3 Forma espirilar. Son bastones fuertemente curvados que pueden ser
largos o cortos dependiendo del género, por ejemplo, en los vibrios son cortos
dando aspecto de coma al ser observados al microscopio.

4.3.4 Forma de involucion. Son organismos de forma anormal, son tipicos de
cultivos viejos.

4.3.5 Forma de L. Ciertas condiciones estimulan a que la bacteria desarrolle
una forma pleomorfica infrecuente; si el estimulo se elimina después de una breve
exposicion la bacteria adopta nuevamente su forma normal, por el contrario si este
estimulo persiste las células mueren o adoptan la llamada forma L.

4.3.6 Gonidios. Cierto tipo de bacterias producen células flageladas muy
diminutas denominadas gonidios.

® HAWKER, L.E et al. Op. Cit., 31 p.



4.4 NUTRICION DE LAS BACTERIAS

Segln Stanier, et. al° los microorganismos toman del ambiente todas las
sustancias que requieren para la sintesis de materiales celulares y generar
energia; por lo tanto, los medios de cultivo deben contener los nutrientes
necesarios en cantidades apropiadas a los requerimientos especificos.

Segun Pelczar, et. al'®, las bacterias se pueden dividir en grupos de acuerdo a
sus requerimientos nutricionales: fototrofos, quimiétrofos, autétrofos y heterétrofos.

4.4.1 Fotétrofos. Dentro de este grupo se encuentran las bacterias fototroficas
que son organismos que consumen CO, como fuente principal de carbono vy las
bacterias fotoorganotréficas, que necesitan otros compuestos organicos como los
alcoholes, los acidos grasos y los aminoacidos.

4.4.2 Quimiétrofos. Se encuentran las bacterias del género Nitrobacter spp., son
capaces de oxidar nitritos a nitratos y fijar CO, para suplir sus necesidades de
carbono y energia; a este grupo también pertenecen las bacterias
quimioorganotroficas que obtienen la energia mediante la oxidaciéon de
compuestos organicos de carbono.

4.4.3 Autétrofos. Son los organismos con las necesidades nutricionales mas
simples pero con una capacidad de sintesis compleja, utilizan el CO, como fuente
nutritiva satisfaciendo sus necesidades de carbono, caso contrario a lo que ocurre
con los heterétrofos; transforman los compuestos que asimila en carbohidratos,
grasas, proteinas, acidos nucleicos y otras sustancias que constituyen la célula.

4.4.4 Heterotrofos. Los organismos de este tipo varian considerablemente sus
necesidades nutricionales para su desarrollo, todas necesitan de carbono organico
en diferentes composiciones; utilizan CO; el cual, por si solo no satisface sus
necesidades de carbono. Las necesidades de nitrdgeno también varian, algunas
necesitan del nitrogeno atmosférico y otras de compuestos de nitrégeno
inorganico; otras bacterias necesitan de vitaminas para su crecimiento y otras lo
hacen en ausencia de estas. En general las necesidades nutricionales de las
bacterias heterétrofas varian de acuerdo a la especie, algunas necesitan de
compuestos simples y otras necesitan de una compleja escala de nutrientes.

® STANIER, Roger. et al. Microbiologia. 2% edicion. Barcelona: REVERTE, 1996. 24 p.

' PELCZAR, Michael. J. et al. Microbiologia. 2% edicion. México: McGRAW-HILL, 1982. 90 p.



4.5 COLONIAS BACTERIANAS

De acuerdo con Hawker, et. aI”, la apariencia de las colonias es generalmente la
misma en cada especie de bacteria teniendo esta caracteristica un valor
taxondmico, otras caracteristicas a tener en cuenta son el diametro de cada
colonia, la forma, el color, la superficie y el aspecto de los bordes de cada una de
ellas. Las cepas capsuladas (virulentas) dan origen a colonias lisas y las cepas no
capsuladas (avirulentas) a colonias rugosas, algunas bacterias moviles dan origen
a colonias que migran, dejando un rastro definido de pequefas colonias.

Segun lo estipulado por Solis'? el aspecto morfoldgico de las colonias que forman
las bacterias puede ser: (Figura 1).

Figura 1. Morfologia de las colonias
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Solis, A. Miniaturizacion e identificacion de bacterias marinas asociadas al
camaron, 1996.

" HAWKER, L.E. Op. Cit., 40 p.

2 SOLIS, A. Miniaturizacion y simplificacion de pruebas bioquimicas para la identificacion de
bacterias marinas asociadas al camaréon. Guayaquil. Facultad de ingenieria marina y ciencias del
mar. Escuela superior politécnica del litoral ESPOL, 1996. 17 p.



4.6 BACTERIAS DEL MAR

Segln Rheinheimer™, la flora bacteriana de las aguas continentales guarda una
relacion similar a la de la tierra, caso contrario con la encontrada en el mar que se
puede clasificar como autdctona debido a las caracteristicas que poseen. En el
mar la mayoria de las bacterias son organismos haldfilos, es decir, que el medio
en que viven tiene una proporcion éptima de cloruro de sodio.

Seguln el mismo autor citando a Zo Bell y Upham' la concentracion salina mas
adecuada oscila entre 25 y 40 ppm (partes por millén), para su éptimo desarrollo;
siendo la proporcion de mas o menos 35 ppm, la adecuada para el desarrollo de
bacterias marinas autoctonas.

De acuerdo con Rheinheimer'®, ademas de las bacterias haldfilas en el agua
marina existen otras que son unicamente halotolerantes lo que significa que
también pueden crecer en agua dulce, pero no son importantes en mar abierto, ya
que su habitat preferiblemente son las proximidades de la costa, sobretodo en
bahias y estuarios, sin embargo, su volumen es inferior con respecto al conjunto
de toda la flora bacteriana marina.

Segun el mismo autor citando a Zo Bell y Upham'® las bacterias marinas son del
tipo gram negativas, ya que segun sus investigaciones el 80% de las encontradas
en la costa del sur de California, tenian este caracter tintorial. Las proporciones de
estas alcanzaron incluso el 95% en las colonias que crecen en placas de agar que
se siembran con agua marina.

La mayor parte de las bacterias encontradas en el mar son moviles; entre el 75 y
el 85% de los cultivos puros examinados poseen flagelos. Casi todas las bacterias
marinas son anaerobias facultativas, que por regla general se desarrollan mejor en
presencia de oxigeno, sin embargo, existen algunas especies aerobias estrictas y
en menor cantidad a estas se encuentran las bacterias anaerobias estrictas.

¥ RHEINHEIMER, Gerhard. Op. Cit., 28 p.
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Segun el mismo autor citando a Zo BeII”, el crecimiento de las bacterias marinas
es mas lento en comparacion de las bacterias terrestres.

La mayor parte de las bacterias marinas son capaces de utilizar bajas
concentraciones de nutrientes, lo que les permite desarrollarse en el mar; la
adaptacion a las bajas concentraciones de principios nutritivos podria ser la causa
del pleomorfismo que muestran este tipo de bacterias, en los -cultivos,
manifestandose tanto en cultivos sodlidos como liquidos, observando diversas
formas celulares, presentando bacterias de forma bacilar, cocos, vibriones o
filamentos y espirales mas o menos largos. En cultivos viejos es comun encontrar
ramificaciones; el pleomorfismo también es observado en otros biétopos, pero
segun estudios realizados es mas frecuente en las bacterias marinas.

Segun Rheinheimer'®, las bacterias marinas se desarrollan dptimamente a una
temperatura entre 18° y 22° C, aunque existen algunas especies que se
desarrollan a temperaturas bajas entre 0° y 4° C.

Segln Rheinheimer citando a Stokes'®, en el mar existe en alta proporcién
bacterias de tipo psicréfilas especialmente las de tipo facultativos, son bacterias
que pueden crecer a temperaturas bajas como 0° C pero que su temperatura
Optima esta a 20° C o mas.

De acuerdo con Rheinheimer?®, asi como hay bacterias que desdoblan los
azucares y las grasas , existen bacterias que pueden desdoblar compuestos de
elevado peso molecular como la celulosa, el agar, los alginatos, la quitina, los
hidrocarburos y fenoles. Asi mismo, existen bacterias capaces de producir una
desnitrificacion (reduccion de los nitratos a nitritos y estos en nitrégeno libre) y
otras que realizan desulfuracion (reducen los sulfatos en hidrégeno sulfatado) , el
numero de las bacterias desnitrificantes en mucho mayor en comparacion al otro
grupo mencionado.

Las bacterias de mar no constituyen un grupo homogéneo morfolégicamente, la
forma de la mayoria de ellas corresponde a los grupos fundamentales: cocos,

7 70 BELL. Citado por: RHEINHEIMER, Gerhard. Microbiologia de las aguas. Zaragoza: ACRIBIA,
1987. 29 p.
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bacilos, espirilos y vibriones; el grupo mayoritario estd compuesto por bacilos
gramnegativos, flagelados, no esporulados.

En el mar abundan las bacterias de forma curva, y las especies flageladas de los
geéneros Vibrio spp. y Beneckea spp., es también comun hallar el germen llamado
Microcyclus marinus que carece de flagelo y es de forma curva o circular; ademas
de las especies mencionadas existe en numero reducido bacterias filamentosas,
ramificadas y pediculadas.

En repetidas ocasiones se ha observado bacterias conocidas como
ultramicrobacterias, capaces de atravesar poros de 0.2 micras de los filtros de
membrana, generalmente son bacilos muy cortos que pertenecen a los géneros
Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Vibrio spp. y Alcaligenes spp., este tipo de
bacterias fueron encontradas por Macdonell y Hood en 1982 en estuarios de las
costas Americanas.

Las bacterias marinas no constituyen ninguna unidad sistematica sino que se
encuentran integradas en numerosos géneros y familias con inclusion de especies
terrestres; el hecho de ser haldfilas y psicréfilas facultativas las diferencia de las
especies terrestres emparentadas y con una actividad metabdlica similar.

Segun Starr citado por Rheinheimer®’, en el mar las especies cominmente
encontradas pertenecen a los géneros: Pseudomonas spp., Beneckea spp.,
Alcaligenes spp. y Flavobacterium spp., en los sedimentos también es comun el
geénero Bacillium spp, son géneros que comprenden bacterias terrestres y agua
dulce.

De acuerdo con Rheinheimer?®, es interesante la presencia de bacterias
fotébgenas, que tienen el mar como medio para difusidon; son capaces de
transformar la energia quimica en energia luminosa y producir luz intensa de color
verdoso o azulado, algunas de estas bacterias pertenecen al género
Photobacterium spp. (Pseudomonadaceae); otras son incluidas dentro del género
Vibrio spp.

Segin Rheinheimer citando a Spencer®, la clasificacion del género
Photobacterium spp. unicamente por la luminiscencia no esta bien justificada, ya

# STARR. Citado por: RHEINHEIMER. Microbiologia de las aguas. Zaragoza: ACRIBIA, 1987. 30
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que al trabajar la bacteria en cultivo puro, pierde esta propiedad; por consiguiente
se debe asignar las especies pertenecientes a este género dentro de las
Aeromonas spp. (Pseudomonadaceae)y Vibrio spp. (Spirillaceae).

Segun el mismo autor citando a Hedrie et al**, de acuerdo a las investigacion que
realizo, propone tres grupos para las fotobacterias en los géneros: Vibrio spp.,
Photobacterium spp. y Lucibacterium spp.

Seglin Rheinheimer afirma®, casi todas las bacterias fotdgenas son haldfilas
creciendo O6ptimamente en concentraciones salinas que oscilan entre 20
ppm. y 40 ppm., hasta ahora solo se ha descrito una sola especie de agua dulce
Vibrio albensis.

Ademas de las bacterias C-heterétrofas, en el mar existen otras que se denominan
como fotoautoétrofas y quimioautotrofas, las primeras se hallan donde hay acido
sulfhidrico y luz suficiente para su asimilacion, esto ocurre en las zonas inmediatas
a la costa. Las bacterias quimioautétrofas viven tanto en aguas costeras como en
mar abierto.

Segun Stanier®®, la mayor parte de los ambientes naturales con elevada
osmolaridad tienen concentraciones elevadas de sal especialmente cloruro de
sodio; los organismos que crecen en este tipo de ambientes se denominan
haldfilos. Las bacterias se pueden dividir en cuatro amplias categorias con
respecto a su tolerancia a la sal:

1 No haldfilas.

g8 Organismos marinos.
1 Halofilos moderados.
1 Halofilos extremos.

Existen dos grupos de bacterias importantes dentro de los haléfilos. Los cocos sin
motilidad o halococus y los bacilos pequefios de flagelacion polar llamados
Halobacterium.

* HEIDRIE. Citado por: RHEINHEIMER. Microbiologia de las aguas. Zaragoza: ACRIBIA, 1987. 32
p.
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Segln Rheinheimer?” en las zonas periféricas del mar, donde el agua es salobre,
0 sea, con concentracidn salina inferior a 30 ppm., hay presencia de bacterias
haldfilas, ademas de las bacterias autéctonas y de las halotolerantes de agua
dulce.; la concentracion optima para este tipo de bacterias oscila entre 5 y 20

ppm.

4.7 GENEROS MAS COMUNES DE BACTERIAS MARINAS PRESENTES EN
EL AGUA DE CULTIVOS DE LARVAS DE CAMARON (Litopenaeus vannamei)

De acuerdo con el Manual de Concepto Azul®®

4.7.1 Vibrios. Los Vibrios son bacilos Gram-negativos rectos o curvos, (0.5-
0.8um de diametro y 1.4-2.6pm de longitud), maétiles por uno o mas flagelos
polares encerrados en una envoltura, no forman endosporas o microcistos; son
bacterias anaerobias facultativas; quimioorganotréficas, con ambos tipos de
metabolismo respiratorio y fermentativo; no desnitrifican o fijan Nitrégeno
molecular. Muchos de ellos son haléfilos ya que requieren de 2-3 % de cloruro de
sodio en los medios para desarrollarse y no requieren factores de crecimiento
organicos; la mayoria toleran condiciones alcalinas moderadas creciendo a pH 9.0
y crecen bien en medios que contienen agua de mar. D-glucosa y otros
carbohidratos son catabolizados con produccidn de acido pero no de gas; oxidasa
positivo.

Los Vibrios crecen en una variedad de medios de cultivo. La mayoria de las
especies formaran colonias convexas, lisas, blancas cremosas con bordes
regulares en un cultivo en agar universal. En algunas especies pueden
darse algunas variantes en la morfologia de las colonias particularmente
después de repetidos cultivos y almacenamiento en medios mas complejos.
La temperatura optima de crecimiento varia considerablemente, todas
crecen a 20°C y la mayoria a 30 °C.

Son dificiles de identificar ya que hay mucha similitud en sus reacciones
bioquimicas, muchas veces la diferencia esta en 1-2 caracteres bioquimicos,
de tal manera que las nuevas especies descubiertas han requerido de
estudios como la hibridacion del ADN para establecer sus diferencias.

La mayoria de las especies son de origen marino; se les ha aislado de agua de
mar, sedimentos y alimentos marinos especialmente bivalvos (mejillones, ostras,
almejas ) y crustaceos (cangrejos, camarones). algunas especies también pueden

# RHEINHEIMER, Gerhard. Op. Cit., 35 p.
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crecer en agua dulce. Muchas especies son patdogenas para vertebrados e
invertebrados marinos.

Debido a que un gran numero de vibrios se presentan en la microflora de
camarones sanos y enfermos, se ha considerado que algunas especies de ellos
pueden ser patdégenos oportunistas, es decir que una cepa puede ser patégena o
no en funcion del contexto. Sin embargo, otra interpretacion esta ligada al hecho
de que la identificacion de cepas bacterianas de camarones es muy imprecisa.
Asi , el concepto de patégeno oportunista podria ser sometido a cuestionamiento
en ciertos numeros de casos, siendo dos cepas confundidas segun los criterios
taxondmicos utilizados mientras que corresponden a una cepa patdégena y a una
no patogena.

A pesar de esta posible conducta oportunista de vibrios de camarones peneidos,
algunos sindromes recientes de camarones peneidos han sido causados por
Vibrio spp., los cuales se comportan mas como patdgenos reales que como
patdogenos oportunistas.

4.7.2 Aeromonas. Pertenecen a la familia Vibrionaceae y también son
responsables de ciertas enfermedades del camardn. Las especies de este género
pueden ser aisladas en agar nutritivo (NA) o en tripticasa soya agar (TSA), siendo
su crecimiento usualmente inhibido en agar Tiosulfato-citrato-sales biliares-
sacarosa (TCBS). Cepas de Aeromonas salmonicida no son maétiles y pueden ser
aisladas en TSA, produciendo colonias pequefias y con pigmentacion café. Cepas
de A. hydrophila, A. caviae y A. sobria son maotiles. La temperatura 6ptima de
crecimiento es de 22 a 28 °C.

Son bacilos rectos con extremos redondeados casi esféricos (0.3-1.0 ym. de
diametro y 1.0-3.5 uym. en longitud); aparecen solos, en pares o en cadenas
cortas; gram-negativas; usualmente motiles por un flagelo polar simple; son
bacterias anaerobias facultativas; quimio-organotréficas, con ambos tipos de
metabolismo, respiratorio y fermentativo; oxidasa y catalasa positivo, usualmente
ornitina negativo; reducen nitratos y pueden crecer en agua dulce.

De acuerdo con Soluap?® son bacilos gramnegativos, méviles mediante flagelos
polares, son citocromo oxidasa y catalasa positivos, quimio-organotréfos vy
aerobios, atacan fermentativamente a los carbohidratos, algunas cepas son
psicrofilas, creciendo la mayoria a 10° C.

% SOLUAP, Ener. Op Cit., 67 p.



4.7.3 Pseudomonas. De acuerdo con el Manual de Concepto Azulso,
pertenecen a la familia de las Pseudomonadaceae, y son asociadas también con
las enfermedades de los camarones peneidos. Las especies de Pseudomonas
son nutricionalmente no exigentes y pueden ser aisladas en medios generales,
tales como TSA o NA, con temperaturas de incubacion de 20 a 25 °C. Pueden
producir pigmentos, en particular fluorescentes, que son importantes para su
caracterizacion.

Los representantes del género Pseudomonas spp. son bacilos rectos o
ligeramente curvos de aproximadamente 0.5-1.0 x 1.5-5.0 ym de tamano; gram-
negativos; motiles por uno o varios flagelos polares sin envoltura;
quimioheterdtrofos; muchas especies acumulan poli-B-hidroxibutirato como
reserva de carbon; son estrictamente aerobios, dando una reaccidén oxidativa en
la prueba oxidacién-fermentacion (OF). La mayoria de las especies son oxidasa
positiva; todas son catalasa positiva; la mayoria no pueden crecer en condiciones
acida (pH 4.5) y no requieren factores organicos de crecimiento.

Segun Collins y Lyne citando a Donovan y Furniss®! son bacilos gramnegativos no
esporulados, que se mueven mediante flagelos polares, que pueden producir un
pigmento fluorescente; son catalasa y oxidasa positivos, utilizan la glucosa de
forma oxidativa y no producen gas.

4.7.4 Photobacterium. Segun Collins y Lyne citando a Donovan y Furniss* a
este género pertenecen las bacterias luminiscentes, aisladas del agua de mar y
que no se pueden identificar como Vibrio spp.. Son especies dificiles de distinguir
de los Vibrio luminiscentes, son bioquimicamente menos activas que los Vibrio,
utilizando un rango estrecho de compuestos de carbono, crecen con dificultad a
temperatura de 37° C.

Segun Pelczar, et. al*®* son microorganismos aerobios y heterotréficos, que estan
difundidos tanto en los ecosistemas acuaticos como terrestres, son
quimioorganotroficas.

% MANUAL CONCEPTO AZUL. Op. Cit., 21 p.
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4.8 PATOGENICIDAD DE LAS BACTERIAS EN LARVICULTURA DE
CAMARON (Litopenaeus vannamei)

De acuerdo con Soluap®, a fin de comprender mejor el papel de las bacterias
como agentes etioldgicos de las enfermedades de los camarones peneidos, es
preciso aclarar desde un principio, que la mayoria de las bacterias aerobias y
heterétrofas aisladas a partir de casos de esas enfermedades son en condiciones
naturales, componentes de la bacterioflora normal de los camarones, que al ser
sometidos a estrés, experimentan una reduccion en su resistencia, la cual
favorece la invasion de la bacterioflora normal que tenga propiedad para actuar
como patdgenos.

Segun el mismo autor, las enfermedades provocadas o asociadas con la
presencia de bacterias en los camarones peneidos, pueden ser consideradas
basicamente desde el punto de vista de problemas sépticos, problemas cuticulares
y problemas comunes que afectan a las larvas. Entre las enfermedades
bacterianas mas comunes encontradas en hatchery estan:

4.8.1 Vibriosis. De acuerdo con Soluap® es una manifestacion oportunista de
Vibrios spp., es probablemente el resultado de otras condiciones primarias que
favorecen la proliferacién de las poblaciones bacterianas, debido principalmente a
otras enfermedades infecciosas, en enfermedades nutricionales, heridas y
factores ambientales externos que producen estrés, entre otros. Las larvas
infectadas por estas bacterias, presentan colonizacion masiva de los apéndices,
del tracto digestivo, hepatopancreas y en su fase terminal septicemia.

De acuerdo al Manual de Concepto Azul*® entre las especies del género Vibrio
spp. implicadas como agentes causantes de infecciones y enfermedades en
camarones peneidos se encuentra V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V.
damsela, V. splendidus, V. harveyi, V. vulnificus, ( Lightner 1993), V. anguillarum
(Lewis, Lightner, Rosemark y Fisher 1988, V. aestuarianus, V. pelagius, V.
campbellii, V. fischeri, V. nereis, V. tubiashi, (Austin, 1995 ) V. logei, V. marinus,
V. hollisae V. fluvialis, V. furnissii, (Lightner, 1995) V. penaeicida. (Ishimaru,
1995).

Los camarones peneidos pueden ser infectados en cualquier estadio, pero
particularmente las larvas y postlarvas. En cultivos, parece que la vibriosis se

3* SOLUAP, Ener. Op. Cit., P 163- 193.
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presenta en circunstancia de sobrepoblacion, bajas concentraciones de oxigeno
disuelto y otras caracteristicas del agua, tales como temperaturas altas, bajos
recambios y pobre calidad de agua. La vibriosis en peneidos puede alcanzar
hasta un 50 % de mortalidad en los cultivo a un maximo de 48 horas

4.8.2 Septicemia. Segun Soluap®” En los peneidos la sintomatologia del
sindrome de septicemia bacteriana, es muy especifica, se pueden detectar signos
de opacidad en la musculatura abdominal, flexion dorsal del abdomen, letargia y
enrojecimiento de pleopodos y pereiopodos; al iniciarse la infeccion, el primer
signo que se suele observar, es un cambio paulatino de color de la musculatura
abdominal, al cual en lugar de ser incolora y translucida, es opaca y blanquecina,
en algunos casos se detectan indicios de melanizacién de los filamentos
branquiales y expansion de los melandforos y eritroforos, en el tegumento de los
apéndices; las larvas infectadas muestran movimientos natatorios desorientados,
irregulares o retardados muy a menudo nado de lado, en etapa terminal los
animales tienden a quedarse en el fondo del tanque.

Los posibles agentes etiolégicos corresponden a bastones Gram negativos
moviles, han sido identificadas las siguientes especies: Vibrio alginolyticus, Vibrio
anguillarumy Vibrio parahaemolyticus. Las mortalidades representan el 60 % a 70
% de la poblacion.

4.8.3 Sindrome de Zoea . De acuerdo con Morales®® los primeros signos clinicos
en observarse, al microscopio Optico, corresponden a una descamacion de las
células epiteliales del hepatopancreas e intestino; estas células se situan
individualizadas dentro de la luz intestinal, se observa una detencion en la
alimentacion y ausencia de heces, los movimientos contractiles del tubo digestivo
cesan y la muerte llega rapidamente.

Segun Siabichay® en laboratorios que presentaron el sindrome, fueron aisladas y
clasificadas las cepas de Vibrio harveyi y Vibrio vulnificus utilizando para su
identificacién criterios de referencia del manual Bergey's y tablas preparadas por
Solis.
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Retomando a Morales*® quien afirma, que se ha observado mayor incidencia del
sindrome durante los estadios de postlarva, pero existen mayores mortalidades
cuando se presenta en estadios mas jovenes como mysis y especialmente zoea,
pudiéndose llegar a perder hasta el 90 % de la poblacion en 24 horas.

4.9 MEDIOS DE CULTIVO

4.9.1 Medios de cultivo para bacterias marinas. De acuerdo con el Manual de
medios de cultivo Merck*' presentan las siguientes caracteristicas:

8 Agar TCBS (Tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa). Medio para el
aislamiento selectivo de Vibrio spp. enteropatdogenos y otros géneros como
Pseudomonas spp. y Aeromonas spp.

g Agar CHAPMAN. Medio selectivo para el aislamiento y diferenciacion de
estafilococos (bacterias gram-positivas)

De acuerdo con Solis*? presentan las siguientes caracteristicas:

g Agar TSA (tripticasa soya agar). Medio que permite el crecimiento de
diferentes especies bacterianas, facilitando su aislamiento y purificacion antes de
la realizacion de pruebas bioquimicas.

g Agar marino. Medio especifico para aislar bacterias marinas en el que pueden
crecer distintas especies.

4.9.2 Pruebas bioquimicas. Segin Cortes®, las siguientes pruebas permiten
conocer las especies de bacterias aisladas en los medios de cultivo:

8 Prueba del citrato. Esta prueba sirve para determinar si un organismo es
capaz de utilizar citrato como unica fuente de carbono y compuestos amoniacales
como unica fuente de nitrégeno en su metabolismo, provocando una alcalinizacion
del medio.

8 Produccion de H;S. Esta prueba determina la produccion de sulfuro de
hidrégeno por la bacteria.

* MORALES, lleana. Op. Cit., 204 p.
“" MANUAL DE MEDIOS DE CULTIVO. MERCK: Darmstadt. 2002. p. 106 - 174 -194.
*2 30Lis, A. P. Cit., 28 p.

*3 CORTES. Op. Cit.,



g Prueba de indol. Mediante esta prueba se detecta la liberacion de indol en un
cultivo bacteriano. Dicha liberacion se debe a la degradacion del aminoacido
triptéfano mediante el enzima triptofanasa.

1t Prueba de motilidad. Permite observar si la bacteria es modvil, mediante la
presencia de flagelos.

2 Prueba del rojo de metilo/Voges Proskauer (RMVP). Estas dos pruebas
permiten la diferenciacion dentro de las enterobacterias, estas son anaerobios
facultativos que utilizaran la glucosa en dos fases: primero la metabolizan
aerobicamente, consumiendo rapidamente el oxigeno del medio, y luego la
metabolizan por via anaerobia (fermentacién). Esta puede ser de dos tipos:
Fermentacion acido mixta y fermentacion butilén glicdlica.

g Prueba de la ureasa. Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la
urea formando dos moléculas de amoniaco por accion de la enzima ureasa.

8 Reduccioén de nitratos. Sirve para determinar la capacidad de un organismo
de reducir el nitrato en nitritos.

2 Prueba de la catalasa. Se utiliza para comprobar la presencia de la enzima
catalasa que se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas que contienen citocromo.

8 Prueba de la oxidasa. Esta prueba sirve para determinar la presencia de
enzimas oxidasas. La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema
citocromo oxidasa que activa la oxidacion del citocromo que es reducido por el
oxigeno molecular que produce agua o peroxido de hidrégeno segun la especie
bacteriana.

1t Prueba de oxidacion — fermentacion de Hugh-Leifson. Segtin Montealegre**
sirve para la degradacion oxidativa y fermentativa de los carbohidratos. Los
productos de la fermentacion son acidos mixtos relativamente fuertes, y
faciles de detectar; los productos de la oxidacién son acidos débiles y
necesitan un medio para su deteccién mas sensible.

* MONTEALEGRE, Jaime. Caracteristicas bioquimicas de las bacterias (online). (Santiago de
Chile, Chile): 2002 (cited 3 mayo,2004. Available from Internet: URL:www.agronomia.
uchile.cl/webcursos/microbiologiagral/Guia_Lab_08_(1).



8 Prueba triple azucar hierro (TSI). De acuerdo con Cardenas y Guevara,
citando a Koneman*, esta prueba es indispensable para la identificacion de
bacilos gramnegativos fermentadores.

8 Prueba de la ornitina. Segin Mac Faddin*® L-ornitina es un aminoacido
descarboxilado por la enzima ornitina descarboxilasa dando como resultado la
diamina putrescina y anhidrido carbonico

De acuerdo con Solis*’

8 Prueba de tolerancia al 0% de salinidad. Esta prueba permite evaluar la
resistencia que pueden tener las bacterias para sobrevivir en un medio sin sal.

8 Prueba para la asimilacion de carbohidratos. La prueba con diferentes
carbohidratos se realiza con el objeto de conocer cual es el sustrato que la
bacteria utiliza como fuente de carbono.

5.10 PROBIOTICOS

De acuerdo con Intriago®® el término probiético se define como una preparacion
que contiene microorganismos, que al ser utilizados sus metabolismos como
aditivos alimenticios, afectan al huésped de forma benéfica; en su mayoria, los
microorganismos que se utilizan como probidticos crecen y/o funcionan en el
tracto digestivo del huésped.

Segun Gullian*® los probidticos son cultivos de microorganismos vivos que
colonizan el tracto digestivo de los camarones que lo consumen cuyo objetivo es

** KONEMAN, E. et al., Diagnostico microbiolégico (1987). Citado por : CARDENAS, Jovita y
GUEVARA, Mpyrian. Aislamiento y diferenciacién de bacterias marinas degradadoras de petréleo
pertenecientes al género Pseudomonas en la ensenada de Tumaco — Narifio. San Juan de Pasto:
universidad de Narifo, 1999. p 123 -128.

*® Mac FADDIN, Jean F. Pruebas bioquimicas para la identificacién de bacterias de importancia
clinica. México: Editorial Médica Panamericana. 1991. 62 p.

*" SOLIS, A., Op. Cit., 20 p .

* INTRIAGO, Walter. Problemas de aislamiento y caracterizacion de bacterias asociadas al
sindrome de zoea Il y demostraciéon experimental de su patogenicidad. Guayaquil, 1998, p. 25- 28.
Trabajo de grado (Ingeniero Acuacultor). Escuela Superior Politécnica del Litoral. Facultad de
Ingenieria maritima y ciencias de mar.

*9 GULLIAN, Mariel. Diagnostico y control de enfermedades. En Acuacultura. Revista especializada
de la camara nacional de acuacultura No 47, p. 8-9.Guayaquil: Edicién internacional, Mayo -Junio
del 2003.



asegurar el normal equilibrio entre las poblaciones de bacterias benéficas y
peligrosas del cultivo, sin que resulte dafino para el hospedero. Una caracteristica
muy deseable es que los microorganismos que los componen sean capaces de
colonizar y adherirse facilmente a la pared intestinal, crece rapidamente, aumenta
la resistencia del hospedero a las enfermedades, ademas de inhibir el crecimiento
de bacterias patdgenas.

Si bien estas caracteristicas son las deseables son muy pocas la bacterias que
logran cumplir en su totalidad dichos requisitos. Sin embargo, mientras
demuestren ser inocuas para el camardén sus propiedades ya sean unicas o
multiples pueden ser aprovechadas de manera exitosa; entre las bacterias y
levaduras mas utilizadas en cultivos de camaron se incluyen:

B8 Bacillus cereus. A pesar de no adherirse al epitelio intestinal han demostrado
ser eficaces en el desplazamiento de patdégenos; su accién por lo tanto no
depende de su capacidad de adherencia sino de su capacidad de colonizacion.

B Vibrio alginolyticus. Cepa illi, se caracteriza por crecer rapida e invasivamente
en el tracto digestivo del animal, incluso en el hepatopancreas su presencia fisica
evita que su espacio sea ocupado por organismos no deseados.

8 Levaduras. No son huéspedes habituales de la flora digestiva del camardn, se
utilizan por su poder fermentativo y por su riqueza en la produccién de sustancias
que ayudan al proceso de digestion; el metabolismo propio de las levaduras
situado en condiciones de anaerobiosis pone a disposicion de los camarones
enzimas, vitamina B, animoacidos, minerales, iones metalicos y otros co-factores
importantes en la nutricidn; las mas usadas son: Sacharomyces cerevisiae,
Sacharomyces fragilis.

8 Lactobacillus sp. Son bacterias capaces de transformar la lactosa en acido
lactico, al disminuir el pH a niveles tan bajos hacen posible la supervivencia de
microorganismos tan peligrosos como las Pseudomonas spp. y los Vibrio spp. Por
otro lado la baja del pH protege al organismo de los efectos secundarios de
acciones de infecciones virales y fungicas. Se destaca la especie Lactobacillus
acid, capaz de fabricar vitaminas del grupo B, productor de peroxido de hidrégeno,
sustancia que impide el crecimiento de ciertas bacterias anaerobias.

8 Vibrio probioticus. Es capaz de inhibir el crecimiento de organismos patégenos
mediante la produccién de sustancias o péptidos antibacterianos.

Los probidticos surgen como una alternativa al uso de antibiéticos para el control
de enfermedades en larvas de camaron.



8 BACTHER PREMIUM. Complejo microbiano y enzimatico cuyo campo de
accién son los desechos organicos presentes en el agua, dando un balance
bioactivado del medio de produccion; contribuye a la degradacién de los desechos
organicos y de las toxinas; a demas estabiliza el medio interviniendo en los
proceso bioldgicos equilibrando los parametros que contribuyen al desarrollo de
una flora microbiana benéfica, crea condiciones optimas evitando stress,
disminuye la incidencia de bacterias patdogenas, manteniendo un medio sano para
la larva.

Composicion: microorganismos y enzimas nitrificantes, proteoliticos y celuloliticos,
levadura, enzimas y metabolitos bioldgicamente activados.

8 BPA: es un potencializador de productos microbianos, fuente da carbono y
nitrégeno organico que al ser utilizado en condiciones de aireacion, induce al
crecimiento y multiplicacién de los microorganismos benéficos, ademas aumenta
su capacidad de establecimiento en los sitios de utilizacién.

Composicion: extracto de levadura, glucosa, peptona de carne, aminoacidos,
vitaminas, minerales y acidos nucleicos.



5. DISENO METODOLOGICO

5.1 LOCALIZACION

El proyecto se desarroll6 en dos de los laboratorios de la empresa EXPALSA
(Exportadora de Alimentos S.A.):

De acuerdo a Encarta® el laboratorio Aqualab, ubicado en la localidad de Ayangue
a 25.1 Kilometros de la Peninsula de Santa Elena, encontrado a una latitud de 2°
01" sur y una longitud de 80° 43" oeste en la provincia del Guayas; Ayangue posee
un clima tropical, con una temperatura promedio de 25°C, una altura de 0 a 10
metros sobre el nivel del mar y una precipitaciéon anual inferior a 500 mm.

De acuerdo a Encarta®' el laboratorio John William, ubicado en el sector La
Diablica a 6.20 Kildbmetros del Canton La Libertad, encontrado a una latitud de 2°
16" sur y una longitud de 80° 54" oeste en la provincia del Guayas, su temperatura
promedio es de 25°C, tiene una altura entre 0 a 10 metros sobre el nivel del mary
posee una precipitacion anual promedio de 500 mm. (Figura 2)

Figura 2. Mapa localizacion geografica de la Localidad de Ayangue y el

Sector La Diablica provincia del Guayas — Ecuador
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5.2 POBLACION Y MUESTRA

Las muestras fueron tomadas de dos laboratorios de la provincia del Guayas —
Ecuador, en cada uno se manejé la misma metodologia.; teniendo en cuenta que
en el laboratorio Aqualab todos los tanques se manejan con la adicion de
probioticos, y en el laboratorio John William gracias a la colaboracion del personal
administrativo y técnico se nos permitié trabajar con dos tanques sin la aplicacion
de probidticos, ya que todos los laboratorios de la division de la empresa Expalsa
S.A. tienen como protocolo de manejo la aplicacion de probidticos (Bacther
premium).

5.2.1 Laboratorio Aqualab. La primera muestra se tomé del reservorio o cisterna
que surte a cada uno de los tanques de cultivo, al agua con los nauplios a
sembrar, al masivo de algas previo al bombeo a los tanques y al agua de mar de
la zona de bombeo, esto con el fin de tener una evaluacion inicial de las
condiciones bacteriolégicas del agua que ingresa a los tanques de larvicultura;
luego se tomd una muestra del agua de los tanques antes de la siembra y por
ultimo 4 horas después de la siembra de los nauplios (nauplio v) en los tanques de
fibora de vidrio. Los muestreos posteriores se hicieron cada cinco dias, se
evaluaron cuatro tanques, llevandose registros de los parametros de calidad del
agua de cada tanque desde la siembra hasta la cosecha con el fin de mantener un
control. Tanque 23 (ver Anexo A), tanque 24 (ver Anexo B), tanque 29 (ver Anexo
C) y tanque 30 (ver Anexo D).

5.2.2 Laboratorio John William. La primera muestra fue tomada
directamente de los tanques antes de la siembra ya que no hay reservorio o
cisterna en este laboratorio, adicional a esto se tomaron muestras del
masivo de algas previo al bombeo y al agua con los nauplios a sembrar,
horas después de la siembra de los nauplios (nauplio v), se tomé la siguiente
muestra. Los muestreos siguientes se hicieron cada cinco dias, se evaluaron
dos tanques y se llevo control de los parametros de calidad de agua.Tanque
7 (ver Anexo E) y tanque 21 (ver Anexo F).

Al ser homogéneas las condiciones de los tanques en cada laboratorio, se
puede escoger una muestra al azar de tanques y ser representativa. A cada
uno, se le evalué la parte superficial y profunda y a cada muestra se le
realizé sus respectivas pruebas.

5.3 INSTALACIONES

5.3.1 Laboratorio Aqualab. Laboratorio dedicado a la produccion de larvas de
camarodn; sus instalaciones constan de un sistema de bombeo que impulsa el
agua a dos cisternas de 800 toneladas de capacidad (Figura 3), luego es



distribuida en lineas independientes a la sala de filtracion y acondicionamiento
térmico para finalmente llegar a las areas de produccion. Posee tres salas de
larvicultura con un total de 48 tanques de fibra de vidrio (16 en cada sala), cada
uno con una capacidad de 13 toneladas de capacidad (Figura 4). Tienen un
sistema de control de temperatura con un intercambiador de titanio por el que
circula agua caliente lo que permite mantener un rango de temperatura constante.
Adicional a esto, el laboratorio cuenta con un departamento de algas que trabaja
con masivos (tanques de 13 toneladas de capacidad) para el suministro de
fitoplancton a las salas de larvas . (Figura 5)

Figura 3. Cisternas

Figura 4. Sala de Larvicultura.
Tanques de vibra de vidrio.

Figura 5. Masivos de algas, tanques
de 13 toneladas de capacidad.




5.3.2 Laboratorio John William. Este laboratorio cuenta con 22 tanques de fibra
de vidrio, de 20 toneladas de capacidad (Figura 6), cada tanque esta equipado con
una linea de aire que atraviesa el tanque y un serpentin que permite el aumento y
mantenimiento de la temperatura del agua indispensable en época de frio; cada
tanque tiene una salida de agua ubicada al extremo de este que cae a un canal
comun para todos, la entrada de agua es independiente para cada tanque. En la
parte de masivos de algas (Figura 7), para larvicultura se trabaja con tanques de
cemento pintados de blanco con capacidades de 26 toneladas.

e e e et S

Masivos de algas

- Figura 7.



5.4 MATERIALES Y EQUIPOS

Cajas de Petri.

Autoclave.

Balanza Analitica.
Microscopio.

Nevera.

Incubadora.

Estufa.

Cuenta colonias.

Beacker.

Erlenmeyer.

Probetas.

Pipetas 10, 5, 1.0 y 0.1 ml.
Micropipetas de 10pl - 100ul
Tubos de vidrio con tapa.
Tubos de ensayo.

Tubos eppendorf.

Perlas de vidrio.

Asa de inoculacién curva.
Asa de inoculacion recta.
Porta objetos.

Cubre objetos.

Papel aluminio.

Papel parafilm.

Cinta de enmascarar.
Frascos para muestras de laboratorio clinico.
Malla 100p.

Bolsas con gel congelante.
Mechero Bunsen o de gas.
Mecheros de alcohol.
Gradillas de madera y plastico.
Guantes quirurgicos.

Tapa bocas.

Algodon.

Agar TCBS.

Agar marino.

Agar CHAPMAN.

Agar TSA.

Caldo TSB.



Agar SIM.

Agar TSI.

Agar citrato SIMMONS.

Agar urea.

Agar MIO.

Agar bacteriolégico.

Medio de cultivo OF (oxidacién-fermentacion).
Caldo nitrato.

Caldo Rojo de Metilo Voges Proskauer (RMVP).
Cloruro de sodio (NaCl).
Cinc en polvo.

Reactivo Griess-ILosvay.
Reactivo de Kovac's.

D(+) Glucosa.

D(+) Sacarosa o sucrosa.
D(+) Lactosa.

L-arabinosa.

D-manosa.

D-manitol.

D-galactosa.

Purpura de bromo cresol.
Hidroxido de sodio al 0.02N.
Tiras indicadoras de oxidasa.
Hidroxido potasico.

Rojo de metilo.

Etanol absoluto.

Peroxido de hidrégeno o agua oxigenada.
o—naftol.

Agua destilada.

Cristal violeta.

Lugol.

Alcohol al 96%.

Safranina.

Alcohol.

Cloro.

Acido clorhidrico (HCI).



5.5 PERIODO DE ESTUDIO

El trabajo de campo se realizé durante dos periodos (corridas) de produccion, que
tiene una duracion de 25 dias por cada una, mas el tiempo de incubacion
requerido por cada prueba a realizarse. El primer estudio se realizé en el
laboratorio Aqualab durante el mes de octubre del 2004; el segundo estudio se
hizo en el laboratorio John William en el mes de diciembre del 2004, culminando
en el laboratorio de Ingenieria en Produccién Acuicola de la Universidad de Narifo
en las primeras semanas del mes de enero del 2005; dado que en el mes de
noviembre, fue aprobado y permitido realizar la segunda parte del estudio, donde
se trabajo con dos tanques sin la aplicacion de probidticos, el trabajo de campo se
detuvo durante este mes, tiempo que fue utilizado en la recoleccion de informacion
bibliografia y apoyo a las actividades propias de la empresa, centradas
basicamente en el area de larvicultura.

5.6 PLAN DE MANEJO

Se tomd un volumen de 100 ml. de muestra de cada tanque a evaluar, en frascos
para muestras de laboratorio clinico (plasticos estériles), y se llevaron al
laboratorio de investigacion de Aqualab donde se realizo las pruebas. Lo primero
que se hizo fue filtrar las muestras de agua por una malla de 100u, hecho esto se
prepard las diluciones con solucién salina al 3%, lo que equivale a 30 partes por
mil, (teniendo en cuenta que la salinidad del mar oscila entre 30 y 34 partes por
mil), para proceder a sembrar en el medio selectivo, en este caso, agar TCBS para
formacion de Vibrios, agar marino, y agar CHAPMAN para formaciéon de
Staphylococcus; una vez formadas las colonias, se procedi6é a cuantificarlas, con
ayuda de un cuenta colonias, lo que permitié observar su morfologia (ver figura 1);
hecho esto se realizd las pruebas de tincion de Gram para identificar si son gram-
positivas o gram-negativas, posteriormente se aisl6 y purificé la colonia de interés
en agar TSA y por ultimo se realizdé las pruebas bioquimicas respectivas que
permitieron identificar las especies bacterianas presentes. El mismo procedimiento
se realizé en el laboratorio John William con la diferencia de que las pruebas
bioquimicas no se realizaron en dicho laboratorio, pues no se contaba con un
espacio suficientemente amplio y las instalaciones en las que se trabajo debian
ser compartidas con el personal, impidiendo el normal desarrollo de sus
actividades; por esta razon se tomo la decision de sembrar las bacterias ya
purificadas en tubos eppendorf que contenian caldo TSB, y glicerol al 15%,
previamente marcados para evitar confusiones en el momento de inocular y
posteriormente activar y sembrar, para ser congeladas a una temperatura de -4°C,
todo en condiciones asépticas utilizando un mechero Bunsen, para posteriormente
transportarlas desde la provincia del Guayas-Ecuador hasta la cuidad de Pasto-
Colombia en un termo con bolsas de gel congelante, o que permitié tener las
muestras congeladas y preservadas. Una vez en el laboratorio de Ingenieria en



Produccion Acuicola de la Universidad de Narifio se esterilizaron y prepararon los
materiales para la realizacion de las pruebas bioquimicas y tincion de gram,
teniendo en cuenta que las bacterias congeladas debian ser aclimatadas a
temperatura ambiente, para ser activadas en el medio de cultivo TSB, una vez
crecieron en dicho medio, se sembraron en agar TSA haciendo repiques para
anular cualquier contaminacion que se pudo presentar durante el aislamiento en
los tubos eppendorf, posterior a esto se realizé tincion de Gram y pruebas
bioquimicas a cada colonia para su identificacion.

5.7 METODOLOGIA DE TRABAJO
De acuerdo a lo estipulado por Carvaca® los medios utilizados fueron:

Es importante aclarar que todos los materiales utilizados fueron esterilizados
previamente a su uso, para evitar focos de contaminacion que puedan alterar los
resultados.

5.7.1 Preparacion de diluciones. Se prepararon diluciones con solucién salina al
3% con el fin de favorecer el crecimiento de bacterias marinas. Las muestras
liquidas fueron diluidas antes de ser sembradas en los medios. Se tuvo en cuenta
las caracteristicas de crecimiento de los medios, la turbidez o transparencia y la
capacidad de sedimentaciéon de materia organica de tal forma que las diluciones
seran variables dependiendo de estos factores. El proceso de dilucién de la
muestra es el siguiente:

Con la ayuda de una pipeta estéril, se tom6é 1 ml. de la muestra a evaluar y se
adiciond a un tubo que contenia 9 ml. de solucion salina al 3% esterilizada, se
mezcld y se agitd bien. Esta primera dilucion correspondio a una concentracion de
1:10 (10™) y, de esta forma se continué hasta obtener las diluciones deseadas, en
este caso hasta la dilucién 1:10.000 (10*). Figura 8.

* CARVACA, Fernando. Manual practico de bacteriologia marina. Guayaquil: Escuela Superior
Politécnica del Litoral. Fonapre-Caf, 1990. 24 p.



Figura 8. Diagrama formacion de dilusiones en solucion salina al 3%, de la
muestra tomada por tanque
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5.7.2 Medios selectivos. Se trabajo con los siguientes medios selectivos: TCBS,
Agar Marino y CHAPMAN; las diluciones escogidas para cada medio dependian
de la carga bacteriana encontrada en el muestreo anterior.

Seguln lo estipulado en el Manual Practico de Bacteriologia Marina®? afirma lo
siguiente:

n Agar TCBS (Tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa). Es un medio
selectivo utilizado para el cultivo y aislamiento de especies de Vibrio spp.
presentes en las muestras de agua salina y estuarinas, especies marinas y otros
materiales o fuentes objeto de investigacion.

Para preparar 100 ml. del medio, se pes6 8.9 g. de TCBS y 1.5 g. de NaCl que
fueron disueltos en 100 ml. de agua destilada en un erlenmeyer, se agitd
constantemente, se llevdo a ebullicibn para completar la disolucion, lo cual se
evidencia por la no formacion de grumos en las paredes del erlenmeyer; este
medio no se autoclava para evitar la degradacion de las sales biliares lo que le
quitaria selectividad al medio; se dejo enfriar hasta 45°C y se distribuy en las
cajas petri manteniendo condiciones de asepsia con la ayuda de un mechero
Bunsen; una vez el medio se solidificé las cajas se invirtieron para que el vapor
retenido en la tapa al condensarse no caiga en el medio y lo contamine. Las cajas
ya preparadas fueron sembradas de acuerdo a la dilucion escogida teniendo en

*2 |bid. p. 9-27.



cuenta el periodo de la corrida; la muestra se sembroé en la parte superficial de la
placa tomando 0.1 ml. de la dilucion y homogenizando con perlas de vidrio; el
tiempo de incubacién fue de 24 horas a una temperatura de 37° C. (Ver Figuras 9

y 10)

1 Agar marino. Es un medio utilizado para el crecimiento, desarrollo y conteo de
la mayoria de las especies marinas, es empleado para el cultivo de especies de
Vibrio spp., Aeromonas spp., Flavobacterium spp., Pseudomonas spp. y otros
microorganismos marinos presentes en la muestra de estudio.

Para la preparacion de este medio se pesaron 5.5 g. de agar marino y 0.85 g. de
bactoagar y se disolvieron en un erlenmeyer con 100 ml. de agua destilada, se
calentd hasta ebullicion para que se disuelva el medio por completo, se esterilizd
en autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presién (121°C), no se adicion6
NaCl al medio ya que su composicién tiene incorporado un alto contenido de esta
sal; una vez el medio estuvo listo, se vertid en las cajas, se dejo solidificar para
luego ser invertidas. Para sembrar se utilizé el mismo método que para el agar
TCBS, el tiempo de incubacion fue de 24 horas a una temperatura de 37° C. (Ver
Figura 12)

8 Agar CHAPMAN. Segln el manual de medios de cultivo Merck®®, es un medio
que permite el aislamiento y diferenciacion de bacterias Gram-positivas
(estafilococos). Para preparar este medio se utilizé 100 ml. de agua destilada y se
adicion6 11.1 g. de agar CHAPMAN y 1,5 g de NaCl, se llevé a ebullicion y se
autoclavo por 15 minutos a 15 libras de presion. La muestra fue sembrada en la
superficie tomando 0.1 ml. de la dilucién, se homogenizé con perlas de vidrio. El
tiempo de incubacion fue de 24 horas a una temperatura de 37° C. (Ver Figura 11)

Figura 9. Fotografia colonias
bacterianas en agar TCBS

-

> MANUAL DE MEDIOS DE CULTIVO. MERCK. Op. Cit., 74 p.



Figura 10. Fotografia colonias '
bacterianas en agar TCBS

Figura 11. Fotografia colonias
bacterianas en agar
CHAPMAN

Figura 12. Fotografia colonias
bacterianas en agar MARINO




5.7.3 Medios para aislamiento y conteo.

8 Medio para aislamiento. Agar TSA (Tripticasa soya agar). De acuerdo con
Montafio® es de particular utilidad para el aislamiento de bacterias
patégenas a partir de aguas marinas y estuarinas. A partir de un cultivo
primario (agares selectivos) se hacen repetidos subcultivos de las bacterias
de interés por el técnica de agotamiento (ver Figura 10), en este agar para
purificacion de la cepa. Una vez la cepa bacteriana purificada puede ser
utilizada para tincion de gram y pruebas bioquimicas. Por cada colonia
diferente encontrada se sembré en una caja de este agar.

Figura 13. Técnica de agotamiento

De acuerdo con Carvaca® la preparacion de este medio es la siguiente: se peso 4
g. de TSA y 1.5 g. de NaCl y se disolvio en un erlenmeyer con 100 ml. de agua
destilada, se agitdé vigorosamente y se llevd a ebullicion para luego autoclavarse
por 15 minutos a 15 libras de presion, posteriormente se distribuyé en cajas
dejandose solidificar para luego ser invertidas, hecho esto, se procedié a sembrar.
El tiempo de incubacioén fue de 24 horas a una temperatura de 35 £ 2°C.

8 Medio para conteo. Plate Count Agar. Segun Carvaca®® es muy empleado
para el examen microbiolégico de alimentos, aguas y especies marinas, ademas
para determinar la poblacion bacteriana total presente en la muestra.

* MONTARNO, John. Introduccion a las técnicas de biologia molecular (Dot Blot, PCR) vy
bacteriologia (carga bacteriana en microplacas) utilizadas para la detecciéon de patégenos que
afecta al cultivo de camarén Litopenaeus vannamei en el Ecuador. Guayaquil: Universidad de
Guayaquil, Facultad de Ciencias Naturales, escuela de Biologia, 2003. 15 p.

°* CARVACA, Fernando Op. Cit., 22 p.

%% bid. 25 p.



Este medio se prepard pesando 1.75 g. de Plate Count Agar y 1.5 g de NaCl y se
suspendieron en 100 ml. de agua destilada, se agité constantemente y se calent6
hasta ebullicion para disolver el medio completamente. Se llevé a autoclave por 15
minutos a 15 libras de presion, manteniendo el medio en estado fundido. (Ver
Figura 14)

Figura 14. Fotografia colonias
formadas en agar Plate Count.

La técnica utilizada fue la de vertido en placa que consistié en tomar 1 ml. de la
dilucién a trabajar y vertiéndolo en la caja estéril, luego se adicioné el medio
fundido y se agit6 suavemente (ver Figura 15), en forma de ocho para
homogenizar la muestra con el medio (ver Figura 16), se dejé solidificar el medio y
se incubo a 37°C por 24 horas. Este procedimiento se hizo para dos cajas petri.

Figura 15. Técnica vertido en placa

1 ml.
Muestra

diluida

Plate Count agar
fundido

Figura 16. Homogenizacion de la muestra con el medio



8 Medio TSB (tripticasa soya caldo). Este medio fue utilizado para la
conservacion de la bacteria antes de ser transportada al laboratorio de la
Universidad de Narifio y posteriormente para la activacion de la bacteria en el
mismo laboratorio.

Una vez aisladas y purificadas las bacterias en agar TSA, se procedioé a conservar
las cepas para poder transportarla, para esto fue necesario preparar el medio (3 g.
de TSB en 100 ml. de agua destilada), autoclavar por 15 minutos a 15 libras de
presion, listo el medio se repartié 1 ml en cada tubo eppendorf (se prepard cuatro
tubos por cada colonia de interés, para asegurar la cepa), a cada tubo se adicion6
glicerol al 15% de la cantidad utilizada de TSB por tubo (0.15 ml.), se sellaron los
tubos con papel parafiim y se llevé a congelacion (-4°C); previo a esto las placas
fueron selladas con papel parafilm y conservadas en nevera hasta completar el
total de cepas de interés y poder inocularlas en TSB.

Para la activacion de las cepas congeladas, en el laboratorio de la Universidad de
Narifio, primero se aclimataron pasando de congelacion a refrigeracion y por
ultimo a temperatura ambiente. Posteriormente se preparé el medio (3 g. en 100
ml. de agua destilada, sin glicerol) y se autoclavo por 15 minutos a 15 libras de
presion, pero esta vez en tubos de ensayo (5 ml. por tubo), se sembré cada
colonia en un tubo diferente inoculando 1 ml. del tubo eppendorf. Se incubd por 24
horas a 37°C, la activacion de la bacteria se observa porque pasado este tiempo el
medio de color amarillento cristalino, se torna amarillo turbio.

5.7.4 Recuento de colonias. Se cuantificé el numero de colonias encontradas en
el agar Plate Count y se multiplicé por el factor de dilucion empleado para obtener
el recuento total en caja de la muestra con ayuda de un cuenta colonias, lo que
permitié6 conocer la morfologia (figura 1) de cada una de ellas; estos datos se
llevaron en registros. (Ver Anexo G)



5.7.5 Tincion de gram. De acuerdo con Wistreich y Lechtman®’, esta prueba
descubierta por Cristian Gram, permite conocer uno de los dos grupos en que se
dividen las bacterias, las bacterias gram-negativas y las gram-positivas; para esto
se realiz6 un protocolo que permite su identificacion. (Ver Figuras 17 y 18)

8 Se tomo un frotis por cada una de las colonias y se extendié en cada porta
objetos dejandolo secar al calor.

B Se adiciond unas gotas de cristal violeta cubriendo la muestra, se dej6é por 1
minuto y se lavo suavemente con agua.

8 Se adiciond lugol (yoduro de potasio y yodo), se dejo por 1 minuto y se lavo
suavemente con agua.
8 Se adicion6 alcohol al 96%, se dejo por 30 a 40 segundos y se lavd con agua.

B8 Por ultimo se adicion6 Safranina, se dejo por 30 segundos a 1 minuto y se lavo;
se deja secar, para luego observarse al microscopio e identificar el grupo al que
pertenece la colonia bacteriana.

Una vez identificado el grupo, se procedio a realizar las pruebas bioquimicas, que
en el caso de las gram-positivas se determind con la prueba de catalasa; si la
reaccion fue positiva se asume que son Staphylococcus spp. y si fue negativa
Streptococcus spp.. Para las gram-negativas se trabajo con las pruebas descritas
a continuacion.

" WISTREICH, George y LECHTMAN, Max. Practicas de laboratorio en microbiologia. México:
LIMUSA, 1989. p. 61-62.



Figura 17. Bacilos Gram
negativos.
Objetivo 100 X

Figura 18. Pleomorfismo,
caracteristico en bacterias
marinas.
Objetivo 100 X

5.7.6 Medios para la realizacion de pruebas bioquimicas para bacterias gram-
negativas.

De acuerdo con lo estipulado en el Manual Practico de Bacteriologia Marina por

Carvaca, se siguié el siguiente protocolo para el manejo y preparacion de los
: 58

medios.

% CARVACA, Fernando. Op Cit., p 31- 32- 33- 34 —35- 36- 37- 38- 39- 40- 41- 42- 45- 46- 47- 48,



8 Medio de cultivo SIM (sulfuro de hidrégeno-Indol-Motilidad). Este medio
sirve para determinar la produccion de sulfuro de hidrégeno (H»S), la formacién de
indol y la motilidad, para la preparacion de este medio de peso6 3.6 g. de SIM y se
disolvio en un erlenmeyer con 100 ml. de agua destilada, se calentd hasta
ebullicién, luego se distribuy6 el medio en tubos de ensayo con tapa (5 ml. por
cada uno) y se esterilizd en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion, luego
se retiraron y se dejaron solidificar en posicion vertical a temperatura ambiente; el
medio fue sembrado por puncion central en la capa superficial del medio e
incubado por 24 horas a 37° C.

La demostracion del indol se efectta mediante el reactivo de KOVACS,
adicionandose de 4 a 5 gotas del reactivo a cada tubo previamente incubado,
manifestandose una reaccion positiva con una coloracion rojo-purpura a los pocos
segundos de ser aplicado; la formacion de H;S se manifiesta por el
ennegrecimiento de la zona de crecimiento y la motilidad se observa por la
turbidez difusa del medio alrededor del canal de la picadura, tanto la motilidad
como la presencia de H,S se observan antes de la aplicacién de reactivo. (Ver
Figura 19)

8 Medio TSI (agar-hierro-tres-aziucares). Con ayuda de este medio se puede
conocer la degradacién del azucar con la formaciéon de &acido. Es un agar
compuesto por tres azucares: lactosa, glucosa y sacarosa. Se prepar6 con 75% de
agua de mar autoclavada y 25% de agua destilada, se adicioné la relacion de 65
g. del medio por litro, se calentd y se distribuyd en tubos de ensayo con tapa (5 ml.
por cada tubo), se llevd a autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion, se retird
y se dejo enfriar a temperatura ambiente en posicion inclinada (pico de flauta); la
muestra se sembro en los tubos de ensayo por puncion y estrias tanto en la
superficie como en la columna central; el tiempo de incubacion fue de 24 horas a
un temperatura de 37°C.

El medio de cultivo preparado es de color rojo-anaranjado, si el medio se torna
rojo intenso, significa que no hay fermentacién de glucosa, sacarosa ni lactosa, si
se torna amarillo en la parte del fondo y rojo en la superficie (K/A), es que la
fermentacion solo ocurre en la glucosa por la produccién de acido, si la coloracion
amarilla se encuentra a lo largo de todo el tubo (A/A), hay fermentacion de los tres
azucares, si se presenta una coloracion roja a lo largo de todo el tubo (K/K), no
hay fermentacion de azucares; si hay una presencia de un precipitado negro, hay
formacion de acido sulfhidrico (H2S), ya sea a lo largo del tubo o en forma de anillo
negro, si hay presencia de gas se observa burbujas en todo o parte del medio,
siendo aerobia, de lo contrario la especie es anaerobia. (Ver Figura 20)




7 Agar citrato SIMMONS. Para algunas bacterias el citrato es una fuente unica
de carbono, este medio permite conocer que microorganismos trabajan de esa
forma; la preparacion de este medio es la siguiente: se pes6 2.43 g. del medio y se
disolvio en 100 ml. de agua destilada, se calentd para disolver bien el medio y se
distribuyé en tubos de ensayo con tapa (5 ml. por tubo), se autoclavo por 15
minutos a 15 libras de presién, por ultimo se retird los tubos y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente en posicién inclinada, la muestra se siembra en la parte
superficial del medio formando estrias, el tiempo de incubacién en este medio fue
de 24 horas a 37° C.

Al cabo del tiempo de incubacion las bacterias que utilizaron el citrato como fuente
de carbono para su desarrollo, producen una alcalinidad que se vera influenciada
por la presencia de un color azul que se observa en el medio, y en algunas
ocasiones se observa crecimiento en la superficie estriada, si el medio no cambia,
significa que la bacteria no necesita del citrato como fuente de energia; el color
azul se debe a la accion del indicador de pH azul de bromo timol que se encuentra
en el medio, el cual en condiciones alcalinas es azul, mientras que se torna verde
o verde amarillento cuando el pH es acido. (Ver Figura 21)

g Agar urea. En este medio se puede conocer que microorganismos degradan la
urea por medio de su enzima ureasa, produciendo amoniaco y la sub siguiente
alcalinidad.

Este medio fue preparado de la siguiente manera: se disolvié por ebullicion 1.5 g.
de agar agar en 90 ml. de agua destilada, se esterilizé en autoclave por 15
minutos a 15 libras de presidn, se dejo enfriar a 50°C, paralelo a esto se pesd 2.9
g. de agar urea y se disolvi6 en 10 ml. de agua destilada, se mezclaron bajo
condiciones asépticas ambos preparados y se distribuyeron en tubos de ensayo
con tapa (5 ml. por tubo), se dejo enfriar a temperatura ambiente en posicion
inclinada; la muestra fue sembrada en la superficie del medio formando estrias, se
incubd por 24 horas a una temperatura de 37° C. El medio de cultivo es claro y de
color amarillento anaranjado, si se torna a color fucsia o rojo pasado el tiempo de
incubacion la reaccidn es positiva. (Ver Figura 22)

8 Medio MIO (Motilidad-Indol-Ornitina). Este medio fue utilizado basicamente
para la prueba de ornitina. Se preparoé disolviendo la relacién de 31 g. por litro de
agua destilada, se calentd y se repartio en tubos de ensayo, se llevo al autoclave
por 15 minutos a 15 libras de presion, se retird los tubos y se dejé enfriar para
posteriormente sembrar la colonia de interés, se incubo a 37°C por 24 horas. El
medio preparado es de color morado, una vez incubado se hace la lectura, si el
medio toma una coloracion morada o gris-purpura turbia significa que la prueba es
positiva ocurriendo la descarboxilacion de la ornitina a putrescina. de igual forma si



hay presencia de una coloracién amarilla y en el fondo purpura. Si el medio
cambia por completo a amarillo indica fermentacion de la glucosa considerandose
la prueba negativa, de igual forma si el medio no manifiesta ningin cambio de
coloracion conservando el original. (Ver Figura 23)

8 Medio de cultivo OF (oxidacion-fermentacion). Este medio permite conocer
la degradacion oxidativa y fermentativa de carbohidratos; para este medio se
prepard6 dos tubos por cada colonia a evaluar, con el fin de observar la
caracteristica oxidativa o fermentativa de la bacteria.

Para la preparacion de este medio en un erlenmeyer se disolvio la relacién de 9.4
g. del medio por litro de agua destilada, se calenté hasta ebullicion y se llevo a
autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion, se sembré dos tubos (5 ml. por
tubo) uno con el medio de cultivo y el otro con el medio mas una capa de agar
bacterioldgico de un centimetro de espesor, se inocul6 atravesando el medio hasta
el fondoy se incubo a 37° C por 24 horas; el medio preparado es de color verde
claro, si se observa una coloracién amarilla en los dos tubos significa que la
reaccion es fermentativa, si la coloracidon amarilla se presenta en el tubo no
recubierto con el tapon de agar bacteriologico, la reaccion que se presenta es
oxidativa. (Ver Figura 24)

g Caldo rojo de metilo/Voges Proskauer (MR/VP). Para este ensayo se trabajo
inicialmente con dos tubos de ensayo con caldo de MR/VP donde se sembré la
colonia seleccionada, para la preparacion se peso 1.7 g. del medio y se disolvié en
un erlenmeyer con 100 ml. de agua destilada, se distribuyé en tubos (5 ml. por
tubo) y se autoclavé por 15 minutos a 15 libras de presion, una vez listo el medio
se sembrd y se incubd por 24 horas a 37° C, posteriormente se realizaron dos
ensayos:

* Ensayo 1. Prueba del Rojo Metilo. Se anadié al tubo uno, cinco gotas de
solucion indicadora de rojo de metilo, si la reaccion es positiva se observara un
color rojo. (Ver Figura 25)

Preparacion de la solucién indicadora Rojo de Metilo: 0.04 g de rojo de metilo en
60 ml. de etanol absoluto.

* Ensayo 2 Voges Proskauer. Al tubo dos se le afadié 0.6 ml de reactivo de
BARRITT vy 0.2 ml de hidroxido potasico (KOH) al 40%, esta prueba se dejé
destapada por 15 minutos antes de observarse el resultado, pasado este tiempo
se realiz6 la lectura, los tubos que presentaban un anillo en la superficie de color
rojo demostraban que la prueba era positiva. (Ver Figura 26)



Preparacion del Reactivo de BARRITT: 5 g. de a-naftol en 100 ml. de etanol
absoluto.

Preparacion de hidroxido potasico al 40%: 40 g. de KOH en 100 ml. de
agua destilada.

g Catalasa. Se tomo un porcidn de la colonia a evaluar , sobre un porta objetos
se deposité una gota de peroxido de hidrégeno H,O, 0 agua oxigenada y se sobre
pone la masa bacteriana; la reacciéon es positiva cuando hay produccién de
burbujas sobre la colonia bacteriana y es negativa cuando no hay dicha
produccion . (Ver Figura 27)

g Caldo nitrato. Medio para la demostracion de la reduccion del nitrato, se tomo
una colonia del cultivo a evaluar y se sembr6 en el medio, el medio es preparado
tomando una relacion de 16.5 g. por litro de agua destilada, se disolvié y se
introdujo en los tubos de ensayo (5 ml. por tubo), se autoclavéd por 15 minutos a 15
libras de presion y se dejo enfriar, luego se sembrd la colonia de interés y se
incubd por 24 horas a 37° C, el caldo preparado es claro e incoloro, la prueba se
confirma con la adicién del reactivo de GRIESS-ILOSVAYS (5 a 6 gotas) por tubo.

De acuerdo con MacFaddin® la interpretacidn de esta prueba es la siguiente: una
vez incubado el medio se adiciona el reactivo GRIESS-ILOSVAYS, después de 1
minuto se observa la reaccidn, si es positiva se presenta una coloracion roja o
rosa oscura lo que significa que hay una reduccion del nitrato en una proporcion
baja y si es amarillo la reduccién a nitrito es alta; la reaccidn es negativa si el
medio no cambia de color, para lo cual se confirma con la prueba del cinc, a los
tubos negativos se adicion6 un granulo de cinc, si el medio no cambia de color la
reaccion es positiva ya que indica que el nitrato se redujo a nitrito y cierta cantidad
se reduce a estado gaseoso (N;); si se presenta una coloracion roja o rosa
significa que no hubo reduccién de nitrato por lo tanto es negativa.

B Oxidasa. De acuerdo con el manual Merck®® Para la identificacion de la
presencia del citocromo oxidasa, se trabaja con tiras indicadoras de oxidasa Merck
que indican si hay o no presencia de esta enzima.

Se tomd la colonia a evaluar y se acerco a la tira indicadora, al cabo de 20 a 60
segundos se observo la respuesta, si se torna azul la prueba es positiva.

¥ Mac FADDIN, Jean F. Op Cit., p 743 744.

% MANUAL DE MEDIOS DE CULTIVO MERCK: Darmstadt. 2002. 303 p.



g Asimilacion de carbohidratos. Para la preparacion se trabajé de acuerdo a lo
estipulado por Collins®’, por cada carbohidrato se manejé un volumen de agua
destilada de 100 ml., se trabajé al 5% cada uno y se adicion6 0.2 ml. de un
indicador, en este caso purpura de bromo cresol.

Preparacion del indicador, purpura de bromo cresol: 0.1 g. de purpura de bromo
cresol y 9.2 m. de NaOH al 0.02N en 250 ml. de agua destilada.

Se trabajo con los siguientes carbohidratos: L-arabinosa, D-manosa, D-manitol,
Sucrosa y D-galactosa; el medio toma una coloracién purpura cristalina, no se
calento se distribuyo en tubos y se autoclavo, por ultimo se procedié a sembrar y
a incubar por 24 horas a 37°C; pasado el tiempo de incubacion se realizd la
lectura, si el medio cambia a amarillo, significa que la bacteria asimilo ese
carbohidrato por lo tanto la prueba se considera positiva, si no cambia de color la
prueba es negativa. (Ver Figura 28)

Bt Prueba de tolerancia 0% de salinidad. De acuerdo con Solis®® para esta
prueba se trabajé con caldo nutritivo (NB), la lectura se hizo de acuerdo a la
apariencia del medio, si se torna turbio significa que hubo crecimiento por lo tanto
es positiva, si permanece igual es negativa; el medio es de color claro e incoloro
con una tonalidad amarilla.

Para la preparacion se disolvio la relacion de 8 g. del medio por litro de agua
destilada, se distribuyé en tubos de ensayo (5 ml. por tubo), se llevo a autoclavar
por 15 minutos a 15 libras de presion, se retiraron los tubos con el medio y se
dejaron enfriar a temperatura ambiente, posteriormente se inoculé una porcion de
la colonia de interés y se observo el crecimiento a las 24 horas de incubacion a
37°C.

Figura 19. Prueba de indol,
motilidad y presencia se
H2S en el medio de cultivo
SIM.

! COLLINS, C.H. Op Cit., 82 p.

62.S0LIS, A. Op Cit., 31 p.



Figura 20. Prueba de los
tres azucares en el medio
de cultivo TSI

I

!

Figura 21. Prueba del
citrato en medio de cultivo
Citrato Simmons

Figura 22. Prueba de la
ureasa en el medio de
cultivo Urea




Figura 23. Prueba de la
ornitina en el medio de
cultivo MIO

Figura 24. Prueba de
oxidacion-fermentacion en
el medio de cultivo OF




Figura 25. Prueba de Rojo de
metilo en el medio RMVP

Figura 26. Prueba de Voges
Proskauer en medio de cultivo
MRVP

Figura 27. Prueba de catalasa,
reaccion positiva




Figura 28. Prueba para
asimilacion de carbohidratos

5.8 DISENO ESTADISTICO.

De acuerdo a lo estipulado por Naiman et. al ®®, el trabajo realizado es de tipo
descriptivo. De esta manera, se utilizaron medidas de tendencia central, y
representacién grafica, mediante la utilizacion de histogramas, con el fin de
realizar los analisis respectivos de los datos arrojados durante el trascurso de la
investigacion.

Las unidades experimentales trabajadas, fueron todos los muestreos que se
realizaron en cada laboratorio evaluado, tanto en los tanques como en las
diferentes zonas que tienen relacién con los tanques; las unidades experimentales
se evaluaron de acuerdo a las fechas de muestreos de los laboratorio.

Cuadro 1. Unidades experimentales trabajadas en los tanques del
Laboratorio Aqualab

Fecha de Unidades Experimentales (UE)
muestreo Tanque 23 Tanque 24 Tanque 29 Tanque 30
Superficie | Fondo | Superficie | Fondo | Superficie | Fondo | Superficie | Fondo

4-Oct-04 2 2 2 2 2 2 2 2

9-Oct-04 1 1 1 1 1 1 1 1

15-Oct- 2 2 2 2 2 2 2 2
04

20-Oct- 1 1 1 1 1 1 1 1
04

24-Oct- 1 1
04

5 NAIMAN, Arnold. et al. Introduccion a la estadistica. México: McCGRAW-HILL, 1987. p. 179 - 195,




> UE.
Superficie 6 6 6 6 6 6 7 7
y Fondo

> UE. 12 12 12 14
Por TQ

Total UE. 50

Se trabajo con un total de 50 unidades experimentales en los tanques. (Ver Anexo
H, I, JyK)

Cuadro 2. Unidades experimentales trabajadas en el Laboratorio Aqualab

Fecha de Unidades Experimentales (UE)
muestreo Zona de Cisterna Agua Nauplios v | Masivo de algas
bombeo
4-Oct-04 1
9-Oct-04
15-Oct-04
20-Oct-04
24-Oct-04
> UE. Por 1 4 1 4
muestra
Total UE. 10

1

— | - -
— | -

Se trabajé con un total de 10 unidades experimentales para las zonas
relacionadas directamente con los tanques de muestreo. (Ver Anexo V, W, Xy Y)

Durante la realizacion del trabajo de campo en el laboratorio Aqualab, se tomaron
en total 60 muestreos o unidades experimentales.

Cuadro 3. Unidades experimentales trabajadas en los tanques del
Laboratorio John William

Fecha de muestreo Unidades Experimentales (UE)
Tanque 7 Tanque 21
Superficie Fondo Superficie Fondo

3-Dic-04 2 2 2 2
8-Dic-04 1 1 1 1
13-Dic-04 1 1 1 1
18-Dic-04 1 1 1 1
21-Dic-04 1 1
23-Dic-04 1 1

> UE. Por TQ 6 6 6 6




| Total UE. | 24 |
Continuacioéon cuadro 3

Se trabajo con un total de 24 unidades experimentales en los tanques. (Ver Anexo
QyR)

Cuadro 4. Unidades experimentales trabajadas en el Laboratorio John
William

Fecha de muestreo Unidades Experimentales (UE)

Agua de Nauplios v Masivo de algas
3-Dic-04 1 1
8-Dic-04
13-Dic-04
18-Dic-04
23-Dic-04

> UE. Por muestra 1
Total UE. 6

Ol = [ [ |

Se trabajo con un total de 6 unidades experimentales para las zonas relacionadas
directamente con los tanques de muestreo. (Ver Anexo Zy 1)

Durante la realizacién del trabajo de campo en el laboratorio John William, se
tomaron en total 30 muestreos o unidades experimentales.

5.9 VARIABLES EVALUADAS. Se evaluo las siguientes variables durante el
desarrollo de la investigacion:

8 Género y especies mas frecuentes. Los datos arrojados se compararon con las
tablas de interpretacion del Manual Concepto Azul y Bergey’'s Manual Sistematic
Bacteriology, permitiendo conocer las especies que se encontraban en el cultivo, y
a su vez, evaluar la frecuencia con que estas se presentaban durante el desarrollo
de la investigacion.

8 Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Se trabajé con el medio Plate Count
Agar para el conteo de colonias, se manejé dos cajas petri por cada muestra, se
contd las colonias por cada caja, se promediaron los datos por muestra y se
reporto de acuerdo al cuadro del anexo G .

B Porcentaje de sobrevivencia larval. Se evalué respecto a la cantidad de
microorganismos encontrados por tanque y el porcentaje de sobrevivencia larval,
que se realiza por conteo directo en dos etapas de la corrida, la primera de la
siembra a la transferencia y la segunda de la transferencia a la cosecha.



6. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 GENERO Y ESPECIES ENCONTRADAS EN EL LABORATORIO AQUALAB

Para obtener los resultados de la primera variable planteada, inicialmente fue
necesario evaluar la morfologia de las colonias (ver figura 1) encontradas por cada
tanque muestreado: Tanque 23 (ver anexo H), tanque 24 (ver anexo I), tanque 29
(ver anexo J) y tanque 30 (ver anexo K).

Para la identificacion de la especie bacteriana se realizd pruebas bioquimicas y se
interpreté de acuerdo a los manuales de Concepto Azul y Bergey’'s Manual of
Sistematic Bacteriology: Tanque 23 (ver anexo L), tanque 24 (ver anexo M),
tanque 29 (ver anexo O) y tanque 30 (ver anexo P).

Identificadas las especies, se evalud en porcentaje a cada una, de acuerdo a la
frecuencia con que aparecian en cada tanque analizado, en el masivo de algas, en
el agua de los nauplios previo a ser sembrados, en la cisterna de larvicultura y en
la zona de bombeo.

Cuadro 5. Porcentaje por microorganismo encontrado en el tanque 23
Laboratorio Aqualab.

MICROORGANISMO Cantidad total encontrada de | PORCENTAJE (%)
microorganismos

Vibrio tubiashii 11 28.21
Vibrio parahaemolitycus 1 2.56
Vibrio alginolyticus 1 2.56
Vibrio fischeri 10 25.64
Vibrio anguillarum 5 12.82
Vibrio damsela 1 2.56
Staphylococcus spp. 6 15.38
Streptococcus spp. 4 10.26
Total 39 100 %

El Cuadro 5, muestra que el género predominante fue el Vibrio (74.4%) y dentro
de éste, las especies mas frecuentes en este tanque fueron el Vibrio tubiashii con
el 28.21 %, Vibrio fischeri con el 25.64 % y Vibrio anguillarum (12.82%). Para las
bacterias Gram-positivas, los Staphylococcus spp. (15.38 %) fueron las de mayor
ocurrencia. La interpretacién de los datos estadisticamente se puede ver en la
Figura 29.




Figura 29. Porcentaje de microorganismos en el tanque 23. Laboratorio

Aqualab.

30,00 ) 28,21

25,00 -

N

o

o

S
|

15,00 +

10,00 +

PORCENTAJE (%)

5,00 ~

2,56

00 B

MICROORGANISMOS

25,64

15,38

12,82

2,56 2,56

10,26

@ Vibrio tubiashii

OVibrio alginolyticus
W Vibrio anguillarum

W Staphylococcus spp.

B Vibrio parahaemolitycus
O Vibrio fischeri

OVibrio damsela

[ Streptococcus spp.

Cuadro 6. Porcentaje por microorganismo encontrado en el tanque 24.

Laboratorio Aqualab

MICROORGANISMO

Cantidad total encontrada de
microorganismos

PORCENTAJE (%)

Vibrio vulnificus 7 14,89
Vibrio parahaemolyticus 1 2,13
Vibrio fischeri 4 8,51
Vibrio tubiashii 6 12,77
Vibrio alginolyticus 8 17,02
Vibrio damsela 3 6,38
Aeromona spp 2 4,26




Staphylococcus spp 11 23,40
Estreptococcus spp 5 10,64
Total de especies 47 100 %

Continuacion cuadro 6

El cuadro 6, muestra que el género predominante fue el Vibrio (61.7 %) frente al
género Aeromona spp. (4.26 %). Las especies mas frecuentes en este tanque
fueron el Vibrio alginolyticus (17.02 %), Vibrio vulnificus (14.89 %), Vibrio tubiashii
(12.77 %). Para las bacterias Gram-positivas los Staphylococcus spp.
representaron el mayor porcentaje con el 23. 40%. La interpretacion de los datos
se puede ver en la Figura 30.

Figura 30. Porcentaje de microorganismos en el tanque 24. Laboratorio
Aqualab.
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Cuadro 7. Porcentaje por microorganismo encontrado en el tanque 29.

Laboratorio Aqualab

MICROORGANISMO Cantidad total encontrada de PORCENTAJE
microorganismos (%)
Vibrio alginolyticus 3 8,82
Vibrio fischeri 11 32,35
Vibrio harveyi 5 14,71
Vibrio tubiashii 6 17,65
Staphylococcus spp 7 20,59




Estreptococcus spp

2

5,88

Total de especies

34

100 %

El cuadro 7, muestra el género el Vibrio 73.53 % como predominante; las especies
mas frecuentes en este tanque fueron el Vibrio fischeri (32.35 %), seguida de
Vibrio tubiashii (17.65 %). Para las bacterias Gram-positivas los Staphylococcus
Spp. se presentaron en mayor porcentaje con un 20.59 %. La interpretacion de los
datos se puede ver en la Figura 31.

Figura 31. Porcentaje de microorganismos en el tanque 29. Laboratorio

Aqualab.
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Cuadro 8. Porcentaje por microorganismo encontrado en el tanque 30.

Laboratorio Aqualab

MICROORGANISMO

Cantidad total encontrada de
microorganismos

PORCENTAJE (%)

Vibrio alginolyticus 11 17,74
Vibrio vulnificus 9 14,52
Vibrio damsela 4 6,45




Vibrio tubiashii 10 16,13

Vibrio hollisae 4 .84

Vibrio anguillarum 4,84

3

Vibrio campbelli 1 1,61
3
1

Vibrio furnissi 1,61

Staphylococcus spp 15 24,19
Estreptococcus spp 5 8,06

Total de especies 62 100 %

El cuadro 8, muestra predominante al género Vibrio 67.74 %; las especies mas
frecuentes en este tanque fueron el Vibrio alginolyticus (17.74 %), Vibrio tubiashii
(16.13 %) y Vibrio vulnificus (14.52 %). Para las bacterias Gram-positivas los
Staphylococcus spp. se presentaron en mayor porcentaje con el 24.19 %. La
interpretacion de los datos estadisticamente se puede ver en la Figura 32.

Cuadro 9. Porcentaje por microorganismo encontrado en el agua de mar —
zona de bombeo . Laboratorio Aqualab

MICROORGANISMO Cantidad total encontrada de | PORCENTAJE (%)
microorganismos

V. algywnoliticus 1 33.3

V. vunificus 1 33.3

V. fischeri 1 33.3
Staphylococcus spp 0 0
Estreptococcus spp 0 0

Total de especies 3 100 %

El cuadro 9, muestra predominante al género Vibrio (100 %). De acuerdo al cuadro
estuvieron presentes tres especies en igual porcentaje en la muestra tomada al
agua de mar. No hubo presencia de bacterias Gram-positivas. La interpretaciéon de
los datos se puede ver en la Figura 33.

Figura 32. Porcentaje de microorganismos en el tanque 30. Laboratorio
Aqualab.
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Figura 33. Porcentaje de microorganismos en el agua de mar — zona de
bombeo. Laboratorio Aqualab.
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Cuadro 10. Porcentaje por microorganismo encontrado en la cisterna de
larvicultura. Laboratorio Aqualab

MICROORGANISMO

Cantidad total encontrada de
microorganismos

PORCENTAJE (%)

Vibrio tubiashii 4 19,05

Vibrio damsela 3 14,29
Vibrio alginolyticus 3 14,29
Vibrio parahaemolyticus 2 9,52
Vibrio vulnificus 2 9,52
Vibrio fischeri 1 4,76
Vibrio furnissii 1 4,76
Aeromona sp 2 9,52
Staphylococcus spp 2 9,52
Estreptococcus spp 1 4,76

Total de especies 21 100 %

El cuadro 10, muestra que el género predominante es el Vibrio 76.18 % frente al
género Aeromona spp. 9.53 %. Las especies mas frecuentes en la cisterna fueron
el Vibrio tubiashii (19.05 %) seguida de las especies Vibrio damsela y Vibrio
alginolyticus con el 14.29 % para cada una. Para las bacterias Gram-positivas los
Staphylococcus spp. representaron el mayor porcentaje (9.52 %). La interpretacion
de los datos se puede ver en la Figura 34.

Cuadro 11. Porcentaje por microorganismo encontrado en el agua de los
nauplios de los laboratorios de maduraciéon Macrobio y Centinela, previo a la
siembra en el Laboratorio Aqualab.

MICROORGANISMO

Cantidad total encontrada de
microorganismos

PORCENTAJE (%)

Vibrio parahaemolyticus

11,11

Vibrio furnissii

11,11

Aeromona sp

11,11

1

1

1
Vibrio tubiashii 2 22,22
Vibrio alginolyticus 2 22,22
Staphylococcus spp 2 22,22

Estreptococcus spp 0
Total de especies 9 100 %

El cuadro 11, muestra como al género predominante el Vibrio 66.66 % frente al
género Aeromona spp. (11.11 %). Las especies mas frecuentes en el agua de los
nauplios fueron Vibrio tubiashii y Vibrio alginolyticus con el 22.22 % cada una.




Para las bacterias Gram-positivas los Staphylococcus spp. representaron el mayor
porcentaje (22.22%). La interpretacion de los datos se puede ver en la Figura 35.
Cuadro 12. Porcentaje por microorganismo encontrado en el agua del
masivo de algas. Laboratorio Aqualab

MASIVO DE ALGAS

MICROORGANISMO Cantidad total encontrada de PORCENTAJE
microorganismos (%)
Vibrio anguillarum 3 21,43
Vibrio furnissii 1 7,14
Vibrio alginolyticus 2 14,29
Vibrio tubiashii 4 28,57
Estafilococos 4 28,57
Estreptococo 0
Total de especies 14 100 %

El cuadro 12, muestra que el género predominante es el Vibrio 71.43 %. Las
especies mas frecuentes en el masivo fueron el Vibrio tubiashii (28.57 %) seguida
de la especie Vibrio anguillarum (21.43 %). Para las bacterias Gram-positivas los
Staphylococcus spp. representaron el mayor porcentaje (28.57 %). La
interpretacion de los datos se puede ver en la Figura 36

Figura 34. Porcentaje de microorganismos en la cisterna de larvicultura.
Laboratorio Aqualab.
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Figura 35. Porcentaje de microorganismos en el agua de los nauplios previo
a la siembra. Laboratorio Aqualab.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en los muestreos de los tanques del
Laboratorio Aqualab, el Vibrio tubiashii, es la especie que se presenta con mayor
frecuencia en todos los tanques evaluados con el 20.75 %, seguida por del Vibrio
fischeri con el 15.72 % y Vibrio alginolyticus con el 12.58 %. (Ver Figura 37). Con
respecto al grupo bacteriano, las bacterias Gram negativas fueron mas
representativas en todos los tanques con el 65.41 %. (Ver Figura 38)

Figura 36. Porcentaje de microorganismos en el agua del masivo de algas,
previo a la siembra. Laboratorio Aqualab.
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Figura 37. Porcentaje de microorganismos totales en los tanques de
larvicultura en el Laboratorio Aqualab.
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Figura 38. Porcentaje de bacterias Gram negativas y Gram positivas en los
tanques de larvicultura en el Laboratorio Aqualab.
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GRUPO BACTERIANA

Al respecto, Zherdmant®® afirma que, en cada caso reportado de infecciones
bacteriales en camardn peneido, se han aislados bacilos fermentativos, matiles,
gram negativos y oxidasa positivos, siendo la mayoria de las especies aisladas
Vibrio spp. Entre otros bacilos gram negativos encontrados estan los géneros
Pseudomonas spp. y Aeromona spp. que pueden estar ocasionalmente
involucrados en enfermedades de sindrome bacterial en camardn, que para esta
investigacion unicamente fue identificada un solo microorganismo de Aeromona

spp.

Por otra parte, In’[riago59 demostré que dentro del ciclo normal, se presenta una
gran variedad bacteriana; dentro de las especies analizadas se identificaron
bioquimicamente nueve especies, siendo el Vibrio fischeri (15.5 %), Vibrio tubiashii
(15.5 %), Vibrio anguillarum (11.5 %) y Vibrio alginolyticus (9.8 %), las mas
frecuentes en el transcurso de la investigacion.

De acuerdo a los datos obtenidos por el autor anteriormente mencionado,
podemos decir que tienen una similitud con los datos obtenidos en la investigacion

%8 ZHERDMANT, Maria Teresa. Caracterizacion de una cepa de Vibrio harveyi considerada agente
causal del Sindrome de bolitas en larvas de Penaeus vannamei, y estudio de la interaccion in Vitro
con una cepa Vibrio alginolyticus utilizada como probiotico. Guayaquil, 1996, 37 p. Trabajo de
grado (Ingeniero Acuacultor). Escuela Superior Politécnica del Litoral. Facultad de Ingenieria
Maritima y Ciencias del Mar.

% INTRIAGO. Walter. Op. Cit., p. 44- 45- 46.



realizada en el laboratorio Aqualab. Sin embargo, el Vibrio tubiashii fue la especie
con mayor ocurrencia.

Por el contrario, en la investigacion de Ne'der® los resultados reportados difieren
con los encontrados en esta investigacion, ya que el 47.98 % de las bacterias
encontradas, corresponde al género Acinetobacter spp., el 37.93 %, correspondio
a Citophaga spp., el 25.90 % es Vibrio algosus y el 17.68 % correspondié a Vibrio
parahaemolyticus.

De acuerdo con Berthe® un estudio realizado en Colombia por el Centro
Oceanografico del Pacifico, reporta que las especies encontradas en los
laboratorios de la costa Pacifica mas comunes son: Vibrio tubiashii, Vibrio
alginolyticus y Vibrio spp, coincidiendo con las especies encontradas en la
investigacion.

Con respecto a las bacterias gram positivas, los resultados obtenidos muestran al
género Staphylococcus spp, como el microorganismo que mas prevalecid a
diferencia del Streptococcus spp.

De acuerdo con Carvaca®® debido a las elevadas concentraciones de sal que se
incorporan al medio selectivo CHAPMAN, permite el crecimiento unico de
microorganismos halofilos, entre los que se encuentran el género Staphylococcus
spp., lo que se confirma por la constante aparicién de colonias con tonalidades
amarillas, amarillas palidas y blancas.

Por otra parte Clinton® afirma que las bacterias gram positivas en el agua de mar,
parecen estar limitadas a habitats protegidos, como son, los sedimentos, donde
existe una alta concentracion de materia organica.

Esta afirmacion se demostrd, en los ensayos realizados al agua de mar en la zona
de bombeo, donde no hubo crecimiento de bacterias gram positivas, ya que la

% NE'DER, Maria de Lourdes. Determinacion de los principales tipos de bacterias que afectan el
cultivo de larvas de Penaeus vannamei, en sus diferentes estadios larvales. Guayaquil, 1989, p.
70- 71- 72- 73- 74- 75- 76- 77. Trabajo de grado (Ingeniero Acuacultor). Escuela Superior
Politécnica del Litoral. Facultad de Ingenieria Maritima y Ciencias del Mar.

% BERTHE, Frank et al. Nuevo concepto de la bacteriologia de las crias larvarias: Estructura y
dinamica de las poblaciones bacterianas. En Congreso Ecuatoriano de Acuacultura. (10. : 1992 :
Guayaquil). Memorias del | Congreso Ecuatoriano de Acuacultura. Guayaquil : Escuela Superior
Politécnica del Litoral, 1992. 199 p.

2 CARVACA, Fernando. Op. Cit., 15 p.

% CLINTON, Dawes. Botanica Marina. México D.F: Noriega — LIMUSA,1986. 642 p.



muestra fue tomada en la superficie, cerca de la tuberia de succién, donde no hay
oleaje fuerte, por lo tanto la sedimentacién es menor.

Retomando lo afrmado por Clinton, tanto en el agua de los tanques como en la
cisterna, masivo de algas y agua de los nauplios, la presencia del género
Staphylococcus spp., se debe a la alta de concentracidon de materia organica,
representada en excremento de las larvas y alimento no consumido.

6.2 UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC) EN EL LABORATORIO
AQUALAB

Para el conteo de las colonias formadas en el medio Plate Count agar, se tuvo en
cuenta la tabla para el recuento de colonias (ver Anexo H).

Cuadro 13. Medio Plate Count para determinar unidades formadoras de
colonias (UFC), Tanque 23. Laboratorio Aqualab.

FECHA MUESTRA | DILUCION | PROMEDIO DE UFC/ml

MUESTREO de mesofilos aerobios
4-Oct-04 Antes de la 107 50 x 10’
siembra
4-Oct-04 Después de la 107 61 x 10’
siembra
9-Oct-04 Superficie 10 11 x 10°
9-Oct-04 Fondo 107 34 x 10?
15-Oct-04 Superficie
Antes de 10 60 x 10"
Transferencia
15-Oct-04 Fondo
Antes de 10" 95 x 10'

Transferencia
15-Oct-04 Superficie

después de 10 69 x 10’
transferencia

15-Oct-04 Fondo
después de 10 71 x 10°
transferencia

20-Oct-04 Superficie 107 13 x 102

20-Oct-04 Fondo 10" 89 x 10"




Cuadro 14. Medio Plate Count para determinar unidades formadoras de
colonias (UFC). Tanque 24. Laboratorio Aqualab.

FECHA MUESTRA | DILUCION | PROMEDIO DE UFC/ml
MUESTREO de mesofilos aerobios
4-Oct-04 Antes de la 10 42 x 10’
siembra
4-Oct-04 | Después de la 10 58 x 10°
siembra
9-Oct-04 Superficie 10 17 x 102
9-Oct-04 Fondo 102 21 x 10’
15-Oct-04 Superficie
Antes de 10 45 x 10’
transferencia
15-Oct-04 Fondo
Antes de 10 98 x 10'
transferencia
15-Oct-04 Superficie
Después de 107 54 x 10"
transferencia
15-Oct-04 Fondo
Después de 10" 62 x 10’
transferencia
20-Oct-04 Superficie 107 12 x 10°
20-Oct-04 Fondo 10 89 x 10’

Cuadro 15. Medio Plate Count para determinar unidades formadoras de
colonias (UFC). Tanque 29. Laboratorio Aqualab.

FECHA MUESTRA | DILUCION | PROMEDIO DE UFC/ml
MUESTREO de mesofilos aerobios
4-Oct-04 | Antes de la 10 42 x 10’
siembra
4-Oct-04 | Después de 10 53 x 10'
la siembra
9-Oct-04 Superficie 10 12 x 10°




9-Oct-04 Fondo 10 57 x 10°
15-Oct-04 Superficie
Antes de 107" 69 x 10’
transferencia
15-Oct-04 Fondo
Antes de 10 95 x 10°
transferencia
15-Oct-04 Superficie
Después de 10 64 x 10’
transferencia
15-Oct-04 Fondo
Después de 10™ 78 x 10°
transferencia
20-Oct-04 | Superficie 10 87 x 10'
20-Oct-04 Fondo 10 10 x 102

Continuacion cuadro 15

Cuadro 16. medio Plate Count para determinar unidades formadoras de
colonias (UFC). Tanque 30. Laboratorio Aqualab.

FECHA MUESTRA | DILUCION | PROMEDIO DE UFC/ml

MUESTREO de mesofilos aerobios
4-Oct-04 | Antesdela 10 68 x 10"
siembra
4-Oct-04 | Después de 10 81 x 10’
la siembra
9-Oct-04 Superficie 102 12 x 102
9-Oct-04 Fondo 10 45 x 10’
15-Oct-04 Superficie
Antes de 10 50 x 10°
transferencia
15-Oct-04 Fondo
Antes de 107" 98 x 10°

transferencia
15-Oct-04 Superficie

Después de 10" 58 x 10"
transferencia

15-Oct-04 Fondo
Después de 10" 79 x 10’

transferencia




20-Oct-04 Superficie 10 60 x 10"

20-Oct-04 Fondo 107" 10 x 102
24-Oct-04 | Superficie 107 18 x 102
24-Oct-04 Fondo 107 11 x 102

Continuacion cuadro 16

En cuanto al comportamiento presentado por las colonias para los tanques
evaluados, los contajes totales de (UFC/ml.) fueron similares, presentandose
inicialmente valores bajos, para el dia uno, ya que el primer muestreo de agua,
se hizo antes de la siembra de los nauplios, a un volumen de 9 toneladas,
incrementandose levemente en la muestra tomada después de la siembra, a esto
se suma, el periodo de secado y desinfeccion que se somete a los tanques y en
general al laboratorio, con el fin de evitar focos de contaminacién; estos valores se
incrementan notoriamente en el dia dos de muestreo, lo que equivale al paso del
estadio zoea lll al estadio mysis | en la corrida.

Hasta este periodo a los tanques se les incrementa un porcentaje de agua diario
hasta completar 13 toneladas, que es el volumen maximo de agua; esto se hace
con el fin de disminuir la materia organica que se forma en el tanque, producto de
los deshechos de las larvas, las cuales se alimentan de forma exégena desde que
mudan del estadio nauplio v a zoea |, y por el alimento que diariamente se
suministra y no es evacuado del tanque.

Posteriormente se hace recambios diarios de agua (bajando de 3 a 4 toneladas e
incrementando la misma cantidad, con agua de mar y dulce e inoculando
volumenes de algas), esto hace que los valores de UFC/ml. disminuyan para el dia
tres de muestreo, que es cuando se realiza la transferencia de los animales; por
ultimo estos valores incrementa moderadamente para los dias cuatro y cinco de
muestreo, proximos a la cosecha de las larvas, esto se debe a que los animales
demandan cantidades mayores de alimento, ya que se encuentran en etapa de
desarrollo y a su vez el porcentaje de deshechos es mayor, aumentando asi los
focos de contaminacion en el tanque.

Ne’der®* reporta que, los contajes totales de UFC/ml en el agua de los tanques,
son inicialmente muy bajos, y presentan un incremento en los dias cinco y seis de
la corrida, que corresponde al paso de zoea Ill a mysis |, disminuyendo luego el
dia siete de la corrida, para empezar nuevamente a incrementarse, a partir de este

% NE'DER, Maria de Lourdes. Op. Cit., p. 77- 78.



dia, significativamente desde el dia diez, y presentando un pico el dia catorce, una
disminucién en el dia quince y nuevamente un incremento.

De acuerdo con lo reportado por este autor, se pude afirmar que los datos
reportados en la investigacion concuerdan claramente con los datos del autor
mencionado.

Segln el estudio realizado en Colombia por Berthe® la evolucion de la flora
bacteriana total, encontrada en los tanques de larvicultura en la costa Pacifica, la
cantidad de bacterias aumenta lenta y regularmente entre los dias uno y cuatro de
la corrida, aumenta rapidamente entre los dias cuatro y cinco de corrida, luego el
nivel bacteriano se estabiliza hasta el dia trece de corrida. En todos los tanques
monitoreados, la flora bacteriana actua de manera sincrénica. Este reporte
presenta una similitud con lo encontrado en lo tanques evaluados. (ver Anexo 1y
2)

6.3 SOBREVIVENCIA LARVAL SEGUN CANTIDAD DE MICROORGANISMOS
EN EL LABORATORIO AQUALAB

En el laboratorio, la sobrevivencia larval, es evaluada en dos periodos de la
corrida, el primero se realiza en la transferencia y el segundo en la cosecha. Con
respecto a la carga bacteriana, se evaludé los microorganismos encontrados por
cada periodo, de acuerdo a como se maneja la sobrevivencia larval. (Ver Anexo P)

Cuadro 17. Sobrevivencia larval segun cantidad de microorganismos.
Tanque 23

ESPECIES PERIODO EVALUADO POR CORRIDA
ENCONTRADAS POR | % Siembra a |%Transferencia| % sobrevivencia | % sobrevivencia
PERIODO Transferencia| a cosecha larval (SaT) larval (T a C)
Vibrio tubiashii 30 25
Vibrio
parahaemolitycus 3,33
Vibrio alginolyticus 3,33 o o
Vibrio fischeri 26,67 25 79 % 71.9 %
Vibrio anguillarum 13,33 12,5
Vibrio damsela 12,5
Staphylococcus
spp. 16,67 12,5

% BERTHE, Frank et al. Op. Cit., 199 p.



Streptococcus spp.

6,67 12,5

El Cuadro 17, muestra que en el periodo de siembra a transferencia, el porcentaje
de sobrevivencia larval fue de 79 %; con respecto a los microorganismos, los mas
representativos fueron: V. tubiashii (30 %), V. fischeri (26.67 %) y V. anguillarum
(13.33 %), para el primer periodo; en la segunda fase de transferencia a cosecha,
la sobrevivencia fue del 71.9 % y los microorganismos mas representativos fueron
V. tubiashii y V. fischeri con el 25 % cada uno.

En el primer periodo se presenté una mortalidad de 21 % y en el segundo periodo
de 28.1 % disminuyendo en un 7.1 % desde la transferencia hasta la cosecha,
siendo este un porcentaje bajo dentro del cultivo: Sin embargo, los porcentajes de
los microorganismos en los dos periodos no disminuyeron drasticamente, aunque
dos especies no reaparecieron, se presentd una nueva especie (V. damsela) con
un porcentaje considerable (12.5 %), pese a esto la mortalidad no fue significativa.

Cuadro 18. Sobrevivencia larval segun cantidad de microorganismos.
Tanque 24

ESPECIES PERIODO EVALUADO POR CORRIDA
ENCONTRADAS POR | % Siembra a |%Transferencia|% sobrevivencia| % sobrevivencia
PERIODO Transferencia| a cosecha larval (SaT) larval (T a C)
Vibrio tubiashii 9,09 23,08
Vibrio alginolyticus
18,18 15,38
Vibrio fischeri
_ _ 12,12 771 % 70 %
Vibrio anguillarum 7,69
Vibrio damsela 6,06
Vibrio vulnificus 21,21
Aeromona sp 3,03 7,69
Staphylococcus spp.
21,21 30,77
Streptococcus spp.
9,09 15,38

El Cuadro 18, muestra que en el periodo de siembra a transferencia, el porcentaje
de sobrevivencia larval fue de 77.1 %; con respecto a los microorganismos, los
mas representativos fueron: V. vulnificus (21.21 %) y V. alginolyticus (18.18 %),
para el primer periodo; en la segunda fase de transferencia a cosecha, la
sobrevivencia fue del 70 % y los microorganismos mas representativos fueron V.
tubiashii (23.08 %)y V.alginolyticus con el 15.38 %.



En el primer periodo se presentd una mortalidad de 22.9 % y en el segundo
periodo de 30 % disminuyendo en un 7.1 % desde la transferencia hasta la
cosecha, siendo este un porcentaje bajo dentro del cultivo: Sin embargo, los
porcentajes de los microorganismos en los dos periodos no disminuyeron
drasticamente, aunque tres especies no reaparecieron, se presentd una nueva
especie (V. anguillarum), pese a esto la mortalidad no fue significativa.

Cuadro 19. Sobrevivencia larval segun cantidad de microorganismos.
Tanque 29

ESPECIES PERIODO EVALUADO POR CORRIDA
ENCONTRADAS POR | % Siembra a |%Transferencia| % sobrevivencia | % sobrevivencia
PERIODO Transferencia| a cosecha larval (SaT) larval (T a C)
Vibrio tubiashii 10,34 60
Vibrio alginolyticus
10,34
Vibrio fischeri 80.6 % 78.7 %
37,93
Vibrio harveyi 13,79 20
Staphylococcus spp. 20,69 20
Streptococcus spp. 6,90

El Cuadro 19, muestra que en el periodo de siembra a transferencia, el porcentaje
de sobrevivencia larval fue de 80.6 %; con respecto a los microorganismos, los
mas representativos fueron: V. fischeri (37.93 %), V. tubiashii y V. alginolyticus
con el 10.34 % cada uno, para el primer periodo; en la segunda fase de
transferencia a cosecha, la sobrevivencia fue del 78.7 % y el microorganismo
representativo fue V. tubiashii (60 %).

En el primer periodo se presentdé una mortalidad de 19.4 % y en el segundo
periodo de 21.3 % disminuyendo en un 1.9 % desde la transferencia hasta la
cosecha, siendo este un porcentaje minimo dentro del cultivo: Sin embargo, los
porcentajes de los microorganismos en los dos periodos incrementaron
drasticamente, aunque dos especies no reaparecieron, pese a esto la mortalidad
no fue representativa.



Cuadro 20. Sobrevivencia larval segun cantidad de microorganismos.
Tanque 30

ESPECIES PERIODO EVALUADO POR CORRIDA
ENCONTRADAS POR| % Siembra a |%Transferencia| % sobrevivencia | % sobrevivencia
PERIODO Transferencia| a cosecha larval (SaT) larval (T a C)
Vibrio tubiashii 12,12 21,43
Vibrio alginolyticus
21,21 14,29
Vibrio anguillarum
9,09
Vibrio damsela 3,03 7,14 o o
Vibrio vulnificus 12,12 17,86 79.7 % 76.7 %
Vibrio hollisae 3,03 7,14
Vibrio campbelli 3,03
Vibrio furnissii 3,03
Staphylococcus spp. 24,24 25
Streptococcus spp. 9,09 7,14

El Cuadro 20, muestra que en el periodo de siembra a transferencia, el porcentaje
de sobrevivencia larval fue de 79.9 %; con respecto a los microorganismos, los
mas representativos fueron: V. alginolyticus (21.21 %), V. tubiashii y V. vulnificus
con el 12.12 % cada uno, para el primer periodo; en la segunda fase de
transferencia a cosecha, la sobrevivencia fue del 76.7 % y los microorganismos
mas representativos fueron: V. tubiashii (21.43 %), V. vulnificus (17.86 %) y V.
alginolyticus (14.29.)

En el primer periodo se presentd una mortalidad de 20.3 % y en el segundo
periodo de 23.3 % disminuyendo en un 3 % desde la transferencia hasta la
cosecha, siendo este un porcentaje minimo dentro del cultivo: Sin embargo, los
porcentajes de los microorganismos en los dos periodos incrementaron a
excepcion del V. alginolyticus que disminuyo, aunque tres especies no
reaparecieron, pese a esto la mortalidad no fue representativa.

6.4 GENERO Y ESPECIES ENCONTRADAS EN EL LABORATORIO JOHN
WILLIAM

Los resultados obtenidos para esta variable, se evaluaron inicialmente de acuerdo
a la morfologia de las colonias (ver figura 1) encontradas por cada tanque
muestreado: Tanque 7 (ver anexo K) y tanque 21 (ver anexo M).



Para la identificacion de |la especie bacteriana se realizd pruebas bioquimicas y se
interpreté de la misma forma que el Laboratorio Aqualab, de acuerdo a los
manuales de Concepto Azul y Bergey's Manual of Sistematic Bacteriology:
Tanque 7 (ver anexo P), y tanque 21 (ver anexo Q).

Identificadas las especies, se evalud en porcentaje a cada una, de acuerdo a la
frecuencia con que aparecian en cada tanque analizado, en el masivo de algas y
en el agua de los nauplios previo a ser sembrados.

Cuadro 21. Porcentaje por microorganismo encontrado en el tanque 7.
Laboratorio John William

Microorganismo Cantidad total encontrada de Porcentaje (%)
microorganismos
Vibrio alginolyticus 6 13,64
Vibrio tubiashii 7 15,91
Vibrio vulnificus 3 6,82
Vibrio hollisae 7 15,91
Vibrio damsela 7 15,91
Staphylococcus spp 11 25,00
Streptococcus spp 3 6,82
Total de especies 44 100 %

El Cuadro 21, muestra que el género predominante es el Vibrio 68.18 % vy las
especies mas frecuentes en este tanque fueron: Vibrio tubiashii, Vibrio hollisae y
Vibrio damsela, cada una con el 15.91 % y en segundo lugar estan el Vibrio
alginolyticus con el 13.64 %. Para las bacterias Gram-positivas, los
Staphylococcus spp. se presentaron el mayor porcentaje (25 %). La interpretacion
de los datos se puede ver en la Figura 39 .

Cuadro 22. Porcentaje por microorganismo encontrado en el tanque 21.
Laboratorio John William

Microorganismo Cantidad total encontrada de Porcentaje (%)
microorganismos
Vibrio tubiashii 9 19,15
Vibrio vulnificus 5 10,64
Vibrio damsela 10 21,28
Vibrio alginolyticus 6 12,77
Vibrio furnissii 2 4,26
Vibrio fischeri 2 4,26
Staphylococcus spp. 11 23,40




Streptococcus spp. 2 4,26

Total de especies 47 100 %

El Cuadro 22, muestra como el género predominante es el Vibrio 72.34 % y las
especies mas frecuentes en este tanque fueron el Vibrio damsela (21.28 %), y
Vibrio tubiashii (19.15 %) y Vibrio alginolyticus (12.77 %). Para las bacterias
Gram-positivas, los Staphylococcus spp. se presentaron el mayor porcentaje
(23.40 %). La interpretacion de los datos se puede ver en la Figura 40.

Figura 39. Porcentaje de microorganismos en el tanque 7. Laboratorio John
William
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Cuadro 23. Porcentaje por microorganismo encontrado en el agua de los
nauplios de los Laboratorios de Maduraciéon Macrobio y Centinela previo a la
siembra en el Laboratorio John William.

Microorganismo Cantidad total encontrada de Porcentaje (%)
microorganismos
Vibrio alginolyticus 2 20
Vibrio vulnificus 2 20
Vibrio tubiashii 2 20
Vibrio damsela 1 10
Staphylococcus spp. 2 20




Streptococcus spp.

1

10

Total de especies

10

100 %

El Cuadro 23, muestra como el género predominante es el Vibrio 70 % y las
especies mas frecuentes fueron el Vibrio alginolyticus Vibrio vulnificus y Vibrio
tubiashii, con el 20 % cada uno. Para las bacterias gram-positivas, los
Staphylococcus spp. se presentaron el mayor porcentaje (20 %). La interpretacion
de los datos se puede ver en la Figura 41.

Figura 40. Porcentaje de microorganismos en el tanque 21. Laboratorio John

William.
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Cuadro 24. Porcentaje por microorganismo encontrado en el agua del
masivo de algas en el Laboratorio John William.

Microorganismo

Cantidad total encontrada de
microorganismos

Porcentaje (%)

Vibrio alginolyticus 3 13,64
Vibrio vulnificus 2 9,09
Vibrio damsela 5 22,73
Vibrio tubiashii 3 13,64
Vibrio furnissi 1 4,55




Vibrio anguillarum 1 455

Staphylococcus spp. 4 18,18
Streptococcus spp. 3 13,64
Total de especies 22 100 %

El Cuadro 24, muestra como el género predominante es el Vibrio 68.18 %y las
especies mas frecuentes fueron el Vibrio damsela con 22.73 % seguido de los
Vibrio alginolyticus y Vibrio tubiashii, con 13.64 % cada uno. Para las bacterias
Gram-positivas, los Staphylococcus spp. se presentaron el mayor porcentaje con
el 13.64 %. La interpretacion de los datos se puede ver en la Figura 42.

Figura 41. Porcentaje de microorganismos encontrados en el agua de los
nauplios de los Laboratorios de Maduracién Macrobio y Centinela previo a la
siembra en el Laboratorio John William.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en los muestreos de los tanques del
Laboratorio John William, el Vibrio damsela (19.10 %), Vibrio tubiashii (17. 98 %)y
Vibrio alginolyticus (13.48 %), son las especies que se presentan con mayor
frecuencia en los tanques evaluados, es necesario destacar la presencia del Vibrio
hollisae (7.87 %), identificado en el tanque 7, la cual se habia hecho presente en




baja cantidad en anteriores muestreos, especificamente en el tanque 30 del
laboratorio Aqualab. (Ver Figura 43).

Segun Soluap® afirma que las bacterias gram negativas, predominan en el
ambiente marino y usualmente constituyen la mayoria de las bacterias que
normalmente se presentan, en la microflora asociada a los camarones silvestres y
de cultivo. En la investigacion planteada, se pudo comprobar dicha afirmacion.
(Ver Figura 44).

Figura 42. Porcentaje por microorganismo encontrado en el agua del masivo
de algas previo a la siembra en el Laboratorio John William.
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Seglin Montafio®® las bacterias Gram negativas, son mayoritarias, en los
ambientes marinos y regularmente, constituyen la mayor parte de la flora intestinal
de los crustaceos. Un gran numero de bacterias han sido implicadas como
causantes de enfermedad y mortalidad, en peneidos cultivados, especialmente en
estadios de larvas, postlarvas y juveniles. Este mismo autor aseguré que entre las
bacterias gram negativas que causan enfermedades en crustdceos marinos,
predominan los miembros de la familia Vibrionaceae, principalmente el Vibrio spp.

Tomando la investigacion realizada como rutina de laboratorios de larvas de P.
Vannamei, hecha por Siabichay67 identifico bioquimicamente 266 cepas de las
cuales el V. tubiashii, representaron el 35 %, V. vulnificus 21.7 %, el 13.3 % lo
constituye el V. damsela y el 5 % el V. hollisae.

De acuerdo a los datos obtenidos por el autor anteriormente mencionado, el V.
tubiashii, es la especie mas representativa en los tanques muestreados, lo que
concuerda con los datos obtenidos en el laboratorio John William. Por otra parte,
retomando los datos del mismo autor, el Vibrio damsela tiene una representacion
similar a los datos obtenidos en John William. Con respecto al Vibrio hollisae, se
encontrd un diferencia con el autor, ya que esta especie represento el 15.38 %,
manifestandose en los muestreos hachos a uno de los tanques evaluados.

% MONTARNO, John. Op. Cit., 4 p.

7 SIABICHAY, Kléber. Aplicaciéon de nuevas técnicas para el requerimiento bacteriolégico en un
laboratorio de larvas de camardén. Guayaquil, 1997, p 49 - 50. Trabajo de grado (Ingeniero
Acuacultor). Escuela Superior Politécnica del Litoral. Facultad de Ingenieria Maritima y Ciencias del
Mar.



Figura 43. Porcentaje de microorganismos totales encontrados en los
tanques de larvicultura en el Laboratorio John William.
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Figura 44. Porcentaje de microorganismos Gram negativos y Gram positivos
en los tanques de larvicultura del Laboratorio John William
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Con respecto a las bacterias Gram positivas, los resultados obtenidos muestran al
género Staphylococcus spp, como el microorganismo que mas prevalecié a
diferencia del Streptococcus spp.

De acuerdo a Soluap® las bacterias gram positivas como Myccobacterium
marinum y ocasionalmente Micrococcus, se reportan como agentes etioldgicos en
camarones marino. La mayoria de estos microorganismos, también forman parte
de la microflora normal de las larvas de camaron.

6.5 UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC/ml.) EN EL
LABORATORIO JOHN WILLIAM

Para el conteo de las colonias formadas en el medio Plate Count agar, se tuvo en
cuenta la tabla para el recuento de colonias (ver Anexo H).

Cuadro 25. Medio Plate Count para determinar unidades formadoras de colonias
(UFC). Tanque 7. Laboratorio John William

FECHA MUESTRA | DILUCION PROMEDIO DE
MUESTREO UFC/ml. de
mesofilos aerobios
3-Dic-04 Antes de la 107 5x 10’
siembra

% SOLUAP, Ener. Op. Cit., 162 p.



8-Dic-04 Superficie 107 92 x 10'

8-Dic-04 Fondo 65 x 10'
13-Dic-04 Superficie 107 40 x 10°
13-Dic-04 Fondo 107" 13 x 10°
18-Dic-04 Superficie
Antes de 1072 51 x 10°
transferencia
18-Dic-04 Fondo
Antes de 1072 84 x 10'
transferencia
21-Dic-04 Superficie 1073 74 x 10"
21-Dic-04 Fondo 1073 19 x 10

Continuacion cuadro 25

Cuadro 26. Medio Plate Count para determinar unidades formadoras de
colonias (UFC). Tanque 21. Laboratorio John William

FECHA MUESTRA | DILUCION PROMEDIO DE

MUESTREO UFC/ml de
mesofilos aerobios
3-Dic-04 Antes de la 10 3x10’
siembra
8-Dic-04 Superficie 10" 22 x 102
8-Dic-04 Fondo 10 41 x 10'
13-Dic-04 Superficie 10" 11 x 10°
13-Dic-04 Fondo 10 25 x 10?
18-Dic-04 Superficie
antes de 107 14 x 10?
transferencia
18-Dic-04 Fondo
Antes de 102 18 x 102
transferencia
23-Dic-04 Superficie 107 15 x 10°

23-Dic-04 Fondo 1073 19 x 10°




Con relacion al comportamiento presentado por las colonias para los tanques
evaluados, los contajes totales de (UFC/ml.) son similares, presentandose
inicialmente valores bajos, para el dia uno, incrementando paulatinamente en el
dia dos, para presentarse un pico maximo y significativo de colonias en el dia tres,
posteriormente, presenta un descenso en el dia cuatro, finalizando con un
incremento moderado en dia cinco previo a la cosecha.

Con respecto al manejo, los tanques se trabajan a un volumen total de 18
toneladas, iniciando con un volumen de 10 toneladas para la siembra,
posteriormente se llena los tanques cada dia (2 a 3 toneladas diarias con agua de
mar, agua dulce y algas), hasta completar el volumen final (18 toneladas), sin
hacer recambios de agua; una vez llega al volumen a trabajar diariamente se hace
recambios de agua (3 a 4 toneladas entre agua de mar, dulce y algas), hasta que
se realice la cosecha de las larvas. (Ver Anexo 3y 4)

6.6 SOBREVIVENCIA LARVAL SEGUN CANTIDAD DE MICROORGANISMOS
EN EL LABORATORIO JOHN WILLIAM

En el laboratorio, la sobrevivencia larval, es evaluada en dos periodos de la
corrida, el primero se realiza en la transferencia y el segundo en la cosecha. Con
respecto a la carga bacteriana, se evalud los microorganismos encontrados por
cada periodo, de acuerdo a como se maneja la sobrevivencia larval. (Ver Anexo U)

Cuadro 27. Sobrevivencia larval segun cantidad de microorganismos.
Tanque 7

ESPECIES PERIODO EVALUADO POR CORRIDA
ENCONTRADAS POR| % Siembra a |%Transferencia| % sobrevivencia | % sobrevivencia

PERIODO Transferencia| a cosecha larval (SaT) larval (T a C)
Vibrio tubiashii 17,39 15
Vibrio alginolyticus 870 15
Vibrio damsela

17,39 15 65 % 57 %

Vibrio vulnificus 8,70 5
Vibrio hollisae 17,39 15
Staphylococcus spp. 26,09 25
Streptococcus spp. 4,35 10

El Cuadro 27, muestra que en el periodo de siembra a transferencia, el porcentaje
de sobrevivencia larval fue de 65 %; con respecto a los microorganismos, los mas
representativos fueron: V. tubiashii, V. damsela y V. hollisae con el 17.39 % cada




uno, para el primer periodo; en la segunda fase de transferencia a cosecha, la
sobrevivencia fue del 57 % y los microorganismos representativos fueron V.
tubiashii, V. alginolyticus, V. damsela y V. hollisae representando el 15 % cada
uno.

En el primer periodo se presenté una mortalidad de 35 % y en el segundo periodo
de 43 % disminuyendo en un 8 % desde la transferencia hasta la cosecha, siendo
este un porcentaje minimo dentro del cultivo; sin embargo en el primer periodo el
porcentaje de mortalidad fue elevado, ya que el primer estadio larval (zoea) es
vulnerable a cambios en las condiciones que se puedan presentar en el medio.
Los porcentajes de los microorganismos en los dos periodos no disminuyeron,
incrementandose en algunas especies como: V alginolyticus y V. hollisae.
Evaluando los altos porcentajes de mortalidad se puede decir que hay una
influencia bacteriana por la ausencia del probiotico.

Cuadro 28. Sobrevivencia larval segun cantidad de microorganismos.
Tanque 21

ESPECIES PERIODO EVALUADO POR CORRIDA
ENCONTRADAS POR| % Siembra a |%Transferencia| % sobrevivencia | % sobrevivencia

PERIODO Transferencia| a cosecha larval (SaT) larval (T a C)
Vibrio tubiashii 19,05 19,23
Vibrio alginolyticus 1429 11,54
Vibrio fischeri

7,69 62 % 52 %

Vibrio damsela 23,81 19,23
Vibrio vulnificus 14,29 7,69
Vibrio furnissii 7,69
Staphylococcus spp. 23,81 23,08
Streptococcus spp. 4,76 3,85

El Cuadro 28, muestra que en el periodo de siembra a transferencia, el porcentaje
de sobrevivencia larval fue de 62 %; con respecto a los microorganismos, los mas
representativos fueron: V. tubiashii (19.05 %), y V. damsela (19.23 %), para el
primer periodo; en la segunda fase de transferencia a cosecha, la sobrevivencia
fue del 52 % y los microorganismos representativos fueron V. tubiashii (19.23 %),
V. alginolyticus (11.54 %), V. damsela (19.23 %).

En el primer periodo se presentdé una mortalidad de 38 % el cual fue elevado, ya
que el primer estadio larval (zoea) es vulnerable a cambios en las condiciones que
se puedan presentar en el medio, y en el segundo periodo el porcentaje de



mortalidad fue de 48 %, disminuyendo en un 10 % desde la transferencia hasta la
cosecha, siendo este un porcentaje minimo dentro del cultivo. Los porcentajes de
los microorganismos en los dos periodos disminuyeron levemente excepto para el
V. alginolyticus, con un incremento minimo. Los altos porcentajes de mortalidad se
puede decir que se deben a una influencia bacteriana por la ausencia del
probiotico.

De acuerdo con Siabichay® los Vibrios son los agentes bacterianos mas
importantes conocidos, se convierten en patdogenos oportunistas cuando las
condiciones de cultivo favorecen su crecimiento. Tal es el caso de bacterias
inocuas, que pueden volverse dafiinas, cuando las condiciones del medio
favorecen su propagacién de forma excesiva.

Segun Soluap’® mortalidades larvales importantes a nivel de hatchery, se
encuentran asociadas con Vibrio marinos. La vibriosis es una enfermedad, que se
reporto primero en Ecuador en 1988, afectando a larvas y postlarvas de camarén.
Las cepas de Vibrio aisladas en los laboratorios afectados incluyen en su orden de
frecuencia de aislamiento: Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio
alginolyticus y Vibrio damsela.

De acuerdo al mismo autor71, las especies de Vibrio asociadas a infecciones de
especies marinas son: Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio
alginolyticus y Vibrio algosus. Tienen la propiedad de afectar todos los estadios de
desarrollo del camardn, provocando rangos de mortalidades variables que
dependen del sitio u 6rgano infectado, de tal forma que si la infeccion es localizada
en la cuticula, el rango de mortalidad es bajo, mientras que en infecciones internas
o sistémicas, las mortalidades son del 100 %, a las 24 horas de aparecer la
infeccion.

% SIABICHAY, Kléber. Op. Cit., 1 p.
" SOLUAP, Ener. Op. Cit., 163 p.

" Ibid., 163 p.



7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 CONCLUSIONES

Para el Laboratorio Aqualab se determind que las bacterias Gram negativas
constituyen el porcentaje mas alto (70.4%) frente a las Gram positivas (29.60%).

Para el Laboratorio John William el 69.66% corresponde a bacterias Gram
negativas, siendo el mas representativo; y el 30.34% lo conforma las bacterias
Gram positivas.

Dentro de los microorganismos Gram negativos presenten en el agua de los
tanques del Laboratorio Aqualab, el género mas frecuente encontrado lo
constituye el Vibrio spp. (64.15 %) frente a (1.26 %) de Aeromonas spp. Las
especies de Vibrio mas representativas fueron V. tubiashii. (20.75%), V. fischeri
(15.72%), V. alginolyticus (12.58%).

Con respecto a los microorganismos Gram positivos el género mas frecuente
encontrado para el Laboratorio Aqualab es el Staphylococcus spp (24.53%) frente
a Streptococcus (10.6%).

En el agua de los tanques del Laboratorio John William el género mas
representativo es el Vibrio spp. (69.6%), y las especies de éste mas
frecuentemente encontradas fueron: V. tubiashii (17.98%), V. damsela (19.10%) y
V.alginolyticus (13.48%),

Para bacterias Gram positivas el mayor porcentaje lo constituye los
Staphylococcus spp. (24.72%) y un menor porcentaje lo representa el género
Streptococcus spp. (5.62%).

La biomasa bacteriana (UFC/ml.) presentada en los tanques evaluados en el
laboratorio Aqualab, fue similar, presentandose un incremento de crecimiento
inicial con valores bajos, siendo el valor mas bajos 42 x 10", para los tanques 24 y
29, incrementandose levemente en la muestra tomada después de la siembra,
hasta alcanza su pico mas alto en el dia dos de muestreo, donde el valor mas alto
fue 11 x 10°, para el tanque 23, disminuyendo para el dia tres e incrementandose
moderadamente para los dias cuatro y cinco de muestreo préximos al dia de
cosecha de las larvas.



La misma situacion presentaron las colonias del laboratorio John William,
diferenciandose en la biomasa (UFC/ml.), donde los valores fueron mas altos en
relacién al Laboratorio Aqualab, siendo el valor mas bajo 3 x 10" en el tanque 21,
el dia uno y el mas alto 65 x 10" en el tanque 7, el dia dos. El aumento de la
biomasa bacteriana coincidié con la ausencia de probiotico en los tanques
facilitados para la investigacion.

Los porcentajes de sobrevivencia larval en el Laboratorio Aqualab representan un
margen normal, segun el plan de manejo de la division de laboratorios de la
empresa Expalsa, los porcentajes de sobrevivencia larval, deben ser superiores al
60 %, vy el laboratorio presenté un porcentaje de 74.33 % en promedio de los
cuatro tanques evaluados, cumpliendo con lo determinado por la empresa.

Los porcentajes de sobrevivencia larval, en los tanques evaluados en Laboratorio
John William, son menores al porcentaje que maneja la division, en comparacion
con el Laboratorio Aqualab, estos fueron inferiores, presentandose un porcentaje
de 54.5 en promedio para los dos tanques evaluados, lo que coincide con la no
incorporacion del probiotico a los tanques que fuero permitidos evaluar con esta
condicion.

Las especies bacterianas, encontradas en los tanques del laboratorio Aqualab,
relacionadas con la patogenicidad en larvas de camaron fueron: Vibrio harveyi con
el 0.63 %, Vibrio parahaemolitycus con el 1.26 %, Vibrio anguillarum con el 5.03 %
y Vibrio alginolyticus con el 12.58 %.

En el laboratorio John William, se presentaron las siguientes especies
relacionadas con la patogenicidad en larvas: Vibrio vulnificus con el 8.99 % y
Vibrio alginolyticus con el 13.48 %.



7.2 RECOMENDACIONES

En los ultimos afos el uso de probidticos en Camaronicultura es totalmente
amplio, en lo que ha la bacteria se refiere no se conoce si son realmente
probioticas, ni las condiciones 6ptimas para su cultivo y formas de utilizacion; es
por esto que surge la imperiosa necesidad de realizar estudios que demuestren la
caracterizacion de las cepas y el mecanismo de posible accion.

Realizar un seguimiento microbiolégico de todo el sistema de produccién (masivos
de algas, cisternas, agua de mar, agua de los nauplios a sembrar) para determinar
las posibles fuentes de contaminacion y tener un control de estas antes de su
incorporacion a los tanques.

Para determinar el tipo de especies es recomendable utilizar los criterios de
referencia del Manual de Bergey’s (Manual of Sistematic Bacteriology) y las tablas
usadas por Concepto Azul para una identificacion mas precisa y confiable de los
resultados.

Realizar analisis periédicos de los cultivos y las posibles fuentes de
contaminacion, ayudan a tener un control de las enfermedades mediante el
diagnostico de las cepas patdgenas antes de presentarse los sintomas de la
enfermedad.

Incentivar a futuros profesionales a continuar con este tipo de investigaciones y a
su vez, en los laboratorios de la Region, promover la realizacion de controles
microbioldgicos, ya que las enfermedades de etiologia bacteriana son una de las
causas de mortalidad en la produccion larval y de Camarén en cautiverio.
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ANEXOS



Anexo A. Control parametros del agua por tanque a evaluar. Laboratorio
Aqualab

TANQUE: 23
Fecha Temperatura Salinidad

AM PM %o

4 —0Oct-04 31 32.8 34
5—-0Oct-04 33 33.3 34
6—0Oct—04| 33.5 33.5 30
7—0ct—04| 33.6 34 28
8—0Oct—04| 337 33.7 30
9—-0Oct—04] 33.9 33.6 30
10-Oct-04| 33.5 32.6 30
11 —-0Oct-04| 33.7 34 34
12 — Oct - 04 34 34 34
13-Oct-04| 33.8 34 34
14 -Oct—-04| 33.9 33 34
15— Oct — 04 32 32.8 34
16 —Oct—-04| 32.2 32 34
17— Oct—- 04| Trans 33 34
18 —Oct—-04| 32.8 32.2 34
19 — Oct — 04 32 31.8 34
20—0Oct—-04| 31.8 31.5 34
21-0ct—-04| 325 31.9 32




Anexo B. Control parametros del agua por tanque a evaluar. Laboratorio
Aqualab

TANQUE: 24
Fecha Temperatura °C Salinidad

AM PM Yoo

4 — Oct - 04 31 33 34
5—0ct-04 33.8 33 34
6 — Oct — 04 33.4 34.6 30
7 —0Oct—-04 33.8 33.7 28
8 — Oct - 04 33.8 33.5 30
9—Oct-04 33.4 32.7 30
10 — Oct — 04 33.7 34 30
11— Oct - 04 33.9 34 34
12 — Oct— 04 33.8 34 34
13— Oct - 04 34 32 34
14 — Oct — 04 Trans 31.2 34
15— Oct — 04 32 32.2 34
16 — Oct — 04 32 32.5 34
17 — Oct — 04 32 31.8 34
18 — Oct — 04 31.8 32 34
19 — Oct — 04 31.5 31 34
20— Oct—04 31 30.5 34
21— Oct-04 30.5 30.5 32




Anexo C. Control parametros del agua por tanque a evaluar. Laboratorio
Aqualab

TANQUE: 29
Fecha Temperatura Salinidad

AM PM %o

4—-0ct-04| 31.2 32.9 34
5—-0ct-04 33 33.3 34
6—-0ct—04| 33.2 33.7 30
7—0Oct—04| 33.2 34 28
8—-0ct-—04| 33.8 33.4 30
9 — Oct - 04 33 33 30
10-0Oct-04| 331 33.1 30
11—-0Oct—-04| 325 33.2 34
12 — Oct - 04 34 33.7 34
13— Oct - 04 33 33.7 34
14 —Oct—-04| Trans 32.8 34
15— 0Oct—-04| 32.8 32.5 34
16— Oct—04| 32.1 31.5 34
17-0ct—-04| 31.3 31.2 34
18 — Oct — 04 31 31.2 34
19-0ct—-04| 31.6 30.5 34
20— Oct-04| 30.2 30 34
21—-0Oct—-04| 30.8 30.5 32
22—-0ct-04| 30.5 30.4 30
23 — Oct— 04 31 31 34
24 -0ct-04| 30.3 34




Anexo D. Control parametros del agua por tanque a evaluar. Laboratorio
Aqualab

TANQUE: 30
Fecha Temperatura Salinidad

AM PM %0

4 — Oct—04 31 33.2 34
5—-0ct—04| 328 33.2 34
6—0Oct—04| 32.5 33.1 30
7—0Oct-04 32 32.1 28
8 — Oct—04 33 33 30
9-0ct-04| 33.3 31.7 30
10 — Oct — 04 32 32.8 30
11—-0Oct-04| 32.2 33.4 34
12-0ct—-04| 33.6 33.5 34
13—-0Oct—-04| 33.2 31 34
14— Oct—-04| Trans 31.2 34
15-0ct-04| 32.1 31.8 34
16 — Oct — 04 31 31.5 34
17-0Oct-04| 31.8 31.5 34
18 —Oct—-04| 31.6 30.5 34
19-0ct-04| 30.2 29.5 34
20— Oct-04| 30.5 30.5 34
21-0ct—-04| 295 29.5 32
22—-0ct-04| 27.5 27 30
23-0ct—-04| 37.8 27.5 34
24 —-0Oct—-04| 28.2 28.5 34




Anexo E. Control parametros del agua por tanque a evaluar. Laboratorio
John William

TANQUE: 7
Fecha Temperatura Salinidad

AM PM %0

4 — Oct—04 31 33.2 34
5—-0ct—-04| 328 33.2 34
6—0Oct—04| 325 33.1 30
7—0Oct-04 32 32.1 28
8 — Oct—04 33 33 30
9-0ct-04| 33.3 31.7 30
10 — Oct — 04 32 32.8 30
11—-0Oct-04| 32.2 33.4 34
12-0ct-04| 33.6 33.5 34
13—-0Oct—-04| 33.2 31 34
14 — Oct—-04| Trans 31.2 34
15-0ct-04| 32.1 31.8 34
16 — Oct — 04 31 31.5 34
17-0Oct-04| 31.8 31.5 34
18 —Oct—-04| 31.6 30.5 34
19-0ct-04| 30.2 29.5 34
20— Oct-04| 30.5 30.5 34
21—-0ct—-04| 29.5 29.5 32
22—-0ct-04| 27.5 27 30
23-0ct—-04| 37.8 27.5 34
24 —-0Oct—-04| 28.2 28.5 34




Anexo F. Control parametros del agua por tanque a evaluar. Laboratorio
John William

TANQUE: 21
Fecha Temperatura Salinidad

AM PM %0

4 — Oct—04 31 33.2 34
5—-0ct—04| 328 33.2 34
6—0Oct—04| 32.5 33.1 30
7—0Oct-04 32 32.1 28
8 — Oct—04 33 33 30
9-0ct-04| 33.3 31.7 30
10 — Oct — 04 32 32.8 30
11—-0Oct-04| 32.2 33.4 34
12-0ct—-04| 33.6 33.5 34
13—-0Oct—-04| 33.2 31 34
14— Oct—-04| Trans 31.2 34
15-0ct-04| 32.1 31.8 34
16 — Oct — 04 31 31.5 34
17-0Oct-04| 31.8 31.5 34
18 —Oct—-04| 31.6 30.5 34
19-0ct-04| 30.2 29.5 34
20— Oct-04| 30.5 30.5 34
21-0ct—-04| 295 29.5 32
22—-0ct-04| 27.5 27 30
23-0ct—-04| 37.8 27.5 34
24 —-0Oct—-04| 28.2 28.5 34




Anexo H . Laboratorio Aqualab

TANQUE 23
CcODIGO FECHA MUESTRA MEDIO DESCRIPCION
1 4-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,
Antes de la entera, verde,
siembra centro mas oscuro
2 4-Oct-04 TQ 23 TCBS Puntiforme,
Antes de la convexa, entera,
siembra azul-verdosa
3 4-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,
Antes de la entera, verde claro
siembra centro mas oscuro
4 4-Oct-04 TQ 23 TCBS Puntiforme,
Antes de la convexa, entera,
siembra amarilla
5 4-Oct-04 TQ 23 Agar Circular, convexa,
Antes de la Marino |entera blanca
siembra cremosa
6 4-Oct-04 TQ 23 Chapman [No hubo
Antes de la crecimiento
siembra
7 4-Oct-04 TQ 23 TCBS No hubo
Después de la crecimiento
siembra
8 4-Oct-04 TQ 23 Agar No hubo
Después de la Marino | crecimiento
siembra
9 4-Oct-04 TQ 23 Chapman |No hubo
Después de la crecimiento
siembra
10 9-Oct-04 TQ 23 TCBS Puntiforme,
Superficie convexa. Entera,
amarilla
11 9-Oct-04 TQ 23 Agar Circular, convexa,
Superficie Marino | entera, blanca
cremosa.
12 9-Oct-04 TQ 23 Chapman | Puntiforme, plana,
Superficie entera rosada
13 9-Oct-04 TQ 23 Chapman | Puntiforme, plana,
Superficie entera, amarilla
14 9-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,




Fondo entera, amarilla
anaranjada centro
mas oscuro

15 9-Oct-04 TQ 23 Agar Circular, plana,

Fondo Marino |ondulada, blanca

16 9-Oct-04 TQ 23 Chapman | Puntiforme, plana,
Fondo entera, blancas
17 15-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,
Superficie entera, verde,
Antes de centro mas oscuro
Transferencia
18 15-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,
Superficie entera, amarilla
Antes de anaranjada centro
Transferencia mas 0Sscuro
19 15-Oct-04 TQ 23 Agar Circular, plana,
Superficie Marino |ondulada, blanca
Antes de
Transferencia
20 15-Oct-04 TQ 23 Agar Filamentosa,
Superficie Marino | plana, erosionada,
Antes de crema
Transferencia
21 15-Oct-04 TQ 23 Chapman | Puntiforme, plana,
Superficie entera, blancas
Antes de
Transferencia
22 15-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, Amarillo
Antes de anaranjado, centro
Transferencia mas oscuro
23 15-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera verdes,
Antes de centro mas oscuro
Transferencia
24 15-Oct-04 TQ 23 Agar Circular, plana,
Fondo Marino |ondulada, blanca
Antes de
Transferencia
25 15-Oct-04 TQ 23 Chapman | Puntiforme, plana,
Fondo entera, amarilla
Antes de
Transferencia
26 15-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,
Superficie entera, verdes,

después de

centro mas oscuro




transferencia

27 15-Oct-04 TQ 23 Agar Filamentosa,
Superficie marino | plana, erosionada,
después de crema
transferencia
28 15-Oct-04 TQ 23 Chapman |Puntiforme, plana,
Superficie entera, rosada
después de
transferencia
29 15-Oct-04 TQ 23 Chapman |Puntiforme, plana,
Superficie entera, amarilla
después de
transferencia
30 15-Oct-04 TQ 23 TCBS Puntiforme,
Fondo convexa, Entera,
después de amarilla
transferencia
31 15-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, Amarillo
después de anaranjado, centro
transferencia mas oscuro
32 15-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera verdes,
después de centro mas oscuro
transferencia
33 15-Oct-04 TQ 23 Agar Filamentosa,
Fondo marino | plana, erosionada,
después de crema
transferencia
34 15-Oct-04 TQ 23 Agar Puntiforme. Plana,
Fondo marino |entera, blanca
después de cremosa
transferencia
35 15-Oct-04 TQ 23 Chapman | Puntiforme, plana,
Fondo entera rosada
después de
transferencia
36 20-Oct-04 TQ 23 TCBS Puntiforme,
Superficie convexa, entera,
amarilla
37 20-Oct-04 TQ 23 Agar Circular, convexa,
Superficie marino |entera, blanca
crema
38 20-Oct-04 TQ 23 Agar Filamentosa,
Superficie marino | plana, erosionada,

crema




39 20-Oct-04 TQ 23 Chapman | Puntiforme, plana,
Superficie entera, rosada.
40 20-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, amarillo-
anaranjado, centro
mas 0Sscuro
41 20-Oct-04 TQ 23 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, verde,
centro mas oscuro
42 20-Oct-04 TQ 23 Agar Circular, convexa,
Fondo Marino | entera, blanca
cremosa
43 20-Oct-04 TQ 23 Chapman | Puntiforme, plana,
Fondo entera, blancas

Continuacién Anexo H.




Anexo | . Laboratorio Aqualab

TANQUE 24
CODIGO | FECHA MUESTRA MEDIO | DESCRIPCION
1 4-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Antes de la 1072 convexa, entera,
siembra verde
2 4-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Antes de la 1072 convexa, entera,
siembra azul verdosa
3 4-Oct-04 TQ 24 Agar |Circular,
Antes de la Marino |convexa, entera,
siembra 102 blanco-crema
4 4-Oct-04 TQ 24 Agar Puntiforme,
Antes de la Marino |plana, entera,
siembra 102  |blanca
5 4-Oct-04 TQ 24 Chapman | Puntiforme,
Antes de la 107 plana, entera,
siembra blanca
6 4-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Después de 1072 convexa, entera,
la siembra verde
7 4-Oct-04 TQ 24 Agar | Puntiforme,
Después de | Marino |plana, entera,
la siembra 102  |blanca
8 4-Oct-04 TQ 24 Chapman | Puntiforme,
Después de 10 plana, entera,
la siembra blanca
9 9-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Superficie 107 convexa, entera,
amarilla
10 9-Oct-04 TQ 24 TCBS |lIrregular, plana,
Superficie 10?  |ondulada, verde
claro
11 9-Oct-04 TQ 24 Agar | Circular,
Superficie Marino |convexa, entera,
102  |blanca-crema
12 9-Oct-04 TQ 24 Agar Puntiforme,




Superficie Marino |plana, entera,
102  |blanca
13 9-Oct-04 TQ 24 Agar Rizoide, plana,
Superficie Marino |erosionada,
102  |blanca
14 9-Oct-04 TQ 24 Chapman | Circular,
Superficie 10" |convexa, entera,
crema
15 9-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Fondo 102 convexa, entera,
amarilla
16 9-Oct-04 TQ 24 Agar | Circular,
Fondo Marino |convexa, entera,
102  |blanco-crema
17 9-Oct-04 TQ 24 Chapman | Puntiforme,
Fondo 102 |plana, entera,
blanca
18 15-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular, plana,
Superficie 1072 entera, amarilla
Antes de
transferencia
19 15-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular, plana,
Superficie 102  |entera, verde
Antes de
transferencia
20 15-Oct-04 TQ 24 Agar | Circular,
Superficie Marino |convexa, entera,
Antes de 1072 blanca-crema
transferencia
21 15-Oct-04 TQ 24 Agar |Rizoide, plana,
Superficie Marino |erosionada,
Antes de 102  |blanca
transferencia
22 15-Oct-04 TQ 24 Chapman | Circular,
Superficie 10" |convexa, entera,
Antes de amarilla
transferencia
23 15-Oct-04 TQ 24 Chapman | Circular,
Superficie 10" |convexa, entera,
Antes de rosada

transferencia




24 15-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Fondo 107 convexa, entera,
Antes de verde
transferencia
25 15-Oct-04 TQ 24 TCBS |lIrregular, plana,
Fondo 10?2 |ondulada, verde
Antes de claro
transferencia
26 15-Oct-04 TQ 24 Agar | Circular,
Fondo Marino |convexa, entera,
Antes de 102  |blanca
transferencia
27 15-Oct-04 TQ 24 Chapman | Puntiforme,
Fondo 10" |plana,  entera,
Antes de rosada
transferencia
28 15-Oct-04 TQ 24 Chapman | Puntiforme,
Fondo 10" |plana,  entera,
Antes de amarilla
transferencia
29 15-Oct-04 TQ 30 TCBS |Circular,
Superficie 107 convexa, entera,
Antes de amarilla
transferencia
30 15-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Superficie 1072 convexa, entera,
Después de amarilla
transferencia
31 15-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Superficie 1072 convexa, entera,
Después de verde
transferencia
32 15-Oct-04 TQ 24 Agar |No hubo
Superficie Marino |crecimiento
Después de 107
transferencia
33 15-Oct-04 TQ 24 Chapman | Puntiforme,
Superficie 10 plana, entera,
Después de amarilla
transferencia
34 15-Oct-04 TQ 24 Chapman | Puntiforme,
Superficie 10" |plana, entera




Después de rosada
transferencia
35 15-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Fondo 1072 convexa, entera,
Después de amarilla
transferencia
36 15-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Fondo 102 convexa, entera,
Después de verde
transferencia
37 15-Oct-04 TQ 24 Agar |No hubo
Fondo Marino |crecimiento
Después de 107
transferencia
38 15-Oct-04 TQ 24 Chapman | Circular,
Fondo 102 convexa, entera,
Después de rosada
transferencia
39 15-Oct-04 TQ 24 Chapman | Circular,
Fondo 102 convexa, entera,
Después de amarilla
transferencia
40 20-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Superficie 1072 convexa, entera,
amarilla
41 20-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Superficie 107 convexa, entera,
verde claro
42 20-Oct-04 TQ 24 Agar | Puntiforme,
Superficie Marino |plana, entera,
102 |blanca
43 20-Oct-04 TQ 24 Agar |lIrregular, plana,
Superficie Marir210 entera, blanca
10°
44 20-Oct-04 TQ 24 Chapman | Puntiforme,
Superficie 10" |plana, entera,
rosada
45 20-Oct-04 TQ 24 Chapman | Puntiforme,
Superficie 107 plana, entera,
amarilla
46 20-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,




Fondo 107 convexa, entera,
amarilla
47 20-Oct-04 TQ 24 TCBS |Circular,
Fondo 107 convexa, entera,
verde claro
48 20-Oct-04 TQ 24 Agar | Puntiforme,
Fondo marino | plana, entera,
10" |blanca
49 20-Oct-04 TQ 24 Chapman | Puntiforme,
Fondo 10" |plana,  entera,
blanca
50 20-Oct-04 TQ 24 Chapman | Puntiforme,
Fondo 10" |plana, entera,
rosada
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Anexo J . Laboratorio Aqualab

TANQUE 29
cépigo| FECHA MUESTRA | MEDIO | DESCRIPCION
1 4-Oct-04 TQ 29 TCBS |Puntiforme,
Antes de la plana, entera,
siembra amarilla
2 4-Oct-04 TQ 29 Agar Circular,
Antes de la marino |convexa, entera,
siembra blanca crema
3 4-Oct-04 TQ 29 Chapman |No hubo
Antes de la crecimiento
siembra
4 4-Oct-04 TQ 29 TCBS |No hubo
Después de crecimiento
la siembra
5 4-Oct-04 TQ 29 Agar | Filamentosa,
Después de| marino |plana,
la siembra erosionada,
crema
6 4-Oct-04 TQ 29 Agar | Circular, plana,
Después de| marino |ondulada blanca
la siembra
7 4-Oct-04 TQ 29 Agar Circular,
Después de| marino |convexa, entera,
la siembra blanca crema
8 4-Oct-04 TQ 29 Chapman |No hubo
Después de crecimiento
la siembra
9 9-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,
Superficie convexa, entera,
amarilla
10 9-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,
Superficie convexa, entera,
verde claro
centro oscuro
11 9-Oct-04 TQ 29 Agar | Circular,
Superficie Marino |convexa, entera,
blanca crema
12 9-Oct-04 TQ 29 Chapman | Puntiforme,




Superficie plana, entera,
blancas
13 9-Oct-04 TQ 29 TCBS |Puntiforme,

Fondo plana, entera,

amarilla
14 9-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,

Fondo convexa, entera,
verde claro
centro oscuro

15 9-Oct-04 TQ 29 Agar | Circular,

Fondo Marino |convexa, entera,

blanca crema
16 9-Oct-04 TQ 29 Chapman | Puntiforme,

Fondo plana, entera,

amarilla
17 9-Oct-04 TQ 29 Chapman | Puntiforme,
Fondo plana, entera,
rosada
18 15-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,
superficie convexa, entera
Antes de verdes, centro
transferencia mMas oscuro
19 15-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,
superficie convexa, entera,
Antes de verde
transferencia
20 15-Oct-04 TQ 29 Agar |Circular, plana,
superficie marino |ondulada,
Antes de blanca
transferencia
21 15-Oct-04 TQ 29 Chapman | Puntiforme,
superficie plana, entera,
Antes de blancas
transferencia
22 15-Oct-04 TQ 29 Chapman | Puntiforme,
superficie plana, entera,
Antes de amarilla
transferencia
23 15-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,
superficie convexa, entera,
después de verde centro
transferencia mMas 0SCcuro




24 15-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,
superficie convexa, entera,
después de verde claro
transferencia centro oscuro
25 15-Oct-04 TQ 29 Agar Circular,
superficie marino |convexa, entera,
después de blanca crema
transferencia
26 15-Oct-04 TQ 29 Chapman | Puntiforme,
superficie plana, entera,
después de rosada
transferencia
27 15-Oct-04 TQ 29 Chapman | Puntiforme,
superficie plana, entera,
después de amarilla
transferencia
28 15-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,
Fondo convexa, entera,
después de verde claro
transferencia centro mas
0SCcuro
29 15-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,
Fondo convexa, entera,
después de verde centro
transferencia mas oscuro
30 15-Oct-04 TQ 29 Agar Circular,
Fondo marino |convexa, entera,
después de blanca crema
transferencia
31 15-Oct-04 TQ 29 Agar | Filamentosa,
Fondo marino |plana,
después de erosionada,
transferencia crema
32 15-Oct-04 TQ 29 Chapman | Puntiforme,
Fondo plana, entera,
después de amarilla
transferencia
33 20-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,
Superficie convexa, entera,
verde, centro
mas oscuro
34 20-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,




Superficie

convexa, entera,

verde claro,
centro oscuro
35 20-Oct-04 TQ 29 Agar Puntiforme,
Superficie marino |plana, entera,
blanca
36 20-Oct-04 TQ 29 Chapman | Puntiforme,
Superficie plana, entera,
blanca
37 20-Oct-04 TQ 29 TCBS |Circular,

Fondo convexa, entera,
verde centro
mas 0SCcuro

38 20-Oct-04 TQ 29 Agar | Puntiforme,

Fondo marino |plana, entera,

blanca
39 20-Oct-04 TQ 29 Chapman |No hubo
Fondo crecimiento.
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Anexo K . Laboratorio Aqualab

TANQUE 30
CODIG FecHAa| MUESTRA MEDIO DESCRIPCION
(o)
1 4-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Antes de la 107 convexa,
siembra entera, amarilla
2 4-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Antes de la 1072 convexa entera,
siembra verde
3 4-Oct-04 TQ 30 Agar Circular, plana,
Antes de la Marino entera, blanco-
siembra 1072 crema
4 4-Oct-04 TQ 30 Chapman | Puntiforme,
Antes de la 107 plana, entera,
siembra blanca
5 4-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Después de 107 convexa,
la siembra entera, amarilla
6 4-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Circular, plana,
Después de 107 entera, blanca-
la siembra crema
7 4-Oct-04 TQ 30 Chapman No hubo
Después de 107 crecimiento
la siembra
8 9-Oct-04 TQ 30 TCBS Irregular, plana,
Superficie 107 filamentosa,
amarilla-
verdosa
9 9-Oct-04 TQ 30 Agar Puntiforme,
Superficie Marino plana, entera,
1072 blanca
10 9-Oct-04 TQ 30 Agar Circular,
Superficie Marino convexa,
102 entera, crema
11 9-Oct-04 TQ 30 Agar Circular,
Superficie Marino convexa,
102 entera, blanco-
crema
12 9-Oct-04 TQ 30 Chapman | Puntiforme,




Superficie 107" plana, entera,
rosada
13 9-Oct-04 TQ 30 Chapman | Puntiforme,
Superficie 107 plana, entera,
amarilla
14 9-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Fondo 107 convexa entera,
amarilla
15 9-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Puntiforme,
Fondo 107 plana, entera,
blanca
16 9-Oct-04 TQ 30 Chapman | Puntiforme,
Fondo 107 plana, entera,
rosada
17 15-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Superficie 107 convexa,
Antes de entera, amarilla
transferencia
18 15-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular, plana,
Superficie 1072 entera, verde
Antes de centro oscuro
transferencia
19 15-Oct-04 TQ 30 Agar Marina | Puntiforme,
Superficie 1072 plana, entera,
Antes de blanca
transferencia
20 15-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Filamentosa,
Superficie 107 plana,
Antes de erosionada,
transferencia blanca
21 15-Oct-04 TQ 30 Chapman |Puntiforme,
Superficie 10 plana, entera,
Antes de rosada
transferencia
22 15-Oct-04 TQ 30 Chapman | Puntiforme,
Superficie 107 plana, entera,
Antes de amarilla
transferencia
23 15-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Fondo 107 convexa,
Antes de entera, amarilla

transferencia




24 15-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Fondo 107 convexa,
Antes de entera, verde
transferencia
25 15-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Circular,
Fondo 107 convexa,
Antes de entera, blanca
transferencia
26 15-Oct-04 TQ 30 Chapman | Circular,
Fondo 107 convexa,
Antes de entera, rosada
transferencia
27 15-Oct-04 TQ 30 Chapman | Circular,
Fondo 107 convexa,
Antes de entera, amarilla
transferencia
28 15-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Superficie 107 convexa,
Después de entera, amarilla
transferencia
29 15-Oct-04 TQ 30 TCBS Irregular, plana,
Superficie 107 filamentosa,
Después de amarillo-
transferencia verdosa
30 15-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Circular, plana,
Superficie 107 entera, blanca
Después de
transferencia
31 15-Oct-04 TQ 30 Chapman |Circular,
Superficie 10 convexa,
Después de entera, amarilla
transferencia
32 15-Oct-04 TQ 30 Chapman |Circular,
Superficie 10 convexa,
Después de entera, rosada
transferencia
33 15-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Fondo 1072 convexa,
Después de entera, amarilla
transferencia
34 15-Oct-04 TQ 30 TCBS Irregular, plana,
Fondo 1072 filamentosa,




Después de amarilla-
transferencia verdosa
35 15-Oct-04 TQ 30 Agar Marino No hubo
Fondo 107 crecimiento
Después de
transferencia
36 15-Oct-04 TQ 30 Chapman | Puntiforme,
Fondo 107 plana, entera,
Después de blanca
transferencia
37 20-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Superficie 107 convexa.
entera, amairilla
38 20-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Superficie 107 convexa,entera,
verde claro
39 20-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Circular
Superficie 107 convexa,
entera, blanca
40 20-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Puntiforme,
Superficie 107 plana, entera,
blanca
41 20-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Filamentosa,
Superficie 107 plana,
erosionada,
blanca
42 20-Oct-04 TQ 30 Chapman |Puntiforme,
Superficie 10 plana, entera,
rosada
43 20-Oct-04 TQ 30 Chapman | Puntiforme,
Superficie 107 plana, entera,
blanca
44 20-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Fondo 107 convexa,
entera, amarilla
45 20-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular, entera,
Fondo 102 convexa, verde
claro
46 20-Oct-04 TQ 30 TCBS Irregular, plana,
Fondo 1072 ondulada, verde
claro
47 20-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Puntiforme,




Fondo 107 plana, entera,
blanco
48 20-Oct-04 TQ 30 Chapman | Puntiforme,
Fondo 107 plana, entera,
blanca
49 20-Oct-04 TQ 30 Chapman | Puntiforme,
Fondo 107 plana, entera,
rosada
50 20-Oct-04 TQ 30 Chapman | Puntiforme,
Fondo 107 plana, entera
amarilla
51 24-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Superficie 102 convexa,
entera, amarilla
52 24-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Superficie 107 convexa,
entera, verde
centro oscuro
53 24-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Circular,
Superficie 1072 convexa,
entera, blanca-
crema
54 24-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Circular,
Superficie 1072 convexa,
entera, crema
55 24-Oct-04 TQ 30 Chapman | Puntiforme,
Superficie 107 plana, entera,
amarilla
56 24-Oct-04 TQ 30 Chapman |Circular, plana,
Superficie 102 entera, rosada
57 24-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Fondo 107 convexa,
entera, amarilla
58 24-Oct-04 TQ 30 TCBS Circular,
Fondo 102 convexa,
entera, verde
59 24-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Circular,
Fondo 107 convexa,
entera, blanca-
crema
60 24-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Circular,
Fondo 1072 convexa,




entera, crema

61 24-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Puntiforme,
Fondo 1072 plana, entera,
blanca
62 24-Oct-04 TQ 30 Agar Marino | Puntiforme,
Fondo 107 plana, entera,
blanca-crema
63 24-Oct-04 TQ 30 Chapman | Circular,
Fondo 107 convexa,
entera, amarilla
64 24-Oct-04 TQ 30 Chapman | Circular,
Fondo 107 convexa,

entera, rosada
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Anexo Q . Laboratorio John William

TANQUE 7
CODIGO | FECHA | MUESTRA MEDIO DESCRIPCION
1 3-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Antes de la | sin diluciéon | entera, Amairilla
siembra
2 3-Dic-04 TQ7 Agar Puntiforme, plana,
Antes de la Marino |entera, blanca
siembra Sin dilucién
3 3-Dic-04 TQ7 Chapman |Puntiforme, plana,
Antes de la | Sin dilucion |entera, blanca
siembra
4 8-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Superficie 107 entera, verde
(centro mas oscuro)
5 8-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Superficie 107 entera, verde
6 8-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Superficie 10 entera, verde claro
7 8-Dic-04 TQ7 Agar Circular, convexa,
Superficie Marino |entera, crema
Sin dilucién
8 8-Dic-04 TQ7 Agar Circular, plana,
Superficie Marino entera, blanca
Sin dilucion
9 8-Dic-04 TQ7 Chapman |Circular, convexa,
Superficie 107 entera, rosada
10 8-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, verde
11 8-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, verde claro
12 8-Dic-04 TQ7 Agar Circular, convexa,
Fondo Marino entera, crema
13 8-Dic-04 TQ7 Agar Circular, plana,




Fondo Marino entera, blanca
14 8-Dic-04 TQ7 Chapman |Circular, convexa,
Fondo entera, rosada
15 13-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion |entera, amarilla
Antes de
transferencia
16 13-Dic-04 TQ7 Agar Circular, plana,
Superficie Marino |entera, blanca
Antes de | Sin dilucién
transferencia
17 13-Dic-04 TQ7 Agar Circular, convexa,
Superficie Marino |entera, crema
Antes de | Sin dilucién
transferencia
18 13-Dic-04 TQ7 Chapman |Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion |entera, crema
Antes de
transferencia
19 13-Dic-04 TQ7 Chapman |Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion | entera, blanco
Antes de
transferencia
20 13-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Fondo Sin dilucién | entera, amairilla
Antes de
transferencia
21 13-Dic-04 TQ7 Agar Circular, convexa,
Fondo Marino entera, crema
Antes de | Sin dilucion
transferencia
22 13-Dic-04 TQ7 Agar Circular, plana,
Fondo Marino entera, blanca
Antes de | Sin dilucion
transferencia
23 13-Dic-04 TQ7 Chapman |Circular, convexa,
Fondo Sin dilucion | entera, blanca
Antes de
transferencia
24 13-Dic-04 TQ7 Chapman |Circular, convexa,
Fondo Sin dilucion | entera, rosada




Antes de

transferencia
25 18-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Superficie | sin dilucion |entera, amarilla
26 18-Dic-04 TQ7 Agar Puntiforme, plana,
Superficie Marino |entera, blanca
Sin dilucion
27 18-Dic-04 TQ7 Agar Circular, plana,
Superficie Marino | entera, blanca
Sin dilucién
28 18-Dic-04 TQ7 Chapman |Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion | entera, crema
29 18-Dic-04 TQ7 Chapman |Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion |entera, blanca
30 18-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, verde claro
31 18-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, verde
32 18-Dic-04 TQ7 Agar Circular, convexa,
Fondo Marino | entera, crema
33 18-Dic-04 TQ7 Chapman |Puntiforme, plana,
Fondo entera, blanca
34 21-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Superficie 10~ entera, amarilla
35 21-Dic-04 TQ7 Agar Circular, plana,
Superficie Mari?o entera, blanca
10°
36 21-Dic-04 TQ7 Agar Puntiforme, plana,
Superficie Marir110 entera, blanca
10°
37 21-Dic-04 TQ7 Agar Circular, convexa,
Superficie Marir110 entera, crema
10°
38 21-Dic-04 TQ7 Chapman |Puntiforme, plana,
Superficie 10 entera, blanca
39 21-Dic-04 TQ7 Chapman |Circular, convexa,
Superficie 10" entera, crema
40 21-Dic-04 TQ7 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, amairilla
41 21-Dic-04 TQ7 Agar Circular, convexa,
Fondo Marino |entera, crema
42 21-Dic-04 TQ7 Agar Circular, plana,




Fondo Marino entera, blanca

43 21-Dic-04 TQ7 Chapman |Circular, convexa,
Fondo 10 entera, blanca

44 21-Dic-04 TQ7 Chapman |Circular, convexa,
Fondo 10 entera, rosada
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AnexoR.

Laboratorio John William

TANQUE 21
CODIGO | FECHA | MUESTRA MEDIO DESCRIPCION
1 3-Dic-04 TQ 21 TCBS No hubo
Antes de la | Sin dilucion crecimiento
siembra
2 3-Dic-04 TQ 21 Agar Puntiforme, plana,
Antes de la Marino |entera, blanca
siembra Sin dilucién
3 3-Dic-04 TQ 21 Chapman |Puntiforme, plana,
Antes de la | Sin dilucion |entera, blanca
siembra
4 8-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion |entera, verde
5 8-Dic-04 TQ 21 Agar Circular, convexa,
Superficie Marino |entera, crema
Sin dilucién
6 8-Dic-04 TQ 21 Agar Circular, plana,
Superficie Marino | entera, blanca
Sin dilucién
7 8-Dic-04 TQ 21 Agar Puntiforme, plana,
Superficie Marino | entera. Blanca
Sin dilucion
8 8-Dic-04 TQ 21 Chapman |Circular, convexa,
Superficie 10~ entera, rosada
9 8-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, amarilla
10 8-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, verde
11 8-Dic-04 TQ 21 Agar Circular, convexa,
Fondo Marino entera, crema
12 8-Dic-04 TQ 21 Agar Circular, plana,
Fondo Marino |entera, blanca
13 8-Dic-04 TQ 21 Chapman |Circular, convexa,
Fondo 10 entera, rosada
14 13-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion | entera, amarilla




antes de

transferencia
15 13-Dic-04 TQ 21 Agar Circular, plana,
Superficie Marino | entera, blanca
antes de | Sin dilucion
transferencia
16 13-Dic-04 TQ 21 Agar Puntiforme, plana,
Superficie Marino |entera, blanca
antes de | Sin dilucién
transferencia
17 13-Dic-04 TQ 21 Chapman |Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion |entera, crema
antes de
transferencia
18 13-Dic-04 TQ 21 Chapman |Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion |entera, blanca
antes de
transferencia
19 13-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, verde
antes de
transferencia
20 13-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, Amarilla
antes de
transferencia
21 13-Dic-04 TQ 21 Agar Puntiforme, plana,
Fondo Marino entera, blanca
antes de
transferencia
22 13-Dic-04 TQ 21 Chapman |Puntiforme, plana,
Fondo 10 entera, blanca
antes de
transferencia
23 18-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion | entera, verde
(centro mas oscuro)
24 18-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion |entera, verde
claro(centro  mas
0SCuro)
25 18-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,




Superficie | Sin dilucion | entera, amarilla
26 18-Dic-04 TQ 21 Agar circular,  convexa
Superficie Marino entera, blanca-
Sin dilucién | crema
27 18-Dic-04 TQ 21 Agar Circular, plana,
Superficie Marino |entera, blanca
Sin dilucion
28 18-Dic-04 TQ 21 Chapman |Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion |entera, amarilla
29 18-Dic-04 TQ 21 Chapman |Circular, convexa,
Superficie | Sin dilucion |entera, blanca
30 18-Dic-04 TQ 21 TCBS Puntiforme, plana,
Fondo entera, blanca
31 18-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, verde
(centro mas oscuro)
32 18-Dic-04 TQ 21 Agar Puntiforme, plana,
Fondo Marino entera, blanca
33 18-Dic-04 TQ 21 Agar Circular, convexa,
Fondo Marino | entera, crema
34 18-Dic-04 TQ 21 Chapman |Puntiforme, plana,
Fondo 10~ entera, blanca
35 23-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Superficie 10~ entera, verde claro
36 23-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Superficie 10~ entera, verde
37 23-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Superficie 107 entera, amarilla
38 23-Dic-04 TQ 21 Agar Puntiforme, plana,
Superficie Marh?o entera, blanca
107
39 23-Dic-04 TQ 21 Agar Circular, plana,
Superficie Marir110 entera, blanca
10°
40 23-Dic-04 TQ 21 Chapman |Puntiforme, plana,
Superficie 10~ entera, blanca
41 23-Dic-04 TQ 21 Chapman |Circular, convexa,
Superficie 10~ entera, crema
42 23-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, verde




43 23-Dic-04 TQ 21 TCBS Circular, convexa,
Fondo entera, verde claro

44 23-Dic-04 TQ 21 Agar Circular, convexa,
Fondo Marino entera, crema

45 23-Dic-04 TQ 21 Agar Circular, plana,
Fondo Marino entera, blanca

46 23-Dic-04 TQ 21 Chapman |Circular, convexa,
Fondo 107 entera, blanca

47 23-Dic-04 TQ 21 Chapman |Circular, convexa,
Fondo 107 entera, rosada
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AGUA DE NAUPLIO v. MADURACION LABORATORIOS MACROBIO Y

Anexo Z. Laboratorio John William

CENTINELA
CODIGO | FECHA MUESTRA MEDIO DESCRIPCION

1 3-Dic-04 Nauplio V TCBS Circular, convexa,
Macrobio sin dilucién |entera, amarilla

2 3-Dic-04 Nauplio V TCBS Circular, convexa,
Macrobio Sin dilucion | entera, verde

3 3-Dic-04 NauplioV | Agar Marino | Puntiforme, plana,
Macrobio Sin dilucion | entera, blanca

4 3-Dic-04 NauplioV | Agar Marino | Circular, plana,
Macrobio Sin diluciéon | entera, blanca

5 3-Dic-04 Nauplio V Chapman |Circular, convexa,
Macrobio Sin dilucion | entera, crema

6 3-Dic-04 Nauplio V TCBS Circular, convexa,
Centinela 10 entera, amarilla

7 3-Dic-04 Nauplio V TCBS Circular, convexa,
Macrobio Sin diluciéon | entera, verde

8 3-Dic-04 NauplioV | Agar Marino | Puntiforme, plana,
Centinela Sin diluciéon | entera, blanca

9 3-Dic-04 Nauplio V Chapman | Puntiforme, plana,
Centinela 10" entera, blanca

10 3-Dic-04 Nauplio V Chapman |Circular, convexa,
Centinela 10 entera, crema




MASIVO DE ALGAS

Anexo 1. Laboratorio John William

CODIGO FECHA MUESTRA MEDIO |DESCRIPCION
1 3-Dic-04 Algas TCBS Circular,
Sin dilucién | convexa, entera,
amarilla
2 3-Dic-04 Algas TCBS Circular,
Sin dilucion | convexa, entera,
verde
3 3-Dic-04 Algas Agar Circular, plana,
Marino entera, blanca
Sin dilucién
4 3-Dic-04 Algas Agar Circular,
Marino convexa, entera,
Sin dilucién | crema
5 3-Dic-04 Algas Agar Puntiforme,
Marino plana, entera,
Sin dilucién | blanca
6 3-Dic-04 Algas Chapman | Circular,
107" convexa, entera,
rosada
7 3-Dic-04 Algas Chapman | Puntiforme,
10" plana, entera,
blanca
8 3-Dic-04 Algas Chapman |Circular,
10" convexa, entera,
crema
9 8-Dic-04 Algas TCBS Circular,
convexa, entera,
amarilla
10 8-Dic-04 Algas TCBS Circular,
convexa, entera,
verde
11 8-Dic-04 Algas Agar Circular,
Marino convexa, entera,
crema
12 8-Dic-04 Algas Chapman | Circular,
convexa, entera,
crema
13 13-Dic-04 Algas TCBS Circular,
convexa, entera,
amarilla
14 13-Dic-04 Algas Agar Puntiforme,




Marino

plana, entera,
blanca

15 13-Dic-04 Algas Agar Circular, plana,
Marino entera, blanca
16 13-Dic-04 Algas Chapman | Circular,
convexa, entera,
crema
17 18-Dic-04 Algas TCBS Circular,
convexa, entera,
verde centro
0SCuro
18 18-Dic-04 Algas Agar Circular, plana,
Marino entera, blanca
19 18-Dic-04 Algas Chapman | Circular,
10" convexa, entera,
rosada
20 23-Dic-04 Algas TCBS Circular
convexa, entera,
amarilla
anaranjada
21 23-Dic-04 Algas Agar Puntiforme,
Marino plana, entera,
blanca
22 23-Dic-04 Algas Chapman | Circular,
107" convexa, entera,

blanca

Continuacion Anexo 1.




Anexo 2. Laboratorio Aqualab

UFC/ml. por tanque, muestras de la superficie

450
400
350
300
250
200 -
150 -
100 -
50

UFC/ml.

1 2 3 4 5
DIAS DE MUESTREO

Tanque 23: 50x 10" - 11x 10°-60x 10" =69 x 10" — 13 x 10°
u Tanque 24: 42 x10' =17 x 10°-45x 10" — 54 x 10" 12 x 10?

u Tanque 29: 42x 10" =12 x 10°-69x 10" —64 x 10" — 87 x 10’

u Tanque 30: 68 x 10" =12 x 10°-50x 10' =58 x 10' =60 x 10" — 91 x




Anexo 3. Laboratorio Aqualab

UFC/ml. por tanque, muestras del fondo

UFC/ml.

450 -
400 -
350 -
300 -
250 -
200 - - ~
150 -
100 -
50 -

0

DIAS DE MUESTREO
Tanque 23: 34 x10°-95x 10" =71 x 10" -89 x 10’

u Tanque 24: 21x10' =98 x 10" =62 x 10" =89 x 10’

u Tanque 29: 57 x10' =95 x 10" =78 x 10" — 10 x 102

u Tanque 30: 45x10' =98 x 10" =79x 10'=10x 10" — 11 x 10?




UFCiml.

350 -

300 -

200

150 4

100

50 -

Anexo 4. Laboratorio John William

UFC/ml. por tanque, muestras de la superficie

1 2 3 4 5
DIAS DE MUESTREO

o Tanque 7: 5x10"— 92x10"— 40x 10'=51x 10" — 74 x 10’

u Tanque 21: 3x10' =22 x10° =11 x 10" — 14 x 10> = 15 x 10°




Anexo 5. Laboratorio John William

UFC/ml. por tanque, muestras del fondo

UFC/ml.

400 -

350

300

250

200

150 4

100

50 4

1 2 3
DIAS DE MUESTREO

N

u Tanque 7: 65x 10" —13 x 10° -84 x 10" = 19 x 10?

u Tanque 21: 41 x 10" =25 x 10° -84 x 10" — 19 x 10?




