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GLOSARIO

Acuacultura: actividad consistente en la produccion de organismos
acuaticos de agua dulce o salada

Efluentes: aguas residuales provenientes del cultivo de larvas de camaron
que contienen restos de heces y comida no consumida.

Antibidtico: medicamentos combatientes de enfermedades causadas por
bacterias que actuan matando a las bacterias o inhibiendo su crecimiento y
multiplicacion.

Antagonismo: Tipo de relacion entre sustancias u organismos en que uno
neutraliza, bloquea o inhibe la actividad del otro

Microbiota: es la gama de microorganismos que pueden ser comensales,
simbidticos o patdgenos que se encuentran en y sobre todos los organismos
multicelulares, incluidas las plantas.

Patdgenos: es cualquier microorganismo capaz de producir alguna
enfermedad o dafio en un huésped, sea animal o vegetal.

Postlarvas: estadio del ciclo biologico del camar6n marino, alcanzado
después de haber evolucionado, a traves de los diferentes estadios larvales.
Es en este cuando logra crecer a un tamafio de 7 a 12 mm, para ser utilizado
en el cultivo en estanques de produccion de las fincas.

Probidtico: microorganismos vivos (como bacterias y levaduras) que al

consumirlos proporcionan beneficios para la salud.



ABREVIATURAS
M: Mysis
PL: PostLarva
Z: Zoea
G: gramos
PL/G: Pelegramo
L: litros
ml: mililitros
ppm: partes por millon
Tn: toneladas
Tq: tanques

UFC: Unidades formadoras de colonias



Evaluacion de la eficiencia de tres probidticos comerciales como
controladores de bacterias patdgenas en tanques de larvas de camaron
blanco (Litopenaeus vanammei) en un laboratorio de produccién de larvas de
camaron en Mar Bravo — Ecuador.

Autora: Viviana Miosottys Loza Béez
Tutor: Ing. Jimmy Villon Moreno, M.Sc.

RESUMEN

La acuicultura en el Ecuador es una de las principales fuentes generadoras de
alimento, sin embargo, el mantenimiento de los cultivos de larvas de camaron se
complica debido a la presencia de diferentes patdgenos que aparecen a lo largo de
su estancia en los laboratorios. Por esta razon, el uso de los probioticos cobra total
relevancia al momento de mencionar el adecuado mantenimiento de los cultivos de
larvas de camar6n blanco (Litopenaeus vannamei), estas sustancias ayudan a
mantener la salud animal, evitar infecciones y mejora la calidad de agua entre otros
beneficios, por esta razon el presente trabajo se centré en comparar la eficiencia de
los probidticos comerciales mediante un control bacteriano durante la produccion
larval determinando los efectos positivos. El estudio se llevd a cabo en las
instalaciones del laboratorio Sanlab S.A. donde se procedié a administrar 3
probidticos comerciales diferentes dosificados en cantidades iguales en los estadios
larvarios desde Zoea a PostLarva 9, asimismo mediante la siembra en agar selectivo
del macerado de muestras se realizo un analisis visual de UFC conseguidas. Los
resultados obtenidos después de las pruebas realizadas indican que los tres
probiéticos utilizados presentan diferencias significativas en cuanto a inhibicién de
patogenos en los diferentes tratamientos utilizados, siendo el probidtico A y el
tratamiento control los que obtuvieron un mayor rango de proteccion, por lo que se
concluye que tanto el tratamiento control como el probidtico A posee un mejor
control bacteriano, asimismo, los recuentos en agar marino con las UFC cremas y
naranjas, fueron significativamente mayores a los recuentos realizados en los otros

tipos de agares en ambos ciclos productivos.

Palabras clave: probidtico, UFC, bacterias, agar
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ABSTRACT

Aquaculture in Ecuador is one of the main sources of food, however, the
maintenance of shrimp larvae cultures is complicated due to the presence of
different pathogens that appear throughout their stay in the laboratories. For this
reason, the use of probiotics becomes totally relevant when mentioning the proper
maintenance of white shrimp (Litopenaeus vannamei) larvae cultures. These
substances help maintain animal health, avoid infections and improve water quality
among other benefits, for this reason the present work focused on comparing the
efficiency of commercial probiotics through bacterial control during larval
production, determining the positive effects. The study was carried out at the Sanlab
S.A. laboratory facilities. where 3 different commercial probiotics dosed in equal
quantities were administered in the larval stages from Zoea to PostLarva 9, also by
sowing the macerated samples on selective agar, a visual analysis of the CFU
achieved was carried out. The results obtained after the tests carried out indicate
that the three probiotics used present significant differences in terms of pathogen
inhibition in the different treatments used, with probiotic A and the control
treatment being the ones that obtained a higher range of protection, therefore
concludes that both the control treatment and probiotic A have better bacterial
control; likewise, the counts in marine agar with the cream and orange CFU were
significantly higher than the counts carried out in the other types of agar in both

production cycles.

Key words: probiotic, CFU, bacteria, agar
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1. INTRODUCCION

La acuicultura en el Ecuador es una de las principales fuentes generadoras
de alimento; el 95% de esta actividad se dedica a la produccién de camardn marino
(Litopenaeus vannamei) (FAO, 2024). El cultivo del camardn blanco es esencial
para la economia ecuatoriana, siendo el primer producto de mayor ingreso y
manteniendo su liderazgo como principal productor latinoamericano de camaron,
con crecimiento constante en la produccion (Mora & Nufiez, 2020); (Trujillo et al.,
2017). En este contexto, la provincia de Santa Elena constituye el ndcleo de la
produccion de larvas de camaron en el pais, concentrando gran parte de la actividad

acuicola nacional (Argudo, 2023).

Sin embargo, el mantenimiento de los cultivos se torna problemético al
momento de lidiar con los efluentes disueltos y suspendidos que causan impacto
ambiental (Boyd, 2003), ademéas de los dafios que estos puedan causar a los
organismos cultivados. La alta demanda de postlarvas para la industria camaronera
y consecuentemente la intensificacion a nivel de criadero también ha contribuido al
aumento de patogenos infecciosos durante esta fase de produccion (Rodgers et al.,
2011). En Ecuador, una de las principales preocupaciones en los laboratorios de

produccion de larvas de camaron son los patdgenos bacterianos del género vibrio.
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El amplio uso de antibidticos como prevencidn contra patdgenos en la
acuicultura genera desafios, como residuos en productos acuicolas y la resistencia
de patogenos, conduciendo a regulaciones mas estrictas y promoviendo la
investigacion de alternativas naturales y amigables para el medio ambiente y para
el control de patdgenos en criaderos de camardn (Sotomayor et al., 2019), por esta
razén la industria acuicola, en la necesidad de adoptar estrategias alternativas para
sustituir los antibiéticos en los criaderos de camarén, ha llegado a investigar el uso
de productos naturales como los probioticos para el control de patdgenos (Hasyimi

et al., 2020).

Los probidticos, son microorganismos vivos que, en cantidades adecuadas,
brindan beneficios para la salud del camarén (Olmos Soto, 2021). La
administracion de probidticos es una de las estrategias alternativas al uso de
antibidticos y quimioterapéuticos que actualmente se utilizan en la acuicultura. Los
probidticos resultan ser una alternativa viable ya que sus beneficios incluyen el
potencial de colonizacion en el tracto gastrointestinal, antagonismo selectivo contra
patogenos bacterianos, mejora del sistema inmunologico de los camarones, mayor
crecimiento y supervivencia, degradacion de los detritos y mantenimiento de la
calidad del agua (Gullian et al., 2004); (Pefalosa-Martinell et al., 2021);
(Verschuere et al., 2000). Varios estudios han demostrado que el uso de mezclas
probidticas es mas efectivo que las cepas independientes en el control de patogenos,

ya que la posibilidad de establecer poblaciones probioticas a pesar de las
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variaciones ambientales es mayor. Ademas, se han observado procesos sinergéticos

entre cepas, que han incrementado los resultados deseados (Douillet, 1993).

Asimismo, la informacion disponible indica que las bacterias aisladas de
animales cultivados tienen mayor capacidad de adhesiébn a la mucosa
gastrointestinal y a los tejidos en comparacion con bacterias foraneas. Por ese
motivo, los efectos de muchos probidticos suelen ser de corta duracion y deben
administrarse de manera continua, ya sea como suplemento en la alimentacion o a
través del agua de cultivo para mantener sus efectos biolégicos, a menos que sean
desarrollados a partir de cepas aisladas del propio ecosistema acuatico (Moreira &

Méndez, 2024) .

De esta manera, en este estudio se tuvo como objetivo comparar la eficacia
de dos probidticos comerciales, para probar una alternativa y sugerir la mejora en
el rendimiento en la produccién de larvas de L. vannamei frente a las bacterias

patogenas, que son las principales causantes de mortalidad.
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2. PROBLEMATICA

El desarrollo de un sistema de cultivo intensivo de larvas de camardn para
satisfacer la alta demanda de produccion muchas veces tiene efectos negativos
(Fernandes & Kerkar, 2019). Durante el ciclo de produccion se suelen presentar
variaciones en el equilibrio ambiental del medio (Vidal et al., 2018), provocando
disminuciones en el crecimiento y el tamafio individual en la cosecha, reduce la
calidad del agua, aumenta el estrés y disminuye la tasa de supervivencia a medida

que aumentan los niveles de infecciones bacterianas y virales (Hasyimi et al., 2020).

Para garantizar la sobrevivencia de los organismos se debe considerar el
modo de actuar frente a los diferentes patdgenos que estén presentes en el medio,
su evolucidn, asi como la cantidad de concentracidn que estos presenten, ya que de
estas caracteristicas dependen el grado de infestacion y tratamiento a usar (Gao et

al., 2017).

Una de las principales preocupaciones en los criaderos de camarones son
los patdgenos bacterianos Gram-negativas, en especial el género vibrio, incluyendo
enfermedades como el sindrome de Bolitas nigricans causado por V. harveyi y el
sindrome de Zoea 2 ocasionado por V. harveyi y V. alginolyticus (Mora & Nufiez,

2020); (Sotomayor et al., 2019)
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Los farmacos mal utilizados para los tratamientos de estas enfermedades en
el cultivo de camarén generan residuos en el individuo y en el ambiente,
provocando resistencia y bajan la calidad del producto antes de ser comercializado

(Gothwal & Shashidhar, 2015).

Ante esto, los probidticos emergen como una alternativa efectiva y
sostenible para combatir infecciones y promover una produccién méas organica. Por
otro lado, existe una controversia relacionada con la efectividad de ciertos
productos probidticos debido a su limitada o nula capacidad para resolver los
problemas para los cuales se destinaron (Raja et al., 2015). Por consiguiente, resulta
fundamental evaluar la eficacia de probidticos comerciales en tanques de cultivos,
ya que la incorporacién de probioticos efectivos aumenta las probabilidades de una

mejora en la produccidn de larvicultura de camarén.
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3. JUSTIFICACION

Los cultivos de camardn siempre corren diferentes tipos de riesgos durante
su cultivo (Eraz, 2020), al tratarse de un producto alimenticio, es necesario el
control correcto durante todas las fases de produccion para asi garantizar un

producto de buena calidad a los consumidores.

La presencia de varios agentes patdgenos causantes de diversas infecciones
que alteran la productividad ha provocado el avance en creacion e innovacion de
métodos preventivos de control para poder contrarrestar el problema de estas

enfermedades, siendo uno de estos el uso de probidticos (Gao et al., 2017).

Los probidticos han ido ganando aceptacién dentro de la industria
camaronera gracias a los maultiples beneficios que estos brindan dentro de un
cultivo, ayudando a mantener calidad de agua por mayor tiempo, aumenta el
crecimiento de los individuos y siendo amigable con el medio ambiente (Valdes et

al., 2013).

Esta investigacion permitira evaluar cual de los dos productos comerciales
a usar brinda un mejor rendimiento en la produccion en tanques de cultivo de larvas

de camaron. De esta manera, permitira examinar y comparar la respuesta
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inmunoldgica de ambos probioticos en diferentes estadios del ciclo de cultivo.
Ademas, este estudio no solo contribuira al sector acuicola nacional proporcionando
informacion especifica sobre la accion y la eficiencia de los tratamientos organicos
frente a las poblaciones de patdgenos en L. vannamei, sino que también fomentara
la reduccion de pérdidas econdmicas debido a mortalidades ocasionadas por

enfermedades.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

Comparar la eficiencia de los probioticos comerciales mediante un control

bacteriano durante la produccion larval determinando los efectos positivos.

4.2. Objetivos especificos.

1. Identificar las colonias de bacterias patdgenas mediante el uso de agares
en las diferentes fases de cultivo, desde la siembra hasta la cosecha.

2. Evaluar la variabilidad en la concentracion total de vibrios durante el
cultivo larval.

3. Relacionar los pardmetros fisicos - Quimicos del cultivo con la
concentracion total de vibrios determinando si existe una influencia

directa a través de una correlacion.
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5. HIPOTESIS

Ho: Los probi6ticos en estudio no reducen la incidencia de bacterias patdgenas que

afectan la produccion de larvas de camarén.

H1: Los probidticos en estudio reducen la incidencia de bacterias patdgenas que

afectan la produccion de larvas de camaroén.
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6. MARCO TEORICO

6.1. Clasificacion taxondémica del Camaron blanco (Litopenaeus vannamei)

Figura 1. Ejemplar perteneciente a la especie de camaron blanco (Litopenaeus vannamei).
Fuente: COFA, 2019

Reino: Animalia
Filo: Artropoda
Subfilo:  Crustécea
Clase: Malacostraca
Orden:  Decapoda
Familia: Penaeidae
Género: Litopenaeus

Especie: vannamei Boone, 1931
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6.2. Generalidades

El camardn blanco (Litopenaeus vannamei), es una especie perteneciente a
la orden decapoda, posee un cuerpo cilindrico y ligeramente comprimido
lateralmente, con cefalotérax definido el cual porta un rostrum aserrado en la parte

frontal.

Su anatomia externa se caracteriza por un tronco compuesto de 14
segmentos mas el telson de los cuales los ocho primeros forman el térax y los
ultimos seis el abdomen; todos los segmentos portan apéndices, los que se
encuentran en el abdomen anterior son llamados pleépodos y son usados para nadar
y los posteriores son llamados periépodos que son usados para caminar en el fondo

(Perez Farfante, 1971)

Posee una boca en posicion ventral y el aparato digestivo se ensancha a lo
largo del dorso, para formar una glandula digestiva grande llamado hepatopancreas
que excreta enzimas digestivas. El corddn nervioso se extiende a lo largo del
vientre. Su 6rgano excretor es la glandula antenal que lanza sustancias de desecho
al exterior. El sistema circulatorio es abierto y compuesto por vasos sanguineos que
transportan la hemolinfa la cual posee cobre y transporta el oxigeno, por la que
desarrolla un color azuloso, el oxigeno y el dioxido de carbono es transportado
desde y hasta las agallas donde se realiza el intercambio gaseoso (Perez Farfante,

1971).

28



6.3. Distribucion
Esta especie es nativa del oriente océano pacifico, encontrandose desde

México hasta el noroeste de Perti (Menz & Bowers, 1980)

6.4. Habitat
El camaro6n blanco habita en aguas con fondos lodosos o arena con lodo, con
una profundidad aproximada entre 5y 72m. Los adultos se desarrollan en ambientes
netamente marinos mientras que las larvas y postlarvas pueden desarrollarse en
estuarios y lagunas salobres (Bermudez et al., 2002). Las temperaturas ideales para

su desarrollo oscilan los 20° C (FAO, 2002).

6.5. Alimentacion
Es una especie detritivora, se alimenta de restos de animales, desechos y
particulas organicas, asi como también puede comer gusanos, bivalvos y otros

pequefios crustaceos del fondo (Dugassa & Gaetan, 2018).

6.6. Reproduccion
Es una especie dioica, las estructuras externas del sistema genital son las
principales caracteristicas de dimorfismo. El macho posee dos pares de apéndices
abdominales modificados en el primer y segundo segmento abdominal (petasma y
el apéndice masculino) que transportan los espermatofitos al receptaculo externo de
la hembra (télico) ubicado entre el cuarto y quinto pare de pledpodos. El petasma 'y

el telicum se encuentran en la zona ventral; el télico en las hembras es cerrado, por
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lo que, los espermatofitos son colocados por el macho en el canal a la altura de este

(Dugassa & Gaetan, 2018).

6.7. Ciclo de vida
El ciclo de vida del camardn blanco inicia desde la fecundacion de los
huevos, proceso que se lleva a cabo de manera externa, luego de eclosionar pasan

por una serie de metamorfosis antes de llegar a ser organismos adultos.

6.8.Estadios larvarios

e Nauplio

El proceso de eclosién se da despues de unas 10 — 14 horas a la fecundacion,
dando lugar al primer estadio denominado nauplio. Este estadio tiene 5 subestadios
(nauplio I, 11, 11, 1V, V). Esta fase naupliar dura unas 40 — 50 horas aprox. Los
organismos se caracterizan por tener un tamafio pequefio (0.5mm long, 0,2mm
anch.). Estdn compuestos por un ocelo y su principal fuente de alimento es

unicamente vitelo (Alonso & Hernandez, 2011).

e Zoea

Después que el organismo atraveso el estadio de nauplio 5, inicia su etapa
zoeal, misma que tiene 3 subestadios. Tiene una duracion aproximada entre 3 — 4
dias. Se caracteriza debido a que el primer y segundo maxilipedo ya estan bien
desarrollados ayudando a la movilidad del organismo; a esto también se suma que

inicia con una alimentacion externa basada en microalgas. En esta etapa se logra
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visualizar cambios morfologicos mas evidentes como el tamafio del organismo,
presencia de ojos sésiles y posteriormente pedunculados, desarrollo del rostro, entre

otras (Treece & Yates, 1993).

e Mysis

Esta etapa también tiene 3 subestadios, donde se denota variaciones en el
nado, mismo que se vuelve una funcion del periopodo con asistencia de los 3 pares
de maxilipedos, las antenas son reducidas y ya tiene forma de un cuerpo tipico de
camardn (Treece & Yates, 1993), al finalizar esta etapa los ple6podos estan

completamente desarrollados.

e Postlarva

Los primeros 4 o 5 dias postlarvales, el organismo es netamente planctdnico,
sin embargo, en la subetapa PL7 se puede observar que las larvas se logran enterrar
en la arena. Su alimentacién se logra gracias a la accion de los peridpodos
quelatados que alcanzan y sujetan la comida y los pledpodos son estructuras

natatorias (Treece & Yates, 1993).

Figura 2. Estadios larvales del camaron
Fuente: (Morales Torufio & Cortez Vanegas, 2015)
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6.9. Cultivo de larvas de camaron

En el ecuador se inicid con el cultivo de camardn a inicios de los afios 60,
en la provincia de El Oro. El total de hectareas de produccion del sector camaronero,
en el pais, es de 220 000 ha, donde las principales provincias que se dedican a este
recurso son: Guayas con 60%, El Oro con 15%, Esmeraldas con 9%. Otro 9% esta
en Manabi y 7% en Santa Elena, dichas provincias mencionadas se encuentran
rodeadas de los bosques y manglares, ademas de un climay una posicién geogréafica
ideal para el crecimiento de la camaronicultura (Gomez & Parrales, 2019). En la
provincia de Santa Elena se aplican sistemas de produccion intensivos y semi-
intensivos, siendo una de las principales provincias generadoras de ingresos en este

sector econémico.

6.10. Patdgenos que amenazan los cultivos de camarén blanco

El cultivo de camardn blanco (Litopenaeus vannamei) en cautiverio, se
encuentra constantemente amenazado por diferentes patégenos que aparecen
debido a los cambios que va presentando el agua y otros factores dentro del proceso.
En este caso, los principales registros de patdgenos afectantes son bacterias del
género vibrio, consideradas como oportunistas e identificadas en el tracto digestivo,
branquias y cuticula de los camarones, la accion de estas bacterias desarrolla
infecciones como: vibriosis, hepatopancreas edematoso y necrético, provocando
cuantiosas pérdidas en el cultivo de no controlarse o evitarse a tiempo (Urresta,

2017).
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e Vibrio parahaemolyticus

Este patdgeno se encuentra ampliamente distribuido en ambientes marinos
y se desarrolla en temperaturas optimas de 35 a 37° C (Zamora et al., 2005) (Broberg
et al., 2011). En el cultivo de camardn segin Galaviz en el estudio realizado en
2021 menciona que desde 2013 se ha presentado pérdidas de méas del 80% debido
a una enfermedad denominada necrosis hepatopancreatica aguda causada por

Vibrio parahaemolyticus.

e Vibrio vulnificus

Esta especie de vibrio también desarrollado en ambientes marinos y salobres
es la responsable de enfermedades presentes en el cultivo de larvas de camardén
conocidas como vibriosis. Los organismos infectados presentan colonizacion por
vibrios en la region oral y en los apéndices, exteriorizan coloracion rojiza
acompafada de cromatéforos expandidos, musculo abdominal opaco, arrastre de
muda (muda pegada), encalambramiento, melanizacion y degeneracion con pérdida

de las setas de los apéndices (Cuéllar-Anjel, 2013).

6.11. Probioticos
Los probioticos toman cada vez mas relevancia en cultivos acuicolas debido
a sus efectos positivos sobre la salud intestinal y el sistema inmunologico de los
individuos, asi como también al medio ambiente. El objetivo principal es mejorar

la salud animal, el indice de conversion de alimento, la tasa de crecimiento, la
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resistencia a las enfermedades y, por supuesto, la rentabilidad, sin recurrir a los

antibioticos (He, 2021).

Seguidamente, se detalla los probidticos mayormente utilizados en el sector

de la industria camaronera:

e Tratamiento control
Contiene cultivos microbianos naturales, no toxicos y enzimas con
estabilizadores afiadidos y estimulantes de crecimiento en un portador carbohidrato
inherente.
- Reduce con eficacia los niveles peligrosos de amoniaco, nitrito, y de agentes
contaminadores del del agua de los laboratorios.
- Establece un cultivo natural fuerte de las bacterias en el agua que suprime
el crecimiento de bacterias dafiinas tales como la Vibrio sp.
- Reduce significativamente los problemas de Sindrome de Zoea.
- Aumenta la supervivencia de las PIS y cosechas.
- Reduce la necesidad de recambios de agua proporcionando un ambiente mas
bio-seguro.
- Deja atras agua mas limpia reduciendo la contaminacién del agua
descargada.
- Norequiere de activacion por lo que reduce posibles errores en la aplicacién
del producto.

- Sedispersa en agua con ningun residuo aspero que necesite filtracion.
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e Tratamiento A

Es una saludable microflora gastrointestinal, previene trastornos digestivos,
refuerza la resistencia ante enfermedades y el estrés, y mejora el rendimiento del
cultivo de camarodn a través de una mayor disponibilidad de alimento y bioseguridad
al limitar patdgenos. Esta conformado por Pediococcus acidilactici, P.
pentosaceus, Lactobacillus bulgaricus, L. casei, L. cellobiosus, L. fermentum y L.

helveticus, entre otros ingredientes (PROBACSA. , 2021).

e Tratamiento B

Regula o mejora el ambiente microbioldgico, permite el establecimiento de
microflora gastrointestinal saludable, reduce los trastornos digestivos, mejora la
salud preventiva, terapéutica y aumenta los incrementos de peso a través de la
disponibilidad biolégica de alimento. Ademés, esta formulacion ofrece
bioseguridad al limitar la actividad de bacterias patdgenas, balancea y mantiene una
saludable flora intestinal, mejora la resistencia ante enfermedades, stress y reduce
el indice de mortalidad. Tratamiento natural para promover un cultivo de camaron

sustentable (Starssa, 2019).

6.12. Agares
Su uso principal es como soporte de cultivo en microbiologia, para el
crecimiento de bacterias, hongos y virus bacteriéfagos. Presenta la gran ventaja de
que casi ningln microorganismo es capaz de degradarlo, por lo que las placas

fabricadas con él no se alteran (FAO, 1990).
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Agares utilizados como medios de cultivo para identificacion de bacterias

patégenas:

e Agar Marino

Medio de cultivo formulado tomando en cuenta las caracteristicas originales
descritas por ZoBell (1947), simulando la composicion mineral y salinidad marina,
ademas, se ha combinado con peptona y extracto de levadura, que provee nitrogeno
y factores de crecimiento que aportan al desarrollo de las bacterias heterétrofas.
Presenta un color amarillento, con capacidad de inocular de 30 a 300 UFC, la
Incubacidn se recomienda a 20-25 °C, mientras que el tiempo de lectura puede ser

desde 24 a 72 horas (Bioagar, 2021)

Figura 3. Bacterias heterotrofas en agar marino
Fuente: (TM MEDIA, 2018)
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e Agar Cetrimide

El Agar Cetrimide, es un medio sélido selectivo de Pseudomonas, esta
constituido por compuesto digestivo pancreatico de gelatina, Cloruro de magnesio,
Sulfato de potasio, Cetrimide (Bromuro de tetradeciltrimetil amonio), este Gltimo
compuesto inhibe el desarrollo al tratarse de un compuesto cuaternario de amonio,
dicho medio promueve la produccion de piocianina y fluoresceina que se observan

con luz ultravioleta en la produccién de pseudomonas (Dickinson, 2003).

Tabla 1. Caracteristicas presentes en colonias sembradas en agar cetrimide.
Fuente: (Bioagar, 2018)

Microorganismo Apariencia tipica de la colonia
Pseudomona aeruginosa " Amarillo verdoso — verde oscuro - azulado

Figura 4. UFC presentes en agar cetrimide.
FUENTE: (Bioagar, 2018)
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e Agar TCBS

El Thiosulfate Citrate Bile Salt (TCBS), fue creado por Kobayashi (1963) y
modificado por Nakanishi; este es un medio diferencial y especifico para el
crecimiento de vibrios patdgenos, gracias a su pH de 8,6 y 0,5% de NaCl que inhibe
el desarrollo de colonias de la familia Entobacteriaceae, Pseudomonas y bacterias

gran positivas y provee las condiciones a los cuales los vibrios estan adaptados

(Dickinson, 2019).

Tabla 2. Caracteristicas presentes en colonias sembradas en agar TCBS
Fuente: (TM MEDIA, 2018)

Microorganismo Apariencia tipica de la colonia
Vibrio cholera Amarillo

Vibrio fluviales Amarillo

Vibrio paraemolyticus Verde azulado

Vibrio vulnificus Amarillo verdozo

Figura 5. Colonias de vibrios presentes en Agar TCBS
Fuente: (TM MEDIA, 2018)

Vitirio sp
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e Agar Sabouraud

Medio de cultivo no selectivo, el cual es utilizado especialmente para el

cultivo y mantenimiento de hongos tanto patdgenos como no patdgenos, la formula

original fue desarrollada por Raymand Sabouraud en 1892 (Odds, 1991), cuya

caracteristica es poseer un pH bajo (5,6) y alta concentracion de glucosa, y dado

gue muchas bacterias toleran estas condiciones, en especial durante incubacién

prolongada, a menudo es necesario para el aislamiento de hongos, desarrollarse

férmulas con inhibidores antibacterianos (Agar, 2015).

Tabla 3. Coloracion caracteristica de colonias en Agar Saboraud

Fuente: (MCD LAB, 2022)

Microorganismo

Apariencia tipica de la colonia

Trichophyton mentagrophytes

Blanca, reverso blanco a marrén

Candida albicans

Blanca a crema

Saccharomyces cerevisiae

Blanca a crema

Escherichia coli

Blanca a crema

Aspergillus brasiliensis

Blanco a negro, reverso amarillo

Figura 6. Hongos presentes en Agar Sabouraud
Fuente: (Trenki¢ et al., 2022)
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e CHROMAGAR

Es un medio Medio cromogénico para el aislamiento y la deteccion de V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus y V. cholerae. gracias a su potente
tecnologia cromogénica es facil de leer. Esta compuesto por Agar (15,0), Extracto
de peptonas y levadura (8,0), Sales (51,4) y una Mezcla cromogénica (0,3), estos
valores en un total de 74,7 g/l. su pH final medio es de 9 y se debe almacenar entre
los 15 y 30 °C e incubar a 37 °C durante 24 horas en condiciones aerobias

(CHROMagar, 2021).

Las cualidades fenotipicas para el control de colonias pertenecientes al
género vibrio se las otorga debido al color que presenten las mismas, siempre que
la preparacion del medio y el aislamiento se haya realizado de la manera correcta

(CHROMagar, 2021).

Las caracteristicas que pueden presentar dependiendo de la especie se

muestra en la siguiente tabla 1.

Tabla 4. Caracterizacion fenotipica de bacterias del género vibrio
Fuente. (CHROMagar, 2021).

Microorganismo apariencia tipica de la colonia
V. vulnificus Verde azulado
V. parahaemolyticus Malva
V. alginolyticus Crema
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Figura 7. Bacterias pertenecientes al género vibrio desarrolladas en CHROMagar.

Fuente: (CHROMagar, 2021)

e Agar MRS
Agar M.R.S. desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe, es un medio de cul8vo
recomendado para realizar aislamiento y recuento de Lactobacilos y de otras

bacterias acido lactico en muestras de diversos origenes (Bioagar, 2021).

El medio MRS es una modificacion que suple con ventaja a los medios
anteriormente utilizados para el cultivo de lactobacilos, todos ellos basados en las
propiedades nutritivas del jugo de tomate. La adicion de magnesio, manganeso y
acetato, junto con el polisorbato facilitan en gran forma el crecimiento de los bacilos
lacticos, incluso las especies mas exigentes, como Lactobacillus brevis y
Lactobacillus fermenti. La alta calidad de las peptonas y los suplementos de los
extractos de carne y levadura, proporcionan los factores de crecimiento necesarios
para hacer del MRS uno de los medios mas completos para el cultivo de
lactobacilos. Sin embargo, su selectividad es escasa y con frecuencia se suelen

presentar contaminantes, con lo cual se precisa una mayor seleccién. Para ello se
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recomiendan los subcultivos alternados en medio sélido, en doble capa y en caldo.
En muchas ocasiones el crecimiento se favorece con una atmosfera de CO2

(Bioagar, 2021)

Este medio esta especialmente recomendado para la enumeracion y
mantenimiento de bacilos lacticos, ya sea por la técnica del NMP (Caldo MRS) o
en placa por siembra en masa y cubriéndolo con una segunda capa de medio
fundido, que normalmente evita la necesidad de la atmdsfera enriquecida en CO2,

sobre todo en el primo-aislamiento (Bioagar, 2021).

Figura 8. UFC pertenecientes a lactobaacilus en agar MRS.
Fuente: (CONDALAB, 2022)
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7. MARCO METODOLOGICO

7.1. AREA DE ESTUDIO.

El presente estudio se llevd a cabo en dos de los modulos pertenecientes al
laboratorio de la empresa SANLAB S.A con coordenadas 2° 14’11°" S - 80°
57°24°°W, ubicado en Mar Bravo, canton Salinas en la provincia de Santa Elena -
Ecuador. En el modulo 3 se realizé la fase de produccion, mientras que en el médulo

1 se procedio con el anélisis microbioldgico.

Figura 9. Mapa identificativo del sitio de estudio, Laboratorio SANLAB S.A. Canton Salinas, provincia
de Santa Elena
Fuente: Loza, 2024
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7.2. FASE DE CAMPO.

7.2.1. Cultivo de larvas.

Los cultivos se realizaron durante dos ciclos productivos en el periodo de
los meses de febrero y marzo del 2024. Cada ciclo comprendié de 20 dias de
produccion, dos dias libres y ocho dias de preparacion y desinfeccion. Los nauplios
que se utilizaron fueron provenientes del &rea de maduracion perteneciente a otro

laboratorio comercial.

La produccion de larvas se llevo a cabo en tres tanques de 26 toneladas de
capacidad, las dimensiones de estos fueron 12 m de largo x 2m de ancho x 1.5 m
de alto. Este trabajo comprendi6 en el andlisis de tres tratamientos: el primer
tratamiento fue el grupo control, donde se utilizo el probidtico aplicado mediante el
protocolo de la empresa. Para el segundo tratamiento y tercer tratamiento se

utilizaron 2 tipos de probi6ticos comerciales Probiotico A y Probiotico B

La densidad de cultivo aplicada fue de 95 larvas por litro (de acuerdo con el
protocolo de siembra del laboratorio), desde los estadios Zoea | (ZI) a Postlarva 9
(PL9), ya que mediante esta densidad se permite tener una tasa de crecimiento

favorable durante la produccion.

Los registros de alimentacion, dosis de probiotico aplicadas y concentracion

usada fueron anotadas en bitacoras de alimentacion y manejo correspondientes al
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laboratorio; el recambio de agua en los tanques de cultivos se realizd desde el

estadio PL1 en adelante, con un promedio de recambio de agua del 30%.

7.2.2. Registro de pardmetros.

La toma de pardmetros tanto fisicos como quimicos se realiz6 durante todo
el ciclo de cultivo usando los equipos y materiales adecuado para la toma de datos
de cada uno de estos. Los parametros de pH y temperatura fueron tomados dos
veces en el dia: una vez en la mafiana y una en la tarde. Para conocer el valor de pH
se procedié a tomar una muestra de agua en un vaso de precipitacion, donde se
introdujo el pHmetro, se observd y se anoto el valor en la base de datos. De igual
manera el valor de la temperatura se obtuvo mediante la medicién con un
termdmetro y asi mismo se registrd los datos obtenidos de cada uno de los tanques

de estudio en la base de datos.

7.2.3. Alimentacion.

Para la alimentacion en cada uno de los tanques de cultivo, se siguié el
protocolo que utiliza la empresa, en el que la frecuencia de alimentacion es cada 3
horas empezando desde las 9:00am en adelante, se tomo en cuenta los estadios
larvarios que vayan presentando cada uno de los tanques para proceder con la

cantidad y tipo de alimento establecidos.
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7.2.4. Aplicacion de probidticos.

Los probidticos comerciales usados en este estudio fueron, como antes se
menciona, populares comercialmente. El primero es una mezcla de bacterias
Bacillus pumilus, B. subtilis, B. licheniformis y otros ingredientes. Mientras que el
segundo resulta ser una saludable microflora gastrointestinal, previene trastornos
digestivos, refuerza la resistencia ante enfermedades y el estrés, y mejora el
rendimiento del cultivo de camardn a través de una mayor disponibilidad de
alimento y bioseguridad al limitar patégenos. Esta conformado por Pediococcus
acidilactici, P. pentosaceus, Lactobacillus bulgaricus, L. casei, L. cellobiosus, L.
fermentum y L. helveticus, entre otros ingredientes. Asimismo, el probiotico
utilizado en el laboratorio contiene cultivos microbianos naturales, no toxicos y
enzimas con estabilizadores afiadidos y estimulantes de crecimiento en un portador
carbohidrato inherente, mismas que reducen con eficacia los niveles peligrosos de

amoniaco, nitrito, y de agentes contaminadores del del agua de los laboratorios.

Los probioticos fueron aplicados cada 12 horas, es decir, 2 veces al dia
durante cada estadio larvario, iniciando desde Z1 a Z3 en una densidad de 2ppm/T,
de M1 a M3 2.5ppm/T, de PL1 a PL5 4ppm/T y de PL6 a PL9 5ppm/T, cabe
mencionar que las dosis fueron aplicadas por igual para los 3 probidticos utilizados
en este trabajo. Para la activacion de estos, se siguid las indicaciones de acuerdo
con lo establecido por la ficha técnica del producto, donde se indica que la

preparacion consiste en la hidratacion del producto junto con melaza durante 3
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horas antes de aplicarlo a los tanques de produccion, una vez cumplido este tiempo

de reposo se administra a los tanques para su posterior consumo.

7.2.5. Seleccion de muestras

Se tomd una muestra de larvas de cada tanque durante el inicio de cada
fase larvaria: Z3, M3, PL3, PL6 y PL9, ya que es en este periodo cuando los

organismos tienen los mayores cambios morfoldgicos.

Asi mismo, para el muestreo de larvas se sigui6 el protocolo establecido
por el laboratorio, donde se utilizO una bandeja de dos litros previamente
esterilizada, siendo esta introducida a una profundidad de 6cm del tanque y con la
ayuda de un colador se recolectd aproximadamente un gramo de larvas. Las
muestras colectadas fueron puestas en fundas plasticas, previamente rotuladas, y

posteriormente transportadas al departamento del area de microbiologia.

7.3.FASE DE LABORATORIO

7.3.1. Medios de cultivo.

Para esta evaluacion, se utilizd seis diferentes medios de cultivos
microbiologicos basados en agar: Agar Marine, Cetrimide, TCBS, Sabouraud,
CHROMOagar, MRS. Estos son medios nutritivos y selectivos que presentan los
nutrientes esenciales para el crecimiento bacteriano y fueron preparados siguiendo

la metodologia segun Barrero (2016).
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Durante esta fase se realizo una caracterizacion cuantitativa del microbiota

presente en los tanques, asi como la presencia o ausencia de colonias de probioticos.

7.3.2. Técnica de siembra en Agar.

Las muestras fueron sometidas a un proceso de dilucion con el propdsito de
obtener cultivos bacterianos puros en las placas, siguiendo las pautas metodoldgicas
que indican que la dilucién ideal es aquella que produce entre 30 y 300 colonias por

placa (Diaz et al., 2003).

Las siembras se realizaron siguiendo la metodologia de (Arana et al., 2016),
empleando diluciones sucesivas en una relacion 1:10 para las muestras de agua y
macerado de larvas. Para esto, las muestras de larvas fueron separadas del agua
mediante mallas de diferente tamafio de poro, para después macerarlas en un
mortero hasta obtener una muestra homogénea, de la cual se extrajo una fraccién

de 0,1 mg y fue colocada en tubos de ensayo.

Siguiendo los metodos de Barrero (2016) y Sanz-Cervera (1999), cada tubo
utilizado para las diluciones contuvo 900 ul (microlitros) de solucién salina al 2%
con NaCl (Cloruro de sodio) estéril, el cual se complemento con 100 pl de las
muestras. Posteriormente, se colocaron 100 pl de cada dilucion en su respectiva
caja petri, con los seis tipos de agares utilizados en este estudio. Luego, se procedio

a realizar la siembra, esta técnica consiste en extender la muestra con movimientos

48



en zig zag con ayuda de un asa de vidrio en forma de baston (asa de Drygalski),
previamente esterilizada al calor, por toda la superficie, evitando dafiar el medio.
Por ultimo, las placas se mantuvieron en una incubadora BEKTRON Model BKE
—65L, en posicién invertida entre 33°C por 24 horas para las muestras de agua y de

larvas, y 48 horas para las muestras de Cetrimide.

7.3.3. Conteo de colonias.

Basandose en los protocolos de Barrero (2016) y Sanz-Cervera (1999) se
realizo el conteo total de unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en cada
placa para muestra de agua (UFC.ml-1) y muestra de larvas (UFC.g-1). Los conteos
se realizaron con la ayuda del contador de colonias ISO LAB Laborgerate Gmbh
(BEKTRON Model BKE). Este proceso se realizd basandose en la siguiente

conversion;

UFC/ml = NUmero de colonias x dilucién / mi

Todos los anélisis bacterioldgicos fueron determinados por los grados de

severidad establecidos segun los protocolos del laboratorio de laempresa SANLAB

S.A., en base a la experiencia de produccion y resultados del departamento de

microbiologia (Tabla 5).
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Tabla 5. Grados de severidad de UFC en larvas y postlarvas de camardn de acuerdo al protocolo
establecido por laboratorios SANLAB S.A

Medio de cultivo Valor normal Valor severo
Agar Marino (Bacterias totales) <106 > 107
TCBS 1 (Amarillas) <10* >10°
TCBS 2 (Verdes) <10?! > 10!
V. Parahaemolyticus <100 > 100
V. Vulnificus <10?! > 102
V. Alginolyticus <104 > 10°
V. Cholerae <104 > 10°
Hongos <10* >10°
Pseudomonas <107 > 103




8. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.

En el presente trabajo se evalud el control bacteriano ejercido por 3
probidticos comerciales (TO=Control, T1= PRO A y T= PRO B) durante la etapa
de cultivo larvario en L. vannamei, valorando la presencia de unidades formadoras
de colonias (UFC) en seis medios de cultivos (agar marino, agar TCBS,
Chromoagar, Cetrimide, Sauboraud y MRS) (Figura 10), identificAndose 10 tipos
de UFC, entre las cuales se encuentran: bacterias Cremas, naranjas, amarillas,
verdes, V. parahemolitycus, V. vulnificus, V. alginolitycus, Pseudomonas, hongos

y UFC de bacilos/levaduras.

Figura 10. Medios de cultivos comerciales utilizados (A: Agar Sauboraud, B: Cetrimide, C: Agar MRS,
D: Agar marino, E: Agar TCBS, F: Agar Chromoagar).

A continuacion, utilizando el software estadistico STATGRAPHICS
Centurion XVI.I, se realizaron pruebas de normalidad, mediante las cuales se
determiné que Unicamente los datos provenientes de las UFC de V. alginolyticus

leidos en Chromoagar presentaron normalidad en su ajuste, por ello se utilizaron
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pruebas ANOVA de un solo factor, sin embargo, para las restantes se utilizaron
estadisticos no paramétricos con la prueba de Kruskal Wallis. En la siguiente tabla

se muestran los recuentos de UFC realizados en los diferentes monitoreos.

El proyecto se realiz6 durante 2 ciclos o periodos de siembra, los cuales
fueron a partir de nauplio 5 hasta la etapa de postlarva 9 con una duracion de 20
dias/ciclo, contabilizdndose al final del ensayo un total de 1, 96e+09 UFC, tomando
en cuenta el conteo total entre los seis medios de cultivo utilizados. Posteriormente,
al realizar la comparacion de las medianas, se observa que, durante primer ciclo
existe una mayor cantidad de UFC en comparacion al segundo (Figura 11), sin
embargo, al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis, se puede evidenciar que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas del primer y segundo

ciclo, obteniendo un valor-P=0,3095 > 0,05 (a)) con un nivel de confianza del 95%.

52



Figura 11. Comparacion de las medianas de las UFC totales por ciclo contabilizadas entre los 6 medios

de cultivos utilizados.

COMPARACION DE MEDIANAS DE UFC TOTAL POR CICLO
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CicLo

Analizando por separado las UFC totales obtenidas entre los seis medios de

cultivos en cada uno de los tratamientos para cada ciclo, se puede afirmar con un

95% de nivel de confianza que, tanto en el primer como en el segundo ciclo no

existen diferencias significativas entre las medianas de la concentracion total de

bacterias por tratamiento (figura 12), a razon de que los valores-P obtenidos

mediante las pruebas de Kruskall -Wallis fueron de 0,065 y 0,970 respectivamente,

ambos mayores al nivel de significancia (0=0,05).
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Figura 12. Comparacion de los tratamientos por ciclo de produccion
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Continuando con el analisis, se obtuvo el total de la concentracion de
bacterias por tipo de UFC en las cuales, las colonias cremas y naranjas registradas
en Agar marino presentaron una mayor cantidad de registros con valores superiores
a 9,01e+08, mientras que durante los ensayos los registros de Pseudomonas
presentaron una menor ocurrencia con 1,78 e+02. En la figura 13, se puede apreciar
la cantidad total de UFC (verde) para cada uno de los tipos identificados en los
diferentes agares comerciales, asi como las cantidades registradas durante el primer

(azul) y segundo ciclo (naranja) de produccion.
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Figura 13. Figura x. (a) Anélisis de las cantidades de UFC obtenidas en los diferentes agares utilizados.
A-M=agar marino; A-TCBS= agar TCBS; A-CH= Agar Chromoagar; A-CT= Agar Cetrimide; A-SB= Agar
Sauboraud y A-MRS= Agar MRS.
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UFC PRESENTES EN AGAR MARINO

Mediante el uso de Agar Marino, se identificaron UFC bacterianas cremas
y naranjas, las mismas que durante el primer ciclo del proyecto presentaron menor
namero de colonias en los tanques que fueron tratados con el probiético control y
A, mientras que, para el segundo ciclo, en las UFC naranjas los probidticos Ay B
presentaron menor concentracion bacteriana de acuerdo con la mediana de los
datos. En cuanto a la prueba de Kruskall-Wallis ejecutada para corroborar si existe
diferencia estadisticamente significativa, se determind que Unicamente durante el
primer ciclo se evidencia este contraste de medianas en UFC cremas por
tratamiento, con valores-P menores al nivel de significancia, mientras que en el
resto de UFC no se presenta diferencia estadistica. A continuacion, en la siguiente
figura se muestran los diferentes niveles de la mediana de las UFC en cuanto a los

tratamientos por cada uno de los ciclos en los que se realizé la prueba.
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Figura 14. Comparacion de las UFC por tratamientos entre los ciclos de produccion
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Para demostrar si existen diferencias entre la concentracion de bacterias
registradas en agar marino en cada ciclo de produccién se ejecutd el analisis de
Kruskal Wallis, donde se evidencia que existen diferencias estadisticamente

significativas, con un nivel de confianza del 95% entre las medianas de las UFC
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naranjas del primer y segundo ciclo de con un valor-P menor al nivel de

significancia, tal cual se muestra en la siguiente figura

Figura 15. Comparacion de las medianas de UFC presentes en agar marino por ciclo de produccién
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UFC PRESENTES EN AGAR TCBS

En la siguiente figura se puede observar el comportamiento y la efectividad
de los dos tratamientos y el grupo control, mediante el analisis de la mediana de los
datos de las concentraciones de UFC amarillas y verdes, sembradas en agar TCBS,
apreciandose que el tratamiento con el probidtico “A” y el control presenta la
formacion de un menor numero de colonias en las muestras analizadas tanto para el
primer como para el segundo ciclo, del mismo modo mediante la aplicacion del test
de Kruskal Wallis se determind que existen diferencias estadisticamente

significativas entre las medianas de las muestras analizadas por cada tratamiento,

58



con un intervalo de confianza del 95%, dado que los valores-P de los estadisticos

fue menor al nivel de significancia de 0.05.

Figura 16. Comparacion de las UFC registradas en agar TCBS por tratamientos y ciclos de produccion
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Para demostrar si existen diferencias entre la concentracion de bacterias

registradas en agar TCBS en cada ciclo de produccion se ejecutd el analisis de
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Kruskall-Wallis, mediante el cual se demostr6 que no existié diferencias
estadisticamente significativas, con un nivel de confianza del 95% entre las
medianas de las UFC amarillas y verdes del primer y segundo ciclo de con un valor-

P mayor al nivel de significancia, tal cual se muestra en la siguiente figura.

Figura 17. Comparacion de las medianas de UFC presentes en agar TCBS por ciclo de produccion
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UFC PRESENTES EN CHROMOAGAR

A continuacion se presenta el comportamiento y la efectividad de los dos
tratamientos y el grupo control, en la inhibicion de UFC de V. parahaemolyticus,
V. vulnificus y V. alginolitycus, las cuales fueron leidas de la siembras en el medio
de cultivo comercial Chromoagar, apreciandose en la siguiente figura que el
tratamiento con el probiodtico “A” presenta un menor nimero de colonias en las

muestras analizadas En cuanto a la prueba de Kruskall-Wallis ejecutada se pudo
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corroborar que existe diferencia estadisticamente significativa entre las medianas
de los tratamientos para las UFC de V. parahaemolyticus y V. vulnificus, dado que
el valor P es menor al nivel de significancia de 0,05, mientras que, para las UFC de
V, alginolitycus, durante el primer ciclo, no se observan diferencias estadisticas
significativas a diferencia del segundo ciclo, en donde el valor-P de la razén-F es

menor que o, todo esto con un nivel de confianza del 95%.
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Figura 18. Comparacion de las UFC registradas en Chromoagar por tratamientos y ciclos de produccion
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Valor — P (1er Ciclo) 0,00149508 0,00191936 0,1581
Valor — P (2do Ciclo) 0,00507887 0,0029283 0,0110

Con el fin de determinar si existen diferencias entre la concentracion de
bacterias registradas en agar Chromoagar en cada uno de los ciclo de produccion

en los cuales se llevd a cabo el proyecto, se ejecuto el andlisis de Kruskall-Wallis,
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mediante el cual se demostrd6 que no existieron diferencias estadisticamente
significativas entre ciclos, con un nivel de confianza del 95% entre las medianas de
las UFC de vibrios del primer y segundo ciclo de con un valor-P mayor al nivel de

significancia, tal cual se muestra en la siguiente figura.

Figura 19. Comparacion de UFC presentes en Chromoagar por ciclo de produccion.
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UFC DE PSEUDOMONAS, HONGOS Y LEVADURAS/BACILOS
En la figura 20 se puede observar el comportamiento y la efectividad de los
tratamientos a prueba sobre el control de hongos, pseudomonas y levaduras/bacilos,
apreciandose que en ambos ciclos el tratamiento control y tratamiento 1 (PRO A)
presenta una mayor inhibicién contra hongos y pseudomonas; sin embargo, esta
efectividad decae en el control de levaduras y bacilos, ya que el tratamiento 2 (PRO

B) obtuvo menos concentracion de UFC con valores menores a 9,60e+04. En
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cuanto a la prueba de Kruskall-Wallis ejecutada, se pudo corroborar que existe
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas las UFC para cada
tratamiento durante el primer ciclo, no obstante, en el segundo ciclo para las UFC
de pseudomonas, se observa que no existe una diferencia estadisticamente

significativa, dado que el valor -P es mayor al nivel de significancia.
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Figura 20. Comparacion de las UFC registradas en Chromoagar por tratamientos y ciclos de

produccion
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En cuanto a la concentracién de UFC de hongos, pseudomonas y levaduras
registradas de en cada uno de los ciclos de produccion en los cuales se llevd a cabo
el proyecto, se realizo el analisis de Kruskall-Wallis, mediante el cual se demostrd
que no existieron diferencias estadisticamente significativas entre las medianas por
ciclo, con un valor P mayor al nivel de significancia de 0,05 y un nivel de confianza

del 95%

Figura 21. Comparacion de las medianas de UFC de pseudomonas, hongos y levaduras por ciclo de
produccion

COMPARACION DE MEDIANAS DE UFC PSEUDOMONAS, HONGOS Y LEVADURAS POR CICLO DE PRODUCCION
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Valor — P 0,200845 0,894012 0,308933

Dentro del marco de los parametros fisicoquimicos que conlleva el
laboratorio durante la etapa de cultivo larvario, se midieron la salinidad,
temperatura y pH del agua de los tanques de produccion, los cuales se tomaban 2
veces por dia, durante la corrida. En el presente analisis se ha tomado Unicamente

los datos correspondientes a los dias de toma de muestra para andlisis bacteriano en
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los dos ciclos de estudio, obteniéndose el resumen estadistico expresado a

continuacion.

Tabla 6. Resumen estadistico de los pardmetros fisicoquimicos del agua durante el estudio

Salinidad Temperatura pH

Recuento 30 30 30
Promedio 23,6 31,6 7,82333
Desviacién Estandar 7,74864 0,498273 0,156873
Coeficiente de Variacion 32,8332% 1,57681% 2,0052%

Minimo 2,0 31,0 7,5

Maximo 30,0 32,0 8,0

Rango 28,0 1,0 0,5

*En el laboratorio, la salinidad del agua de los tanques varia de acuerdo a la etapa larvaria del camarén,
iniciando con 30 ppt en Zoea, descendiendo a 28 ppt en el estado de mysis y finalmente en postlarva se mantiene
en 25 ppt, a partir de esta concentracion variara de acuerdo a las especificaciones de parametros que solicite el
comprador de la larva para transferir a piscinas de pre-cria.

Prosiguiendo con el analisis, se utilizé la correlacion de Spearman para
determinar si existe una relacion lineal entre la concentracion total de vibrios en las
placas de Chromoagar y cada uno de los parametros fisicogquimicos medidos en el
laboratorio. Esta correlacion se establece debido a la caracteristica de los datos, los
cuales presentan valores atipicos y no poseen una distribucién normal. Producto de
la correlacién de Spearman entre cada par de variables, se puede concluir con un
95% de nivel de confianza, que no existe relacion entre las variables fisicoquimicas
con respecto a la concentraciéon de vibrios, dado que los coeficientes de relacion
tienden a 0, y el valor-P en todas las relaciones es mayor al nivel de confianza de
0,05, lo cual indica que las correlaciones no son significativamente diferentes de

cero. Los valores referidos se expresan en la siguiente tabla.

Tabla 7. Resumen estadistico de la correlacion de Spearman entre los pardmetros fisicoquimicos y la
concentracion de vibrios totales

Salinidad Temperatura pH
Vibrios Totales (C. 0,0137 -0,1022 0,0970
Spearman)
Recuento (30) (30) (30)
R -cuadrada 0,11% 1,58% 0,77%
Valor-P 0, ,9413 0,5821 0,6015
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Del mismo modo, se plotearon los graficos de las relaciones lineales
producto de cada una de las correlaciones antes mencionadas, observandose que la
relacion entre la salinidad del agua del cultivo y la concentracién de vibrios es nula,
al estar la linea de tendencia casi paralela al eje de las abscisas con una débil
tendencia inversa, y presentar un coeficiente determinacion (R?) de 0,11%, lo cual
indica la variabilidad de la concentracion de vibrios en referencia a la linea ajustada,
tal cual se observa en la figura 22, en donde los datos se encuentran alejados de la
linea ajustada. La ecuacién del modelo ajustado se encuentra representada como:

Vibrios Totales = 4548,26 - 13,6975*Salinidad.

Figura 22. Relacion lineal Salinidad vs Concentracion total de vibrios
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Continuando, se analiza mediante la figura 23 la relacion entre la
temperatura del agua del cultivo y la concentracion de vibrios observandose que
presenta una débil tendencia inversa con nula relacion, al estar la linea de tendencia
casi paralela al eje de las abscisas, y presentar un coeficiente determinacion de
1,58%, lo cual indica la variabilidad de la concentracion de vibrios en referencia a
la linea ajustada. La ecuacion del modelo ajustado se encuentra representada como:

Vibrios Totales = 29680,6 - 805,556* Temperatura.
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Figura 23. Relacion lineal temperatura vs Concentracion total de vibrios
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Finalmente, se analiza por medio de la figura 24 la correlacion existente

entre el potencial Hidrogeno (pH) presente en el agua y la concentracién de vibrios,

observandose que presenta una débil tendencia directa, con nula relacion, al estar

la linea de tendencia casi paralela al eje de las abscisas, y presentar un coeficiente

determinaciéon de 0,77 %, lo cual indica la variabilidad de la concentracién de

vibrios en referencia a la linea ajustada. La ecuacién del modelo ajustado se

encuentra

representada como: Vibrios Totales = -9757,24 + 1787,25*pH.

Figura 24. Relacion lineal pH vs Concentracion total de vibrios
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Al finalizar cada corrida se determinaban las variables de sobrevivencia,
biomasa, Factor de conversion alimenticia y la cantidad de larvas por gramo (PI/G)
que habia producido cada tanque en tratamiento, obteniéndose los siguientes

resultados.

Biomasa.

La biomasa obtenida durante el estudio entre los 3 tanques a prueba fue de
32,82 Kg. En cuanto al promedio de biomasa por tratamiento, se evidencia que en
el tanque al cual se le aplico el Probiodtico “A” obtuvo un mayor rendimiento con
un promedio de 6,91 Kg, mientras que el tanque con el tratamiento control presentd
un menor promedio de Kg de biomasa de larvas de L. vannamei con 4,57, tal cual
se observa en la tabla 9. Aplicando la prueba de Kruskall-Wallis, se pudo constatar
que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de
tratamiento, dado que se obtuvo un valor-P de 0,102>a, (0,05) De la misma manera,
se analiz6 el comportamiento de los datos con respecto a cada ciclo de prueba,
obteniéndose un valor-P de 0,83>a, concluyendo que las medianas de los datos no

difieren una de otra.

Tabla 8. Biomasa obtenida referente a los ciclos de produccion por tratamientos

CICLO 1 CICLO 2 PROMEDIO
TO (Control) 4,37 4,78 4,58
T1 (Pro-A) 6,62 7,20 6,91
T2 (Pro-B) 4,94 4,91 4,93
Promedio 5,31 5,63 5,91
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Analizando el comportamiento de la biomasa por tratamiento dentro de cada
ciclo, se puede evidenciar que la tendencia se asemeja en ambos ciclos de
produccion. donde el Probidtico “A” obtuvo una mayor biomasa, mientras que el
tanque que se trato con el Probidtico control obtuvo la menor cantidad de biomasa

en ambos ciclos.

Sobrevivencia

En cuanto a la sobrevivencia al final de los dos ciclos se obtuvo que, los
tanques tratados con el probiodtico “A” presentaron una sobrevivencia promedio del
80,6 % seguida de los tanques donde se aplico el tratamiento con el probiotico “B”
con 74,2%, por ultimo, con una sobrevivencia del 58,2 %, se encuentran los tanques
donde se aplico el tratamiento control. Aplicando la prueba de Kruskal-Wallis, se
evidencid que no existe diferencia significativa entre las medianas de los valores,
con un valor-P de 0,102<a y un nivel de confianza del 95%. De la misma manera,
se corrobord que no existe diferencia significativa entre las medianas de la
sobrevivencia entre los ciclos, con un valor-P de 0,52>0. Revisando el
comportamiento de los datos en la tabla 10, se observa que la sobrevivencia del
tanque tratado con el probiotico “A”, es mayor en ambos ciclos de estudio con un
porcentaje >78,7%; de la misma forma que, los tanques con el tratamiento control

presentan la menor sobrevivencia con un porcentaje <60,8%.

Tabla 9. Sobrevivencia final obtenida referente a los ciclos de produccidn por tratamientos

CICLO 1 CICLO 2 PROMEDIO
TO (Control) 55,58 60,84 58,21
T1 (Pro-A) 78,66 82,52 80,59
T2 (Pro-B) 73,31 75,01 74,16
Promedio 69,18 72,79 77,38
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Factor de conversion alimenticia

El FCA, se analiza de manera inversa, dado que a menor FCA mayor habré
sido la eficiencia del tanque de produccidn; en relacion con esta caracteristica de la
variable se puede indicar que el tanque donde se aplico el tratamiento con el
probidtico “A” presentdé mayor eficiencia, puesto que el indicador obtuvo un
promedio entre los dos ciclos de 2,17 a diferencia de los dos tratamientos restantes
que estuvieron un punto por encima. Aplicando la prueba de Kruskal-Wallis se
evidencié que no existe, con un 95% de nivel de confianza, diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de los datos procesados (valor-P=

0,102).

Del mismo modo, se corrobord que no existe diferencia significativa entre
las medias del factor de conversion alimenticia entre los ciclos, con un valor-P de
0,83>a. Revisando el comportamiento de la tabla 11, se observa la eficacia del
tanque tratado con el probiodtico “A”, al obtener en ambos ciclos indicadores de
FCA de 2 puntos, mientras que los tanques con el tratamiento control y el probidtico

“B” presentan menor eficacia de conversion alimenticia con valores superiores a 3.

Tabla 10. Factor de conversion alimenticia referente a los ciclos de produccidn por tratamientos

CICLO 1 CICLO 2 PROMEDIO
TO (Control) 3,44 3,14 3,29
T1 (Pro-A) 2,27 2,08 2,17
T2 (Pro-B) 3,04 3,05 3,05
Promedio 2,91 2,76 2,61
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Cantidad de postlarva por gramo (PI/G).

La cantidad de larvas por gramo obtuvo un mejor rendimiento en el tanque
de produccion tratado con el probidtico “A”, al presentar valores de 275
postlarvas/gramo. Realizando el analisis mediante la prueba Kruskal-Wallis de un
solo factor, se determind un valor-P de 0,095<a, lo cual indica que no existe

diferencia significativa entre las medianas de la cantidad de postlarva/gramo.

Para finalizar, se corrobord que no existe diferencia significativa entre las
medias de la cantidad de postlarvas por gramo entre los ciclos, con un valor-P de
1,00>a0. Revisando el comportamiento de la tabla 12, se observa la eficacia del
tanque tratado con el probidtico “A”, al obtener en ambos ciclos cantidades de PlI/G
de 280 y 270 respectivamente, mientras que los tanques con el tratamiento control

(300 PL/G) y el probiodtico “B” (>350 PL/G) presentan mayor cantidad de PL/G.

Tabla 11. PL/G final obtenido referente a los ciclos de produccion por tratamientos

CICLO 1 CICLO 2 PROMEDIO
TO (Control) 300 300 300
T1 (Pro-A) 280 270 275
T2 (Pro-B) 350 360 355
Promedio 310 310 315
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9. DISCUSION

La industria del comercio ha creado productos a base de microorganismos
(probidtico) como levaduras, bacterias acidolacticas y acidificantes, en conjunto
con cepas de Bacillus sp, los cuales han generado resultados positivos en el
crecimiento, sobrevivencia, asimilacién de alimento, resistencia a infecciones,
respuesta inmune, mejora de calidad de agua y rentabilidad de los cultivos de larvas
de camardn (Gonzalez & Montgomery, 2014; Suarez-Medina, 2024; Villamil-Diaz

y Martinez-Silva, 2009).

En el pais, se ha presentado una gran acogida hacia el uso de probiéticos en
las empresas camaroneras, tanto asi que en una encuesta realizada (Manabi) el 89%
de las granjas encuestadas indicé que utilizaba algun tipo de probidtico en su
cultivo, dado al aumento de produccién (Cedefio, 2007); de la misma forma, los
laboratorios de larvas de camardn dentro de la provincia utilizan diversos
probidticos comerciales presentes en el mercado, sin embargo existe poca
informacion publicada, sobre los efectos y beneficios de estos sobre la produccion

local.

Ademaés, Waters & Bassler en su estudio realizado en 2005 indican que la
accion de probioticos es celula contra celula, por lo que coincidiendo con el presente

estudio ayuda a la mejora de los cultivos de diferentes especies.
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Durante el presente ensayo, se utilizaron 3 tipos de probidticos, siendo el
tratamiento control (TO) utilizado habitualmente por el laboratorio donde se
realizaron las pruebas, Probidtico A (T1) y Probidtico B (T2), cuyos resultados
indican que durante los dos ciclos prueba, el tratamiento control y el tratamiento 1
presentaron los mejores efectos en la inhibicion de bacterias patdgenas, sin embargo
para el control de levaduras y bacilos fue el probidtico B, quien presentd mayor

efectividad.

Como se hace mencion en parrafos anteriores no existe bibliografia
referente al uso de estos probioticos en sistemas de crianza de larvas de camaron,
sin embargo, durante la fase de engorde se puede rescatar el trabajo realizado en
una granja camaronera en Nicaragua, donde se realiz6 la comparacion de un
probidtico natural con uno comercial (TO), en el cual demostrd que el probidtico
comercial, presentd mejor crecimiento semanal (Amaya-Malta & Salinas-Teran,
2021). De la misma forma, en Honduras, se evalud la accion de diferentes
probidticos en los que se incluye el probiodtico B, sobre indice de conversion
alimenticia, peso promedio y biomasa del camardn blanco, concluyendo que las
dosis de los probioticos establecidas no tuvieron ningun efecto sobre los parametros

medidos durante la fase experimental (Lopez & Padilla, 2017).
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10. CONCLUSIONES

Finalizado el ensayo, en donde se probd la eficacia de 3 probidticos en el

control de bacterias durante dos ciclos de cultivo de larvas de Litopenaeus

vannamei, se puede concluir lo siguiente.

De los medios de cultivos utilizados para la lectura de concentracion de
unidades formadoras de colonias bacterianas, los recuentos en agar marino
con las UFC cremas y naranjas, fueron significativamente mayores a los
recuentos realizados en los otros tipos de agares en ambos ciclos
productivos.

Durante el ensayo y las pruebas estadisticas aplicadas en el presente trabajo,
se corrobora que el probiodtico control y el probidtico “A” presentaron los
mejores resultados en cuanto al control o inhibicidn de bacteriana, dado que
las medianas de los datos de concentracién de UFC fueron los mas bajos
durante la fase experimental, sin embargo, estos probidticos presentaron
poca eficiencia en el control de levaduras y/o bacilos, dado que el probidtico
“B” presentd una mayor eficiencia en la inhibicion de este tipo de bacterias.
De la relacion realizada entre los parametros fisicoquimicos (temperatura,
salinidad y pH) que se controlan dentro del cultivo, con la concentracion
bacteriana de vibrios totales, se determind que esta no se relaciona

directamente, al presentar valores de correlacion cercanos a cero.

76



e En cuanto a la biomasa, sobrevivencia, factor de conversion alimenticia y
postlarva/gramo, se observo que los tanques a los que se los traté con el
probiotico “A” se presentaron los mejores puntajes, seguidas del tratamiento

control y por ultimo los tanques tratados con el probiotico “B”.

11. RECOMENDACIONES

Tomando en consideracion los resultados obtenidos en esta investigacion,

se puede recomendar que:

e Suministrar los probi6ticos control y A en el cultivo de larvas de camardn
blanco (Litopenaeus vannamei), es una buena alternativa para inhibir la
proliferacion bacteriana, mejorando la produccion y evitando las
perdidas.

e Realizar mas trabajos de investigacion sobre el crecimiento y
sobrevivencia bajo la administracion de estos probidticos en otras
densidades y regiones con la finalidad de afianzar datos.

e Se recomienda en trabajos futuros basados en probioticos realizar
tinciones GRAM para identificacién de colonias en Agar- Marino.
Asimismo, se recomienda realizar un analisis PCR para identificacion de

UFC presentes en los tanques de produccion.
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13. ANEXOS

Figura 25. Agares usados como medio de cutivo.

Figura 27. Siembra de muestras Figura 26. Cajas petri con los diferentes medios de cultivo
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Figura 29. Control de muestras sembradas. Figura 28. Conteo de UFC mediante aplicacion del
Probiético control
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Figura 32. Conteo de UFC mediante de aplicacion del probiético A

Figura 33: conteo de colonias en los diferentes cultivos de agar

Figura 34: Muestras recolectadas en fundas de plasticas para
el analisis microbiolégico.

Figura 35: coccion del Chromagar
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Figura 36: Dia de cosecha.

e

Figura 37: Dia de siembra.

Figura 38: Esterilizado de materiales e incubacion

Figura 39: Contador de colonias.

91



Tabla 12. Recuento de unidades formadoras de colonias bacterianas en los diferentes medios de cultivo sembrados.

MEDIOS DE Urc cleL PRO-CONTROL PRO-A PRO-B
CULTIVO o M1 M2 M3 M4 M5 M1 M2 M3 M4 M5 M1 M2 M3 M4 M5
1 5,00E | 5,01E | 4,00E | 4,00E | 3,87E | 7,00E | 4,50E | 5,80E | 2,87E | 3,24E | 1,00E | 1,70E | 1,20E | 1,56E
Cremas +05 +05 +05 +05 +05 +05 +05 +05 +05 +05 +06 +06 +06 +06
) 3,56E | 3,33E | 3,00E | 4,69E | 4,61E | 4,32E | 3,20E | 2,00E | 4,56E 7,80E- 1,11E 1,23E | 2,30E
Agar Marino +05 +05 +05 +05 +05 +05 +05 +05 +05 +05 +06 +06 +05
1 2,00E | 6,00E | 1,10E | 1,30E | 1,70E | 2,30E | 0,00E | 2,30E | 0,00E | 2,30E | 8,90E | 5,70E | 1,43E | 2,30E | 0,00E
Naranjas +04 +03 +04 +04 +04 +04 +00 +04 +00 +04 +04 +04 +05 +04 +00
’ 3,00E | 2,90E | 5,00E | 0,00E | 3,00E | 0,00E | 0,00E | 4,00E | 0,00E | 0,00E - 0,00E | 2,70E | 0,00E | 0,00E
+03 +04 +03 +00 +03 +00 +00 +03 +00 +00 +00 +04 +00 +00
1 5,00E | 6,00E | 1,30E | 7,00E | 1,50E | 1,00E | 0,00E | 0,00E | 5,00E | 2,00E | 3,00E | 2,58E | 1,45E | 5,60E | 5,67E
Amarillas +01 +01 +02 +01 +02 +02 +00 +00 +02 +02 +02 +03 +03 +03 +03
) 6,00E | 1,20E | 5,00E | 3,00E | 1,00E | 6,00E | 2,20E | 3,40E | 3,20E | 4,30E | 6,78E | 1,16E | 3,90E | 3,00E | 2,39E
Agar TCBS +01 +02 +01 +01 +01 +01 +02 +02 +02 +02 +03 +03 +02 +03 +03
1 1,00E | 3,00E | 2,00E | 2,00E | 5,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E
Verdes +01 +01 +01 +01 +01 +00 +00 +00 +00
) 1,00E | 4,00E | 1,00E | 3,00E | 3,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E
+01 +01 +01 +01 +01 +00 +00 +00 +00
1 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E
Parahaemoly +00 +00 +00 +00
ticus ’ 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E
+00 +00 +00 +00
Chromoagar 1 1,00E | 2,00E | 1,00E | 9,00E | 2,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E
Vibrios Vulnificus +01 +01 +01 +01 +01 +00 +00 +00 +00
) 3,00E | 0,00E | 1,00E | 2,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E
+01 +00 +01 +01 +00 +00 +00 +00 +00
Alginolitycu 1 5,00E | 2,41E | 3,09E | 4,32E | 4,31E | 8,00E | 6,43E | 1,40E | 2,90E
S +03 +03 +03 +03 +03 +02 +03 +02 +02
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MEDIOS DE Urc cleL PRO-CONTROL PRO-A PRO-B
CULTIVO o M1 M2 M3 M4 M5 M1 M2 M3 M4 M5 M1 M2 M3 M4 M5
) 3,78E | 3,00E | 2,41E | 3,29E | 5,80E | 2,50E | 3,60E | 5,70E | 3,42E | 2,30E | 9,87E | 1,23E | 5,64E | 8,72E | 7,68E
+03 +03 +03 +03 +02 +03 +02 +02 +03 +03 +03 +03 +03 +03 +03
1 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 1,00E | 4,00E | 0,00E | 4,50E | 6,00E
Agar Pseudomona +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +01 +00
Cetrimide S 2 1,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0O,00E | 0,00E | 0,00E | 2,30E | 9,00E | 0,00E | 8,00E | 0,00E
+00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +01 +01 +00 +00 +00
1 0,00E | 0,00E | 0,00E | 1,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 3,17E | 7,00E 2,00E | 8,00E
Agar Hongos +00 +00 +00 +03 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +05 +03 +03 +03
Sauboraud ) 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 0,00E | 9,00E | 0,00E | 0,00E | 1,00E | 4,00E
+00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +00 +03 +00 +00 +03 +03
1 9,90E | 9,06E | 8,77E | 7,98E | 8,08E | 9,80E | 8,70E | 9,00E | 1,20E | 8,90E | 4,00E | 1,00E | 1,23E | 9,60E | 1,20E
Agar MRS Levao_luras/b +05 +05 +05 +05 +05 +05 +05 +05 +06 +05 +03 +04 +05 +04 +05
acilos ’ 9,89E | 9,00E | 1,00E | 9,96E | 9,80E | 1,00E | 9,90E | 9,69E | 9,70E | 9,00E | 9,80E | 8,00E | 8,00E | 2,40E | 8,00E
+05 +05 +06 +05 +05 +06 +05 +05 +05 +05 +04 +04 +04 +04 +04
2,87E | 2,68E | 2,60E | 2,68E | 2,66E | 3,14E | 2,64E | 2,68E | 2,92E | 2,92E | 1,90E | 2,98E | 1,66E | 2,96E | 1,25E
TOTAL, DE UFC POR MONITOREO +06 +06 +06 +06 +06 +06 +06 +06 +06 +06 +09 +06 +07 +06 +07
CONCENTRACION TOTAL DE UFC 1,96E+09
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