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Resumen

El camarén blanco es un organismo de cultivo de importancia comercial, su produccion esta ligada a la
proliferacién de una serie de microorganismos que crecen en este caldo de cultivo, compuesto tanto por
bacterias benéficas como patégenas, su presencia va a estar determinada por las caracteristicas
ambientales, asi como su ingreso a través de los afluentes. En este estudio se analiza la composicion
de la microbiota mediante pruebas bioquimicas y su respuesta ante diversos antimicrobianos. Se
recogieron 132 muestras distribuidas en 4 sitios de muestreos: mar, playa, descargas pre y post
tratamiento, entre los meses de Septiembre, Noviembre del 2015 y Marzo del 2016 determinados como
época seca, transicion y humeda respectivamente, las muestras fueron inoculadas en tres sustratos
distintos: Agar TCBS, TSA y TSA ([5%] NaCl). En su identificacién se aplicaron 20 pruebas bioquimicas,
evaluando sus resultados con el programa STATISTICA; y posteriormente sometidos ante 8
antimicrobianos, evaluando los comportamientos de las cargas bacterianas con el uso los programas
Minitab y QGIS. Como resultado la época de transicion fue la de mayor carga bacteriana, seguido de la
época humeda y la época seca, registrdndose 11 microorganismos, estando presentes durante las tres
épocas muestreadas Vibrio harveyi y V. damsela; los tres microorganismos mas relevantes (V. harveyi,
V. parahaemolyticus y V. alginolyticus) presentaron resistencias en los sistemas de cultivo, tanto en
aguas descargadas, pre y post tratamiento, mientras aquellas cepas bacterianas aisladas previamente
del mar y playa no presentaron resistencia, sugiriendo asi la probable adquisicién de resistencia a partir
de los tratamientos antibacterianos utilizados en los sistemas de cultivo.

Palabras Claves: Bioquimica bacteriana, cargas bacterianas, larvicultura, microbiologia, susceptibilidad
microbiana.

Abstract

The white shrimp (Litopenaeus vannamei) is an organism of commercial importance, its crop production
is linked to the proliferation of a number of microorganisms that grow in this broth composed of both
beneficial and pathogenic bacteria, and its presence will be determined by the characteristics of the
environment as their income through affluents. This study analizes the composition of the microbiota
through biochemical tests and its response to various antimicrobials. A total of 132 samples were
collected at 4 sites: sea, beach, pre and post-treatment sites between September, November 2015 and
March 2016 determined as dry, transition and wet season ,the samples were inoculated into three
different substrates: TCBS, TSA and TSA ([5 %] NaCl). For its identification, 20 biochemical tests were
applied and for evaluating the response used the STATISTICA program, and then subjected to 8
antimicrobials, evaluating the behavior of the bacterial loads with the combined use of the programs
Minitab and QGIS. As a result the transition period was the highest bacterial load, followed by the wet
season and finally the dry season, 11 microorganisms were recorded but the present ones during the
three periods were V. harveyi and V Damsela, the three main microorganism (V. harveyi, V.
parahaemolyticus and V. alginolyticus) presented resistance in the culture systems, both pre and post



treatment discharged waters, meanwhile the another bacterial strains previously got form sea and beach
didn’t present resistance, suggesting a probable acquisition of resistance in the culture systems through
the antibacterial treatment used on it.

Keywords: Bacterial biochemistry, bacterial loads, larviculture, microbiology, microbial susceptibility.



1.-Introduccién

En el Ecuador, dentro del listado de registro y aprobacion por parte del Instituto Nacional de Pesca
referente a los laboratorios destinados a la crianza de larvas de camardon blanco (Litopenaeus
vannamei) existen un total de 131 empresas a nivel nacional, en la Provincia de Santa Elena se hallan
91 laboratorios conformando el 69,5% del total registrado, no obstante dentro de los datos concedidos
por la Subsecretaria de Acuicultura, a nivel provincial existe una ndmina de 128 laboratorios destinados
a la larvicultura, 45 se sitian dentro del sector de Mar Bravo, conformando un porcentaje mayor que sin
duda alguna consolida al sector de Mar Bravo como un sitio de relevancia dentro del cultivo de camarén
blanco tanto a nivel provincial como nacional.

Los productos mas comercializados de la acuicultura a nivel mundial en el 2014, fueron el camaron, el
salmén y los moluscos; estos organismos obtenidos a partir de la acuicultura ascendieron a 73,8
millones de toneladas, lo que se estimo6 en un valor de primera venta de 160.200 millones de USD, de
este valor 6,9 millones de toneladas corresponden al cultivo de crustaceos (36.200 millones de USD)
(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2016). Para el Ecuador las exportaciones en
el 2015, en relacion al 2014, presentaron una disminucién del 11.21% del valor FOB (Free on board),
pasando de USD 2,599 millones a USD 2,308 millones, registrando un mayor volumen (aumento del
14.43%) a un precio menor en relacion al afio anterior. Respecto a las importaciones de productos y
compras del sector acuicola se registré un decrecimiento, con un monto total de 156 toneladas y 157 mil
USD, con una tasa negativa de 31.38% de crecimiento anual promedio del valor FOB. A nivel nacional
la principal productora de camarén en fase de comercializacién es la Provincia del Guayas que en el
2015 registré 138 mil hectareas cultivadas (65.23% del total nacional), seguido por El Oro (con el
19.05%), Manabi (8.77%) y Esmeraldas (6.94%) (Instituto de promocion de exportaciones e inversiones,
2016).

Sin embargo, este tipo de productos de consumo no estan libre de problemas, desde 1997 el Banco
Mundial determiné que se perdié cerca de tres mil millones de délares (USD) de productos provenientes
de la acuicultura debido a las enfermedades (Subasinghe, 1997). Entre los afios 1999 y 2000 en el
Ecuador se registraron pérdidas que bordearon los 700 millones de délares (USD) a causa del virus de
la mancha blanca (WSSV). En la actualidad las patologias causan déficits de cientos de millones de
dolares (USD), estimacién basada en los precios fluctuantes y la falta de comunicacién del sector
productivo (FAO, 2016). Entre las enfermedades de caracter bacteriano en la larvicultura de camarones
estan Vibriosis sistémica (V. alginolyticus), erosion bacteriana del caparazén, Sindrome de Zoea Il (V.
harveyi, V. parahaemolyticus), Enfermedad de luminiscencia, (NHP-B) Necrosis del hepatopancreas
bacteriana, causadas principalmente por organismos del género Vibrios, asi como también Bacterias
filamentosas (Leucothrix mucor) y de Espiroplasmosis (Spiroplasma penaei) (Cuellar et al., 2014). En
humanos Vibrio parahaemolyticus, y V. harveyi son los principales responsables de patologias como
gastroenteritis, infecciones de heridas, septicemias primarias e incluso mortalidades vinculadas a estos
cuadros clinicos (Hlady & Klontz, 1996).

Los Vibrios son ubicuos y abundantes en el medio ambiente acuatico, una gran abundancia de estos
organismos también se ha detectado en tejidos y/u 6rganos de diversas macroalgas y animales
marinos, las 74 especies de este grupo se distribuyen entre cuatro familias diferentes:
Enterovibrionaceae, Photobacteriaceae, Salinivibrionaceae, y Vibrionaceas (Thompson et al., 2004). La
distribucién y dindmica del género Vibrio se ha visto influenciada por variaciones ambientales, (Asplund
et al., 2011) biodisponibilidad de ciertos nutrientes (Thompson & Polz, 2006) e incluso la prevalencia de
organismos hospederos o predadores (Leano et al., 1998). Estos microorganismos pueden poseer
susceptibilidad a diversos tipos de antimicrobianos o en algunos casos resistencia, la cual puede estar
influenciada por factores fenotipicos o por el intercambio plasmidico de una resistencia generada hacia
determinado antibiético, promoviendo de esta manera la resistencia por difusion (Batista & Ramalho,
2016). Los organismos denominados como patdgenos han desarrollado rutas metabdlicas especificas
para transferir proteinas codificadas en su cromosoma a células eucariontes y se conocen como
sistemas de secrecidn de proteinas; o expresiones fenotipicas como la bioluminiscencia, caracteristica
de algunos miembros de la familia Vibrionacea (Soto et al., 2006).

En la acuicultura las pruebas de sensibilidad o antibiograma, se realizan con el objetivo de evaluar en
laboratorio la respuesta de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos, traduciendo en una
primera aproximacion, siendo su resultado un factor predictivo de la eficacia. El antibiograma define la
actividad in vitro de un antibidtico frente a un microorganismo determinado y refleja su capacidad para



inhibir el crecimiento de una bacteria o poblacion bacteriana (Frankel et al., 2012). Las resistencias de
los microorganismos, incluso en los que su sensibilidad se considera universal, hace necesaria su
determinacion mediante mecanismos de resistencia que hasta el momento no se han descrito (Cayre et
al., 2001). Por el momento no existe un método universal que reproduzca las condiciones en las que se
encuentra un microorganismo produciendo una infeccion y, por tanto, la situacion ideal en las que deben
desarrollarse las pruebas de sensibilidad (Zhou et al., 2012).

Respecto a la utilizacion de antibidticos en la larvicultura del camardn, solo existe un Gnico antibiético
permitido y regularizado por la FDA (Food and Drug Administration) y la EMEA (European Agency for
the Evaluation of Medicinal Products) , la Oxitetraciclina-HCL (Greenlees, 1997); pero se presume que
existen laboratorios que usan antibidticos prohibidos, generando en algunos casos resistencias
bacterianas que se convierten en un problema en los sistemas de produccidn (Santiago et al., 2009). En
paises como México los antibidticos mas utilizados para contrarrestar las enfermedades producidas por
bacterias del género Vibrio son oxitetraciclina, florfenicol, ormetoprim - sulfametoxazol, sarafloxacina y
enrofloxacina (Roque et al., 2001). Alrededor del mundo, se emplean ademas antibidticos como
clortetraciclina, quinolonas, ciprofloxacina, norfloxacina, acido oxolinico, perfloxacina, sulfametazina,
gentamicina y tiamulina.

2. Materiales y métodos.
2.1 Recolecciéon de muestras.

El presente estudio se realizo en el sector de Mar Bravo, provincia de Santa Elena, Ecuador (505000m
E.-9752000m S. UTM) (Fig. 1), considerado como una zona productiva de importancia para el sector
camaronero, tomando en época seca (5 y 15 de Septiembre), época de transicion (19 y 27 de
Noviembre) y la época himeda (8 y 23 de Marzo), un total ciento treinta y dos muestras de agua. Como
referencia se establecieron puntos de muestreo cercanos a los cinco principales criaderos de camarén
ubicados en la zona (Fig. 2). Tomando en cada salida de campo cinco muestras a 100 metros de
distancia de la linea de costa y cinco muestras a 10 metros de distancia, frente a las empresas
mencionadas anteriormente, ademas se tomé dos muestras en el punto mas septentrional, situado a
cien metros de la linea de la costa, a una distancia de trescientos metros entre ellos, y se establecieron
en cada uno de los efluentes de las cinco empresas dos puntos de muestreo, uno previo al tratamiento
del agua descargada y otro post tratamiento de la misma (Anexo 1). En cada uno de los puntos de
muestreo se recogieron 100 ml de agua, colectados en frascos estériles y almacenados a 4° C.
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2.2 Aislamiento bacteriano; identificacion y sensibilidad antimicrobiana.

Las muestras de agua recogidas se sembraron siguiendo el protocolo modificado de Cuellar & Morales
(2008) usando placas en tres tipos de sustrato diferentes: agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS),
agar de Tripticasa soya (TSA) y agar TSA con cloruro de sodio (5%). En cada uno de estos sustratos se
sembraron bajo tres diluciones seriadas 1:10; 1:100 y 1:1000 por triplicado e incubadas a 32° C durante
12 horas (Anexo 2), después de las cuales se estimaron las Unidades Formadoras de Colonias
(UFC/mI). Se aislaron las cepas que poseian caracteristicas de los géneros Pseudomona, Aeromona,
Photobacterium y Vibrio, como la morfometria de la cepa y/o presencia de bioluminiscencia (Vezzulli et
al., 2010). Las cepas de cada fecha de muestreo fueron almacenadas para su posterior andlisis a -80°C
utilizando glicerol al 15% como crioprotector no iénico (Morrison, 1979).

Para caracterizar e identificar los diferentes géneros de bacterias se siguio el protocolo de Solis (1996)
utilizando un total de 20 pruebas. Los principales géneros que se pudieron identificar utilizando estas
pruebas fueron Pseudomona, Aeromona, Photobacterium y Vibrio (Anexo 11). El género Vibrio se
identificé hasta nivel especifico utilizando el mismo protocolo anteriormente expuesto. Una vez
realizadas las pruebas se analizaron los resultados por medio del método joining (tree clustering) del
programa estadistico STATISICA - version 8 (Alsina & Blanch, 1994) comparandolas con las descritas
en el manual de Bergeys (Breed et al., 1948). Este proceso tuvo un periodo de duracion de 10 semanas.

La sensibilidad antimicrobiana se midié utilizando el método de Bauer et al. (1962), recomendado por el
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Para ello se resembraron las cepas
aisladas colocando discos de sensibilidad en la placa que permitieron medir el halo de inhibicién en
milimetros. Los resultados se establecieron como susceptible (260 mm), intermedio (14 — 59 mm) o
resistente (£13 mm) segun lo establecido por Taroco et al. (2006), el proceso tuvo una duracion de 6
semanas previo a la identificacion bioguimica. Los antibiéticos evaluados fueron Amoxicilina [30ug],
Mycomicina [30ug], Kanamicina [30ug], Oxitetraciclina [30ug], Florfenicol [30ug], Norfloxacino [10ug],
Ciprofloxacino [5ug] y Enrofloxacina [5ug].

Los datos obtenidos a partir de las UFC/ml se sometieron a pruebas mediante X-Barra, ANOVA y
pruebas t de student determinando la inclusiéon de cada uno, dentro del intervalo de confianza al 95%
con el programa Minitab Statistical Software (version 17). Posteriormente, se analizaron los datos
utilizando graficas de contorno seguln la estacionalidad mediante el Sistema de Informacién Geogréfica
QGIS (version 2.8.9).

La presencia o ausencia de especies en relacién al punto de colecta de muestra se compararon
mediante graficas radiales de relleno. Ademas, se determiné la influencia del crecimiento bacteriano con
relacion a la presencia de bioluminiscencia utilizando pruebas de regresion lineal junto con las gréaficas
de Series de Tiempo que ayudaron a comparar la presencia de bioluminiscencia en las areas de
muestreo. Finalmente, la sensibilidad de los microorganismos procedentes de las muestras marinas y
los procedentes de los efluentes (pre y post tratamiento) se analizaron y compararon usando graficas de
barras.

3. Resultados

El analisis ANOVA de las medias con un intervalo de confianza de 95%, tanto el mar (p=0,378)(Fig.3), la
playa (p=0,098)(Fig.4) y agua de descargas (pre-tratamiento) (p=0,094)(Fig.5) reflejan concordancia de
datos; mientras que las medias de las descargas tratadas (p=0,006) (Fig.8) resultaron significativamente
diferentes en relacion a la estacionalidad, los valores de estas medias fueron 0,5E* para la época seca,
5,0E* para la transicion y 3,8E“ para la época himeda.
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Figura 3. Prueba de ANOVA en gréfica de intervalos para Figura 4. Prueba de ANOVA en grafica de intervalos para
muestras de agua de mar en relacién a la estacionalidad, se muestras de agua de playa en relacién a la estacionalidad, se
presupuso igualdad de varianzas para el andlisis con el 95% presupuso igualdad de varianzas para el analisis con el 95%

de confianza. de confianza.
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Figura 5. Prueba de ANOVA en gréfica de intervalos para Figura 6. Prueba de ANOVA en grafica de intervalos para
muestras de agua de descargas (pre-tratamiento) en relacion muestras de agua de descarga tratada en relacion a la
a la estacionalidad, se presupuso igualdad de varianzas para estacionalidad, se presupuso igualdad de varianzas para el
el analisis con el 95% de confianza. andlisis con el 95% de confianza.

Las comparaciones de las pruebas t con un intervalo de confianza de 95%, demuestran que no existe
diferencia significativa entre las aguas de mar y de playa (p=0,316, T=1,01), la media para el mar es
2,1E*y en la playa 0,8E* (Fig.7); de igual manera el agua de descarga pre y post tratamiento (p=0,367,
T=0,91) demuestra que no existe diferencia significativa entre ambos, la media para el agua de
descarga pre-tratamiento es 4,4E* y para post tratamiento 2,9E* (Fig.8).
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Figura 7. Prueba t en grafica de caja con el 95% de confianza, Figura 8. Prueba t en gréfica de caja con el 95% de confianza,
linea diagonal representan las medias de las muestras. linea diagonal representan las medias de las muestras.



Las cargas bacterianas presentaron un comportamiento variable en relacion con la estacionalidad (Fig.
9, 10 y 11) donde la época seca presenta la menor carga bacteriana, seguida de la época himeda y la
época de transicion. La confiabilidad de los datos mediante andlisis de Xbarra, demostrd que los valores
estan dentro de los limites de confianza inferior y superior (3 desviaciones estandar=2,6E4) y una media
de 1,34E* UFC/ml (Anexo. 14).
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Figura 9. Grafica de contorno de isolineas con cargas bacterianas totales de la época Seca. Escala colorimétrica en posicion
derecha en relacion a la grafica. Coordenadas UTM en limites izquierdo e inferior, Escala 1:3.000.
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Figura 10. Gréfica de contorno de isolineas con cargas bacterianas totales de la época de transicion. Escala colorimétrica en
posicion derecha en relacién a la gréfica. Coordenadas UTM en limites izquierdo e inferior, Escala 1:3.000.
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Figura 11. Gréfica de contorno de isolineas con cargas bacterianas totales de la época Himeda. Escala colorimétrica en
posicion derecha en relacién a la gréfica. Coordenadas UTM en limites izquierdo e inferior, Escala 1:3.000.

No existe una relacion significativa entre la presencia de cepas con bioluminiscencia en el medio marino
(10 y 100 m.) con las procedentes de los efluentes (Anexo. 15), a pesar de que el mayor porcentaje se
registré en la playa (8%). Tanto en el mar como en las aguas de descargas tratadas y sin tratar los
porcentajes fueron mas bajos (3%; 2%; 1% respectivamente). El analisis de regresion para
bioluminiscencia en relacion a las UFC/ml indica que no existe una relacion directa entre ambos p=0,307
(Anexo. 16).

Se identificaron 13 microorganismos de dos géneros Pseudomona (Pseudomona sp), y Vibrio (Vibrio
alginolyticus, V. anguillarium, V. campbelli, V. cholerae, V. damsela, V. harveyi, V. hollisae, V. marinus,
V. nereis, V. parahaemolyticus, V. splendidus (I .y II.)) .En el mar se registré la ausencia de V. campbelli,
V. hollisae, V. splendidus (I.)(Fig. 12A); en la playa ausencia de Pseudomona sp y V. cholerae (Fig.
12B), en las aguas de descargas en pre tratamiento solo se registré la presencia de Vibrio alginolyticus,
V anguillarium, V. damsela, V. harveyi V. parahaemolyticus, V. splendidus (I .y Il.) (Fig. 12C) y en las
descargas post tratamiento se presentaron cepas de Vibrio alginolyticus, V anguillarium V. damsela, V.
harveyi, V. parahaemolyticus, V. splendidus (I.) (Fig. 12D).

Pseudomonas spp. Pseudomonas spp.
V. splendidus II. V. alginolyticus V. splendidus I V. alginolyticus
V. splendidus 1. V. anguillarum V. splendidus | . V. anguillarum
V. parahaemolyticus V. campbelli V. parahaemolyticus V. campbelli
V. nereis V. cholerae V. nereis V. cholerae
V. marinus V. damsela V. marinus V. damsela
A V. hollisae V. harveyi B V. hollisae V. harveyi
Pseudomonas spp. Pseudomonas spp.
V. splendidus 1. V. alginolyticus V. splendidus II. V. alginolyticus
V. splendidus I . V. anguillarum V. splendidus 1. V. anguillarum
V. parahaemolyticus V. campbelli V. parahaemolyticus V. campbelli
V. nereis V. cholerae Y. nereis V. cholerae
V. marinus V. damsela V. marinus V. damsela
C V. hollisae V. harveyi D V. hollisae V. harveyi

Figura 12. Gréficas radiales de relleno correspondiente a las zonas de muestreo. Ejes rellenos 7] determinan la presencia de
las especies para cada zona. A: Mar, B: Playa, C: Descarga, D: Descarga tratada.
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Estacionalmente existié6 una variacion en la composicion de las especies presentes/ausentes, en la
época seca se presentaron 7 de las 13 especies (V. alginolyticus, V. anguillarum, V. campbelli, V.
cholerae, V. damsela, V. harveyi, V. parahaemolyticus) (Tabla. 1), en la transicion 8 especies
(Pseudomonas sp, V. alginolyticus, V. campbelli, V. cholerae, V. damsela, V. harveyi, V. marinus, V.
parahaemolyticus) (Tabla. 2), y en la época himeda 8 especies (V. anguillarum, V. damsela, V. harveyi,
V. hollisae, V. marinus, V. nereis, V. splendidus | ., V. splendidus II.) (Tabla.3).

Tabla 1. Microorganismos presentes durante la época seca.[___|: Presencia de cepa.

descarga

Epoca seca mar laya descarga
s A B tratada

Pseudomonas sp

. alginolyticus

. anguillarum

. campbelli

. cholerae

. damsela

harveyi

. hollisae

marinus

nereis

. parahaemolyticus

. splendidus | .

<IRIRERIEREREIRIEIZIZIS

. splendidus II.

Tabla 2. Microorganismos presentes durante transicién.:l: Presencia de cepa.

descarga

Transicion mar playa descarga
tratada

Pseudomonas sp

. alginolyticus

. anguillarum

. campbelli

. cholerae

. damsela

. hollisae

. marinus

. nereis

. parahaemolyticus

. splendidus | .

V
V
V
\
\
V. harveyi
\
V
V
V
\
\

. splendidus II.
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Tabla 3. Microorganismos presentes durante la época humeda.[_|: Presencia de cepa.

descarga

Epoca himeda mar laya descarga
2 A e tratada

Pseudomonas sp

. alginolyticus

. anguillarum

. campbelli

. cholerae

. damsela

. harveyi

. hollisae

. marinus

. nereis

. parahaemolyticus

. splendidus | .

V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V

. splendidus 1.

Considerando su relevancia en el estudio las cepas de V.alginolyticus, V. harveyi y de V.
parahaemolyticus presentaron resistencias en los diferentes sitios de muestreo, siendo V. alginolyticus
suceptible a todos los antibidticos en el mar, resistente a la amoxicilina, mycomicina y oxitetraciclina en
la playa, en la descarga pre-tratamiento registra resistencia a la amoxicilina y la mycomicina, mientras
gue se presenta una resistencia a los antibiéticos parecida a la de playa pero con resistencia a la
kanamicina (Tabla. 4), V. harveyi en el agua de mar result6 totalmente sensible a todos los antibiéticos,
en la playa presenté resistencia a la amoxicilina y la mycomicina, en el agua de descarga pre-
tratamiento se generd una resistencia a la kanamicina y a la oxitetraciclina y en las aguas de descarga
post-tratamiento no se observd la resistencia a la kanamicina pero si a los mismos antibiéticos que las
cepas de aguas pre-tratamiento (Tabla. 5); V. parahaemolyticus no presentd ninguna resistencia en la
playa pero si en el agua de mar a la amoxicilina y a la oxitetraciclina, en aguas de descarga pre-
tratamiento mostré una resistencia a los ocho antibiéticos testados, pero en las aguas post-tratamiento
se presentaron resistencias a la amoxicilina, kanamicina, mycominina y oxitetraciclina (Tabla. 6).

Tabla 4. Resistencias presentadas para V. alginolyticus ante los diversos antimicrobianos. [l : Presencia positiva de

resistencia.
Especie Fuente [Cepas encontradag Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacina| Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
V. alginolyticus Mar 2
V. alginolyticus Playa 6
V. alginolyticus Descarga 7
V. alginolyticus  |Descarga tratadg 5

Tabla 5. Resistencias presentadas para V. harveyi ante los diversos antimicrobianos. BBl : Presencia positiva de resistencia.

Especie Fuente Cepas encontradag Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacinal Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
V. harveyi Mar 1
V. harveyi Playa 2
V. harveyi Descarga 2
V. harveyi [Descarga tratadg 2

Tabla 6. Resistencias presentadas para V. parahaemolyticus ante los diversos antimicrobianos. Bl : Presencia positiva de

resistencia.
Especie Fuente Cepas encontradag Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacinal Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
V. parahaemolyticus Mar 5
V. parahaemolyticus Playa 7
V. parahaemolyticus Descarga 8
V. parahaemolyticus |Descarga tratadg 4
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4. Discusién

Los andlisis realizados para determinar la variacion de la carga bacteriana muestran dependencia del
sitio de muestreo asi como la época del afio, asociando la variabilidad espacio temporal con las
variaciones ambientales, como lo vinculan Veenstra et al. (1994) y Kelly (1982) a la biodisponibilidad de
los nutrientes que son afectados por la temperatura y/o salinidad. Si bien la variacion de las
caracteristicas del agua de manera estacional influyen en la distribucion de los organismos, tambien las
corrientes marinas, la batimetria y el perfil costanero (Simpson, 1994). Estas variaciones son
determinantes de la presencia y ausencia de ciertas especies de Vibrios, registrando V. damsela y V.
harveyi en todos los intervalos del estudio, mientras que en la India (Zarei et al., 2012), V.
parahaemolyticus se ha registrado todo el afio pero con una prevalencia variable, junto con V.
alginolyticus como una especie dominante, lo cual demuestra que todos los factores aunados influyen
en la composicién de la microbiota.

La utilizacion de métodos bioquimicos para la detecciéon de especies nos ayudd a obtener resultados
confiables en un lapso de tiempo similar entre la utilizacion de esta metodologia versus pruebas
moleculares (24-48 Horas) (Rodriguez et al., 2009), estas pruebas moleculares poseen un porcentaje de
confiabilidad superior, pero para la ejecucion se requiere de personal altamente capacitado en el
desarrollo de las pruebas de identificacion, asi como un equipamiento mas avanzado para el
diagnéstico lo cual eleva la inversion inicial y se desarrollan con procedimientos de multiples etapas lo
cual incrementa la posibilidad de errores, ademas de la posibilidad de obtener falsos positivos y falsos
negativos (Ayala et al., 2004). Si bien técnicas como el uso de microarreglos o microchips son altamente
eficientes y confiables para la identificacion de multiples organismos de manera simultanea, son
costosas tanto por los reactivos empleados como por el digitalizador de imagenes utilizado para
escanear los microarreglos (Rapley, 2000). Por otro lado las pruebas bioquimicas poseen facilidad de
manipulacion permitiendo identificar un gran nimero de muestras por dia y la utilizacion de reactivos
para la identificacion se realiza con volumenes pequefios y por lo tanto requieren una menor inversién
(Solis, 1996).

La exposicién de las bacterias a antibiéticos pueden desarrollar resistencias a otros tipos de antibiéticos
sin necesidad de una exposicién previa lo cual demuestra la necesidad de realizar investigaciones
acerca de los efectos nocivos potenciales en la salud humana (De Lorenzo et al., 2014); el incremento
de las densidades de los vibrios en el medio conllevan a un aumento en la densidad de la carga
bacteriana en los crustdceos marinos destinados al consumo humano incrementando los patégenos
potenciales ligados a enfermedades alimenticias e infecciones de heridas en humanos (De Lorenzo et
al., 2014; Costa et al., 2009), y aunque estudios han demostrado que el uso de ciertos antibiéticos
disminuyen la densidad de vibrios en los medios de cultivos también generan resistencia a partir de la
exposicion a determinados antimicrobianos y/o compuestos (Rego et al., 2012). Ademas la reduccion de
organismos patégenos mediante el uso de antibiéticos en la acuicultura todavia es cuestionable, pero
existen consideraciones en la salud humana y el ambiente relacionados a la residualidad de antibiéticos
en los tejidos de camardn y los efectos en ecosistemas acuaticos adyacentes que se deben tomar
(Bermudez & Espinosa, 2012), por estas razones es necesario considerar la interaccién entre
antimicrobianos, organismos acuaticos y las comunidades bacterianas asociadas y sus posibles efectos
en el consumo humano. Dentro del trabajo se denotaron la presencia de resistencias ante diversos
antibidticos como los casos de Vibrio alginolyticus (Lee & Wendy, 2012) y Vibrio harveyi (Jawahar et al.,
1997), hecho que le otorga un nivel patogénico importante, debido a que son los principales
responsables de la vibriosis en camarén blanco (De La Pefia et al., 1993)

Se puede inferir en el hecho que las estaciones de tratamiento de aguas descargadas por los sistemas
de larvicultura aun siendo reguladas bajo el Texto unificado de legislacion secundaria del medio
ambiente (MAE, 2003), son en cierta manera deficientes debido a que los sistemas de larvicultura
poseen caudales muy variables como para tratarlos de manera correcta bajo las metodologias
establecidas para estos sistemas de cultivo, generando una problemética ligada a las resistencias
presentadas ante los antimicrobianos en el mar y la playa, probablemente estas son producto de genes
de resistencia transferidos entre microorganismos del mismo género o especie (Abraham, 2006;
Chandrakala et al., 2014).
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5. Conclusiones

Estacionalmente las muestras de descargas post-tratamiento presentan una diferencia representativa en
relacion a las demas zonas de muestreo; comparativamente entre las muestras de mar-playa y
descarga pre-post tratamiento existe una clara convergencia de niveles de cargas bacterianas para
cada analisis.

La época seca es la que posee la menor carga bacteriana, mientras que la transicion registra la carga
bacteriana mas alta, y la época hiumeda una carga bacteriana intermedia en relacion a los otros
intervalos analizados; sin embargo no existe un vinculo directo entre los niveles de cargas bacterianas y
la presencia o ausencia de bioluminiscencia.

De todas las especies identificadas bioquimicamente, la que presento resistencia total a los antibiéticos
testados fue V. parahaemolyticus, previo a someterse a un sistema de cultivo.

La microbiota presenta variaciones espacio-temporales, demostrando que existe una ausencia de
ciertas especies en determinados lugares de muestreos y en distintas épocas del afio.

6. Recomendaciones

Por las resistencias a los antimicrobianos encontradas en los microorganismos altamente patégenos
como V. alginolyticus, V. harveyi y V. parahaemolyticus, es necesario profundizar en estudios de
residualidad antibiotica en las aguas descargadas de los cultivos de camarén blanco, asi como su efecto
dentro de la macro y micro biota que se desarrolla posterior a los mismos.
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ANEXOS



Objetivo General:

Caracterizar espacio temporalmente las cargas bacterianas vinculadas a los afluentes y efluentes de los
sistemas productivos en la zona de estudio y su susceptibilidad.

Objetivos Especificos:

e Cuantificar cargas bacterianas presentes en los cuerpos de agua.
¢ Identificar bioquimicamente las cepas bacterianas y su variacion espacio-temporal.
e Evaluar sensibilidad antimicrobiana de las bacterias presentes en los cuerpos de agua.

Hipotesis

Ho: La variacion de la carga bacteriana es dependiente del sitio de muestreo y la época del afio.
H1: La variacion de la carga bacteriana es independiente del sitio de muestreo y/o época del afio.

Canal desagiie

T

Descarga

tratada

Laboratorios de larvicultura
Linea de marea

300 m. 300 m.
Mar

Anexo 1. Esquema de muestreo realizado, cada circulo representa un punto de muestreo definido, izq: ubicacidn de las zonas
de muestreo (100m o mar, 10m o playa, descarga pre y post tratamiento), der: referencia de lugares para toma de muestra
(Mar, linea de marea, laboratorios de larvicultura y canal de desagie)



[ 1sa | [ sa (s%nAch |

= &8
=
= &

Anexo 2. Esquema de siembra microbioldgica, izq a der: muestra representa el analito colectado, diluciéon: diluciones seriadas
realizadas, TCBS, TSA y TSA(5%NacCl): agares testados con sus respectivos triplicados.
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Anexo 3. Grafica de Xbarra de los muestreos realizados. Der: LCS=Limite de Confianza Superior, LCl=Limite de Confianza

Inferior, X=media de la muestra; izq: Unidades Formadoras de Colonia (UFC/ml); inf: muestreos realizados del 1 al 6.



Grafica de series de tiempo. Porcentaje de luminiscencia por lugar

Datos en orden cronolégico

Epoca seca Transicién Epoca himeda

Variable
m—t Mar
—f— Playa
—g— Descarga
——ib— Descarga tratada

% Luminiscencia

Muestreo
Mar Playa Descarga Descarga tratada

5%

Anexo 4. Porcentaje de Luminiscencia presente por lugar de muestreo promediado para los 6 muestreos. Izq: porcentajes del 0

al 100%, inf:muestreos realizados 1 al 6, sup: intervalos de analisis.
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Anexo 5. Gréficas de correlacidn y regresion lineal, entre UFC/ml. y bioluminiscencia.



Anexo 1. Tabla base de respuesta ante analisis bioquimico, +: reaccidn positiva, -: reaccién negativa, +/-: reaccion intermedia (15-85% positivo) (modificado de Solis, 1996).
[ Especies identificadas dentro del estudio

Reaccion Voges- Citrato Ornitina Arginina L- D- D- D- D- D-
Organismos 0% CINa | OF (0) | OF(F) Indol Proskauer | Simmons | Descarboxilasa | Dihidrolasa | Arabinosa Celobiosa Manosa | Manitol Sucrosa Glucuronato | Gluconato | Galactosa
Pseudomonas sp + + - - +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
Aeromonas sp + + + +/- +/- +/- - + +/- +/- +/- +/- +/- +
Photobacterium sp - + + - + T N +/- +- +- ;
Vibrio alginolyticus - + + + + - +/- - - - +/- T T N T +-
Vibrio anguillarum - + + + + + - + + + + + + = + +/-
Vibrio campbelli - + + - +/- +/- = = = +/- +/- +/- B B N N
Vibrio cholerae + T T T +- + + = E - +/- + ¥ _ _ ¥
Vibrio damsela - + + - + - = + = = + - B B N ¥
Vibrio fischeri - + + - - +/- - - R + + T N N N T
Vibrio fluvialis - + + - - + - + + +- + + + +/- + +
Vibrio fumissii + + + - - + - + + - +/- + + - + +
Vibrio harveyi - + + + +/- - 5 5 +/- + + + +/- + + +/-
Vibrio hollisae - + + + = = - - + - T _ _ +
Vibrio logei - + + - - - - - ¥ +/- ¥ - - + "
Vibrio marinus - + + = - - N N N N N N N T ¥
Vibrio nereis - + + - - + = + = - - - + B T N
Vibrio parahaemolyticus - + + + - - + - +/- N + T N +/- n T
Vibrio pelagius - + + - - + - - - - +- + - _ ¥ ¥
Vibrio penaeicida - + + +/- - +/- - - - n n B B p - -
Vibrio splendidus I. - + + + - + - + - + + + +/- + +/- T
Vibrio splendidus II. - + + + - + - - - +/- N T N N N R
Vibrio tubiashii - + + - + - +/- - + T T T N n ¥
Vibrio vulnificus - + + + - +/- +/- - - + + +/- = + + +




Anexo 2. Resistencias presentadas para Pseudomonas sp ante los diversos antimicrobianos. Bl : Presencia positiva de resistencia.

Especie Fuente Cepas encontradagy Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacina| Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
Pseudomonas sp Mar 1
Pseudomonas sp Playa 0
Pseudomonas sp Descarga 0
Pseudomonas sp [Descarga tratadg 0

Anexo 3. Resistencias presentadas para V. anguillarum ante los diversos antimicrobianos[llll : Presencia positiva de resistencia.

Especie Fuente Cepas encontradag Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacina| Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
V. anguillarum Mar 2
V. anguillarum Playa 1 _
V. anguillarum Descarga 1
V. anguillarum  |Descarga tratadg 1

Anexo 4. Resistencias presentadas para V. campbelli ante los diversos antimicrobianos. BB: Presencia positiva de resistencia.

Especie Fuente Cepas encontradagy Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacina| Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
V. campbelli Mar 0
V.canpbeli | Playa | 0 .
V. campbelli Descarga 0
V. campbelli Descarga tratadg 0




Anexo 5. Resistencias presentadas para V. cholerae ante los diversos antimicrobianos.[lBl: Presencia positiva de resistencia.

Especie Fuente Cepas encontradagy Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacina| Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
V. cholerae Mar 1
V. cholerae Playa 0
V. cholerae Descarga 0
V. cholerae Descarga tratadg 0
Anexo 6. Resistencias presentadas para V. damsela ante los diversos antimicrobianos. BBBM: Presencia positiva de resistencia.
Especie Fuente Cepas encontradag Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacina| Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
V. damsela Mar 1
V. damsela Playa 1
V. damsela Descarga 1
V. damsela Descarga tratadg 2
Anexo 7 .Resistencias presentadas para V. hollisae ante los diversos antimicrobianos. B : presencia positiva de resistencia.
Especie Fuente Cepas encontradag Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacina] Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
V. hollisae Mar 0
V. hollisae Playa 1
V. hollisae Descarga 0
V. hollisae Descarga tratadg 0




Anexo 8. Resistencias presentadas para V. marinus ante los diversos antimicrobianos. [l Presencia positiva de resistencia.

Especie Fuente Cepas encontradag Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacina] Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
V. marinus Mar 1
V. marinus Playa 1
V. marinus Descarga 1
V. marinus Descarga tratadg 0
Anexo 9. Resistencias presentadas para V. nereis ante los diversos antimicrobianos.[Bl: Presencia positiva de resistencia.
Especie Fuente Cepas encontradag Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacina| Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
V. nereis Mar 2
V. nereis Playa 2 _
V. nereis Descarga 0
V. nereis Descarga tratadg 0
Anexo 10. Resistencias presentadas para V. splendidus I. y Il ante los diversos antimicrobianos B : Presencia positiva de resistencia.
Especie Fuente Cepas encontradagy Amoxicilina |Ciprofloxacing Enrofloxacina| Florfenicol | Kanamicina | Mycomicina | Norfloxacina | Oxitetraciclina
V. splendidus I. y II. Mar 1
V. splendidus I. y II. Playa 3 _
V. splendidus I. y II. Descarga 4
V. splendidus I. y Il. |Descarga tratadg 1




Anexo 11. Base de respuestas bioquimicas obtenidas para cada cepa.

cepas | 0% CINa [ OF (O) [ OF(F) | Indol P:::ﬁ::'er Sicr:::::s Des(:;:litci:ialasa D:;i:;ra asa L-Arabi D-M: D-M: | Sucrosa D-Glucuronato D-GI D- p %compatibilidad
11 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 V. alginolyticus 69%
2.1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 V. alginolyticus 69%
3.1 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 0 V. alginolyticus 63%
4.1 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 0 V. alginolyticus 63%
5.1 1 1 1 0 1 0 1 0 2 1 1 0 V. parahaemolyticus 69%
6.1 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 0 V. alginolyticus 63%
7.1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 2 0 0 V. campbelli 56%
7A1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 2 0 0 V. campbelli 56%
9“1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 V. parahaemolyticus 75%
9.1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 V. parahaemolyticus 75%
10.1 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 V. parahaemolyticus 69%
111 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 V. damsela 69%
13.1 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 0 V. parahaemolyticus 63%
141 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 V. damsela 69%
15.1 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 0 V. alginolyticus 63%
171 1 1 1 1 1 0 0 0 2 1 1 0 V. harveyi 69%
1.2 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 V. harveyi 69%
2.2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 V. parahaemolyticus 69%
3.2 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 V. parahaemolyticus 75%
4.2 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 2 0 V. cholerae 63%
5.2 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 V. anguillarum 82%
6.2 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 V. alginolyticus 63%
7.2 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 V. alginolyticus 63%
8.2 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 V. alginolyticus 63%
9.2 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 V. alginolyticus 63%
10.2 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 V. alginolyticus 75%
11.2 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 2 0 V. alginolyticus 63%




Voges- Ornitina Arginina et
cepas Prosk Descart Dihidrolasa v geechpatibiiidag
12.2 1 0 V. alginolyticus 63%
14.2 1 0 V. alginolyticus 63%
15.2 1 0 V. alginolyticus 63%
16.2 1 0 V. alginolyticus 56%
17.2 1 0 V. harveyi 56%
18.2 1 0 V. harveyi 69%
19.2 1 0 V. harveyi 69%
13 0 0 V. damsela 63%
23 1 0 V. parahaemolyticus 69%
33 1 0 V. parahaemolyticus 75%
43 1 0 V. parahaemolyticus 75%
5.3* 1 0 V. parahaemolyticus 75%
53 0 0 V. marinus 69%
6.3 0 0 V. marinus 69%
7.3 0 0 Pseudomonas sp 50%
8.3 1 0 V. parahaemolyticus 69%
9.3 1 0 V. parahaemolyticus 75%
10.3 0 1 V. damsela 75%
11.3 1 0 V. parahaemolyticus 63%
12.3 1 0 V. parahaemolyticus 69%
13.3 1 0 V. parahaemolyticus 69%
14.3 1 0 V. parahaemolyticus 69%
15.3 0 0 V. campbelli 75%
16.3 0 1 V. damsela 75%
17.3 1 0 V. parahaemolyticus 69%
18.3 1 0 V. parahaemolyticus 69%
1.4 1 0 V. parahaemolyticus 69%
34 1 0 V. parahaemolyticus 69%




cepas ”V°?es' DE)?::‘.m"a Dil:;(giirr::iln:sa I p %compatibilidad
4.4 1 0 V. parahaemolyticus 69%
5.4 1 0 V. parahaemolyticus 63%
6.4 0 0 V. alginolyticus 69%
7.4 1 0 V. parahaemolyticus 69%
8.4 1 0 V. alginolyticus 69%
104 1 0 V. harveyi 69%
11.4 1 0 V. alginolyticus 69%
12.4 1 0 V. alginolyticus 69%
1.5 1 1 V. splendidus I . 81%
35 1 1 V. splendidus I . 81%
4.5 1 0 V. damsela 69%
6.5 1 1 V. splendidus I . 75%
7.5 1 0 V. hollisae 81%
8.5 1 1 V. splendidus I . 69%
9.5 1 1 V. damsela 75%
11.5 1 1 V. splendidus I . 81%
12,5 1 0 V. splendidus 11. 69%
13.5 1 1 V. nereis 69%
15.5 0 0 V. nereis 69%
1.6 1 0 V. splendidus 11. 69%
2.6 0 0 V. harveyi 75%
3.6 1 1 V. anguillarum 75%
4.6 0 0 V. nereis 75%
5.6 1 1 V. splendidus 11. 75%
5A.6 0 0 V. marinus 75%
6.6 1 1 V. splendidus I . 81%
8.6 1 1 V. anguillarum 69%
9.6 1 1 V. nereis 69%




cepas | 0% CINa Di:z(giirr::iln:sa D-Glucuronato P %compatibilidad
11.6 0 0 0 V. anguillarum 81%

12.6 0 1 0 V. anguillarum 75%

15.6 0 1 0

V. damsela

69%




Anexo 12. Base de localizacion y respuesta de antibiograma de cepas analizadas

V. alginolyticus descarga
V. harveyi playa
V. damsela descarga
V. parahaemolyticus|descarga tratada +
V. splendidus|. |descarga tratada +
V. splendidus Il. playa
V. alginolyticus descarga +
V. parahaemolyticus descarga +
V. parahaemolyticus playa
V. harveyi playa +
V. alginolyticus playa
V. parahaemolyticus descarga
V. parahaemolyticus playa
V. parahaemolyticus mar
V. splendidus I . playa +
V. anguillarum descarga +
V. alginolyticus playa +
V. cholerae mar +
V. parahaemolyticus descarga
V. parahaemolyticus mar
V. damsela descarga tratada
V. nereis mar
V. parahaemolyticus|descarga tratada +
V. anguillarum playa +
V. marinus playa
V. parahaemolyticus playa
V. splendidus Il. descarga +

V. parahaemolyticus

descarga tratada

V. marinus

mar




V. alginolyticus mar
V. alginolyticus playa +
V. marinus descarga
V. alginolyticus mar
V. splendidus |. descarga +
V. splendidus . playa +
V. campbelli playa +
V. alginolyticus |descarga tratada +
Pseudomonas spp. mar
V. parahaemolyticus descarga
V. hollisae playa
V. campbelli playa +
V. alginolyticus |descarga tratada +
V. parahaemolyticus|descarga tratada +
V. alginolyticus playa +
V. splendidus I . descarga +
V. anguillarum |descarga tratada +
V. parahaemolyticus descarga +
V. alginolyticus |descarga tratada +
V. parahaemolyticus descarga +
V. damsela playa
V. nereis playa +
V. parahaemolyticus playa
V. parahaemolyticus descarga +
V. alginolyticus |descarga tratada +
V. damsela mar
V. harveyi mar
V. damsela descarga
V. alginolyticus playa +
V. parahaemolyticus playa




V. alginolyticus playa
V. splendidus |. mar
V. anguillarum mar
V. alginolyticus descarga
V. parahaemolyticus descarga
V. alginolyticus descarga
V. splendidus Il. descarga
V. anguillarum playa
V. parahaemolyticus playa
V. parahaemolyticus mar
V. nereis playa
V. damsela descarga tratada
V. alginolyticus descarga
V. parahaemolyticus mar
V. alginolyticus |descarga tratada
V. alginolyticus descarga
V. campbelli playa
V. nereis mar
V. damsela mar
V. alginolyticus descarga
V. damsela playa
V. harveyi descarga
V. harveyi descarga
V. parahaemolyticus playa
V. harveyi descarga tratada
V. parahaemolyticus mar

V. harveyi

descarga tratada




Anexo 13. Ubicacidn de los sitios de muestreo. Coordenadas en UTM

Punto Latitud Longitud
1 507652.23 9749767.33
2 507139.56 9750282.32
3 506700.94 9750656.82
4 505081.74 9752275.73
5 504510.23 9752846.97
Mar 1 501324.85 9754593.21
Mar 2 502510.04 9753777.36
Mar 3 503726.56 9752779.90
Mar 4 504843.55 9751786.08
Mar 5 505894.04 9750753.79
Mar 6 506864.57 9749830.04
Mar 7 507486.86 9749025.56




Anexo 14. Tabla base de carga bacteriana promedio y porcentaje de luminiscencia, segun fecha y sitio de muestreo.

Coordenadas en UTM.

Fecha Cédigos Lugar Latitud Longitud | UFC/MI Lu m(i)f])i 5:2 —_—
05/09/2015 1AD Descarga 505081,74 |9752275,73 422 0%
05/09/2015| 1GD Descarga 504510,23 |9752846,97 | 1585 0%
05/09/2015| 1MD Descarga 507139,56 | 9750282,32| 100 0%
05/09/2015| 1ND Descarga 507652,23 19749767,33 | 640 0%
05/09/2015| 10D Descarga 506700,94 | 9750656,82 | 1675 0%
05/09/2015| 1M1 Mar 501324,85[9754593,21| 1600 0%
05/09/2015| 1M2 Mar 502510,04 | 9753777,36 3 0%
05/09/2015| 1M3 Mar 503726,56 | 9752779,9 0 0%
05/09/2015| 1M4 Mar 504843,55 [ 9751786,08 0 0%
05/09/2015 1M5 Mar 505894,04 |9750753,79 455 0%
05/09/2015| 1M6 Mar 506864,57 | 9749830,04 45 0%
05/09/2015| 1M7 Mar 507486,86 | 9749025,56 | 420 0%
05/09/2015 1AP Playa 505081,74 |9752275,73 | 2500 0%
05/09/2015| 1GP Playa 504510,23 | 9752846,97 0 0%
05/09/2015| 1MP Playa 507139,56 |9750282,32| 567 0%
05/09/2015| 1NP Playa 507652,23 |9749767,33 2 0%
05/09/2015| 10°P Playa 506700,94 | 9750656,82 | 209 0%
15/09/2015 2AD Descarga 505081,74 |9752275,73 735 0%
15/09/2015| 2GD Descarga 504510,23 |9752846,97 | 2055 0%
15/09/2015| 2MD Descarga 507139,56 |9750282,32 | 1825 0%
15/09/2015| 2ND Descarga 507652,23 |9749767,33| 840 0%
15/09/2015| 20D Descarga 506700,94 | 9750656,82 | 3613 0%
15/09/2015| 2M1 Mar 501324,85 | 9754593,21 0 0%
15/09/2015| 2M2 Mar 502510,04 |9753777,36 30 1%
15/09/2015| 2M3 Mar 503726,56 | 9752779,9 0 0%
15/09/2015| 2M4 Mar 504843,55|9751786,08 0 0%
15/09/2015| 2M5 Mar 505894,04 |9750753,79 0 0%
15/09/2015| 2M6 Mar 506864,57 | 9749830,04 0 0%
15/09/2015| 2M7 Mar 507486,86 | 9749025,56 2 0%
15/09/2015 2AP Playa 505081,74 |9752275,73 570 0%
15/09/2015 2GP Playa 504510,23 |9752846,97 117 0%
15/09/2015| 2MP Playa 507139,56 |9750282,32 85 0%
15/09/2015 2NP Playa 507652,23 |9749767,33 157 0%
15/09/2015 20P Playa 506700,94 | 9750656,82 18 0%




% De

Fecha |Caddigos Lugar Latitud Longitud | UFC/MI Luminiscencia
19/11/2015| 3AD descarga | 505081,74 |9752275,73 | 27411 0
19/11/2015| 3ADT DT‘i::z;ia 505081,74 | 9752275,73 | 23246 0
19/11/2015| 3AP playa 505081,74 | 9752275,73| 766
19/11/2015| 3GD descarga | 504510,23 |9752846,97 | 11278
19/11/2015| 3GDT DT‘i:‘t:g;ia 504510,23 | 9752846,97 | 32922 0
19/11/2015| 3GP playa 504510,23 | 9752846,97 | 2584 0
19/11/2015| 3M1 Mar 501324,85 | 9754593,21| 18478 0
19/11/2015| 3M2 Mar 502510,04 | 9753777,36 | 6457 0
19/11/2015| 3M3 Mar 503726,56 | 9752779,9 | 9556 0
19/11/2015| 3M4 Mar 504843,55 |9751786,08| 10 0
19/11/2015| 3Ms5 Mar 505894,04 | 9750753,79| 651 0
19/11/2015| 3M6 Mar 506864,57 | 9749830,04| 1149 0
19/11/2015| 3M7 Mar 507486,86 | 9749025,56 | 2679 0
19/11/2015| 3MD descarga | 507139,56 | 9750282,32 | 38056 0
19/11/2015| 3MDT DTerZi:;ia 507139,56 | 9750282,32 | 14529 0
19/11/2015| 3MP playa 507139,56 | 9750282,32| 0O
19/11/2015| 3ND descarga 507652,23 |9749767,33 | 9001
19/11/2015| 3NDT DTer:::;ia 507652,23 | 9749767,33 | 18532 0
19/11/2015| 3NP playa 507652,23 |9749767,33| 16057
19/11/2015| 30D descarga 506700,94 | 9750656,82 | 49870
19/11/2015| 30DT DT?:::;? 506700,94 | 9750656,82 | 82344 0
19/11/2015| 30P playa 506700,94 | 9750656,82| 908 0
27/11/2015| 4AD Descarga | 505081,74 |9752275,73| 75050 0%
27/11/2015| 4ADT Dﬁ:‘;:;ia 505081,74 | 9752275,73 | 95333 0%
27/11/2015| 4AP Playa 505081,74 | 9752275,73| 6589 0%
27/11/2015| 4GD Descarga | 504510,23 | 9752846,97 | 49411 0%
27/11/2015| 4GDT Dﬁ:izggaa 504510,23 | 9752846,97 | 53444 0%
27/11/2015| 4GP Playa 504510,23 | 9752846,97| 1000 0%
27/11/2015| 4Mm1 Mar 501324,85 |9754593,21| 438 0%
27/11/2015| 4M2 Mar 502510,04 |9753777,36| 354 0%
27/11/2015| 4Mm3 Mar 503726,56 | 9752779,9 | 1300 0%




% De

Fecha |Cddigos Lugar Latitud Longitud | UFC/MI Lumini :
uminiscencia
27/11/2015| 4Ma Mar 504843 ,55|9751786,08| 672 0%
27/11/2015| 4M5 Mar 505894,04 | 9750753,79 | 164 0%
27/11/2015| 4M6 Mar 506864,57 | 9749830,04| 49 0%
27/11/2015| 4m7 Mar 507486,86 | 9749025,56 | 20317 0%
27/11/2015| 4MD Descarga | 507139,56 |9750282,32 | 14951 2%
27/11/2015| 4MDT Descarga | o139 56(9750282,32| 1778 0%
Tratada
27/11/2015| amp Playa 507139,56 | 9750282,32 | 89200 6%
27/11/2015| 4ND Descarga 507652,23 {9749767,33| 5783 0%
27/11/2015| 4NDT Descarga | occ2 23|9749767,33| 4000 0%
Tratada
27/11/2015| 4NP Playa 507652,23 |9749767,33| 478 0%
27/11/2015| 40D Descarga | 506700,94 | 9750656,82 | 14044 0%
D
27/11/2015| 40DT ©searga  1506700,94 |9750656,82 | 26396 0%
Tratada
27/11/2015| 40P Playa 506700,94 | 9750656,82 | 47622 0%
08/03/2016 | SAD Descarga | 505081,74|9752275,73| 9588 1%
08/03/2016 | SADT Descarga | cnc0g174|9752275,73 | 12533 0%
Tratada
08/03/2016 | 5AP Playa 505081,74 |9752275,73| 2273 3%
08/03/2016 | 5GD Descarga | 504510,23 |9752846,97| 8172 0%
08/03/2016 | 5GDT Descarga | c0451023|9752846,97| 9242 0%
Tratada
08/03/2016 | 5GP Playa 504510,23 |9752846,97| 6972 2%
08/03/2016 | 5M1 Mar 501324,85 |9754593,21| 468 14%
08/03/2016 | 5M2 Mar 502510,04 |9753777,36 | 283 8%
08/03/2016 | 5M3 Mar 503726,56 | 9752779,9 | 123 0%
08/03/2016 | 5M4 Mar 504843,55 |9751786,08 | 323 0%
08/03/2016 | 5M5 Mar 505894,04 |9750753,79 | 123 0%
08/03/2016 | 5M6 Mar 506864,57 | 9749830,04| 122 0%
08/03/2016 | 5M7 Mar 507486,86 | 9749025,56 | 285 0%
08/03/2016 | 5MD Descarga | 507139,56|9750282,32| 33 0%
08/03/2016 | 5MDT Descarga | 547139 56(9750282,32| 4910 0%
Tratada
08/03/2016 | 5MP Playa 507139,56 | 9750282,32 | 1848 2%
08/03/2016 | 5ND Descarga | 507481,34|9749938,99| 3578 0%
08/03/2016 | SNDT Descarga | 547652 23(9749767,33| 10083 0%

Tratada




% De

Fecha |Caddigos Lugar Latitud Longitud | UFC/MI Luminiscencia
08/03/2016 | 5NP Playa 507652,23 |9749767,33 | 1125 22%
08/03/2016 | 50D Descarga | 506700,94 | 9750656,82| 6300 0%
08/03/2016 | 50DT Descarga | 506700,94 | 9750656,82 | 5002 0%

Tratada
08/03/2016 | 50P Playa 506700,94 | 9750656,82 | 6787 2%
23/03/2016| 6AD Descarga | 505081,74 |9752275,73 | 27944 0%
23/03/2016 | 6ADT Descarga | 505081,74|9752275,73| 27700 0%
Tratada
23/03/2016| 6AP Playa 505081,74 |9752275,73| 314 0%
23/03/2016| 6GD Descarga | 504510,23 | 9752846,97 | 9789 0%
23/03/2016| 6GDT Descarga | 504510,23 | 9752846,97| 5264 0%
Tratada
23/03/2016| 6GP Playa 504510,23 |9752846,97 | 420 0%
23/03/2016| 6M1 Mar 501324,85 |9754593,21| 2873 0%
23/03/2016| 6M2 Mar 502510,04 |9753777,36| 180 0%
23/03/2016| 6M3 Mar 503726,56 | 9752779,9 | 753 0%
23/03/2016| 6M4 Mar 504843,55 |9751786,08| 1108 0%
23/03/2016| 6MS5 Mar 505894,04 |9750753,79 | 132 0%
23/03/2016| 6M6 Mar 506864,57 |9749830,04 | 231 0%
23/03/2016| 6M7 Mar 507486,86 |9749025,56 | 605 0%
23/03/2016| 6MD Descarga | 507139,56 |9750282,32 | 18028 0%
23/03/2016| 6MDT Descarga | 57139 56| 9750282,32| 7822 0%
Tratada
23/03/2016| 6MP Playa 507139,56 |9750282,32| 187 0%
23/03/2016| 6ND Descarga | 507652,23 |9749767,33 | 19430 0%
23/03/2016| 6NDT Descarga | 57652 23(9749767,33| 11756 0%
Tratada
23/03/2016| 6NP Playa 507652,23 |9749767,33| 23 0%
23/03/2016| 60D Descarga | 506700,94 | 9750656,82 | 4589 0%
23/03/2016| 60DT Descarga | 54670094 | 9750656,82 | 2200 0%
Tratada
23/03/2016| 60P Playa 506700,94 | 9750656,82 | 156 0%




