SLL T T

ESCUELA SUPERIOR POLITECHICA DEL LITORAL

Faculiad de Ingenieria M

del Mar

itima y Gieneias

"DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA

INHIBITORIA {CMI) EN MILIGRAMOS POR LITRO (MG/1)

DE FURAZOLIDONA Y CLORANFENICOL EN VIBRIO

PARAHAEMOLYTICUS EN LAS AGUAS DE DESCARGAS

DeE CAMARONERAS UBICADAS EN UNA MISMA ZONA
(ZONA DE CHURUTE)”

TESIS DE GRADO
Previa a la Obtencién del Titulo de:

ACUACULTOR

Presentada por:

Barty Lindao Borja

Guayaquil - Ecuador
Febrero 1994



AGRADECIMIENTO

SVEL T
bag HIET
FEAED iR

A la Dra. NELLY CAMBA, Directora
de Tesis, por su ayuda v colaboracion

para la realizacion de este trabajo



DEDICATORIA

A DICS, MI TODO
A MI MADRE, MI INSPIRACION



DECLARACION EXPRESA

"La responsabilidad por los hechos, ideas y doctrinas expuestos en esta Tesis
de Grado, me corresponden exclusivamente; 3 imonio intelectural de
la misma, a la ESCUELA SUPERIOR POL




MIEMBROS DEL TRIBUNAL CALIFICADOR (347" 1}

Pre- rdentfp Tribunal

Dr. GE CALDERON VELASQUEZ
Miembro Principal

{S:Vf"ééf
g “-A._r—" > 4

t‘BL_ICT'F_.;q,.
FAC, NG

MAK] (A

Ac. HARRY AVILES MACIAS
Miembro Principal



VI

RESUWN Ey e

R g,

AR IS
Este trabajo se realizé en tres importantes grupos de camaroneras localizadas
en {a zona de Churute, cerca a la Reserva Ecoldgica de Churute. El objetivo

principal era determinar Ia Concentracién Minima Inhibitoria (CM.1.) del

Cloranfenicol y Furazolidona frente a Vibrio Parahaemolyticus. en otros
terminos: Cual es la menor concentracion de cada uno de estos antibidticos

que impediria el crecimiento de esta especie de bacteria?.

El estudio se lo realizé en los meses de Septiembre y Octubre. Se escogieron
7 puntos para la recoleccion de las muestras de agua (una muesira en
Entrada de agua y en Canal de Drenaje de Camaronera No. 1, No.2; en
Camaronera No. 3 una muestra en Entrada de agua v dos muestras en canal

de drenaje) pero sofo en 3 puntos se pudo aislar el V, parahaemolyticus).

En el mes de Septiembre, el dia (3) en que se recolectaron las muestras, el dia
fue nublado en la mafiana y soleado en la tarde; el muestreo se inicié a fas
1Th00 v culminéd a las 15h00. De las 7 muestras analizadas; la salinidad
fluctuo entre 2,0 ppt y 14.0 ppt,, la temperatura entre 24,00C a 26,00C v el
pH fluctué entre 7,0 a 8,0.
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PARAMETROS FISICOS DE LAS MUESTRAS DE AGUA ANALIZADAS

MUESTREO DE SEPTIEMBRE

HORA DIA SALINIDAD TEMPERATURA pH
MINIMO 11H0O Nublado 2 24,0 7,0
MAXIMO 15H00 Soleado 14 26,0 8,0

Luego de la recoleccion de las muestras se procedié a aislar e identificar por
pruebas bioquimicas al V. parahaemoliyticus. Una vez obtenidas las cepas
puras de esta bacteria, se realizaban las Pruebas de Antibiograma v (CM.1.).
En ambas pruebas se utilizo una poblacién de bacterias que originaba una
turbidez comparable a la turbidez del Mac Farland 0,5; segOn esta escala el

estandard 0,5 equivale a 10 - & Unidades Formadoras de Colonia (UF.C)).

Los antibjogramas fueron para Furazolidona vy Cloranfenicol, se utilizaron

discos de sensibilidad de (500, 250 v 125) ug/mli o ppm.

En la furazolidona los discos de 500 ppm nos dio un hato de 2,2 ¢cm (media)
de diametro; en los discos de 250 ppm v 125 ppm el diametro de los halos
fue de 1,9 cm (media); de estas tres concentraciones, solo en los discos de 500
ppm, sus halos no presentaron crecimiento de colonias de bacteria mientras
que en los discos de 230 ppm v 125 ppm hubo el crecimiento de por lo

menos una colonia dentro de la formacion de los halos; por lo tanto se puede
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considerar que el V, parahaemolyticus es sensible a fa Furazolidona en discos
de 500 ppm y que presenta una resistencia intermedia a los discos de 250

ppm v 125 ppm.

ANTIBIOGRAMA
FURAZOLIDONA
CONCENTRACION DIAMETRO DE HALO SENSIBILIDAD
DISCOS (ppm) (em)
500,0 ppm 2,2 SENSIBLE
250,0ppm 1,9 RESISTENCIA INTERMEDIA
125,0 ppm 1,9 RESISTENCIA

El éﬁtibiograma Cloranfenico! dié los siguientes resultados: los discos de 500
ppm, 250 ppm originaron halos con didmetro de 2,6 ¢m (media) v los discos
de 125 ppm originaron halos de 2,4 cm de didmetro {(media). Dentro de los
halos formados por estos discos no se observé presencia de colonias

bacterianas. De acuerdo a estos antbiogramas, el V. parahaemolviicus es

sensible al Cloranfenicol en estas tres concentiraciones.
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ANTIBIOGRAMA .
CLORANFENICOL
CONCENTRACION DIAMETRO DE HALO SENSIBILIDAD
DISCOS (ppm) (ermn)
500,0 ppm 2,6 SENSIBLE
250,0 ppm 2.6 SENSIBLE
125,0 ppm 2,4 SENSIBLE

Con fos resultados obtenidos en los antibiogramas se procedié a determinar la
(CM.1)utilizandose en ambos antibioticos, las siguientes concentraciones:
{500,0; 250,0; 125,0; 62,5 v 31,2) ug/ml o ppm. Con la Furazolidona las
concentraciones desde los (31,2 hasta 250,0) ppm presentaron crecimiento
bacteriano, siendo este crecimiento en la concentracion de 250 ppm, tenue.

En 12 concentracién 500 ppm no se presencid crecimiento.

C.M.I.

FURAZOLIDONA
CONCENTRACION CRECIMIENTO
TUBOS (ppm) BACTERIANO
500,0 ppm NEGATIVO
250,0 ppm POSITIVO
125,0 ppm POSITIVD
26,5 ppm POSITIVO
31,2 ppm POSITIVO




Con el cloranfenicol, la técnica de CM.I. permitié observar e! crecimiento
bacteriano en los tubos que presentaban concentraciones de 31,2 ppm, 62,5
ppm vy a partir de las concetraciones de 125,0 ppm no se observéd crecimiento

bacteriano.

CMI

CLORANFENICOL
CONCENTRACION CRECIMIENTO
TUBOS {ppm) BACTERIANO
500,0 ppm NEGATIVD
250,0 ppm NEGATIVO
125,0 ppm NEGATIVO
62,5 ppm POSITIVO
31,2 ppm POSITIVO

En el mes de Octubre se realizd un segundo muesireo, en este muestreo se
traté de realizar todos los procedimientos, de igual forma como el primer

muestreo (hora, fecha en pleamar, etc.)

El dia fue seminublado en la manana v soleado durante la tarde. Las
condiciones fisicas de las muestras de agua fueron [as siguientes: La salinidad
fluctud entre 11,0 ppty 18,0 ppt; la temperatura entre 24,00C a 269C v el pH
fluctud entre 7,0 2 8,0.



PARAMETROS FISICOS DE LAS MUESTRAS DE AGUA ANALIZADAS

I

HORA bIA SALINIDAD | TEMPERAT. pH
ppt 9%
MINIMO 11h00 Semi 11,0 24,0 7.0
nublado
MAXIMO I5h00 |Soleado 18,0 26,0 8,0

Este segundo muestreo nos reafirmé los resultados obtenidos en el primer
muestreo, tanto en los antibiogramas como en concentracion minima

inhibitoria. Por lo que podemos concluir:

Qué‘ para la Furazolidona, la Concentracion Minima Inhibitoria de V.
parahemolyticus es de 500 ug/m! v para el Cloranfenico! la CM.I. es 125
ug/ml.



XII

INDICE GENERAL S
Pag.
BESUDEN..coovcommmmsinisiss smmmmmemmmsesssmesmmemommsmmmsssmmserssssesesen VI
INDICE GENERAL.......coooooiiiiiiiennceiieeneeeceeecesee s XII
IRDICE UE PIGURAS: invissoniissehiinmisinmimstvnsnestitiossrumsaes B XVI
INDICE DB TABLAS. ...iiiindicncmsinsivsitoisiiaisontes ansbsiivssisiisbisssissssssassossisss XV1I
INTRODUOCTON oo ot iivosiiioisusmmmmismssssinsindibintisnisomiisinmssarssmsess 19
CAPITULO I 24
BIOLOGIA DEL VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS...........oooooeee. 24
R T v o T DN R i PP ST L 1 W 24
1.2, Generalidades........cccommmimnmrrerreerceseeneesersen 24
CAPITULO II 26
CULTIVO DEL VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS. ......ooooovvveeveeee 26
2.1, Aislamiento y recuento del V.
parahaemolyticus. ..o 26
2.1.1. Materiales y Aparatos..........ccccoovvenrcrnnnneee. 26
A B o R 27
2.2. Pruebas Bioquimicas para Identificacién
del V. parahaemolyticus.............ocivenrisinsimssmnsnssias 29
2.2.1. Materiales y Aparatos.........ccccoooonennn. 29

Bl T . o i iR 31



Pag.
CAPITULO III 42
RESISTENCIA BACTERIANA .....ooooioeeeeeeeeeeeeeeeeenr e 32
31, Introduccién ¥ CONCePto......oecrcornrrrcnnens 42
3.2. Forma de resistencia ..o 43
S5 PRUDICIERIEAE ..o 4y
3.3.1. Medio de Agar ... I 1.
3.3.2. Inoculacién de las Placas de Ensayo........q
3.3.3. Lectura e Interpretacién .................... 4
3.3.4. Limite del Método ¥ Precauciones
ESPECIAIES ... 48
3.3.5. Fuentes frecuente de Error ... %8
2.4 Almacenamiento de los Discos con
e Ll Uy SO LIRS ¢ CERCI0 S L SR, 20
35. Concentracién Minima Inhibitoria (CM.I.).....51
3.5.1. Introduccién y Generalidades............ 51
3.5.2. Procedencia, preparaciones y
soluciones. Patrén de los
ANHDIGHCOS. .o D2
800 BRRIDE. ... sl
3508, IORTE oo 54
BEF. ROUDIBRADE < .. iciniiinimismisiisisiismmsion -
3.5.6. Modalidades de accién de un ?
ANTIDIOTICO oo 56
35.7. Influencia de las varaciones técnicas

XITI

sobre los resultados de las pruebas de
sensibilidad........cooe, 59



XIV

CAPITULO IV

FURAZOLIDONA ......ccooiioiineceeese e es s
4.1, Estructura quimica y modo de accién................
42. Usoy principio activo. ..o,
4.3. Farmacocinética y estudios de redisuo................
4.4. [Espectro de accidn y mecanismo antimicro-
BHBEG. .o
4.5. Dosis de referencias antimicrobiana..................
CAPITULO ¥
CLORANFENICOL ...t seenessesese s
5.1, Composicién qUIMICa.................ooceervmrerrresereeeeesee
5.2, Modo de acCion. ..o
5.3, Uso y principio activo.........cooooeeeoeiio i,
5.4. Farmacocinética y estudio de residuos....... i
5.5. Espectro de accidn y meanismo antimicro-
DIBRD..cocsvmmminmim i
5.6, Dosis de referencias. ...

CAPITULO VI

METODOLOGIA ..o
6.1. Recoleccién de muestras............ccoooovvecevrecrvvennnnn.
6.2. Aislamiento, pruebas bioquimicas e
identificacién de bacterias..........coiirinn,
6.3, ANUDIOZIAMOS. ..o
6.3.1. Preparacién de solucién antibiético
¥ discos de sensibilidad.................ccenn..ee.
£.3.2. Siembra de V. parahaemolyticus en el
agar Mueller Hinton.............c.oooo

6.4. Determinacién de la concentracién minima
inhibitoria (CMID e

15

75

75

76
79

79

30

87



XV

. Pag.
EIEL] A

taC |

6.4.1. Preparacién de la solucién madre de
ANEDIGHCO. oo 90
CAPITULO VII 93
BESULTADOS ...t it cermnst ek bessessnsesdenss issnsisssssssstessssssssssn 93
BPENIICES. &t ittt oo o omsisss i i aiasisss (s 97
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.........ooooeeeeeen. 122



FIGURA 1
FIGURA 2
FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA 5

FIGURA &

XVI.

INDICE DE FIGURAS

Pruebas Bioquimicas .........................
Furazolidona: Estructura Quitnica.......
Cleranfenicol: Estructura Quimica ...

Siembra de Bacterias en Agar
Mueller - Hinton ...,

Concentraciéon Minima Inhibitoria ...

Concentracién Minima Inhibitoria
para Cloranfenicol y Furazolidona..........

33

96



TABLA 1

TABLA II

TABLA 111

TABLA IV

TABLA WV

TABLA VI

TABLA VII

XVIr

INDICE DE TABLAS

Diferencias Bioquimicas entre los
Principales Componentes de la

Bacterioflora del V. parahaemolyticus...........

Caracteristicas Bioquimicas del v.
parahaemolyticus ...

Diferencias Bioquimicas entre los Vibrios
Escala de Mac Farland ...,

Solventes y Diluyentes para las Seluciones
de Reservas de Algunos Antibidticos...........

Dosis para el Tratamiento de Vibrios ...
Antibiograma de V. parahaemolyticus

Aislado en Camaronera de Sr. Gilberto
BT i s

TABLA VIII Caracteristicas Fisicas de las Muestras de

TABLA IX

TABLAX

TABLA XI

Agua, mes de Septiembre ...

Caracteristicas Fisicas de las Muestras de
Agua, mes de Octubre ..o

Caracteristicas Quimicas de las Muestras
de Agua, mes de Septiembre.............

Caracteristicas Quimicas de las Muestras
de Agua, mes de Octubre ..o

Pag.

33

?

74

32

83

34



XvIrl

Pag.
TABLA XII Antibiograma, mes de Septiembre ... o AT
TABLA X111 Antibiograma, mes de Octubre ...
TABLA XIV CMI, mes de Septiembre ... P4

TABLA XV CMI, mes de 0ctubre 2



INTRODUCCION

En el Ecuador, el crecimiento del sector camaronero, en su mayoria, se ha
desarroflado con minimas técnicas de manejo, pocas metodologias de
optimizaciéon de las producciones v poco cuidado del habitat. Esias faltas
originaron que las caracteristicas favorables iniciales para la cria del camaron
disminuveran significativamente, y por lo contrario provocaron poliferacion
de organismos patdégenos que ocasionaron pobre crecimiento, mortalidades y
por lo tanto bajas producciones, entre estos agentes patégenos tenemos: Virus
(Baculovirus penaei, IHHNV) Bacterias (Vibrios spp. Pseudomona sp.),

Endoparasitos (Gregarinas, Microsporidios).

Esta situacién provocéd la desesperacion del sector. Frente a esta
circunstancia este sector planted algunas soluciones, v una de las mds
comunes fue el uso de antibioticos (como medida terapéutica). En la mayoria
de los casos el empleo de estos quimicos fue realizado sin las minimas

contemplaciones técnicas del diagndstico, terapia o dosificacion.

Bl sector de las camaroneras transfirio la responsabilidad del diagnéstico,
terapia y dosificacion a las fabricas de alimento balanceado.  Estas

respondieron a esta demanda con los "alimentos medicados”.
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La formulacién de los alimentos medicados fue realizada en base a lag

observaciones de estas fabricas, a continuacién sefialo [as mas comunes:

a) Algunas fabricas emplearon la terapia - dosificaciéon utilizada en otros
animales (Bovinos, porcinos, aves, etc.); por ejemplo, para los endoparasitos
de género Coccidia en aves, la teoria recomienda con buenos resultados el uso
del Maxiban vy Elancoban {conocidos como Anticoccidias). Esta terapia fue
adaptada para el sector camaronero para eliminar las Gregarinas
(endopardsitos protozoarios) e inclusive se los empleaban como

bacteriostaticos.

b) Algunas fabricas dosificaron antibidticos Yy parasiticida por medio del
error y acierto. Esto conllevé en algunos casos a subdosificacion Y en otros a
sobi*édosificacién. En la subdosificacion el perjuicio fue solo a nivel
econdémico mientras que la sobredosifiacion perjudicd a la ecologia con la

creacion de patdégenos altamente resistentes,

Este uso sin control de los antibiéticos Yy quimicos (no determinando las
concentraciones adecuadas) cred resistencias bacterianas. Esto originé que el
maximo organismo de controf de alimentos importados en los US.A. realizara
una comunicacion preventiva al sector (Capex, 1992), en la Jque se sefalaba:
‘el rechazo que sufriria el producto que contenga residuo de antibidticos y
con mayor €nfasis en {a FURAZOLIDONA".
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Ante esta advertencia de la FD.A., v por lo necesario en algunos casos de la
terapia a base de antibioticos era imprescindible una investigacion ieérica
que nos permitiera determinar una técnica practica de dosificacién para el
sector camaronero. Esta técnica nos ayudaria a determinar {3 real situacion
de los antibioticos en cuanto a las resistencias o concentraciones minimas de

inhibiciéon de crecimiento bacteriano.

En el pais una de las especies de bacterias que mayor incidencia ha tenido en
el camaréon P, vannamej, es el Vibrio parahaemolyticus, por lo que [os
tratamientos con antibiéticos para bacterias han sido dirigidos mayormente a

esta especie,

Por las razones antepuestas, el presente estudio se 1o dirigié a determinar el
nivel de la resistencia del V. parahaemolyticus frente al Antibittico
Furazolidona (mayor restriccion por FD.A.) y Cloranfenico! (de frecuente uso

en faboratorio de larvas).

En el sitio escogido para la realizacion del presente trabajo estan localizadas
camaroneras lideres en produccion y de mayor tiempo en esta actividad.
Este sector estd situado a 35 Km de Guayaquil, conocide como Zona de
Churute. Esta zona se alimenta con agua de esteros del Golfo de Guavaquil, la

salinidad flucttia desde 0 ppt {época lluviosa) a 20 ppt (época seca).
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Siendo el V. parahaemolyticus una especie halofila era conveniente realizar la
investigacion durante la estacion seca (Septiembre, Octubre), en razon, de una

mayor probabilidad de aislamiento de esta bacteria.

El aislamiento de la bacteria se lo realizd6 a partir de muestras de agua
recolectadas en la estaciéon de bombeo (entrada de agua) v en los canales de
drenaje de cada camaronera. Las muestras de los canales de drenajes
estaban conformadas por lo menos de 10 submuestras. Estas muestras de
agua eran refrigeradas y transportadas al Laboratorio de Microbiologia de la
Fabrica de Balanceado L'IRIS que estd disefiado para la microbiologia de la
materia prima, del producto terminado y para microbiologia marina. La
refrigeracion de las muestras se la realizaba en hieleras, en estas, la
temperatura media era de 49C. E! tiempo que se empleaba desde la
reéoieccién de las muestras hasta la siembra en los medios de cultivos era de

5 horas promedio,

Las muestras de agua fueron recolectadas en las Camaroneras del Grupo

Quirola, Huracan y Aquamar.

Una vez aislado e identificado el V. parahaemolyticus, se procedié a realizar
las pruebas de sensibilidad con discos de varias concentraciones de
furazolidona vy cloranfenicol. Estas pruebas nos indicarian el £ango o

concentracion de antibiético en que esta bacteria es resistente.
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Con un conocimiento basico de la resistencia de la bacteria se procedio a
realizar la etapa definitiva del estudio que consistia en la determinacion
cuantitativa de la Concentracion Minima Inhibitoria (CM.I.) de estos

antibioticos para V. parahaemolvticus.
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1.2

CAPITULOI

BIOLOGIA DEL VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS

TAXONOMIA (JOSEHP P. TRUANT, 1978):

REING; PROCARIOTA

DIVISION II: BACTERIAS

SECCION 8: BACILOS GRAM NEGATIVOS
ANAEROBICOS FACULTATIVOS

FAMILIA IIL VIBRIONACEAS

GENERO I: VIBRIO

ESPECIE: PARAHAEMOLYTICUS

GENERALIDADES

Y. parahaemolyticus fué descubierto en e! Japon como producto de una
intoxicacién alimentaria originada por el consumo de pescado y

molusco crudos (Fujino y Col., 1953).

Y. parahaemolvticus es un bacilo haléfilo, gram negativo, polimorfo,
movil que en medios liquidos presenta un Unico flagelo polar, en tanto

que en medios sélidos aparece con flagelos peritricos. Es anaerobio



facultativo de crecimiento rdpido, pudiendo hacerlo entre 15 v 430C
con un rango de pH de 5 - 9 y una concentracion de NaCl de 0.5 y 8,0%.
Las cepas causantes de la enfermedad en el hombre son generalmente
Kanagawa (+) produccién de hemolisis en un agar-sangre especialmente
con alta concentracion salina), vy de los productos de la pesca son casi
siempre Kanagawa (-). En una placa de agar sangre normal, ambos

tipos presentan algin grado de hemolisis.

Son microorganismos que habitan en los estuarios de todo el mundo, no
necesitan requerimiento nuiricionales exigentes para su desarrollo,
tienen metabolismo respiratorio fermentativo. Tienen afinidad por la
sal, es decir son Haléfila va que requieren por 1o menos 2% de cloruro
de sodio para su crecimiento v tienen un tiempo de generacidén entre

los 9y 15 mnt (Carvaca, 1990).

En Pennaeus vannamei cultivados en estanques, en Texas se determinéd
que el 5% de su bacterioflora corresponde a los Vibrios, un 30% a {as

Pseudomonas y un 65% a las Aeromonas (Vanderzant, Cobb, Thompson
y Parker, 1973). En la Tabla [ se establecen las diferencias bioquimicas

entre estos grupos bacteriales.
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CAPITUIO 11 ot

CULTIVO DE VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS

AISLAMIENTO Y RECUENTO DE V. PARAHAEMOLYTICUS

2.1.1. Materiales v_Aparatos

L. Placas de Petri de vidrio de {100 x 15) mm ¢ de pldsticos de {90

¥ 15) mm.
2. Estufa a 35 - 370C

3. Bafio de agua o estufa de aire para mantener el medio con agar

templado a 44 - 460C,

4, Aguja de inoculacién con asa de 3 mm, preferentemente de

nicrén o de platino - iridio.

3. Agua de peptona para diluciones con 3% de NaCl, en matraces o

botellas con 450 ml de capacidad.

6. Caldo salino - polimixina B (medio 4), en tubos de (150 X [5)mm

con 10ml cada uno.
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7. Caldo Bismuto Sulfito Sal {medio 2}, en tubos de (150 x 15) mm

con 10 ml cada uno.

8. Agar tiosulfato citrato sales biliares sacarosa {agar TCBS, medio

7)., para placas.
2.1.2. Técnica

1. Preparar las muestras de alimento usando agua de peptona para
diluciones con 3% de NaCl como medio de dilucidén en vez de agua de

peptona o agua de peptona salina.

2. Preparar tubos de caldo salino Polimixina B para ef método del
numero mas probable (N.M.P.}, tres tubos por dilucion, inoculando
alicuotas de | ml. de las diluciones 10 -1, 10 -2, 10 -3 v 10 -4,
Incubar los tubos a 35 -370C durante una noche {15 - 24) horas.

3. A partir de las 3 diluciones mas altas de caldo salino polimixina
B (presentan crecimiento) se sembrara con el asa, en estria, el agar
tiosulfato citrato sales biliares sacarosa (T.CB.S.). Si se duda acerca del
crecimiento, sembrar las tres primeras diluciones. Incubar las 'placas a

35 - 370C durante 18 horas.

4, Bn agar T.C.B.S: Las colonias de V., parahaemolyiicus son
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redondas de (2 - 3} mm. de diametro, con ceniro azul o verde; las
colonias de ¥V, alginolvticus aparecen mayores y amarillas; los
coliformes, proteus v estreptococos aparecen como colonias pequefias v

transiocidas.

5. Cuando las colonias azul-verdosas en las placas del agar T.CBS.
han sido identificadas como V. parahaemolvticus, aplicar la tabla de

N.M.P. para el calculo final del nimero de microorganismos.

6. Cuando se sospeche que el ntimero de células de V.
parahaemolyticus en [a muesira va a ser pequefo, enriquecer pasando

5 ml de fa dilucién 10 -1 a 10 m! de caldo bismuto sal e incubar a 35 -

579 durante 16 horas.

7. Agitese el cultivo (caldo bismuto sal) v siémbrese con el asa en
forma de esiria la superficie de placas con agar T.CB.S. Incubar las
placas a 35 - 379C durante 18 v 24 horas. Examinar las colonias

sospechosas bioquimicamente tal como se describe en la identificacion

de ¥, parahaemolvticus, mds adelante, v si es necesario realizar {a

tipificacion serolbgica.

8. Ef cultivo de enriquecimiento no es necesario para ¢! aislamiento

de V. parahasemolvticus a partir de muestras fecales tomadas de

pacientes aun ante el estado de diarrea aguda.
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PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA IDENTIFICACION DEL V.
PARAHAEMOLYTICUS.

Para una mejor comprension de las caracteristicas bioguimicas del V.

parahaemolviicus, esias se (as presentan en forma resumida en la tabla

ITven un diagrama en la figura 1.

En fa tabla III se presentan las diferencias bioguimicas entre fos V.

anguillarum, V. alginofyticus. v V. parahaemolyticus que me permitio

una plena seguridad en la identificacion del Vibrio en estudio.

2.2.1. Materiales v anaratos

. Placas de petri de vidrio de (100 x 15) mm ¢ de plastico de (90

115 mm.

2. Aguja de inoculacién preferiblemente de alambre de nicrdén o de

platino de iridio.

3. Bano de agua o de estufa de aire para mantener el agua |
templada a 44 o 469C.

4, Bstufas de incubacién a 27 -299C vy a 35 - 379C v baio de agua a
41 - 439C,
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5. Frigorifico a 3 - 5¢C,

6.  Caldo Tripticasa Soja (TSA) con 3% del NaCl {medio 9)

distribuidos en tubos de (150 x 15) mm, (7 - 10) ml. en cada una.

7. Caldo salino (3% NacCl) arginina dihidrofasa v lisina decarboxilada

(Medio 1) en tubo de (100 x 13) mm, 3 ml en cada tubo.

8. Caldo salino (con 3% de NaCl) control para arginina dihidrolasa y
lisina decarbozxilasa (Medio 1) en tubos de (100 x 13) mm, con un

mililitro en cada tubo,

9. Caldo Tripticasa sal con 0%, 6%, 8% v 10% de NaCl, en tubos de

(150 x 15) mm. con (7 - 10) ml. cada uno,

10.  Caldo RM-VP (rojo metilo - voges proskauer) con 3% de NaCl
(Medio 5), en tubos de (100 x 13) mm con un ml en cada tubo 1.
Caldo sales carbohidratos (medio 13), en tubos diferentes para

sacarosa v manitol, en tubos de {150 x 15) mm con 5 ml en cada uno.

{2, Agar hierro triple azicar sal (Medio 8), distribuidos en tubos

hasta alcanzar una altura de (7 - 8) cm por tubo,

13, Agar tripticasa Soja con 3% de NaCl (Medio 10) en placas e

inclinado en tubos.



31

[4. Agar para [a prueba de movilidad con 3% de NaCl (Medio [1) en

tubos de (150 x 15) mm en cada tubo.

15. Medio salino de Hugh Leifson (medio 3), en tubo de (100 x 13}

mm con 3 ml cada uno.

16,  Agar de Wagatsuma, modificado (Medio 14), para placas

17.  Reactivos para la citocromo-oxidosa (reactivo 2).

18.  Reactivos para [a prueba de Voges-proskauer (reactivo 4)

19.  Aceite mineral, estéril (reactivo 1).

2.2.2. Tecnica

I. Inocular células de dos 0 mas colonias tipicas o sospechosas, que

hayan credido en placas de Agar T.CB.S., en los siguientes medios:

a) Agar hierro triple aztcar con 3% de NaCl

b} En tubos con caldo tripticasa soja con 3% de NaCl v agar tripticasa

soja con 3% de NaCl inclinado.
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¢) Medio para la prueba de movilidad con 3% de NaCl

a) Agar hierro triple azucar con 3% de NaCl. El tubo con el medio es
sembrado en su superficie inclinada por estria v en su columna por
picadura. Incubar una noche a 35 - 370C. V. parahaemolyticus
produce una parte inclinada alcalina (rojo) y una columna de medio
dcido (amarilla). No produce gas (no se ven burbujas en el agar)y

tanpoco produce SHZ (no hay enegrecimiento del medio).

b) Incubar tubos de calco tripticasa soja con 3% de NaCl v agar
tripticasa soja con 3% de NaCl inclinado e incubar durantie una noche a
35 - 379C. Estos cultivos sirven como inoculos para otras pruebas,

para la tincién de gram v para el examen microscopico.

El V parahaemolvticus cultivado en el caldo tripticasa soja con 3% de

NaCl es un bacilo gram negativo con un flagelo polar.

c) Medio para l1a prueba de movilidad con 3% de NaCl. Inocular un
tubo por picadura hasta una profundidad de (5 - 10) mm. Incubar a
35 - 37¢C durante 24 horas. Un crecimiento circular a partir de la
linea de picadura es indicativo de positividad, va que el ¥, |

parahaemolviicus da reaccion positiva.

2. Los organismos que son moiviles, gram negativos, que producem
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columna de medio dcido y parte inclinada alcalina en Agar hierro triple

azucar con 3% de NaCl, y no producen gas ni SH2, se someten a las

siguientes pruebas:

a) Prueba en agar tripticasa soja con 3% de NaCl

b} Prueba de fa arginina deihidrolasa de la lisina descarboxilasa.

¢) Prueba del halofismo

d) Inocular caldo RM-VP conteniendo 3% de NaCl

e) Prueba de Ia glucosa de Hugh Leifson

f) Fermentacion de carbohidratos

g) Crecimiento a 420C

a) Sembrar en forma de estria en agar tripticasa soja con 3% de NaCl

inclinado e incubar a 35 - 370C durante 24 horas.

Realizar la prueba de la citocroma-oxidosa. V. parahaemolviicus es

positivo en esta prueba.
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b} Prueba de la arginina dihidrolasa de la Lisina descarboxilasa. A
partir de agar tripticasa soja con una asa inocular tubos: con caldo
salino al 3% NaCl de arginina dihidrolasa, con caldo lisina
descarboxilasa v en medio base silicio con 3% de NaCl (control). No
tapar los tubos herméticamente e incubar a 35 - 379C durante 24
horas. El medio se vuelve amarillo debido a la produccion de acido a
partir de la glucosa. Cuando se produce descarboxilacion, el medio se
vuelve alcalino o purpura. El tubo control permanece amarillo (acido). -

V. parahaemolyticus es negativo para la descarboxilacion de la
arginina y positivo para la descarboxilacion de la Lisina.

c) Prueba del halofismo. Desde agar tripticasa soja con 3% de NaCl
tomar las colonias e inocular en un tubo de caldo tripticasa sal para
cada una de las cuatro concentraciones de sal (0%, 6%, 8%y 10% de
NaCl) e incubar a 35 - 379C durante 24 horas. V. parahaemolyticus
crece bien en NaCl al 6% v 8% pero no lo hace 0 muy pobrevemente en

concentraciones del 0% v 10% de NacCl.

d) Inocular caldo RM-VP al 3% de NaCl con una asa conteniendo
colonias procedente de un cultivo de agar tripticasa soja con 3% de

ensayo y llevar a cabo la prueba de Voges - Proskauer. V.

parahaemolyticus de reaccion negativa.

e) Prueba de la glucosa de Hugh Leifson. Inocular por picadura dos



tubos con medio salino de Hugh-Leifson a partir de un cultivo de agar
tripticasa soja con 3% de NaCl. Cubrir un tubo con una capa de aceite
mineral estéril e incubar ambos tubos durante una noche a 35 - 370C,
Un cambio de color amarillo en ambos tubos es indicative de gue el
organismo fermenta ia glucosa, pero si solamente el tubo abierto se

vuelve amarillo, el organismo oxida {a glucosa. V. parabaemolvticus

fermenta l1a glucosa sin produccion de gas.

f) Fermentacién de carbohidratos: Inocular un tubo de cada uno de los
caldos sal carbohidratos (Manitol y Sacarosa) a partir de un cultivo en
agar tripticasa soja con 3% NaCl e incubar a 35 - 379C durante 24
horas. Una reaccién dcida (prueba de pigmentacion positiva) producira
un cambio de color del medio, de verde al amarillo. V.

parahaemolviticus fermenta el manitol pero no {a sacarosa.

g) Crecimiento a 429C a partir de un cultivo de 24 horas en caldo
iripticasa soja con 3% de NaCl inocular un tubo de caldo tripticasa soja
con 3% de NaCl e incubar a 41 - 439C en bano de agua durante 24

horas. El crecimiento profuso es indicativo de positividad. V.,

parahaemolvticus da reaccion

3. La enteropatogenecidad de V, parahaemolvticus esta

estrechamente correlacionada con una reaccion especifica de hemolisis

en ef agar de Wagatsuma (una prueba Kanagawa positiva).
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Para realizar la prueba, colocar varias asas en circulo a partir de un
cultivo en caldo tripticasa soja con 3% de NaCl en una placa de agar de
Wagatsuma bien seca. Incubar de (35 - 37)0Cy observar los

resultados a fas (18- 24) horas.

La presencia de zonas claras transparentes alrededor de las colonias es

indicativo de positividad.

4, Prueba de Citocromo Oxidasa: Sembrar un tubo inclinado de
medio base para agar sangre. Incubar de {35 - 37)¢C durante 18
horas. Afiadir 2 0 3 gotas de alfa naftol al [% vy dejarla deslizarse por
la superficie del cultivo. A continuacién, afadir Z o 4 gotas de solucién
de fenil diamina v agitar vigorosamente. La formacion de un color azul
ent unos 2 minutos es indicativo de positividad. También puede ser

usado para esta prueba tiras de papel o discos impregnados.
3. Prueba de Voges Proskauer:

a) Tnocular tubos de caldo glucosa tamponado o de caldo sal peptona
glucosa a partir de cultivos puros e incubarlos a (35 - 37)C durante 48

horas.

b) Pipitear un mililitro de cada cultivo en varios tubos y afiadir a cada
uno de ellos 0.6 m! de la solucién de alfa naftol v 0,2 ml de la solucion
de KOH.
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c) Agitar los tubos y dejarlos en reposo durante (2 - 4) horas observar
los resultados. La aparicion en la mezcla de un color rosa o carmesi se

anota como prueba positiva.
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PRUEBAS BIOQUIMICAS

Figura No. 1
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CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL

VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS
TABLA i
REACCION V. PARAHAEMOLYTICUS
GRAM -
MOTILIDAD +
OXIDASA +
LISINA
DESCARBOXILASA +
ARGININA
DESCARBOXILASA +
HALOFISMO 6%.8% +
0%, 10% -
VOGES PROSKAUER -
SACAROSA - {97 % +)
MANITOL +
AGAR HIERRO * PARTE INCLINADA
TRIPLE AZUCAR ALCALINA
* COLUMNA DE MEDIO
ACIDA

* GAS (-) *SH2 (-)
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CAPITULO Il

RESISTENCIA BACTERIA

INTRODUCCION.- CONCEPTO

Como consecuencia de la presion ecologica v de una amplia utilizacion
de los antibioticos afadidos a los piensos para animales Vv en el
tratamiento de fas enfermedades humanas v de animales, han surgido
cepas resistentes a los antibioticos, cepas que se encuentran muy
diseminadas. El cambio mas importante de la sensibilidad a los
antibioticos es mediado por factores R contenidos en el material
genetico de la célula bacteriana. Estos factores se transmiten de unos a
otros miembros de la familia Enterobacteriaceae y entre algunas otras
especies. Este fenomeno fue primeramente descubierto en el Japon en

1959 (Watanabe, 1963).

Por lo tanto, la Resistencia es la inmunidad adquirida por
determinadas bacterias frente a determinados antibioticos resultado
de una exposicion prolongada a estos quimicos v a cambios en la

ecologia.

La aplicacion de antibioticos ha sido un problema frecuente en

sistemas de crianzas acuicolas, donde cierto tipo de compuestos son



rutinariamentie e indiscriminadamente suministrados. En muchos
casos el uso de una terapia con antibidticos no es producto de un

trabajo de diagnoéstico para ef problema.

En otros casos el antibiético es aplicado a bajo niveles como medida de
precaucion para el control de la bacteria.  Mientras que estas
esiretegias de manejo pueden funcionar a corto plazo no exceptua un
potencial que guia el desarrolio de cadenas resistentes de flora

bacterial deniro de los sistemas integrados.

FORMA DE RESISTENCIA: {JAMES BROCK, 1990}

La resistencia a las drogas puede ser de orden genético V Nno genetico.

Ejemplos de mecanismos de resistencia a drogas de orden no genéticas

inciuven;

a) Ausencia de multiplicacion

b) Pérdida de {a estructura objetiva especifica

Ejemplos de resistencia a drogas de orden genéticos son:

a) Resistencia de cromosomas
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b) Resistencia extracromosal (Plasmidio)

Un numero de diferentes mecanismos por los cuales los

microorganimos podrian exhibir resistencia a drogas son las siguientes:
a) Nuevas enzimas

b) Cambio de permeabilidad

¢) Estructuras alteradas

d) Cursos metabolicos alterados

e) Enzimas alteradas

ANTIBIOGRAMAS

Las pruebas de susceptibilidad sobre las bacterias patogenas
principales presentes en el sistema de cultivo de especies marinas, son
utiles como parte de un programa integral de vigilancia de infecciones

bacterianas.

El antibiograma es una técnica que nos permite determinar la

sensibilidad de una bacteria aislada en clinica frente a un antibiotico en
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un medio de difusion (agar).

En general esta técnica de sensibilidad consiste en la siembra de una
determinada especie de bacteria (inoculo) en un medio de difusion
(medio de agar), donde se va a determinar su sensibilidad frente a
concentrataciones de antibioticos, estas concentraciones estdn

impregnadas en pequenios discos.

3.3.1. Medio de

Se recomienda el agar Mueller-Hinton (Medio 6) para las bacterias de
rapido crecimiento aerdbicas y anaerobicas facultativas. Aunque este
medio es capaz de permitir el crecimiento de muchos patogenos, suele
ser necesario suplementarlo para los patogenos con requerimientos
especiales, con sangre desfibrinada de oveja, caballo v otro animal v al

5%.

Las placas de Petri de 9 cm. de diametro deben ser rellenadas con 25
ml. del medio Muller Hinton v placas de 14 cm. de diametro a rellenar
con 60 ml. del medio. La profundidad del agar debe ser de 4 mm. Las

placas se pueden secar 30 minutos a 379C antes de su empleo,
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3.3.2. Inoculacion de las Placas de Ensavo

Mediante un asa de cultivo se tocan (4 - 5) colonias aisladas de iguales
caracteristicas, y se inoculan en (4 - 5) ml de caldo de cultivo nutritivo
como medio con caseina v soja. Se incuban los cultivos a 359C hasta
que aparezca una ligera turbidez visible (normalmente, 2 -5) horas. Se
ajusta entonces la turbidez de los cultivos en crecimiento activo con
solucion salina o caldo hasta obtener una turbidez comparable

visualmente, con la del estandard de McFarland 0,5 (tabla IV).

Dentro de los 15 minutos después de inocular las placas se aplican los
discos con antibioticos sobre la superficie de las placas inoculadas bien
sea por medio de un distribuidor mecanico o bien manualmente con
pinzas esteriles. Todos los discos se presionan suavemente sobre el
agar con las pinzas para asegurar el contacto completo sobre la
superficie del agar, la disposicion espacial de los discos deben, ser de
tal forma que no estén situados mas cerca de los 15 mm de los bordes
de la placa y suficientemente separados entre Si para que no se
produzca un solapamiento de las zonas de inhibicion. Generalmente
este limita el numero de discos que pueden colocarse sobre cada placa
a(12 - 13)en las de 150 mm de diametro o bien solo (4 - 4) en las de
100 mm. Al cabo de 15 minutos de aplicar los discos se invierten las
placas v se depositan en un incubador a 359C. Un retraso mayor en la

incubacion puede producir un exceso de predifusion del agente
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antimicrobiano.

John Matsen v A. Barry (1978) nos indican que cuando se aplican los
discos de papel filtro con cantidades precisas de antibioticos sobre
placas de agar humedo, éstos difunden en el medio que los rodea, y
presentan un gradiente en cambio constante de las concentraciones de
las sustancias antimicrobianas a distintas distancias del extremo del
disco. Al mismo tiempo, los microorganismos se estan multiplicando

logaritmicamente sobre la superficie del agar.

3.3.3. Lectura e Interpretacion

Al cabo de (16 - 18) horas de incubacion se examinan las placas y se
miden los didmetros de las zonas de inhibicion completa aproximando
al milimetro mediante unas pinzas calibradas, una regla o mediante un
modelo dibujado y calibrado. Cuando se utilicen medios sin
suplementar (sin sangre) la medida se efectia por fuera de la placa

petri, que se ilumina mediante luz reflejada.

El punto escogido debe ser la detencion del crecimiento visible,
despreciando las pequeiias colonias observadas con ciertas
iluminaciones. Cuando el borde no es neto, leer en un punto que
corresponda aproximadamente al 80 x 100 de inhibicion (cloranfenicol,

tetraciclina).
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Carvaca (Manual de Bacteriologia, 1990) nos indica que la lectura en la
determinacion de una sensibilidad (s) esta dada por la observacion de
una zona clara y transparente alrededor del disco, lo que nos indica
que esa bacteria es sensible a la accion de ese antibiotico, mientras
que una sensibilidad intermedia (I) es cuando la zona transparente es
pequena o en el caso que aunque siendo grande el diametro no es bien
definida y ain quedan pequefias colonias cerca del disco, la resistencia
(R) esta dada por el crecimiento bacteriano alrededor del disco, lo que
indica que ese antibiotico no ejerce ningun efecto terapéutico al

microorganismo en estudio.

3.3.4. Limite del Método v Precauciones Especiales

No se deben analizar mediante el método de difusion con discos los
microorganismos de crecimiento lento, anaerobios estrictos, Vv
carpofilos, va que este método ha sido estandarizado para los

microorganismos de crecimiento rapido, aerobio y facultativos.

%3.3.5. Fuentes frecuentes de error

Aunque el método de difusion en discos no es un procedimiento facil
de olvidar los errores tecnicos pueden comprometer la exactitud vy
fiabilidad; un error puede incluso neutralizar o aumentar, el efecto de

otro tipo de error. A continuacion se presenta una lista de algunas de
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{as fuentes mas frecuentes de error que aparecen:

1.

LS5}

Omision en el uso de medio de agar Mueller-Hinton

Mala preparacién del agar Mueller-Hinton especialmente al

medir el pH en el momento de la preparacion.

Uso de medios caducados o placas almacenadas incorrectamente

Conservacion incorrecta de los discos

Estandarizacion inadecuada de la densidad del caldo de cultivo

Preparacion o conservacion incorrecta del estandard de turbidez

Retraso excesivo entre la estandarizacion del cultivo e

inoculacion de las placas.

Lectura prematura de los resultados de las pruebas antes de las

{16 - 18) horas.

No efectuar una cuidadosa medida de los bordes de la zona de

inhibicion.
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10.  Pruebas sobre cultivo mixto

11. Pruebas sobre microorganismos con crecimiento lento o sobre

anaerobios.

12. Errores de transcripcion al anotar los resultados de las pruebas

individuales. X
ALMACENAMIENTO DE LOS DISCOS CON ANTIBIOTICOS

Generalmente, las cajas con los discos de sustancias antimicrobianas
especificamente certificadas para las pruebas de sensibilidad se sirven
en grupos con su correspondiente desecador. Deben almacenarse
refrigerados (2 - 8)9C o bien congelados a -149C hasta el momento de
su uso. Los discos que contengan antibioticos de las familias de
penicilinas o bien cefalosporinas deben mantener siempre congelados
con el fin de asegurar la conservacion de su potencia; sin embargo, se
pueden mantener como maximo durante una semana, una pequefa
cantidad para su uso normal bajo refrigeracion a (2 - 8)9C. Los envases
sin abrir deben ser retirados del refrigerador o congelador 1 6 2 horas
antes que los discos vavan a ser usados, con el fin de equilibrar su

temperatura a la ambiental antes de ser abiertos.

Esto se realiza para disminuir la condensacion que se produce al abrir
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un envase rio en aire mas caliente. En el caso de que se utilice un
distribuidor de discos, debe cerrarse herméticamente vy colocar un
desecador. También debe dejarse calentar a la temperatura ambiente
antes de ser abierto. Mientras no se use, al aparato distribuidor debe
mantenerse siempre cublerto v refrigerado. Por otra parte, deben

emplearse solamente aquellos discos que no havan caducado.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (C.M.1.)

3.5.1. Introduccion v generalidades (John Washington v Arthur Barry,
19781:

Las pruebas de dilucién se usan para determinar las concentraciones
mimimas de un agente aniimicrobiano, requeridos para inhibir o
destruir a un microorganismo. Se efetlan diluciones seriadas seriadas
de [a sustancia antimicrobiana, se inoculan con microorganismos v se
incuban., La Concentracién Inhibitoria Minima (CM.1) es la menor
concentracion sin crecimiento aparente. El término caldo (o tubo) v
agar (o placa) se aflade al término prueba por diluciéon - dependiendo
de si la prueba se efectla en medio liquido 6 agar respectivamente.
Ambos términos son nombres equivocados porque es, en realidad, el

agente antimicrobiano el que se diluye v no el caldo o agar.

El fin primordial de las pruebas por dilucion es fa obtencion de
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resultados cuantitativos de la sensibilidad va que son importantes o
necesarios para el tratamiento adecvuado de [a enfermedad. Aunque los
datos cualitativos derivados de las pruebas de difusion con discos son
normalmente correctos para orientar la terapéutica de la mavoria de
infecciones, los datos cuantitativos suelen ser imprescindibles cuando
debe controlarse la dosificaciéon de las sustancias antimicrobianas o
bajo condiciones en [as que no sean aplicables [os resuftados de la

difusion con discos, 0 bien sean equivocas o inseguras.

En el punto de fa CM.1., la inhibicion del crecimiento es normaimente
reversible v es posible aislar microorganismos viables cuando la
concentracion de la sustancia activa se reduce 4 niveles subinhibitorios
mediantie dilucion. Sin embargo en el caso de muchas sustancias
aniimicrobianas, concentracion ligeramente superiores a fa CM.I,
provocan inhibicion irreversible del crecimiento (efecto letal) de la

mayoria de microorganismos.

3.5.2. Procedencia, preparaciones v soluciones patrén de [os
antibidticos.

Aungue muchos antibiéticos pueden disolverse en agua destilada,
algunos requieren disolventes especiales o un ajuste de pH para la
solubilizacion inicial {tabla V) las difuciones pueden efectuarse en agua

destilada, normalmente no es necesario esterilizar las soluciones patron
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con una alta concentracion de antibioticos, no obstante si es necesario

tal esterilizacion se debe usar filtracion por membrana.

La solucion patron se diluye hasta la mitad de la concentracion final
superior deseada. Usar tubos estériles de 13 por 100 mm, roscados o
bien tapados con algodéon. Normalmente para un nimero pequeio de
pruebas, las diluciones a la mitad pueden prepararse directamente en
los tubos. Se afiaden al primer tubo 2 m! de soluciéon con el antibidtico.
Se anade al resto de tubos | ml de caldo. Transferir con una pipeta
estéril 1 ml del primer tubo al segundo. Después de mezclar el
contenido, transferir de nuevo con otra pipeta (cada vez distinta) 1 ml
al tercer tubo. Este proceso se repite hasta el penultimo tubo, del que
se toma 1 ml y se desecha. Al Ultimo tubo no se le afiade solucion
antibiotico y sirve de control de crecimiento. Las concentraciones
finales de las sustancias antimicrobianas en esta prueba son la mitad
de las diluciones iniciales debido a la adicion de una concentracion de

inéculo en caldo.

3.5.3. Medios

El medio debe convenir al crecimiento de la mayoria de
microorganismos y no contener sustancias que inhiban ciertos

antibioticos.



Ya que el medio Tripticasa soja ha mostrado una actividad inhibitoria
sobre las tetraciclinas y los aminodcidos. Un estudio profundo (Jay y
Sherris, 1966) ha mostrado que el medio de referencia mas

conveniente seria el medio de Mueller Hinton.

Veremos que el método de difusion permite determinar la CM.I.
obtenida por dilucion en agar v el diametro de las zonas de inhibicion.
Las curvas de concordancia actuales han sido establecidas sobre el

medio de Muller Hinton.

Se recomienda el caldo Muller - Hinton para probar, bacterias aerobias
0 anaerobias facultativas de crecimiento rapido; sin embargo, los
organismos con requerimientos nutritivos, incluyendo algunos
estreptococos, es posible que crezcan mal en este medio. En tales casos
se puede usar un caldo de peptona, soja y caseina como soja tripticasa o

soja triptica, o incluso medio Le Vinthal.

3.5.4. Indculo

A partir de un cultivo en caldo en fase exponencial o recién alcanzada
la fase estacionaria de su crecimiento, preparar una dilucion en caldo

de forma que obtengamos 10 5 - 10 6 unidades viables por ml.

Afadir a cada tubo 1 mi de indculo y mezclar.
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La preparacion del inoculo comprende [os siguientes pasos (Francisco

Garcia, comunicacion personal):

l. Empleando una asa de alambre recoger 4 a 5 colonias desde un

cultivo puro de cepa a investigar.

2. Transferir las colonias a 5 m! de un caldo Muller Hinton o Caldo

Triticase soja.

3. Incubar la suspension a 35°C por un perioro entre (2 - 8) horas,
hasta obtener una turbidez relativa. Diluir hasta el estandard

Mc Farland 0,5 (Tabla IV( empleando para ello suero fisiolégico.

4. El Mc Farland 0,5 se prepara agregando 0,05 m! de solucion de
1,175% BaCl2.2H20 a 9,95 m! de acido sulfrico (0,36 N) (1%).
Guardar a temperatura ambiente en la oscuridad, esta solucion

es estable por seis meses.

3.5.5. Resultados

La menor concentracion del agente antimicrobiano que produzca la
inhibicion completa de crecimiento visible representa la CM.IL.,
generalmente no se considera una evidencia de que la sustancia es

incapaz de inhibir el crecimiento completamente a esta concentracion.



3.5.6. Modalidades de accion de un antibiotico

La Concentracion Minima Inhibitoria (CM.I.) varia segin un cierto
numero de factores que influye sobre la accion de los antibidticos:

tiempo de observacion, nimero v estado de las bacterias, medio, etc.

El conjunto de estas variaciones han sido agrupados a menudo bajo el
nombre de Modalidades de Accion de un Antibidtico. Es absolutamente
primordial precisar que nosotros consideramos aqui solo las
poblaciones cientificamente homélogas; no se tratard, pues, mas que de

modificaciones fenotipicas.

- Tiempo de observacion:

La CM.I. evoluciona bastante sensiblemente durante la fase de
crecimiento exponencial de las bacterias: a partir del momento en que
las bacterias seminadas en los tubos sin antibi6ticos alcanza una fase

estacionaria, la CM.I., evoluciona cada vez mas lentamente.

En las condiciones usuales de observacion, es decir después del cultivo
durante una noche (16 - 24) horas es relativamente estable en la
mayoria de los casos para la puesta en evidencia de ciertos fenomenos,
podra ser necesaria una observacion mds larga de 48 horas por

ejemplo.
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Si el antibidtico es particularmente habil, podremos vernos obligados a
cortar el tiempo de observacion, este caso se presenta raramente en la

practica.

- Bacterias:

En una poblacion genéticamente homogénea, la C.M.I. varia dentro de
unos limites, importante segun el nimero de bacterias sembradas, es
decir segin el inoculo. La CM.I. sera mads elevada para una poblacion
de 10 7 bacterias por ml que para una poblacion de 10 4 bacterias por
ml. La magnitud de esta variacion es de alrededor de | 8. La
variacion no es lineal, es mas frecuente para los indculos elevados que

para los inéculos débiles.

Toda técnica que quiera ser reproductible tendra que precisar lo mejor

posible el indculo.

Tosa heterogeneidad de la poblacion se traducird en una variacion
todavia mas elevada de la CM.I. El hecho de que una poblacién
pequena aparezca inhibida a una concentracién débil vy que una
poblacion fuerte sea inhibida a tasas mas elevadas se llama efecto

inoculo. Este efecto traduce fendémeno de resistencia.

Las fases del crecimiento son capaces de influir directamente sobre la
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C.M.I. en la medida de gue la accion de los antibioticos esta ligada a un

cierto estado del metabolismo de las bacterias.

e Medio

La wvariacion de [a Concentracion Minima Inhibitoria segun las
condiciones fisicoquimicas del medio constituyente propiamente, las
modalidades de accion. La lista de factores susceptibles de actuar
cubre prdcticamente toda la lista de las condiciones fisicas posibles y
de las constituyentes de los medios, desde las sales mas simples hasta

las mas grandes moléculas proteicas.

- Anaerobiosis
La estreptomicina v los atomos aminocidos no actuan en anaerobiosis o
en presencia de reductores. El efecto secundario de este producto

sobre la respiracion es muy debil en anaerobiosis.

= pH
Antibioticos mas activos en medios acidos: B-Laptaminas, NovoBiocina,

Tetraciclinas.

B Glucidos

Actuan mucho en los medios mal tamponados por la fermentacion.

- Proteinas

El efecto de todos los antibioticos es segun la constitucion del medio
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Si se hacen variar las peptonas, las distintas digestiones enzimaticas
hidrolizadas de caseina, extracto de carne, de proteinas vegetales, etc.
Es decir, si se usan los diferentes medios (ordinarios) puestos a la
disposicion del Laboratorio (Caldo nutritivo, medio tripticasa soja,
infusion corazon - cerebro, medio de Mueller Hinton, etc.), la CM.I.

puede variar en varias decenas de veces.

Los liquidos organicos v particularmente el suero tiene un efecto bien
conocido. Todos los antibioticos son susceptibles a ligarse a las

proteinas del suero.

El efecto bacteriostatico de un antibiotico se expresa habitualmente
por la C.M.I. en (ug/ml), que es la mads baja concentracion que inhibe el

crecimiento visible.

3.5.7. Influencia de las variaciones técnicas sobre los resultados de las
pruebas de sensibilidad,

Los resultados de las pruebas de sensibilidad por dilucion o bien por
difusion pueden ser influidos claramente por los reactivos vy las
condiciones de [as pruebas; esto ha sido la causa, en el pasado, de
bastantes confusiones. El tamano del inoculo (especialmente
importante), el tiempo de incubacion, temperatura, composicion del

medio v pH, atmosfera vy estabilidad del antibidtico son factores que
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pueden influir en los resultados finales obtenidos. Ademas las técnicas
de difusion estan influidas por la velocidad de crecimiento de

organismos v por el tipo, profundidad v concentracion del agar usado.

MANTENIMIENTO DE LAS SOLUCIONES DE ANTIBIOTICOS

Las soluciones patron deben ser conservadas a -209C o incluso a
temperatura inferior. Debe tenerse presente que a -209C la retenciéon
del 90% de la potencia por parte de la ampicilina es relativamente
breve. Muchas soluciones patron de sustancias antimicrobianas
permanecen estables por lo menos durante 6 meses a concentraciones
de 1000 ug/ml o superiores. Las concentraciones aconsejables de
muchas soluciones patron de la mayoria de antibiticos estan entre

20000 1280 ug/ml o Ul/mL



CAPITULO IV

FURAZOLIDONA

ESTRUCTURA QUIMICA

Figura No. 2 (Alderman, 1989)
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ESTRUCTURA QUIMICA Y MODO DE ACCION

Los nitrofuranos son Nitroheterociclicos, el primero de los cuales,
Nitrofurazolidona fue introducido dentro de la medicina humana en
1944. El modo de accion antibacterial de este compuesto ha sido
atribuido (Wolff, 1979) a un bloqueo de la iniciacion de la traslacion de
enzimas inducible y a la inhibicién de reparaciones enzimaticas de
lesiones en el ADN originada por los nitrofuranos. Este modo de accién
antibacterial estd intimamente relacionado en el nivel de una actividad
mutagenetica de compuestos nitroheterociclicos (Bamburry, 1979), los
Cuales fueron reconocidos como resultado de un estudio toxicologico

llevado a cabo en 1960.
USO Y PRINCIPIO ACTIVO

Si bien los primeros ensayos con Nitrofurazolidona fueron realizados
con Trucha arcoiris por Gutsell en 1946, los iniciales éxitos de las
Sulfanoamidas seguidas por la oxitetraciclina y la ineficacia
comparativa de Nitrofurazolidona en contra de la Furunculosis resulto
€n un pequeno interés en el grupo de estas drogas. Wolf v Dunbar
(1959) encontraron que si bien eran altamente efectivas en laboratorio,
las nitrofurazolidonas no fueron efectivas *in vivo* y realmente su uso

fue acompafado por un incremento de mortalidad en peces.
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Post (1959) reportoé preliminares éxitos con furazolidona (grafico 2) en
ensayos de laboratorio contra la furunculosis en Trucha Brook con 100
mg/Kg por 14 dias. Estas indicaciones fueron confirmadas en una

series de estudios en el futuro.

Post v Keiss (1962) usaron solo dos animales por nivel de dosis, no
encontraron efectos toxicos en Trucha arcoiris ni en Trucha brook

alimentadas con una dosis sobre 500 mg/Kg durante 14 dias.

Por este tiempo la furazolidona fue sometida a ensayos en varios
laboratorios de peces, la mayoria tuvieron problemas, pero algunos
reportaron problemas de toxicidad en peces los cuales influyeron en el
resultado. En el mismo estudio, Post y Keiss encontraron que dosis tan
baja como 10 mg/Kg durante 14 dias deberia ser efectiva para el
control de la furunculosis en trucha, pero para ser totalmente efectiva
y prevenir reinfeccion, un regimen de 75 mg/Kg durante 14 dias fue
necesario. Un estudio publicado por Post en 1962 fue mas cauteloso,

recomendando 25 mg/Kg durante 20 dias.

FARMACOCINETICA Y ESTUDIOS DE RESIDUO

Heaton y Post (1968) dentro de un estudio intentaron ayudar en el
registro de Nitrofurazolidona con la US Food and Drug Administration

para uso en Hatchery de peces, examinaron la absorcion y excrecion de
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furazolidona desde musculo de Truchas arcoiris, cutthroat, brook v
café. Usando un Método de Deteccion espectrofotométrica reportaron
limite de 0,1 ppm para peces de (75 - 150) g mantenidos en (8 - 14)0C
alimentados con alimentos medicados con furazolidona en 35 mg/Kg
durante 20 dias y luego alimentados con una dieta no medicada. La
furazolidona acumulada en todas las especies de truchas durante los 20
dias de medicacion, alcanzaron un pico de 0,482 ppm en el décimo dia
de Trucha café. Durante el periodo de retiro de la medicacion, la
deteccion de residuos decayeron rapidamente alcanzando niveles

promedios menores que 0,075 ppm después de 10 dias.

ESPECTRO DE ACCION Y MECANISMO ANTIMICROBIANO

ESPECTRO DE ACTIVIDAD: Amplio espectro

MODO DE ACCION: Bacteriostatico v bactericida dependiendo de la
dosis. El mecanismo de accion estd pensado para llevar a fin un
antagonismo competitivo en el metabolismo bacteriano de los

carbohidratos.

POTENCIAL PARA DESARROLLO DE RESISTENCIA BACTERIANO: Bajo,
no hay resistencia cruzada entre nitrofuranos y otras drogas

antimicrobios.
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SOLUBILIDAD EN AGUA: Pobremente soluble en agua y mas activo en

pH 4cido (5,5 o menor).

COMPUESTOS RELACIONADOS: Nitrofurantoina, Furanace,

Nitrofurazona.

DOSIS DE REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Observar las tablas VIy VII.



CAPITULO V

CLORANFENICOL:

ESTRUCTURA QUIMICA

N NH—co—CHS,

G, / \ 1=C Z‘E 3CH, ON

Fugura No. 3 (Alderman, 1989)

COMPOSICION QUIMICA

Este antibiotico comprende en su formula 2 atomos de carbono

asimetricos. Existen pues, 4 estereoisomeros de las cuales solo uno, el

derivado D-treo, es activo.



CAPITULO VI BIELIOTECA

METODOLOGIA

El presente estudio se lo realizé en la zona de Churute, localizada en la via a
Machala a 35 Em. de Guayaquil, se eligieron para las tomas de las muestras
tres camaroneras del sector con una area promedio de 500 has cada una:

Quirola, Huracan y Aquamar.

El estudio de lo realizé en los meses de Septiembre - Octubre de 1992, donde

1as tomas de las muestras fueton:

Primera Toma Septiembre 3

Segunda Toma Octubre 1ro.

Las muestras eran trasladadas al Laboratorio de Microbiologia de la fabrica

de Balanceado L'IRIS S.A. (foto 1 - 2), donde se aislé el V. parahaemolyticus,

se realizaban los antibiogramas y CM.L

6.1. RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras de agua por camaronera fueron recolectadas en la

estacion de bombeo -entrada de agua- {foto 3 - 4) ¥ en los canales de
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drenajes (foto 5 - 6 vy 7). En la camaronera No. 1 y No. 2 se
recolectaron dos muestras, una en la entrada de agua ¥ la otra en el
canal de drenaje mientras gque en la camaronera No. 3 se recolectaron
dos muestras en el canal de drenaje (por la forma irregular del canal
de drenaje) y una muestra en la entrada de agua. Esta nos da un total

de 7 puntos muestreados.

Debido a que el presente estudio se fundamentaba en el aislamiento del

Y. parahaemolyticus en las aguas de descarga ¢ de drenaje, las

muestras recolectadas en ¢l canal de drenaje estaban conformadas de
varias submuestras en tanto que la muestra de la estacién de bombeo

se conformaba de un solo punto.

La muestra del canal de drenaje estaba conformada de por 1o menos

diez submuestras, esto dependia de la longitud del canal.

Las muestras eran recolectadas a una profundidad de 50 cm. de
columna de agua v en recipientes de vidrio esterilizados en autoclave
{1219, a 15 at. de presién por 15 minutoes.) selladas fuertemente con
papel de aluminio ¥ cinta adhesiva (foto 8), luego las muestras eran
almacenadas en una hielera {fotoe 9) que mantenia una temperatura
entre (4 - 10)0C,



6.2.

77

El tiempo desde la recoleccién de las muestras hasta la siembra de la
bacteria no debia exceder las 6 horas, para que los datos obtenidos

gsean confiables.

Adicionalmente a la recoleccién de las muestras para el estudio se
tomaban otras muestras de agua para realizar el anilisis de algunos

parametros quimicos (tabla X y XI).

Antes de la recoleccién de las muestras se determinaban en 1a entrada
de agua y canal de drenaje los signientes parametros: la salinidad (por
refractémetro), temperatura (por termémetro de mercurio) ¥ pH; (ver
tabla VIII v IX.

AISLAMIENTO, PRUEBAS BIOQUIMICAS E IDENTIFICACION DE
BACTERIAS.

De cada una de las 7 muestras de agua se tomé 1 mi ¥ se 1o inoculd en
agua de peptona sal al 3% v se incubé a 350C por 24 horas. El
crecimiento se lo determinba por la turbidez que presentaba los tubos.

Todos los tubos presentaron crecimiento.

A partir de los indeulos de los tubos se procedié a sembar con una asa
de platino - iridic de agar TCB.S. (2 placas por muestras, esto nos da

un total de 14 placas de agar TCE.S) v se incubé a 350C por 24 horas.
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En los dos muestreos (Septiembre y Octubre) se aisld las siguientes

bacterias (con caracteristicas morfolégicas definidas):

Colonias de bacterias grandes, bien formadas de color amarillo.

Presumiblemente V. anguillarum.

Colonias de bacterias pequefias, de color verde. Presumiblemente V.

parahaemolyticus.

Colonias de bacterias muy pequefias, de color negro. No determinadas.

Visualmente (foto 10), por lo general las colonias negras eran mas

abundantes, luego eran las colonias amarillas.
Alsladas las bacterias sospechosas de V. parahaemolyticus (en agar
TLE.S. colonias de color verde) se realizaron las pruebas bioquimicas

para la identificacién de estas bacterias (Ver capitulo II y figura 1).

En el primer muestreo, se aisldé V. parahaemolyticus de la entrada de

agua ¥ drenajes de la camaronera No. 3 ¥ en la entrada de agua de la

camaronera 2. En el segundo muestreo, se aislé V. parahaemolyticus

en mayor numero de punto de muestreo pero se realizaron las pruebas

bioguimicas solo en las muestras en la que se aislé esta bacteria en el
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primer muestreo, en razon, de que este segundo muestreo me serviria

para confirmar ¢ rechazar los datos obtenidos en el primer muestreo.

ANTIBIOGRAMAS

Identificado el ¥. parahaemolyticus se procedié a sembrar estas
bacterias en agar Mueller Hinton para realizar las pruebas de
sensibilidad con discos de 500 ppm, 250 ppm ¥ 125 ppm de
Furazolidona y Cloranfenicol. Estos discos no existian en el mercado
nacional, por lo tanto se procedid a elaborar estos discos en el
laboratorio de acuerdo a la técnica recomendada por Carvaca (Manual

de Bacteriologia, ESPOL, 1990).

6.3.1. Reparacién de la solucion antibidtico v discos de sensibilidad

Con la ayuda de una perforadora se hacen los discos a partir de papel
filtro Whatman * 2 o 3 (Carvaca, 1990), luego son colocados en la

solucién antibiético para que adquieran la concentracién deseada.

Los discos de papel filtro dederan ser esterilizados en una caja petri a

1809C por dos horas.

La solucion antibidtico se preparaba disolviendo lg (pesado en balanza

analitica de 10 digitos de presicidn, foto 11) del quimico en 1 litro de
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agua destilada, esta solucién conocida como solucidn madre tenfa una
concentracién de 1 ppt. Como deseamos obtener discos de S00 ppm,
250 ppm ¥ 125 ppm se procedi6 a tomar de la solucidn madre 500 mil,
250 ml y 125 ml para ser diluido con agua destilada en Matraces
aforado hasta 1 litro, obteniéndose finalmente soluciones de
concenfraciones de 0,500 ppt, 0,250 v 0,125 ppt o solncienss de 500
ppi, 250 ppm ¥ 125 ppm gue eran las requeridas.

Con una pinza estéril se embebian los discos en la solucidn del
antibiotico de madera que estos se absorbian. Se colocaron los discos
efl una caja peiri ¥ fusron llevados a una estufa; ¢l tiempo necesario
para esto, depende del solvente empleado, de tal forma que se dejaran
de 1a 2 horas cuande se haya utilizado agua, de 15 a 30 minutos para
acetona o alcohol, ademads la temperatura no debera ser mayor a 359

para evitar la degradacién de los antibidticos (Carvaca, 1990},

La técnica recomienda guardar los discos en temperatura tenor a
-14%C, pero en el presente trabajo se procedié a la elaboracién
inmediata de los discos evitande ¢ altmaceamiento, esto con ol objetivo

de asegurar la concentracién deseada.

6.3.2. Siembra del ¥V parahaemolvticus en el agar Mueller Hinton

De un medio que contenga cepa pura de V. parahastnelyticus
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{cualquier medio de la prusba bioguimica) inocular ef caldo nutrifive
de peplona 4 0 5 colonias ¢ incubatrlo por unos 15 minutos ¢ hasta que
se obtenga turbidez de Mac Farland 0,5 lequivale a 10 & unidades
formadoras de colonias por ml}). De este cultivo se procede a sembrar
con un cotonets esterilizado a 1219C por 15 minutos en el agar Musller

Hinton como 1o podetnos observar en la figura 4.
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Se admite que el Cloranfenicol detiene la sintesis proteica fijandose
sobre la fraccion 505 de los ribosomas bacteriano (705). Los
ribosomas 805 de las células de los organismos superiores no lo fijan y
la accion téxica en los mamiferos estaria ligada a la fijacion del
cloranfenicol en las mitocondrias. El mecanismo exacto de la accion

sobre la sintesis proteica permanece en discusion.

Otro efecto del cloranfenicol, consiste en la acumulaciéon de ARN en las

bacterias (ARN ribosomico vy ARN mensajero).
MODO DE ACCION

Cloranfenicol (figura 3), es un antibiético producido por Streptomvces
venezuela posee un amplio espectro antimicrobial, pero es
ampliamente bacteriostatico que bactericida. En bacterias actua
primeramente sobre las subunidades del Ribosoma 505 (Hollstein,
1979) apareciendo un ribosoma no apararejado trasladando la sintesis
de los lazos peptidos. Rapidamente después de su introduccion en la
medicina las resistencias fueron encontradas v su uso se asocié con
anormalidades fatales en la sangre, las cuales también pueden ser
debido a la inhibicion de la sintesis de proteinas. En el Reino Unido, su
uso ha sido severamente restringido con la intencion de mantenerlo

disponible en la medicina.
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USOY PRINCIPIO ACTIVO

El cloranfenicol fue aprobado como eficaz contra Pseudomonas
hvdrophila v Aeromonas liguifaiens por Smith (1950), después de 3
anos de su descubrimiento. Solesko et al (1952) encontraron que el
cloranfenicol (cloromicetina) era altamente efectivo, tanto in vitrio v in
vivo contra Haemophilus pisciumpiscium y Aeromonas salmonicida,
particularmente eliminando infecciones latentes. Si bien los efectos
adversos del cloranfenicol sobre la hematopoiesis fueron reconocidos
rapidamente, investigaciones de posibles efectos en peces no fueron
dedicados hasta que Kreutzmann (1977) reportd grandes desordenes
en la eritropoiesis en anguilla después de wuna aplicacion de
cloranfenicol. En los Estados Unidos el mas bajo costo de Ila
Oxitetraciclina determiné que fuera relativamente minimo el uso del
cloranfenicol, pero en Europa, particularmente en cultivo de carpa, el

cloranfenicol se hizo popular v altamente usado (Evelyn, 1968).

Schaperclaus (1958) en un estudio extensivo sobre el control de
Aeromonas liguifaciens, enlas infecciones edema en [a carpa,
recomendo el uso del cloranfenicol tanto por via oral o por bafio en vez
de otros antibioticos, tales como estreptomicina y cloratetraciclina. Las
dosis en rango de (50 - 100) mg/Kg de pez /dia durante (5 -10) dias

han sido recomendadas asi como también tener una rutina profilactica
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de inyecciones intraperitoneal en una sola dosis de 12 mg/Kg del peso

del cuerpo.
FARMACOCINETICA Y ESTUDIO DE RESIDUOS

Varios estudios dentro de la farmacocinética de cloranfenicol en peces
han sido publicados. Kozlowski (1964) reporté una maxima
concentracion de suero en carpa, 16 horas después de la inyeccion y
encontro residuos detectables por lo menos 120 horas después de la
inyeccion en (12 -14)9C. Evelyn (1968) encontro eficiencia en la
absorcion del cloranfenicol suministrado oralmente (50 mg/Kg en una
sola comida) en salmén coho y chinook, los niveles maximos
determinados fueron en el higado (52 ug/g), rifon (26,2 ug/g) v
musculo (20 ug/g) en (3 - 12) horas después del tratamiento (en 13 -
159C) decayendo rapidamente de aqui en adelante. Lasserre (1972)
demostré similar modelo en los tejidos de trucha arcoiris con solo dosis
orales de 100 mg/Kg usando un analizador espectrofotométrico (limite
de deteccion de 0,6 ug/g) v encontré significativos residuos de
cloranfenicol en higado y rifiones y residuos detectables en musculo v
sangre sobre las 96 horas después del tratamiento. Con tratamientos
diarios de cloranfenicol se prob6 que era acumulado en musculo sobre
los primeros 6 dias de un tratamiento de 8 dias vy los niveles

acumulados incrementaron con el aumento de la dosis diaria.
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El pequefio estudio comparativo realizado por McCracken et al (1976)
no detectaron cloranfenicol en musculo de trucha mas alla de 8 dias
después de una Unica inveccion intraperitoneal en 59C, pero estos
autores no establecieron la sensibilidad del método de sus bioensayos o

el limite de deteccion.

ESPECTRO DE ACCION Y MECANISMO ANTIMICROBIANO

Espectro de actividad: amplio espectro

Modo de accion: bacteriostatico por inhibicion de sintesis proteica.

Potencial para desarrollo de resistencia bacteriana: Bajo. No hay

resistencia cruzada entre cloranfenicol v otras drogas.

Solubilidad en agua: solo el succinato de cloranf enicol es altamente

soluble; otras formas son dificilmente solubles en agua.

Dosis: 0.2 a 10 mg/litro

5.1.1. Dosis de referencias bibliograficas

Observar las tablas VI v VII.
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SOLVENTES Y DILUYENTES PARA LAS SOLUCIONES DE RESERVA
DE ALGUNOS ANTIBIOTICOS

TABLA V
ANTIBIOTICO SOLVENTE DILUYENTE
CLORANFENICOL ETANOL AGUA
FURAZOLIDONA AGUA AGUA
NITROFURANTOINA DIMETILFORMAMID AGUA
ACIDO NALIDIXICO NaCH, IN AGUA
AMPICILINA TAMPON FOSFATO TAMPON FOSFATO
pH 8; 0,1M pH 6;0,1M
GENTAMICINA TAMPON FOSFATO AGUA
pHR: 0 1M
PENICILINA AGUA AGUA
SULFAMIDAS AGUA CALIENTE + AGUA
NaOH 10%, DISOLV.
OXITETRACICLINA AGUA AGUA
ERITROMICINA ETANOL AGUA
KANAMICINA TAMPON FOSFATO AGUA
pH &; 0, 1M
TETRACICLINA AGUA AGUA

FUENTE: JAMES BROCK, 1986
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DOSIS PARA EL TRATAMIENTO DE VIBRIOS

TABLA VI
ANTIBIOTICO ESTADIOS DOSIS
FURAZOLIDONA L/LP 1.0 -5.0 ppm

/A 500ppm en Alimento
por 10-14 dias

CLORANFENICOL L/LP 1.0 -5.0 ppm
ERITROMICINA L/LP 0.5-20ppm
OXITETRACICLINA L/LP 1.0-50ppm
L = LARVAS PL = POSTLARVA
J = JUVENIL A = ADULTO

FUENTE: Manual de Enfermedades (James Brock, 1986)
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ANTIBIOGRAMA DE VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS AISLADO EN

CAMARON

DE "SR. ESOBAR"

TABLA VII

BACTERIA CH NA |OA RO 129
V.PARAHAEMOLYTICUS S S S S S
V.PARAHAEMOLYTICUS S [ g I S
(lodo)

CH = CLORANFENICOL NA = ACIDO NALIDIXICO
RO = ROMET OA = ACIDO OXOLINIC

S = SENSIBLE R = RESISTENTE

I = INTERMEDIO

FUENTE: Fax de resultado de visita a camaronera (Lightner, 1988)



SIEMBRA DE BACTERIA EN AGAR MUELLER - HINTON

Figura No._ 4
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Inoculado toda la superficie del agar Mueller Hinton, se dejd secar el
indculo de 10 a 15 minutos para luego aplicar los discos de antibidticos

apropiados, en cada caja se ¢colocaban 2 discos de cada concentracién,



b.4.

37

por 1o que cada disco tenia 6 réplicas en razén de que se realizd 1
antibiograma - 1 réplica por muestra. Los discos eran colocados en una
distancia de (1,5 a 2,0)em  entre disco v disco con la ayuda de unas
pinzas desinfectadas v flameadas a la llama del mechero, se
presionaban suavemente los discos sobre la superficie del medio e
incubaban las placas en forma invertida a 350C ¥ realizando las

primeras lecturas a las 18 horas de incubacién.

Los resultados obtenidos 1o podemos observar en las tablas (X11 - XIII),

en base a estas tablas podemos concluir:

a. Que ¢l ¥. parahaemolyticus ¢s sensible para la Furazolidona en

concentraciones mayores de 500 ppm.

b Que el ¥. parahaemolyticus es sensible para el Cloranfenicol en

concentraciones mayores de 125 ppm.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
{CM.I)

Con los resultados obtenidos en los antibiogramas me pude orientar
sobre, cual seria la CMI. tanto para Furazolidona como para la
Cloranfenicol; por 1o que procedi a realizar el siguiente formato para

determinar la concentracién exacta (figura 5).
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CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Figura No. 5
Caldo de
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A continuacién describo el procedimiento (diagramado en la figura No.

5) utilizado para determinar la CM.I.

a. Se adiciond 0,5 ml de caldo de peptona estéril desde el tubo 2
hasta el tubo 7.

b. Se adiciondé 0,5 ml de la solucién antibitico en el tubo 1 v tubo
2. Se mezcld el tubo 2 y de este tubo extraimos 05 ml ¥ lo
transferimos al tubo 3, de esta forma procedimos hasta llegar al tubo 6,

donde los 0,5 ml extraido se lo desechd ¥ no lo apliqué en el tubo 7.

. Adicioné 0,5 ml de solucién bacteriana con una turbidez de Mac

Farland 0,5 en todos los tubos.

d. Como podemos observar el tubo 1 es el control para el
antibiético y el tubo 7 es el control para la bacteria {no contiene

antibidtico).

La transferencia de cada 05 ml sea de solucién antibidtico, solucién
bacteriana, o caldo nutritive se lo realizé con una pipeta de 200 u landa

de precisién {foto 12); cada 1 ml es igual a 1000 u landa.

Por medio de estos pasos se determind la concentracién minima de

antibidtico para la inhibicién del crecimiento bacteriano.
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6.4.1. Preparacidon de la solucion madre de antibidtico

Se disolvid en agua destilada 0,1 g de Furazolidona y de Cleranfenicol
en un litro respectivamente, llamandoselas a cada una de estas
soluciones como "Solucidén Madre”. Esta Solucién Madre era de 0,1 ppt o
1000 ppm. De esta solucidn se tomé 0,5 ml ¥ fue transferido al tubo de

CM.L



ANTIBIOGRAMA

TABLA XII

MUESTEED: SEPTIEMBRE 3 DE 1992

[DIAMETRO DE DISCOS EN CENTIMETRO

16

ANTIBIOTICO CONCEMWTRACIONES CAMAROMERS CAMAROMERA CAMAROMERA
DE DISCO ENTRADA DREMAJE ENTRADA
CLORAMFENICOL 500 ugsml 2.6 2.6 2.6
250 ugdml 2.5 2.8 L
125 ug/mi 2.4 A 2.4
FURAZOLIDONA 500 ug/mi 2.2 2.4 2.1
250 ug/ml 1.9 2.0 1.8
125 ug/ml e U 1.9 1.8




ANTIBIOGRAMA

TABLA XIII

MUESTREQ: OCTUERE l1ro. DE 1992

DIAMETRO DE DISCOS EN CENTIMETRO

BNTIBIOTICO CONCENTRACIONES | CAMARONERA CAMARONERS | CAMARONERA
DE DISCO ENTRADA DREMAJE ENTRADA
CLORANFENICOL 500 ugs/ml 2.6 2.6 2.6
250 ugdml 2.6 2.7 2.4
125 ug/ml e 2.4 2.4
[FURAZOLIDOMN& 500 ug/ml 2.1 2.3 2.1
250 ug/ml 1.9 2.1 1.8
125 ug/ml 2.0 1.9 1.7

6



CAPITULD VII
RESULTADOS

Los rasultados obtenidos lo podetmnos observar en las tablas EIV vy AV v en la

figura B, en base a estos resultados pude concluir:

a. Que la CHLI. de la Furazolidona para el ¥. parahaetnolyticus es de 500
ppin.

b. Que fa CM.1 del Cloranfenicel para el V. parahaemolylicus es de 125

Z. Que los resultados obtenidos en los antibiogramas fueron confirmados

con ol método de CM.I
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TABLA XIV

MUESTREO: SEPTIEMERE 3 DE 1992

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

CRECIMIENTO EM LAS SOLUCIONES
ANTIEIOTICO SOLUCION CAMARONERA CAMARDMERA CAMARONERA
CONCENTRACION [ENTRADA DRENAJE ENTRADA
CLOPANFENICOL S00,0 ug/mi Hegativo Hegativo Negativo
250,0 ug/ml Megativo Hegative Hegativo
125,0 ug/ml Negativo Megativo Megativo
62,5 ug/mi Positivo Positivo Positivo
31,2 ug/mi Positivo Positivo Positive
15,6 uh/ml Fositivo Positivo Positivo
0,0 ugfml Positivo Positivo Positivo
FURAZOLIDONA S500,0 ugéml Megativo Megativo Megativo
250.0 ugdmi Positivo Positivo Positivo
125,0 ug/mi Positivo Pasitivo Fositivo
52,5 ug/ml Positivo Positive Fositivo
31,2 ug/ml Positive Positivo Positive
15,6 ugsml Positivo Positivo Positivo
0,0 ug/mi Positivo Positivo Pozitivo




MUESTRECQ: OCTUBRE 1ro. DE 1992
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TABLA XV

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

CRECIMIENTO EN LAS SOLUCIONES

AMTIBIOTICO SOLUCION CAMARONERA  |CAMARONERA CAMARDNERA

COMCENTRACION EMTRADA DRENAJE ENTRADA

CLORANFENICOL 500,0 ugémi Negativo Negativo Hegativo
250,0 ug/mi Hegativo Negativo Megativo

125,0 ug/ml Hegativo Hegativo Negativo

62,5 ug/ml Positivo Positivo Positivo

31,2 ugsml Pasitivo Pasitivo Positive

15,6 ugsmi Positiva Fositivo Positivo

0,0 ug/ml Positivo Positive Positivo

FURAZOLIDONA 500,0 ug/ml Negativo Negativo Negativo
2500 ugsml Positivo Positivo Positive

125,0 ug/ml Positivo Positivo Positivo

62,5 ug/ml Positivo Positive Positivo

21,2 ug/ml Positivo Positivo Positivo

15,6 ug/ml Positivo Positivo Positiveo

0,0 ug/ml Positivo Positivo Positivo
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CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA PARA FURAZOLIDONA -

CLORANFENICOL
Figura No. 6 i
CLORAINFENICOL
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APENDICE A

FORMULA DE MEDIOS (AGARY CALDO)

CALDOS SALINOS ARGININA - DIHIDROLASA Y LISINA
DECARBOXILASA Y MEDIO BASE CONTROL (MEDIO 1)

*FORMULA:

P Exztracto de levadura 308

- Cloruro sédico 30,0g.

- Glucesa 1,0g.

- Furpura Bromonesol {(Solc. al 1%) 1,6 ml.
*INSTRUCCIONES

Disolver todos los ingredientes en 1 litro de agua destilada v ajustar el pH a
un valor de 6,8, Afiadir a la primera | arginina en una propartién del 05% vy
| lisina a la segunda también al 05%, la tercera porcidn es el caldo base
control. Distribuir en tubos en cantidades de 3 ml v esterilizar a 1219C

durante 10 minutos.
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CALDO BISMUTO SULFITO SAL (MEDIO 2)

¥FORMULA

- Peptona 100¢g.
- Cloruro Sédico 25,0¢.
- Cloruro Potasico 0,7¢.
- Cloruro Magnésico Hexahidratado 50¢.
*INSTRUCCIONES

Para la preparacidon del medio completo, disolver los componentes
mencionados, en 950 ml de agua destilada v ajustar el pH a 9,1 por adicién
de una solucién acuosa al 10% de Na2C03. Esterilizan en autoclave a 12190
durante 16 minutos, enfriar a temperatura ambiente ¥ afadir de meodo
aseptivo 100 ml de solucién Bismuto sulfito ¥ 1 ml de alcohol etilico del 95%.
Mezclar v distribuir asépticamente en volimenes de 10 ml en tubes de

cultivos estériles. No calentar.
Solucién Bismuto Sulfito. Disolver: (a) 20 g de Sulfito Sédico en 100 mi de
agua hirviendo, (b) 0,1 g de citrato de bismuto ¥ amonio en 100 ml de agua

hirviendo v (¢} 20 g de manitol en 100 ml de agva hirviendo.

Mezclar las soluciones (a) v (b) hervir la mezcla durante un minuto y afiadir
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Ia solueitn (¢). La mezcla final o5 de color blanco ¥ aparece turbio: mezclar
bien anbes de ntilizarla. El reactivo se conserva en buenas reacciones durante

un mes en el refrigerador.

MEDIC SALINCG DE HUGH - LEIFSON (Hugh ¥ Leifson), 1953)

(MEDIO 3)

*FORMULA

- Peplona 20g

- Glucosa 100g
- Na Ct J00g
- Fosfate dipotasico 03¢

- Azul de Eromotimol

Soluc, al 0.2% 15,0 m!

- Agar 30g

*INSTRUCCIONES

Afladir los ingredientes a 985 ml de agua destilada v calentar hasta la
shullicién para consegunir una completa disolucién, snfriar a 500C, ajustar ¢l
pH & 7,1 +/0,1. Distribuir en cantidades de 3 ml en tubos pequetios v

ssterilizar a 12 190 durants 15 minutos.
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CALDO SALINO POLIMIXINA B (MEDIO 4)

*FORMULA

- Extracto de levadura 30g
4 Peptona 100¢g
- Na Cl 200g
- Polimexina B 0,25¢g
*INSTRUCCIONES

Disolver todos los ingredientes (excepto la Polimixina B) en 900 mil de agua
destilada.  Calentar hasta la completa disolucion, enfriar y afiadir la
Polimizina B previatnents disvelta en 100 mil de agua destilada y esterilizada

por filtracién. Distribuir en volimenes de 10 ml ¥ utilizar el mismo dia de su

preparacion.

CALDO RM - VP CON 32 DE Na Cl1 (MEDIO 5)
*FORMULA
- Frotecsa Peptona 5.0¢g

- Glucosa 5.0g
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- Fosfato Dipotasico 508
- Na Cl 0og
*INSTRUCCIONES

Disolver todos los ingredientes en un litro de agua destilada, calentando v
agitando suavemente. Enfriar a 200C y distribuir en volimenes de 1 ml en

tubos pequetios. Esterilizar en autoclave a 12 19C durante 10 minutos.

AGAR DE MUELLER - HINTON (MEDIO 6)

*FORMULA

- Infusién de carne 300.0ml
- Casa minoacidos 175¢
- Almidén 5g
. Agar 17.0g
*INSTRUCCIONES

Afiadir la difusion de carne a 700 ml de agua destilada, a continuacién los
restantes ingredientes y calentar hasta la ebullicién, agitando hasta que la

disolucién sea completa. Ajustar el pH de modo que después de la
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ssterilizacién en autoclave sea 7,2 +/-01. Esterilizar a 1159 durante 10

minuios.

AGAR TIOSULFATO CITRATO SALES BILIARES SACAROSA (MEDIO 7)

*FORMULA

- Extracto de levadura 508
- Peptona 100g
- Citrato sodico (2ZH20) 1002
- Tiosulfato sédico (SH2Z0) 10.0g
- Cloruro sodico 100¢g
- Ox-Gall 508
- Sacaresa 2008
- Citrato ferrico 1.0g
- Colato sodico 30g

- solue. al 1% azul timel 4.0 111l
- Soluc. al 0.2% azul bromitimol 20.0ml
- Agar 15.0g
¥INSTRUCCIONES

Afladir los ingredientes a 950 ml de agua destilada, calentar hasta Ia

shullicién agitando para conseguir la completa solucidn, enfriar a {45 - 50)oC,
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ajustar &1 pH a 8.5 v repartir en vollmenes de (15 - 20} ml, en placas de

pefri. No debe esterilizarse en autoclave.

Se dispone en el comercio de aste medio en forma deshidratada. Preparario

siguiendo las instrucciones dsl envase.

AGAR HIERRO TRIPLE AZUCAR (MEDIO §)

*FORMULA 1

- Triptona o polipepiona 200¢g

- Cloruro sédico S.0g

- Lactosa 100¢g

- Sacarosa 100g

- Glncosa 10g

- Sulfalo armdnice ferroso 02y
- Tiosuifato sédico n2g
- Rojo fenol {soluc. al 0.28) 12.0 ml
- Agar 15.0¢g
*FORMULA 2

Extracto de carne 308

- Exiracto de levadura

o
e
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- Peptona 150¢g
- Proteosa peptona 50¢g
— Glucosa 10g
- Lactosa 100¢g
- Jacarosa 100g
- Sulfate ferroso D2¢g
- Clorure sédico 50¢g
- Tiosulfate sédico 003g
- Agar 120¢g
- Rojo fenol {soluc. al 0.28) 12.0 ml
*INSTRUCCIONES

Suspender los componentes en 988 ml de agua destilada mezclar y calentar
hasta la ebullicidén agitando de vez en cuando para conseguir la completa
solucién. Enfriar a (50 -60)°C v ajustar 1a reaccidn si es necesario para que ¢l
pH después de 1a esterilizacidn sea de 7,3 +/- 0,1. Repartir en tubos llenando
un tercio de los mismos ¥ tapar de tal modo que se mantengan condicionados
de aerobiosis durante su utilizacién. Esterilizar en autoclave a 12 19C durante
12 minutos. Enfriar los tubos en posicién inclinada, de tal modo que se
obtengan columnas contiguas de medio de 2,5 ¢m de longitud y partes

inclinadas de 5 c¢m (aproximadamente).



105

Para agar hierro triple azicar, sal, afiadir 25 g. de NaCl, para obtener una

concantracién final de sal del 3%.

CALDO TRIPTICASA SOJA CON 3% NaCl (MEDIO 9)

*FORMULA

- Tripticasa 150¢g
- Fitona 50g
- Fosfato dipotasico 20¢g
. Glucosa 25¢
- Cloruro sodico 300¢g
¥INSTRUCCIONES

Disolwer todos los ingredientes en un litro de agua destilada. Distribuir en
cantidades de (7 - 10) ml ¥ esterilizar a 1219C durante 15 minutes pH
final,7,3.



*FORMULA

- Tripticasa 150g

- Fitona 50¢ BOTT VEDS
LR S

- Cloruro sdico 3009 he LS

- Fosfato dipotisico 25¢

- Glucosa 25¢g

- Agar 15.0¢

*FINSTRUCCIONES

Afladir los ingredientes a un litro de agua destilada, calentar hasta la
shullicién para conssguir la disslucidn completa, enfriar a (S50 - 55)°C ajustar
sl pH a 7,3 v esterilizar a 12 1%C durante 15 minutes. Utilizar en placas ¢ en

forma de agar inclinado.

MEDIC PARA LA PRUERA DE MOVILIDAD CON 3% DE CINA (MEDIOD
11}

*FORMULA

- Extracto de carne 30g
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- Peptona 100¢
. Cloruro de sodio 300¢g
. Agar 40g
*INSTRUCCIONES

Disolver todos los ingredientes en un litro de agua destilada, calentando
suavemente v agitando de vez en cuando. Distribuir en volimenes de
aproximadamente 8 ml. Esterilizar en autoclave a 12 19C durante 15 minutos,

pH final 7,4.

CALDO TRIPTICADA SAL (0%, 6%, 8%, 108 de NaCl) (MEDIO 12)

*FORMULA

- Tripticasa 100g
- Extracte de levadura i0g
¥INSTRUCCIONES

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Afiadir (0, 6, § ¥ 10)

gramos de NaCl por cada 100 ml para obtener, respectivamente, un caldo
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Iripticasa con (0, §, & v 10)% de NaCl. Esterilizar a 12 19C durants 15 tninutos,

pH final, 7,5.

CALDO SALES CAREOHIDRATO {(MEDIO 13)

*FORMULA DEL MEDIO BASE

- Peptona 20g
- Snlfato sédico 25¢g
- Clorure amonico 50g
- Fosfato monopotasico 050
- Fosfato disddice 15g

- Arzul de bromolimol

fsolucidn acnisa al 0.2) 12.0ml

FINSTRUCCICHES

Para la preparacién del medio completo. Disolver log ingredientes en un litro
de agua de mar sintetica {ver la Iérmula mas adelante), repatrtir en
vollunenss de 5 ml en tubos de cultivo ¥ esterilizar en auloclave a 121C
durante 15 minutos. Enfriar ¥ afiadir 0.5 ml de una solucién acuosa al 10%
del carbohidrate deseado (adonitol, arabinosa, celobiosa, dulciiol, glucosa,

inositol, 1actosa, maliosa, manitel, rhamnosa, salicina, almiddn, sacarosa,
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en antoclave a 1159, Durante 10 minutos.

*AGUA DE MAR SINTETICA

Para prepararla, disolver los siguientes componentes en 1 litro de agua

destilada:

- Cloruro sodico

- Cloruro potasico

- Sulfato sédico

- Bicarbonato sédico

- Cloruro magnésico

AGAR DE WAGATSUMA, MODIFICADO (MEDIO 14)

*FORMULA

- Extracto de levadura

- Peptona
. Clorurs soédico

- Manitol

- Cristal violeta {(solucién al 0.1%8

p/v en alcohol etilico).

23.40¢g
066¢g
3901¢g
0.19¢
496 g

>0¢g
100¢g
7008

5.0

1.0g
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- Agar 150¢

*INSTRUCCIONES

Disolver todos los ingredientes en un litro de agua destilada v ajustar ¢l pH a
7.5, Calentar hasta la ebullicisn durante varics minutos a fin de obtenser la
disolucidn completa. Mo esterilizar. Enfriar a 50°C v afiadir 100 ml de una
suspensién al 20% de eritrocitos humanos lavados; mezctar v dejar solidificar

va distribnide en placas. Secar estas antes de utilizarlas.

Para preparar la solucidon de eritrocidos humanos lavados, cenfrifugar sangre
humana desfibrinada, lavar los eritrocitos con solucidén salina estéril al 0,85%
tres weces consecutivas v mezclar una parte del sedimento de eritrocifos de
Ia Ditima centrifugacion con cuatro partes de solucidn salina. El medio base
de Wagatsuma (modificado) es preparado en forma deshidratada por la firma

japonssa Eiken Co. Ltd.
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APENDICE B

COMPOSICION DE REACTIVOS

ACEITE MINERAL ESTERIL (REACTIVO 1)

Esterilizar con calor seco a unos 1809%C durante 6 horas.

REACTIVOS CITOCROMO OXIDASA (REACTIVO .2)

a) Solucién al 1% de naftol. Disolver | gramo de naftol en 100 ml de

alcohol absoluto.

b) Solucién fenileno-diamina.  Disolver | gramo de N N-dimetil-p-
fenileno-diamina en un litro de agua destilada. Distribuir en pequefias

cantidades en tubos ¥ conservar en el congelador.

TINCION POR EL METODO DE GRAM {MODIFICACION DE HUCKER)

{REACTIVO 3)

La modificacidon de Hucker tiene un valor especial en el examen de

extensiones de cultivos puros.
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al Solucion de Cristal Violeta

*FORMULA

- Cristal violeta

{cont colorante 85-00%)
- Alcohol etilico (95%)
- Oxalato aménico

- Agua destilada

*INSTRUCCIONES

20g
20.0 ml

0.52.
§0.0 ml

gigL't

(ECh
AC G,
AR \A

Disolver ol cristal vicleta en el alcohol ¥ el oxalato amoénico en &l agua

destilada. Mezclar 1as 2 soluciones v esperar 24 horas antes de utilizar la

mezcla.

bl Solucién de Yodo - Yodurada (BURKE, 1921)

*FORMULA

- Todo
- Toduro potasico

- Agua destilada

100.0 ml
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*INSTRUCCIONES

Triturar =1 yodure potasico v el yodo juntos en un meortero afiadiendo
sucesivamente pequefias cantidades de agua durante la operacidn. Pasar la
solucién a un matriz volumétrico ¥ enjuagar el mortero completando el

volumen a 100 ml.

& Colorante de Contraste

*FORMULA

- Safranina 0 025g
- Alcohol etilico 10.0 ml
- Agna destilada 100.0 ml
*INSTRUCCIONES

Disolver la safranina en ¢l alcohol etilico v mezclar 1a solucion resultante con

el agua destilada.

d) Techica de Tincidn

: Teflir 1a extensién 1 minuto con cristal vigleta
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2. Lavar la preparacién cuidadosamente con agua durants algunos
segundos.
K9 Cubrir la preparacién con la selucién de yodo hasta que se deframe,

mantensria durante 1 minuto.

4. Lavar cuidadosaments cofnl agua
5. Dejar secar
6. Lavar wvarias weces con alcohol etilico del 95% hasta que defe de

desprenderse el colorante (por 1o general, son suficientes fres aplicaciones);

tiempo total, de 30 segundos a 1 minuio,

7 Lawar con agua

8. Colorear con ¢l colorante de contraste durante 10 segundos
Q. Secar con papsl filtro ¥ examinar

Los microorganismos gram positivos se tifien azul v los gram negativos en

rofo.
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REACTIVOS PARA LA PRUEBA DE VOGES - PROSEAUER {(REACTIVO

4}
a. Solucion de 5% de naftol. Disolwser 5 gramos de naftol en 100 ml de
aleohol absolute.
53 Solucidn al 40% de creatina-KOH. Disolver 40 gramos de hidrozido

potasico v 0,3 gramos de creatina en 100 mi de agua destilada

La solucidn de naftol debe prepararse diariamente, 1a creatina pusde omitirse
en la solucidn en la solucidn de KEOH. Para llevar a cabo la prusba de Voges-
Progkauer afiadir 0,6 mil de la solucion de naftol ¥ 0,2 ml del reactivo KOH a |

il de cultivo.
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APENDICE C

FOTOGRAFIAS DE LA INVESTIGACION

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
"FABRICA DE BALANCEADO L'IRIS S.A."

FOTO 1 - 2
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PUNTOS DE MUESTREOS EN CAMARONERAS
ENTRADA DE AGUA "ESTACION DE BOMBEO"

FOTO 3 - 4
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PUNTOS DE MUESTREOS EN CAMARONERAS

"CANAL DE DRENAJE"

FOTO 6 - 7




MANIPULACION DE LAS MUESTRAS ESTERILIZADAS

FOTO 8

gy
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AGAR T.C.B.S. CON COLONIAS SOSPECHOSAS DE

VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS

FAC. InG,

FOTO 10 MAR{ 1A
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BALANZA ANALITICA

FOTO 11

PIPETA MICROLANDA

FOTO 11
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ~ '* *

1. En el primer muesireo, Septiembre 3 de 1092, 36lo s¢ aisld e V.

parahastnalwticus en tres puntos de un fotal de 7. En la entrada de agua en

la Camaronera No. 2, en la entrada d agua v en el canal de drenaje de la

Camaronera No. 3.

2. En 2l segundo muestres, Octubre Iro. de 1092, se aisld asta especie de
hacteria en 5 puntos de muestreo pero solo s realizéd ol estudio con las
especies aisladas en 105 puntos sefialados en ol numeral uno. El factor que
mayorments pudo influir en ef aislamiento de esta especie en mas puntos en
este segundo tnuestreo, es la salinidad, en razén, de que o ¥
parahaetnolyticus es una especie haldfila v el pardmetro salinidad wvarié
desde 7,9 ppt {media) en ¢l primer muestreo a 14,5 (media) en ¢l segundo

muestreo,

3 En el primet¢ y sequndo muestreo los antibiogramas para Cloranfenicol
dieron los siguientes resultados: los discos de 500 ppm formaron halos con un
diametro de 2,6 om (media); los discos de 250 pptn formaron halos con
didmetro de 2,6 cm (media) ¥ los discos de 125 ppm formaron hales con

diametro de 2,4 cm.
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En la formnacidn de los halos de cada uno de estos discos no se encontraron
colonias de bacterias por lo que he concluido gue el V. PARAHAEMOLYTICUS
ES SENSIBLE AL CLORANFENICOL EN CONCENTRACION DE 500 FPM, 250 PPM
¥ 125 PPM.

4. De ignal forma para la Furazolidona, tanto en el primer ¥ segundo
musesires en los antibiogramas se observaron: formacidn de hales con
diametros de 2,2 cm (media) alrededor de los discos de 500 ppm; en los
discos de 250 ppm los halos tenian un didmetro de 1,9 ¢m (media) ¥ en los

discos de 125 ppm los halos formados tenfan didmetros de 1,9 ¢m (media),

Dentro de los halos formados por los discos de 500 ppm no se encontraren
colonias de bacterias, en fanto, que dentro de los halos formados por los
disces de 250 ppm ¥ 125 ppm por lo menos una colonia se observsd, Por 1o
tanto el ¥. PARAHAEMOLYTICUS ES SENSIBLE & LA FURAZOLIDONA DE
CONCENTRACION DE 500 PPM Y PRESENTA UNA RESISTENCIA DE CARACTER
INTERMEDIA EN CONCENTRACIONES DE 250 PPM ¥ 125 PEM.

5. En el pritnero y segundo muestreo la Concentracién Minima Inhibitoria

del Cloranfenicol para ¥. parshasmolyticus con una poblacién de 10§

wic/ml fue de 125,0 ug/mi, en razén, de que en esta concentracidn no se
observé ninguna turbidez {crecimiento bacteriano), en tanto, que en una

concentracion de 62,5 ppm se observd una tenue turbidez. Por lo tanto ia
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rM.I. DEL CLORANFENICOL PARA UM& POBLACION DE 10 § UFC/MLIE V.
DARSAHAEMOLYTICUS ES DE 125,0 UG/ML.

53 Con la Furazolidona, tanto en el primero ¥ segundo muestreo la

Concentracién Minima Inhibitoria para V._parahaemolyticus en una poblacién

de 10 & uic./nl fue de 500,0 ug/ml, en tazén, de que én esta conceniracién
no se observd turbidez (crecimiento bacteriano), en tanfo, que en los 250,0
ppin ¢ observd una tenue turbidez. Peor lo que concluyé: La CMI. DE LA
FURAZOLIDONA PARA UNA POBLACION DE 10 & UFC/ML DE V.
PARAHAEMOLYTICUS ES BE 500,0 UG/ML.

7. De acuerdo a los resultados obtenidos en los antibiogramas y CM.I, se
concluys: “de que existe una semsjanza entre los dates oblemidos en los
antibiogramas v CM.I por esta razén, los antibiogramas nos sirven <ome

orientacidn en la determinacién de la CM.I".

Entre las recomendacionss podemos sefialar:

1. Para futnros estndios en esta zona o lugares con baja salinidad es

recomendable realizatlo en los meses de la estacién seca, donde la salinidad

es mayor v las probabilidades de aislamiento del ¥. parahaemolyhicus son

IayFOores.
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2. Es recomendable para las camaroneras localizadas en lugares con
caracteristicas fisicas similares a la del presente estudio tener un mayor
control microbioldgico sobre los ¥ibrios spp, en los meses de época seca, en
razon al alto riesgo de infeccidn debido al aumento de las poblaciones de

estas bacterias.

3. No utilizar la Furazolidona para el iratamiento de infecciones
ocasionadas por €1 ¥. parahaemelyticus, en razén a la resistencia adquirida

por esta hacteria frenfe a sste antibidtico.

4. Eealizar un estudio de mayor alcance. En este futuro trabajo se debe
determinar cuales son las concentraciones minimas de inhibicidn de los
antibiéticos de mayor uso en terapia de camarones frente a las bactetias que
mayormente afectan al camarén P. vannamei De  esta  forma
determinariamos cuales antibiéticos se pueden usar ¥ cuales no, ademas en
que concentraciones, evitande de esta forma las sobredosificaciones v

subdosificaciones.

Este estudio no solo beneficiaria al sector camnaroneto sino al hombre mismo,
et fazon, de que muchos de estos antibidticos también son usados en la
ferapia humana ¥ ¢on un control téchico de su uso evitariamos alteraciones

en la ecologia que nos conllevarian a crear resistencias bacterianas.

Pl
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