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Resumen

La estreptococosis es una infeccion bacteriana en tilapias que produce pérdidas
econOmicas y es ocasionada principalmente por Streptococcus agalactiae,
siendo asociada frecuentemente a factores de estrés como la calidad
desfavorable del agua de cultivo, es por ello que el presente estudio se realizd
con el objetivo de determinar pardmetros fisicoquimicos y presencia de S.
agalactiae en granjas acuicolas de tilapias (Oreochromis niloticus) del Distrito de
Riego de Atiocoyo Sur, el cual constituye uno de los principales productores de
tilapias a nivel nacional. La investigacion se llevé a cabo entre los meses de
septiembre a octubre del afio 2022, en 26 granjas con sospechas de
estreptococosis. De cada granja fueron seleccionados, un estanque, de 4 a 6
tilapias, ademas de una muestra de agua para analisis microbiolégico y otra para
analisis fisicoquimico. Para el analisis microbioldgico, se analizaron muestras de
organos de tilapias y para la muestra de agua, se realizaron diluciones para
detectar el patégeno en placas de agar sangre, mientras que, para el analisis
fisicoquimico del agua de cultivo, se realizaron evaluaciones de alcalinidad,

dureza, concentracion de iones nitrato, nitritos, fosfatos y amonio.

El analisis microbioldgico en tilapias, demostro 4 casos positivos a S. agalactiae
en diferentes granjas y ninglin caso detectado en agua de cultivo, mientras que
el analisis fisicoquimico demostré condiciones desfavorables con respecto al
oxigeno disuelto, pH, temperatura, concentracion de iones fosfato y amonio. Con
los resultados obtenidos se concluye la existencia de casos positivos de S.
agalactiae en las granjas de cultivo de tilapias y una posible correlacion frente a
las altas temperaturas y las altas concentraciones de iones fosfatos. Finalmente,
el presente estudio ha establecido el primer antecedente a nivel nacional sobre
dicha problematica por lo que se espera que las entidades de gobierno puedan
establecer procedimientos de monitoreo y evaluacion de tendencias orientadas a

prevenir los altos brotes de mortalidad asociados a la estreptococosis.
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1.0 Introduccion

El valor y aporte nutricional del pescado, entre ellos la tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus), ha sido ampliamente reconocido por la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y ha estimado
que, del total del consumo de pescado, a nivel mundial, la acuicultura aporta
aproximadamente el 50% de los peces destinados para el consumo humano, por
lo tanto, ésta juega un papel importante y critico no solo para lograr la seguridad
alimentaria de la poblacion, sino también como un activo econdmico
principalmente en paises en vias de desarrollo. En El Salvador, el cultivo y
produccion de tilapia ha crecido de manera significativa desde los afos 60’s,
representando una fuente importante de alimentos para la poblacién, un rubro
valioso para las exportaciones y una fuente de empleos e inversién que
actualmente aporta a la economia nacional un valor de USD $30.200.000, sin
embargo, las infecciones ocasionadas por bacterias como Streptococcus
agalactiae son un problema para la produccion de tilapias en cultivo de nuestro
pais ya que se dificulta su tratamiento y prevencién debido a que se tiene un
conocimiento limitado respecto a la incidencia de este patdégeno, lo que genera

mortandad en los peces y las subsecuentes pérdidas econdémicas.

La estreptococosis se han asociado frecuentemente a los factores fisicoquimicos
del agua de cultivo, como lo son las altas temperaturas, las bajas concentraciones
de oxigeno disuelto, pH alcalino y, niveles elevados de amonio y nitritos, siendo
estos factores, los que provocan estrés en las tilapias y que finalmente afectan
Su respuesta inmune. Por esta razon, el presente estudio tuvo como objetivos
determinar los parametros fisicoquimicos del agua de cultivo y la presencia de S.
agalactiae en las granjas acuicolas del Distrito de Riego de Atiocoyo Sur, en el
municipio de San Pablo Tacachico, La Libertad para evaluar una posible

correlacion entre ambas variables.
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Se realiz6 un tipo de estudio de campo y experimental, de corte transversal,
realizado entre los meses de septiembre a octubre del afio 2022, con un muestreo
dirigido y puntual a 26 granjas con sospechas de estreptococosis, de las cuales
se analizaron dos matrices; tilapias frescas y agua de estanque para realizar
analisis microbiolégicos y analisis fisicoquimicos, de igual modo se realizaron
evaluaciones in situ de oxigeno disuelto, pH y temperatura al momento de la
recoleccion de las muestras. En el laboratorio de Alimentos y Microbiologia del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), se evalud
microbiolégicamente el agua de estanque Y tilapias, realizando pre tratamientos
de las muestras (tilapias), inoculaciones y resiembras para la purificacion de
muestras presuntivas a S. agalactiae y su posterior identificacion se realizd
mediante tincibn de Gram, prueba de CAMP, sensibilidad/resistencia a
antibioticos y uso del kit Microgen Strep-ID, mientras que para el andlisis
fisicoquimico del agua, se evalué la alcalinidad, dureza, concentracién de iones
nitrato, nitrito, fosfato y amonio en el Laboratorio de Analisis de Aguas de la
Facultad de Quimica y Farmacia en la Universidad de El Salvador.

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron la incidencia de S.
agalactiae en aproximadamente el 15.4% de las granjas muestreadas con
relacion a la muestra de tilapias frescas, sin embargo, para la muestra de agua
de estanque, no fue posible aislar al patégeno. Con respecto a las evaluaciones
fisicoquimicas del agua de estanque, se demostraron calidades suboptimas en
los parametros correspondientes a oxigeno disuelto, pH, temperatura,
concentracion de iones fosfato y amonio, siendo la temperatura y los fosfatos las
variables que tienen una posible correlacion con la presencia de S. agalactiae.
Se espera que los resultados ayuden a la entidad encargada del Distrito de Riego,
la Asociacion de Regantes de Atiocoyo Sur (ARAS) a implementar
procedimientos de monitoreo y evaluacion de tendencia ante casos tempranos
de estreptococosis, evitando asi las pérdidas que actualmente oscilan entre el

5% al 30% de la produccion anual.
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2.0 Objetivos

2.1 Objetivo General

2.1.1. Determinar parametros fisicoquimicos y presencia de Streptococcus
agalactiae en tilapia (Oreochromis niloticus) de las granjas acuicolas del

Distrito de Riego de Atiocoyo Sur.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1. Identificar la presencia de Streptococcus agalactiae en tilapia (Oreochromis

niloticus) y agua de cultivo.

2.2.2. Evaluar los parametros fisicoquimicos del agua de cultivo de tilapia
(Oreochromis niloticus).

2.2.3. Correlacionar los parametros fisicoquimicos del agua de cultivo de tilapia

Oreochromis niloticus) con la presencia de Streptococcus agalactiae.
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3.0 Marco tedrico

3.1 Generalidades de las tilapias @

La tilapia, como se les conoce a un grupo de peces de origen africano, habita
principalmente en regiones tropicales del mundo, donde existen las condiciones
necesarias para su reproducciéon y crecimiento. La tilapia en comparacion con
otros peces, posee extraordinarias cualidades para el cultivo, como: crecimiento
acelerado, tolerancia a altas densidades, adaptacion a cautiverio, aceptacion de
una amplia gama de alimentos, alta resistencia a enfermedades, ademas de
contar con algunos atributos para el mercado, como: carne blanca de buena
calidad, buen sabor, pocas espinas, buenatallay precio accesible, que le confiere

una preferencia y demanda comercial en la acuicultura mundial.

Tilapia como alimento: la experiencia demuestra que grupos étnicos que obtienen
su proteina de los peces, estan bien nutridos. Los constituyentes principales de
los alimentos marinos, como las tilapias, son: agua del 66 al 84%, proteinas del
15 al 24%, lipidos del 0.1 al 22% y minerales del 0.8 al 2%

3.2 Biologia de la especie

3.2.1 Distribucion g,

Son organismos tropicales dulceacuicolas principalmente, originarios de Africa,
los cuales, debido a su facilidad de adaptacion se encuentran actualmente
distribuidos en la mayoria de los paises tropicales y subtropicales con fines de

cultivo.

Las tilapias han colonizado habitats diversos, pues es un pez de aguas calidas,

dulces, salobres o salinas que puede adaptarse a aguas con baja concentracion
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de oxigeno, por lo que también es comun que habiten en aguas de poca corriente

(Iénticas), permaneciendo en zonas poco profundas y cercanas a las orillas.

La tilapia se ha introducido en todo el mundo y se cria de manera generalizada
en los trépicos y las zonas subtropicales. Aunque Asia domina la produccion en
la actualidad, se cria cada vez mas en condiciones ambientalmente controladas

en climas templados.

Se encuentra naturalmente distribuida por América Central, sur del Caribe, sur

de Norteamérica, el sudeste asiatico, Medio Oriente y Africa.
3.2.2 Morfologia externa

Presenta un solo orificio nasal a cada lado de la cabeza, que sirve
simultdneamente como entrada y salida de la cavidad nasal. El cuerpo es
generalmente comprimido y discoidal, raramente alargado. La boca es protactil,
generalmente ancha, a menudo bordeada por labios gruesos; las mandibulas

presentan dientes conicos y en algunas ocasiones incisivos.

Para su locomocion poseen aletas pares e impares. Las aletas pares las
constituyen las pectorales y las ventrales; las impares estan constituidas por las
aletas dorsales, la caudal y la anal. La parte anterior de la aleta dorsal y anal es
corta, consta de varias espinas y la parte terminal de radios suaves, disponiendo

sus aletas dorsales en forma de cresta.

La aleta caudal es redonda, trunca y raramente cortada, como en todos los peces,
esta aleta le sirve para mantener el equilibrio del cuerpo durante la natacion vy al

lanzarse en el agua.
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Aleta dorsal

Aleta caudal

Aleta anal
Aleta

pectoral Aleta pélvica

Figura N°1. Morfologia externa de una tilapia (2

3.2.3 Caracteristicas taxondmicas de Orechromis niloticus

Las caracteristicas mas importantes que distinguen a este género, en
comparacién con otros géneros de tilapia es que son incubadoras bucales,
presentan un marcado dimorfismo y dicromatismo sexual, los huevos son de

menor tamafio y éstos carecen de una capa adhesiva. @

Para el caso de Oreochromis niloticus la parte frontal del hueso faringeo presenta
un area dentada con una menor cantidad de dientes. Se puede apreciar en la
parte superior la presencia de dientes bicuspides y en la parte inferior de

monocuspides curvados hacia atras.

Presenta bandas negras verticales en la aleta caudal; pecho blanco; extremo de
la aleta abdominal anterior al ano; aleta dorsal con 16 a 18 espinas durasy 12 a
13 restantes suaves. 3 Se suma la aleta caudal con 3 espinas duras y restantes
8 a 11 suaves, 31 a 35 escamas a lo largo de la linea lateral, 5 escamas hacia

arriba y 12 hacia abajo de la linea lateral. @
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Figura N°2. Tilapia nilotica (Orechromis niloticus) (s)

3.2.4 Habitos alimenticios ()

El género Oreochromis se clasifica como Omnivoro, por presentar mayor
diversidad en los alimentos que ingiere, variando desde vegetacién macroscopica

hasta algas unicelulares y bacterias, tendiendo hacia el consumo de zooplancton.

Las tilapias son peces provistos de branqui-espinas con los cuales los peces
pueden filtrar el agua para obtener su alimentacion consistiendo en algas y otros
organismos acuaticos microscopicos. Los alimentos ingeridos pasan a la faringe
donde son mecanicamente desintegrados por los dientes faringeos. Esto ayuda
en el proceso de absorcion en el intestino, el cual mide de 7 a 10 veces mas que
la longitud del cuerpo del pez.

Una caracteristica de la mayoria de las tilapias es que aceptan facilmente los
alimentos suministrados artificialmente. Para el cultivo se han empleado diversos
alimentos, tales como plantas, desperdicios de frutas, verduras y vegetales,
semillas oleaginosas y cereales, todos ellos empleados en forma suplementaria.
La base de la alimentacién de la tilapia la constituyen los alimentos naturales que
se desarrollan en el agua y cuyo contenido proteico es de un 55% (peso seco)

aproximadamente.
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3.2.5 Habitos reproductivos

Las tilapias poseen sexos separados, existiendo en muchos casos una clara
diferencia entre macho y hembra, que puede ser por la coloracién del cuerpo o
su tamafo, siendo generalmente los machos de mayor peso y talla que las
hembras. Para llevar a cabo la reproduccién, se toman en consideracion
parametros ideales de crecimiento, es asi que el peso y la talla éptima varia de
entre 200 a 500 g. y de 12 a 15 cm. de longitud, cantidades que se alcanzan entre

las edades de 6 a 12 meses (Cuadro N°1).

A diferencia de otros peces cultivados, tienen la caracteristica de reproducirse
facilmente en cautiverio sin necesidad de intervencion del hombre. De hecho,
puede considerarse como uno de los principales problemas, la gran facilidad con
la que se reproducen estos organismos, asi como la precocidad en la que
comienza, pues al iniciar ésta, reducen sus tasas de crecimiento a la vez que hay
una sobrepoblacion en los estaques, motivo por el cual se prefiere el cultivo

monosexo, principalmente de machos.

La temporada de reproduccién abarca desde finales de marzo o principios de
abril hasta mayo, cuando la temperatura del agua es aproximadamente de 20 a
22° C y cuando se alcanza temperatura de 25 a 31 °C las hembras comienzan a

poner e incubar huevos.

Cuadro N°1. Caracteristicas reproductivas de la tilapia @

Parametros de reproduccién de tilapia
Peso adultos 1-3 kg
Madurez sexual Machos (4-6 meses), hembras (3-5
meses)
NuUmero de desoves 5-8 veces por afio
Temperatura de desove 25-31°C
Numero de huevos/hembra/desove Condiciones idéneas > 100
Vida util reproductores 2-3 afios
Tipo de incubacion Bucal
Tiempo de incubacioén 3-6 dias
Proporcién de siembra de reproductores | 15-20 machos por cada 3 hembras
Tiempo de cultivo 7-8 meses, 0 peso comercial de 300g
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3.2.6 Caracteres sexuales (

La diferenciacion externa de los sexos se basa en que el macho presenta dos
orificios bajo el vientre: el ano y el orificio urogenital (Figura N°3), mientras que la
hembra posee tres: el ano, el poro genital y el orificio urinario (Figura N°4). El ano
esta siempre bien visible; es un agujero redondo. El orificio urogenital del macho
es un pequefio punto. El orificio urinario de la hembra es microscopico, apenas
visible a simple vista, mientras que el poro genital se encuentra en una hendidura

perpendicular al eje del cuerpo.

Figura N°3. Orechromis niloticus macho () Figura N°4. Orechromis niloticus hembra (1
3.3 Enfermedades en tilapias @

Generalmente los problemas de salud en los peces, en los de -cultivo
especialmente, estan relacionados directamente al estrés de los peces sobre los
factores ambientales (estresores) y alteraciones de su fisiologia. Asi, existe una

interrelacion directa entre el estrés, la salud y la enfermedad.

Estrés

Deterioro de la

Enfermedad -

Figura N°5. Interrelacién entre el estrés, la salud y enfermedad de los peces @)
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Ademas, el estrés es considerado el principal factor que afecta la salud de los
peces, y puede conducir a enfermedades infecciosas. Los estresores pueden ser
agudos o crénicos, y su impacto sobre los peces son aditivos y acumulativos, por
lo menos por un corto periodo. Los estresores pueden ser quimicos, bioldgicos,

fisicos o de procedimientos.

Procedimientos de estrés

- Manipulacién
- Transporte
- Tratamiento de
enfermedades
Estresores quimicos Estresores
- Pobre calidad del bioldgicos
agua - Densidad
- Polucién bl poblacional
- Composicion de la i , - Agresion de peces
dieta =

- Microorganismos

- Desechos metabdlicos .
- Macroorganismos

Estresores fisicos
- Temperatura
-luz

- Gases disuelto (ej.
oxigeno)

- sonido
Figura N°6. Diferentes tipos de estresores que afectan a los peces @)

Los cultivos de tilapia son afectados por una gran variedad de organismos
patdgenos: crustaceos, protozoos, hongos, bacterias y virus. Dentro de este
grupo, son las bacterias las que producen los mayores perjuicios econémicos,
siendo las mas frecuentes en ambientes de agua dulce las siguientes:
Aeromonas hydrophila, Edwarsiella tarda, Flavobacterium columnare,
Mycobacterium spp., Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus epidermidis,
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Streptococcus agalactiae, Streptococcus iniae, Streptococcus milleri y

Francisella; entre otras

3.4 Estreptococosis en tilapias cultivadas @

Actualmente, la estreptococosis es una de las infecciones bacterianas mas
importantes que afectan a la tilapia y ha evolucionado de una “patologia
emergente” a una entidad verdadera, completamente identificada y bien
establecida. Esta enfermedad se ha reportado en todo el mundo, afectando a
mas de 45 especies de peces en ambientes de agua dulce, agua de mar y
estuarios en Africa, América, Asia, Australasia y Europa. En nuestro continente
se han reportado casos de estreptococosis en tilapia cultivada cuando menos en
12 paises de Norte, Centro y Sudameérica, y en el Caribe. Los aislamientos de
Streptococcus spp. procedentes de tilapias enfermas en el continente americano
se han identificado como S. agalactiae y S. iniae, aun cuando se han reportado

algunas otras especies como S. constellatus y Streptococcus spp.
3.4.1 Biologia de Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae fue identificado a partir de muestras de leche de vaca
y como causa de mastitis en bovinos antes del afio de 1930. Son células ovoides
esféricas y grampositivas, de tamafio entre 0.5-1.0 x 1.0-2.0 ym, catalasa
negativas, inmaoviles, no esporuladas y anaerobias facultativas. Obtienen energia
a través de la fermentacién de carbohidratos como la glucosa, que en su mayoria
resulta en acido lactico. Las clasificaciones tradicionales de estreptococos se
basan en la serotipificacion de los antigenos de carbohidratos de la pared celular
y sus actividades hemoliticas. Las especies de estreptococos del grupo B de
Lancefield (GBS) corresponden a una sola especie que es S. agalactiae. ) Las
principales caracteristicas fenotipicas de las especies de Streptococcus se

muestran en la Tabla 1.
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Tabla N°1. Principales caracteristicas fenotipicas diferenciales de varias
especies de Streptococcus aisladas de tilapias enfermas en el
continente americano. +: positivo, -: negativo, (+): tipicamente
positivo, (-): tipicamente negativo, V: variable, R: resistente, S:
sensible, ND: no se determind, * aislado en México.

Caracteristica/ Resultados
prueba

S. iniae S. S. Streptococcus

agalactiae | constellatus spp. *

Morfologia COC0S COC0S €OC0S COCos
Tincién de Gram + + + +
Motilidad - - - -
Catalasa - - - -
Hemdlisis + (beta) + (beta) - )
Hidrélisis del almidén + - - -
Hidrdlisis del hipurato - + + -
Bilis-escualina - - - -
Arginina dihidrolasa + + +
Acido de manitol + + + ND
Acido de sorbitol - - - -
Voges-Proskauer - + + (+)
Leucina- - + ND (+)
aminopeptidasa
Pirrolidinico- + - ND -
arilamidasa
Crecimiento a 10°C + - - -
Crecimiento a 45°C - - - -
Crecimiento en NacCl Vv V + -
al 6.5%
Bacitracina R R R ND
Vancomicina S S R S
Grupo de Lancefield - B - -

El interés por la patogénesis de GBS se inici6 en la década de 1960, cuando se
centro la atencidon en la meningitis neonatal causada en humanos por este
microrganismo. En 1970, un gran numero de publicaciones estuvieron enfocadas
a la colonizacion, respuesta inmune, tratamiento con antibiéticos y diagnéstico de
infecciones por GBS en vacas y humanos. En la década de los 80’s, las
investigaciones se enfocaron en dilucidar factores de virulencia especificos, tales

como el polisacarido capsular sialilado, toxinas y proteinas de superficie. El



33

estudio de la patogénesis de GBS ha progresado a una nueva era en este

milenio.

Se puede dividir en 10 serotipos segun la composicion del polisacarido capsular:
la, Ib y Il a IX. (1) Poseen el Factor CAMP, que se considera un factor de
virulencia debido a su capacidad para unirse a las inmunoglobulinas Gy M, a
través del fragmento cristalizable (region Fc). Por lo tanto, la deteccién de la
produccion de factor CAMP es una ayuda significativa en la identificacion de S.

agalactiae. ()

S. agalactiae es el agente etiol6gico de septicemia y meningoencefalitis en
peces, y por tratarse de una inflamacién del sistema nervioso central, los
principales signos clinicos son natacion erratica, lesiones en la piel del huésped,
liquido blanquecino y sanguinolento en la cavidad visceral, esplenomegalia,
peritonitis fibrosa, opacidad ocular, oftalmitis con edema corneal.

3.4.2 Mecanismo Y factores de virulencia (4

Dentro de los principales mecanismos de virulencia de S. agalactiae podemos

mencionar:

- La presencia del polisacéarido (PS) de la pared celular.

- La capacidad de actividad antifagocitica dentro de los macréfagos del
hospedero.

- Las estreptolisinas O y S que son en esencia hemolisinas formadoras de
poros asociada a la superficie responsable de la zona caracteristica de
hemolisis en placas de agar sangre.

- Producir factor CAMP que es una segunda toxina formadora de poros cuya
actividad se ve principalmente en los glébulos rojos pre-tratados con
esfingomielinasa.

- La capsula que le confiere mayor habilidad para su permanencia en el

hospedero.
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- Laalfa C proteina y PilB que facilitan la traslocacion de GBS para la infeccion

invasiva por ruta paracelular.

3.4.3 Signos clinicos y lesiones por estreptococosis

Por lo general, las tilapias afectadas por estreptococosis muestran diferentes
manifestaciones clinicas dependiendo de la especie de Streptococcus y del tipo
o hibrido de tilapia de que se trate. Al parecer Oreochromis niloticus es mas
resistente a la esptreptococosis que Oreochromis aureus, asi como la
manifestacion de los signos clinicos son algo diferentes. Los signos clinicos
tipicos pueden incluir anorexia, letargia, melanosis en la piel, hiperemia y
hemorragias petequiales en la region anal y sobre las aletas, lesiones
hemorragicas y necraéticas en la piel y el tejido muscular, exoftalmos uni o bilateral

con o sin hemorragias perioculares, y opacidad de la cornea.

Un signo caracteristico es la presencia de movimientos natatorios erraticos y
desorientados, principalmente en los peces moribundos, lo que ha dado origen
al término “enfermedad de la tilapia loca”. La conducta anormal al nadar es
causada por meningoencefalitis, resultante de la infeccion de cerebro y meninges

por el Streptococcus invasivo.

El exoftalmos generalmente se asocia con las primeras etapas de la enfermedad,
con congestion y edema retrobulbares, acompafiados de inflamacion e
hiperemia, necrosis de la coroides y del nervio 6ptico, lo que da como resultado
la expulsion de material necrosado a través de la cornea ulcerada. También se

puede encontrar opacidad o incluso pérdida total de la cérnea.

En cuanto a las lesiones, las hemorragias cutaneas difusas o petequiales son
frecuentes y si bien se observan en todo el cuerpo prevalecen en la regiéon
cefalica y caudal. Con cierta frecuencia se observa una esplenomegalia y el
higado se observa friable. En la cavidad craneal se puede ver la congestion difusa

cerebral con liquido cefalorraquideo hemorragico. A la necropsia el bazo suele
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estar aumentado de volumen, el higado y el rifidn se ven palidos y moteados con
numerosas areas de necrosis focal. Con frecuencia se observa miocarditis y

pericarditis y poliserositis.

La cavidad abdominal puede estar distendida y puede contener un exudado
seroso y sanguinolento. Los vasos sanguineos branquiales por lo general estan
hiperémicos e infiltrados con macréfagos, en cuyo caso los filamentos de las
branquias pueden mostrar hemorragias masivas y sufrir un proceso de necrosis
gue afecta amplias areas branquiales, lo que causa mal olor y aumenta la
mortalidad. El tracto intestinal también puede estar hiperémico y la mucosa puede

presentar descamacion continua.

Los casos cronicos de estreptococosis en tilapia por lo general se asocian a
granulomas, oftalmitis, presencia de granulomas meningeos y focos inflamatorios
renales. El analisis histol6gico muestra un caracteristico cuadro septicémico con
una marcada infiltracion celular inflamatoria y numerosos cocos en la mayoria de

los tejidos examinados.

Predomina un cuadro meningoencefélico con dilatacion de capilares meningeos,
extravasacion de eritrocitos y densos infiltrados inflamatorios con predominio de
granulocitos y macréfagos, aunque también se observan linfocitos. Con técnicas
de impregnacion argéntica se puede ver abundantes cocos en el parénquima
encefalico. En el higado se observa una hepatitis focal intraséptica con focos de
necrosis hepatocelular e infiltrados inflamatorios. En algunos casos se puede
observar una periarteris hepatica. En el bazo se observa disgregacion de

melanomacrofagos y presencia de cocos en los sinusoides esplénicos.
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Figura N°7. Signos de enfermedad por Streptococcus spp. en tilapia nilética: a) Enfermedad

ocular, b) Lesiones de cuerpo y aletas en peces infectados )

3.4.4 Kit miniaturizado para la identificacion de microorganismos

Los sistemas miniaturizados o kits miniaturizados, son métodos rapidos que
permiten la identificacion de microorganismos a través de la realizacion de
diferentes pruebas bioguimicas. El sistema Microgen Strep-ID, es uno de ellos y
comprende 15 pruebas bioquimicas de las cuales 12 se realizan en una tira de
prueba estandarizada con 12 micropocillos, una prueba de hipurato
(suministrada), y dos pruebas basadas en observaciones en medio de agar
sangre de la morfologia de las colonias del aislado microbiano. Todas estas
pruebas han sido seleccionadas en funcion de un detallado analisis informatico
de bases de datos publicadas, para la identificacion del género Streptococcus.
Los sustratos deshidratados en cada pocillo se reconstituyen con una suspension
del microorganismo en el medio de suspension suministrado y si los sustratos

individuales son metabolizados por el microorganismo, ocurre un cambio de
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coloraciéon durante la incubacion o después de afiadir los reactivos especificos,
luego estos resultados positivos se interpretan utilizando el software del sistema
para la identificacion del microorganismo de prueba. De acuerdo a la tabla de
datos proporcionada por el kit, las pruebas bioquimicas caracteristicas para la
identificacion de S. agalactiae contemplan a la hidrolisis del hipurato (99%),
hemolisis beta (98%), hidrolisis del acido de ribosa (99%), reaccion de la

fosfatasa (99.9%) y la reaccién de arginina dihidrolasa (99.9%).

3.5 Calidad del agua en el cultivo de tilapias

Es indispensable que al momento de iniciar un cultivo en la piscicultura se avale
la sostenibilidad y rentabilidad de la actividad en este caso con los factores
fisicos, quimicos y bioldgicos de la calidad del agua para que sea favorable a los
peces y asi, generar un medio rentable en su produccion. ¢ La calidad del agua
esta determinada, en gran parte, por sus propiedades fisicoquimicas, entre las
mas importantes destacan: temperatura, oxigeno disuelto, pH, transparencia,

entre otros.

Tabla N°2. Pardmetros 6ptimos de la calidad del agua en el cultivo y manejo

de tilapia @

Parametro Rangos
Temperatura 25.0 - 32.0°C
Oxigeno disuelto 5.0 - 9.0 mg/L
pH 6.0-9.0
Alcalinidad total 50 — 150 mg/L
Dureza total 80— 110 mg/L
Calcio 60 — 120 mg/L
Nitritos 0.1 mg/L
Nitratos 1.5-2.0 mg/L
Amonio total 0.1 mg/L
Hierro 0.05-0.2 mg/L
Fosfatos 0.15-0.2 mg/L
Di6xido de carbono 5.0 - 10 mg/L
Sulfuro de hidrégeno 0.01 mg/L
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3.5.1 Indicadores de la calidad del agua de cultivo

Los pardmetros fisicoquimicos deben mantenerse dentro de los rangos
aceptables para el buen desarrollo de los organismos. En caso contrario, la
poblacién en cultivo podria tener bajo crecimiento, proliferacion de patégenos con
brotes de enfermedad, eventuales mortalidades y baja calidad del producto final.
Por lo anterior, es necesario llevar a cabo una serie de recomendaciones
tomando en cuenta la procedencia del agua, su calidad, el control y

mantenimiento de dicha calidad. ¢
3.5.1.1 Temperatura

La temperatura del agua es una variable importante en la acuacultura, pero en la
mayoria sus tipos, no se puede controlar y depende de la cantidad de radiacion
solar; la temperatura del aire o de la temperatura del agua que pasa a través de
la unidad de cultivo. Los peces estan fuertemente afectados por la temperatura;
las operaciones de acuacultura deben programarse para que correspondan a la
temperatura del agua, y las mediciones de temperatura son criticas para

operaciones eficientes. ¢

Ademas, se sabe que la temperatura del agua afecta el perfil metabdlico de los
peces, reduciendo su capacidad para sobrevivir infecciones e induce a un
aumento de la actividad hemolitica y viabilidad de bacterias como Streptococcus
del grupo B (SGB), que son factores determinantes durante el proceso de
infeccion. También se ha informado que muchos factores de virulencia se

SObreeXpresan a altas tempel’aturas. ©)
3.5.1.2 pH g

El rango de pH adecuado para el cultivo de la tilapia es de 6 a 9, debiéndose
controlar las variaciones del pH del medio, ya que valores superiores o inferiores

a ese margen pueden generar cambios en el comportamiento de los peces, como
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letargia e inapetencia o implicar graves trastornos en las tasas de crecimiento,

reproduccion y supervivencia.

Valores cercanos a 5 provocan la muerte por fallos respiratorios en un periodo
de 3 a 5 horas ademas de causar pérdidas de pigmentacion y el aumento de las

secreciones del mucus.

3.5.1.3 Oxigeno disuelto

En general, las tilapias son capaces de sobrevivir a bajas concentraciones de
oxigeno disuelto, por la capacidad que su sangre posee para saturarse de
oxigeno, cuando la presién parcial de éste es baja. En esos casos, la tilapia tiene
la facultad de reducir el consumo del mismo cuando las condiciones son

adversas.

En concreto, la tilapia nilética es capaz de sobrevivir en aguas cuya concentracion
de oxigeno disuelto es menor de 0.3 mg/L, considerablemente mas baja que la

requerida por la mayor parte de especies cultivadas.

Aunque la tilapia sea capaz de sobrevivir en condiciones de muy baja
concentracion de oxigeno disuelto, durante varias horas, los estanques de cria

de tilapia deberian mantener una concentracion por encima de 2 mg/L.

La actividad metabdlica, el crecimiento y posiblemente la resistencia a
enfermedades, se ven afectadas cuando los niveles de oxigeno disuelto en el

agua descienden de ese valor, durante periodos prolongados.

Los efectos causados por la baja concentracion de oxigeno pueden resumirse

en:

- Aumento de la conversion alimenticia.
- Inapetencia y letargia.

- Patologias respiratorias.
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- Provoca inmunodepresion e incrementa la susceptibiidad a las
enfermedades.

- Reduce la capacidad reproductiva.

Los factores a tener en cuenta en la explotacion de cultivos de tilapia, en virtud

de su efecto negativo sobre la cantidad de oxigeno disuelto son:

- Velocidad de degradacion de la materia organica.

- Generacion de excedentes alimenticios.

- Presencia de heces.

- Elincremento de la temperatura también reduce la solubilidad del oxigeno en
el agua.

- Respiracion de los organismos presentes en la columna de agua.

- Desgasificacion del oxigeno del agua hacia la atmdésfera.

- Cantidad de peces por unidad de volumen.

- Constante agitacion del agua.

3.5.1.4 Dureza o

Es principalmente la medida de la concentracién de los iones de calcio (Ca) y
magnesio (Mg) pero también se incluyen otros iones como aluminio (Al); hierro
(Fe); zinc (Zn), estroncio (Sr) e hidrégeno (H). Se expresa en partes por millén

(ppm) de su equivalente a carbonato de calcio.

Deben mantenerse valores de dureza de al menos 20 ppm para un crecimiento
optimo de los organismos acudaticos, de no ser asi, los niveles bajos de dureza

se pueden aumentar con la adicion de cal agricola molida.

3.5.1.5 Alcalinidad @

La alcalinidad es la capacidad del agua para neutralizar los acidos sin aumentar

el pH. Este parametro es una medida de las bases, bicarbonatos (HCOg3),
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carbonatos (CO3?) y, en raras ocasiones, hidroxido (OH") que actGan como un
sistema de amortiguacion. Este sistema de amortiguacion es importante para el

piscicultor, independientemente del método de produccion utilizado.

En la produccién de estanques, donde la fotosintesis es la principal fuente natural
de oxigeno, los carbonatos y bicarbonatos son areas de almacenamiento para el
exceso de dioxido de carbono libre, el cual podria formar grandes cantidades de

acido deébil (4cido carbonico) durante la noche y disminuir el pH.

Para los suministros de agua que tienen alcalinidades naturalmente bajas, se

puede agregar cal agricola para aumentar la capacidad amortiguadora del agua.

3.5.1.6 Nitratos

La concentracién de nitratos es un topico comuin de muchas discusiones acerca
de la calidad del agua, ya que es de importancia tanto para humanos como para
animales. Debido a sus propiedades fisicas, no puede olerse ni sentirse y su
presencia en concentraciones potencialmente peligrosas, es detectada cuando

se manifiesta un problema de salud en organismos de cultivo.

Valores de nitratos superiores a 8.0 ppm pueden ser toxicos. A menudo es dificil
precisar el origen de un alto contenido de nitratos, debido a que puede provenir
de muchas fuentes. La entrada de los nitratos al agua puede ser el resultado de
procesos naturales y del efecto directo o indirecto de las actividades humanas.
Los procesos naturales incluyen la precipitacién, el constante movimiento de los

minerales y descomposicién de la materia organica.

3.5.1.7 Nitritos

Los nitritos son un producto intermedio de la transformacion del amoniaco en
nitrato por la actividad bacteriana. El nitrito es toxico en los peces, mermando la
capacidad de la hemoglobina para transportar oxigeno, por lo cual su toxicidad

esta relacionada con el oxigeno disuelto en agua. Un incremento en el CO2 puede
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disminuir el pH a un valor por debajo de 6.5, lo que puede llevar a toxicidad de
nitrito a través de la formacion de acido nitroso (HNO32). 12 Niveles de nitritos
superiores a 0,75 ppm en el agua pueden provocar estrés en peces y mayores

de 5 ppm pueden ser tOXicoS. @3
3.5.1.8 AmMOnNIo @4

Es un producto de la excrecion, orina de los peces y descomposicion de la
materia (degradacion de la materia vegetal y de las proteinas del alimento no
consumido). El amonio no ionizado (forma gaseosa) y primer producto de
excrecion de los peces, es un elemento téxico.

La reaccion que ocurre es la siguiente:

NH; + H,0 - NH,OH - NH + OH,
Donde:
NHa: forma no ionizada, forma toxica, producto de excrecion de los peces, indica

degradacion de la materia organica.
NH4OH: su velocidad de conjugacién con el agua depende del pH.
NH + OHa4: forma ionizada, forma no téxica.

La toxicidad del amonio en forma no ionizada (NHs), aumenta cuando la
concentracion de oxigeno disuelto es baja, el pH indica valores altos (alcalino) y
la temperatura es alta. Cuando los valores de pH son bajos (acidos), el amonio
no causa mortalidades. Los valores de amonio deben fluctuar entre 0.01 ppm a
0.1 ppm (valores cercanos a 2 ppm son criticos).

Una alta concentracion de amonio en el agua causa bloqueo del metabolismo,
dafio en las branquias, afecta el balance de sales, produce lesiones en érganos
internos, inmunosupresion y susceptibilidad a las enfermedades, reduccion del
crecimiento y sobrevivencia, exolftalmia (ojos brotados) y ascitis (acumulacion de

liquidos en el abdomen).
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3.5.1.9 Dioxido de carbono (s

Es un producto de la actividad biologica y metabdlica, su concentracion depende
de la fotosintesis. Debe mantenerse en un nivel inferior a 20 ppm, porque cuando

sobrepasa este valor se presenta letargia e inapetencia.
3.5.1.10 Gases toxicos a4

Son compuestos quimicos producidos en los estanques por la degradacion de
materia organica. A continuacion, se presenta los mas comunmente hallados y

cuyas concentraciones deben estar por debajo de los valores siguientes:

- Sulfuro de hidrégeno < 10ppm.

- Acido cianhidrico < 10ppm.

- Gas metano < 25ppm.

Estos gases incrementan su concentracién con la edad de los estanques y con
la acumulacién de materia organica en el fondo, produciendo mortalidades
masivas y cronicas. Se pueden controlar mediante la adicién de cal y zeolita a
razén de 40 kg/ha, ademas, del secado de estanques (entre cosechas).

3.5.1.11 Sdlidos en suspension qa)

Aumentan la turbidez en el agua, disminuyendo el oxigeno disuelto en ella. Los
sOlidos se deben controlar mediante sistemas de desarenadores vy filtros. De
acuerdo a la concentracién de soélidos disueltos podemos clasificar los estanques

asi:

- Estanques limpios: Solidos menores a 25 mg/L.
- Estanques intermedios: Solidos entre 25 - 1 0 0 mg/L.

- Estanques lodosos: Sélidos mayores a 1 0 0 mg/L.
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3.5.1.12 Fosfatos a4

Son productos resultantes de la actividad bioldgica de los peces y de la
sobrealimentacion con alimentos balanceados. La concentracion alta, causa
aumento en la poblacion de fitoplancton; y éstas a su vez, provocan bajas de
oxigeno por la noche. Su valor debe fluctuar entre 0.2 mg/L a 0. 5mg/L como

PO4%, ademas de que su toxicidad aumenta a valores de pH &cido.
3.5.1.13 Cloruros y sulfatos s

Al igual que los fosfatos, se derivan de la actividad metabolica de los peces y del
aporte de los suelos y aguas subterraneas, utilizadas en las granjas piscicolas.
El limite superior para cada uno de estos compuestos, son 10 ppm y 18 ppm

respectivamente.

3.6 Correlacién de la calidad de agua y la presencia de Streptococcus

agalactiae

La calidad del agua es una parte importante de cualquier sistema acuicola. Las
condiciones ambientales (disponibilidad de hierro, fuerza osmética, niveles de
oxigeno, pH, salinidad y temperatura) y, a veces, malas practicas de manejo
(nutricién inadecuada, hacinamiento y sobrealimentacion) pueden causar estrés
a los peces de cultivo y hacerlos mas susceptibles a brotes de enfermedades.
Sin embargo, la informacion sobre la influencia de la calidad del agua en la
presencia de Streptococcus spp. en peces de cultivo en condiciones reales de

campo es limitada. @s)

Se sabe hasta ahora que las condiciones ambientales que rodean a los sitios de
cultivo pueden afectar la calidad del agua, lo que a su vez provoca estrés en los
peces cultivados debido a alteraciones en su fisiologia. Esto finalmente

disminuye su respuesta inmunoldgica, lo que provoca la infeccidon bacteriana, que
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puede ya estar presente en el agua o en los propios peces, lo que provoca a su

vez, brotes de enfermedades. @s), s

3.7 Cultivo de tilapias y estreptococosis en El Salvador

La acuicultura en El Salvador es una actividad sustentable y se perfila para
convertirse en un pilar fundamental para la seguridad alimentaria para el 2025.
Al mismo tiempo, esta actividad debe superar problemas de patologias, calidad,
procesamiento, comercializacion, alimento, organizacién interna, coordinacion

institucional, sostenibilidad ambiental, entre otros. a7

Se cree que la estreptococosis aparece tipicamente cuando los peces son
sometidos a estrés y bajan sus defensas inmunoldgicas. El estrés puede ser
causado por factores ambientales, contaminacion y manejo de las granjas.
Algunos factores que han sido identificados incluyen cambio de temperatura del
agua, presencia de lluvias, la calidad del agua, contaminantes quimicos,
demasiados desechos en el agua y el hacinamiento de peces en las piletas de
cultivo, entre otros factores todavia no debidamente identificados. Tampoco se
conoce las fuentes de contaminacion con Streptococcus spp. de los peces en
diversos ambientes de cultivo en los que existe la potencial contaminacion de
plantas industriales, cultivos agricolas o granjas ganaderas que liberan desechos,
incluyendo productos veterinarios (antibiéticos), pesticidas y fertilizantes. La dieta
de los peces puede también jugar un papel, tanto como fuente de contaminacion
como también poseer una baja calidad nutritiva que no contribuya a una
adecuada inmunidad de los peces (A. Santos, comunicacion personal, marzo de
2022).

Dicha situacion es un problema muy importante para la acuicultura de tilapias en
El Salvador, ya que la infeccion se propaga rapidamente causando mortalidad
masiva que oscilan entre 5-30%, con pérdidas econdémicas de gran magnitud (A.

Santos, comunicacion personal, marzo de 2022). Las enfermedades causadas
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por bacterias y parasitos son un problema para la produccion de tilapias en
cultivo; existen limitaciones en el conocimiento de estas probleméaticas a nivel
nacional por lo que se dificulta el tratamiento y prevencion de esta enfermedad
©, aun cuando tiene prioridad media en la produccion de vacunas para reducir el

uso de antibiéticos. s



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0 Disefo metodolégico

4.1 Tipo de estudio

4.1.1 Transversal

La investigacion se realizd en el periodo comprendido entre los meses de
septiembre a octubre del afio 2022. El tiempo y la frecuencia del muestreo al
Distrito de Riego de Atiocoyo Sur correspondié segin como se muestra en la
Tabla N°3

Tabla N°3. Tiempo y frecuencia de muestreo al Distrito de Riego de Atiocoyo
Sur, San Pablo Tacachico, La Libertad

Semana Fecha Dias de muestreo Numero de granjas
numero muestreadas por dia
1 Del 19 al 24 de septiembre Martes 20/9/22 2
de 2022 Jueves 22/9/22 2
2 Del 26 al 1 de octubre de Lunes 26/9/22 3
2022 Jueves 29/9/22 2
3 Del 3 al 8 de octubre de Lunes 3/10/22 3
2022 Jueves 6/10/22 2
4 Del 10 al 15 de octubre de Jueves 13/10/22 3
2022
5 Del 17 al 22 de octubre de Lunes 17/10/22 2
2022 Jueves 20/10/22 2
6 Del 24 al 29 de octubre de Lunes 24/10/22 2
2022 Jueves 27/10/22 3
Total 26

Fuente: elaboracion propia

4.1.2 Experimental

Se realizaron determinaciones microbiologicas por medio del analisis en
laboratorio, al agua del estanque y érganos de tilapias frescas (cerebro, higado,
ojos y bazo), ademas de realizar al agua del estanque, evaluaciones
fisicoquimicas de temperatura, pH, concentracibn de oxigeno disuelto,

alcalinidad, dureza, concentracion de iones nitrato, nitrito, amonio y fosfato,
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siguiendo los métodos normalizados de la American Public Health Association

(APHA) para aguas potables y residuales.
4.1.3 De campo

Se visitaron las granjas de tilapias en el Distrito de Riego de Atiocoyo Sur, en el
municipio de San Pablo Tacachico, La Libertad (Anexo N°1); desarrollando un
muestreo dirigido y puntual, a los estanques donde se presentaron sospechas de
estreptococosis, previamente evaluados y coordinados por el equipo técnico de

la Asociacion de Regantes de Atiocoyo Sur (ARAS).

4.2 Investigacion bibliografica

Las bibliotecas en las cuales se realiz6 la investigacion bibliografica son las

siguientes:

- Dr. Benjamin Orozco, Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de
El Salvador.

- Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador.

- Sistema Bibliotecario de la Universidad de El Salvador.

- Biblioteca Felix Choussy de la Facultad de Ciencias Agronomicas en la
Universidad de El Salvador.

- Internet.

4.3 Investigacion de campo

4.3.1 Universo

150 granjas de cultivo de tilapia existentes en total hasta el mes de marzo de
2022 en el Distrito de Riego de Atiocoyo Sur, municipio de San Pablo Tacachico,
La Libertad. Las granjas poseen una cantidad de estanques que va de 1 a 8, cada

estanque posee una dimensién aproximada de 3500 m? y una densidad de
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siembra de aproximadamente 4 alevines/m? (A. Santos, comunicacién personal,
septiembre 2022).

Es importante mencionar que la seleccion del universo se determiné de acuerdo
a la distribucion geografica del distrito de riego (Anexo N°1), el cual esta
comprendido entre los cantones Atiocoyo, San Isidro, Los Dos Cerros, Las
Pavas, Obraje Nuevo y Natividad, y cuyas fuentes de los recursos hidricos son
el Rio Sucio y el Rio Lempa (Anexo N°1).

Las matrices investigadas correspondieron a tilapias frescas (cerebro, higado,
0jos y bazo), y el agua del estanque.

4.3.2 Muestreo

El nUmero de granjas a muestreadas se determiné mediante el servidor web
WinEpi (ver Anexo N°2). Para calcular la muestra, se introdujo en el programa
los siguientes datos: con un tamafio de poblacién (N) igual a 150 granjas, nivel
de confianza (NC) de 95 % y una prevalencia minima esperada (Pmin) de 10%,
se obtuvo el tamafio de muestra (n) de 26 granjas, las cuales fueron
seleccionadas mediante un muestreo dirigido y puntual hacia aquellas granjas
que, principalmente, presentaron casos sospechosos de estreptococosis. Las
granjas muestreadas fueron coordinadas, evaluadas e identificadas por el equipo
técnico de la Asociacion de Regantes de Atiocoyo Sur (ARAS), quienes, ademas,
en estudios anteriores, establecieron la prevalencia minima esperada (Pmin) del
10%, siendo dicho dato utilizado también para este estudio. Es importante
mencionar que se dio prioridad al muestreo de las granjas con casos evidentes
de estreptococosis, sin embargo, se muestrearon 4 granjas sin signos aparentes

de la enfermedad.
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4.3.3 Muestra

26 granjas pertenecientes al Distrito de Riego de Atiocoyo Sur con sospechas de
estreptococosis, previamente evaluadas, identificadas y coordinadas por el
equipo técnico de ARAS (ver Anexo N°22), de donde de cada una se tomoé lo
siguiente: un estanque con cultivo de tilapias, de 4 a 6 tilapias con signos de
enfermedad o moribundas (preferiblemente), una muestra de agua del estanque
para analisis microbiologico (500 mL) y una muestra de agua para analisis
fisicoquimico (1000 mL). Es importante mencionar que el niumero de tilapias
frescas a muestrear, correspondio a un valor aleatorio establecido por el equipo
de investigacion, esto con el fin de garantizar la correcta ejecucion de la

investigacion y la integridad de los datos obtenidos.
4.3.4 Modelo matemético para el muestreo

Para determinar el tamafio de la muestra se utilizd el servidor web WinEpi
(http://www.winepi.net, Anexo N°2) el cual esta disefiado como una herramienta
estadistica-epidemiolégica para detectar un brote de enfermedad. Dicho

programa esta basado segun siguiente formula matematica:

W) n=[1-@a-no)Fmm)]|x v - Crmn]

n= [1 —Q- 0.95)(0.10;150)] . [150 _ {010z ;50) _ 1)l


http://www.winepi.net/
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Donde:

n = tamafo de la muestra n = 26 granjas
N = tamafio de la poblacion, universo N = 150 granjas
NC = nivel de confianza NC = 95%
Pmin = prevalencia minima Pmin =10%

4.3.5 Instrumentos de recoleccion de datos

Se utilizé una hoja de recoleccion de datos (Anexo N°3) en donde se especifico:
el nUmero de estanque, nombre de la granja, cédigo de la muestra (establecido
de acuerdo al nombre de la granja/propietario, nimero del estanque, mes y afio,
siendo Unico para cada granja), fecha, hora, condicion climatica, pH, temperatura,

oxigeno disuelto, entre otros.

4.4 Analisis estadistico para los datos obtenidos

Se utilizd6 un andlisis estadistico-descriptivo basado en el estudio de
Sapugahawatte et al. 19, en el cual mediante graficos se asocio las tendencias
de las variables de porcentaje de aislamiento de S. agalactiae en las diferentes
matrices de estudio (tilapia fresca y agua) con cada nivel de los pardmetros
fisicoquimicos que se determinaron en el agua de estanque, de igual forma se
evaluo la presencia de lluvias entre los meses de septiembre a octubre del afio
2022, como factor que contribuye a una mayor tasa de aislamiento de S.

agalactiae.
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4.5 Parte Experimental

4.5.1 Recoleccion de las muestras

4.5.1.1 Muestra de tilapia (o

Se capturaron entre 4 a 6 tilapias, utilizando el método de “cuadricular” cada
estanque a muestrear y que sea presuntivo a estreptococosis. Se seleccionaron
cuatro puntos de recoleccion como se sefala en la Figura N°8, y en donde se
incluyd el uso de redes (atarrayas) para capturarlas. Se seleccionaron las que
cuyo peso oscilé entre 200 a 250 gramos (peso comercial) y que, principalmente,
manifestaran sintomas clinicos de estreptococosis (natacién erratica, opacidad
ocular y exoftalmia, lesiones/ hemorragias en branquias y/o meningoencefalitis).
Estas se colocaron en bolsas de polietileno de alta densidad, con espesor de
7/100 mm, medidas de 40 x 101 cm, que contenian agua del estanque. Luego de
ser depositadas, se procedio proveerles de oxigeno, mediante una manguera de
caucho conectada a un tanque suministrador de dicho gas (cilindro de 660 L,
INFRASAL médica). El oxigeno se inyectod al agua dentro de la bolsa y se cerro,
todo ello con la finalidad de que las tilapias permanecieran vivas durante el
transporte hacia los laboratorios de Microbiologia y de Alimentos del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) en la Universidad de El

Salvador.

Figura N°8. Método de cuadricular el estanque (o)
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4.5.1.2 Muestra de agua de estanque para analisis microbiolégico

Se utilizé un frasco de polietileno estéril de 500 mL de capacidad, de boca ancha
y con tapa rosca. La tapa del frasco estuvo cubierta con papel Kraft hasta el
momento de la toma de la muestra. Se tomé de cada estanque, una muestra de
500 mL la cual se recogio lo mas lejos posible de la orilla, mediante una cuchara
de muestreo de mango largo. Se sujeto el frasco con un cordel a la cuchara de
muestreo, luego se sumergié en posicion invertida hasta una profundidad de
aproximadamente veinte centimetros, desplazandolo horizontalmente;
procurando no remover el fondo y evitando los remansos o zonas de
estancamiento. Las muestras se identificaron y se depositaron en una hielera
acondicionada con hielo para su transporte a los laboratorios de Microbiologia y
de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) en
la Universidad de El Salvador. Las muestras se transportaron y almacenaron en
condiciones de refrigeracion a 4°C = 2°C, y con un tiempo de almacenaje de 24

horas como maximo desde el muestreo hasta el inicio del analisis.
4.5.1.3 Muestra de agua de estanque para andlisis fisicoquimico

En cada estanque presuntivo a estreptococosis, se tomo6 una muestra combinada
que se elabord a partir de tres submuestras (M1, M2, M3) tomadas al dividir el
estanque en tres secciones equitativas (formando un triangulo), de acuerdo con

su largo, como se sefala en la Figura N°9.

- Cada submuestra recolectada tuvo un volumen equivalente a un tercio de un
frasco de polietileno de 1000 mL (depositadas en un mismo frasco).

- La muestra se recogio lo mas lejos posible de la orilla utilizando una cuchara
de muestreo de mango largo.

- El agua recolectada se deposito en el frasco de polietileno de 1000 mL y se

cerré inmediatamente.
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- Se repitio el mismo procedimiento para las submuestras M2y Ms.

Las muestras fueron identificadas y depositadas en hieleras acondicionadas con
hielo para su transporte al Laboratorio de Analisis de Aguas de la Facultad de
Quimica y Farmacia en la Universidad de El Salvador. Las muestras fueron
almacenadas en condiciones de refrigeracion a 4°C + 2°C, y con un tiempo de
almacenaje de 24 horas como maximo desde el muestreo hasta el inicio del

analisis.

4.5.1.4 Medicion de temperatura, pH y concentracién de oxigeno disuelto del

agua de estanque

Adicionalmente en las tres secciones (M1, M2, M3) sefialadas en la Figura N°9,
se realizé in situ la lectura de los pardmetros fisicoquimicos correspondientes a
temperatura, pH y concentracion de oxigeno disuelto, inmediatamente después
de la toma de cada submuestra. Las mediciones fueron realizadas mediante la
sonda multiparametros Aquaread AP-700 (ver Anexo N°4), proporcionada por el

Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD).

Figura N°9. Areas a muestrear para el anlisis fisicoquimico del agua. Fuente:elaboracién propia
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4.5.2 Preparacion de las muestras de tilapias y agua de estanques
4.5.2.1 Muestra de tilapias (ver Anexo N°5) (), 2

Se realizé una muestra combinada (pool) de los cerebros, higados, bazos y ojos
de las tilapias recolectadas (entre 4 a 6 especies), de acuerdo al siguiente

procedimiento:

- Sacrificar las tilapias recolectadas, introduciéndolas en un bafio de hielo entre
5 a 10 minutos.

- Tomar registro individual de la sintomatologia externa y registrarla en hoja de
cotejo (ver Anexo N°6).

- Realizar primeramente un corte longitudinal, de aproximadamente 2 cm de
profundidad, a la altura de los ojos para la diseccion del cerebro (Figura
N°10a).

- Realizar un segundo corte transversal de alrededor de 1 cm de profundidad
en la parte inicial de la aleta dorsal.

- Retirar la porcién diseccionada de cada tilapia con una pinza estéril hasta
visualizar el cerebro.

- Extraer el cerebro con la pinza y depositarlo en una placa de Petri estéril.

- Cambiar la hoja de bisturi o cuchillo y proceder a diseccionar el abdomen de
la especie.

- Realizar un corte en la parte inferior de la tilapia, iniciando desde la aleta
pélvica hasta finalizar en la aleta anal (ver Figura N°10b).

- Realizar una leve apertura manual de la parte diseccionada hasta descubrir
los 6rganos internos.

- Proceder a retirar con pinza estéril higado y bazo.

- Colocarlos en la caja de Petri junto a los cerebros.

- Proceder a perforar la cuenca ocular, utilizando bisturi estéril y sin dafar los

0j0s.



57

Retirar los ojos con pinzas y depositarlos en la caja de Petri junto con los
demas organos.

Rotular y tarar dos bolsas para Stomacher.

Proceder a verter toda la cantidad de 6rganos en una de las bolsas de
Stomacher previamente rotuladas.

Cerrar herméticamente y llevar al homogeneizador tipo Stomacher durante 15
minutos a 230 rpm.

Con ayuda de una espéatula estéril y en cabina de flujo laminar, pesar una
cantidad aproximada de 10 gramos de la mezcla homogénea de érganos en
balanza semianalitica.

Verter 50 mL de caldo infusion cerebro corazén (BHI) dentro de la bolsa que
contiene los 10 gramos de muestra (cerrar inmediatamente el Erlenmeyer
luego del vertido del caldo).

Cerrar la bolsa de forma hermética y llevarla nuevamente a Stomacher
durante 15 minutos a 230 rpm.

Luego del tiempo, verter la muestra en un Erlenmeyer de 125 mL (mismo que
contenia los 50 mL de caldo BHI).

Sellar el Erlenmeyer con papel Parafilm y llevar a incubadora de anaerobiosis
al 5% de CO2 a 37°C + 2°C de 18 a 24 horas.

El procedimiento se hara una Unica vez para cada pool de tilapia.

AR
M 1‘ X
iﬁ»’m

Figura N°10. Diseccion de tilapias, a) cerebro y b) érganos internos ()
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4.5.2.2 Muestra de aguas

El agua del estanque (tanto para analisis microbioldgico como analisis
fisicoquimico) se analizé a partir del frasco en que se recolectd. Se almacend por

un maximo de 24 horas a partir del momento en que se recolect6 a 4°C + 2°C.

4.5.3 Analisis microbioldgico en tilapias y agua de estanque

4.5.3.1 Preparacién de Streptococcus agalactiae ATTC 12386 (2

Se utilizé Streptococcus agalactiae ATCC 12386 como control positivo para las
pruebas de identificacion, ésta fue proporcionada por los laboratorios de
Microbiologia y de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) de la Universidad de El Salvador. Del criovial se tomé una asada y
se inoculé en una placa de Petri con Agar Sangre por la técnica de estriado para
luego ser incubada en anaerobiosis al 5% de COz, de 24 a 48 horas a 37°C +
2°C, verificando el crecimiento, la identidad y pureza luego del tiempo de

incubacion.

4.5.3.2 Aislamiento de Streptococcus agalactiae en tilapias @2

Procedimiento (ver Anexo N° 7)

- Limpiar y sanitizar el area de trabajo.

- Introducir un asa previamente esterilizada en el Erlenmeyer que contiene los
50 mL de caldo BHI més la muestra de 6rganos de tilapia (luego del tiempo de
incubacion).

- Inocular en dos placas de Petri con Agar Sangre al 5%, por técnica de estriado
en cuadrantes.

- Tapar y sellar las placas de Petri con papel Parafilm.

- Incubar en incubadora de anaerobiosis al 5% de CO2, de 24 a 48 horas a
37°C+ 2°C.
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Verificar el crecimiento y realizar réplicas de estriado hasta obtener colonias
presuntivas de Streptococcus agalactiae (colonias puntiformes, levemente

marrén y con halo de beta hemolisis).

4.5.3.3 Aislamiento de Streptococcus agalactiae en agua de estanque (2

Procedimiento (Ver Anexo N°8)

Limpiar y sanitizar el area de trabajo.

Homogenizar la muestra agitando mecanicamente por 2 minutos.

Dilucién 101: tomar una alicuota de 10.0 mL de la muestra de agua, con pipeta
graduada (estéril) y agregar sobre 90.0 mL de caldo infusién cerebro corazén
(BHI), luego agitar.

Dilucién 102 tomar una alicuota de 10.0 mL de la dilucién 10 con pipeta
graduada (estéril) y agregar sobre 90.0 mL de caldo BHI, luego agitar.

Tomar de cada una de las diluciones, dos volimenes de 300 L utilizando
micropipeta de 1000 pL y verter sobre placas con agar sangre.

Tomar de cada una de las diluciones, un volumen de 400 pL, utilizando
micropipeta de 1000 pL y verter sobre placas con agar sangre.

Esparcir cada indculo sobre la superficie del agar sangre utilizando un asa en
L estéril.

Dejar en reposo durante 10 minutos para que el inéculo penetre en el agar
sangre.

Al finalizar el tiempo, tapar y sellar las placas con papel Parafilm.

Incubar en incubadora de anaerobiosis al 5% de COg2, por 24 a 48 horas a
37°C £ 2°C.

Verificar el crecimiento y realizar réplicas de estriado hasta obtener colonias
presuntivas de Streptococcus agalactiae (colonias puntiformes, levemente

marrén y con halo de beta hemolisis).
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4.5.4 Identificacion de Streptococcus agalactiae

4.5.4.1 Tincion de Gram (3
Procedimiento (ver Anexo N°9)

- Realizar un frotis de una de las colonias caracteristicas de Streptococcus
agalactiae y proceder a su tincion.
- Observar la morfologia microscopica, registrar y comparar las caracteristicas

observadas con el control positivo (cepa ATCC).

4.5.4.2 Prueba de CAMP
Procedimiento (ver Anexo N°10)

- Estriar en agar sangre un cultivo de Staphylococcus aureus betahemolitico
(ATCC 25923) en forma lineal al centro de la placa con agar sangre.

- Estriar el in6culo de prueba en forma perpendicular al estriado anterior de
Staphylococcus aureus sin tocarlo (alrededor de 5 mm de separacion entre las
lineas).

- ldentificar cada estria de acuerdo al microorganismo inoculado.

- Incubar las placas a 37°C = 2°C por 18 a 24 horas en incubadora de
anaerobiosis al 5% de COo..

- Examinar las placas y observar posible prueba positiva: la hemolisis de la
estria perpendicular (in6culo de prueba) da un halo en forma de punta de

flecha con respecto a la estria de Staphylococcus aureus.

4.5.4.3 Prueba de sensibilidad/resistencia a antibi6ticos (s
Procedimiento (ver Anexo N°11):

- Dividir la placa de agar sangre en dos secciones utilizando un marcador

indeleble.
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- Inocular el microorganismo de prueba en el agar sangre mediante estriado
simple (zig-zag).

- Rotar la placa 180° y realizar un segundo estriado simple.

- Colocar de forma aséptica, un disco de bacitracina de 0.04 unidades en una
de las secciones del agar sangre.

- Colocar de forma aséptica en la otra seccion, un disco de vancomicina de 30
Hg.

- Incubar las placas durante 18 a 24 horas a 37°C = 2°C en incubadora de
anaerobiosis al 5% de COo..

- Examinar las zonas de inhibicidn, donde se espera resistencia a bacitracina 'y
sensibilidad a vancomicina tanto de los microorganismos de prueba como del

control positivo (cepa ATCC).

4.5.4.4 Identificacion mediante Microgen® Strep-ID (4
Procedimiento (ver Anexo N°12):

- Realizar tinciébn de Gram (cocos Gram positivos en pares o cadenas) para
verificar morfologia.

- Tomar nota de la hemodlisis producida en la placa de agar sangre (beta
hemodlisis) y registrar lo observado en el software (proporcionado junto con el
kit).

- Extraer suficientes colonias aisladas idénticas del medio de aislamiento
primario (agar sangre).

- Emulsionar las colonias en el medio de suspensién, suministrado en el kit, para
producir una suspension equivalente a 2.0 McFarland.

- Despegar con cuidado las cintas adhesivas que sellan las tiras reactivas de
micropocillos, sin quitarlas por completo. No desechar las cintas adhesivas.

- Usar micropipeta y adicionar 100 yL de la suspension bacteriana a cada

micropocillo de la tira de prueba.
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Después de la inoculacion, cubrir el pocillo 12 con 3-4 gotas de aceite mineral.
Este pozo esta resaltado con un circulo negro alrededor del pozo para permitir
una fécil identificacion del pozo correcto.

Sellar la parte superior de la tira de prueba de micropocillos con la cinta
adhesiva que se retiré anteriormente.

Control de pureza: transferir 100 pL con micropipeta de la suspension
bacteriana a una placa con agar sangre, depositando sobre la superficie (no
estriar).

Incubar aerdébicamente a 35 - 37 °C durante 18 - 24 horas (tira de prueba,
control pureza y solucién de hipurato).

Después del tiempo de incubacion, retirar la cinta adhesiva y registrar todas
las reacciones positivas con la ayuda de la tabla de colores (incluida en el kit).
Registrar los resultados en el formulario (ver Anexo N°13).

Agregar los reactivos apropiados a los siguientes micropocillos:

Realizar la prueba de Voges-Proskauer en el pozo 8 agregando 1 gota de
reactivo VPI seguida de 1 gota de reactivo VPII al pozo y leer después de 15
a 30 minutos. El desarrollo de un color rosa claro a rojo oscuro indica que la
reaccion de VP es positiva. Un fondo claro indica una reaccién VP negativa
(ver Anexo N°13).

Agregar 1 gota del reactivo PYR al pozo 11y leer después de 5 a 10 minutos.
La formacion de un color rosa palido a un rojo muy intenso indica un resultado
positivo (ver Anexo N°13).

Identificacion:

En el formulario de resultados Microgen® Strep-ID (ver Anexo N°13), los
sustratos se han organizado en tripletes (conjuntos de 3 reacciones) con cada
sustrato, a los cuales se les ha asignado un valor numérico (4, 2 0 1). La suma
de las reacciones positivas de cada triplete forma un solo digito del Codigo
Octal que se utiliza para determinar la identidad del aislado. ElI Cédigo Octal

se ingresa en el Software del Sistema de Identificacion de Microgen® ID



63

version 2.0.2.33, que genera un informe de los cinco organismos mas
probables en la base de datos seleccionada (cada uno de ellos con su

porcentaje de similitud).

4.5.4.5 Hidrdlisis del hipurato (s

Procedimiento (ver Anexo N°14)

- Agregar 3 gotas de solucion de hipurato sodico al 10% (proporcionado por el
kit) a un tubo vacio.

- Tomar de 2 a 4 colonias caracteristicas de Streptococcus agalactiae usando
un asa bacterioldgica estéril.

- Emulsionar el in6culo dentro de la solucién de hipurato y luego tapar el tubo.

- Incubar aerébicamente durante 18-24 horas 37°C £ 2°C.

- Luego de la incubacién, agregar con cuidado 3 gotas del reactivo de ninhidrina
al 3% al tubo, no mezclar el reactivo.

- Incubar a temperatura ambiente durante 10 a 15 minutos y verificar reaccion.
El desarrollo de un color purpura en la capa superior del reactivo indica una
reaccion de hidrolisis del hipurato positiva. Un color claro en el nivel superior
del reactivo indica una reaccién negativa (ver Anexo N°13).

- Registrar los resultados obtenidos en el formulario (ver Anexo N°13).

4.5.5 Andlisis fisicoquimico al agua de estanque

4.55.1 Alcalinidad (s
Método volumeétrico

Principio: Los iones carbonato, bicarbonato e hidroxilo, presentes en una muestra
como resultado de la disociacion o hidrdlisis de solutos, reaccionan con adiciones

de acido estandar.
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Procedimiento (ver Anexo N°15)

- Pipetear 50.0 mL de agua destilada y colocarlos en un Erlenmeyer de 250 mL.

- Colocar 2 gotas de solucion indicadora de anaranjado de metilo.

- Titular con &cido sulfarico 0.02 N sobre una superficie blanca y anotar el valor
del acido gastado hasta el cambio de color (valor del blanco).

- Agregar de 2 a 3 gramos de carbdn activado por cada 500 mL de muestra,
agitar y reposar por 3 minutos.

- Filtrar al vacio la muestra de agua a través de papel filtro Whatman grado 41.

- Pipetear 50.0 mL de la muestra y colocarlos en un Erlenmeyer de 100 mL
manteniendo la punta de la pipeta cerca del fondo del Erlenmeyer.

- Ajustar la muestra a la temperatura ambiente si es necesario.

- Agregar 2 gotas de solucién indicadora de anaranjado de metilo.

- Titular con &cido sulfarico 0.02 N estandar sobre una superficie blanca hasta
conseguir un cambio de color persistente de amarillo a rojo naranja,
caracteristico del punto equivalente.

- Anotar el volumen utilizado.

- Realizar titulacion por triplicado.

- Realizar los célculos respectivos para determinar la concentracion en

miligramos por litro de alcalinidad mediante la siguiente ecuacion:

mg deCaC03) _ AxNx50000

(2) Alcalinidad ( T

" mL de muestra

Donde:
A = mL de acido sulfurico usados.
N = normalidad del acido sulfurico 0.0 2 N estandar.

Estandarizacion del titulante: acido sulfarico (H2SO4) 0.02 N (25

- Pesar 3.000 + 0.2 g de estandar primario de carbonato de sodio (Na2CO3) en

crisol previamente tarado.
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- Llevar a estufa entre 180 a 200°C por 2 horas.

- Retirar de estufa y almacenar en desecador durante 24 horas.

- Pesar una cantidad de 2.550 = 0.001 g de Na2COs3,

- Depositar la cantidad pesada en un balon volumétrico de 1 L y diluir con agua
desmineralizada.

- Trasvasar un volumen aproximado de 50 mL de la solucion de carbonato de
sodio a un beaker de 100 mL.

- Cubrir con un vidrio de reloj y hervir suavemente durante 3 a 5 minutos en hot
plate.

- Enfriar la solucién a temperatura ambiente.

- Tomar una alicuota de 10.0 mL y transferir a un Erlenmeyer de 125 mL

- Agregar 2 gotas de Tiosulfato Sddico 0.1 N y 2 gotas de solucion indicadora
de anaranjado de metilo.

- Titular con la solucion de H2SO4 0.02 N (pureza= 37%, p= 1.18 g/mL) en una
superficie blanca hasta un cambio de color persistente de amarillo a rojo
naranja, caracteristico del punto equivalente.

- Realizar estandarizacion por triplicado.

- Calcular la normalidad real a partir de la siguiente formula:

AXB

@ N= o Txe
53.00 =xC
eq

Donde:

A=gramos de Na2COgs para preparar un litro de solucion.
B=mililitros de Na2COs tomados para la titulacion.

C= mililitros de H2S0Oa4 utilizados para la titulacion.

1mL de solucion de H2S0O40.02 N equivale a 1.00 mg de Na2COs.
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45.5.2 Dureza (s
Método volumétrico

Principio: El acido etilendiaminotetraacético y su sal sodica (EDTA) forman un
complejo soluble (quelato) cuando es afiadido a una solucion de ciertos cationes
metélicos. Si se agrega una pequefa cantidad de Negro de Eriocromo T a una
solucion acuosa que contiene iones de calcio y magnesio a un pH de 10.0 £ 0.1,
la solucion se vuelve de color rojo vino. Si el EDTA es agregado como valorante,
el calcio y el magnesio se complejaran, y cuando todo el magnesio y el calcio se
hayan complejado, la solucion cambia de rojo vino a azul, marcando el punto final
de la titulacién. El ion magnesio debe estar presente para producir un punto final

satisfactorio.
Procedimiento (ver Anexo N°16)

- Pipetear 50 mL de agua destilada y colocarlos en un Erlenmeyer de 250 mL

- Afadir 2 mL de solucion tampén de cloruro de amonio - hidréxido de amonio,
para dar un pH entre 10.0 a 10.1.

- Realizar la titulacion en cinco minutos, medidos a partir del momento de la
adicién del tampon.

- Afadir dos gotas de solucién indicadora negro de Eriocromo T.

- Poco a poco, afadir titulante EDTA 0.01 M estdndar, removiendo
continuamente, hasta que desaparezcan los Ultimos matices rojizos.

- Afadir las ultimas gotas con intervalos de 3-5 segundos. En el punto final, la
solucion suele ser azul (anotar valor de blanco).

- Agregar de 2 a 3 gramos de carbon activado por cada 500 mL de muestra,
agitar y reposar por 3 minutos.

- Filtrar al vacio la muestra de agua a través de papel filtro Whatman grado 41.

- Pipetear 25 mL de muestra y colocarlos en un Erlenmeyer de 250 mL.

- Incorporar 25 mL pipeteados de agua destilada.
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- Afadir 2 mL de solucién tampon de cloruro de amonio - hidroxido de amonio,
para dar un pH entre 10.0 a 10.1.

- Afadir dos gotas de solucion indicadora Negro de Eriocromo T.

- Poco a poco, afadir titulante EDTA 0.01 M estdndar, removiendo
continuamente, hasta que desaparezcan los Ultimos matices rojizos.

- Afadir las ultimas gotas con intervalos de 3-5 segundos. En el punto final, la
solucion suele ser azul.

- Nota: Se recomienda utilizar luz natural o una ldmpara fluorescente de luz
diurna, ya que las lamparas de incandescencia tienden a producir un matiz
rojizo en el azul de punto final.

- Registrar los mililitros gastados de titulante.

- Realizar por triplicado.

- Realizar los célculos respectivos para determinar la concentracion en

miligramos por litro de dureza total mediante la siguiente ecuacion:

mg de CaCO3> _ Viepra x B x 1000

(4) Dureza total ( I

VMuestra

Donde:

Veora = Volumen de titulante (EDTA) para valorar dureza, en mL
B= miligramos de CaCOs equivalentes a 1.0 mL de EDTA 0.01 M.
Vmuestra = Alicuota de muestra titulada, en mL.

1.0 mL de EDTA 0.01 M equivalen a 1.0 mg de CaCOs.

Estandarizacion del titulante: EDTA 0.01 M s

- Pesar 1.1 £ 0.1 g de estandar primario de carbonato de calcio (CaCO3) en un
crisol previamente tarado.
- Secar en estufa durante 2 horas a 110°C.

- Retirar el crisol de la estufa y colocarlo en un desecador durante 24 horas.
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- Pesar 1.0 g £ 0.01 de CaCOsy transferir a un beaker de 100 mL

- Afadir gota a gota acido clorhidrico 3 N hasta disolver

- Agregar 50 mL de agua destilada

- Cubrir el beaker con un vidrio de reloj y hervir suavemente durante 3 a 5
minutos en hot plate.

- Enfriar a temperatura ambiente.

- Trasvasar la solucion a un balén volumétrico de 1 L

- Aforar el balén con agua destilada.

- Medir 10.0 mL de la solucion de CaCOzs con pipeta volumétrica y depositar en
Erlenmeyer de 125 mL.

- Afadir 2 mL de la solucion tampon de cloruro de amonio - hidréxido de amonio,
para dar un pH entre 10.0 a 10.1.

- Afadir dos gotas del indicador negro de eriocromo T.

- Titular con la solucion de EDTA 0.01 M, removiendo constantemente hasta
que desaparezcan los Ultimos matices rojizos.

- Afadir las ultimas gotas con intervalos de 3-5 segundos. En el punto final, la
solucién suele ser azul.

- Anotar los mililitros gastados de titulante.

- Realizar la estandarizacion por triplicado.

- Calcular la molaridad real de la solucién de EDTA mediante la siguiente
ecuacion:

_ g CaCOsalicuota

5
%) Vepra x 100.08

4.5.5.3 Nitratos (s), ¢6)
Método espectrofotométrico
Equipo: espectrofotometro Shimadzu UV-VIS 1800 (ver Anexo N°4)

Principio: Este método se basa en la medicién de la absorbancia producida por

los nitratos a una longitud de onda de 220 nm, sin embargo, la materia organica
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disuelta puede ser absorbida a esa longitud de onda, pero el NOs no absorbe a
275 nm, por lo que se puede realizar una segunda medicién a 275 nm y se utiliza

para corregir el valor de nitratos.

Procedimiento (ver Anexo N°17)

Realizar una curva de calibracion con patrones de nitratos de sodio (1000 ppm,
pureza= 98%, marca Merck) 0, 1, 2, 4, 8, 10 ppm.
- Agregar de 2 a 3 gramos de carbon activado por cada 500 mL de muestra,
agitar y reposar por 3 minutos.
- Filtrar al vacio la muestra de agua a través de papel filtro Whatman grado 41.
- Aforar un balon volumeétrico de 50.0 mL con la muestra filtrada.
- Medir 1 mL de HCI 1.0 N, agregarlo al baléon de 50.0 mL conteniendo la
muestra y mezclar.
- Leer la absorbancia a 220 nmy a 275 nm.
- Realizar procedimiento por duplicado.
- Realizar los calculos para determinar la concentracion de iones nitrato
mediante la siguiente formula:
(5) Y(abs) =mx +b

mg) _ (AbS corregida Mx — intercepto)

6) NO; (—
(®) 3 ( L pendiente

(7) Abs corregida Mx — AbSz20nm — (2 X AbS3757m)

4.5.5.4 Nitritos (s), ¢26)
Método colorimétrico
Equipo: fotdmetro HACH DR 2700 (ver Anexo N°4)

Principio: el nitrito (NOz2) se determina a traves de la formacion de un colorante

azoico purpura rojizo producido a un pH de 2,0 a 2,5 por acoplamiento de
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sulfanilamida diazotizada con diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina
(diclorhidrato de NED).

Procedimiento (ver Anexo N°18)

- Lavar los tubos de ensayos con agua desmineralizada.

- Agregar de 2 a 3 gramos de carbdn activado por cada 500 mL de muestra,
agitar y reposar por 3 minutos.

- Filtrar al vacio la muestra de agua a través de papel filtro Whatman grado 41.

- Tomar 5.0 mL de muestra filtrada y traspasarla a un tubo de ensayo con rosca.

- Agregar 1 microcuchara del reactivo N°2 de iones NO2" (HACH), tapar y agitar.

- Esperar 10 minutos.

- Colocar el tubo en el espectrofotometro y leer la muestra a una longitud de
onda de 543 nm.

- Realizar procedimiento por duplicado.

- Calcular la concentracion de iones nitritos mediante la siguiente férmula:

mg> _ (Abs yx — intercepto)

(8) NO; (—

L pendiente

4555 Fosfato (s

Método colorimétrico del acido vanadomolibdofosférico
Equipo: fotometro HACH DR 2700

Principio: En una solucion diluida de ortofosfato, el molibdato de amonio
reacciona en condiciones acidas para formar un heteropoliacido, el acido
molibdofosférico. En  presencia de vanadio, se forma  acido
vanadomolibdofosforico amarillo. La intensidad del color amarillo es proporcional

a la concentracion de fosfato.
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Procedimiento (ver Anexo N°19)

a. Realizar una curva de calibracién con patrones de fosfato de potasio (1000
ppm, pureza= 98%, marca Merck) de 0, 4, 8, 12 y 16 ppm.

b. Agregar de 2 a 3 gramos de carbon activado por cada 500 mL de muestra,

agitar y reposar por 3 minutos.

Filtrar al vacio la muestra de agua a través de papel filtro Whatman grado 41.

. Tomar 5.0 mL de muestra filtrada y traspasarla al tubo de ensayo.

. Agregar 1.0 mL de la solucion Ay 1.0 ml de la solucion B (ver Anexo N°21).

- ® Q O

Esperar 15 minutos.
Colocar el tubo en el espectrofotdmetro y leer la muestra a una longitud de
onda de 420 nm.

h. Calcular la concentracion de iones fosfatos mediante la siguiente férmula:

©

mg. . (Abspy, — intercepto)

9 [POFTI(—)

L pendiente

4.5.5.6 AMOoNIo s
Método espectrofotométrico
Equipo: fotdbmetro HACH 2700

Principio: Un compuesto azul intenso, el indofenol, es formado por la reaccion de

amoniaco, hipoclorito y fenol catalizada por nitroprusiato de sodio.
Procedimiento (ver Anexo N°20)

a. Agregar de 2 a 3 gramos de carbdn activado por cada 500 mL de muestra,
agitar y reposar por 3 minutos.

b. Filtrar al vacio la muestra de agua a través de papel filtro Whatman grado 41.

c. Colocar 25.0 mL de la muestra en un Erlenmeyer de 50 mL.
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. Agregar a la muestra 1.0 mL de solucion de fenol y mezclar bien.

. Agregar a la muestra 1.0 mL de solucién de nitroprusiato 0.5% p/v y mezclar
bien.

Agregar 2.5 mL de solucion oxidante (ver Anexo N°21).

. Cubrir las muestras con una envoltura de plastico o Parafilm.

Dejar que el color se desarrolle a temperatura ambiente (22 a 27 °C) con luz
tenue durante al menos una hora (el color es estable durante 24 horas).
Medir la absorbancia a 640 nm.

Preparar una solucion blanco y al menos dos estandares por dilucion de la
solucion stock de cloruro de amonio (1000 ppm, pureza=98%, marca Merck)
en el rango de concentracion de la muestra.

Tratar los estdndares de igual manera que las muestras.

Calcular la concentracidon de iones amonio a partir de la siguiente ecuacion:

(10) NH, (%)

_ (Abs yx — intercepto)

pendiente



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 Resultados y discusion de resultados

5.1 Presencia de Streptococcus agalactiae en tilapia y agua de cultivo

Es importante mencionar que la codificacion se establecié de acuerdo a las
iniciales del nombre de la granja o del propietario, el nUmero de estanque dentro
de la granja, el mes en que se evalu6 dicha granja y el afio en que se evaluo,

generando asi un cédigo Unico para cada granja y sus muestras.

5.1.1 Presencia de Streptococcus agalactiae en agua de cultivo

Tabla N°4. Resultados obtenidos del aislamiento e identificacion de S. agalactiae
en muestra de agua de estanque

IGE409-22 20/9/2022 Sin crecimiento Ausencia
Colonias irregulares,
RAE609-22 20/9/2022 filamentosas, opacas y de Ausencia
aspecto humedo
Colonias filamentosas,
PBE109-22 22/9/2022 color marrén y de aspecto Ausencia
humedo.
EME309-22 22/9/2022 Sin crecimiento Ausencia
JAE109-22 26/9/2022 Sin crecimiento Ausencia
Colonia filamentosa, color
RAE209-22 26/9/2022 beige, aspecto humedo y Ausencia
brillante
Colonias irregulares, color
CPEG609-22 26/9/2022 | verdoso, aspecto himedo y Ausencia
brillante
JL1/E209-22 29/9/2022 Sin crecimiento Ausencia
Colonias puntiformes, color
MVE109-22 29/9/2022 beige, aspecto humedo y Ausencia
sin hemdlisis
JL2/E210-22 3/10/2022 Sin crecimiento Ausencia
Colonias circulares, color
NVE210-22 3/10/2022 blanco, aspecto hiumedo y Ausencia
brillante




Tabla N°4 (Continuacion)

Colonias puntiformes, color
MVE210-22 3/10/2022 blanco, aspecto himedo y Ausencia
sin hemodlisis
Colonias irregulares,
ARE210-22 6/10/2022 | filamentosas, color marrén Ausencia
y verde, aspecto himedo
IOE110-22 6/10/2022 Sin crecimiento Ausencia
Colonias circulares, color
YSE410-22 13/10/2022 | blanco, aspecto himedo y Ausencia
sin hemdlisis
Colonia irregular, color
LFE110-22 13/10/2022 | marrén, aspecto humedo y Ausencia
brillantes
BDE310-22 13/10/2022 Sin crecimiento Ausencia
Colonias irregulares, color
ALE410-22 17/10/2022 | blanco, aspecto humedo y Ausencia
brillantes
Pelicula blanquecina, color
RRE210-22 17/10/2022 | blanco, aspecto humedo y Ausencia
brillante
COE110-22 20/10/2022 Sin crecimiento Ausencia
Colonias irregulares, color
RCE410-22 20/10/2022 verdoso, aspecto seco y Ausencia
mate
Colonias filamentosas,
WGE210-22 24/10/2022 color marrén, aspecto Ausencia
humedo vy brillante
YAE310-22 24/10/2022 Sin crecimiento Ausencia
FRE410-22 27/10/2022 Sin crecimiento Ausencia
Colonias circulares, color
JAE410-22 27/10/2022 | blanco, aspecto himedo y Ausencia
brillante
HME410-22 27/10/2022 Sin crecimiento Ausencia
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Fuente: elaboracion propia

Los resultados obtenidos en el andlisis microbioldgico de las muestras de agua
de estanque se muestran la Tabla N°4, en donde no fue posible el aislamiento y
en consiguiente, tampoco la identificacion de la bacteria siguiendo la metodologia
propuesta para este estudio. Los resultados de esta investigacion siguen la
tendencia actual, ya que hasta ahora no se ha podido aislar ni identificar bacterias
del género Streptococcus de muestras de aguas, y los estudios relacionados al

tema son casi inexistentes.
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Algunos de los factores que pudieron llevar a los resultados de este estudio son
el hecho de que la metodologia de andlisis para el agua de estanque, no se
encuentra validada, asimismo el utilizar la técnica de filtracion por membrana
podria haber ayudado a la recuperaciéon del microorganismo. Otros de los
factores que se podrian mencionar son el hecho de que las bacterias del género
Streptococcus no sean capaces de sobrevivir por mucho tiempo en el agua
debido al ambiente desfavorable que ésta pueda representar y la existencia de

otros microorganismos oportunistas, tal y como se evidencia en la Figura N°11,

-

pueda inhibir su crecimiento.

~

Cendepesca agua 0.3ml

Figura N°11. Resultados obtenidos del andlisis microbiolégico a agua de estanque.
Fuente: elaboracion propia
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5.1.2 Presencia de Streptococcus agalactiae en tilapia fresca (Oreochromis
niloticus)

5.1.2.1 Sintomatologia referente a estreptococosis

Tabla N°5. Sintomatologia de las muestras de tilapia (Oreochromis niloticus)

capturadas

RAEG609-22 20/9/2022 5 - ++
PBE109-22 22/9/2022 4 + -
EME309-22 22/9/2022 4 - ++
JAE109-22 26/9/2022 6 - - +
RAE209-22 26/9/2022 4 +++ ++ ++
CPE609-22 26/9/2022 4 + + -
JL1/E209-22 29/9/2022 6 - - -
MVE109-22 29/9/2022 4 + + -
JL2/E210-22 | 3/10/2022 4 - - +
NVE210-22 3/10/2022 5 F ++ ++++
MVE210-22 3/10/2022 4 +++ . +
ARE210-22 6/10/2022 4 - - -
IOE110-22 6/10/2022 6 + - -
YSE410-22 13/10/2022 4 +++ ++ ++
LFE110-22 13/10/2022 5 ++ + 4
BDE310-22 13/10/2022 4 - - -
ALE410-22 17/10/2022 4 - - +
RRE210-22 17/10/2022 5 + - -
COE110-22 20/10/2022 6 - - -
RCE410-22 20/10/2022 4 + ++ I
WGE210-22 | 24/10/2022 4 - - -
YAE310-22 24/10/2022 4 - - -
FRE410-22 27/10/2022 5 + - +
JAE410-22 27/10/2022 4 - ++ -
HME410-22 27/10/2022 4 + - -

Mx: muestras capturadas, NE: natacién erratica, EU: exoftalmo unilateral, EB: exoftalmo bilateral,
OC: opacidad ocular, LH: lesiones y/o hemorragias, MT: muertes durante el transporte. Fuente:
elaboracién propia
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En la Tabla N°4, se muestran el numero de tilapias (Oreochromis niloticus)
capturadas por fecha de muestreo siendo un total de 117 especies capturadas.
De las especies capturadas, 24 mostraron natacion erratica, 15 presentaron
exoftalmo bilateral, 8 con opacidad ocular, 22 presentaron lesiones y/o
hemorragias externas, 6 murieron durante el transporte y ninguna presento
exoftalmo unilateral. Los datos fueron registrados cada dia de muestreo,

utilizando para ello la hoja de cotejo establecida (ver Anexo N°25).
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5.00
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0.00
natacion exoftalmo exoftalmo opacidad lesiones y/o muertes
erratica unilateral bilateral ocular hemorragias  durante el
transporte

Figura N°12. Sintomatologia por estreptococosis en las tilapias capturadas. Fuente: elaboracion
propia

Los resultados mostrados en la Figura N°12 indican que la sintomatologia con
mayor porcentaje de incidencia fue la natacién erratica con un 20.51% seguido
de un 18. 80% de lesiones y/ hemorragias presentes en las tilapias capturadas y
de un 12.82% de casos de exoftalmos bilateral (ojos saltones). El signo de
opacidad ocular se manifestd en un 6.84% de forma aislada y nunca resultando
en mas de un ejemplar de cada muestra, de igual forma se obtuvo un porcentaje
bajo del 5.13% de muertes durante el transporte y un 0% de exoftalmo unilateral.
De forma general, los resultados obtenidos demuestran que los sintomas

referidos a estreptococosis se manifiestan con baja frecuencia, lo que lleva a
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deducir que no todas las granjas muestreadas presentaban casos reales de
infeccion por S. agalactiae o que la enfermedad se encontraba de forma latente

hasta el momento de la captura de las especies analizadas.

Figura N°13. Sintomatologia externa por estreptococosis, a) opacidad ocular, b) exoftalmo
bilateral, ¢) hemorragias y distencion abdominal, d) lesion tisular. Fuente:
elaboracién propia

5.1.2.2 Aislamiento y purificacion de colonias presuntivas a Streptococcus
agalactiae

Cuatro muestras presuntivas a S. agalactiae se aislaron de tilapia fresca
siguiendo la metodologia propuesta, sin el uso de medios enriquecidos con
antibiéticos para el aislamiento selectivo ya que no fue posible su obtencién al
momento del desarrollo de la investigacion. Las muestras presuntivas provinieron
de las granjas con codigo: RAE209-22, CPE609-22, MVE210-22 y ARE210-22.
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Luego de resiembras para su purificacion, todas las muestras presuntivas
mostraron colonias con caracteristicas macroscoépicas similares al control
positivo (S. agalactiae ATCC 12386) como lo son colonias puntiformes, color
beige, con presencia de beta hemadlisis, tal y como se visualiza en la Figura N°14.

Figura N°14. Caracteristicas macroscoépicas de las colonias presuntivas aisladas a) MVE210-22,
b) ARE210-22, c) RAE209-22, d) CPE609-22 y e) control positivo. Fuente:
elaboracién propia
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5.1.3 Identificacion de Streptococcus agalactiae en muestras presuntivas
5.1.3.1 Tincion de Gram

Los resultados obtenidos de la tincién de Gram, representados en la Figura N°15,
muestran similitudes en las 4 muestras presuntivas frente al control positivo (S.
agalactiae ATCC 12386). En todas se presentan cocos grampositivos distribuidos
en cadenas al ser observados al microscopio con el objetivo de 100x.

Figura N°15. Tincion de Gram de los casos presuntivos a) MVE210-22, b) ARE210-22, ¢)
RAE209-22, d) CPE609-22 y €) control positivo. Fuente: elaboracion propia

5.1.3.2 Prueba de CAMP

Los resultados de la prueba de CAMP que se muestran en la Figura N°16
demuestran que Unicamente las muestras presuntivas RAE209-22 y CPE609-22
resultaron positivas a la prueba de CAMP, formandose la zona de hemdlisis en

forma de punta de flecha caracteristica. Para las demas muestras presuntivas,
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incluido el control positivo, la prueba resulté negativa a pesar de realizarse en 3

ocasiones diferentes, obteniéndose el mismo resultado.

>SN b
N

&

Figura N°16. Resultados prueba de CAMP para los casos presuntivos a) MVE2010-22, b)
ARE210-22, c) RAE209-22, d) CPE609-22 y e) control positivo. Fuente:
elaboracién propia

Los resultados negativos para las muestras presuntivas MVE2010-22, ARE210-
22 y el control positivo, puede deberse a factores genéticos/moleculares, en
donde los serotipos de S. agalactiae encontrados en estas muestras, no
expresan el factor CAMP o se exprese de forma reducida de tal modo que no sea
posible detectarlo mediante esta prueba, todo ello concordancia a los resultados
obtenidos por Guo, D et al. 7, en donde también se demuestran resultados
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negativos para la prueba de CAMP de muestras identificadas como S. agalactiae
y por Hassan, A. et al. s, en donde se demuestra la expresion reducida del factor
CAMP.

5.1.3.3 Prueba de sensibilidad/resistencia a antibioéticos

Tabla N°6. Resultados para la prueba de sensibilidad/resistencia a bacitracina y
vancomicina

MVEZ210-22 11 Resistente 16 Resistente
ARE210-22 9 Resistente 15 Resistente
RAE209-22 10 Resistente 17 Sensible
CPEG609-22 13 Resistente 18 Sensible
Control 14 Resistente 23 Sensible
positivo

*resultados segun ficha técnica del fabricante de ambos antibiéticos (HIMEDIA®). Fuente:
elaboracién propia

Los datos mostrados en la Tabla N°6 y lo visualizado en la Figura N°17, respecto
a la prueba con bacitracina, demuestran que tanto las muestras presuntivas como
el control positivo son resistentes a dicho antibidtico, descartandose de esa
forma, la posibilidad de que se trate de S. pyogenes. Con respecto a los
resultados obtenidos para el antibiético vancomicina las muestras RAE209-22,
CPE609-22 y el control positivo demostraron sensibilidad esperada al antibiotico
lo que indica que estas especies pertenecen al género Streptococcus, sin
embargo, las muestras MVE2010-22 y ARE210-22 mostraron resistencia al
antibiotico, debiéndose esta variable a que ambas muestras presuntivas son
resistentes a este antibiotico, a un tiempo insuficiente en incubacion o a la
cantidad de indculo utilizada ya que la suspension fue estandarizada a 1x108
UFC/mL.



Figura N°17. Resultados prueba de sensibilidad/resistencia a antibiéticos a) MVE210-22, b)
ARE?210-22, c) RAE209-22, d) CPE609-22 y e) control positivo. Fuente:
elaboracion propia

5.1.3.4 Identificacion mediante Microgen® Strep-ID

Tabla N°7. Resultados obtenidos en la identificacion con Microgen® Strep-1D

MVE210-22 50111 99.98%
ARE210-22 50111 99.98%
RAE209-22 50111 99.98%
CPE609-22 50111 99.98%
Control positivo 50511 98.86%

Fuente: elaboracién propia
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Los resultados mostrados en la Figura N°18 indican que todas las muestras
presuntivas mas el control positivo fueron positivos a las reacciones enzimaticas
especificas de: &cido de ribosa (RIB), fosfatasa (PHS) y arginina dihidrolasa
(ARG); produciéndose el respectivo cambio de color que se comparo con la tabla
de colores proporcionada por el fabricante (Anexo N°13). Solo el control positivo
difirié en una reaccion enzimatica especifica con respecto a las demas, la cual se

trataba de la reaccion del acido de lactosa (LAC).

Los resultados obtenidos de esta prueba, junto a la presencia de hemolisis beta
de las colonias aisladas y la prueba de hipurato positivas (Figura N°19), fueron
utilizados para generar un cédigo octal, el cual fue introducido en el software del
fabricante para generar un informe (ver Anexo N°26) donde se especifican los

porcentajes de similitud, tal y como se muestran en la Tabla N°7.

‘ \
MEL son’mu LAC | ARA |ESC)LVP_]||=HS 8GA [[PYR| ARG
|

2/l 9000086

Figura N°18. Resultado de las reacciones del kit Microgen® Strep-ID a) ARE210-22, b)
MVEZ210-22, c) control positivo, d) RAE209-22 y e) CPE609-22. Fuente:
elaboracion propia



86

Figura N°19. Resultados de la hidrdlisis del hipurato utilizando revelador de ninhidrina al 3% a)
CPE609-22, b) MVE210-22, c) RAE209-22, d) ARE210-22 y e) control positivo-22.
Fuente: elaboracién propia

5.1.3.5 Casos positivos a Streptococcus agalactiae en tilapia fresca

(Oreochromis niloticus)

Tabla N°8. Resultados finales para la identificacion de las muestras presuntivas

a S. agalactiae

26/09/2022 26/09/2022 3/10/2022 6/10/2022 N/A
Colonias Colonias Colonias Colonias Colonias
puntiformes, puntiformes, puntiformes, puntiformes, puntiformes,
color beige, color beige, color beige, color beige, color beige,
presencia de presencia de presencia de presencia de presencia de

beta beta hemolisis | beta hemolisis | beta hemolisis | beta hemdlisis
hemolisis
Cocos Cocos Cocos Cocos Cocos
grampositivos | grampositivos, | grampositivos, | grampositivos, | grampositivos,
, distribuidos | distribuidos en | distribuidos en | distribuidos en | distribuidos en
en cadenas cadenas cadenas cadenas cadenas
Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo
Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente
Sensible Sensible Resistente Resistente Sensible
99.98% 99.98% 99.98% 99.98% 98.86%
similar a similar a similar a similar a similar a
S.agalactiae S.agalactiae S.agalactiae S.agalactiae S.agalactiae
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Positivo a Positivo a Positivo a Positivo a N/A
S.agalactiae S.agalactiae S.agalactiae S.agalactiae

Fuente: elaboracién propia
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Lo mostrado en la Tabla N°8 reflejan los resultados finales de todas las pruebas
de identificacion realizadas a las cuatro muestras presuntivas a S. agalactiae
encontradas en organos de tilapias. Los resultados muestran que las muestras
MVE210-22 y ARE210-22 difieren en dos pruebas (prueba de CAMP y resistencia
a la vancomicina) respecto a las demas, sin embargo, pruebas con mayor
sensibilidad y selectividad como la identificacion bioquimica mediante el kit
Microgen Strep-ID, la hidrolisis del hipurato; ademas de las caracteristicas
microscépicas y macroscopicas de las muestras presuntivas, permiten identificar

a las cuatro muestras aisladas en este estudio como S. agalactiae.

5.2 Evaluacion de los parametros fisicoquimicos al agua de cultivo de

tilapia (Oreochromis niloticus)

5.2.1 Evaluaciones fisicoquimicas al agua de cultivo

Todos los resultados de las evaluaciones fisicoquimicas corresponden a los
datos que fueron recopilados durante todo el muestreo en los instrumentos de
recoleccion (Anexos N°27 y N°28), asimismo los rangos y valores 6ptimos que
se utilizaron de referencia para el cumplimiento y no cumplimento de las
evaluaciones fisicoquimicas corresponden al manual de manejo del cultivo de
tilapias de Saavedra-Martinez 1), a excepcion de la temperatura, el pH y la

concentracion de iones nitrato donde se evaluaron criterios extras.

5.2.1.1 Oxigeno disuelto

Los resultados mostrados en la Figura N°20 corresponden a las mediciones de
oxigeno disuelto en los estanques muestreados, en donde sélo un 38.5 % de los
estanques se encontrd dentro del cumplimiento al rango 6ptimo. De acuerdo a lo
expuesto por Amal y Zamri ¢, Se sabe que las altas densidades de fitoplancton,
de siembra de alevines y altas temperaturas (superiores a los 30°C) del agua,

conduce a una mayor tasa de consumo de oxigeno, esto en consecuencia reduce
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su concentracion lo que conlleva a causar problemas en el crecimiento y reducir
la resistencia a enfermedades en las tilapias. Esto concuerda con los resultados
de esta investigacion ya que las mediciones de temperatura de los estanques,
obtuvieron un promedio superior a los 30°C lo que pudo haber afectado
significativamente a las concentraciones de oxigeno disuelto, por lo que se
sugiere que la concentracion de oxigeno disuelto no se encuentra en condiciones

6ptimas en estos estanques.

Oxigeno disuelto

12.00
11.00
10.00
9.00
8.00
-~ 7.00
£ 6.00
O 5.00
4.00
3.00
2.00
1.00 I
0.00
N N NN AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN NN NN AN NN NN N
QGG QE gl Gl QL QEGEGE QL QEGEGE G QL GEGEGE G QE Gl G
D000 OO OO O O O O O O O O o o o o o o o
O OO0 oo o0 o0 o000 dd ddd d d d dJ d A A A oA A o
< O A M A N O N d AN AN AN N A M S N dJd N M S S <
syBoieatloreBpboRgnsepys
QDCCLm“mO§§§Z§<—>——'m<n:on:;>-u.">I
Promedio 4.76 mg/L
Desviacion estandar 2.61 Cumplimiento 38.5%
Valor minimo 0.00 mg/L No
Valor méximo 11.95 mg/L | cumplimiento 61.5 %

Figura N°20. Evaluaciones de oxigeno disuelto en el agua de cultivo. Fuente: elaboracion propia
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5.2.1.2 pH

De acuerdo a los resultados mostrados en la Figura N°21, se visualiza una
aparente uniformidad de los datos referentes al pH en los estanques
muestreados, evidenciando que el 100% present6 cumplimiento al rango 6ptimo,
sin embargo, al considerar la informacion proporcionada por el Informe de la
Calidad de Agua de los Rios (ICAR) en El Salvador 0, en donde el valor limite
méaximo para pH es de 8.4, sélo se consiguid un porcentaje de cumplimiento del
30.78% de estos estanques, ademas de que los valores tienden a la alcalinidad,

lo cual sugiere cierto nivel de alerta.

Se sabe que las variaciones de pH estan muy relacionadas a la presencia del
fitoplancton en los estanques, los cuales constituyen uno de los sistemas de
amortiguaciéon. Una sobrepoblacion de fitoplancton conlleva a que se presenten
una mayor utilizacion del CO:2 (disuelto en el agua) durante el dia lo cual tiende a
la alcalinidad de las aguas, asimismo un pH alcalino en las aguas provoca signos
clinicos en los peces como secrecion de moco, aletas desgastadas, dafio ocular,
natacion erratica y por supuesto, volver susceptible al pez a enfermedades. @y
Ante toda esta informacion, se sugiere que el pH en estos estanques no se

encuentra en condiciones optimas.
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Promedio 8.58
Desviacion estandar 0.32 Cumplimiento 100.0 %
Valor minimo 7.85 No

Valor maximo 9.00 cumilimiento 0.0 %

Figura N°21. Evaluaciones de pH en el agua de cultivo, linea roja representa rango 6ptimo,
linea azul representa el valor del ICAR. Fuente: elaboracién propia

5.2.1.3 Temperatura

Los datos visualizados en la Figura N°22, muestran las evaluaciones de
temperatura del agua de cultivo en los estanques muestreados. Se observa como
el 65.4 % de los estanques presentaron valores de temperaturas superiores al
limite maximo de 30°C siendo este valor de temperatura, reportado por Nurul-
Izzarul et al; 15y Sapugahawatte et al. 19 y Pei-Chi et al. @2 como una condicién
desfavorable en el agua de cultivo de peces. Ademas de los efectos de las altas
temperaturas sobre la concentracién del oxigeno disuelto, las altas temperatura
también aumenta la actividad hemolitica de las tilapias lo que predispone a las
infecciones bacterianas y es por ello, que se sugiere que la temperatura no se

encuentra en condiciones 6ptimas en estos estanques.
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Temperatura
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Promedio 30.37°C
Desviacion estandar 1.06 Cumplimiento 34.6 %
Valor minimo 27.93°C No

Valor maximo 32.20°C cumilimiento 65.4 %

Figura N°22. Evaluaciones de temperatura en el agua de cultivo. Fuente: elaboracién propia

5.2.1.4 Alcalinidad y Dureza

Los resultados representados en la Figura N°23 corresponden a las evaluaciones
de alcalinidad realizadas. Se puede visualizar como el 100 % de los estanques
sobrepasaron el valor de 150.0 mg/L el cual corresponde al limite maximo del
rango Optimo para el cultivo de tilapias. En el caso de los resultados de dureza
presentados en la Figura N°24, Se observa también que el 100% de las
evaluaciones se encontraron fuera del rango éptimo de 80 a 110 mg/L de dureza.

Se sabe que la alta alcalinidad y dureza de estas aguas tiene origen en su

naturaleza no potable ya que son aguas de uso exclusivo para riego,
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provenientes de rios, sin embargo, es importante mencionar que tanto para el
paradmetro de alcalinidad como para la dureza, aun no existe evidencia de que
altas concentraciones de dichos parametros sean perjudiciales para los peces,
de hecho, de acuerdo al estudio de Cavalcante et al @3., una relacion de
dureza/alcalinidad mayor a 1 (CH/TA > 1) resulta inofensiva para los peces ya
que dichas aguas proveen de los minerales (calcio) esenciales para la
osmorregulacion, ademas de funcionar como otro sistema de amortiguacion ante

cambios bruscos de pH.

Al aplicar el criterio de Cavalcante et al s3)., a los valores promedios de durezay
alcalinidad de los 26 estanques, se obtiene un valor de 1.16 (270.62/232.95) por
lo que se sugiere que la durezay la alcalinidad se encuentran en condiciones que

no representan un problema para la salud de los peces en estos estanques.
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Figura N°23. Evaluaciones de la alcalinidad en el agua de cultivo. Fuente: elaboracion propia
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Promedio 270.62 mg/L

Desviacién estandar 26.38 Cumplimiento 0.0%
Valor minimo 222.67 mg/L No

Valor maximo 337.33 mi/L cumilimiento 100.0 %
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Figura N°24. Evaluaciones de la dureza en el agua de cultivo. Fuente: elaboracion propia

5.2.1.5 Concentraciéon de iones nitrato
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HME410-22
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Se sabe que la concentracion de nitratos en agua es inherente de ella, sin

embargo un aumento en estas concentracion se debe principalmente a la

contaminacion dispersa por el vertido de compuestos nitrogenados de origen

industrial, agrario y urbano @4 y tal como se observa en la Figura N°25 los

resultados obtenidos respecto a la concentracién de iones nitrato en el agua de

cultivo, demuestran que un 30.8% de los estanques muestreados se evaluaron

fuera del cumplimiento al rango 6ptimo, sin embargo al realizar la comparacion

de los resultados frente al valor proporcionado por el Informe de la Calidad del
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Agua de Rios (ICAR), donde se indica que el agua debe poseer un valor menor
o igual a 5 mg/L de iones nitrato, se logra un 100% del cumplimiento, sumado a
ello, el estudio de Monsees et al 4., demostrdé que concentraciones inferiores a
500 mg/L de iones nitrato no afectan negativamente el estado de salud de las
tilapias, por ende, se sugiere que la concentracion de iones nitratos se encuentra

en condiciones que no representa un factor de estrés hacia los peces.

Concentracion de iones nitrato
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Promedio 1.58 mg/L
Desviacion estandar 1.37 Cumplimiento 69.2 %
Valor minimo 0.01 mg/L No

Valor maximo 5.01 mi/L cumilimiento 3.8%

Figura N°25. Evaluaciones de las concentraciones de iones nitrato en el agua de cultivo, linea
roja representa rango optimo, linea azul representa al valor del ICAR 6ptimo.
Fuente: elaboracion propia

5.2.1.6 Concentracién de iones nitrito

Respecto a las concentraciones de iones nitrito, es importante mencionar que
uno de los factores habituales en piscicultura que aumenta dicho parametro, es
el exceso de materia organica en el agua (por sobrealimentacién de los peces)
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lo que genera un aumento en los procesos de nitritacion, ademas de acuerdo a
lo expuesto por Amal y Zamri (g, respecto al nitrito, éste es altamente toxico
debido a que causa dificultad respiratoria en las tilapias, al interferir en el
transporte de oxigeno por parte de la hemoglobina.

En lo que respecta a los resultados de esta investigacion, la Figura N°26 muestra
que un 96. 1% de los estanques mostraron una concentracion menor al valor
optimo de 0.1 mg/L, sélo siendo la excepcion, un estanque que mostré una
concentracion de 0.2 mg/, ante esto, se sugiere que la concentracién de iones
nitrito se encuentra en condiciones dptimas en estos estanques (a excepcion del
estanque YAE310-22).

Concentracion de iones nitrito
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Promedio 0.03 mg/L
Desviacion estandar 0.04 Cumplimiento 96.1 %
Valor minimo 0.00 mg/L No

Valor maximo 0.20 mcI;/L cumilimiento 3.9%

Figura N°26. Evaluaciones de las concentraciones de iones nitrito en el agua de cultivo. Fuente:
elaboracion propia
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5.2.1.7 Concentracion de iones fosfato y amonio

La Figura N°27 muestra los resultados obtenidos referidos a las concentraciones
de iones fosfato en los estanques muestreados. El 100% de ellos presentaron
concentraciones de iones fosfato arriba del limite méximo de 0.2 mgiL,
encontrandose valores tan elevados de hasta 4.90 mg/L en una granja; mientras
que, para el caso de la concentracidon de amonio, la Figura N°28 muestra que
sélo un 23.1% de los estanques cumplieron con las concentraciones de amonio

inferiores o iguales a 0.1 mg/L.

La explicacidn para las elevadas concentraciones de dichos parametros se basa
en las investigaciones de Bueno et al @s)., y Félix-Cuenca et al )., quienes
exponen que los aumentos en dichos pardmetros se deben a factores como: la
frecuencia y la cantidad de alimento que se entrega a los peces, la tasa de
conversién alimenticia y las escorrentias que arrastran los fertilizantes al sistema
de riego; lo que finalmente produce la degradacién de la calidad del agua por
eutrofizacion, conllevando a la muerte de los peces por hipoxia. Ante todo, esto
y de acuerdo a los resultados obtenidos, se sugiere que tanto la concentracion
de iones fosfato como la de amonio, no se encuentran en condiciones éptimas

en estos estanques.



98

Concentracion de iones fosfato

¢¢-0TvaINH
¢c-0Tvavre
¢¢-0Tv3ydd
¢C-0TEIVA
¢C-0T¢3aOM
¢¢-0TY30d
¢¢-0TT30D
¢¢-0T¢3dd
¢C-0TYav
¢¢-07T€3dg
¢¢-0TT3ad1
¢C-0TVaASA
¢¢-0TT30I
¢¢-0T23dv
¢¢-0T¢aNN
¢¢-0T¢3AN
¢¢-0te3ec
¢C-60T3aAIN
¢¢-60¢3/11c
¢¢-6093d0
2¢-6023vd
2¢-60T3avle
¢¢-60€3INT
¢¢-60T349d
¢¢-6093vd
2¢¢-60739lI

(1/6w) O

$
g
S o
o o
—
2 8
o @
El ©FE
ERE:
5| &
(@) o
— |
> B B
gl ¥l €| €
M| ol | ©
| ©l | &
— o|
f -
[
2 o)
(@]
ol 8 E| E
S| B 2| X
o =| @
£l S| E| €
o| 3| 5| =
—| Q] O] O
0| 8 B ©
al = >
(O]
a

Figura N°27.Evaluaciones de las concentraciones de iones fosfato en el agua de cultivo. Fuente:

elaboracion propia
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Figura N°28. Evaluaciones de las concentraciones de amonio en agua de cultivo. Fuente:
elaboracién propia

5.2.2 Evaluaciones fisicoquimicas al agua de cultivo en funcién a los casos

positivos de Streptococcus agalactiae

Para poder establecer una asociacién entre los parametros fisicoquimicos del

agua de estanque, causantes de estrés en las tilapias, con los casos positivos a

S. agalactiae, es importante mencionar que tres de las granjas que resultaron
positivas (RAE209-22, MVE210-22 y ARE210-22), se ubican dentro del Cantén
Las Pavas en San Pablo Tacachico y cuyo recurso hidrico principal corresponde

al Rio Lempa, mientras que la granja CPE609-22 se encuentra ubica dentro del
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Canton Atiocoyo, siendo su suministro hidrico el tramo del canal RSL3 el cual
deriva del Rio Sucio (ver Anexo N°29). Esta informacion, ademas de permitirnos
asociar las variables en este estudio, nos permite establecer un antecedente
sobre una posible vinculacién de la calidad del agua proveniente del Rio Lempa

con la presencia de S. agalactiae.

5.2.2.1 Oxigeno disuelto, pH y temperatura

De acuerdo a lo visualizado en la Figura N°29 para el parametro de oxigeno
disuelto, se observa como el estanque MV210-22 mostré niveles muy por debajo
del valor éptimo minimo de 5.0 mg/L por lo que, bajo estas condiciones, se
considera que la baja concentracion de oxigeno disuelto es un factor de estrés

para las tilapias que se cultivan en ese estanque.

En el caso del parametro de pH, al utilizar el valor maximo éptimo de 8.4, referido
por el Informe de la Calidad de Aguas de Rios (ICAR) 0 , Se observa que los
estanques RAE209-22, CPE609-22 y ARE210-22 no mostraron mediciones en
condiciones o6ptimas respecto a dicho parametro ya que se encuentran por
encima del valor de 8.4, por lo que, en estos estanques, el pH alcalino se
considera un factor de estrés para estas tilapias. Finalmente, para el parametro
de temperatura, se evidencia que todas las evaluaciones se encontraron por
encima del valor maximo optimo que corresponde a los 30°C, por lo que también
se considera que las altas temperaturas del agua son otro factor de estrés en

estos estanques.
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OD, pHy T medidos in situ

35.00

30.00

25.00

20.00

15.00

10.00

- Bl &} DR §}
0.00 -

(A) RAE209-22 (B) CPE609-22 (C) MVE210-22 (D) ARE210-22

o

HOD (mg/L) mpH ®T (°C)

30.96
2.32 0.41 0.28
5.0-9.0 6.0-*84 25.0-30.0

Figura N°29. Oxigeno disuelto (OD), pH y temperatura (T) en los estanques positivos a S.
agalactiae, A) RAE209-22, B) CPE609-22, C) MVE210-22 y D) ARE210-22. *valor
referido de acuerdo al ICAR temperatura. Fuente: elaboracion propia

Figura N°30. Evaluacién de oxigeno disuelto, pH y temperatura in situ. Fuente: elaboracion propia



102

5.2.2.2 Alcalinidad y Dureza

Segun los datos mostrados en la Figura N°31, para el parametro de alcalinidad,
todos los estanques sobrepasaron el nivel méximo éptimo de 150 mg/L, ya sea
si se evaluan los datos de forma individual o su promedio; el mismo caso sucedid
con respecto al parametro de dureza, donde todos los valores se encontraron
arriba del limite maximo de 110 mg/L, sin embargo, en base a la investigacion de
Cavalcante et al 33)., la relacion de dureza/alcalinidad de estos estanques
correspondio a un valor mayor a 1 (D/A = 1) por lo que, esta relacién no afectaria
negativamente la salud de estos peces, por lo que bajo este criterio, las altas
concentraciones de alcalinidad y dureza no se consideran factores de estrés para

las tilapias cultivadas en estos estanques.

Alcalinidad y dureza

3 200.00 23 33
(@]
E
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100.00
50.00
0.00

(A) RAE209-22  (B) CPE609-22  (C) MVE210-22 (D) ARE210-22

m Alcalinidad ™ Dureza

225.67 260.00
20.53 35.66
50.0 - 150.0 80.0 - 110.0
(260.0/225.67) = 1.15

Figura N°31. Alcalinidad y dureza en los estanques positivos a S. agalactiae, A) RAE209-22, B)
CPE609-22, C) MVE210-22 y D) ARE210-22, *de acuerdo a Cavalcante et al. (s3).
Fuente: elaboracién propia
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Figura N°32. Resultados del andlisis volumétrico para determinar alcalinidad. Fuente: elaboracién
propia

Figura N°33. Resultados del andlisis volumétrico para determinar dureza. Fuente: elaboracion
propia

5.2.2.3 Nitrato y fosfato

Respecto a las mediciones de iones nitrato, los datos que se reflejan en la Figura
N°34 evidencian que la evaluacion de dicho parametro para el estanque RAE209-
22 no se encontré dentro del rango 6ptimo para el cultivo de tilapias, si se
considera el valor limite de 5.0 mg/L el cual es referido por el ICAR, sin embargo,
dado al hecho de que la concentracion en este estanque no supera los 10 mg/L,
se considera que no afecta negativamente la salud de las tilapias de acuerdo a
los estudios de Monsees et al @s)., por lo tanto la concentracion de iones nitrato

no se considera un factor de estrés en estos estanques.
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Para el caso de la concentracion de iones fosfato, tanto el valor promedio de las
evaluaciones como sus valores individuales se encontraron por encima del valor
méaximo éptimo de 0.20 mg/L, por lo que se considera que la alta concentracion

de iones fosfato es un factor de estrés en estos estanques.

Nitrato y fosfato
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5.01
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(A) RAE209-22 (B) CPE609-22 (C) MVE210-22 (D) ARE210-22

0.00

= Nitrato = Fosfato

1.73

2.38 1.00
15-*5.0 0.15-0.20

Figura N°34. Concentracion de iones nitrato en los estanques positivos a S. agalactiae, A)
RAE209-22, B) CPE609-22, C) MVE210-22 y D) ARE210-22. *valor referido de
acuerdo al ICAR. Fuente: elaboracion propia
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Figura N°35.Resultados del andlisis espectrofotométrico para determinar iones nitrato. Fuente:
elaboracidn propia

Figura N°36. Resultados del método colorimétrico para determinar iones fosfato. Fuente:
elaboracidn propia

5.2.2.4 Nitrito

Los datos presentados en la Figura N°37, sugieren que las evaluaciones de iones
nitrito para las cuatro muestras, se encontraron dentro del rango 6ptimo para el
cultivo de tilapias tanto en sus valores individuales como en su valor promedio,

también es importante mencionar que las muestras correspondientes a los



106

estanques CPE609-22 y MVE210-22 mostraron concentraciones menores que el
valor mas bajo del estandar utilizado para la curva de calibraciéon (< 0.01 mg/L),
por lo que se considera finalmente que las concentraciones de iones nitrito no

son un factor de estrés en estos estanques de tilapias.

nitritos

0.010
0.000 0.000
0.000

(A) RAE209-22 (B) CPE609-22 (C) MVE210-22 (D) ARE210-22

Figura N°37. Concentracion de iones nitrito en los estanques positivos a S. agalactiae, A)
RAE209-22, B) CPE609-22, C) MVE210-22 y D) ARE210-22. Fuente: elaboracion
propia

Figura N°38. Resultados del analisis fotométrico para determinar iones nitrito. Fuente: elaboracion
propia
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5.2.2.5 Amonio

Los resultados mostrados en la Figura N°39, evidencian que solo la
concentracion de amonio del estanque ARE210-22 se encontré por debajo del
valor optimo de 0.10 mg/L, aunque por una minima diferencia; del mismo modo,
las variables estadisticas sugieren que los datos se encuentran muy cercanos al
valor que representa el promedio, por lo que en base a esto, se considera que la

concentracion de amonio es un factor de estrés en estos estanques.

Amonio
0.60

(A) RAE209-22  (B) CPE609-22  (C) MVE210-22 (D) ARE210-22

Figura N°39. Concentracion de amonio en los estanques positivos a S. agalactiae, A) RAE209-
22, B) CPE609-22, C) MVE210-22 y D) ARE210-22. Fuente: elaboracion propia
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Figura N°40. Resultados del analisis fotométrico para determinacién de amonio. Fuente:
elaboracion propia
5.3 Correlacién de los parametros fisicoquimicos del agua de cultivo con

la presencia de Streptococcus agalactiae

A continuacion, se presentan todos los resultados referentes a la correlacion de
los parametros fisicoquimicos del agua con la presencia de S. agalactiae. Es
importante mencionar en este apartado, que las evaluaciones fisicoquimicas
presentadas corresponden a los promedios de las granjas muestreas por semana
(6 semanas en total, de 4 a 5 granjas muestreadas por semana) y que la
correlacion realizada es en base al hecho de que las calidades desfavorables del
agua de cultivo generan estrés en los peces, lo que afecta la respuesta inmune y

aumenta la susceptibilidad al patdgeno. ), 9
5.3.1 Oxigeno disuelto y pH

Segun los datos mostrados en la Figura N°41, se representan las variables de
temperatura y pH frente a los casos positivos a S. agalactiae. Para el parametro
de pH, se observa que todas las mediciones superaron el limite maximo de 8.4
sin embargo, dicha informacion es insuficiente debido al numero de aislamientos
gue se obtuvo, por lo que se concluye que la correlacion entre el pH y la presencia

de S. agalactiae es indeterminada. En lo que respecta a la variable de oxigeno
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disuelto (OD) se observa como a partir de la segunda semana de muestreo, los
valores obtenidos se encontraron por debajo del limite 6ptimo de 5.0 mg/L, a
excepcion de la tercera semana donde se evalué un minimo incremento hacia un
valor de 5.17 mg/L. Dado el hecho de que las mediciones de oxigeno disuelto
disminuyeron en las semanas donde se aislaron los casos positivos a S.
agalactiae, se sugiere una correlacion entre la baja concentracion del oxigeno

disuelto con la presencia de S. agalactiae.
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Figura N°41. Correlacion entre las variables oxigeno disuelto (OD) y pH con la presencia de S.
agalactiae. Fuente: elaboracion propia

5.3.2 Temperatura y lluvia acumulada

De acuerdo a lo presentado en la Figura N°42, se asociaron las variables de
temperatura y lluvia acumulada promedio frente a la presencia de S. agalactiae.
En lo que respecta a la temperatura, las evaluaciones en las primeras tres
semanas, se encontraron superando el limite maximo de 30.0 °C, lo que coincide
con los aislamientos de la bacteria, luego, a partir de la cuarta semana de

muestreo hasta el final, las temperaturas disminuyeron levemente sin
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encontrarse mas aislamientos, por lo que se sugiere una correlacion entre la

temperatura y la presencia de S. agalactiae.

En lo que respecta a la variable lluvia acumulada, los datos de las precipitaciones
por hora fueron tomados y recopilados de los reportes diarios del Ministerio de
Medio Ambiente y Recursos Naturales de El Salvador (MARN) para la Zona
Central de pais (www.marn.gob.sv). Segun la tendencia presentada, se
registraron lluvias de moderada (2.1 — 15 mm/h) a fuerte intensidad (15.1 — 30
mm/h) durante todo el muestreo, registrando en la primera semana de muestreo,
lluvias de 4.5 mm/h, para luego registrar una disminucion de ellas (2.5 mm/h) en
la segunda y tercera semana de muestreo, siendo ambas semanas donde se

reportaron los casos de S. agalactiae.

En la cuarta semana de muestreo se registraron lluvias de fuerte intensidad (20
mm/h) pero sin el aislamiento exitoso de mas casos positivos de S. agalactiae,
para luego en la quinta semana tener otro descenso en las lluvias hasta 3 mm/h.
Estos datos sugieren que la correlacion entre la presencia de lluvias con la
identificacion de S. agalactiae es indeterminada para este estudio ya que,
ademas, los valores de precipitaciones estuvieron por debajo de lo reportado por

Sapugahawatte et al. 12 (>400 mm) y sin que se obtuvieran mas casos positivos.


http://www.marn.gob.sv/
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Figura N°42. Correlacién entre las variables temperatura y lluvia acumulada con la presencia de
S. agalactiae. Fuente: elaboracion propia

5.3.3 Alcalinidad y dureza

La Figura N°43 muestra los datos relacionados a las variables de alcalinidad y
dureza respecto a los casos positivos de S. agalactiae. En relacion a la variable
dureza, se observa como los valores incrementaron a partir de la segunda
semana de muestreo, lo que coincidiendo con los aislamientos de S. agalactiae,
y se mantuvieron asi hasta el final del muestreo, también se evidencia que todos
los valores de dureza reportados, duplicaron el valor maximo 6ptimo de 110 mg/L,
mientras que para la variable de alcalinidad, los valores aumentaron, igualmente,
a partir de la segunda semana de muestreo, y que ademas, todos los valores de

alcalinidad reportados son superiores al valor maximo de 150 mg/L.

A pesar de que los datos de ambos pardmetros sugieren correlacion frente a la
presencia de S. agalactiae, se concluye que ésta es indeterminada debido a que
la informacion obtenida es insuficiente respecto a los casos positivos encontrados
en esta investigacibn y también, por el hecho de que la relacion

dureza/alcalinidad fue mayor a 1, lo que sugiere que las altas concentraciones
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de ambos parametros resultan inofensivas para la salud de las tilapias a pesar
de no estar en las condiciones Optimas, sin embargo para ambos casos es

necesario realizar futuras investigaciones orientadas a estudiar esta situacién en

particular.
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Figura N°43. Correlacién entre las variables alcalinidad y dureza con la presencia de S.
agalactiae. Fuente: elaboracion propia

5.3.4 Nitrato y fosfato

Los datos mostrados en la Figura N°44, reflejan primeramente la variable de
iones nitrato frente a los casos positivos de S. agalactiae. La mayoria de los
valores obtenidos estuvieron dentro del rango 6ptimo de 1.5 a 5.0 mg/L, siendo
la excepcidn el valor de 0.14 mg/L obtenido en la cuarta semana, aunque no se
identificaron mas casos positivos en esa semana, por lo que se sugiere que no
existe correlacién entre la concentracion de iones nitrato frente a la presencia de

S. agalactiae.
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Para la variable de iones fosfato, se observa que los valores aumentaron
progresivamente a partir de la segunda semana, teniendo soOlo una leve
disminucién al final del muestreo, ademas, todos los valores reportados se
encuentran arriba del limite méximo 6ptimo de 0.2 mg/L por lo que, bajo este
hecho, se sugiere una correlacion entre la alta concentracion de iones fosfato y

la presencia de S. agalactiae.
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Figura N°44. Correlacién entre las variables concentracion de iones fosfato y nitrato con la
presencia de S.agalactiae. Fuente: elaboracién propia

5.3.5 Nitrito

Los datos reflejados en la Figura N°45 muestran las diferentes concentraciones
de iones nitrito evaluadas durante las semanas de muestreo frente a los casos
positivos de S. agalactiae. Se observa que los valores aumentan luego de la
primera semana de muestreo, teniendo un descenso en la segunda semana de
muestreo, que fue donde se aislaron los primeros casos positivos, para luego

reportar otro aumento en los valores partir de la tercera semana de muestreo y
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hasta el final de este, sin embargo todos los valores se encuentran inferiores al
valor optimo el cual corresponde a 0.10 mg/L de iones nitrito, por lo que se
sugiere que no existe correlacién entre la concentracion de iones nitrito y la

presencia de S. agalactiae.
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Figura N°45. Correlacion entre la variable concentracion de iones nitrito con la presencia de S.
agalactiae. Fuente: elaboracion propia

5.3.6 Amonio

Respecto a los resultados presentados en la Figura N°46, para la variable
concentracion de amonio se reporté una disminucién de 0.77 mg/L en la primer
semana hasta un valor de 0.25 mg/L en la tercera semana de muestreo y que
coincide con los segundos aislamientos de la bacteria, luego en la ultima semana
de muestreo se reporto el valor mas bajo de todos que corresponde a 0.1 mg/L
el cual es el Unico que se considera dentro de las condiciones Optimas. Debido a
los valores de amonio tan dispersos obtenidos y al hecho de segun lo reportado

por Alicorp en su manual de cultivo de tilapia (Nicovita) a4 “niveles cercanos a 2.0



115

mg/L de amonio total son considerados critico, siendo también la toxicidad del
amonio no ionizado influenciada por las variables de oxigeno disuelto,
temperatura y pH” se concluye que la correlacion entre la presencia de S.

agalactiae y la concentracion de amonio es indeterminada para este estudio.
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Figura N°46. Correlacion entre la variable concentraciéon de amonio con la presencia de S.
agalactiae. Fuente: elaboracion propia

Con base a todos los resultados de esta investigacion respecto a las
evaluaciones fisicoquimicas del agua de cultivo y su influencia como factores de
estrés que afectan la salud de las tilapias y predisponen a la infeccién por S.
agalactiae, se sugiere que los parametros que se vinculan a este hecho son la
temperatura y la concentracion de iones fosfatos. Para el caso de la temperatura,
se obtuvieron valores superiores a los 30°C, los cuales son consistentes a los
reportes que han demostrado una fuerte correlacionan con la infeccion por
estreptococosis. Las altas temperaturas tienen diversos efectos sobre otras

variables como la reducciéon del oxigeno disuelto durante el dia, el aumento en
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su consumo por parte de los peces, el aumento de la actividad hemolitica que
predispone a facilitar la infeccion y las intoxicaciones por amonio y nitritos, y
ademas de que muchos factores de virulencia se sobre expresan a altas

temperaturas. as), 2

Para el caso de la concentracion de iones fosfatos, los valores obtenidos para
esta investigacion superan los 0.2 mg/L, el cual concuerda con lo reportado como
exceso de este elemento en los sistemas de acuicultura, ya sea por la actividad
agricola, industrial o por la actividad metabdlica de los propios peces. Un exceso
de fosfatos conlleva a la eutrofizacion del sistema de riego, produciendo una
mayor demanda bioquimica de oxigeno que a su vez disminuye el oxigeno

disponible y que finalmente produce el deterioro en la salud de los peces. s

Finalmente, se expone la necesidad de orientar a la evaluacién de la calidad del
agua de forma exhaustiva y asi poder establecer medidas que busquen la
resolucién del problema relacionada a las altas mortalidades en tilapias, como
puede ser la implementacion de sistemas de ventilacion/aireaciéon en los
estanques para controlar la temperatura, asi como también la adiccion de caliza
y el recambio frecuente del agua para la eliminacion del exceso de fosfatos a);
sin embargo también se expresa la necesidad de continuar la problematica con
futuras investigaciones que puedan ofrecer mayor informacién respecto al

respecto.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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6.0 Conclusiones

Se aislaron e identificaron cuatro muestras de Streptococcus agalactiae en
muestras de tilapia fresca, fenotipicamente similares al control positivo en
pruebas como la tincion de Gram, prueba de sensibilidad/resistencia a
antibioticos y el uso del kit Microgen® Strep-ID.

No fue posible la identificacidbn de Streptococcus agalactiae a partir de las
muestras de agua de cultivo debido a la ausencia de crecimientos
caracteristicos de la bacteria en los medios de cultivo utilizado para tal fin.

Los pardmetros fisicoquimicos de oxigeno disuelto, pH, temperatura,
concentracion de iones fosfato y amonio se encontraron fuera del rango
optimo para el cultivo de tilapias en alrededor del 70% de los estanques

muestreados.

En los cuatro estanques donde se logré aislar Streptococcus agalactiae, se
encontraron altos valores de pH, temperatura, concentracion de iones fosfato
y amonio, los cuales se consideran potenciales factores de estrés para las

tilapias que ahi se cultivan.

Los valores analizados en conjunto sugieren correlacion entre las altas
temperaturas y las altas concentraciones de iones fosfato con la presencia de
Streptococcus agalactiae como factores estresantes que aumentan la

susceptibilidad al patégeno.

La correlacion entre la presencia de Streptococcus agalactiae con los niveles

de pH, la presencia de lluvias, la alta alcalinidad y dureza, y la alta
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concentracion de amonio, resulté indeterminada para este estudio debido a
qgue la informacion es insuficiente respecto al numero de casos positivos de

Streptococcus agalactiae.



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES
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7.0 Recomendaciones

Al Ministerio del Medio Ambiente y Recurso Naturales, Ministerio de Agricultura

y Ganaderia, y la Asociacion de Regantes de Atiocoyo Sur:

1.

Que contemplen la posibilidad de implementar programas de gestion
agricolas y de desechos destinados a reducir la contaminacion del sistema de

riego hidrico del lugar.

Establecer procedimientos de monitoreo y evaluacion de tendencias ante los

casos tempranos de estreptococosis en las tilapias.

Que se desarrollen estrategias orientadas a la evaluacion, monitoreo y
mantenimiento de la calidad fisicoquimica del agua que se utiliza en

acuicultura.

A futuras investigaciones:

4.

Que se contemplen la posibilidad de utilizar un medio de enriquecimiento
selectivo para Streptococcus agalactiae como lo son el caldo Todd-Hewitt

suplementado y medios cromogénicos.

Que se dé seguimiento a los parametros fisicoquimicos como indicadores de
eutrofizacion del agua de cultivo, haciendo énfasis en aquellas condiciones
relacionadas a la proliferacion del patégeno y que puedan ser controladas

para asi, resolver de una mejor manera los casos de mortalidad en tilapias.



122

6. Que se desarrollen nuevas metodologias para evaluar la correlacion de
Streptococcus agalactiae con la calidad fisicoquimica del agua, asimismo el

uso de técnicas moleculares para la identificacién del patégeno.

7. Que se realicen nuevos estudios en donde se determine la presencia dicho
patdgeno en un tiempo mas prologado de investigacion, en diferentes épocas

del afio y con un mayor nimero de muestras de tilapia.
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ANEXOS



ANEXO N°1

DISTRITO DE RIEGO DE ATIOCOYO SUR, SAN PABLO TACACHICO,
LA LIBERTAD

ESQUEMA DE UBICACION SIN BSCALA

b

-

Y

Figura N°1. Distrito de Riego de Atiocoyo Sur, a) ubicacién geogréafica, b) cuadrante topografico
y distribucién hidrica (s7)



ANEXO N°2

CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA A PARTIR DEL SERVIDOR
WEB WINEPI

Tamafio de muestra: Detectar enfermedad (muestreo aleatorio y diagndstico perfecto)

Datos disponibles

Introduzea los siguientes datos para determinar el tamafio de muestra
minimo necesario para detectar una enfermedad (infeccién) en una
poblacion:

Nivel de confianza: |95 % v
Tamafio de la poblacién: | 150

Prevalencia minima esperada: |10 % v

Resultados

Se debe seleccionar una muestra con al menos 26 individuos para detectar,
con un nivel de confianza del 95%, si en una poblacion de 150 individuos
hay al menos un individuo enfermo asumiendo una prevalencia minima
esperada del 10%.

Tamafio de muestra: 26
Fraccion de muestreo: 17.3% (serfo1) (¥[4)

N° de enfermos a detectar: 15

Figura N°2. Célculo de muestra mediante WinEpi (ss)



ANEXO N°3

FORMATO DE LA HOJA DE RECOLECCION DE DATOS IN SITU

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA % ’
Determinaciones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus

Cédigo de muestra:

Mes Departamento
Dia Municipio

Afio Canton

Hora Caserio
Nombre N° de estanque
granja/propietario

Parametro 1° 2° 3° Promedio

Oxigeno disuelto
(mg/L)

Potencial de
hidrégeno (pH)

Temperatura (°C)

Condicién climéatica

Observaciones

Figura N°3. Hoja de recoleccion de datos para las evaluaciones in situ. Fuente: elaboracion
propia



ANEXO N°4

EQUIPOS UTILIZADOS PARA EL ANALISIS FISICOQUIMICO

-

Yoo I ETR - .=

ADUANETER

DR 2700

Figura N°4. Equipo para evaluaciones fisicoquimicas del agua de cultivo, a) Sonda
Sonda multiparametros Aquaread AP-700, b) Espectrofotometro Shimadzu
UV/VIS, c¢) Fotbmetro HACH DR2700



ANEXO N°5

PREPARACION DE LA MUESTRA DE TILAPIA PARA ANALISIS
MICROBIOLOGICO



Especies enfermas o
moribundas
recolectadas,
registrar
sintomatologia

Introducir  las
especies en
bafio de hielo
entre 5 a 10

Retirar la parte
diseccionada
hasta observar
el cerebro

=
F D

Retirar el cerebro con
asa bacteriolégica
estéril y colocarlo en
placa de Petri estéril

propia

minutos para
su sacrificio

Realizar un
segundo corte
transversal, de
aproximadament
e 15 cm de

profundidad

NN

Cambiar cuchillo u hoja
de bisturi y proceder a
diseccionar la parte
abdominal

En cabina de
flujo  laminar
estéril,
proceder a la
diseccion de la
especie

Realizar un corte
longitudinal de
aproximadament
e 1 cm de
profundidad

Realizar un corte en la
parte inferior de la
tilapia, iniciando desde
la aleta pélvica hasta
finalizar en la aleta anal

Figura N°5. Procedimiento para la preparacion de la muestra de tilapia. Fuente: elaboracién



Figura N°5 (Continuacion)

mm) :>\\\

/
Abrir  manualmente o Extraer los ojos,
hasta descubrir los Retirar higado y bazo, perforando  a
érganos internos y y colocarlo en caja de través de la
retirar con pinzas Petri juntO a.l CerebrO cuenca con un
bisturi

—

Retirar con pinzas los

Verter  todos los Tarar dos bolsas de ojos y depositarlo en
6rganos en una de las Stomacher previamente caja de Petri junto
bolsas y llevar a rotuladas, en balanza con los demas
Stomacher por 15 semianalitica 6rganos.

minutos a 230 rpm

Verter dentro de la bolsa, H .
50 mL de caldo BHI y omogenizar en

‘. . cerrar herméticamente St_omacher por 15
estéril, pesar una cantidad (cerrar inmediatamente minutos a 230 rpm

aproximada de 10 gramos el Erlenmeyer luego del
de mezcla en balanza vertido).

semianalitica dentro de una

nueva bolsa de Stomacher

Con ayuda de una espéatula



Figura N°5 (Continuacion)

Llevar a incubadora
de CO2al 5%

18 a 24 horas
37°C £2°C

Sellar el Erlenmeyer
con papel Parafilm

Verter la muestra
homogénea sobre el
mismo  Erlenmeyer
gue contenia los 50
mL de caldo BHI



ANEXO N°6

HOJA DE COTEJO PARA SINTOMATOLOGIA EXTERNA DE LAS
ESPECIES RECOLECTADAS

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA S
Determinaciones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. n|Iot|cus)

Cdédigo de muestra:

Fecha: | Hora:

Departamento:

Municipio:

Cantén/Caserio:

NuUmero de especies capturadas:

Nombre de la granja/propietario:

Numero de estanque:

SINTOMATOLOGIA EXTERNA REFERENTE A INFECCION POR Streptococcus spp.
Rellenar de acuerdo al nimero de especies positivas (i) entre el nimero de especies capturadas (T): i/T

Especies que presentaron natacion erratica:

Especies que presentan exoftalmo | unilateral: | bilateral:

Especies que presentan opacidad ocular:

Especies que presentan lesiones y/o hemorragias:

Especies muertas durante el transporte:

Otras observaciones:

Figura N°6. Hoja de cotejo utilizada para registrar la sintomatologia referente a estreptococosis.
Fuente: elaboracion propia



ANEXO N°7

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE Streptococcus agalactiae
OBTENIDO DE TILAPIAS

50 mL de caldo Inoculacion  por
Asa BHI + muestra estriado en
bacteriolégica de 6rganos cuadrantes  en
estéril agar sangre

I

3 Sellado de
Verificar Incubadora de las placas
crecimiento y COz al 5% inoculadas
morfologia

con apel
macroscaépica 24 a 48 horas parafilmp P

37°C £2°C

Realizar réplicas
del cultivo hasta
obtener colonias
caracteristicas de
S. agalactiae

Figura N°7. Procedimiento para el aislamiento y purificacion de S. agalactiae en tilapias. Fuente:
elaboracién propia



ANEXO N°8

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE Streptococcus agalactiae
OBTENIDO DE AGUA DE ESTANQUE



10.0 mL 10.0 mL

Dilucién DiI_szcic')n
101 10
Agitacion —— S
mecanica de
la Mx por 2 90.0 mL 90.0 mL
minutos caldo BHI caldo BHI
<
2
«

300 pL

v
Esparcir cada

in6culo con
asa en L estéril

Esparcir cada
in6culo con
asa en L estéril

\ )

f

Dejar en reposo por 10 minutos

Figura N°8. Procedimiento el aislamiento y purificacion de S. agalactiae en muestras de agua.
Fuente: elaboracion propia



Figura N°8 (continuacion)

Sellar con parafilm Sellar con parafilm

\ )
|

Incubadora de CO2 al 5%
37°C + 2°C
24- 48 horas

Verificar crecimiento y morfologia
macroscoépica

Realizar réplicas del cultivo
hasta obtener colonias
caracteristicas de S.
agalactiae



ANEXO N°9

PROCEDIMIENTO PARA LA TINCION DE GRAM

F‘_ = P [ et

b = AH = S

U < /4 > = %\ N
| U N

AGREGAR CRISTAL VIOLETA :

FIJANDO AL MECHERO LAVAR CON AGUA DESTILADA
Esperar 1 minuto

\

= Bz (&= /5:4‘\

AGREGAR ALCOHOL ACETONA K
LAVAR CON AGUA DESTILADA Esperar 1 minuto

Esperar de 5 a 10
segundos

\

AGREGAR SAFRANINA LAVAR CON AGUA DESTILADA

Esperar 40
segundos

LAVAR CON AGUA DESTILADA

SECAR

Figura N°9. Procedimiento para la tincion de GRAM (22



ANEXO N°10

PRUEBA DE CAMP

S. aureus

M.O de prueba M.O de prueba

M.O de prueba M.O de prueba

Figura N°10. procedimiento para la prueba de CAMP. Fuente: elaboracién propia



ANEXO N°11

ESQUEMA PARA LA PRUEBA DE RESISTENCIA/SENSIBILIDAD A
ANTIBIOTICOS

Figura N°11. Procedimiento para la colocacidon de los discos de antibiéticos. Fuente: elaboracion
propia



ANEXO N°12

IDENTIFICACION MEDIANTE MICROGEN® STREP-ID



= g =1/

Colonias aisladas Registrar Extragr suf|9|entes
y purificadas de S. hemolisis colonias - aisladas
agalactiae observada |der,1t|_cas, con asa
estéril
L

|OOO |OOSOUTCD)-IODQ |OOO| <—| :

12 2 456 7889 101112

Retirar la cinta Emulsionar hasta Depositar en
adhesiva protectora obtener una Sin. tubo
(No descartar) 2.0 McFarland McFarland

A 100 Ul Agregar 100 pL
gregar H sobre una placa de "
a cada pocillo agar sangre aerobicamente entre

Incubar

35-37°C y de 18-24
horas (junto con
Strep-ID y Sin. de

/ hipurato)
Strep-1D

loooooojooolooo|

123 456 789 10 11 12

(control pureza)

Agregar de 3 a 4 gotas de aceite
mineral (proporcionado en el kit)
al micropocillo 12

Figura N°12. Procedimiento para identificacion con Microgen® Strep-ID. Fuente: elaboracién
propia



Figura N°12 (Continuacion)

Strep-1D b [
looojooojooolooo] |:> :>

123 456 789 101112 Sella la ti | int
ella la lira con la cinta Incubar

adhezlva que- se habia aeroébicamente entre
retirado anteriormente 35-37°C y de 18-24

horas (junto con el
control pureza y Sin.
de hipurato)

d (= Strep-ID
2l (== [ooloodopoo] (T

123 456 789 1011 12

Retirar la cinta

+ 1 gota
adhesiva

reactivo VPI

+ 1 gota
reactivo
VPII

Strep-1D

" ‘ <::I looolooolooolodo

123 456 789 10 11 12

+ 1 gota

reactivo
PYR
Esperar
entre 15 a

30 minutos

para
registrar Esperar entre 5 a 10 minutos

resultados para registrar resultados



Figura N°12 (Continuacion)

MICROGEN STREP-ID
REPORT FORM

*/

Registrar todas las

reacciones positivas, T e B
utilizando la tabla de .
colores y el formulario [ ) ° OO0 0 U
Strep-ID - @ 0 0@
o0 000




ANEXO N°13

TABLA DE COLORES Y FORMULARIO PARA RESULTADOS DE
MICROGEN® STREP-ID

POZO/NAPFHEN

1GODET 1a6 7 8 9a10 1" 12

Carbohidrato PHS, . B
Reaccién Fermentacion esculina Voges Proskauer BGA PYR Arginina hipurato
Negativo

o O

Positivo O

0@ O

O
O
® O

MICROGEN STREP-ID

REPORT FORM
Lab. No.

MICROGEN
BCFREDUETS

Specimen Type:

Date:

Strep-1D

Well Number 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Reaction HIP | AHE | BHE | MEL [ SOR | INU | LAC | ARA | RIB | ESC | VP | PHS | BGA | PYR | ARG
24 hours
Reaction 4 2 1 4 2 1 4 2 1 4 2 1 4
Index

Sum of
positive
reactions

8]

Profile No. Final identification:

Figura N°13. Complementos del kit Microgen® Strep-ID, a) tabla de colores para
reacciones positivas/negativas, b) formulario para reporte ()



ANEXO N°14

PRUEBA COMPLEMENTARIA PARA MICROGEN® STREP-ID
(HIDROLISIS DEL HIPURATO)

4 -
3 gotas
= = — - /

Colonias caracteristicas

SIn. de hipurato Tubo vacio S. agalactiae

(proporcionada
en el kit)

Emulsionar <:| |
| O tapar |

Agregar un pequefio
in6culo a la SIn. de
hipurato

Incubar  aerdébicamente
entre 35-37°C y de 18-24
horas (junto con el control
pureza y strep-ID)

+ 3 gotas reactivo de Esperar entre 10 a 15 Registrar resultado
n|nh|dr|na al 3% minutos. Verificar reaccion en el formulario
(cuidadosamente). con la tabla de colores Strep-ID

No mezclar (proporcionada por el kit)

Figura N°14. Procedimiento para la hidrélisis del hipurato. Fuente: elaboracién propia



ANEXO N°15
DETERMINACION DE LA ALCALINIDAD EN EL AGUA DE ESTANQUE

a. Preparacion del blanco 20.0 ml

— O
z ,#-‘J :> ) : + 2 gotas
— ] L <:| anaranjado

Agua destilada -S de metilo
F
EJ‘:V'—‘"
<:I i H2S04 0.02N
i b .:.

Registrar —

volumen e

gastado de

valorante

20.0 mL

Y

b. andlisis de la muestra

Filtrar al vacio

(
con  papel |:> . \ + 2 gotas
Whatman B <:| anaranjado
grado 41 > — de metilo
Agitacién
mecénica de
la Mx por 2
minutos

Viraje de |:> 7 b
amarillo a rojo *

Registrar volumen
gastado de
valorante

Figura N°15. Procedimiento para determinar alcalinidad en muestras de agua. Fuente:
elaboracion propia



ANEXO N°16

DETERMINACION DE LA DUREZA EN EL AGUA DE ESTANQUE



a. Preparacion del blanco 50.0 mL

T/J I:> | eomL

Agua destilada s ’B
* SlIn. tampén
NH4CI-NH4OH
*nota: a partir
de este punto,
+ 2 gotas negro pH= 10£0.1 cronometrar 5
de Eriocromo T minutos para
realizar la
titulacion
H i
EE?A‘ P
‘ < /
EDTA Viraje de rojo :> *
0.1M vino a azul Registrar
| volumen
S gastado  de
valorante

b. analisis de la muestra

25.0 mL
> 4
Agitacion :.-*\
mecanica de
la Mx por 2
minutos

Figura N°16. Procedimiento para determinar dureza en muestras de agua. Fuente:
elaboracién propia



Figura N°16 (continuacion)

b. analisis de la muestra

* SIn. tampodn

NH4CI-NH4OH

*nota: a partir
de este punto,
cronometrar 5
minutos para
realizar la
titulacion

+25.0 mL
25 mL Mx Agua destilada
pH=10+0.1

!

+ 2 gotas negro
de Eriocromo T

4

ll‘ I

‘f EDTA

0.1M :>
(\_\\:‘_—‘_.___‘

Viraje de rojo :> & >

vino a azul *
Registrar
volumen
gastado de

valorante



ANEXO N°17

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE IONES NITRATO EN
EL AGUA DE ESTANQUE



a. preparacion de la curva de calibracion

Solucién 1mL SIn estandar

e : T
y . l:> m [ ; Aforar con agua
l : hasta 100mL
1000ppm j
PP _ 10ppm

s

-

B — v {-
5mL 10mL 10mL 40mL

G Qum) Q0w WO

4ppm 8ppm

1ppm 2ppm

b. analisis de la muestra Transferir 50 mL de muestra a un
balén volumétrico de 50.0 mL

Agitar la muestra
en su contenedor
para homogenizar

Filtrar la muestra al vacio

Figura N°17. Procedimiento para determinar nitratos en muestras de agua. Fuente: elaboracién

propia



Figura N°17 (Continuacion)

Agregar 1 mL
de HCI 1 N a
Leer la absorbancia a los 50. 0 mL de

220nmy a 275nm Mx y mezclar



ANEXO N°18

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE IONES NITRITO

=)

Lavar los tubos de
ensayo con agua
desmineralizada

Tomar 5 mL de la
muestra filtrada y
traspasarla a un
tubo de ensayo

Dejar Agregar una
microcucharad

Leer la ' muestra a reposar por a del reactivo
una longitud de onda 10 minutos NO22y agitar
de 540 nm

Figura N°18. Procedimiento para determinar nitritos en muestras de agua. Fuente: elaboracion
propia



ANEXO N°19

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE IONES FOSFATO

" 5mL cada tubo '““' ‘ l
| | > s (L,
A/
Muestra Adicionar 1mL
filtrada a cada tubo del
reactivo A

Adicionar 1 mL
a cada tubo del
Tapar, agitar y reactivo B
dejar  reposar
a longitud de onda por 15 minutos

de 420 nm

Leer absorbancia

Figura N°19. Procedimiento para determinar fosfatos en muestras de agua. Fuente: elaboracion
propia



ANEXO N°20

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE IONES AMONIO

Agitar en cada
adiccion:

e 1 mL de solucion
de fenol

z e 1 mL de solucién
25 de nitroprusiato
| ml | de sodio al 0.5%
o = o 25mLde
Muestra Erlenmeyer snliicidn anxidante

filtrada de 50 mL

Dejar que el color se
desarrolle a
temperatura ambiente
(22 a 27 °C) con luz
tenue  durante al
menos 1 hora

Tapar con
papel Parafilm

Leer
absorbancia a
640 nm

Figura N°20. Procedimiento para determinar nitritos en muestras de agua. Fuente: elaboracion
propia



ANEXO N°21

PREPARACION DE REACTIVOS PARA ANALISIS QUIMICO



1. Reactivos para la determinacion de la alcalinidad por método

volumétrico

Solucion de carbonato de sodio (Na2CO3) 0.05 N

- Secar de 3 a5 g de estandar primario de Na2COs a 250 °C durante 4 horas y
enfriar en un desecador. Pesar 2.5 + 0.2 g, transferir a un matraz aforado de
1L, llenar el matraz hasta la marca con agua destilada, mezclar y disolver el

reactivo. No conservar mas de 1 semana.
Solucién de acido sulfarico al 0.02 N

Diluir 200.0 mL de acido sulfarico concentrado (pureza=97%, p=1.18 g/mL)
en 1000 mL de agua destilada o desionizada. Estandarizar por titulacion
potenciométrica de 15.0 mL de solucion de Na2COs 0.05N. 1 mL equivale a
1.00 mg de CaCOs.

2. Reactivos parala determinacion de la dureza por método volumeétrico
Solucion Buffer

- Disolver 16.9 g de cloruro de amonio (NH4Cl) en 143 mL de hidréxido de
amonio concentrado (NH4OH). Agregar 1.25 g de sal magnésica de EDTA

(disponible comercialmente) y diluir a 250 mL con agua destilada.
Indicador negro de Eriocromo T

- Disolver 0.5 g de negro de Eriocromo T (calidad reactivo) en 100 mL de

trietanolamina o etilenglicol.



3. Reactivos parala determinacion de la concentracion de iones nitratos
Solucién madre de nitrato

- Secar nitrato de potasio (KNOs) en horno a 103-105°C durante 24 horas,
luego disolver 0. 7218g + 0.005g en agua y diluir a 1000 mL. Agregar 2 ml de
cloroformo (CHCIs) para conservar la solucién la cual puede permanecer

estable hasta 6 meses.
Solucién de &cido clorhidrico (HCI) 1 N

- Diluir 83 mL de acido clorhidrico concentrado en 1000 mL de agua destilada.
Conservar en recipiente de polietileno de alta densidad. La solucion puede

permanecer estable durante 1 afio si se mantiene cerrada.

4. Reactivos para la determinacién de la concentracion de iones fosfato
Solucion A

- Disolver 25 g de molibdato de amonio, (NH4)sM07024.4H20, en 300 mL de

agua destilada.
Solucién B

- Disolver 1,25 g de metavanadato de amonio, NH4VOs, por calentamiento a
ebullicibn en 300 mL de agua destilada. Frio y agregue 330 mL de HCI
concentrado. Enfrie la Solucion B a temperatura ambiente, vierta la Solucion

A en la Solucion B, mezcle y diluya a un litro.
Solucion estandar de fosfato

- Disolver en agua destilada 219,5 mg de KH2PO4 anhidro y diluir a 1000 mL.



5. Reactivos para la determinacion de la concentracion de iones amonio
Solucién de fenol

- Mezcle 11.1 mL de fenol licuado (89 %) con alcohol etilico al 95% v/v hasta

un volumen final de 100 mL. Preparar semanalmente.
Nitroprusiato de sodio, 0,5 % p/v

- Disolver 0,5 g de sodio nitroprusiato en 100 mL de agua desionizada.

Almacenar en botella &mbar hasta por 1 mes.
Citrato alcalino

- Disolver 200 g de citrato trisédico y 10 g hidroxido de sodio en agua

desionizada. Diluir a 1000 mL.
Hipoclorito de sodio, solucion comercial, alrededor del 5%

- Esta solucién se descompone lentamente una vez que el sello de la tapa de
la botella es roto. Reemplace aproximadamente cada 2 meses.

Solucién oxidante

- Mezclar 100 mL de solucion de citrato alcalino con 25 mL de hipoclorito de

sodio. Preparar fresco todos los dias.
Solucién de amonio comun

- Disolver 3.819 g de NH4ClI anhidro (secado a 100 °C) en agua Yy diluir hasta
1000 mL.



ANEXO N°22

EVALUACIONES PRELIMINARES HECHAS AL DISTRITO DE RIEGO
DE ATIOCOYO SUR

Figura N°22. Distrito de Riego de Atiocoyo Sur y su grado de contaminacion. Fuente: elaboracion
propia



ANEXO N°23

RECOLECCION Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

Figura N°23. Recoleccion y transporte de muestras, a) agua para analisis microbiolégico

b) tilapias frescas, ¢) muestras de aguas para analisis fisicoquimico. Fuente:
elaboracién propia



ANEXO N°24

PREPARACION DE LA MUESTRA DE TILAPIAS (POOL DE
ORGANOS)

Figura N°24. Procedimiento para la preparacién de la muestra de tilapia fresca. Fuente:
elaboracion propia



ANEXO N°25

HOJAS DE COTEJO REFERENTE A LA SINTOMATOLOGIA
EXTERNA POR ESTREPTOCOCOSIS EN LAS TILAPIAS CAPTURAS



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
G2 FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
Determinaciones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O.niloticus)

Cdédigo de muestra: PBE109-22

Fecha: 22/9/22 Hora: 09:47
Departamento: La Libertad Lat: N 14°01.6218"
Municipio: San Pablo Tacachico Lon: W 089°19.4428'

Cantén/Caserio: Atiocoyo

Numero de especies capturadas: 4

Nombre de la granja/propietario: el pelibuey

Numero de estanque: 1

SINTOMATOLOGIA EXTERNA REFERENTE A INFECCION POR Streptococcus spp.
Rellenar de acuerdo al nimero de especies positivas (i) entre el nimero de especies capturadas (T): i/T

Especies que presentaron natacién erratica: 1/4

Especies gue presentan exoftalmo | unilateral: 0/4 | bilateral: 1/4

Especies que presentan opacidad ocular: 1/4

Especies gue presentan lesiones y/o hemorragias: 0/4

Especies muertas durante el transporte: 0/4

Otras observaciones:

Figura N°25. Hoja para la toma de sintomatologia por estreptococosis, PBE109-22. Fuente:

elaboracion propia



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
Determmamones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus)

Cdédigo de muestra: RAE209-22

Fecha: 26/9/22 Hora: 11:07
Departamento: La Libertad Lat: N 14°01.5130
Municipio: San Pablo Tacachico Lon: W 089°19.4763'

Cantén/Caserio: Atiocoyo

Numero de especies capturadas: 4

Nombre de la granja/propietario: Atiocoyo

Numero de estanque: 2

SINTOMATOLOGIA EXTERNA REFERENTE A INFECCION POR Streptococcus spp.
Rellenar de acuerdo al nimero de especies positivas (i) entre el nimero de especies capturadas (T): i/T

Especies que presentaron natacién erratica: 3/4

Especies gue presentan exoftalmo | unilateral: 0/4 | bilateral: 2/4

Especies que presentan opacidad ocular: 1/4

Especies que presentan lesiones y/o hemorragias: 2/4

Especies muertas durante el transporte: 1/4

Otras observaciones:

Figura N°26. Hoja para la toma de sintomatologia por estreptococosis, granja RAE209-22.

Fuente: elaboracion propia



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
Determmamones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus)

Cdédigo de muestra: CPE609-22

Fecha: 26/9/22 Hora: 13:00
Departamento: La Libertad Lat: N 14°00.3773'
Municipio: San Pablo Tacachico Lon: W 089°17.5961

Cantén/Caserio: Atiocoyo

Numero de especies capturadas: 4

Nombre de la granja/propietario: CENDEPESCA

Numero de estanque: 6

SINTOMATOLOGIA EXTERNA REFERENTE A INFECCION POR Streptococcus spp.
Rellenar de acuerdo al nimero de especies positivas (i) entre el nimero de especies capturadas (T): i/T

Especies que presentaron natacién errética: 1/4

Especies que presentan exoftalmo | unilateral: 0/4 | bilateral: 1/4

Especies que presentan opacidad ocular: 1/4

Especies que presentan lesiones y/o hemorragias: 0/4

Especies muertas durante el transporte: 0/4

Otras observaciones:

Figura N°27. Hoja para la toma de sintomatologia por estreptococosis, granja CPE609-22.

Fuente: elaboracion propia



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
: FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA *
Determlnacmnes fisicoguimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus)

Cédigo de muestra: MVE210-22

Fecha: 3/10/22 Hora: 12:00
Departamento: La Libertad Lat: N 14°02.4221'
Municipio: San Pablo Tacachico Lon: W 089°18.7842'

Cantén/Caserio: Atiocoyo

NuUmero de especies capturadas: 4

Nombre de la granja/propietario: Manuel Verganza

Numero de estanque: 2

SINTOMATOLOGIA EXTERNA REFERENTE A INFECCION POR Streptococcus spp.
Rellenar de acuerdo al nimero de especies positivas (i) entre el nimero de especies capturadas
(M:ilT

Especies que presentaron natacion erratica: 3/4

Especies que presentan exoftalmo | unilateral: 0/4 | bilateral: 0/4

Especies que presentan opacidad ocular: 0/4

Especies que presentan lesiones y/o hemorragias: 1/4

Especies muertas durante el transporte: 0/4

Otras observaciones:

Figura N°28. Hoja para la toma de sintomatologia por estreptococosis, granja MVE210-22.

Fuente: elaboracion propia




UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
: FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
Determmamones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus)

Cdédigo de muestra: ARE210-22

Fecha: 6/10/22 Hora: 9:03
Departamento: La Libertad Lat: N 14°02.3283'
Municipio: San Pablo Tacachico Lon:W 089°20.0035'

Cantén/Caserio: Atiocoyo

Numero de especies capturadas: 4

Nombre de la granja/propietario: Adolfo Rodriguez

Numero de estanque: 2

SINTOMATOLOGIA EXTERNA REFERENTE A INFECCION POR Streptococcus spp.
Rellenar de acuerdo al nimero de especies positivas (i) entre el nimero de especies capturadas (T): i/T

Especies que presentaron natacién erratica: 0/4

Especies gue presentan exoftalmo | unilateral: 0/4 | bilateral: 0/4

Especies que presentan opacidad ocular: 0/4

Especies que presentan lesiones y/o hemorragias: 0/4

Especies muertas durante el transporte: 1/4

Otras observaciones:

Especies muertas en las orillas del estanque

Figura N°29. Hoja para la toma de sintomatologia por estreptococosis, granja ARE210-22.

Fuente: elaboracion propia



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
: FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
Determmamones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus)

Cédigo de muestra: YAE310-22

Fecha: 24/10/22 Hora: 10:37
Departamento: La Libertad Lat: N 14°00.5860'
Municipio: San Pablo Tacachico Lon: W 089°17.6113'

Cantén/Caserio: Atiocoyo

Numero de especies capturadas: 4

Nombre de la granja/propietario: Yanira Alas

Numero de estanque: 3

SINTOMATOLOGIA EXTERNA REFERENTE A INFECCION POR Streptococcus spp.
Rellenar de acuerdo al nimero de especies positivas (i) entre el nimero de especies
capturadas (T): /T

Especies que presentaron natacién errética: 0/4

Especies que presentan exoftalmo | unilateral: 0/4 | bilateral: 0/4

Especies que presentan opacidad ocular: 0/4

Especies gue presentan lesiones y/o hemorragias: 0/4

Especies muertas durante el transporte: 0/4

Otras observaciones:

Figura N°30. Hoja para la toma de sintomatologia por estreptococosis, granja YAE310-22. Fuente:

elaboracion propia



ANEXO N°26

INFORME MICROGEN® STREP-ID REFERENTE A LOS CASOS
POSITIVOS A S. agalactiae



Microgen ID =

Versién2.0.8.33

Microgen Strep IDSpanish

Detalles de muestra Notas
Fecha  19/9/2022
Referencia de laboratorio Lab alimentos, CENSALUD
Nombre S.agalactiae ATTC 12386
Tipo de muestra  criovial
Origen (planta/ubicacion)

Introduccion de resultados
Cédigo octal 50511

+ HIP Hippurate Hydrolysis — AHE Alpha Haemolysis + BHE Beta Haemolysis

— MEL Acid from Melibiose — SOR Acid from Sorbitol — INU Acid from Inulin

+ LAC Acid from Lactose — ARA Acid from Arabinose + RIB Acid from Ribose

— ESC Esculin Hydrolysis — VP Voges Proskauer + PHS Phosphatase

— BGA B - Galactosidase — PYR Pyrrolidonyl Arylamidase + ARG Arginine Dihydrolase

Analisis de identificacion

Streptococcus agalactiae Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis Streptococcus dysgalactiae ssp. dysgalactiae Streptococcus equi subsp.

Opcién de ID seleccionada Si No No No
Probabilidad 1/8 1/737 1/540,549 1/668,720
Porcentaje de probabilidad 98.86% 1.14% <0.01% <0.01%
Similitud 33.33% 0.18% <0.01% <0.01%
Cepa aislada humana Si Si No No
Pruebas contrarias
Prueba 1 BGA(99%) HIP(0.1%) HIP(0.1%)
Prueba 2 HIP(15%) BHE(2%) SOR(99%)
Prueba 3 ESC(80%)
Pruebas adicionales Si Si Si Si
Acid from Mannitol 7% 0.1% 0.1% 0.1%
Acid from Trehalose  99.9% 99% 99% 0.1%
Acid from Glycerol  10% 28% 0.1% 0.1%
Esculin + 6.5% NaCl 30% 0.1% 0.1% 0.1%
Esculin + Bile 30% 0.1% 0.1% 0.1%
Comentarios adicionales 2

2. Anteriormente conocida como Streptococcus Group L. Journal of Clinical Microbiology
1998, 36: 1902 - 1906
Comentarios de identificacion
Buena Identificacién de Streptococcus agalactiae
La cepa no es tipica (es posible que haya una prueba contraria), pero esti bien diferenciada del resto de
opciones de identificacion sugeridas

Figura N°31. Resultados Microgen Strep-ID para cepa ATCC de S. agalactiae. Fuente:
elaboracion propia



Microgen ID =

Version2.0.8.33

Microgen Strep IDSpanish

Detalles de muestra Notas
Fecha 28/9/2022
Referencia de laboratorio Lab alimentos, CENSALUD
Nombre RAE209-22
Tipo de muestra pool tilapia
Origen (planta/ubicacién)

Introduccion de resultados
Cadigo octal 50111

+ HIP Hippurate Hydrolysis
— MEL Acid from Melibiose
— LAC Acid from Lactose

— AHE Alpha Haemolysis
— SOR Acid from Sorbitol
— ARA Acid from Arabinose

+ BHE Beta Haemolysis
— INU Acid from Inulin
+ RIB Acid from Ribose

— ESC Esculin Hydrolysis
— BGA B - Galactosidase

— VP Voges Proskauer + PHS Phosphatase
— PYR Pyrrolidonyl Arylamidase + ARG Arginine Dihydrolase

Analisis de identificacion

Str i porcinus Str dy: SSp. d ssp. St
Opcién de ID seleccionada Si No No No Nc
Probabilidad 1/20 1/105,919 1/736,498 1/2,162,194 1k
Porcentaje de probabilidad 99.98% 0.02% <0.01% <0.01% <C
Similitud 14.29% <0.01% <0.01% <0.01% <C
Cepa aislada humana Si Si Si No N¢
Pruebas contrarias
Prueba 1 ESC(99%) LAC(99.9%) HIP(0.1%) HI
Prueba 2 VP(95%) BGA(99%) BHE(2%) PY
Prueba 3 SOR(90%) HIP(15%) LAC(80%) E¢
Pruebas adicionales Si Si Si Si Si
Acid from Mannitol 7% 98% 0.1% 0.1% 9z
Acid from Glycerol  10% 84% 28% 0.1% 0.
Esculin + 6.5% NaCl 30% 0.1% 0.1% 0.1% 1C
Esculin + Bile 30% 0.1% 0.1% 0.1% 0.
Colony Pigmentation 25% 0.1% 0.1% 0.1% 0.
Comentarios adicionales 2

2. Anteriormente conocida como Streptococcus Group L. Journal of Clinical Microbiology
1998, 36: 1902 - 1906
Comentarios de identificacion
Identificacion Aceptable de Streptococcus agalactiae
La cepa no es tipica (es posible que haya una o varias pruebas contrarias), pero estd bien diferenciada
del resto de opciones de identificacion sugeridas

Figura N°32. Resultados Microgen Strep-ID para muestra de tilapia RAE209-22.
Fuente: elaboracion propia




Microgen ID

—
Versién2.0.8.33
Microgen Strep IDSpanish
Detalles de muestra Notas
Fecha 28/9/2022
Referencia de laboratorio ~ Lab alimentos, CENSALUD
Nombre CPE609-22
Tipo de muestra pool tilapia
Origen (planta/ubicacion)
Introduccion de resultados
Cédigo octal 50111
+ HIP Hippurate Hydrolysis — AHE Alpha Haemolysis + BHE Beta Haemolysis
— MEL Acid from Melibiose — SOR Acid from Sorbitol — INU Acid from Inulin
— LAC Acid from Lactose — ARA Acid from Arabinose + RIB Acid from Ribose
— ESC Esculin Hydrolysis — VP Voges Proskauer + PHS Phosphatase
— BGA B - Galactosidase — PYR Pyrrolidonyl Arylamidase + ARG Arginine Dihydrolase
Analisis de identificacion
Streptococcus agalactiae Streptococcus porcinus Streptococcus dysgalactiae ssp. Str ssp. d! St
Opcion de ID seleccionada Si No No No N¢
Probabilidad 1/20 1/105,919 1/736,498 1/2,162,194 1/
Porcentaje de probabilidad 99.98% 0.02% <0.01% <0.01% <C
Similitud 14.29% <0.01% <0.01% <0.01% <C
Cepa aislada humana Si Si Si No N¢
Pruebas contrarias
Prueba 1 ESC(99%) LAC(99.9%) HIP(0.1%) HI
Prueba 2 VP(95%) BGA(99%) BHE(2%) P\
Prueba 3 SOR(90%) HIP(15%) LAC(80%) ES
Pruebas adicionales Si Si Si Si Si
Acid from Mannitol 7% 98% 0.1% 0.1% 92
Acid from Glycerol  10% 84% 28% 0.1% 0.
Esculin + 6.5% NaCl 30% 0.1% 0.1% 0.1% 1C
Esculin + Bile 30% 0.1% 0.1% 0.1% 0.
Colony Pigmentation 25% 0.1% 0.1% 0.1% 0.

Comentarios adicionales

2. Anteriormente conocida como Streptococcus Group L. Journal of Clinical Microbiology
1998, 36: 1902 - 1906

Comentarios de identificacion

Identificacion Aceptable de Streptococcus agalactiae

La cepa no es tipica (es posible que haya una o varias pruebas contrarias), pero esta bien diferenciada
del resto de opciones de identificacién sugeridas

Figura N°33. Resultados Microgen Strep-ID para muestra de tilapia CPE609-22.
Fuente: elaboracion propia




Microgen ID =

Versién2.0.8.33

Microgen Strep IDSpanish

Detalles de muestra Notas
Fecha  5/10/2022
Referencia de laboratorio  Lab alimentos, CENSALUD
Nombre MVE210-22
Tipo de muestra pool tilapia
Origen (planta/ubicacion)

Introduccioén de resultados
Cédigo octal 50111

+ HIP Hippurate Hydrolysis — AHE Alpha Haemolysis + BHE Beta Haemolysis
— MEL Acid from Melibiose — SOR Acid from Sorbitol — INU Acid from Inulin
— LAC Acid from Lactose — ARA Acid from Arabinose + RIB Acid from Ribose
— ESC Esculin Hydrolysis — VP Voges Proskauer + PHS Phosphatase
— BGA B - Galactosidase — PYR Pyrrolidonyl Arylamidase + ARG Arginine Dihydrolase
Analisis de identificacion
Streptococcus agalactiae Streptococcus porcinus Streptococcus dysgalactiae ssp. Str ssp. d! St
Opcion de ID seleccionada Si No No No N¢
Probabilidad 1/20 1/105,919 1/736,498 1/2,162,194 1k
Porcentaje de probabilidad 99.98% 0.02% <0.01% <0.01% <C
Similitud 14.29% <0.01% <0.01% <0.01% <C
Cepa aislada humana Si Si Si No N¢
Pruebas contrarias
Prueba 1 ESC(99%) LAC(99.9%) HIP(0.1%) HI
Prueba 2 VP(95%) BGA(99%) BHE(2%) PY
Prueba 3 SOR(90%) HIP(15%) LAC(80%) =
Pruebas adicionales Si Si Si Si Si
Acid from Mannitol 7% 98% 0.1% 0.1% 92
Acid from Glycerol  10% 84% 28% 0.1% 0.
Esculin + 6.5% NaCl 30% 0.1% 0.1% 0.1% 1C
Esculin + Bile 30% 0.1% 0.1% 0.1% 0.
Colony Pigmentation 25% 0.1% 0.1% 0.1% 0.

Comentarios adicionales
2. Anteriormente conocida como Streptococcus Group L. Journal of Clinical Microbiology
1998, 36: 1902 - 1906

Comentarios de identificacion

Identificacion Aceptable de Streptococcus agalactiae
La cepa no es tipica (es posible que haya una o varias pruebas contrarias), pero esta bien diferenciada
del resto de opciones de identificacién sugeridas

Figura N°34. Resultados Microgen Strep-ID para muestra de tilapia MVE210-22.
Fuente: elaboracion propia



Microgen ID =

Versién2.0.8.33

Microgen Strep IDSpanish

Detalles de muestra Notas
Fecha  8/10/2022
Referencia de laboratorio ~ Lab alimentos, CENSALUD
Nombre  ARE210-2250
Tipo de muestra pool tilapia
Origen (planta/ubicacion)

Introduccioén de resultados
Cédigo octal 50111

+ HIP Hippurate Hydrolysis — AHE Alpha Haemolysis + BHE Beta Haemolysis
— MEL Acid from Melibiose — SOR Acid from Sorbitol — INU Acid from Inulin
— LAC Acid from Lactose — ARA Acid from Arabinose + RIB Acid from Ribose
— ESC Esculin Hydrolysis — VP Voges Proskauer + PHS Phosphatase
— BGA B - Galactosidase — PYR Pyrrolidonyl Arylamidase + ARG Arginine Dihydrolase
Analisis de identificacion
Streptococcus agalactiae Streptococcus porcinus Streptococcus dysgalactiae ssp. Str ssp. d! St
Opcion de ID seleccionada Si No No No N¢
Probabilidad 1/20 1/105,919 1/736,498 1/2,162,194 1k
Porcentaje de probabilidad 99.98% 0.02% <0.01% <0.01% <C
Similitud 14.29% <0.01% <0.01% <0.01% <C
Cepa aislada humana Si Si Si No N¢
Pruebas contrarias
Prueba 1 ESC(99%) LAC(99.9%) HIP(0.1%) HI
Prueba 2 VP(95%) BGA(99%) BHE(2%) PY
Prueba 3 SOR(90%) HIP(15%) LAC(80%) =
Pruebas adicionales Si Si Si Si Si
Acid from Mannitol 7% 98% 0.1% 0.1% 92
Acid from Glycerol  10% 84% 28% 0.1% 0.
Esculin + 6.5% NaCl 30% 0.1% 0.1% 0.1% 1C
Esculin + Bile 30% 0.1% 0.1% 0.1% 0.
Colony Pigmentation 25% 0.1% 0.1% 0.1% 0.

Comentarios adicionales
2. Anteriormente conocida como Streptococcus Group L. Journal of Clinical Microbiology
1998, 36: 1902 - 1906

Comentarios de identificacion

Identificacion Aceptable de Streptococcus agalactiae
La cepa no es tipica (es posible que haya una o varias pruebas contrarias), pero esta bien diferenciada
del resto de opciones de identificacién sugeridas

Figura N°35. Resultados Microgen Strep-ID para muestra de tilapia RAE209-22.
Fuente: elaboracién propia




ANEXO N°27

DATOS PRIMARIOS REFERENTE A DETERMINACIONES DE
OXIGENO DISUELTO, pH Y TEMPERATURA DEL AGUA DE CULTIVO



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR )
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA Rissga
Determinaciones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus

Cédigo de muestra: EME309-22

Mes Septiembre Departamento La Libertad

Dia 22 Municipio San Pablo Tacachico
Afio 2022 Cantén Atiocoyo

Hora 10:50 Caserio | mmmmmmemeeee-

Nombre Emilio Mufioz N° de estanque 3

granja/propietario

Paradmetro 1° 2° 3° Promedio
Oxigeno disuelto 10.42 14.45 10.98 11.95
(mg/L)
Potencial de 8.54 8.77 8.62 8.64
hidrégeno (pH)
Temperatura (°C) 32.2 325 32.2 32.30

Condicion climéatica | Soleado

Observaciones

Figura N°36. Hoja de datos in situ y de condicién del estanque EME309-22. Fuente: elaboracion
propia




UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

Determinaciones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus

Cédigo de muestra: RAE209-22

Mes Septiembre Departamento La Libertad
Dia 26 Municipio San Pablo Tacachico
Afio 2022 Cantén Atiocoyo
Hora 10:40 Caserio | memmmeemeeee-
Nombre Atiocoyo N° de estanque 2
granja/propietario

Parametro 1° 2° 3° Promedio
Oxigeno disuelto 8.13 8.33 8.1 8.19
(mg/L)
Potencial de 8.78 8.65 8.8 8.74
hidrégeno (pH)
Temperatura (°C) 31.10 31.18 31.5 31.26
Condicidn climética | soleado

Observaciones

Figura N°37. Hoja de datos in situ y de condicion del estanque RAE209-22. Fuente: elaboracién

propia




UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

Determinaciones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus

Cédigo de muestra: CPE609-22

Mes Septiembre Departamento La Libertad
Dia 26 Municipio San Pablo Tacachico
Afio 2022 Cantén Atiocoyo
Hora 12:48 Caserio | memmmeemeeee-
Nombre CENDEPESCA N° de estanque 6
granja/propietario

Parametro 1° 2° 3° Promedio
Oxigeno disuelto 7.63 5.59 5.22 6.15
(mg/L)
Potencial de 8.86 8.86 8.81 8.84
hidrégeno (pH)
Temperatura (°C) 31.05 30.8 30.9 30.92
Condicidn climética | Soleado

Observaciones

Figura N°38. Hoja de datos in situ y de condicion del estanque CPE609-22. Fuente: elaboracion

propia




UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA ’
Determinaciones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus)

Cédigo de muestra: MVE210-22

Mes Octubre Departamento La Libertad

Dia 3 Municipio San Pablo Tacachico
Afio 2022 Cantoén Atiocoyo

Hora 11:37 Caserio | memmmeemeeee-

Nombre Manuel Verganza N° de estanque 2

granja/propietario

Parametro 1° 2° 3° Promedio
Oxigeno disuelto 2.43 2.74 3.85 3.00
(mg/L)
Potencial de 7.91 8.09 8.18 8.06
hidrégeno (pH)
Temperatura (°C) 30.43 30.53 30.8 30.59
Condicion climatica | Soleado

Observaciones

Figura N°39. Hoja de datos in situ y de condicion del estanque MVE210-22. Fuente: elaboracién

propia




UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA ’
Determinaciones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus)

Cédigo de muestra: ARE210-22

Mes Octubre Departamento La Libertad

Dia 6 Municipio San Pablo Tacachico
Afio 2022 Cantén Atiocoyo

Hora 8:40 Caserio | smmemeemeeees

Nombre Adolfo Rodriguez N° de estanque 2

granja/propietario

Parametro 1° 2° 3° Promedio
Oxigeno disuelto 9.87 5.79 7.17 7.61
(mg/L)
Potencial de 9.18 8.8 9.02 9.00
hidrégeno (pH)
Temperatura (°C) 31.53 30.5 31.13 31.05
Condicion climatica | nublado

Observaciones

Figura N°40. Hoja de datos in situ y de condicion del estanque ARE210-22. Fuente: elaboracién

propia




UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

Determinaciones fisicoquimicas y presencia de S. agalactiae en granjas de tilapia (O. nllotlcus)

Cédigo de muestra;: HME410-22

granja/propietario

Mes Octubre Departamento La Libertad

Dia 27 Municipio San Pablo Tacachico
Afio 2022 Cantén Atiocoyo

Hora 11:23 Caserio | memmmeemeeee-

Nombre Heriberto Melara N° de estanque 4

Parametro 1° 2° 3° Promedio
Oxigeno disuelto 2.58 2.23 1.86 2.22
(mg/L)
Potencial de 8.31 8.54 8.55 8.47
hidrégeno (pH)
Temperatura (°C) 30.3 30.2 30.1 30.20
Condicion climatica | Lluvia leve

Observaciones

Presencia de envases de plaguicidas cercanos al estanque

Figura N°41. Hoja de datos in situ y de condicion del estanque HME410-22. Fuente: elaboracion

propia




ANEXO N°28

RESULTADOS DE LAS EVALUACIONES FISICOQUIMICAS REALIZADAS AL AGUA DE CULTIVO

IGE409-22 20/9/2022 8.37 8.6 31.49 262.67 254.67 2.88 0.009 0.78 1.55
RAE609-22 20/9/2022 7.35 8.7 31.53 283.33 242.67 1.20 0.000 1.66 0.62
PBE109-22 22/9/2022 2.22 8.8 29.40 281.33 310.67 1.84 0.010 1.96 0.49
EME309-22 22/9/2022 11.95 8.6 32.20 286.67 248.00 1.94 0.093 0.65 0.42
JAE109-22 26/9/2022 0.00 8.8 31.09 253.33 253.33 1.77 0.021 0.52 0.13
RAE209-22 26/9/2022 8.19 8.8 31.59 197.33 222.67 5.01 0.062 112 0.54
CPE609-22 26/9/2022 6.15 8.8 30.92 224.00 297.33 0.70 0.000 0.65 0.43
JL1/E209-22 | 29/9/2022 6.66 8.3 32.20 226.67 290.67 4.09 0.056 1.44 0.37
MVE109-22 29/9/2022 2.47 8.3 30.23 196.00 237.33 2.67 0.026 1.56 0.59
JL2/E210-22 | 3/10/2022 7.15 8.7 32.00 246.67 276.00 3.44 0.026 0.97 0.47
NVE210-22 3/10/2022 4.28 8.9 29.51 241.33 250.67 0.11 0.004 1.08 0.11
MVEZ210-22 3/10/2022 3.01 8.1 30.59 238.67 273.33 0.07 0.000 2.72 0.14
ARE210-22 6/10/2022 7.61 9.0 31.05 242.67 282.67 0.09 0.016 241 0.09
IOE110-22 6/10/2022 3.78 8.3 29.03 177.33 305.33 2.24 0.040 1.28 0.44
YSEA410-22 13/10/2022 4.11 9.0 29.78 194.67 278.67 0.01 0.000 1.85 0.48
LFE110-22 13/10/2022 3.96 8.7 30.09 192.00 256.00 0.23 0.032 1.81 0.47
BDE310-22 13/10/2022 5.94 8.7 30.13 190.67 285.33 0.18 0.047 131 0.46
ALE410-22 17/10/2022 3.80 7.8 29.33 221.33 285.33 3.20 0.068 0.83 0.74
RRE210-22 17/10/2022 3.87 8.6 29.34 232.00 281.33 0.60 0.033 1.50 0.14
COE110-22 | 20/10/2022 3.67 8.4 30.07 210.67 296.00 2.01 0.062 4.90 0.38
RCE410-22 20/10/2022 5.21 9.0 29.70 213.33 242.67 0.77 0.007 1.04 0.20
WGE210-22 | 24/10/2022 2.34 8.3 30.40 237.33 264.00 0.52 0.033 1.94 0.14
YAE310-22 24/10/2022 2.83 8.3 30.23 232.00 262.67 2.54 0.199 1.07 0.11
FRE410-22 27/10/2022 4.41 8.1 27.93 273.33 246.67 1.67 0.026 1.88 0.04
JAE410-22 27/10/2022 2.13 8.9 29.57 217.33 254.67 0.64 0.000 1.35 0.09
HME410-22 | 27/10/2022 2.22 8.5 30.20 284.00 337.33 0.70 0.000 1.39 0.10

Fuente: elaboracion propia




ANEXO N°29

UBICACIONES GEOGRAFICAS DE LAS GRANJAS POSITIVAS A S.

agalactiae
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Figura N°47. A) ubicacién de las granjas con casos positivos: a) CPC609-22, b) RAE209-22, c)
ARE?210-22 y d) MVE210-22; B) sistema de riego de las granjas: flecha roja para el
Rio Sucio y flecha amarilla para el Rio Lempa. Fuente: Google maps.



ANEXO N°30

ESTANDARIZACION DE LAS SOLUCIONES DE H2S0O40.02 NY EDTA
0.01M



A. Estandarizacion de solucion de EDTA 0.01 M

- Se pes6 0.2008 g de estandar de CaCOs para preparar 200.0 mL de
solucion.
- Se tomaron alicuotas de 10.0 mL de la solucién estandar de CaCOs.

0.2008 g 200mL

. o7 X=0.01004g

1 mL=1 mg de CaCOs (valor de B)
Peso molecular de CaCOs = 100.08 g/mol

- Volumenes de EDTA gastados:

V1=11.0mL
V2 =10.7 mL
V3 =10.7 mL
_ g CaCOsen alicuota
" Vipra x 100.08
Para My:
(0.01004 g)
My, = 0.00911 mol/L

~ (11.0 mL/1000)(100.08 g /mol )

Myv2: 0.00937 mol/L
Mvs: 0.00937 mol/L

M = 0.00928 mol/L

_0.00928M 093
To0.01M



B. Estandarizacion de H2S040.02 N

- Se pes6 0.5018 g de estandar de Na2COs para preparar 200.0 mL de
solucién.
- Se tomaron alicuotas de 10.0 mL de la soluciéon de Na2CO3

0.5018g 200mL

v 10 mlL Y=0.0251 g
1 mL=1mg
- Volumenes de H2SO4 gastados:
Vi=4.6 mL
V2=4.5mL
V3=4.5mL
AXB
(3) N-= g .
53.00 = x C

eq

A= gramos de Na2COs para preparar 200.0 mL de solucion
B= mL de Na2COs tomados para la titulacion

C= mL de H2SO4 utilizados para la titulacién

_ (0.5018)(10.0) 0.02058 N
17 (53.0)(4.6)
Nv2 = 0.02104 N
Nvs = 0.02104 N
N =0.0209 N
0.0209
= = 1.05

0.02



ANEXO N°31

CALCULOS PARA LA DETERMINACION DE ALCALINIDAD, DUREZA,
CONCENTRACION DE IONES NITRATO, NITRITO, FOSFATO Y
AMONIO



A. Determinacion de la alcalinidad

Para muestra IGE409-22 (réplica 1 de 3)

mL H2S04 0.02 N gastado blanco = 0.0 mL

mL H2S0O4 0.02 N gastados muestra = (12.6 — 0.2) mL = 12.6 mL

mL corregidos = (mL H2S04 0.02 N gastados muestra x FC)
mlL corregidos = 12.6 x 1.05 = 13.2 mL

mg de CaCO3> _ AxNx50000

alcalinidad ( 7 ——

A=13.2mL
N=0.02 N
mL Mx= 50.0 mL

mg de CaCO3> _ 13.2x0.02x50000

alcalinidad ( I £0.0

. mg
alcalinidad = 264.0 —

Se continda el procedimiento para las 25 muestras restantes y sus réplicas.



B. Determinacion de la dureza

Para muestra IGE409-22 (réplica 1 de 3)
mL EDTA 0.01 M gastado blanco = 0.0 mL
mL EDTA 0.01 M gastados muestra = (6.9 — 0.0) mL = 6.9 mL

mlL corregidos = (mL EDTA 0.01 M gastados muestra x FC)

mlL corregidos = 6.9 x 0.93 = 6.4 mL

mg de CaCO3) _ Veprax B x 1000

Dureza total ( I

VMuestra

Vepta = 6.4 mL
B=1.0 mL de EDTA 0.01 M equivalen a 1.0 mg de CaCOs3

VMuestra = 25.0 mL

mg de CaC03) _ 6.4mL x 1 mgde CaCO3 x 1000

Dureza total ( L 25.0 mL

mg
Dureza total = 256.0 T

Se sigue el mismo procedimiento para las 25 muestras restantes y sus réplicas.



C. Determinacién de iones nitrato

curva de calibracidn (nitratos) Abs =0.0558c +0.0002
R?=0.9998
0.45

0.4 e
0.35 .
0.3 e
0.5 .
02
015 | T '
0.1 _
0.05 O
0 e

Absorbancia

C patrones (mg/L)

Para muestra IGE409-22
Abs220nm = 0.289
Abs 275 nm =0.065
Abscorregida = AbS,20nm — (2% AbS3757m)

AbS corregiaa = 0.289 — (2x0.065) = 0.159

Segun grafico: Y(abs)= 0.0558C+0.0002

mg) _0.159 —0.0002

NO.—) =
C( Os L 0.0558

C =2.8458 mg/L

Se sigue el mismo procedimiento para las 25 muestras restantes y sus réplicas.



D. Determinacion de iones nitrito

Curva de calibracion (nitritos) Abs =2.5462¢ +0.0323
R?=0.993

=
N}

=

o
o0

Absorbancia
o
(o))
¥

o©
~

o
N
L

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
C patrones (mg/L)

Abssaznm= 0.054
Segun grafico: Y(abs) = 2.5462C+0.0323

_ /mg (Abs y — intercepto)
NO; (—)=
z ( L ) pendiente

mgy 0.054 —0.0323
NO; (—2) =
2 ( ) 2.5462

L
[NO5] = 0.0085 mg/L

Se sigue el mismo procedimiento para las 25 muestras restantes y sus réplicas.



E. Determinacion de iones fosfato

curva de calibracién (fosfato) Abs=o0.0381c+0.0002
R?=0.9999
0.7

0.6 e

0.5

0.4

0.3

Absorbancia

02 [ e

01 | e

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
C patrones (mg/L)

Abss20nm= 0.03
Segun grafico: Y(abs) = 0.0381C+0.0002

_ /mg (Abs y, — intercepto)
P —Z) =
0i ( L ) pendiente

@) _ 0.03 — 0.0002

PO;~
4 ( L 0.0381

[PO37] = 0.78 mg/L

Se sigue el mismo procedimiento para las 25 muestras restantes y sus réplicas.



F. Determinacion de amonio

curva de calibracidon (amonio) Abs=1.1075C +0.0183

R? = 0.9988
12
)

1
0.8
0.6 o

4 .
0 .

e
0.2 et
A
..
0e
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

Absesaonm=1.732
Segun grafico: Y(abs) = 1.1075C+0.0183

m Abs — intercepto
NI} (_g> _ (ADs mx . pto)
L pendiente
mg 1.732 — 0.0183
+ —_ ) =
NH; ( L ) 1.1075

[NH} ] =1.5473 mg/L

Se sigue el mismo procedimiento para las 25 muestras restantes y sus réplicas.



