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ABSTRACT 

Counts oí’ viable heterotrophic bacteria. C’ihrio-like bacteria and total colilòrms were perlòrmed in 
sca\+ater supply. l’ood stocks and broodstock pools at tuo aquacultural facilities located in Mexico. 

‘1 hc hiph abundance of these bacteria1 groups indicates risl\ areas that must bc monitored to control 

potential pathogens. such as I ‘ihrio spp. I-iltering systems and food supplies, such as Artenw spp. and 

í’rcsh or frozen sca tòod. wre found to bc the most important sourccs oïpotcntial pathogcns. 

/L¿,J, wo,-tk: I’rhrio. marine bacteria. shrimp hatcheries. hatchery watcr quality. 

RESUMEN 

I:n dos laboratorios situados cn la República Mrxicana. SC rcali/.aron conteos dc bacterias hcteró- 

trofas viables. bacterias tipo I’ibrio y coliformes totales en muestras de agua del sistema de aprovicio- 

namiento. cn alimentos marinos y en estanques dc reproductores. Las altas concentraciones de estos 

grupos bacterianos indican la existencia de puntos de riesgo. los cuales deben ser vigilados siste- 

máticamcnte para poder controlar patógenos potenciales. tales como lïhrio spp. En cstc traba.@, se 

encontró que los sistemas de filtración 5 el alimento utilizado. tal como Artemio spp. y orgamsmos 

marinos Frescos o conpclados. son las prmcipales fuentes de patógenos potenciales en los laboratorios 

dc acuicultura estudiados. 

/~~r/&w.s C/CIW: I ‘lhrco. bacterias marinas. criaderos de camarón. calidad del agua del criadero. 

INTRODUCTION INTRODUCCIÓN 

liactcrial diseases such as ~ibr~osis or tù- I,as cntèrmedades bacterianas. talch como 

runculosis are m+ior problrms in aquaculture la libriosis o la fùrunculosis. causan grwes 

(:\ustln and Allen-Austin. 1985: Sindermann problemas en la acuicultura (Austin y Allen- 

and I.ightner. 198X). Ditfèrent procedures to Austin. 1985: Sindermann 1 Lightncr. 198X). 
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control bactcrlal populations havc hccn im- 

plcmcntcd to rcducc thc risk 01‘ diseasc: drug 

trcatmcnts are applicd. and diftrcnt tilters as 

\\cII as woiic and ultraviolct (1iV) irradiation 

h~stem\ are placed along the \sater pipclines 

(ISro\vn and Russo. 1979: C‘ross and Pcterson. 

I YX7). Paradoxically. the sl stematic enumcra- 

tion of thc bacteria1 populations is not routinel? 

carried out to c\,aluatc thc cffcicncy of thc 

tiltcring slstcms or drug treatmcnts. Filters can 

bccome bacteria1 culturc media if’ thc) are not 

propcrly clcaned. ultraviolet elIic¡ency may 

dccrcasc \vith time and drug-rcsistant strains 

of bacteria1 pathogcns can bc produccd by 

lllutatioll. 

According to IClston ( 1984). pathogenic 

agcnts can cnter intensivc molluscan husbandry 

51 stcms li-om three principal routcs: sea\+atcr 

sourccs. Iòod stocks and broodstock. Each of 

thcsc potential 5ourccs must be quantitativel\ 

monitored and a critcria of normal bacteria1 

concentrations should bc dcfined for each 

hatchcry. This will allow some clarilication oí 

thc rolc of bacteria in disease outbrcaks. 

I Ictcrotrophic bacteria can be counted both 

directly, using epifluorcscent microscopy. or 

indircctly. by counting in culture media. Selec- 

tive culture media. such as EMB for colitòrms 

(Ávila ct ir/.. 1989) or TC13S for l’/hrio-like 

bacteria (Kobayashi c’t al.. 1963). can be em- 

plo) cd to quantify sclected populations among 

the heterotrophic communit) Thc selection ol‘a 

suitable mcthod is a íùnction of thc organisms 

undcr culturc. the equipment and pcrsonnel 

availablc. ‘l‘he cnumcration of viable hetero- 

trophic bacteria. total colilòrms and Ilhrio spp. 

involvcs techniques that havc been standardized 

\\orldwide and that are uscd in somc aquacul- 

ture hatcheries (Gilmour et LI/., 1976: Austin. 

1982; Sohier and Bianchi, 1386: l:itt et al., 
1989). Our contribution describes bacteria1 

population counts in t\vo Mcsican shrimp 

hatcherics and coccrs thrce pathogen sources: 

sca\vatcr supply. tOod stocks and broodstock 

pools. 

MATERIALS AND METHODS 

Water samplcs were collcctcd in sterilized. 

scre\v-cap bottlcs and processcd immediatel). 

(‘/e,rclil.s .2h,ntr.s. Val. 23. No. 1. 1907 

Se han implcmcntado proccdimicntos distintos 

para controlar las poblaciones bacterianas ! así 

reducir cl ricspo de cnl~crniedad: sc aplican 

tratamientos quimicos 5. a lo largo dc la tubería 

dc agua. se instalan diferentes filtros > sistemas 

dc irradiación dc ozono J ultravioleta (UV) 

(Brown 1 Russo. 1979: C‘ross J’ I’eterson. 

1987). Sin embargo. no SC realira una evalua- 

ción sistemktica dc las poblaciones bacterianas 

para evaluar la eliciencia dc los sistemas de 

liltración o de los tratamientos químicos. I,os 

liltros pueden convertirse cn medios de cultivo 

bacterianos si no se limpian adccuadamcnte. la 

cliciencia ultravioleta puede disminuir con cl 

tiempo y cepas dc patógenos bacterianos rc- 

sistentcs a los químicos pueden e~olucionarsc 

por mutación. 

Según IJlston (IYX4). ha> tres rutas princi- 

pales por donde agcntcs patógenos pueden 

entrar a los sistemas de cría intcnsi\ a de molus- 

cos: las lùentes de agua de mar. las fuentes de 

alimento 1 las poblaciones dc reproductores. 

Cada una dc estas fùentcs potenciales se debe 

vigilar cuantitativamente y se debe cstablcccr 

un criterio de las concentraciones normales bac- 

terianas dc cada criadero. Esto permitirá deter- 

minar el papel que ,juegan las bacterias en los 

brotes de enfermedades. 

Se pueden contar las bacterias hetcrótrolàs 

directamente mediante microscopía epiíluo- 

resccntc o indirectamcntc con medios de cul- 

tivo. Sc pueden emplear medios de cultivo 

selectivos. talcs como EML3 para colilòrmes 

(Avila et al., 1989) o ‘I‘CBS para bacterias tipo 

I'ihria (Kobayashi rt LI/., 1963). para cuantificar 

poblaciones selectas dentro dc la comunidad 

heterótrofa. La selección de un mktodo ade- 

cuado está cn Iùncicin de los organismos ba.jo 

cultivo. el equipo y el personal disponible. I,a 

enumeración de bacterias heterótrotàs viables. 

coliformes totales y I’;/Jv~o spp. involucra técni- 

cas que SC han estandarizado a nivel mundial 1 

que sc sisan cn algunos criaderos dc acuicultura 

(Gilmour et al. 1976; Austin. lY82: Sohicr 4 

Bianchi. 1986; Fitt et LI/.. 1989). Este traba.jo 

describe el contco poblacional bacteriano de 

dos criaderos mexicanos de camari>n y cubre 

tres fuentes de patcígenos: cl suministro dc agua 

dc mar, los alimentos y los estanques de 

reproductores. 
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l,or Ii\ c or lio/cn sca liwd and pellcts. 200 g 

\\crc homogcni/cd \\ ith 200 ml of salinc 

solution (0.9% NaC’I). With all thc samples. tcn- 

ti)ld diltttion series \vcrc perlòrmcd Lvith salinc 

solution. hascd on thc cxpected bacteria1 con- 

ccntration. ‘l‘hcsc dilutions mere sccdcd h> thc 

sprcad platc mcthod onto: ZoBcll 2216-E 

mcdium (Oppcnhcitner and ZoBell. 1952) for 

1 inhlc hetcrotrophic hactcria (VHB) counts. 

I‘C’IIS mcdium (Dilco) Iòr Ifhrio-like hactcria 

(VIB) counts and. íòr selectcd samples. EMH 

mcdium (Di!&) l’or total coliform (TC) counts. 

I’hc inoculatcd platcs of ZoBell and TCBS 

media lLere incubated at 28 f 2°C’ and those oí‘ 

I:MIì at 35 + 0.5Y’. AAer 4X h. thc colon)- 

Iòrminy units (Cl-l!) \\ere countcd. ‘1 he results 

are prcsented as thc mean numbcr of thrcc 

detcrminations. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

The shrimp hatchcrics sampled are involved 

in comtncrcial and rcscarch activitics and are 

locatcd at Puerto Peñasco. in the upper Gulf 

01‘ California. and in Ensenada, on the north 

I’acilic coast ol’ Baja C‘alil’ornia, Mexico. Both 

places ha\c an open sca\+ater supply systetn. 

hut at I’ttcrto Peñasco. thc seawater was pumped 

I’rom a \vcII drillcd 10 m do\+n ITom the sand) 

heach. 

At I,nsenada. whcrc the tnost continuous 

sampling \+as carricd out. the seawatcr was 

pttmped fiom a coastal arca to a 3,000-l reser- 

voir: it was thcn conducted through two high 

Ilo\r rate sand lilters (Triton. ‘I‘K 60) to differ- 

cnt \\orking areas. where it was tiltered through 

5 and 1-pm Cuno tilters. and irradiated with 

IJV light (Ultraviolet Technology Inc.; 20.125 

to 28.750 pW sicm’ of light dosagc range). 

Sc recolectaron muestras dc agua en ti-ascos 

con rosca csteriliïados 5 sc procesaron inmc- 

diatamcntc. I’ara cl alimento marino \ i\ o o con- 

gclado 5 los comprimidos. SC trituraron 200 g 

con 200 ml de solución salina (0.9% Na(Y). Se 

hicieron diez series de dilución con una solu- 

ción salina para todas las muestras. con base en 

la concentración hactcriana esperada. Mediante 

el tnktodo de veteado cn placa. estas diluciones 

se sembraron sobre: medio %oBcll 2216-E 

(Oppenheimer y %oBell. 1952) para los conteos 

de bacterias heterótrofàs viables (VI IB). medio 

TCBS (DilCo) para los conteos dc bacterias tipo 

C’ihrio (Vl,B) y. para muestras selectas. medio 

EMB (DifCc) para los conteos dc coliIòrmcs 

totales (TC). I.as placas inoculadas dc los mc- 

dios %olG~ll y TCBS SC incubaron a 2X f 2°C >’ 

las dc EMB a 35 f 0.5”C. Después de 4X h. se 

contaron las unidades formadoras dc colonias 

(W(J). Los resultados SC prcscntan como cl 

número medio de tres determinaciones. 

En los criaderos dc camarón tnucstrcados SC 

realizan actividades comerciales 1 de investi- 

gación. Se encuentran cn Puerto Peñasco. en el 

alto Golfo de California. 1 cn Ilnscnada. cn la 

costa del Pacífico norte de Baja California. 

México. Ambos lugares tienen un sistema 

abierto de suministro dc agua de mar: sin em- 

bargo. en Puerto Peñasco. cl agua dc mar SC 

bombea de un podo dc 10 m de profùndidad en 

una playa arenosa. 

Microalgae cultures wcre carried out with 

standard successivc inoculation procedures. 

Stock culturcs 01‘ 20 ml werc used to inoculate 

1.X00-ml Fernbach flasks. \\ith \+hich IX-l car- 

hoys \ccrc inoculated. and thcn the carbo)s 

\\crc ttsed to inoculatc 1 X0 to 1 ,OOO-1 tanks. Thc 

time elapsed betwccn cach inoculation \+as 

scven days. For culturcs of less than IX 1. auto- 

clave stcrilized media wcre used: for large 

tank5. IJV-irradiatcd seawater supplemented 

\vith nutrients \vas uscd as a culture medium. 

En Ensenada, donde SC rcali/aron la mayo- 

ría dc los muestreos continuos. se bombeh el 

agua dc mar de un irea costera a un depi>sito de 

3,000 I; se canalizó. a travCs dc dos liltros dc 

arena de alto tlu.jo (.I‘riton. TI< 60). a difèrentes 

áreas de traba.jo. donde se pasó por filtros Cuno 

dc 5 ) 1 Pm y SC irradi6 con IttL ultravioleta 

(ITltraviolet Technolog), Inc.: intervalo de 

20.125 a 28.750 pW sicm’ de dosis dc lw). 

Thc hroodstock pools in Puerto Peñasco 

ha1.c a dimcnsion of 3 x 30 x 0.6 m. They \\ere 

operatcd L\ ith an open tlo\\ to assure 20O”/a 

I,os cultivos de microalgas SC realizaron 

con procedimientos estindarcs de inoculación 

sucesiva. Se utilizaron 20 1111 dc cultivos 

depurados para inocular frascos Fernhach de 

1.800 ml. con los cuales SC inocularon garra- 

fones de IX 1. que sc usaron para inocular estan- 

ques de 180 a 1.000 1. El tiempo entre cada 

inoculación Iùe de siete días. Para Ios cultivos 
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rcplaccmcnt 01‘ scavvater per day and a con- 

tinuous volume ol‘ 20 111~. Shrimps vvcre stochcd 

at a density ot‘ 6im’. A vacuum cleaning of the 

pool was accomplishcd periodically . tòllowed 

hy a two-day drug trcatmcnt with cuprine 

(0.25 ppm) and tòrmalin (25 ppm). applicd to 

avoid filamentous bacteria1 distase caused by 

/,c~rco~hrr.x nzxor (Sindcrmann and Lightner. 

1988). In ordcr to t’ollow the cvolution of VHB 

and VLB during the treatment. four pools at 

tuvo experimental tcmpcraturcs (23 and 28°C) 

wcre used. The seawater in these pools was 

conductcd through B pipeline from the well 

without any furthcr treatment. 

RESULTS 

Water supply system 

The time series of the bacteria1 concentra- 

tion of thc three populations studied in Ensena- 

da are shown in fig. 1: (a) viable hcterotrophic 

bacteria (VHB), (b) Clhrio-like bacteria (VLB) 

and (c) total coliforms (TC). 

‘I‘hc results observcd for the VHB (tig. la) 

could bc separated into those corrcsponding to 

normal and abnormal operation of the water 

supply. From Fcbruary to mid-April, water was 

not pumped continuously and the sand tilters 

were not properly cleaned; as a result, the VHB 

counts after tiltration and UV treatment were, in 

many sampling instances. higher than those 

rccorded from thc seawater source. Based on 

these rcsults, daily backwashing vvas proposed. 

From April until May, vvhcn uater was 

pumped continuously and thc sand tilters werc 

hackwashed daily. a reduction oí’ VHB con- 

centrations occurred, as was ctpected vvith the 

normal operation of filters and UV systems. 

‘l‘he VHB in thc seawater sourcc fluctuated 

hetwcen IO2 and 10’ colony-forming units per 

milliliter (CFlJiml), concentrations normally 

reported for coastal uaters (Rheinheimer. 197 1: 
Lizárraga-Partida et ~1.. 1982; LiLárraga-Partida 

and Vargas-Cárdenas. 1996). Thc treatment ot 

the scawater supply vvith sand lilters and lJV 

rcduced the VHD to conccntrations between 

10 and 10’ whcn thcy werc operated properly : 
therefore. a total reduction of the VHB popula- 

tion uas not achicvcd. 

menores de IX 1. SC usaron medios dc cultivo 

esterilizados en autoclave: para los estanques 

grandes. se uso agua dc mar irradiada con lJV y 

complementada con nutricntcs. 

Los estanques de reproductores cn Puerto 

Peñasco midieron 3 x 30 x 0.6 In. Sc operaron 

con un tlu.jo abierto para asegurar cl 200% dc 

recmplaro dc agua de mar por día y un v,oIu- 

mcn continuo de 20 ni’. Los camarones SC scm- 

braron a una densidad de 6/111’. Sc limpio cl 

estanque periodicamcnte con una aspiradora. 

seguido por un tmtamiento químico dc dos días 

con cuprina (0.25 ppm) y Iòrmol (25 ppm) para 

evitar la enfermedad bacteriana lilamcntosa 

causada por Leucothrlx mz~or (Sindcrmann y 

Lightner, 1988). Sc utilizaron cuatro cstanqucs 

con dos temperaturas experimentals (23 y 28°C) 

para seguir la evolución de las VIIR y VI,R 

durante el tratamiento. El agua dc mar de estos 

estanques se condu.jo por tubería del pozo sin 

otro tratamiento. 

RESULTADOS 

Sistema de suministro de agua 

En la tig. 1 se presentan las series de tiem- 

po de la concentración bacteriana de las tres 

poblaciones estudiadas en Ensenada: (a) bac- 

terias heterótrofas viables (VIIB). (b) bacterias 

tipo C’ihrio (VIB) y (c) coliformes totales (TC). 

Los resultados observados para las VIlIi 

(tig. la) se pueden dividir cn los c+re corrcspon- 

den a la operación normal y anormal del sumi- 

nistro de agua. De febrero a mediados de abril. 

el agua no se bombeó continuamente y los fil- 

tros de arena no se limpiaron adecuadamente; 

por tanto, los comeos de VI IB después de la Jil- 

tración y el tratamiento con UV resultaron. en 

muchos casos. mayores que los registrados para 

la fuente de agua de mar. Con base cn estos 

rcsuhados, se propusieron enjuagues diarios. 

De abril a mayo. cuando cl agua se bom- 

beaba continuamente y los filtros dc arena SC 

cn.juagaban diariamente. hubo LIIM reducción en 

las concentraciones de VHB. como se cspcraba 

con la operación normal dc los timos y los sis- 

temas de UV. 

Las VI113 en la tùcnte dc agua de mar fluc- 

tuaban entre 10’ y IO’ unidades l’ormadoras dc 
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Figure 1. Time series of bacteria1 counts in seawater sourcc. sand filters and Cuno filters-UV system 
in Ensenada, BC. Mcxico. 
Figura 1. Series de tiempo de conteos bacterianos en la fuente de agua. los filtros de arena y filtros 
Cuno-sistema UV en Ensenada, BC, México. 
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I hc VI,13 counts (tig. 1 b) also indicated an 

ahnormal opcration oí‘ thc systcm bcl0re mid- 

,2pril. cspecially in lhe sand lilter dala. Con- 

cenlrations ranfed li-om 10 to 10 C‘FUiml al 

the \+atcr source. The rcduction obscrved af’ter 

passagc through two sand fìltcrs sho~ted their 

clficicnc~ \vhrn they are routmcly clcaned. 

bccausc most of’ this bacteria1 population is at- 

tachcd to suspended hiotic and abiotic particles. 

Irradiation v,ith UV reduced the VI,B to 

0 C’IW/ml or to concentrations undetectable 

~rith the dilutions that werc seeded (0. 10~‘. 

IO ‘). ‘l‘hese rcsults indicatc that all thc VLB 

thnt could be cultured on ‘KBS medium 

shoired the same scnsitivity to UV irrddiation. 

Total colitòrm (TC) counts rccorded at the 

sourcc of‘ seawater from Ensenada fluctuated 

betwcen 0 and 10’ TC/ml (fig. Ic). These 

rcsults indicate that the coastal area of Todos 

Santos Bay is sporadically polluted by urban 

sc\\age discharges located along the north coast 

of the bay. Sand liltcrs and ultraviolet irradia- 

tion are extremely effective in the elimination 

of colifbrm bacteria. ‘l‘he counts afier treatmrnt 

werc mostly equal to 0 Kiml. even uhen high 

concentrations (10*iml) of total coliforms were 

rcgistercd at thc water sourcc. 

The efficicncy of the seawatcr well at 

Puerto Peñasco. where the water is naturally fil- 

tercd through thc beach sand, can be observed 

in table 1. This system drastically reduced the 

Vl1B and VI.13 found in the coastal seawater 

adjacent to thc well. In the case of VLB. it was 

necessary to filter 100 ml in order to achicve 

any growth on TCBS medium. using concen- 

trations ot‘ 5 CFUIIOO ml at low tide and 

12 CFUII OO ml at high tide. No colitòrms were 

dctected at the scawater well. 

Broodstock pools 

The evolution of bacteria1 counts of. VHB 

and VIA3 during the cleaning and the two-day 

drug treatment with cuprine and formalin is 

presented in table I. ‘[‘he bacteria1 populations 

sho\v the same evolution at 23 and 28°C. 

Vacuum cleaning does not show any eff’ect on 

VI fB and VLB. cven after the cleaning scssion. 

Although the concentration of VLB was drasti- 

cally reduced 6 h after the treatment. 24 h later 

colonias por mililitro (C‘FI. liml). conccntra- 

cioncs que normalnicnte sc rcportan para aguas 

costeras (Rheinheimer, 1971: I,i/;lrrïrfa-l’artida 

et UI . 1982: I,i~árraga-l’artida 1 Varyas- 

Cárdenas. I 096). 111 tratamiento del suministro 

de agua dc mar con liltros de arena 1 I IV redujo 

las VIIB a conccntracioncs entre IO 1’ 10’. 

cuando tùeron operadas adccuadamcnte. por lo 

que no se logró una reducción total dc la pobla- 

ción de VI IB. 

Los conteos de VI,13 (tig. Ib) también indi- 

caron una operaciún anormal del sistcnia antes 

de mediados de abril, sobre todo cn los datos de 

los filtros de arena. Las conccntracioncs varia- 

ron entre I 0 y I Oì C’FUlml cn la Itiente dc agua. 

La reducción ohscrvada después de pasar por 

dos filtros de arena mostró la cliciencia dc éstos 

cuando se limpian de mancra rutinaria. ) a que 

casi toda esta poblacitin bacteriana se adhicrc a 

partículas bióticas y abicíticas. 

La irradiación con UV rcdu.jo las VLl3 a 

0 CFUlml o a concentraciones no detcctables 

con las diluciones que se sembraron (0. 10 ‘. 

loo*). Estos resultados indican que todas las 

VLB que se pudieron cultivar CII cl medio 

TCBS mostraron la misma scnsihilidad a la 

irradiaci6n UV. 

Los conteos de coliformcs totales rcgistra- 

dos en la fuente de agua de mar en Ensenada 

fluctuaron entre 0 y 10’ TC/ml (lig. Ic). listos 

resultados indican que el área costera de Bahía 

de Todos Santos se contamina csporádicamcntc 

por descargas urbanas dc aguas residuales ubi- 

cadas en la costa norte dc la bahía. 1.0s filtros 

dc arena y la irradiación UV son extrcmada- 

mente eticaccs para climinar bacterias coli- 

formes. 1~~s conteos después del tratamiento 

fueron casi igual a 0 ‘I‘Ciml. aun cuando SC re- 

gistraron conccntracioncs altas de TC‘ (IO’/mI) 

en la fuente de agua. 

Se puede observar en la tabla 1 la eficiencia 

del pozo de agua de mar cn Puerto Periasco. 

donde el agua se filtra naturalmcntc por la arena 

de la playa. Este sistema redujo drásticamente 

las VHB y VLB encontradas cn el agua de mar 

costera adyacente al pozo. Iln cl caso de las 

VHB. fue necesario tiltrar IOO ml para lograr 

cualquier crecimiento sobre cl medio TCf3S. 

con concentraciones de 5 CF~J!lOO ml cn baja- 

mar y de 12 CFU ml en plcamar. No se 
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Table 1. C‘ounts ot’ viahlc heterotrophic hactcria (VI IB) and i ‘ihrco-lil\c bacteria (V1.B) in hrood- 

stock pools and their scawater sourcc in f’uerto f>cñasco. hcfòre and atier clcaning and cuprinc- 

lirrnialin trcatnient al 23 and 28°C. 

Tabla 1. Conteos dc hactcrias hctcrótrolàs ciahlcs (VffB) 5 hactcrias tipo I’I/I,-RI (VLB) en los 

estanques dc reproductores y su l’uente de agua dc mar cn Puerto l’cfiasco. antes b despucs dc una 

linipic/a 1 tratamiento con cuprina v íòrmalina ü 23 ! 284’. 

Seawater source VIIB VI,13 

ClTliml c‘l’~Jhlll 

Seawatcr: Beach 1.0 f 3.5 x 10’ 4.5 * 8.2 x 10’ 

Seawatcr: Well. low tide 1.8 + 7.4 x 10L 5.0 f 4.01100 ml 

Scawatcr: Wcll. high tide 1.1 k 5.5 x lO2 12.0 k t(.O/l()O ml 

Broodstock pools 28°C 23°C 

CfU/ml C’tìl liml 

Water supply to pools VHB 

VI,B 

Bclixe cleaning VHB 

VI,B 

Aftcr cleaning VHB 

VIJB 

24 h atter cleaning and 

.just heíòrc drug trcatment 

VHB 

VLB 

6 h alier drug treatment 

Cuprino 0.25 ppm 

Formalin 25 ppm 

VlfB 

VLB 

24 h aitcr drug trcatment VHB 

VLB 

the concentration of VLB was higher than that 

registered hefore cleaning the pool walls, even 

when VLB were found in low numhers in the 

seawater supply. This Iàst growth of VLB was 

probably duc to the benthic green algae 

(Enteronzoypk~ sp.) attached to the pool walls. 

whcrc we detected high concentrations of VLB 

of2 x 10’ to I .5 x 10” per gram ofwet algae. In 

contrast with these rcsults. the VffB changed 

within narrow limits (table 1). It is interesting 

to note that even though this treatmcnt is not 

applied to eliminate Vl,B. their numbers are 

rcduced drastically just after its application. 

1.5 + 4.0 x I o? 

0 

5.0 t- 6.0 x 10’ 

2.2 & 4.5 x IO’ 

5.1 *0.5x 10’ 

2.9 I 0.2 x 10’ 

2.5 + 0.6 x 10’ 

2.5 + 3.0 x 10’ 

1.1 k0.l x lOi 

3.2 _+ 2.0 x 10 

7.2 + 3.0 x 10’ 

I .4 k 0.2 x 10” 

1.5 * 4.0 x lo* 

0 

5.5 * 1.3 x 10 

1.7 * 3.0 x IO1 

3.4 f 4.0 x 10‘ 

5.1 k0.5 x fo’ 

2.65 1.4 x 10’ 

4.5 i 2.0 x IO? 

2.1 k 2.0 x I 0’ 
8.0 i 2.0 

I .2 i- 0.2 x 10” 

1.3 + 2.3 x 10 

detectaron coliformes en el POLO de agua de 

mar. 

Estanques de reproductores 

En la tabla 1 se presenta la evolución de los 

conteos bacterianos de VHB and Vl,B durante 

la limpieza y el tratamiento químico de dos dias 

con cuprina y formol. Las poblaciones de 

bacterias muestran la misma evolución a los 23 

5 28°C. La aspiración no muestra nin,gún efecto 

sobre las VHB 1 VLB. aun después dc la aspi- 

ración. Aunque la concentración de VHB se 

135 



Table 2. C’ounts ol‘\iahlc heterotrophic bacteria (VHB) and I’;hrio-like bacteria (VI,B) per milliliter 

ol‘culturc in microalpac culturcs: 1. Ensenada: 2. I’ucrto I’cf~asco. 

Tabla 2. C‘ontcos dc bacterias hctcrótrofàs viables (VI 113) y bacterias tipo I’~/JCCJ (V1,13) por mililitro 

de cultivo cn cultivos dc microalgas: 1. Ensenada: 2. I’ucrto Pcñasco. 

Organism Val. of 

culture 

VH 13 Vl,li IW, 

C’I:U/ml C‘FlJ!lnl 

Batch cultures 

l.sochry.si.s ,gulhano 

72 h after inoculation 

.!i/í‘ke/C?tonemu coslut2Lm 

24 h after inoculation 

72 h after inoculation 

I.sochrdvsis pdhana 

96 h aftcr inoculation 

C ‘i?ilerocCYos ctrlc1 trans 

72 h al’ter inoculation 

ïé1ra.seltnr.s swcicu 

72 h aiier inoculation 

C ‘haetoceros calcitrans 

72 h aftcr inoculation 

20 ml 

20 llll 

20 ml 

I .800 ml 

181 

180 1 
500 I 

1.8 k 0.5 x 10’ 
1.3 +0.3 x 10’ 

2.0 * I .o x 10: 

2.2 f I .2 x 10” 

3.3 IL 1.5 x 10” 

2.5 i 1.1 x 10” 

2.4 z!z 1.0 x 10” 

1.4 rf- 0.4 x IO4 

500 I 

3.0 f 1.4 x 10 

500 I 

2.0 f 0.6 x IO’ 

I .OOO I 

1.4iTo.3 x 10” 
1.000 I 

3.2 f 2.0 x 10” 

0 2 

0 2 

0 2 

0 I 

0 1 

0 2 

0 2 

10.0 YC 4.0 2 

0 I 

0 I 

0 3 

0 3 

Table 3. C‘ounts ot‘viable heterotrophic bacteria (VHB) and I’ihrio-like bacteria (VLB) per gram ot‘ 
\\et \vei_ght in live or íforen sea food: 1. Ensenada: 2, Puerto Peñasco. 

Tabla 3. Conteos de bacterias heterótrofas viables (VHB) y bacterias tipo I’ihrio (VLB) por gramo 

de peso húmedo cn alimento marino civo o congelado: 1. Ensenada: 2. Puerto Peñasco. 

Organism VI1B VI.13 ReI 

Clwlg CFlJ/g 

Artemia (1Jtah) 1 .O * 3.0 x 10’ I.Ok 1.8 x 10” 2 

Artemia (Hiomarine) I.Of 1.6x 10’ 9.0 rr 0.7 x 10” 2 

Shrimp heads 5.0 f 2.3 x 10‘ 5.0 * 1.7 x 10ì 1 

C’lam (( ‘hone /luclr+wgn) 2.0 ?z 0.8 x 10” 3.0* 1.3 x lOi 2 

Squid (Lolign sp.) 8.0 _+ 4.x x I o? I.OfO.4x IO? 2 

Polychaetc (G/ycertr sp.) 3.2 i 2.5 x 10’ 0 2 

Fish (.(‘comheronzorlr.s sp.) 8.3 f 1.2 x 10’ 0 2 
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Table 4. Counts of viable heterotrophic bacteria (VHB). I’I~,-io-l~hc bacteria (VI.1~) and total coli- 

torms (‘I‘C) per gram ot‘dry weight in pcllcts: 2. I’ucrto I’cñasco. 

Tabla 4. Contcos de hactcrias heterótrofas viables (VHB). bacterias tipo Iíh/.io (V1.B) y colil¿~rn~cs 

totales (‘fc) por gramo de peso seco en comprimidos: 2. Puerto I’cìlasco 

I’cllets VI IB vr,n ‘I’C llel: 

CFU!g CF1JIg c’l‘l J/g 

t’uerto Peñasco. nurscry-grade 1 .9 f 0.6 x 10‘ 0 I .o f 4.x X I 0’ 2 

l’ucrto Peñasco. growth-grade 5.5 * 2.2 x 10’ 0 I.Oi 3.2 x 10’ 2 

kmgen. growth-grade 2.8 + 2.0 x 10’ 0 8.7 + 0.2 x 10; 2 

Food stocks 

The bacteria1 concentrations in food cur- 

rcntly cmployed in aquaculture (microalgac. 

livc or frozen seafood and pellets) are presented 

in tables 2, 3 and 4. From these results. it is evi- 

dcnt that food is onc of the ma~jor sources of 

bacteria that could result in a severc epizootic 

of the organisms under culture. 

Microalgae normally have high concentra- 

tions of VHB. between 10” and 10’ CFU/ml, 

irrespective of whether they are cultured in 

small volumes (ca. 20 ml) or large tanks (CLI. 

1.000 1). as is shown in table 2. For VLB, only 

one sample shows a concentration of 10.0 f 

4.0 CFUlmI; no VLB were detected in the 

other samples. Similar numbers for VHB have 

been reported by Nicolas et al. (1989) for 20-l 

cultures of Pln~monas suecica, where VHB 

show concentrations of 2.6 f I .7 x I 0" CFUlml 

and VLB of 0.01 x 10’ CFUlml, and for 50-l 

cultures of fuvlova luflrevi, where VHB reach 

6.1 + 7.2 x 10” CFUiml and VLB, 0.3 k 0.6 x 

10’ CFUlml. 

Artemia “pp., which is extensively used in 

aquaculture, has been found to be a major 

source of VLB. Table 3 shows the results of 

200-l cultures of two Artemia brands (Utah and 

Biomarine), wherc their VLB conccntration 

(10” to I 0’ CFUlmI) is extremely high. This is a 

critica1 point for shrimp aquaculturc, because 

htemirr nauplii are furnishcd as food for 

postlarvae stages. when organisms are more 

sensitive to disease. 

Frcsh or frozen scafood (table 3) is also a 

ma,jor source of bacteria. Squid. shrimp heads. 

clams, etc.. currently cmployed as food for 

redujo drásticamente 6 h después del tratamien- 

to, 24 h después, la concentración de VLB fue 

mayor que la registrada antes de limpiar las 

paredes del estanque, aun cuando el número de 

VLB encontrado en la fuente dc agua de mar 

fue bajo. Este crecimiento rápido dc VLB pro- 

bablementc se debió a las algas verdes bentóni- 

cas (Enteromorph sp.) pegadas a las paredes 

del estanque, donde se encontraron concentra- 

ciones de VLB de 2 x 10’ a 1.5 x 10” por gramo 

de alga húmeda. En contraste a estos resultados, 

las VHB sólo variaron ligeramente (tabla 1). Es 

interesante notar que aunque no se aplica este 

tratamiento para eliminar las VI.1~. SLIS canti- 

dades se redu,jeron drásticamente justo después 

de su aplicación. 

Fuentes de alimento 

Las tablas 2. 3 y 4 presentan las concentra- 

ciones de bacterias en el alimento actualmente 

utilizado en la acuicultura (microalgas, alimen- 

to marino vivo o congelado y comprimidos). 

Estos resultados muestran que cl alimento es 

uno de las principales fuentes dc bacterias que 

pudiera ocasionar una epizootia scvcra cn los 

organismos bajo cultivo. 

Las microalgas normalmente tienen altas 

concentraciones dc VIIB. entre 10 y 

IO7 CFUlml, independientemente de que sean 

cultivadas en volúmenes pequeños (cu. 20 ml) 

o en estanques grandes (ca 1.000 1). como se 

observa en la tabla 2. Para las VLB. solamente 

una muestra presenta una concentración dc 

lO.O+ 4.0 CFWml; no se detectaron VLB en 

las otras. Cantidades similares de VHB han sido 

reportadas por Nicolas et rrl. (1989) para culti- 
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broodstock animals. contain concentrations 01‘ 

VIIB hetwcen 10’ and 10” CFlJlg. ‘fhe VLB 

counted in thc TCBS medium, numbcr from 0 

to 10; ClWp. 

Pellets are another important sourcc of 

bacteria, ‘Thc examplcs shown in table 2 indi- 

cate that they could harbor hetvvcen 10‘ and 

10 VHB/g, and more than 10’ TCig of pellet. 

Thc high TC counts indicate deticicnt sanitary 

control in the production linc. 

DISCUSSION 

Bacteria1 enumeration as supporting 

technology has heen useful in Ensenada and 

Puerto Peñasco hatcheries to set the frequency 

of sand-filter backwashing and enhance the 

drilling of wells near the shore. TCBS counts 

are now used to control the quality of seafood 

and as a routine test in microalgae culturcs, 

where we now filter 10 ml to assure the absence 

of VLB. From the commercial point of view. 

axenic cultures of microalgae or Artetniu 
would be cconomically prohibitive, so VHB 

will always be present. Thcrefore. it becomes 

important to control the potcntially pathogenic 

bacteria. such as those belonging to the genus 

I’ihrio, especially if they vvill he used to nourish 

larval stages of marine organisms. 

For IJV systems. 100 ml of irradiated water 

are now used to enumerate VLB. as an indica- 

tion of their quality and to determine the best 

time to replace lamps. 

The enumeration of different bacteria1 

populations by means of selective culture media 

is a simple methodology useful in aquaculture, 

not only to survey critica1 points during cultiva- 

tion. but also for the certitication of culture 

areas and final product quality. Knowledgc of 

normal bacteria1 concentrations at critica1 points 

during the culture of aquatic organisms consti- 

tutes thc tirst stagc in finding the cause of an 

epizootic disease or to control the bacteria1 

community within the system. 

Seafood could be the main source of VLB 

in aquaculturc, as is indicated in tahle 3. Epi- 

rootics of vibriosis in penaeid shrimp could 

prcsent a mortality rate from inconsequential to 

100% of affected populations (Lightner, 1988). 

The great effort normally madc in aquaculture 

C’iencia.s ,Cfuarlnu.s. Val. 23. No. 1. 1997 

vos dc 20 1 de Plu~tmmrs SIIL’C~W. donde las 

VHB presentan concentraciones dc 2.6 It I .7 x 

10” CFUlml y las VLB de 0.01 x 10 CFlJlml. y 

para cultivos de 50 l dc Pavlov~~ 1~1~~. donde 

las VIfB alcanzan 6.1 + 7.2 x 10” CI~lJiml y las 

VLB. 0.3 i 0.6 x 10’ CI’IJlml. 

Se ha encontrado que Ar/etntct spp,. exten- 

sivamente empleada en la acuicultura. cs una 

fuente principal de VLB. I,a tabla 3 presenta los 

resultados de cultivos de 200 I de dos marcas dc 

Artemia (Utah y Biomarine), donde la concen- 

tración de VLB (10” a 10’ CFlJlml) es extrema- 

damente alta. Esto es un punto crítico para la 

acuicultura del camarón. porque los nauplios de 

Armnirr se usan como alimento para los csta- 

dios postlarvales, cuando los organisms son 

más susceptibles a enfermedades. 

El alimento marino fresco o congelado 

(tabla 3) también es una fuente principal de 

bacterias. El calamar. las cabezas de camarón. 

almejas, etc., actualmente utilizados como 

alimento para los animales reproductores. con- 

tienen concentraciones de VI IB entre 10’ y 

10” CFlJlg. Las VI,13 cuantificadas en cl medio 

TCBS fueron de 0 a 10’ CFU/g. 

Los comprimidos son otra fuente impor- 

tante de bacterias. Los ejemplos en la tabla 2 

indican que pueden contener entre 10’ ) 

lo’ VHBIg. y más de 10” TCig dc comprimido. 

Los conteos altos de TC indican un control de 

sanidad delìciente en la línea de producción. 

DISCUSIÓN 

La cuantificación dc bacterias. como apoyo 

tecnológico, ha sido útil cn los criaderos cn 

Ensenada y Puerto Peñasco para establecer la 

frecuencia de errjuague dc los filtros de arena y 

para mejorar la construcción de pozos en la cos- 

ta. Los conteos de TCBS actualmente se usan 

para controlar la calidad del marisco y consti- 

tuyen una prueba rutinaria cn los cultivos de 

microalgas, donde ahora se filtran 10 ml para 

asegurar la ausencia de VI,B. Desde el punto de 

vista comercial, los cultivos axenicos de micro- 

algas 0 Artemin scrían cconómicamcnte impo- 

sibles. por lo que las VIIB sicmprc estarán 

presentes. Por lo tanto. es importante controlar 

las bacterias potencialmente patógenas. tales 

como las pertenecientes al genero I ‘ihrio. 
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to vvork vvith high hactcriological watcr quality 

Ioscs its meaning whcn large amounts of 

hactcria are introduccd with Iòod. 

fiffort has to he focused on thc corrcct 

managcment of‘ the hactcrial community rathcr 

than on its elimination Bacteria play man) 

important roles; unfortunately. one of thcm is 

thc acutc pathogcny 01‘ some microorganisms. 

A majar advancement in aquaculture can he 

reached with a dceper understanding of the rolc 

of the microbial community in the biological 

control of pathogcns (Gil-Turnes et crl.. 1989: 

Macda and Nogami. 1989) and its production of 

bioactiv,c compounds (Kimura et (II.. 1990: 

Sugita et ul., 1991). 
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