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DESARROLLO DE UNA PRUEBA DE PCR ANIDADA PARA LA DETECCION
DEL VIRUS DE LA MANCHA BLANCA EN CAMARONES PENEIDOS

Dra. Josefina Audelo del Valle, Biol. Maria Isabel Peinado Garcia
y Dr. Fernando Montiel Aguirre
Laboratorio de Estudio y Diagnostico Molecular de la Universidad de Occidente

INTRODUCCION

La reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés), es en la
actualidad una de las técnicas mas
sensibles y precisas utilizadas para la
deteccidn de patdgenos virales. Se trata
de la sintesis in vitro de &cidos
nucleicos, en donde se utilizan como
iniciadores de la reaccion fragmentos
del genoma buscado (primers); el
proceso es catalizado por una enzima
polimerasa. Esta técnica, desarrollada
en 1983 por Kary Mullis, permite
amplificar un fragmento de DNA
especifico sin necesidad de células
bacterianas. El proceso de copiado
opera en forma ciclica duplicando, en
cada ciclo, la cantidad de DNA blanco.
Asi, permite obtener millones de copias
de un segmento gendomico en pocos
minutos. La reaccion se lleva a cabo
separando la doble cadena de DNA para
después utilizar, como molde de la
copia, la cadena original de este acido
nucleico. El objetivo de la metodologia
es copiar de forma exponencial, el
segmento gendmico localizado entre los
primers utilizados de manera que, al
final del proceso, dicho segmento
puede ser detectado mediante
electroforesis (Innis et al., 1990 y Karp.
1998).

Existen variantes de la técnica, entre
éstas se encuentran el PCR simple 6 de
un solo paso, el de tipo anidado 6 de
dos pasos O bien la reverso
transcriptasa-reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). El PCR de un solo
paso amplifica in vitro un fragmento
gendmico utilizando un par de primers,
el resultado es la sintesis del segmento
gendmico ubicado entre éstos. A su vez
el RT-PCR puede ser considerado un

PCR simple 6 de un paso, en el cual la
sintesis se realiza a partir de RNA, de
manera que se incluye una fase de
transformacion del RNA en DNA
complementario, empleando una
reverso transcriptasa.

En el caso del PCR anidado, se trata de
amplificar varios fragmentos gendmicos
utilizando dos & mas pares de
iniciadores. Este proceso consta de dos
reacciones de amplificacion: en la
primera se obtiene la sintesis de un
solo segmento; la segunda reaccién se
realiza con la alineacién de un segundo
par de primers en el producto de la
primera reaccion, es decir, los
segundos primers estan inmersos 6
anidados en el primer segmento
amplificado. Por consiguiente en esta
segunda fase del proceso se sintetizara
uno o6 dos fragmentos gendmicos
alojados en el producto de la primera
reaccion de sintesis.

Esta poderosa técnica de deteccion,
proporciona resultados mas precisos y
confiables para la diagnosis temprana
de patogenos virales. Con este objetivo,
desde la aparicion del Virus de la
Mancha Blanca (WSSV), diferentes
grupos de investigadores han disefiado
pruebas para la deteccion de este
agente infeccioso basadas en la PCR
anidada. Tal es el caso del grupo del
Dr. Lo, quienes en 1996, desarrollaron
una técnica anidada de PCR para
detectar la presencia del Virus del
sindrome de la Mancha Blanca, la cual
fue utilizada para analizar muestras de
camaron cultivado y camarén silvestre,
asi como jaibas y otros artrépodos. La
deteccién del Virus de la Mancha Blanca
en muestras de camardn cultivado (P.




monodon, P. japonicus, P. penicillatus)
y algunos casos de jaiba en cultivo
(Scylla serrata) fue posible mediante la
prueba de PCR de un solo paso,
amplificando un fragmento de 1447 pb.
Mientras que la deteccion del mismo
patdbgeno en organismos silvestres
como langostino (M. rosenbergii),
camarén (P. monodon, P. japonicus, P.
semisurcatus, P. penicillatus) y jaibas
colectados en costas de Taiwan, soélo
fue posible con la técnica de PCR
anidada. Con esta misma prueba de dos
pasos, también se pudo detectar al
WSSV en copépodos, palemédnidos y
larvas de insectos de la familia
Ephydridae colectados en granjas de
Taiwan afectadas por el virus (Lo et al.,
1996).

En este mismo sentido, el grupo de
investigadores del Laboratorio de
Estudio y Diagndstico Molecular de la
Universidad de Occidente desarrollaron
la técnica que aqui se presenta. Para la
cual se disefiaron primers anidados, en
el fragmento de 1090 pb sintetizado en
una primera reaccion, para la deteccion
del Sindrome de la Mancha Blanca en
camarones peneidos. Por consiguiente,
al final de esta reacciéon de sintesis
anidada, se amplifica un segmento de
616 pb de longitud que se encuentra
inmerso en el obtenido durante la
primera reacciéon. El procedimiento
permitié elevar, ain mas, el grado de
sensibilidad y especificidad de la técnica
de PCR utilizada para la deteccion de
WSSV en este Laboratorio.

DESCRIPCION DE LA
METODOLOGIA

Extraccion de acidos nucleicos

La extraccién de DNA se realiza segun
la metodologia descrita por Montiel
(1994), la cual consiste en la
homogenizacién del tejido en buffer de
lisis, (EDTA 100 mM ph 8.0, SDS 1% y
TRIS 10 mM). Una vez obtenido el
homogenizado, este se clarifica por
centrifugacion a 14,000 RPM. Después
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se realiza una triple extracciéon: con
fenol equilibrado, fenol-cloroformo
(1:1) y cloroformo. La precipitacion del
DNA se realiza con alcohol isopropilico,
y el lavado con alcohol etilico.

Amplificaciéon

Para efecto de la amplificacion, se
emplea una mezcla de reaccién
compuesta por primer 1, primer 2,
agua destilada estéril, mezcla
compuesta por 10 mM de dATP, dCTP,
dGTP y dTTP, buffer de PCR: Tris HCL
100 mM, MgCl, 15 mM, KCI 500 mM ph
8.3 y DNA a analizar. La Taq polimerasa
se agrega después de un
precalentamiento de la mezcla de
reaccion a 95° C. La reaccion de
amplificacion se realiza en 35 ciclos, los
cuales incluyen fase de
desnaturalizacion a 95° C, alineacion a
72° C y extension a 55° C. La reaccion
se detiene, transcurridos los primeros
15 ciclos, para agregar el segundo par
de primers y proceder con la segunda
reaccion de amplificacién.

Visualizacion del producto de la
amplificacion

Los productos amplificados se
visualizan a través de electroforesis en
gel de agarosa al 0.8%, tefiido con
bromuro de etidio (Sambrook et al.,
1989). Mediante la aplicacién de luz
ultravioleta, en el gel, es posible
observar los fragmentos gendmicos
amplificados en el proceso de sintesis
llevado a cabo. Asi pues, para las
muestras de organismos en los que fue
posible detectar la presencia del virus
de la Mancha Blanca, se hacen
evidentes dos segmentos: uno de 1090
pb producto de la primera reaccién de
sintesis y uno de 616 pb amplificado a
partir del primer fragmento sintetizado,
por lo tanto inmerso en esta regidn
genomica del virus (Figura 1).
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa
al 0.8 %, de la prueba de PCR anidada
disefiada para la deteccién del virus del
Sindrome de la Mancha Blanca. Carril 1:
resultado del andlisis practicado a una
muestra de camarén L. vannamei, afectado
por WSSV; solo se utilizd un par de primers
se trata de PCR de un solo paso. Carril 3: la
misma muestra analizada con la prueba de
PCR anidada, en la que se agregd un
segundo par de primers, obteniéndose la
sintesis de un fragmento de 616 pb alojado
en el de 1090 pb amplificado en la primera
reaccion de sintesis. Carril 6: marcador de
peso molecular.
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INTRODUCCION

La acuacultura es la actividad productiva
de la cria y cultivo de especies marinas y
dulceacuicolas, la cual ha experimentado
un incremento importante en los Ultimos
afnos. La gran demanda internacional que
existe por camardén ha propiciado el
desarrollo del cultivo de este organismo.
Sin embargo, el crecimiento de esta
industria se ve amenazada por el
aumento en las enfermedades que
afectan al camaréon. La mortalidad
generada por Vibrio puede llegar ha ser
significativa y reducir la produccion de
camaron (Aguirre y Ascencio 2000).

La patogenicidad expresada por los
miembros del género Vibrio es muy
variada. Al igual que otros patdgenos, la
enfermedad ocasionada por esta bacteria
involucra la combinacién de factores
tales como la condicién fisioldgica del
camardn, especie o cepa del patdgeno
que lo afecta y factores ambientales
(Figura 1) (Karunasagar et al., 1994).

Organismo

Especic,

Patégeno

Especie y cepa

Dasis, Tiempo, Estadio de¢ desarmollo,

D — -
ENFERMEDAD
4

Forma de infecciin

Medio Ambiente

Temperatura, pH.
Alimento, Oxigena

Figura 1. Esquema de elementos basicos
involucrados para la presencia de una
enfermedad.

Los vibrios han sido asociados con la
mortalidad de camarones peneidos en
diferentes paises del mundo (Tabla 1),
siendo V. harveyi una de las especies
mas frecuentemente reportas (Robertson
et al., 1998).

Moriarty (1999) reporta que esta especie
de Vibrio gener6 importantes pérdidas en
la produccién de camarén y propicid el
posterior cierre de numerosas granjas
camaronicolas en Filipinas.  Vibrio
alginolyticus ha sido reportado como un
agente que afecta al caparazon vy
hepatopancreas de camarones vy
langostas, mientras que V.
parahaemolyticus, P. damselae y V.
mimicus han causado importantes dafios
en todas las fases de cultivo del camarén
(Vandenberghe et al., 1999). El presente
trabajo muestra los efectos de V.
parahaemolyticus (cepa HL57), al usarse
en forma controlada como agente
patégeno de camardn.

Tabla 1. Especies de Vibrio que afectd la
produccion de camardén en los ultimos 20
afos

pais Ao Espgug de Espe(:le,de
Vibrio Camaron
. " 1985 V. vulnificus "
Tailandia 1989-1990 V. harveyi L. monodon
Japdn 1988-1992 V. penaeicida M. japonicus
Indonesia 1990 V. harveyi L. monodon
V. harveyiy V.
S 1990-1993 . «
Filipinas 1992-1994 parahaemolyt_lcus L. monodon
V. harveyi
- 1993 V. harveyi L. monodon
Taiwan n 4 L. monodon y
1994 V. alginolyticus X N
M. japonicus
Nueva . . .
Caledonia 1993 V. penaeicida L. stylirostris
Ecuador 1993-1994 V. harveyi L. vannamei
Australia 1994-1995 V. harveyi y'v. L. monodon
parahaemolyticus
China 1995 e . L. orientalis
parahaemolyticus




MATERIAL Y METODOS

Cepa Bacteriana y Condiciones de
Cultivo

Una cepa de Vibrio parahaemolyticus
(HL57), aislada originalmente  de
camarones enfermos, fue proporcionada
por el Dr. Gomez-Gill (1998) de Ia
coleccidn de microorganismos  de
importancia acuicola (Centro de
Investigacion en Alimentacién y
Desarrollo, Unidad Mazatlan). A fin de
activar la cepa HL57 de congelacién (-
800 C), esta fue cultivada en agar LB (5
g L' extracto de levadura, 10 g L*
triptosa, 20 g L'* agar, 2% NaCl) a 35° C
por 24 h. Las colonias bacterianas fueron
trasferidas a 10 mL de solucién salina
estéril hasta obtener una absorbencia de
1 a 540 nm, -equivalente a una
concentraciéon de 10° ufc mL™! (Aguirre y
Ascencio 2000).

Animales experimentales

Camarones juveniles Litopenaeus
vannamei (4-7 g de peso) fueron
obtenidos de la granja comercial de Vista
Hermosa (N 23948'04.2" - w
97053’'35.6"), Tamaulipas, México (Figura
2). Los organismos fueron colectados con
ayuda de una red tipo atarraya vy
trasportados al area de bioensayos de la
Facultad de Medicina Veterinaria vy
Zootecnia de la Universidad Autéonoma
de Tamaulipas. Los camarones fueron
aclimatados por 10 dias en agua marina
filtrada (27° C, pH 7.8-8.2, y 35%o)
proveniente de la Presa, Soto La Marina,
Tamaulipas. Los camarones fueron
alimentados con una dieta comercial
para camaron (35% de proteina, marca
Purina).

Bioensayo de infeccion

Los camarones fueron infectados por
medio de balneacidon con una solucion
bacteriana de 10° ufc mL}(Saulnier et al.
2000). Después de 2 h de exposicion a la
bacteria, los camarones fueron lavados
en agua salina limpia y trasferidos a
peceras (10 camarones por pecera) con
agua marina filtrada vy aereacién
continua. El grupo control fue tratado de
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la misma forma que fue sefalada
anteriormente, excepto por el uso de la
bacteria. La mortalidad (%) de los
camarones fue monitoreada por 240 h.
Ademas de la mortalidad, los camarones
infectados fueron evaluados
histolégicamente (H&E) conforme lo
descrito por Alvarez et al. (2003). Los
tejidos fueron fotografiados con la ayuda
de un microscopio de luz (Carl
Zeiss/Axiostar) y una camara digital
(Cannon, Powershot G6 PC1089).

Figura 2. Vista satelital de la granja
comercial de camarén (L. vannamei) de Vista
HermosaTamaulipas, México (N 23°48'04.2" -
W 97053'35.6")(Google Earth)

RESULTADOS Y DISCUSION

La vibriosis, nombre comin de la
enfermedad originada por los vibrios,
puede generar una patologia muy
agresiva que puede desembocar en la
muerte de los organismos en solo 24 h.

Los camarones infectados con V.
parahaemolyticus (cepa HL57) mostraron
signos generales de vibriosis tales como
necrosis en branquias, letargia y falta de
apetito. Sin embargo, la mortalidad que
presentaron los organismos fue sélo del
7.5 £ 3% (240 h post-infeccidn) sin ser
este valor diferente al observado para el
grupo control. De la Pefia et al., (2001)
utilizaron concentraciones de 10° ufc mL
! para infectar camarones juveniles (L.
monodon) con V. harveyi, reportando
mortalidades superiores al 50%. Muroga
et al. (1994) infectan con Vibrio (107 ufc
mL™) larvas de M. japonicus, Artemia sp
y Palaemon paucidens logrando
sobrevivencias del 70-100%. Esto
sugiere que existe una gran diferencia




entre la patogenicidad generada por las
diferentes especies y cepas de Vibrio, y
que la dosis bacteriana a la cual los
camarones pueden estar expuestos es un
elemento importante en términos de la
patogenicidad, tal como Ilo sugiere
Saulnier et al, (2000).

En los camarones infectados con V.
parahaemolyticus (HL57) se observd
gran cantidad de granulomas y nédulo
hemocitico en el hepatopancreas (Figura
3). Gomez et al. (1998) encontraron a V.
alginolyticus, P. damsela, y Vibrio sp en
el hepatopancreas de camarones,
sugiriendo que estos entraron hasta este
tejido via el molino gastrico. Resultados
similares fueron detectados por Lavilla et
al. (1998) al detectar V. harveyi en el
hepatopancreas de L. monodon, siendo
ademas detectada la presencia de
granulomas e infiltraciones hemoliticas
por H&E. Esto sugiere que el
hepatopancreas de los camarones es
muy susceptible a este género bacteriano
(Vibrio sp.) y que puede ser el érgano
blanco de estas bacterias.

Figura 3. Lesiones ocasionadas por V.
parahaemolyticus (HL57) en hepatopancreas
de camarones L. vannamei infectados
experimentalmente (10° ufc mL™?).
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INTRODUCCION

Los estudios hematoldgicos en peces se
emplean frecuentemente como una
herramienta de diagndstico para
determinar el estado de salud vy/o
cambios fisioldgicos, en estos organismos
(Guemez y Sima, 1993 y Huchim, 2003).
Actualmente el desarrollo de |la
acuacultura se ha visto en la necesidad
de controlar y prevenir enfermedades en
peces, lo que ha generado un interés en
estudios hematoldgicos en este tipo de
organismos. Sin embargo, para cada
especie de pez es necesario establecer
valores hematoldgicos estandares, que
permitan diferenciar un estado de salud
anormal durante la realizacion de
investigaciones a nivel fisioldgico,
patoldgico, toxicolégico y de estrés
(Summerfelt et al. 1967).

Cichlasoma urophthalmus es una especie
de gran aceptacion comercial en el
sureste de México. En los afios 90°s
comenzd el estudio de ésta especie
desde diferentes enfoques (bioldgico,
nutricional, parasitologico, patoldgico,
reproduccion, etc.) con el fin de
desarrollar la biotecnologia para su
cultivo (Ross y Martinez-Palacios, 1990).
Esto ha generado a su vez la necesidad
de conocer los pardmetros
citohematoldgicos “normales” a fin de
comprender mejor los procesos
fisiolégicos que permitan, entre otras
cosas, detectar el estado de salud de
estos peces ya sea en sistemas naturales
o de cultivo. Por lo tanto, en este trabajo
se hace una caracterizaciéon de los
parametros hematoldgicos de este ciclido
nativo en condiciones de laboratorio.

METODOLOGIA

Durante este estudio, se utilizaron 25
peces de la especie C. urophthalmus con
un peso promedio de 310 = 19 g,
cultivadas en el Departamento de
Recursos del Mar del CINVESTAV- Unidad
Mérida. Los peces se mantuvieron
durante 60 dias en el laboratorio
experimental para su aclimatacién a una
temperatura de 26° C *1 vy una
alimentacion ad libitum 3 veces al dia. Al
término de este periodo se tomaron
muestras sanguineas por puncion en la
vena caudal. Para ello los peces fueron
anestesiados con benzocaina (100 mg/I
durante 15 minutos) y la sangre fue
conservada en viales conteniendo
heparina.

Las tinciones citoquimicas realizadas
fueron las de Esterasa no especifica
modificada, Sudan Black B y acido
Peryodico de Schiff Modificada (PAS). Los
frotis fueron fijados con vapores de
formalina al 40% (Undritz, 1973),
posteriormente fueron tefiidos y con la
ayuda de un microscopio se realizd la
descripcidn citoquimica y la reaccion de
cada una de las células a los diferentes
colorantes, observando un total de 50
células (Undritz, 1973; Luna, 1968). Para
el conteo diferencial se realiz6 la tincion
por el método de May-Grunwald Giemsa
técnica reportada como Optima por
Parish et al., 1986; Dheer et al., 1987,
Burrows 1988; Hunn 1992, para ello se
contaron 100 células en 25 frotis tenidos,
usando un microscopico compuesto a
objetivo de 100X.

RESULTADOS
La descripcién de cada una de las células
observadas con las diferentes técnicas de




tincion se muestran en la Tabla 1. Los
resultados  del conteo  diferencial,
mostraron que la poblacién de células
mas abundante en la sangre de
Cichlasoma  urophthalmus son los
linfocitos y trombocitos. Entre los
trombocitos, los de forma de gota
resultaron ser los mas abundantes, luego
los trombocitos en forma oval y por
ultimo los trombocitos en forma de huso.
En orden decreciente le contindan los
granulocitos tipo I, monocitos y por
Gltimo los trombocitos tipo II, del que
solo se encontré una célula en los 25
conteos efectuados.

En la Figura 1 se observan varias de las
células observadas en Cichlasoma
urophtalmus por medio de la tincion de
May Grunwald-Giemsa.
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Figura 1. Frotis hematoldégico donde se
observan varios tipos de células: a) Monocito,
b) Linfocito, c) Neutréfilo, d) Trombocito,
tincién , May Grunwald-Giemsa,100 x.

DISCUSION
Se encontraron 7 tipos de células en la
sangre periférica: trombocito en forma
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oval, gota y huso, linfocitos, monolitos,
granulocito tipo I y II. La morfologia de
las células de C. urophthalmus coinciden
con lo reportado por Burrows y Fletcher
(1988), y Fujimaki e Isoda (1990). Se
identificaron dos tipos de granulocitos: I
y II, se les denomind granulocitos por los
distintos tamafios de granulos que
poseen (Fujimaki e Isoda, 1990). EI
granulocito tipo I es andlogo a
neutrofilos, tienen granulos finos en todo
el citoplasma, el nlcleo es oval,
excéntrico y ocasionalmente
tetralobulado y son observados en la
sangre periférica.

Son escasos los trabajos que reportan
Granulocito tipo II en sangre periférica,
lo cual concuerda con el presente
estudio. La casi nula identificacion puede
ser debido a la tendencia a
desgranulacion en teledsteos de agua
dulce como lo menciona Hine et al.,
1986b.

Con respecto a los trombocitos
observados en C. urophthalmus, coincide
con lo reportado por Rowley et al.
(1988), sin embargo Ellis (1976) reporta
que la presencia de estas células
depende del grado de estrés durante el
sangrado, aunque en este estudio se
redujo al maximo el estrés en los peces
no se podria afirmar que se evitd por
completo. Los linfocitos observados son
semejantes a los reportados por
Ferguson (1984) y Roberts (1981).

El grado de positividad esta en relacion
con el grado de madurez de las células,
debido a que estas contienen mayor
cantidad de granulos de lipidos vy
fosfolipidos a nivel del citoplasma, lo cual
se demostré con la tincion de Sudan
Black, esto coincide con lo reportado por
Roberts (1981).
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Tabla 1. Descripcion citoquimica de las células sanguineas de Cichlasoma urophthalmus

TROMBOCITO
TINCION LINFOCITO MONOCITO o CIRANYILOIEITE (Gota, Oval y ERITROCITO
TIPO 1 TIPO 11 H
uso)
Son
randes
Forma 9 ! - Forma oval
de forma | Forma \varia
redondos vy - Forma oval o a redondo,
redonda a | de esférico a . .
ovales ) redonda, Citoplasma citoplasma
May- . oval oval, nucleo -
Citoplasma ) . citoplasma transparente, morado
Grunwald . irregular, violeta , . - M
. azul palido. . claro, nudcleo | Nucleo violeta | grisaceo,
Giemsa . con intenso, P .
Nucleo h excéntrico intenso nucleo
- vacuolas, citoplasma h
violeta h segmentado violeta
. citoplasma azul claro .
intenso intenso
azul
grisaceo
Positivo (+)
. Citoplasma
Positivo P
+) azul con
. escasos
Citoplasma .
granulos
azul- .
dispersos .
. morado h Positivo
Positivo (+) con azul-grisaceo (+++)
Citoplasma granulos Positivo (++) Cito Ia.sma
basofilo con finos Citoplasma azulp con
Sudan granulos 2 azul con . . .
. grisaceos. . granulos Negativo Negativo.
Black B finos L granulos
dispersos de Positivo pequefios grandes
p (++) . gruesos de
color . grisaceos
. Citoplasma L color negro
grisaceo Positivo )
azul con intenso.
p (+++)
granulos .
equefios Citoplasma
peq azul con
gruesos .
granulos
negros.
gruesos
negros.
Positivo
(++) Positivo .
A . Citoplasma
. Finos (+++) Positivo (+++) -Itop
Positivo (+). . , , ligeramente
- granulos Granulos Granulos
Citoplasma . rosa en todas
S el dispersos y | gruesos grandes, | f
Tincion de | azul claro gruesos agrupados ruesos y as ormas | Negativo
PAS Finos o 9 observadas. 9 ’
. agrupados tefidos de | compactos, h
granulos . Presencia de
rosados de color | color rosa | nucleo vacuola en la
! rosa fucsia, | fucsia basdfilo.
P . forma de gota
nucleo intenso.
grisaceo.
Citoplasma Citoplasma Citoplasma Citoplasma con
Esterasa café amarillo | con con granulos | granulos
No con granulos | granulos café-rojizos Café-rojizos Negativo Negativo
Especifica café-rojizos Cafés- bien con puntos
i r rojiz ini . ri .
dispersos 0jizos definidos Amarillos

Grado de intensidad en la coloracion de los Granulos citoplasmicos:
(+) = Débilmente positivos
(++) = Algunos granulos estan mas perceptibles que otros

(+++) = Granulos fuertemente marcados y agrupados




En este sentido se observd que fueron
pocos los granulocitos y que estos fueron
granulocitos tipo I. Con respecto a los
monocitos y linfocitos que se clasificaron
como medianamente positivos (++) vy
débilmente positivos (+) respectivamente
nos atreveriamos a relacionarlo con la
presencia de las vacuolas y granulos
dispersos en el citoplasma de acuerdo a los
reportado por Undritz (1973), Parish et al.
(1986).

Referente a los resultados obtenidos con la
reaccion de PAS, es importante notar que
es la tincion que comparte resultados
semejantes a los trabajos realizados por
Roberts (1981) y Parish et al. (1986) en
Scyliurnus canicula, lo cual puede indicar
que es una reaccidn no especifica, ya que
tifie todo tipo de polisacéaridos (incluyendo
mucopolisacaridos, glucdégeno,
mucoproteinas y  glucolipidos). Estos
aparecen Unicamente a nivel intracelular en
el citoplasma como granulos en masa o
completamente dispersos con una amplia
variabilidad de intensidad de color.

Undritz (1973) reporta que bajo
condiciones normales; los polisacaridos
intracelulares incrementan cuando estos
maduran, y una vez mas se estaria
comprobando esta aseveracion, ya que se
aprecio y se clasifico los tres grados de
positividad en las células granulociticas, y
con las demas células (linfocitos, monocitos
y trombocitos). La clasificacion de los
grados de positividad se relacionaria por
los estudios efectuados por microscopia
electronica por Fujimaki e Isoda 1990 y
Parish et al., (1986), el cual clasificaron los
leucocitos por el contenido y tamafio de
granulos intracelularmente.

CONCLUSIONES

No existe mucha diferencia morfoldgica,
de las células hematoldgicas de
Cichlasoma uruphthalmus con las de
otras especies estudiadas.

Las células mas abundantes en sangre
periférica en Cichlasoma urophthalmus
son los linfocitos y trombocitos.
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VACIO SANITARIO COMO MEDIDA DE BIOSEGURIDAD PARA REDUCIR EL
RIESGO DE REINFECCION VIRAL EN CENTROS CAMARONICOLAS

Leobardo Montoya Rodriguez y Ma. Cristina Chavez Sanchez
Centro de Investigacién en Alimentacién y Desarrollo, A. C. Unidad Mazatlan

No obstante el crecimiento mundial de la
actividad acuicola en las dultimas tres
décadas, ésta se ha visto fuertemente
afectada por diferentes enfermedades
virales que se han convertido en uno de
los mayores impedimentos y desafios
para su desarrollo. ElI disefio de
estrategias y la aplicacion de medidas
de bioseguridad enfocadas a la reduccidn
de reinfecciones virales, son
indispensables para alcanzar un
crecimiento sostenido en la acuicultura.

Movilizaciéon irresponsable de
organismos y sus consecuencias
sanitarias

Actualmente se reconoce que el
movimiento irresponsable de
organismos, ha sido el causante de la
introduccién y dispersion de agentes
patdégenos y enfermedades en algunas
regiones y sistemas de cultivo y que las
pérdidas econdmicas ocasionadas han
afectado directa e indirectamente la vida
de muchas comunidades a través de la
reduccion en la disponibilidad de
alimento, pérdida de ingresos
economicos y empleos, con todas las
consecuencias asociadas. Asi mismo
resulta légico pensar que ha habido un
impacto no suficientemente evaluado,
sobre poblaciones naturales.

La aparicion de un gran nuamero de
enfermedades virales en el cultivo de
organismos acuaticos, ha estado ligada a

la expansion, intensificacion y
diversificacion de la actividad, asi como a
la comercializacion basada en

movimientos sin un control sanitario de
larvas, semillas, huevos, reproductores y
productos o subproductos que como
alimentos utiliza la misma industria, tales
movimientos se han realizado dentro de

los mismos paises, de un pais a otro e
inclusive de un continente a otro.

La camaronicultura en particular y en
diversos paises del mundo, ha sufrido
importantes pérdidas debido a una gran
variedad de enfermedades virales, ya
gue no se cuenta con métodos efectivos
para el tratamiento de las mismas. La
falta de aplicacion de medidas estrictas
de cuarentena y certificacion, han sido
algunas de las causas de la dispersién de
dichas enfermedades.

Planes de Emergencia

Los planes de emergencia especificos
para controlar y erradicar las
enfermedades, no han podido ser
desarrollados en su totalidad, debido
principalmente al impacto econdmico y
social que podrian tener sobre las
comunidades locales de los principales
paises productores.

El Codigo Sanitario para los Animales
Acuaticos (2007) publicado por la OIE
(Organizaciéon  Mundial de Sanidad
Animal), sefala las directrices para la
elaboracion de un plan de emergencia
para reducir la dispersidon de patdgenos,
entre las que se encuentran:

1) el sacrificio sanitario de organismos
infectados mediante un método
particular que impida la propagacion de
determinados agentes infecciosos, esto
implica la deteccion temprana del brote y
su control.

2) Procedimientos de desinfeccién, tanto
de instalaciones como de materiales,
utensilios, vehiculos etc., bajo un
protocolo que garantice la eliminacion de
agentes infecciosos y la no afectacion al
medio.




3) El vacio sanitario, que consiste “en la
operacién por la que se vacian de un
establecimiento de acuicultura, los
animales susceptibles a una enfermedad
determinada o identificados como
transmisores de un agente patdgeno y
cuando sea posible el agua que los
contiene. En el caso de animales cuya
susceptibilidad es indeterminada, es
decir en aquellos animales acuaticos en
la que se desconoce si el agente
patdogeno puede mantenerse “viable” o
es capaz de multiplicarse y aquellos que
no han sido reconocidos como portadores
de una enfermedad determinada, la
decision de proceder al vacio sanitario
debe basarse en una evaluacién del
riesgo” (OIE 2007), en esto ultimo, se
considera la probabilidad de que ocurra
un incidente y la magnitud de sus
consecuencias (alta, mediana, baja o
insignificante).

Si bien es cierto que la aplicaciéon de un
vacio sanitario es factible en
instalaciones relativamente pequefas y
con limites perimetrales, es mas dificil de
llevar a cabo en las condiciones en que
se desarrolla el cultivo de camarén en
México, debido a los tamafios de los
centros de produccion y a la complejidad
que se presenta en el medio donde
generalmente se han instalado dichos
centros (esteros, lagunas, manglares y
bahias).

Por ejemplo, actualmente cuando se
presentan mortalidades debidas a un
brote de virus de la mancha blanca, los
productores realizan cosechas de
emergencia, eliminando grandes
cantidades de agua sin un tratamiento
previo que asegure la no diseminacion de
patdgenos o vectores de los mismos al
medio. En algunos casos, los productores
vuelven a sembrar en los mismos
estanques incluso con la misma agua
infectada.

En otros, llevan al cabo la limpieza de
sus estanques y después de un periodo
de secado que es variable, vuelven a
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sembrar sin una evaluacién previa del
riesgo.

El evitar la liberacién y dispersion de
patégenos al medio a través de agua de
cultivo contaminada, conjuntamente con
procedimientos de desinfeccidn y el vacio
sanitario, son estrategias que deben
realizarse en la actividad acuicola. El
dejar de producir por un periodo
considerable, es importante para permitir
la restauracion del medio y disminuir la
probabilidad de que los organismos
reservorios reinfecten los estanques.

Para lo anterior, las autoridades deben
contar con informacién sobre: el nivel de
riesgo para las demdas operaciones
acuicolas locales, conocer la gravedad de
la enfermedad en cuanto al periodo de
infeccidén, los mecanismos de distribucion
del agente patdgeno y el posible impacto
econdmico y social. Finalmente se debe
efectuar la evaluaciéon del riesgo
correspondiente.

De acuerdo a la OIE, “cuando exista una
operacidon oficial de sacrificio sanitario
total para combatir a una enfermedad
determinada, la Autoridad Competente
debera exigir que un establecimiento de
acuicultura infectado vy todos |los
establecimientos de acuicultura situados
en la zona infectada, oficialmente
establecida, sean sometidos,
simultaneamente de ser necesario a un
periodo determinado de vacio
sanitario”(OIE, 2007). Actualmente en
México esta medida no es obligatoria y
se deben elaborar las disposiciones y el
marco legal para que se lleve a cabo.

Los parametros técnicos para un plan
reglamentario de vacio sanitario estan
establecidos en el Cdédigo de la OIE. En
este se especifica que el vacio sanitario
deberd realizarse después de haber
evacuado todas las especies de animales
acuaticos susceptibles a la enfermedad
considerada, asi como todas aquellas que
puedan ser portadoras de la misma. Asi
mismo establece que cuando sea posible,




se debe haber evacuado el agua en la que
se encontraban los animales infectados, y
eliminar o desinfectar los equipos vy
material que haya estado en contacto con
el agente infeccioso, siguiendo los
procedimientos que autorice la Autoridad
Competente.

Lo mas importante de este procedimiento
es que el vacio sanitario puede realizarse a
nivel granja, cuerpo de agua, zona,
microzona o regiéon, adaptando la
metodologia a las circunstancias del
problema. Para ello, se deberian seguir los
pasos sugeridos por la OIE (OIE, 2007):

< Procedimientos de diagndstico en
los laboratorios de referencia
nacionales.

% Confirmacion de diagndstico en
caso de necesidad, por un
laboratorio de referencia de la OIE.

< Instrucciones que debe observar
permanentemente el personal del
terreno encargado del estado
sanitario de los animales acuaticos.

% Instrucciones para la manipulacion
y la eliminacién de animales
acuaticos muertos en un
establecimiento de acuicultura.

< Instrucciones relativas al sacrificio
sanitario.

< Instrucciones para el control de la
enfermedad a nivel local.

< Instrucciones para la instauracién
de zonas de cuarentena y de zonas
de observacion (vigilancia).

< Procedimientos de desinfeccion.

< Procedimientos de vacio sanitario.

% Métodos de vigilancia asociados a la
erradicacion.

% Procedimientos de repoblacion.

< Condiciones de indemnizacién.

< Procedimientos de declaracion.

% Medidas destinadas a informar al
publico sobre la enfermedad de los
animales acuaticos.

En el caso de enfermedades vya
establecidas se pueden adoptar y adaptar
algunas de éstas medidas. Por ejemplo, si
un grupo de productores de un area
especifica decidieran aplicar estas medidas
con el fin de reducir el impacto del virus de
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la mancha blanca, deben acordar una serie
de acciones conjuntas, entre ellas:

1) Confirmar la presencia del agente
patégeno, su prevalencia y los posibles
reservorios tanto en las instalaciones como
en el medio donde se encuentran
establecidas las granjas. Para ello, deben
apoyarse en los laboratorios de diagndstico
de referencia nacionales y en las
autoridades correspondientes.

2) Ser receptores de las instrucciones
emitidas por parte de las autoridades, para
la manipulacién y eliminaciéon adecuada de
animales acuaticos muertos.

3) Aceptar y ejecutar las instrucciones
relativas al sacrificio sanitario.

4) Realizar los procedimientos de
desinfeccidon de instalaciones, material,
equipo, agua que aseguren la eliminacion
del patégeno y no su diseminacion.

5) Estar conscientes de la responsabilidad,
importancia y alcances de los
procedimientos de un vacio sanitario.

6) Establecer y ejecutar un programa de
vigilancia asociado a la disminucion del
riesgo y posible erradicacién del problema.

7) Aplicar Buenas Practicas durante los
Procedimientos de repoblacion.

8) Contar con condiciones de
indemnizacion y apoyo por parte de las
autoridades
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DIALOGOS SOBRE LA ACUACULTURA

Martha Zarain Herzberg
Centro de Ciencias de Sinaloa

La acuacultura puede ser definida como
el cultivo o el encierro de especies
acuaticas bajo condiciones controladas,
para un rapido crecimiento,
contribuyendo con mas de un tercio de
las especies acuaticas consumidas a
escala mundial y prometiendo producir
alimento de alta calidad.

También es importante como actividad
econdmica en muchos paises ya que
ofrece oportunidades para favorecer la
disminucion de la pobreza, el desarrollo
de las comunidades, la reduccién de la
sobreexplotacion de los recursos
naturales, y la seguridad alimentaria en
regiones tropicales y subtropicales.

Sin embargo, el desarrollo de la
acuacultura ha generado un sinnumero
de debates sobre su costo y beneficio,
tanto social como ambiental. Asi como,
se hace mencidon que esta industria
contribuye con aproximadamente un
tercio de la produccion de alimento
cultivado acuicola, asi también la
acuacultura consume mas pescado y
aceite de pescado que cualquier otra
industria.

Entonces este acelerado crecimiento
requiere que se ponga mayor atencion
sobre el establecimiento de estrategias
de manejo efectivas, para que se
favorezcan las contribuciones positivas,
que por ejemplo, tiene el cultivo de
camardn y otras formas de acuacultura,
y que esta genere un crecimiento
econdémico importante en cada uno de
los paises que participan en esta
actividad, mientras que a su vez se
controlan los impactos ambientales
negativos que acompafian a un
desarrollo inadecuadamente planeado
(Figura 1).

Cientos de especies son cultivadas en
todo el mundo para venta en mercados
locales, internacionales y para |la

continuidad de la produccion de
alimentos.

Figura 1. Cultivo de camarén

La produccion global de animales vy
plantas acuaticos cultivados alcanzé en el
afio 2003, 55 millones de toneladas
métricas con un valor cercano a 67
billones de dodlares. Las especies que se
comercializan internacionalmente en
grandes volumenes incluyen al ostién,
tilapia, bagre, trucha, almeja, atun y
mejilldn. Dos de las especies mas
valuadas son el camarén y el salmén.

Siendo el camardn uno de los alimentos
marinos mas populares y valuados en el
mundo, ya que se producen
aproximadamente 5 millones de
toneladas métricas al afio, contando con
la contribucién del camardn cultivado que
ayuda a satisfacer la demanda de este
producto. En una comparacion a escala
mundial de la producciéon de camardn por
cultivo, ésta se encuentra principalmente
en China, seguida por Tailandia,
Indonesia, India, Vietnam, Brasil,
Ecuador y Bangladesh. La mayoria de
camaron producido es importando por
Estados Unidos, Europa y Japén.

Al igual que con otras especies acuaticas
la industria del camardén genera grandes




ganancias econdmicas, sin embargo,
también se tienen preocupaciones de como
el cultivo del camarén esta afectando el
medio y a la sociedad. Una relacion de los
principales impactos con la acuacultura del
camaradn son los siguientes.

a) En el disefio de las granjas, muchas
veces su entorno ecoldgico es afectado por
la tala de la vegetacibn nativa
principalmente el mangle para |la
construccion de estanques.

b) El agua de mar destinada a estanques
construidos en tierra puede filtrarse al
subsuelo de tierras adyacentes que son
utilizadas para la agricultura ocasionando el
proceso llamado salinizacion. El agua de
desecho de los estanques que puede
contener potentes quimicos o antibioticos
es enviada a los cuerpos de agua
naturales.

c) El uso de peces marinos para la
fabricacion de alimento balanceado para
camaron.

d) El escape de camarones -cultivados
puede afectar a las especies silvestres por
competencia por el alimento, transmision
de enfermedades y entrecruzamiento.

e) Los empleos pueden disminuir o
desaparecer cuando a causa de una
epizootia una granja es cerrada.

Por lo que es necesario el establecimiento
de estandares para medir y certificar los
productos y procesos relativos al cultivo del
camaron.

La fundacion mundial para la vida silvestre
(de sus siglas en ingles WWF) esta
trabajando en el desarrollo de estandares
para certificar la acuacultura del camaron
en granjas de Centro América, México,
Africa y Asia por medio de -Didlogos- entre
participantes.

La WWF a través de diversas mesas
redondas llamadas -Dialogos- colabora con
productores, compradores, organizaciones
no gubernamentales, y personas
relacionadas, para el desarrollo de
estandares verosimiles para minimizar o
eliminar los principales impactos
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medioambientales y sociales causados por
la acuacultura.

En estos Didlogos los participantes utilizan
como soporte los Principios Internacional
para el cultivo del camarén adoptados
en el afo 2006 por la FAO, para el
desarrollo de criterios, indicadores vy
estandares.

Los criterios proveen la direcciéon de como
reducir cada uno de estos impactos, asi
mismo los indicadores diran como medir la
extension de los mismos.

Los principales principios son:

Localizar a las granjas acuicolas de acuerdo
a una planeacion nacional y de acuerdo a
los marcos legales en sitios
ambientalmente adecuados.

Disefiar y construir las granjas acuicolas de
tal forma que se minimicen el dafio
ambiental.

Minimizar el impacto del agua usada por
las granjas sobre el recurso agua y usar
reproductores y postlarvas libres de
enfermedades y /o resistentes para
favorecer la bioseguridad, reducir
enfermedades e incrementar la produccién,
también reducir el uso de reservas
silvestres.

El uso y manejo de practicas de
alimentacién para hacer mas eficiente y
disponible los recursos de alimento,
promover eficientemente el crecimiento del
camaron, minimizar la produccion y una
descarga apropiada del agua de desecho
con nutrientes.

Adoptar planes sanitarios de manejo con el
objetivo de reducir el estrés, minimizando
el riesgo de enfermedades que afecten a
los organismos cultivados y silvestres e
incrementen la seguridad del alimento.

Desarrollar y operar las granjas de una
manera socialmente responsable para que
beneficie a la granja, la comunidad local y
el pais, y que contribuya efectivamente a
un desarrollo rural (particularmente la
reduccion de la pobreza en areas costeras)
sin comprometer el medio.
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EFECTO DE LA SALINIDAD SOBRE LA PRESENCIA DE BACTERIAS
DEL GENERO Vibrio sp. EN AGUA DE GRANJAS CAMARONICOLAS
DE SAN BLAS, NAYARIT

Ma. de Jesus Duran Avelar, Jorge Gutiérrez Franco, Alejandro Vazquez Reyes, Miriam
Fabiola Ayon Pérez y Norberto Vibanco Pérez.
Universidad Autonoma de Nayarit

INTRODUCCION

La mayoria de las bacterias del género
Vibrio, son del medio acuatico, bien de
aguas dulces o marinas. Vibrio se
considera una bacteria haldfila, dentro de
los organismos haldfilos los que
requieren del 1 al 6% de NaCl se les
considera discretos, moderados a los que
pueden crecer entre el 6 y el 15 % de
NaCl y extremos a los que crecen en el
rango de 15-30% de NaCl. Vibrio es
considerado un haldfilo discreto, siendo
capaz de desarrollarse en agua de mar,
la cual contiene aproximadamente 3% de
NaCl y posee una actividad de agua de
0.98 (Michael, 2004; Kautsky et al.,
2000).

Dado la existencia de bacterias
potencialmente patégenas en los
ambientes acuaticos, se pueden

presentar infecciones en los camarones y
ocasionar brotes de enfermedades. Uno
de los detonadores para las infecciones
bacterianas es la mala calidad del agua
en los estanques, en los cuales la
concentracion de la salinidad puede
variar causando estrés en el camaron. Se
ha demostrado, que cambios en los
niveles de salinidad afectan el buen
funcionamiento del sistema inmunoldgico
del camaréon (Lon-Uong y Jiann-Ghu,
2005).

Como se describié anteriormente, la
salinidad juega un papel importante en
la dindmica de la cantidad de bacterias
del género Vibrio, es por eso que en este
trabajo se planted determinar la cantidad
de UFC crecidas en el medio de cultivo
TCBS, presentes en el agua de los
estanques en cuatro granjas
camaronicolas, ubicadas en el municipio
de San Blas, Nayarit.

MATERIAL Y METODOS

Granjas en estudio

Las granjas camaronicolas en donde se
realizaron los muestreos se ubican en el
municipio de San Blas, Nayarit y fueron
las que se sefalan en la Tabla 1.

Tabla 1. Granjas incluidas en el estudio y
ubicacién

Granja Ubicacion

S.E.A.E. Oro Azul S.P.R.

, N21°36'20.8"
de R.L./Jorge Gonzalez W105°18°39.8"
Arroyo.

Vivero los Ponchos S.A. N21°36'24.4"
de C. V. W105°18 "31.0”
Camaronicola la N21036 "66.2"
Providencia S.A. de C. V. W105°17 "85.6"
Camaronicola Gloria S.A. N21036 "30.6"
de C. V. W1050°17°67.9"

Recoleccion de muestras

Para la recoleccion de muestras se
seleccion6 al azar un estanque. Las
muestras se recolectaron cada 15 dias
durante un ciclo productivo del mismo
estanque. El tiempo de duracién del ciclo
de produccion para cada una de las
granjas fue variable y dependié de la
decision de cada productor.

Se recolectaron alrededor de 40 mL de
agua de los estanques en tubos Falcon
de 50 mL estériles, una vez recolectada
la muestra esta se transportdé en hielo
hasta el laboratorio.

Analisis de muestras

La salinidad fue determinada
directamente en el agua del estanque a
la hora de cada uno de los muestreos,
para lo cual se utilizd un salinometro de
acuerdo a las instrucciones del
fabricante.




La muestra de agua para el andlisis
microbioldgico se mantuvo a 4° C hasta
el momento de procesarlas. Se hicieron
diluciones 10! y 102 con NaCl al 2.5% y
se sembraron masivamente 100 pL de
las diluciones en agar TCBS en triplicado
en el primer muestreo. En los muestreos
siguientes sélo se inoculd la dilucién 107™.

Posteriormente se incubaron a 30° C
durante 24 h y se calculd la cantidad de
UFC/mL.

Analisis de resultados

Se realizd el andlisis estadistico que
permitié establecer la existencia de
diferencias significativas en la cantidad
de UFC entre las muestras analizadas a
lo largo del ciclo, todas en conjunto y
pareadas, para esto se utilizé un analisis
de varianza (ANOVA) y la Prueba de T
respectivamente. Para considerar con
una confianza del 95 % que existid
diferencia, se establecié que p<0.05.

Se determindé la correlacion entre la
cantidad de UFC de bacterias crecidas en
agar TCBS existentes en las muestras
procesadas lo largo del ciclo productivo
de las 4 granjas camaronicolas y el valor
de la salinidad presente al momento de
cada muestreo, utilizando la prueba de
correlacion de Pearson, la cual se
interpretd6 con base a la Tabla
correspondiente, considerando un nivel
de significancia de 0.05 (Freund vy
Manning, 1989).

RESULTADOS Y DISCUSION

Muestreo

Las cuatro granjas analizadas, se
encuentran en la microregion del sur del
Estado de Nayarit, en el Municipio de San
Blas. En la Tabla 2 se muestran los dias
en que las cuatro granjas iniciaron su
ciclo productivo.

Sus ciclos productivos fueron variados,
ya que dos granjas finalizaron su ciclo
productivo en el mes de agosto (S.E.A.E.
Oro Azul /Jorge Gonzalez Arroyo y Vivero
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los Ponchos), esto posiblemente debido
al precio del camardén ya que no se
reportaron pérdidas por enfermedades
en los camarones en éstas dos granjas.

Tabla 2. Fechas de muestreo en las cuatro
granjas camaronicolas

S.E.A.E.
a Camaronicola i@ Vivero
Muestreo Camaror_ncola la Azul/ los
Gloria . . Jorge
Providencia % Ponchos
Gonzalez
Arroyo

1 25/05/06 02/06/06 31/05/06 | 02/06/06
2 29/05/06 03/06/06 3/06/06 | 05/06/06
3 15/06/06 16/06/06 16/06/06 | 15/06/06
4 29/06/06 30/06/06 30/06/06 | 29/06/06
5 13/07/06 14/07/06 13/07/06 | 13/07/06
6 27/07/06 28/07/06 25/07/06 | 27/07/06
7 10/08/06 11/08/06 11/08/06 | 10/08/06
8 24/08/06 25/08/06 25/08/06 | 24/08/06
9 7/09/06 8/09/06 F F
10 21/09/06 22/09/06 F F
11 5/10/06 6/10/06 F F
12 19/10/06 F F F
13 6/11/06 F F F
14 21/11/06 F F F

F= Fin de ciclo

La granja Camaronicola la Providencia
finalizd su ciclo en el mes de octubre y la
granja Camaronicola Gloria fue la que
tuvo el ciclo productivo mas largo de las
cuatro granjas analizadas finalizando su
ciclo productivo en el mes de noviembre.

Niveles de salinidad

En la Tabla 3 se resumen los valores de
salinidad al momento del muestreo en
los estanques de las cuatro granjas
camaronicolas observando dos
tendencias, la primera en las granjas
Camaronicola Gloria y Camaronicola la
Providencia, las cuales mostraron a lo
largo del ciclo, niveles de salinidad
similares en sus minimos y maximos 5 -
32%0 y 10 - 32%o0 respectivamente,
mientras que la granja S.E.A.E. Oro Azul
/Jorge Gonzalez Arroyo y Vivero los
Ponchos las salinidades fueron de 27 a
54%0 y 30 a 56%o0 respectivamente.
Observandose ademas, que al inicio del
ciclo las granjas presentaron diferentes
niveles de salinidad, lo cual
probablemente se debié al origen del
agua, del que no se obtuvo informacion
por parte de los responsables. En la




Grafica 1, se observa en lo general una
dindmica similar de incrementos vy
decrementos de los niveles de salinidad
en las cuatro granjas analizadas. En
todos los casos se observd un
incremento a partir del inicio de ciclo, el
cual coincidié con la ausencia de lluvias,
posteriormente se presentd un
decremento sostenido en la salinidad
durante la época de lluvia. En el ciclo
largo, que realizd la granja Camaronicola
Gloria, se observa una estabilizacion de
la salinidad en la época de disminucion
de lluvias y un repunte a los niveles
iniciales a finales del ciclo productivo
(mes de noviembre) coincidiendo con la
ausencia de precipitacion pluvial, lo cual
coincide con lo reportado acerca de que
en época de lluvia la concentracion de la
salinidad en el estanque disminuye
(Martinez, 1999; Arredondo y Ponce,
1998).

Tabla 3. Concentraciones de salinidad a lo
largo del ciclo productivo (%o)

" S.E.A.E. O a
Camaronicola | Camaronicola |~ /Jorg;Z Vivero
Muestreo i La J e
Gloria 5 q Gonzalez
Providencia Ponchos
Arroyo

1 18 21 42 44

2 24 22 43 45

3 25 20 54 50

4 32 32 53 56

5 29 29 ) 50

6 20 32 32 45

7 15 17 29 36

8 8 14 27 30

E] 7 11 F F

10 5 15 F F

11 6 10 F F

12 7 F F F

13 13 F F F

14 20 F F F

F= Fin de ciclo

UFC/mL de bacterias crecidas en
agar TCBS en Agua del estanque

El conteo de UFC/mL de bacterias en
agua crecidas en agar TCBS se realizd
desde el inicio hasta el final del ciclo
productivo de cada granja. En la Tabla 3
se muestra la cantidad de UFC/mL
calculadas a partir del nuamero de
colonias presentes en agua del estanque
de cada granja muestreada. La cantidad
de UFC/mL presentes en el agua del
estanque muestreado de Ila granja
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Camaronicola Gloria vario de 0 a
1.7x103, mientras que la granja
Camaronicola la Providencia fue de 0 a
1.8x10% la granja S.E.A.E. Oro Azul
/Jorge Gonzalez Arroyo fue de 0 a
5.56x10% y la granja Vivero los Ponchos
fue de 0 a 1x10°,

Niveles de Salinidades

60

—&— Camaronicola
Gloria
50

—{— Camaronicola la|
Providencia

30 A
—4&—S.EAE. Oro
o Azul lJorge
20 Gonzélez Arroyo|
104 —O—Vivero los
Ponchos

0
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%o Salinidad

«
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Figura 1. Comportamiento de la salinidad
durante un ciclo productivo de cada una de
las granjas camaronicolas estudiadas en San
Blas, Nayarit

Estas cantidades coinciden con lo
reportado por Gopal et al., (2005) quien
realizd un estudio en donde se
muestrearon 5 granjas camaronicolas en
la costa este y 10 granjas camaronicolas
en la costa oeste de la India, en donde
las concentraciones de salinidad oscilaron
entre 1.5 - 2%, reportando cantidades
de UFC/mL en la costa oeste de 10% y en
la costa este 10° respectivamente.

En la granja Camaronicola Gloria se
reportd la utilizacion del antimicrobiano
Timsen® en los muestreos 4 y 5, sin
embargo, no se observd una disminucion
en la cantidad de UFC/mL en los
muestreos posteriores (Tabla 4).

En la granja Vivero los Ponchos donde se
le agregd el antimicrobiano Omicrén en
el muestreo 5 (Tabla 4) se observa una
disminucion de UFC/mL en el muestreo
posterior a la adicidon del antimicrobiano.

Cabe aclarar que no se precisé la fecha
exacta de la aplicacion del
antimicrobiano, ya que solo a la hora del
muestreo se indic6 que se habia
aplicado, pudiendo haber sido en




cualquier dia de los quince anteriores al
muestreo.

Tabla 4. Cantidad de UFC/mL de bacterias
crecidas en TCBS en agua en los diferentes
muestreos

S.E.A.E. Oro

luestre Camaror]l’cola :amarin’col_a le Azul /Jorge Vivero los
Gloria Providencia Gonzalez Ponchos
Arroyo
1 0 5.3x102+273 0 3.3x10'+57.7
2 3.3x10'+57.7 3x10'+57.7 0 0
3 3.3x10'+57.7 1.8x10°+57.7 3.3x10'+57.7 1.3x10%+57.7
4 0* 2.6x10°+378.5 0 1x10°+£1000
5 9.6x10% *£862.1 | 2.3x10°:1011.5 0 6.6x107*£550.7
6 1.7x10°£0 0 5.5x10?+251.6 2x10?+100
7 1.3x107£808.2 2x10°+200 1.6x10%£57.7 2'5"10‘:*115'
8 5.6x10°+251.6 2.3x10°+152.7 1x10°+0 4x10%£264.5
9 6.3x10%£152.7 3x10'+57.7 F F
10 2.3x10°+152.7 5.6x10°+251.6 F F
11 6.6x10'£57.7 0 F F
12 4x10°+£264.7 F F F
13 4x10°£200 F F F
14 9.3x10°#351.1 F F F

F= Fin de ciclo
D.E. = Desviacién estandar
*= Reporte de utilizacién de antimicrobiano

Diferencias en la cantidad de UFC
crecidas en agar TCBS en los
diferentes muestreos a lo largo del
ciclo productivo

En la Tabla 5 se observan los valores de
las probabilidades, que permitieron
establecer la existencia o no de
diferencias significativas en la cantidad
de UFC/mL o UFC/g de bacterias crecidas
en agar TCBS, presentes en agua a lo
largo del ciclo productivo de cada granja.

En general se puede afirmar que la
cantidad de UFC capaces de crecer en
agar TCBS, de las muestras de agua de
las que se aislaron, presenta una
variacion estadisticamente significativa
en los diferentes momentos del ciclo
productivo, cuestidn que concuerda con
lo reportado en la literatura, por ejemplo
en un estudio realizado en aguas
marinas de la costa del Atlantico norte se
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encontr6 que la cantidad de Vibrios
totales presentes variaron, respecto al
tiempo en un periodo de 15 meses
estudiados (Thompson et al., 2004), otro
caso fue el reportado por Sung et al.,,
(2001) quienes durante 100 dias
monitorearon agua de  estanques
utilizados para el cultivo de camardn y
encontraron cambios dramaticos en la
cantidad de UFC/mL en los distintos
muestreos realizados.

Tabla 5. Probabilidad (p) de que la cantidad
de UFC/mL de bacterias crecidas en agar
TCBS fueran diferentes a lo largo del ciclo en
las muestras de agua analizadas

Granjas Agua
Camaronicola Gloria p =0.002
Camaronicola la Providencia p =0.022
S.E.ALE.  Oro Azul /Jorge p =0.003
Gonzélez Arroyo
Vivero los Ponchos p =0.039

Correlacion entre la cantidad de UFC
crecidas en agar TCBS y la salinidad
del agua

Los datos de las UFC/mL y UFC/g de
bacterias crecidas en agar TCBS de las
cuatro granjas, se correlacionaron con la
salinidad encontrada al momento del
muestreo a lo largo del ciclo productivo,
esto se realizd con la prueba de
correlacidon de Pearson.

En la Tabla 6 se resumen los valores de r
para todas las granjas estudiadas.

En la gréfica 2 se observa una tendencia
directamente proporcional de las UFC/mL
en agua del estanque de la granja
Camaronicola la Providencia, sin
embargo, estadisticamente no existe
correlacién entre estas dos variables
estudiadas.
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Tabla 6. Valores de la correlacion de Pearson
entre la cantidad de UFC y la salinidad

Granjas Agua
Camaronicola Gloria r=-0.3760
Camaronicola la Providencia r = 0.2849
S.E.A.E. Oro Azul/ Jorge r =-0.6284
Gonzélez Arroyo
Vivero los Ponchos r = 0.0699

Camaronicola la Providencia

125 —®—Agua

—— %o Salinidad

Log (UFC/mL o UFCIg)
u

Muestreos

Figura 2. Dindmica de las UFC/mL de
bacterias crecidas en agar TCBS en agua con
relacion a los niveles de salinidad del
estanque analizado en la granja Camaronicola
la Providencia. La lineas negras sodlidas
representan las lineas de tendencia central.

A partir del anadlisis estadistico se puede
afirmar que no existieron evidencias en
ningln caso de una correlacion
significativa entre la salinidad y la
cantidad de UFC, sin embargo, podemos
tomar como ejemplo, lo reportado por
Gopal et al., (2005) en un estudio donde
a bajos valores de salinidad la cantidad
de Vibrio disminuye en agua, y donde se
manejaron valores de salinidad de 15 a
20%o. Estos hallazgos permiten
establecer que las tendencias
encontradas a lo largo del ciclo
productivo respecto a la cantidad de
bacterias en agua, no son debidas a los
cambios de salinidad, ya que la granja
Camaronicola Gloria y Camaronicola la
Providencia tuvieron valores de salinidad
que oscilaron en los rangos Ooptimos
reportados por Martinez (1999), para el
cultivo del camaron blanco de 15 a 30
%o y las granjas Vivero los Ponchos y
S.E.A.E. Oro Azul /Jorge Gonzalez Arroyo

estuvieron por arriba de los valores
optimos de salinidad para el cultivo del
camarén blanco, sin embargo no se
reportaron problemas de Vibriosis.

Es interesante considerar que la practica
de utilizar antibiéticos como medida
preventiva o terapéutica ante eventuales
problemas de sanidad, modifican
artificialmente la dindmica poblacional de
los microorganismos estudiados (Sung et
al., 2003) lo cual, probablemente sea la
causa de que no se encontrd dicha
correlaciéon, ya que es practica comun
ocultar el uso de antibiéticos debido a la
tendencia cada vez mayor de consumir
alimentos libre de estas sustancias, lo
que tampoco contribuye a explicar los
valores obtenidos.

Si bien es cierto que la cantidad de
bacterias es fundamental en el curso de
una infeccion, la especie y sus
capacidades patogénicas también son
relevantes y los distintos niveles de
salinidad pudieran tener distinto efecto
sobre cada una de ellas, al respecto se
ha reportado que la salinidad es un
factor que modifica la concentracion de
ciertas especies y no las cantidades de
bacterias presente en las muestras
analizadas ya que valores minimos de sal
pueden favorecer el aumento de especies
como V. cholerae que requiere 5%o0 para
crecer 6optimamente, pero en el caso de
incrementar la cantidad de sal a 20%o0 se
suprime el crecimiento de V. cholerae,
pero favorece el incremento de V.
vulnificus sin repercutir en la cantidad de
UFC/mL o UFC/g (Yanling y Ji-Dong,
2005).

CONCLUSIONES
e En general, existiéo una diferencia
significativa en la cantidad de
unidades formadoras de colonias
crecidas en agar TCBS presentes

en agua de los estanques
analizados en diferentes
momentos a lo largo del ciclo
productivo.




e No existié correlacion entre los
niveles de salinidad del agua de
los estanques estudiados y la
cantidad de UFC/mL crecidas en
medio TCBS entre las cuatro
granjas estudiadas.
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