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BACTERIAS DE PECES QUE AFECTAN LA SALUD HUMANA

Maria de la Paz Tijerina Fernando Jiménez Guzman
y Feliciano Segovia Salinas
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Los peces son la fuente primaria de
proteina animal. En paises en desarrollo,
la utilizacién de peces mejora la dieta de
la mayoria de la poblacién mientras que
en paises desarrollados el aumento en el
consumo se debe principalmente a
razones de salud ya que es facilmente
digerible contiene una gran proporcién
de &cidos grasos monoinsaturados vy
poliinsaturados los cuales se asocian con
la reducciéon del riesgo de enfermedades
cardiovasculares al disminuir los niveles
altos de colesterol en sangre y la
formacién de placas en las arterias.

Con tantos beneficios asociados con el
consumo de peces, es importante sefialar
que también existen riesgos potenciales
para la salud con los que podria estar
asociado que deben ser tomados en
cuenta.

En muchos lugares de México, las
pesquerias consisten en capturar los
peces y al dia siguiente revisar y
preparar las piezas sin haber sido
conservadas adecuadamente con el
consecuente deterioro de la calidad del
producto debido a los procesos naturales
de descomposicion.

Con la acuacultura, los peces cultivados
son procesados inmediatamente
utiizando  técnicas modernas que
aseguran la frescura y calidad del
producto y su distribucién a diversos
lugares manteniendo la calidad.

Las enfermedades de peces causadas por
bacterias pueden afectar la salud
humana de diversas maneras. Ya sea
produciendo enfermedad directamente o
indirectamente a través del efecto de los
residuos antimicrobianos utilizados para
tratar la enfermedad en el pez.

La salud del hombre puede ser afectada
por el consumo de peces de diversas
maneras: reacciones inmunoldgicas
(Marea roja, antibiéticos) y anafilaxia
sustancias toxicas en el ambiente
derivados de la accién de las bacterias en
el pez, como por ejemplo Clostridium sp.
y otros microorganismos que pueden
afectar la calidad del producto, y desde
luego bacterias que pueden afectar
directamente la salud del hombre.

La importacién de peces para consumo
humano de otros paises como Asia puede
tener riesgo en todos estos factores.

Una enfermedad directa causada al
hombre por bacterias de peces es aquella
en la que las bacterias pueden afectar
tanto al pez como al hombre, vy
generalmente provienen del medio o del
mal manejo poscosecha. En otros casos
las bacterias pueden producir sustancias
en el musculo del pez que son toxicas al
hombre.

Las causas del deterioro en la calidad de
la carne en peces se deben
principalmente a mal manejo poscosecha
y almacenamiento inadecuado. La flora
bacteriana de los peces se deriva




principalmente del ambiente acuatico,
puede variar por factores ambientales y
estacionales, pero también es afectada
por el clima, las condiciones de
procesamiento posteriores a la captura y
tipo de almacenamiento.

La tasa de deterioro puede disminuirse
almacenando a bajas temperaturas y
removiendo piel, visceras y cabeza.

Las infecciones humanas causadas por
bacterias de peces pueden producir
diversas enfermedades especialmente a
nivel gastrointestinal. La gastroenteritis
se debe principalmente a diversas
especies de Salmonella, Vibrio vy
Clostridium algunos serotipos de
Escherichia coli y Compylobacter jejuni
(Tabla 1).

También se puede presentar intoxicacion
debido principalmente a la accion de
ciertas bacterias sobre el musculo del
pez produciendo histamina.

Tabla 1. Bacterias de importancia como
patégenos humanos aisladas de peces o de su
medio ambiente

BACTERIA AIIEDF\I/EISFISC,)C?S
Salmonella spp Intoxicacién
Shigella spp Intoxicacién
Compylobacter jejuni Gastroenteritis
Plesiomonas shigelloides Gastroenteritis
Edwarsiella tarda Diarrea

Aeromonas hydrophila Diarrea, Septicemia

Pseudomonas spp Infeccién de heridas

Mycobacterium marinum Micobacteriosis

Erysiphilotrix sp. Erisipela

Leptospira interrogans Leptospirosis

Clostridium botulinum Botulismo

C. perfringes

Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

El riesgo de frecuencia de infecciones
bacterianas de origen ictiolégico es
limitado debido principalmente a las
diferencias en la flora bacteriana de
peces y del hombre. Muchas bacterias
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comensales y patégenas de peces son
psicréfilas 'y no pueden crecer a la
temperatura del cuerpo humano. Por
ejemplo Aeromonas salmonicida, su
temperatura 6ptima es mas baja que la
humana, algunas especies crecen bien en
ambos, humano y pez y pueden causar
enfermedad. Vibrio parahemoliticus
puede causar Vvibriosis en peces e
intoxicacion en humanos. Aunque ha
habido casos de infecciones localizadas
por ejemplo por Pseudomonas a través
de piel dafiada o erisipela debido a
Erysypelothrix rusopathiae, la mayoria
de las infecciones son debido a consumo
de pescado o0 mariscos de mar
contaminados.

El riesgo a la salud publica aumenta si se
multiplican las cepas toxigénicas debido
al manejo y almacenamiento inadecuado.

El deterioro es rapido debido a la accion
autoenzimatica y a la degradaciéon
bacteriana.

Los peces y mariscos filtradores son
mucho mas vulnerables para adquirir y
albergar patégenos que afectan a
humanos derivados de aguas negras no
tratadas o inadecuadamente tratadas,
también pueden adquirir especies de
Vibrio y Aeromonas del ambiente
acuatico.

Crecimiento de bacterias en peces de
consumo humano

El proceso relacionado con la
descomposicion del pescado involucra
aspectos microbiolégicos y no
microbidlogos. El deterioro no

microbiolégico es causado por enzimas
enddgenas proteoliticas que se
encuentran en visceras y cabeza y que
atacan 6rganos y tejidos circundantes
después de la muerte. En el pez vivo los
microorganismos se encuentran en
6rganos externos, después de la muerte
se difunden y aumentan en ndmero. El
deterioro se puede retrasar eliminando
cabeza, piel y visceras y manteniendo a
bajas temperaturas.




El deterioro debido a altas temperaturas
es un problema grave en paises
subdesarrollados especialmente cuando
las instalaciones para el procesado y la
refrigeraciobn son deficientes, por otro
lado, mas de la mitad de todo el pescado
Yy mariscos que se obtienen proviene de
los trépicos.

La situacion respecto a la acuacultura es
mas critica con 85% por volumen y 78%
por valor de la produccién global en Asia
y el Pacifico (FAO 1998). Los métodos de
conservacion utilizados  son hielo,
enlatado, conservadores quimicos Yy
otros.

La flora bacteriana de los peces deriva
del ambiente acuatico (Word, 1953). Y
de factores ambientales y estacionales
(Shewan 1969, 1971). También es
afectado por el tipo de almacenamiento y
procesamiento que sigue a la captura.
Los peces de aguas subtropicales tienen
un alto contenido de mesofilos tales
como Bacillus, Corineformes y
Micrococcus mientras que peces
capturaos en aguas frias tienen especies
de Pseudomonas, Achromobacter 'y
Flavobacterium (Shevan 1961 y Shevan
1962).

Con el almacenamiento a bajas
temperaturas, las especies de
Pseudomonas aumentaran en numero
hasta el 60-90% del total de bacterias de
peces de agua fria (Shevan et al, 1960),
mientras otras disminuiran en numero o
permaneceran constantes. En peces en
salmuera, predominaran Micrococcus Yy
corineformes hasta un 90% de la flora
total.

Pseudomonas, Aeromonas Yy especies
relacionadas son consideradas causantes
del mayor porcentaje de dafio. Son
capaces de crecer activamente a bajas
temperaturas (cerca de 0° C) atacando
aminoacidos y tiaminas para producir
sulfuro de hidrégeno y otros sulfuros
volatiles. Los métodos utilizados para
determinar la calidad del pescado son
nidmero de bacterias totales y Ila
presencia de indicadores quimicos
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especificos por ejemplo: acumulacién de
trimetil amina a partir de oOxido de
trimetil amina para valorar el grado de
riesgo a la salud publica. Las bacterias
que presentan un riesgo a la salud
publica crecen mejor a 35-37° C,
mientras que las bacterias de Ila
descomposiciéon tienen una temperatura
6ptima mas baja para el crecimiento. La
cuenta total de bacterias en la muestra
cuando se incuba a la temperatura alta
da un indicador del grado de
contaminacion con bacterias
potencialmente dafinas.

La determinacion de la incidencia de
Escherichia coli y coliformes indica
contaminacién fecal algunas veces puede
ser util investigar la presencia de
patégenos  especificos tales como
Estaphilococcus aureus y Estreptococos
coagulasa positivos. Los niveles elevados
de histamina son indicadores de la
calidad bacteriana y del riesgo de
intoxicacién escombroide.

Implicaciones a la salud humana por
la utilizacion de agentes
antimicrobianos para el control de
enfermedades bacterianas en peces

Naturaleza del riesgo asociado con
agentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos son usados
ampliamente a través del mundo para
tratar enfermedades bacterianas. Los
peces cultivados intensivamente estan
sujetos a infecciones epizodticas y por lo
tanto a las medidas de control,
vacunacion y quimioterapia. En comun
con la agricultura, todos los paises
requieren que sea llevado a cabo un
riguroso programa de pruebas para
demostrar seguridad, calidad y eficacia
de un agente quimioterapéutico antes de
ser usado en acuacultura. El rango de
agentes quimioterapéuticos disponibles
varia considerablemente de pais a pais
dependiendo de las especies acuaticas
cultivadas y los requerimientos legales
individuales del pais en cuestién.




Naturaleza del riesgo asociado con
agentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos han sido
ampliamente usados por muchos afios en
diversas formas de cultivo masivo, por
ejemplo en: cerdos, aves y ganado para
tratar enfermedades y como promotores
de crecimiento. Los riesgos asociados
con estas practicas han sido
considerados por la Junta Comité para el
Uso de Antibiéticos en Cria de Animales y
Medicina Veterinaria 1969.

Swann Camillen y Camilles publicaron un
reporte que identific6 algunos de estos
peligros:

Aumento de la resistencia a antibi6ticos
en las bacterias entéricas de origen
animal.

Ingestion por el hombre de tales
bacterias resistentes (Ejemplo:
Salmonella) y como resultado infeccion
humana.

Ingesta de residuos de antibidticos con
consecuencias toxicas y/o alérgicas.

Emergencia de cepas resistentes a
drogas humanas esenciales,
especificamente al valor de Cloramfenicol
en el tratamiento de Salmonella en el
hombre el cual se vuelve indeterminado
debido a su amplio uso en animales.

El género Aeromonas patdégeno
potencial

El género Aeromonas ha sido reconocido
como agente etiolégico de enfermedades
en varias especies de peces Yy
ocasionalmente en otros grupos de
vertebrados tanto homeotermos como
poiquilotermos (mamiferos, aves,
reptiles y anfibios) Algunas especies de
Aeromonas han emergido como un
problema de salud pudblica para Ila
poblacibn humana ya que se ha
comprobado que producen infecciones
intestinales y extraintestinales.

El género Aeromonas ha adquirido
importancia clinica ya que es capaz de
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producir problemas gastrointestinales,
infecciones de heridas e infecciones
respiratorias.

Los miembros de este genero se
consideran enteropatégenos y causantes
de infecciones cutdneas diseminadas,
principalmente en personas
inmunodeprimidas pero también en
pacientes sin deficiencias inmunoldgicas
aparentes. Estos microorganismos
considerados autéctonos del medio
acuatico se encuentran ampliamente
distribuidos en habitats naturales como
suelo, agua potable, aguas negras, agua
contaminada, rios lagos y el mar.

Se han descrito diversas especies del
género Aeromonas asociadas a
numerosas patologias de peces de
interés en acuacultura que provocan
pérdidas econdmicas considerables. A.
salmonicida es el principal agente
etioldgico de furunculosis en diferentes
especies de peces como salmén, trucha,
pez blanco etc., causando una elevada
mortalidad. A.hydrophila y A. jandaei son
causantes de aeromoniasis en anguilas y
bagres.

En estudios realizados en pescado

congelado destinado al consumo
humano en la Ciudad de México, se
reportaron aislamientos de A.

salmonicida (69%) y A. bestiarum (14%o)
utilizando técnicas genéticas.

Otros estudios en México incluyen los de
tipificacion de géneros de Aeromonas,
aislamiento a partir de agua potable y de
agua tratada.

Los reportes de efectos adversos a la
salud humana por consumo de pescado o
por presencia de residuos de antibidticos
son escasos O nulos. Es necesario el
desarrollo de técnicas sensibles de bajo
costo para ayudar al monitoreo en el sitio
de produccion.
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CRECIMIENTO Y SUPERVIVENCIA DEL CAMARON BLANCO
Litopenaeus vannamei CULTIVADO EN JAULAS FLOTANTES EN MEXICO

Martha Zarain Herzberg, Rodolfo Rodriguez C., Fabio Montoya M.
Evin Real S. y Rosario Pacheco M.
Centro de Ciencias de Sinaloa

INTRODUCCION

La produccién pesquera mundial por
captura se ha estabilizado y las tendencias
sugieren que para el afio 2020, Ila
producciéon por cultivo la habra
sobrepasado (FAO 2006). Este rapido
incremento de la actividad acuicola ha
propiciado que su crecimiento sea a costa
de los sistemas costeros, lo que ha
favorecido que las descargas de los
estanques de camardén generen un exceso
de nutrientes en estos ecosistemas (Boyd
y Tucker, 1998; P4ez-Osuna et al., 1999).
Ademas, actualmente se conocen
diferentes enfermedades virales en el
camaron cultivado, posiblemente
favorecidas por el deterioro de la calidad
del agua (Lightner, 2001).

Por otra parte, recientemente, el cultivo
camarén en jaulas flotantes es una
biotecnologia innovadora en el mundo. Los
organismos en estos sistemas se cultivan
en condiciones naturales; sin embargo, es
importante una seleccion adecuada del
sitio, con una buena circulacién de agua
suficiente para remover desechos sélidos y
nutrientes (heces, nitrégeno, fosforo),
también con un adecuado sistema de
alimentacion, es posible el cultivo con
otras especies (macroalgas o bivalvos)
(Neori et al., 2004; Sim et al., 2005), y
utilizar postlarvas de laboratorio,
certificadas sanitariamente (OIE, 2000).

La biomasa obtenida de un cultivo esta en
funcién de la densidad, la supervivencia y
la tasa de crecimiento (Sandifer et al.,
1987; Wyban y Sweeney, 1991), de la
especie a cultivar. En estudios anteriores
se ha experimentado la produccién del
camaron blanco del Pacifico Litopenaeus
vannamei (Decapoda: Penaeidae) en
jaulas flotantes (Paquotte et al., 1998;

Lombardi et al., 2006; Zarain et al.,
2006).

En esta investigacion el objetivo fue
evaluar el efecto de la densidad de
siembra en la etapa de precria y engorda
sobre el crecimiento y supervivencia de L.
vannamei, en modelos experimentales de
jaulas flotantes de dimensiones diferentes
y el seguimiento sanitario del cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El cultivo se efectu6 en la Bahia de
Navachiste, Guasave, Sinaloa México (25°
35’ 12”7 y 25° 21’ 19” latitud Norte y 109°
02’ 41” y 108° 38’ 40” longitud Oeste) que
posee una superficie aproximada de 220
km?, con dos comunicaciones directas al
mar. La investigacion se realizé durante el
ciclo de cultivo de abril a agosto del afo
2006.

Organismos experimentales

Se experimenté con postlarvas (PL) de L.
vannamei (20 y 28 dias) certificadas
sanitariamente, adquiridas de un
laboratorio de produccién local ‘Larvisin’.
Se cuantificaron y aclimataron antes de la
siembra para ajustar las variables del
agua a las del sitio de cultivo; temperatura
25 ©C, salinidad 35°/o, y pH 8.

Disefio de jaulas

Las jaulas de precria se elaboraron de
3x3x1 metros de profundidad (9 m?) con
una estructura de sostén y flotacion
compuesta de tuberia de PVC y redes de
poliéster recubiertas de PVC (Sansuy®)
con luz de malla de 1.5x2.5mm. Para la
etapa de engorda se utilizaron jaulas 9 m?
y jaulas de 16 m de diametro x 1.5 de
profundidad (~200 m?) fabricadas con
tuberia de polietileno de alta densidad




(HDPE), herrajes de acero galvanizado y
redes (Sansuy®) con luz de malla de
5x5mm (Figura 1).

Figura 1. Cultivo de camarén en jaulas
flotantes

Disefo experimental

Etapa de precria. Se realiz6 la siembra de
L. vannamei, en ocho jaulas de precria de
9 m? en las densidades de 950, 1300,
1600 y 2700 PL/m? por duplicado. El
traslado de los camarones se efectu6
cuando lograron de 0.5-1 g de peso
promedio.

Etapa de engorda. La engorda se efectud
en cuatro jaulas de 200 m? Las
densidades de siembra probadas en estas
jaulas fueron de 45 y 180 camarones/m?
(Sandifer et al., 1987), manteniendo el
cultivo por 62 dias. También se probaron
por triplicado las densidades de 200, 250
y 300 pequefios juveniles/m? (Zarain et
al., 2006) en jaulas de engorda de 9 m?,
por 58 dias.

Registro de crecimiento y estado
sanitario

Semanalmente se evalu6é el crecimiento
por peso de 50 a 100 camarones tomados
al azar de cada jaula, después de ser
pesados son regresados a sus respectivas
jaulas (Figura 2). El estado general de
salud de los camarones se establecié por
la seleccion de organismos a través de
muestreos semanales no aleatorios (OIE,

Diciembre 2008

2006). La deteccion de las enfermedades
virales del Sindrome de Taura (TSV) y la
Mancha Blanca (WSSV), se efectu6 por la
técnica histolégica (Bell and Lightner,
1998) vy por amplificacibn genética
utilizando la PCR (Polymerase Chain
Reaction) de acuerdo a lo indicado por el
fabricante en el kit 1Q2000® (Farming
IntelliGene Tech Corp, Taiwan). El
porcentaje de supervivencia se evalué
como el numero final de camarones/
numero inicial x 100.

Figura 2. Biometria de los organismos
cultivados en jaulas flotantes

Alimentacion

Para las precrias se utilizé alimento
comercial Malta Cleyton® 40% de
proteina, en una proporcién del 5% del
peso fresco, para la etapa de engorda se
administré alimento Malta Cleyton® 35%
de proteina en una proporcién de 3% del
peso fresco, a través de charolas de
alimentacion al amanecer y al anochecer.
El factor de conversion alimenticia (FCA)
se determiné como: el total de alimento
suministrado (Kg)/biomasa final (KQg).

Variables de calidad de agua

Diariamente se registraron parametros
como salinidad, temperatura, pH, vy
oxigeno disuelto, al amanecer vy al
anochecer. La temperatura, y el oxigeno
disuelto se registraron usando un oximetro
(YSI model 55), la salinidad y el pH se




midi6 con un refractobmetro (Sper
Scientific 3000011), y un potenciémetro
(Hanna Hi98128), respectivamente.

Analisis estadisticos

Los resultados fueron analizados por
andlisis de varianza de una via (ANOVA)
usando la prueba de Tukey, P<0.05
cuando se determinaron diferencias
significativas con el paquete estadistico
computacional STATGRAFIC PLUS®,
version 5.

RESULTADOS

Precria

Durante los primeros 20 dias de cultivo
hubo poca diferencia en el peso (g) entre
las densidades de 950, 1300 y 1600
PL/m?. Sin embargo, al término de 38 dias
de cultivo, el peso (g) en la densidad de
1600 PL/ m? fue significativamente menor
(P<0.05). El nUmero de camarones fue un
8% mayor en la densidad de 1600 PL/m?
que en la densidad de 1300 PL/m?. Para
cada densidad la tasa de crecimiento
semanal (g/semana) fue de 0.22 (950
PL/m?), 0.22 (1300 PL/m?), y 0.10 (1600
PL/m?) y las supervivencias no fueron
significativamente diferentes (P>0.05).
Los camarones de la densidad de 2700
PL/m? después de 28 dias de cultivo se
transfirieron a las jaulas de engorda para
evitar una baja en la supervivencia. La
tasa de crecimiento en esta densidad fue
de 0.14 g/semana y el numero de
camarones fue cerca de un 60% mayor
que en la densidad de 1600 PL/m? (los
resultados del ensayo con 2700 PL/m? no
fueron comparados estadisticamente con
las otras densidades). El FCA en todos los
casos fue menor a uno (Tabla 1, Figura 3).

Los superindices con letras distintas
dentro de las columnas, indican
diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05). Los resultados de la columna
2700 camarones/m? no se compararon
estadisticamente.
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Tabla 1. Parametros registrados de L.
vannamei en jaulas de precria de 9 m? en las
densidades de 950, 1300, 1600 y 2700
camarones/m?, durante el cultivo

Tratamientos (densidades) camarones/m?

950 1300 1600 2700

Peso inicial g 0.012 0.012 0.012 0.04

Peso final g 1.18+ 0.36* 1.22+0.15*° 0.57+ 0.1" 0.59+ 0.56

Dias 38 38 38 28

Supervivenci

o 76.7+£2.8*° 74.5+0.8*° 65.8+2.9° 63.6+2.1
a%
FCA 0.15 0.25 0.22 0.25
Tasa de
crecimiento 0.22 0.22 0.1 0.14
g/semana
Biomasa 0.86 1.18 0.60 1.01
Kg/m
Numero de
camarones/ 6,583 8,775 9,504 15,552
jaula
15
—~
> 1
-
o
8os
0 T . ‘ ‘
0 10 20 0 40
Dias

—— 950 org/r? —m— 1,300 orgn? —e— 1,600 orgfm? —<¢— 2,700 org/n?

Figura 3. Curva de crecimiento de L. vannamei en la
etapa de precria en jaulas (9 m? en diferentes
densidades de siembra (950, 1300, 1600 y 2700
camarones/ m?) por 38 y 28 dias

Engorda

En el camarodn cultivado en las jaulas de 9
m? en las densidades de 200, 250 y 300
camarones/m? por 58 dias, no hubo
diferencias significativas (P=>0.05) en el
peso (g) ni en supervivencia, como
consecuencia la biomasa obtenida por
metro cuadrado en la densidad de 300
camarones/m® fue mas alta. Para cada
densidad la tasa de crecimiento semanal
(g/semana) fue de 1.3 (200
camarones/m?), 1.3 (250 camarones/m>),
y 1.2 (300 camarones/m?) y el FCA fue
cercano a 1 (Tabla 2, Figura 4). En las
jaulas de 200 m? las curvas de crecimiento




de las densidades de 45 y 180
camarones/m? durante los primeros 20
dias muestran poca diferencia en sus tasas
de crecimiento. Después de 62 dias de
cultivo la tasa de crecimiento y peso (Q)
para las densidades de 45 y 180
camarones/m? fueron de 1.9 y 1.4
g/semanay 17.7+ 0.84 gy 13.3 =+ 0.5 g,
respectivamente, y la supervivencia de
alrededor de 80%. ElI FCA como en las
jaulas de 9 m? se mantuvo cercano a 1
(los resultados de este ensayo no fueron
comparados estadisticamente entre si)
(Tabla 3, Figura 5).

Tabla 2. Parametros registrados de L.
vannamei en jaulas de engorda de 9 m? en las
densidades de 200, 250 y 300 camarones/ m?,
durante el cultivo

Tratamiento (densidades) camarones/m?
200 250 300
Peso inicial g 1 1 1
Peso final g 11.7+ 0.2a 12+ 1.04a 11.3+ 0.36a
Dias 58 58 58
Supervivencia 80.4
% 81.2 = 3.4a +1.0a 77.4 x 4a
FCA 0.93 0.84 0.87
Tasa de
crecimiento 1.3 1.3 1.2
g/semana
Biomasa 1.9+0.03 2.420.05 | 2.6%0.2
Kg/m2

Nota: Los superindices con letras distintas dentro de las columnas,
indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

2 i
10 —
oo /ﬁ/
[e]
g 6 A
e, /Q/
/I
2,
0 : : : : : : ‘
0 10 20 0 40 50 60 70

Dias

—x— 200 org/m? —0— 250 org/m? —A— 300 org/n?

Figura 4. Curva de crecimiento de L. vannamei
en la etapa de engorda en jaulas (9 m?) en
diferentes densidades de siembra (200, 250 y
300 camarones/ m?), por 58 dias
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Tabla 3. Parametros registrados de L.
vannamei en jaulas engorda de 200 m? en las
densidades de 45 y 180 camarones/mz,
durante el cultivo

Tratamiento (densidades)
camarones/m?

45 180
Peso inicial g 1 0.7
Peso final g 17.7+0.84 13.3+0.5
Dias 62 62
Supervivencia % 80 80
FCA 1 1
Tasa de crecimiento | 1.9 1.42
g/semana
Biomasa Kg/m? 0.6 1.9

0 10 20 30 40 0 60 70

—o—450rgin? —a—180ag/n?

Figura 5. Curva de crecimiento de L. vannamei
en la etapa de engorda en jaulas (200 m?) en
diferentes densidades de siembra (45 y 180
camarones/m?), por 62 dias

Variables de calidad de agua y estado
sanitario

Los valores de las variables de calidad de
agua se encontraron aceptables para el
crecimiento de L vannamei (Boyd vy
Tucker, 1998). El estado sanitario de los
camarones analizados se consider6 como
saludable, sin la presencia de Ilas
principales enfermedades virales (TSV y
WSSV) u otro tipo de patégeno que
pudieran afectar la salud de los mismos.

DISCUSION
En este trabajo experimentamos las
densidades (950, 1300, 1600 y 2700




PL/m?) sobre el nimero de camarones
logrados antes de que lleguen a un peso
entre 0.5-1 g, con la finalidad de que las
jaulas de precria mantengan a la
postlarva hasta que ésta logre el peso
adecuado para ser transferida a jaulas
de engorda. Ya en estudios anteriores
elaborados por Zarain et al., (2006)
encontraron que después de 30 dias de
cultivo, L. vannamei tenia un peso de
0.5 g, una tasa de crecimiento de 0.12
g/ semana y un 90% supervivencia, al
probar la densidad de siembra de 700
camarones/m?, 30% mas alta que la
utilizada por Lombardi et al., (2006).

De los escasos estudios que hay sobre el
cultivo de camaroén en jaulas, Rodriguez
et al., (1993) cultiva P. monodon en
jaulas de precria en densidades de 72,
144, 288 y 423 camarones/m?, registra
supervivencias de 91.7, 90.8, 82.1 y
69.1% respectivamente, contrario a lo
obtenido por Wasielesky et al., (2001)
donde la supervivencia no es afectada
cuando aumenta la densidad. También
en este trabajo entre las densidades
ensayadas de 950, 1300 y 1600
camarones/m? la supervivencia no fue
significativamente diferente (P>0.05),
por lo que el nimero de camarones por
jaula en la densidad de 1600
camarones/m? es mayor. Pero el peso
Q) es significativamente menor
(P<0.05), este resultado muestra un
efecto negativo de la densidad sobre el
peso, sin embargo, la siembra en altas
densidades (1600 camarones/m?) da la
ventaja de obtener en un tiempo
determinado de cultivo de precria un
namero mayor de camarones por jaula
con el peso suficiente para ser
transferidos. El ensayo de precria con la
densidad de 2700 camarones/m? se
suspendié a los 28 dias de cultivo para
prevenir una baja en la supervivencia.
Los camarones en ese momento tenian
un peso (g) suficiente para ser
transferidos, ya que se experimentd con
una PL de mayor tamafno (40 mg). Este
ultimo procedimiento puede ser una
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alternativa para realizar crecimientos en
precria y optimizar el tiempo y el
numero de jaulas de esta etapa; sin
embargo, es necesario hacer mas
estudios para corroborar estos
resultados. También se encontré que las
jaulas de 9 m? son adecuadas porque
son de muy facil manejo, se facilita la
supervision de la postlarva en cultivo y
se puede ajustar el nidmero de jaulas de
precria para un cultivo de engorda.

Durante esta investigacion se ensayaron
en la etapa de engorda jaulas de 9 y
~200 m?, para experimentar el efecto
de la densidad de siembra sobre los
parametros evaluados en el camarén y
la factibilidad de manejo del cultivo en
ambas estructuras. No se encontraron
diferencias significativas (P>0.05) en los
pesos (g) y ni la supervivencia de los
camarones cultivados en las jaulas de 9
m?, en las densidades de 200, 250 y
300 camarones/m?, como resultado la
biomasa fue mayor (2.6 Kg/ m?) en la
densidad de 300 camarones/ mZ. Estos
resultados difieren a lo encontrado en
trabajos anteriores por Zarain et al.,
(2006), que al probar las densidades de
100, 150 y 200 camarones/m?,
encontraron un efecto negativo del
aumento de la densidad sobre el peso.
Zarain et al., (2006) también probd el
efecto positivo de los sustratos
artificiales sobre el peso (g), al
incrementar éstos la productividad
natural. Por lo que creemos que este
trabajo la calidad del agua, Ilas
caracteristicas de hidrogréaficas y de
productividad natural propia del sitio de
cultivo, determinaron las condiciones
para un Optimo crecimiento en las
densidades probadas y la ausencia de un
efecto negativo de la densidad sobre el
peso. El dato obtenido de un FCA
cercano a 1, sugiere que el camarén se
alimenta de microorganismo como
fitoplancton y zooplancton suspendidos
en el agua y pegados en las paredes de
las redes (Thompson et al., 2002;




Zarain et al., 2006), que favorecen el
crecimiento del camarén. Aunado al uso
de bandejas de alimentaciéon que ayudan
a otorgar el alimento comercial en
cantidades adecuadas y previenen de
esta manera también del impacto del
alimento no consumido sobre el medio.

Al experimentar las densidades de 45 y
180 camarones/m? en jaulas de 200 m?
se obtiene una tasa de crecimiento de
1.9 y 1.4 g/ semana respectivamente, y
supervivencias del 80%, resultados
similares a los reportados por Sandifer,
et al. (1988) en cultivos intensivos de
camaron en estanques en tierra.
Durante los primero 20 dias de cultivo
en las jaulas de 200 m? existe poca
diferencia de peso entre ambas
densidades, pero después de 62 dias de
cultivo se obtienen pesos de 17.7+ 0.84
gy 13.3 £ 0.5 g, respectivamente para
las densidades 45 y 180 camarones/m?,
observandose un efecto de la densidad
sobre el peso (g), sin embargo, la tasa
de crecimiento en la densidad de 180
camarones/m? se semeja a la obtenida
en la densidad mas baja del ensayo de
engorda en jaulas de 9 m?, al igual que
el FCA cercano a 1. Este experimento
representa un primer intento de cultivar
camarén en jaulas de mayores
dimensiones similares a las utilizadas en
el cultivo de peces. Los procedimientos
de manejo de las jaulas de ~200 m? son
sencillos y se puede efectuar por
personal con una minima capacitacion, y
es factible optimizar algunos procesos.

La adecuada nutricion y el habitat en el
que desarrollaron los camarones en este
trabajo, posiblemente ayudaron a
incrementar su resistencia a patégenos
y mantenerlos libres de enfermedades,
asi también por la probable ingestion de
inmunoestimulantes que se encuentran
presentes en el medio (Song y Huang,
2000). Los valores adecuados
registrados de calidad de agua durante
el cultivo en el sitio de estudio,
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principalmente el oxigeno disuelto y la
temperatura, ayudaron a mantener la
tasa de crecimiento y supervivencia
obtenida con las densidades probadas.
Por lo que el rendimiento obtenido de
camarén (Kg/m?) tiende a ser mas alto
que el registrado en promedio en
cultivos semi-intensivos de camarén en
Sinaloa, México (0.9 Kg/m?).

CONCLUSIONES

Las densidades probadas en este estudio
en la etapa de precria fueron favorables
para obtener un numero mayor de
camarones (— 1 g) para la etapa de
engorda utilizando jaulas de 9 m?.

Para la etapa de engorda es posible
utilizar jaulas 9 m? con densidades
desde 200 hasta 300 camarones por m?
sin observar un efecto negativo de la
densidad sobre el peso vy la
supervivencia.

Se demostré la viabilidad del cultivo de
camaron en estructuras de —~200 mZ2.
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FACTORES FISICOS, QUIMICOS Y BACTERIAS DEL GENERO
Vibrio spp. EN LA CAMARONICULTURA

Norberto Vibanco Pérez, Jorge Gutiérrez Franco y Ma. de Jesus Duran Avelar
Universidad Auténoma de Nayarit

INTRODUCCION

La acuicultura es el cultivo de especies
acuaticos como peces y crustaceos que
esta creciendo a un ritmo acelerado,
debido a la demanda global de los
productos marinos, en el 2004 alcanzé los
59 millones de toneladas, con un valor de
70 billones de do6lares (FAO, 2006). El
crustdiceo que mas se cultiva es el
camaroén, ya que es un producto de gran
valor comercial, siendo el sustento de
varias poblaciones en el mundo. En esta
década se produce principalmente en Asia,
América Latina (FAO, 2004) y
recientemente en Africa (FAO, 2006).

En México, la industria camaronicola es
importante en zonas no productivas para
la agricultura. En el afio 2000, la
produccion de camarén en el pais fue de
20,000 toneladas (Martinez, 2002), en el
2003 esta cifra aumenté a 62,361
toneladas (Ibarra, 2004; Aguirre, 2006)
llegando en el 2005 a una produccion
mayor de 78,000 toneladas (Gutiérrez-
Venegas, 2005). Los principales estados
productores de camarén en nuestro pais
son: Sonora, Sinaloa y Nayarit (Gutiérrez-
Venegas, 2005; Ibarra, 2004). En el
estado de Nayarit la produccién de
camarén de granja en el 2004 fue de
1,606 toneladas, en el 2005 baj6 a 721,70
toneladas y en el 2006 tuvo una
produccion de 1,447.15 toneladas
(CESANAY, 2007).

Dado que la produccion mundial de
camarén va en constante aumento, la
oferta del producto y la competencia en el
mercado, también se incrementa en
proporcién directa. Por eso, es necesario
desarrollar empresas camaronicolas cada
vez mas eficientes y competitivas. Ademas
se deben cuidar los cultivos de camaroén
de infecciones virales y bacterianas, ya
que en paises como China, Tailandia,

Indonesia, Taiwan y Ecuador han tenido
problemas catastréficos por enfermedades
de origen viral y bacteriano durante el
presente siglo (Aguirre, 2004). En México,
en el caso de infecciones bacterianas se ha
reportado principalmente las causadas por
bacterias del género Vibrio, uno de los
géneros mas importantes en la
camaronicultura, por la capacidad que
tienen de infectar camarones en sus
diferentes estadios de desarrollo (Gomez-
Gil et a.l., 1998).

En el cultivo de camardn, se crean
ambientes artificiales que favorecen la
seleccién, adaptaciéon y crecimiento de
diversos agentes infecciosos que son parte
de la microbiota acuatica y del organismo
(Aguirre, 2006). No obstante, inadecuados
valores de factores fisicos y quimicos en el
estanque como la salinidad, oxigeno
disuelto, temperatura y el pH, pueden
provocar que los camarones sean
susceptibles a infecciones bacterianas o
bien afectar la virulencia de ciertas
especies (Prayitno y Latchford, 1995)

Sistema inmunoldgico del camarén

El sistema inmunolégico del camarén
puede ser afectado de forma directa o
indirecta por factores fisicos y quimicos
que estan presentes en el agua del
estanque, y dado que las bacterias del
género Vibrio son de distribucion
cosmopolita en los ambientes acuaticos,
los camarones estan expuestos a estos
agentes causantes de enfermedades. Por
otro lado, los camarones han creado un
sistema de defensa que les permite
mantener la individualidad biolégica
eliminando material extrafio (Destoumieux
et a.l, 1997; Vargas et a.l, 1996).




Este sistema estd basado en la actividad
de células de la sangre (hemolinfa), que
incluye encapsulacion, fagocitosis, vy
mecanismos microbicidas dependientes de
oxigeno. Ademas, activan el sistema de
la pro-feniloxidasa, lo que permite la
melanizacion y la coagulacion de la
hemolinfa, siendo esto un sistema efectivo
contra la invasibn de microorganismos
(Soderhall et a.l, 1996). Dentro del
sistema de defensa humoral se han
reportado a las peneidinas, que son
péptidos antimicrobianos (Destoumieux et
a.l, 1997; Destoumieux et al., 2000).

Enfermedades del camarén

Con la llegada de la acuicultura de alta
densidad, el impacto negativo de las
infecciones bacterianas de camarones
peneidos empieza a ser reconocido.
Muchos consideran a los virus como los
agentes causales mas importantes de
infecciones, pero las infecciones
bacterianas son de igual importancia
desde el punto de vista econémico, porque
pueden ser responsables de una alta
mortalidad tanto en poblaciones silvestres
como en cultivo (Lavilla-Pitogo, 1995).

Las enfermedades bacterianas en el
cultivo del camardén ocurren en conjunto
con el estrés ambiental (Lavilla-Pitogo,
1995) y en otros procesos de enfermedad,
resultando en un desorden en el balance
ecolégico con el sistema de cultivo (Atlas
et a.l, 1991).

Varias bacterias estan asociadas con
enfermedades de los camarones, no
obstante sélo dos grupos se han implicado
en las mayores pérdidas econdmicas: las
bacterias filamentosas (Pseudomona spp.,
Flavobacterium spp., entre otras) vy
bacterias del género Vibrio. Entre estos
dos tipos de bacterias las del género Vibrio
son las que causan mayores problemas,
ya que estas pueden causar infecciones
externas e internas, mientras que las
bacterias filamentosas solo colonizan la
superficie externa de los camarones
(Lightner, 1983).
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Factores fisicos y quimicos

En el cultivo del camarén, los factores
fisicos y quimicos que como estaban
controlados para tratar de minimizar
problemas de crecimiento y pérdidas por
infecciones bacterianas son: temperatura,
salinidad, pH y oxigeno disuelto en el agua
(Martinez, 1999; Arredondo, 1998).

Temperatura

La temperatura es el factor que determina
la velocidad de las reacciones metabdlicas
en los organismos vivos, lo cual se refleja
en funciones como el crecimiento, la
reproduccion y la muda entre otros
(Arredondo, 1998). Todos los organismos
tienen un rango en el cual desempefan
estas funciones de manera Optima, pero a
medida que la temperatura varia de este
rango, dichas funciones son afectadas
hasta que dejan de llevarse a cabo.

El camardn blanco del pacifico Litopenaeus
vannamei se considera una especie
tropical, lo que le permite desarrollarse
satisfactoriamente a temperaturas entre
25 y 28° C, aunque también crecen de
manera aceptable entre 20 y 30° C
(Martinez, 1999; Martinez, 2002). Durante
el trascurso del ciclo pueden surgir
problemas de temperatura en los
estanques, realmente no es mucho lo que
se puede hacer para corregirlo. Lo mas
recomendable es planear las fechas de
siembra para tener las mejores
temperaturas posibles durante el cultivo
ya que a temperaturas por arriba de 30°C,
el agua se empieza a evaporar y esto
afecta la concentracion de sales y como
consecuencia aumenta la  salinidad
(Martinez, 1999).

pH

Este parametro es un indicador del grado
de aalcalinidad del medio (Chang et al,
2003), y es importante en la biologia de
cualquier especie, ya que las enzimas y
proteinas de los organismos funcionan
adecuadamente dentro de un determinado
rango de pH. Esto es especialmente
importante para los organismos acuaticos,




ya gque pueden ser afectados por valores
de pH superiores a 9. El rango 6ptimo de
pH para la mayoria de especies
comerciales de camarones peneidos oscila
entre 7.8 y 8.3, aunque también se
considera que un pH entre 7-9 son
adecuados para un buen crecimiento de
estos organismos (Martinez, 1999).

El aumento del pH a niveles mayores de 9
ocasiona que el ibn amonio del estanque
(NH,), que no es toxico, pase a la forma
no ionizada de amoniaco (NH3) que es
toxico para el camarén en concentraciones
relativamente bajas. Los valores muy
bajos de pH ocasionan problemas a nivel
de branquias interfiriendo en la respiracion
y en la actividad enzimatica de la
hemolinfa. Un ejemplo claro de afectacion
en la funciéon de la actividad enzimética es
la inhibicibn de peneidinas que son
proteinas con actividad antimicrobiana en
crustaceos (Destoumieux et al, 1997).

Cuando el pH se encuentra en niveles
extremadamente altos se recomienda
aumentar el cambio de agua. Si el pH
presenta valores muy bajos, el problema
se puede corregir mediante la adicién de
6xido de calcio o de carbonato de calcio
(cal) directamente sobre la columna de
agua (Martinez, 1999).

Oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto (OD) es el oxigeno que
esta disuelto en el agua. Es uno de los
factores importantes en el cultivo de
camaron, con excepcion de algunos
organismos anaerdbios estrictos, la
mayoria de los seres vivos requieren de
una fuente de oxigeno para la realizacion
de sus funciones metabdlicas (Martinez,
1999).

Las moléculas de agua contienen cerca del
90% de oxigeno en peso, debido a que
este oxigeno esta firmemente unido al
hidrébgeno no es utilizado para la
respiracion. El oxigeno usado para la
respiracion de los organismos acuéticos es
en forma de gas (0O,), el cual no es muy
soluble en el agua (Boyd y Tucker, 1998).
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El OD es un factor ambiental regulador del
metabolismo de los camarones. Su papel
estd dado por la participacion en el
catabolismo celular. En este proceso el
oxigeno es el Ultimo aceptor de electrones
de la cadena respiratoria, permitiéndoles a
los camarones, y en general a los
organismos aerobios, aprovechar al
maximo la energia contenida en los
enlaces de las moléculas de carbono. En la
respiracion celular donde el oxigeno es el
ultimo aceptor de electrones se libera
mayor cantidad de energia que cuando no
se dispone de oxigeno, es decir, cuando
otros oxidantes sirven como aceptores
terminales de electrones o cuando se lleva
a cabo el proceso de fermentacion
(Madigan, 1998).

Las concentraciones de oxigeno disuelto
en el agua de los estanques en cultivo
varian debido a diversos procesos
bioldgicos, fisicos y quimicos.
Considerandose los siguientes como los
mas importantes en las fluctuaciones de la
concentracion de oxigeno disuelto en un
estanque:

El aire cercano a los estanques puede
aportar oxigeno al agua cuando se
presenta una baja saturacidon de este gas,
debido a las diferencias en las presiones
atmosféricas, dicho aporte suele ser muy
bajo ya que la presion parcial del oxigeno
en el aire es muy poca. Una vez que se
llega a un equilibrio entre el oxigeno del
aire y el del agua, cesa la transferencia de
este gas. La transferencia de oxigeno del
aire al agua, puede ser considerada como
uno de los menores aportes de oxigeno
disuelto en los estanques, debido a que
otros procesos pueden aportar mayor
cantidad de oxigeno al cuerpo de agua.
Sin  embargo, puede ser un proceso
importante en el aporte de oxigeno al
agua del estanque bajo tres condiciones:
(1) cuando la tasa de produccion de
oxigeno es baja en los sistemas bioldgicos
(fotosintesis), (2) cuando hay condiciones
que favorecen las corrientes de aire, y (3)
cuando el agua presenta una baja
saturaciéon de oxigeno y este es suplido




por aeracién mecanica (Boyd y Tucker,
1998)

El oxigeno utilizado en el sedimento es
consumido en varias reacciones quimicas,
reduccion del hierro, manganeso y sulfatos
asi como en la respiracion de los
organismos benténicos, el cual es utilizado
en la descomposicion aerbbica de la
materia organica y en la oxidacion de
sustancias inorganicas por bacterias
autdtrofas (oxidacibn del amonio a
nitratos) (Boyd y Tucker, 1998)

El oxigeno consumido por los organismos
en un estanque depende de la talla y
especie asi como de la temperatura del
agua. ElI aumento de la biomasa del
camaron a través del cultivo, implica una
mayor demanda de oxigeno para su
respiracion, debido al aumento en las
demandas metabdlicas asociadas a la
digestion y asimilacion de los alimentos.
De esta manera, es muy comin que los
valores se abatan a medida que el cultivo
transcurre, ademas a medida que la
temperatura se va incrementando la
solubilidad del oxigeno disminuye vy
cuando la salinidad incrementa a 9%eo
(partes por mil), la solubilidad del oxigeno
disminuye en un 5% (Arredondo, 1998).

Los camarones requieren una
concentracion adecuada de oxigeno
disuelto para la sobrevivencia y el
crecimiento (Boyd y Tucker, 1998). En las
capas mas profundas del agua del
estanque, donde los camarones pasan la
mayoria del tiempo, se vuelven hipodxicas
o incluso andéxicas debido a la respiracion
de los organismos y descomposicion de
materia organica de restos de alimentos y
heces. Estas condiciones de hipoxia
pueden amenazar la vida de los
camarones. Por lo que el OD ha sido
considerado como uno de los factores del
medio mas importantes en la
determinacion del éxito e intensificacion
del cultivo del camarén (Zhang et al.,
2006)

La concentracion de oxigeno disuelto en
un estanque, varia en el transcurso del dia
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y estd regulada principalmente por la
producciéon fotosintética del fitoplancton.
Durante las primeras horas de la mafiana,
generalmente la concentracion Yy
saturacion de oxigeno disuelto baja, mas
tarde a medida que se incrementa el
proceso de fotosintesis se puede observar
un incremento gradual y constante que
alcanza al atardecer una sobresaturacion
(Boyd y Tucker, 1998)

Uno de los factores que contribuye a la
disminucién de los niveles de oxigeno es el
exceso de materia organica en el agua.
Este exceso proviene principalmente del
alimento no consumido, metabolitos
producidos por el camarén y otros
organismos, fertilizante utilizado para el
florecimiento del fitoplancton (lo cual se
realiza de manera previa a la engorda del
camarén), heces y organismos muertos
(Martinez, 1999). La degradacion
bioquimica de materia organica se lleva
acabo por la accidn de microorganismos
aerébicos en las capas superficiales del
agua, los cuales utilizan el oxigeno
producido principalmente por fotosintesis.

La materia organica que no se consume en
estos estratos superiores va a parar al
fondo, donde se descompone por la accién
de microorganismos facultativos, que
utilizan el oxigeno disuelto. Cuando se ha
consumido el oxigeno disuelto, las capas
mas profundas se vuelven andxicas, en
esas zonas no crecen organismos
aerbbicos estrictos por lo que la
composicion de microorganismos se
restringe a bacterias anaerébicas estrictas
y facultativas, produciéndose un cambio
del metabolismo oxidativo al fermentativo
(Madigan et al, 1998).

Los niveles minimos de OD recomendados
oscilan de 4-5 mg/L, sin embargo en
algunos estudios se ha observado que
valores de 2 mg/L no representan serios
problemas, siempre y cuando no se
extienda por varias horas (Martinez,
1999).

Los requerimientos de oxigeno en las
bacterias reflejan el mecanismo empleado
para satisfacer sus necesidades




energéticas. La utilizacion de la energia
potencial contenida en los nutrimentos se
produce por reacciones de oxido-
reduccion, donde los receptores finales de
electrones en las vias metabdlicas varian
de acuerdo a los sistemas enziméticos del
organismo y pueden ser ya sea oxigeno
libre de la atmésfera o del agua o diversas
moléculas organicas o inorganicas. En la
Tabla 1 se indica la clasificacion de los
microorganismos de acuerdo a la
utilizacion de oxigeno.

Tabla 1. Clasificaciéon de bacterias de acuerdo
a la utilizacion de oxigeno

@ATE Relacion Tipo de
P con el O, metabolismo
Estrictos Necesario RESp'raC'On
aerobia
Aerobios Necesario

Respiracion

Microaerdfilicos | pero a bajas N
aerobia

tensiones
Mueren en Fermentacion

Estrictos presencia de 0 respiracion
O, anaerobia
No Respiracion
necesario, aerobia,

Anaerobios Facultativos

pero crecen anaerobia y
mejor con O, fermentacién
Crecen en
presencia de
O, pero no lo
utilizan

Aerotolerantes Fermentacion

Las bacterias que pertenecen al género
Vibrio son anaerobios facultativos, es
decir, microorganismos capaces de utilizar
la respiraciébn aerobia y anaerobia, asi
como la fermentacién para la obtenciéon de
energia quimica (Holt et al., 1994)

La disponibilidad de oxigeno en el medio
favorece el metabolismo aerdbico de
Vibrio spp. donde el oxigeno es el aceptor
final de electrones del catabolismo de las
moléculas organicas, con la finalidad de
obtener energia en forma de ATP, cuando
no hay oxigeno en el medio éstas
bacterias tienen la capacidad de crecer
debido a que pueden llevar a cabo
metabolismo anaerobio, el cual es una
forma alterna de generacién de energia
donde los ultimos aceptores de electrones
en el catabolismo celular son compuestos
diferentes al oxigeno por ejemplo el
nitrato, o llevar a cabo la fermentacion. El
metabolismo fermentativo consiste en la
oxidacién y reducciobn de compuestos
organicos a nivel de sustrato por lo que las
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moléculas organicas se degradan
parcialmente ha compuestos tales como
alcoholes y acidos. Estos compuestos
contienen aun cantidades considerables de
energia quimica sin liberar, debido a esto,
en la fermentacibn se obtiene menor
cantidad de energia quimica en forma de
ATP (Madigan, 1998)

Salinidad

La salinidad se refiere a la concentracion
total de todos los iones en el agua y se
expresa en cationes y aniones (Arredondo,
1998). Es importante tener en cuenta este
parAmetro en el cultivo de cualquier
especie acuatica. Los organismos que
viven en el agua deben mantener sus
liquidos vitales a una cierta concentracion
idnica, para que funcionen
adecuadamente. Cuando la salinidad del
medio es diferente, los organismos deben
adaptarse para sobrevivir, lo que implica
un gasto energético que puede ser
reflejado en una tasa de crecimiento
menor, ademas se ha reportado que a
bajas concentraciones de salinidad Ila
respuesta inmunolégica se afecta (Long-
Uong et al, 2005).

Se considera que la mayoria de las
especies de camardn crecen optimamente
en un rango de salinidad de 15 a 30 %eo.
Las especies como el camardn blanco,
entre ellas la del pacifico, han mostrado
que pueden vivir por debajo de 15 %o,
inclusive se han cultivado en agua dulce.
Un problema asociado con el aumento de
la salinidad, es que disminuye Ila
solubilidad del oxigeno en el agua, esto,
aunado a una alta tasa de respiracion
(cuando la biomasa del camardén es
grande); y a una alta demanda bioquimica
de oxigeno para la degradacion de
grandes cantidades de materia organica,
puede ocasionar problemas de hipoxia e
incluso anoxia. Es comun que durante el
desarrollo de un cultivo, la salinidad se
incremente con el tiempo debido a la
evaporacién y concentracion de sales en el
estanque. Esto es mas frecuente en
estanques con bajos recambios de agua,
por otra parte, las precipitaciones




pluviales ocasionan que la concentraciéon
de sales disminuya por debajo de los
valores normales ya que se disuelven. En
regiones tropicales donde la tasa de
precipitacion es elevada, el problema
puede llegar a ser grave ya que puede
disminuir por debajo de 5 %o.0. Cuando se
presentan problemas de alta salinidad en
los estanques se pueden minimizar si se
dispone de una fuente de agua de menor
salinidad que la de los estanques. Pero si
el problema es por baja salinidad, la
introduccibn de agua marina o con
salinidad alta, puede ser util (Martinez,
1999; Arredondo, 1998).

La mayoria de las bacterias del género
Vibrio, son del medio acuatico, bien de
aguas dulces o0 marinas. Vibrio se
considera una bacteria haldfila, dentro de
los organismos haléfilos 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
del5-30% de NacCl. Vibrio es considerado
un haldéfilo 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).

Se ha demostrado que la salinidad influye
sobre la virulencia de ciertas especies de
del género Vibrio, Prayitno y Latchford
(1995) realizaron un cultivo experimental
en larvas de P. monodom, las cuales
infectaron con V. harveyi luminiscente,
variando los niveles de salinidad,
encontrando que al bajar la salinidad en el
cultivo la tasa de mortalidad larval
aumentd, posiblemente el estrés en la
bacteria induce la expresién de genes de
virulencia.

Se han reportado que algunas especies de
Vibrio pueden infectar a sus hospederos
tanto en agua dulce como agua salada,
debido a que tienen de manera adyacente
a su cadena respiratoria de protones (H"),
otra cadena respiratoria, dependiente de
sodio (Na"), y esto les proporciona
resistencia en condiciones distintas en el
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medio. La funcién del Na* en las bacterias
marinas es muy importante ya que es
utilizado para estabilizar sus membranas,
ademas participa en transporte activo y
en la motilidad flagelar dependiente de
Na* (Dimroth, 1987; Kogure, 1998) lo que
les da ventaja en los ambientes alcalinos
(Fujiwara-Nagata et al., 2003; Fujiwara-
Nagata y Eguchi et al., 2004).

Otra adaptacién de algunas especies del
género Vibrio, como es el caso de Vibrio
parahaemolyticus, es que expresan en su
membrana externa proteinas sensibles a
los cambios osméticos de salinidad como
son las ompW y ompV. Estas proteinas
transmembranales incrementan su
nimero cuando los cambios de salinidad
en el medio bajan hasta 0.85 % vy
aumentan cuando superan los 3.5% de
NaCl (Changxin et al., 2004).

Ya que, 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 camardon. Valores de
salinidad altos o muy bajos propician que
especies bacterianas provoquen estragos
en el cultivo, teniendo en cuenta que a
una concentracién de 20 %o se favorece el
crecimiento de V. wvulnificus y a una
concentracion de 5 %o se favorece el
crecimiento de V. cholerae (Yanling y Ji-
Dong, 2005).

En otro estudio, Randa et al., en 2004
reportan la dinadmica de crecimiento de V.
vulnificus, la cual fue inversamente
proporcional a la salinidad en el rango de
5 a 10 %o y directamente proporcional en
el rango de entre 20.3 y 25.4 %o de
salinidad. También se ha demostrado, que
cambios en los niveles de salinidad afectan
el buen funcionamiento del sistema
inmunolégico del camarén, como Ilo
reportan Long Yy Jiann-Ghu en 2005
quienes observaron que a valores por
debajo de 5 %o de salinidad disminuyé la
activad de fenoloxidasa, superoéxido
dismutasa, estallido respiratorio,
fagocitosis, asi como la cuenta total de
hemocitos en camarones de L. vannamei
infectados con V. alginolyticus,




correlacionando esto con altas
mortalidades.

Toda esta informacion da cuenta de lo
complejo que resulta disectar un solo
factor como causa Unica de condicionante
para una enfermedad infecciosa acusada
por bacterias del Género Vibrio, por lo que
es conveniente, que mediante un manejo
conciente y con buena practicas sanitarias
tratar de mantenerlas en los niveles
adecuados y saber que hacer cuando una
0 unas de estas variables se modifican.
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EVALUACION DE 8 PARES DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA EL DIAGNOSTICO DEL
VIRUS DE LA MANCHA BLANCA (WSSV) EN CAMARONES

Encinas-Garcia, Trinidad*?, Coronado-Molina, Daniel' y Hernandez-L6pez, Jorge*
ICIBNOR, S. C., Unidad Sonora, Campus Hermosillo, Hermosillo, Sonora.
2Instituto Tecnolégico del Valle del Yaqui, Vacum, Sonora

INTRODUCCION

El principal problema que enfrenta
actualmente la camaronicultura en México
y gran parte del mundo es la infeccién y
mortalidad de los organismos causada por
virus, como lo es el caso del Virus del
Sindrome de La Mancha Blanca (WSSV,
por sus siglas en ingles) que llega a causar
hasta la pérdida total del cultivo.

En México desde 1999 se tiene la
presencia de este virus en los cultivo de
camarébn 'y ha causado pérdidas
econémicas considerables (Maldonado et
al., 2004). La industria del cultivo de
camaroén tiene ingresos estimados de 350—
400 millones de délares, sobrepasando la
extraccion silvestre en mas de un 50%
(Gutiérrez, 2006).

Debido a que la infeccibn por WSSV no
puede curarse, la Unica alternativa es la
prevenciéon. Sin embargo, se requiere de
un diagndstico oportuno mediante técnicas
sensibles y certeras. En la actualidad el
diagnostico de WSSV por Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus
siglas en ingles) en México se ha basado
en el uso de oligonucleotidos comerciales
y la utilizacion de oligonucleotidos de
disefio propio a pesar de que existen una
gran cantidad de oligonucleotidos para el
diagnéstico de WSSV, en México
cominmente se presenta un problema
generado porque los laboratorios de
diagndstico, que basan su andlisis en la
técnica de PCR no se han puesto de
acuerdo sobre los mejores
oligonucleotidos a usar. Sin embargo, es
probable que no solamente un par de
oligonucleotidos sea el que mejor funcione
sino un grupo de ellos que pueda ser
usado para el diagndstico de WSSV y
evitar seguir dependiendo de los kits

comerciales. Por esta razén, en este
trabajo se probé la eficiencia de
amplificacion de al menos 8
oligonucleotidos para el diagnéstico del
virus de la mancha blanca (WSSV), por
PCR.

METODOLOGIA

El material y reactivos utilizados en los
bioensayos, y en las reacciones de PCR
fueron de grado Biologia Molecular,
adquiridos comercialmente. Los
camarones utilizados (Litopenaeus
vannamei) fueron del area de Bioensayos
del Laboratorio de Analisis Integral
Acuicola (LAIA), del CIBNOR S. C. —
Unidad Sonora, campus Hermosillo. Los
oligonucleotidos seleccionados o]
considerados para el estudio fueron:
WSDX Fw/Rv, 146 Fw/Rv, WS Fwl1l/Rv1l,
Hmwssv142 Fw/Rv, Rout Fw/Rv,
Hmwssv163 Fw/Rv, Maric Fw/Rv, WS
Fw2/Rv2, asi como los oligonucleotidos
comerciales.

La Hemolinfa se extrajo de la region
ventral del camarén con anticoagulante
(20mM de EDTA), se separd el paquete
celular por centrifugacion a 800 g durante
10 min. y la extraccion del DNA gendmico
se realiz6 usando una matriz de afinidad
(GeneClean Biol01, inc.). La reaccion de
PCR se realiz6 utilizando una mezcla de
reaccion que incluye nucleoétidos,
polimerasa y MgCl, (Ready to Go
Amersham Biosciences, 407513-PLT) vy la
amplificacion del DNA se realiz6 en un
termociclador Techne Inc. modelo TC-312
y el resultado se Vvisualiz6 mediante
electroforesis en geles de Agarosa pre-
fabricados con Sybr Safe (E-Gel,
Invitrogen) y fotografiados en un sistema
de fotodocumentacién (Kodak 1D Image
Analysis Software). Para algunos




experimentos se utilizé PCR en Tiempo
Real (qPCR) utilizando un equipo Corbett
Research Roto Gene RG-3000.

RESULTADOS
La siguiente
condiciones de
para la PCR.

tabla muestra las
amplificacion usadas

Tabla 1. Condiciones de amplificacion para

. No.
Cond|C|or)<?s e Temp. | Tiempo De
Reaccion .
Ciclos
Desnaturalizacion 95° C 5 min. 1
Desnaturalizacion 94° C 30 seg. 35
Alineacion 60° C 30 seg. 35
Extension 72°C 1 min. 35
Extension final 72°C 5 min. 1

WSSV

Cuando se analizaron muestras positivas
a WSSV usando 8 pares de
oligonucleotidos no comerciales,
solamente se obtuvo amplificaciéon con
7. Los resultados pueden observarse en
la Figura 1.

WSDK  Hrm 146 WS Fwl/Rv! Hmwssvl 42 HrWSSY163 WS Fw2iR2 Rout PRy Maric
MOgh 447gb A3pe M2ph 2M4ph M7gb Mggh 3Rdnb

I O N I I I S I G B S L RS B U

Warcador de
peso molecular

OISO

Figura 1. Amplificacion con 8

oligonucleotidos diferentes

De los oligonucleotidos que amplificaron,
se eligieron 3 en base a su tamafo para
generar un sistema que permitiera
aumentar la eficiencia de la detecciéon de
WSSV. Para este fin se usaron los
oligonucleotidos HmM146, WSDx vy
Hm1l42 que amplifican fragmentos de
1447, 400 y 242 pb respectivamente
(Figura 2).
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Figura 2. Amplificacion de DNA utilizando la
mezcla de oligonucleotidos (HM142; WSDX;
Hm 146)

Para comprobar si la reaccion de PCR se
realiz6 correctamente se hace una
curva de analisis de Melting, porque los
fragmentos amplificados de diferentes
tamarnos y secuencias se desnhaturalizan
a diferentes temperaturas (Invitrogen
Corporation, 2007) en base a esto se
realizd un analisis de disociacion
(melting) de los productos de PCR,
utilizando un termociclador de tiempo
real, apreciandose los picos de
fluorescencia generados por los
fragmentos obtenidos (Figura 3).
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Figura 3. Melting de Muestra Positiva y
negativa usando la mezcla de
Oligonucleotidos

Se us6 Syber Green como marcador
fluorescente. En la gréfica anterior se
muestran los resultados de la
electroforesis en gel contra el analisis de




Melting donde el primer pico
corresponde al ADN negativo y los dos
siguientes picos de fluorescencia son del
ADN positivo y muestras donadas por la
Universidad de Arizona respectivamente,
lo cual comprueba que los productos de
PCR de diferente longitud y diferentes
secuencias se desnaturalizan a
diferentes temperaturas.

DISCUSION

En esta investigacion se cumplieron las
normas que deben ser seleccionadas
segun Lozada (1997), para el disefio de
los oligonucleotidos Se encontré que
todos los oligonucleotidos amplifican
con las mismas condiciones que los
comerciales. De acuerdo a los
resultados, los oligonucledétidos
propuestos por Rout no lograron
amplificar ninguna de las muestras
probadas.

Uno de los problemas del PCR
convencional o del anidado es que se
amplifica solamente un fragmento del
genoma del patégeno. Mientras se
aumente la cantidad de sitios buscados,
la certeza del diagnostico serd mayor.
Debido a esto, la idea de mezclar al
menos 3 diferentes oligonucleotidos que
amplifican 3 fragmentos diferentes del
genoma de WSSV, gener6 mayor
certeza en el resultado. Ademas, un par
de oligonucleotidos usados (HmM142)
esta disefiado en base a una secuencia
de WSSV recuperado, clonado vy
secuenciado de camarones infectados
artificialmente en nuestro laboratorio,
usando un aislado de WSSV de México.
Aungue no se tiene la certeza de que
existan “cepas” diferentes del virus en
México, la inclusion de estos
oligonucleotidos disminuye la posibilidad
de obtener falsos negativos en los
diagndsticos de camarones cultivados en
nuestro pais.
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CONCLUSION

El sistema de PCR usando 3 pares de
oligonucleodtidos que amplifican
diferentes regiones del genoma de
WSSV presenta ventajas importantes
sobre los PCR convencionales. Esto es,
aumento en la certeza del resultado y
aumento en la sensibilidad debido a la
inclusion de oligonucleotidos que
amplifican un fragmento de bajo tamario
(242 pb) disefiado en base a aislados de
WSSV en México.

La secuencia que amplifican los 3
primers fue encontrada en los diferentes
genomas reportados del virus de
mancha blanca; lo cual, disminuye la
posibilidad de obtener falsos negativos
en los diagnoésticos de camarones
cultivados en nuestro pais.
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