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Resumen

La produccion de camaron blanco Penaeus (Litopenaeus) vannamei en el Ecuador esta
directamente vinculada en la calidad de la larva que es producida en los laboratorios de la Peninsula
de Santa Elena, punto primordial que determina el éxito de muchas producciones. Este estudio
tuvo la finalidad de estudiar el comportamiento de las comunidades bacterianas dentro un ciclo
larvario realizado en un laboratorio comercial de la zona de Mar Bravo-Santa Elena, utilizando
dos protocolos de manejo en 4 tanques (P1= 1A, 1B y P2= 2A, 2B) tomandose muestras de
animales y agua de los tanques desde nauplio hasta PL8. Siendo determinada mediante
microbiologia Aerobios totales, Vibrios totales, Aeromonas sp., Pseudomonas sp. Yy
Enterobacterias sp., junto a la determinacidon de la presencia o ausencia del gen de la toxina
precursora de la enfermedad AHPND en animal y fuentes posibles de contaminacion.
Considerandose el analisis histopatologico en el caso de positividad en muestras de animal a
AHPND. Obteniendose como resultado conteos de 10° UFC/gr Aerobios sp. y 10* UFC/gr
Pseudomonas sp. en larvas. Se encontré positividad para el gen de la toxina AHPND desde el
inicio del cultivo en el agua de los tanques y en animal apartir del estadio Mysis 3-PL1. Las
bacterias predominantes durante el cultivo en agua y animal fueron A. hydrophyla para ambos
protocolos, V. alginolyticusy V. parahaemolyticus para el protocolo 1y 2 respectivamente en
animal. El 70% de las muestras analizadas en el estadio Misis 2 presentaron necrosis a nivel del
hepatopancreas grado 3 0 4. La mortalidad de los animales no puedo ser relaciona por la presencia
de AHPND pues existieron factores extrinsecos como problemas de desinfeccion y deficiencia de
oxigeno que influyeron durante el cultivo.
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Abstract

The production of white shrimp Penaeus (Litopenaeus) vannamei in Ecuador is directly linked to
the quality of the larvathat is produced in the laboratories of the Peninsula of Santa Elena, a prime
point that determines the success of many productions. This study aimed to study the behavior of
bacterial communities within a larval cycle conducted in a commercial laboratory in the Mar



Bravo-Santa Elena area, using two management protocols in 4 tanks (P1 = 1A, 1B and P2 = 2A
2B) by taking samples of animals and water from the tanks from nauplio to PL8. Being determined
by microbiology Total aerobes, Total vibrios, Aeromonas sp., Pseudomonas sp. and
Enterobacterias sp., together with the determination of the presence or absence of the precursor
toxin gene for AHPND disease in animals and possible sources of contamination. Considering the
histopathological analysis in the case of positivity in animal samples to AHPND. As a result,
counts of 109 CFU / gr Aerobios sp. and 104 UFC / g Pseudomonas sp. in larvae. Positive for the
AHPND toxin gene was found from the beginning of the culture in the water of the tanks and in
animal from the stage Mysis 3-PL1. The predominant bacteria during water and animal culture
were A. hydrophyla for both protocols, V. alginolyticus and V. parahaemolyticus for protocol 1
and 2 respectively in animal. 70% of the samples analyzed in the Misis 2 stage presented necrosis
inthe level 3 or 4 hepatopancreas. The mortality of the animals can not be related by the presence
of AHPND because there were extrinsic factors such as disinfection problems and oxygen
deficiency that influenced during cultivation.

1. INTRODUCCION

En nuestro pais la larvicultura de camaron es considerada como la piedra angular del proceso de
produccion de camardn blanco, que inicid aproximadamente en 1979 por la necesidad de
garantizar el suministro de larvas al sector camaronero ecuatoriano cuando incrementaba la
produccion de camardn en el pais. Actualmente mas del 90 % de la produccion de larvas esta
concentrada en la provincia de Santa Elena y un porcentaje menor en la provincia de ElI Oro
generando una importante comercializacion a nivel de toda la costa ecuatoriana y fuera del pais.
En la actualidad el sector camaronero del Ecuador tiene que lidiar con la competitividad del
mercado mundial (Acuicultura, CNA, 2015) y para mantener un alto nivel de produccion necesita
mantener su produccion de manera que es imperativo que las larviculturas puedan proveer de
forma sostenible su demanda manteniendo una buena condicién de salud (FAO).

En cada una de las etapas de la larvicultura existen factores de riesgo que afectan al desarrollo
normal del ciclo larvario. Entre los factores de mayor relevanciaestan los hongos, virusy bacterias
(Unidos, 1993).

Por lo que segun (Espinoza Pico, 2014) es necesario tomar precauciones y cuidados especificos en
las diferentes etapas larvarias de este crustaceo. Las bacterias son particularmente perjudiciales
porgue ocasionan problemas de crecimiento y mortalidad, destacandose las bacterias de la familia
Vibrionaceae dada su alta patogenicidad en camarones P. vannamei, capaces de ocasionar
erosiones cuticulares, necrosis y septicemias (Lightner, 1992), junto a las familias
Pseudomonaceae y Aeromonaceae (Arguello Lavayen, 2014). Dentro de la familia Vibrionaceae,
el género mas representativos son los Vibrios que habitan de manera natural en la flora marina
siendo declarado como patdgenos el V. alginolyticus, V. anguillarum, V. campbellii, V. carchariae,
V. damsella, V. fischeri, V. harveyi, V. logei, V. mediterranii, V. nigripulchritudo, V. ordalii, V.
orientalis, V. parahaemolyticus, V. pelagicus, V. penaeicida, V. splendidus y V. wvulnificus
(Cuellar-Angel, Sindrome de Mortalidad Temprana (EMS/AHPND), 2013).

Las larviculturas de P. vannamei en Ecuador desde sus inicios como industria han presentado
problemas y decrecimiento en las sobrevivencias relacionados a la presencia de enfermedades tipo
bacterianas y/o virales que afectan a los diferentes estadios larvarios desde zoea a post-larva. En
1999, (Vandenberghe, y otros, 1999) reportaron varias especies de Vibrios asociados al Sindrome



de Zoea 2 y Sindrome de la muda desde Mysis-postlarva, que provocaron una alta mortandad en
larvas de camaron P. vannamei, donde el V. harveyi y V. alginolyticus fueron los mas encontrados
mediante analisis microbiologicos BIOLOG-GN2, de este estudio los aislados S2 y E22 (V.
harveyi) provocaron infecciones en ensayos controlados con larvas de P. vannamei el sindrome de
Bolitas (San Miguel Figueroa, 2009), sindrome también reportado por otros autores como
(Morales, 1992), (Robertson, Calderon, Carrera, Zherdmant, & Austin, 1988) en larvicultura de
camarén ecuatoriana. Los problemas de larvicultura no son exclusividad de Ecuador si no del
sector camaronero mundial, uno de los paises donde esta industria esta muy desarrolladaes Méexico
en la regién noreste (Sinaloa, Sonora, Baja California Sur y Nayarit) donde a pesar de haberse
desarrollado diferentes técnicas para el cultivo de camarén blanco reporta mortalidades
significativas (Pérez-Morales, Band-Schmidt, & Martinez-Diaz, 2016) siendo no concluyentes los
estudios encaminados a determinar las infecciones y mortalidades causadas por bacterias (Aguirre-
Guzman, Lo6pez-Acavedo, & Vasquez-Sauceda, 2013).

La enfermedad AHPND (Enfermedad de la Necrosis Hepatopancredtica Aguda) Ilamada
comunmente como sindrome de mortalidad temprana (EMS), es una de las enfermedades
emergentes de mayor preocupacion de este sector, pues desde su aparicion en el afio 2009 la
camarinocultura ha sido afectada drasticamente en las primeras semanas de cultivo. EIl AHPND
fue considerado como idiopatica hasta el 2013, debido a que se desconocia su agente causal sin
embargo (Tran, y otros, 2013) mediante bioensayos entre animales infectados y sanos
determinaron al agente causal a un tipo de cepa de Vibrio parahaemolyticus, el que afectaba a los
animales al liberar toxinas degeneradoras de los tibulos de los hepatopancreas, degeneracion que
podia causar mortalidades del 100%, no siendo detectable en las primeras fases de la enfermedad
por las técnicas convencionales, lo que ha dificult6 su diagnéstico y control.

Desde su aparicionen paises como China (Mejia & Navarro, 2012) Vietnam en el 2010, Malasia
en el 2011, Tailandia en el 20012. (Cuellar-Angel, 2013); (MarcadorDePosicionl); (Lightner,
2013); (Lightner, y otros, 2013); (Varela & Pefia, 2013); (NACA, 2012) y México (Soto-
Rodriguez, Gomez-Gil, Lozano-Olvera, Bentancourt-Lozano, & Morales-Covarrubias, 2014),
consituye para el ecuador uno de los principales peligros para la produccion de camaron por alta
patogenicidad y desiminacion entre paises.

En el pais y en toda América Latina se busca generar herramientas que permitan combatir las
enfermedades causadas por patdgenos y que representan pérdidas en términos econémicos para el
sector camaronero, “herramientas” que abarcan el manejo de la calidad del agua mediante la
aplicacion productos tipo antibioticos, aceites esenciales, acidos organicos, extractos naturales,
probidticos, etc. (FAO). Obteniendo en las producciones resultados son variables puesto que en la
mayoria de los casos existe el desconocimiento a que se debe controlar. En CENAIM a mediados
del 2015 identifico mediante el método AP4 (Dangtipa, y otros, 2015) la presencia de AHPND en
larvas en la Provincia de Santa Elena, este estudio determin6é las principales comunidades
bacterianas de los cultivos, la posible positividad al gen causal del AHPND vy los factores asociados
a su presencia.

2. METODOLOGIA

2.2.1 Analisis microbiologico en nauplios y larvas de camaron

Se recolectaron larvas usando mallas micradas relativo el estadio, y colocadas en fundas estériles
con agua del tanque de origen de las larvasy transportadas a las instalaciones del Centro Nacional
de Acuicultura e Investigaciones Marina (CENAIM) para su posterior procesamiento. En el



laboratorio las larvas se filtraron y se lavaron con agua de mar estéril (2 veces) para eliminar
sedimentos, carga bacteriana externa y exceso de humedad. Cada muestra se peso (0.3 g aprox) y
se macero para homogenizar la carga bacteriana, realizandose diluciones sucecivas seriadas con
solucion salina al 2% de cloruro de sodio, seguida por la siembra en Agar Marino (AM) de 103
hasta 105, Agar Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS) de 10! hasta 103, Agar Glutamate-
Starch-Penicillin (GSP) de 10 hasta 10, Agar McConkey (MAK) 10 hasta 10 y Agar CHROM
(CHRO) de 10* hasta 103, Se tomé por duplicado 100uL de cada dilucién y mediante la técnica
de extension en superficie se sembrd individualmente en los respectivos agares, incubaron
(Incubadora Heratherm) a 30°C y 35°C  respectivamente. El conteo de todas las colonias
bacterianas se realizo al cumplir las 48 horas de incubacion, excepto el conteo de bacterias
luminiscentes que se realizé al cumplir 24 horas. Se cuantificd Aerobios totales (AM), Vibrios
totales (TCBS), Pseudomonas/Aeromonas (GSP), Enterobacterias (MAK) y V. alginolyticus/V.
vulnificus/V cholerae/V. parahaemolyticus (CHRO). Los resultados se expresaron en unidades
formadoras de colonia por g de muestra (UFC/g). Para la cuantificacion de bacterias presentes en
cada muestra se consider6 la dilucién que presentdé nimero de colonias en un rango entre 30y 300
UFCl/g.

2.2.2 Analisis microbioldgico en agua

Se colecto muestras (500 mL) de todas las fuentes de agua con potencial positivismo para AHPND
(agua de reservorio, agua de entrada a los tanques y agua de cada tanque) en cada uno de los
estadios (Siembra, Zoea 2, Zoea 3, Mysis 2, Mysis3/PL1, PL2, PL4, PL6, PL8). ElI muestreo se
realizd en condiciones asépticas y utilizando recipientes estériles, posteriormente las muestras se
transportaron a las instalaciones del CENAIM para su procesamiento. Después de homogenizar la
muestra (agitacion por 20 segundos) se realizé diluciones seriadas al 2% de cloruro de sodio en
solucién salina para sembrar en los agares AM de 10° hasta 10-3, TCBS de 10° hasta 10%, GSP de
10° hasta 10?2, MAK de 10° hasta 102 y CHRO: 10° hasta 102 La incubacion y el conteo se
realizaron de lamisma forma que se realizaron con las muestras de larvas.

2.3 Aislamiento de bacterias

Todas las cepas bacterianas diferenciadas por criterios morfoldgicos fueron aisladasy congeladas
a -80 °C en medio de cultivo Trypticase Soy Broth (TSB) al 20% de glicerol. Esta préactica fue
aplicada solo para muestras de larvas y agua de tanques. Los aislados bacterianos que resultaron
positivos para AHPND fueron reactivados en medio Trypticase Soy Agar (TSA) al 2% de cloruro
de sodio e incubados a 30°C por 24 horas. Los aislados reactivados fueron clasificados en Gram
positivas y Gram negativas por medio de la prueba de Gram (Gregersen, 1978), las cuales solo las
Gram negativas se sometiron a la prueba de oxidasa (REF) y catalasa(REF) dependiendo de estos
resultados se iocul6 las bacterias aisladas en kits API20 NE (Oxidasa +, Catalasa + y Gram-) o
API20E (Oxidasa -, Catalasa + y Gram-)  (bio-Merieux) , que fueron incubados a 30°C por 48
horas, posterior de realizo la lectura y la respectiva identificacion.

2.4 Deteccionde AHPND

Todas las muestras de nauplios, larvas, agua, Artemia, algas, probioticos y dietas secas fueron
procesadas para analisis de AHPND. Cada muestra fue diluida hasta 10 en solucion salina, de la
cual se tom6 100 pL de cada diluciony se transfirio a tubos con 5 mL de medio TSB, al 2% de
cloruro de sodio para enriquecimiento bacteriano. Se tomo 1 mL para centrifugar a 8000 rpm (2
min). El pellet obtenido del centrifugado fue procesado con 500 ul de buffer de lisis (100 mM



NaCl, 10 mM Tris-HCIpH 8.0y 1 mM EDTA) e incubado con solucion de sodio dodecyl sulfato
(10 %) por 2 horas a 55 °C. Se realiz6 una extraccion de ADN con fenol-cloroformo: extraccion
con fenol (600 ul), centrifugacion a 13000 rpm por 10 min y recuperacion del sobrenadante. Se
afiadio un volumen de cloroformo-isoamil 24:1 y centrifugando a 13000 rpm por 10 min. El
sobrenadante fue recuperado y el ADN bacteriano fue precipitado por 4 horas a -20 °C con etanol
al 100 % y 0.5 volumenes de acetato de amonio (5 M). ElI ADN fue precipitado por centrifugaciéon
a 13000 rpm por 15 min, lavado dos veces con etanol al 70%, centrifugado a 10000 rpm por 5 min,
secado a 45°C durante 2 horas y re-suspendido en 50 pl de agua Mili-Q. Los genes que codifican
para los toxinas PirA'y PirB fueron amplificados por un PCR anidado, utilizando los iniciadores
AP4-F/R (Sritunyalucksana et al. 2015). La mezcla de reaccion del primer paso de PCR estuvo
constituida por buffer PCR (1x), MgCl, (3 mM), dNTPs (0.2 mM), iniciadores (0.2 uM), 0.15 U
de Tag DNA polimerasa (Invitrogen ®), agua Milli-Qy 1 ul de ADN extraido. En tanto que, la
mezcla de la reaccion del segundo paso de PCR fue similar a laanterior perovarid la concentracion
de iniciadores (0.15 uM) y Taq DNA polimerasa (0.1 U). La amplificacion se realizo en un
termociclador comenzando con una temperatura inicial de 94°C durante 5 min, seguido de 30
ciclos de: 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg y 72°C por 90 seg y una extension final de 5 min a
72°C. Los productos amplificados fueron verificados en geles de agarosa al 1.5%, tefiidos con
SYBR® Safe (Invitrogen). Los aislados bacterianos reactivados obtenidos de larvas y agua de los
tanques que resultaron positivos para AHPND, fueron también sometidos al proceso de deteccion
de la bacteria, para lo cual, una solucion de 500 uL de buffer de lysis, 75 uL de SDS (10%) y 50
ul de la bacteria, fue colocada en bafio maria para digestién a 55°C por 2 horas. El proceso
posterior de extraccion y amplificacién de ADN fue similar al realizado para las muestras a los
cuales se les realizo el enriquecido bacteriano.

2.5 Determinacion del indice de estadio larval (IEL)

Se calculé un indice de estadio larval basado en cambios morfolégicos de las larvas. El estadio larvario de
las larvas de cada muestra (n = 50) fue determinado y calculado el porcentaje de animales en cada estadio.
Los estadios N5, Z1, Z2, Z3, MYSIS 1, M2, M3, PL1, PL2, PL3 y PL4 fueron categorizados con los
valores de 0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9y 10, respectivamente. El indice de estadio larval final se determiné con
un promedio ponderado, donde el peso y valores del promedio ponderado fueron el porcentaje de larvas
que presentaron un determinado estadio y los valores entre 0 y 8, respectivamente.

2.6 Analisis histopatoldgico
Una muestra de larvas (n=20) colectada el dia anterior en los tanques y que resultaron positivos
para AHPND fue analizada para cambios histopatoldgicos. Las muestras fueron preservados con
solucion Davidson AFA (alcohol, formalina, y &cido acético glacial). Los tejidos fueron
procesados siguiendo la metodologia de Bell & Lightner (1988) y examinados para observacion
de cambios histopatoldgicos.

3. RESULTADOS

Microbiologia de Animal

Los animales presentaron una carga bacteriana alta de aerobios, vibrios y enterobacterias desde
nauplio, los que presentaron Aerobios sp. 10° UFC/g., Vibrios 10° UFC/g., Vibrios luminiscentes
10* UFC/g. y Pseudomonas sp. 10* UFC/g. valores que se manutieron durante el ciclo larvario a



excepcion de los vibrios luminiscentes que tendieron a aumentar desde PL2 en ambos protocolos

(Figura 1).
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Figura 1. Promedio de carga bacteriana total en animal de protocolo 1y 2 (UFC/g.) desde
nauplio a PL8 durante el ciclo larvario de P. vannamei.

Microbiologia de Agua
El agua de los tanques 1A, 1By 2A, 2B al dia de siembra de los nauplios presentd concentraciones
de 10° UFC/mL de Vibrios sp. totales, 10 UFC/mL Vibrios luminiscentes y 10° UFC/mL

Aeromonas sp. (Figura 2, 3, 4).
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Figura 2. Carga bacteriana total (UFC/mL.) de Aerobios totales en agua de reservorio, entrada al
tanque y tanques 1A, 1By 2A, 2B durante el ciclo larvariode P. vannamei.
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Figura 3. Carga bacteriana total (UFC/mL) de Vibrios totales en agua de reservorio, entrada al
tanque y tanques 1A, 1By 2A, 2B durante el ciclo larvariode P. vannamei.
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Figura 4. Carga bacteriana total (UFC/mL) de Pseudomonas en agua de reservorio, entrada al
tanque y tanques 1A, 1By 2A, 2B durante el ciclo larvariode P. vannamei.

Los conteos de aerobiosen el agua de los tanques fue influenciado por la adicion de 6 probioticos
en el protocolo 1y 8 probidticos en el protocolo 2 (Tabla 1) observandose concentraciones desde
3% a 5° UFC/mL. Mas esta aplicacion no significd que géneros considerados problemas caso
Vibrios sp. y Pseudomonas sp. sean controlados.

Aislamiento de Bacteria Predominantes

Durante todo el ciclo larvario se observod en las larvas 6 formas bacterianas predominantes y en
agua de tanque 4 formas bacterianas, que fueron identificadas como Aeromona hydrophila/caviae,
Serratia liquefaciens, Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio alginolyticusy V. parahaemolyticus.
Siendo constante A. hydrophyla en agua y animales en ambos protocolos, mientras que el V.
alginolyticus en el protocolo 2 fue predominante tanto en agua y animal (Figura 5, 6).
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Figura 5. Aislados predominantes durante el ciclo larvario bajo dos protocolos de manejo en agua

de tanques.
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Figura 6. Aislados predominantes durante el ciclo larvario bajo dos protocolos de manejo en

animales.

Considerando los resultados de AHPND en animal se selecciono el estadio mysis 2 para la
identificacion bioquimica de los aislados tipo Gram negativos, encotrandose 10 especies (Tabla

2).

Tabla 2. Porcentaje de aislados identificados en el estadio Mysis 2

P2

Agua Larvas

Aeromona hydrophila/caviae
Vibrio alginolyticus

Vibrio parahaemolyticus
Serratia plymutica

Serratia liquefaciens
Stenotrophomonas maltophilia
Protabacterium damsalae
Burkholderia cepacia

P1
Agua Larvas
20 13
7 0
7 40
0 13

20 0
0 0
7 0
7 0

13

0
36

© O OO oo



Pseudomona luteola 0 0 0 27
Pseudomona oryzihabitans 7 0 0 0
Gram negativos NI 7 7 0 18
Gram positivos 20 27 44 9

La presencia del gen de la toxina causal del AHPND fue evidenciado el agua de los tanques al
momento de siembra de los nauplios. siendo detectado en las larvas a partir de Mysis 3-PI1 en dos
tanques de cada protocolo. EI AHPND también fue detectado en de agua (mar, reservorio, entrada
del tanque y agua de tanques), algas, probidticos (activados y no activados) y Artemia salina (Foto
1y tabla 3).
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Foto 1. Visualizacion de la amplificacion del primer AP4 (fragmento de 100 pb) en gel de agarosa
para la deteccién de AHPND para pools de bacterias. En el gel se observa los positivos para las
muestras Agua de reservorio 1, Agua de Mar 2, Agua de entrada al tanque 3, Control Positivo 17
Control Negativo 18, 19 y Estandar de Peso Molecular EPM
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Tabla 3. Deteccion de gen de la toxina causal AHPND en todas posibles fuentes de infeccion,
teniendo positivo (+), negativo (-).

El indice larvario indic6 que los animales bajo el protocolo 1 presentaron mejor disposicién al
cambio de estadio entre Zoea 3 a Mysis 1 presentando el 86% Mysis 1, mientras que en el protocolo
2 s6lo se presento el 32%. Como resultado las larvas en PL1 mostraron 2 estadios predominantes
mientras que en el protocolo 2 se observo 4 estadios siendo el 7% de la poblacién en PL7. En el
paso de PL1 las larvas del Protocolo 1 el 45% ya estaban en ese estadio mientras solo el 7% en el

protocolo 2, siendo en el segundo protocolo el que tuvo mayores estadios larvarios atrazados.

Al final de cultivo la supervivencia e indice larvario fue mejor el protocolo 1 vs al protocolo 2

(tabla 4).
Tabla 4. Resultados finales de un ciclo larvario con dos protocolos en agua
Supervivencia (%) IEL
P1 Tg. 1A 72,0 6,31
Tg. 1B 71,1 6,49
P2 Tqg. 2A 14,2 53
Tqg. 2B 72,7 5,99
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Figura 7. Grados de severidad de necrosis y bacterias a nivel de hepatopancreas de animal de los
tanques 1A, 2A y 2A, 2B. Los andlisis histopatoldgicos indicaron que los animales mostraron
necrosis a nivel de hepatopancreas grado 2 , 3 en ambos protocolos, siendo el protocolo 2 con

mayor porcentaje de severidad




4. DISCUSION

Los protocolos de manejo de las larviculturas ecuatorianas han modificado sus buenas practicas
de manejo a fin de incrementar en sus producciones evitando problemas de indole viral en la ultima
decada por ejemplo: incrementando el uso de temperaturas, la utilizacion de mezcla de dietas secas
y formulas con probidticos. En este studio los animales analizados provinieron de diferentes
protocolos en donde diferiendo en el tipo de alimento seco, en la proporsiony tipo de probioticos
aplicados.

Anélisis Microbiologico

El anélisis microbiol6gico de agua de tanques Yy larvas determiné conteos de Aerobios maximos a
10° UFC/mL en agua y en animal 10°y Vibrios totales en agua 10° en larvas 10°.

Las deficiencias en la desinfeccion del suministro de agua y nauplios junto a un exceso de
productos, hicieron necesario un fuerte recambio a los tanques en un estadio tan vulnerable como
es mysis 2 que ya presentaba problemas bacterianos y dafios que conllevo posteriormente en mysis
3-PL1 el aumento de los conteos bacterianos y que positividad de larvas a WSSV, AHPND. (De
Schryver, Defoirdt, & Sorgeloos, 2014), han demostrado que la desinfeccion puede influir en la
propagacion de la EMS/AHPND en lugar de controlarla, puesto que como sucedid en este
experimento después del recambio, la alta disponibilidad de nutrientes junto a la desatilizacion
microbiana de los tanques favorecio el crecimiento de los vibrios luminiscentes considerados
patdgenos, por lo que es recomendable que la desinfeccion del agua sea un punto primordial,
puesto tenemos bacterias tradicionalmente probleméaticas portadoras del gen a AHPND, por lo que
las medidas de bioseguridad junto a las practicas de manejo deben ser encausadas a reducir su
impacto en las producciones.

Debemos considerar que se observé mas aislados tipo Gram positivos en los animales del
protocolo 1 en el estadio mysis 2, lo que podrian indicar que los productos bacterianos de este
protocolo tienen mas capacidad de colonizacion, y posiblemente fue lo que incidi6 en la
supervivencia de los animales, a semejanza a lo encontrado con estos productos en camarones
juveniles, pero no podemos verificarlo.

Analisis Histologico

La histopatologia de los animales en estadio mysis 2 en ambos protocolos indica necrosis del
hepatopancreas grado 2-4 que podria asociarse con la presencia y predominancia de los V.
parahaemolyticus y V. alginolyticus respectivamente, vibrios reportados como patégenos en
larviculturas de P. vannamei por (Vandenberghe, y otros, 1999) y (Aguirre-Guzman, LoOpez-
Acevedo, & Vazquez-Sauceda, 2013), y causales de AHPND en juveniles (Li, y otros, 2017) falta
el V. alginolyticus. Sin embargo, deben realizarse observaciones en estadios previos y posteriores
a mysis 2 a fin de confirmar o descartar que estos dafios son provocados por la toxina causal de
AHPND, o por otras toxinas aun no determinadas tipicas del Sindrome de Zoea 2 o Bolitas
negricans. (Robertson, Calderon, Carrera, & Stark, 1998)



Lamentablemente afirmar que la mortalidad observada sobre todo en el protocolo 2 sea causada
no puede ser asociada a AHPND, puesto existieron muchos problemas a lo largo del cultivo como
son altos conteos bacterianas, presencia de bacterias patdgenas predominantes en el tiempo como
el V. parahamolyticus o V. alginolyticus junto a problemas técnicos como deficiencia en la
oxigenacion, exceso de carga organica, recambio del 50% en mysis 2 que pudieron ser los causales
de estas mortalidades, a mas que tanques del protocolo 1y 2 positivos a AHPND en agua o animal
tuvieron sobrevivencias entre el 71%.

La eficiencia de los probioticos utilizados en los dos protocolos estaria asociados a la presencia de
aislados Gram positivos y mayor diversidad de especies en el protocolo 1, donde el tipo utilizado
posiblemente infirieron en las supervivencias a semejanza a lo encontrado con estos productos en
camarones juveniles. (Balcazar, Rojas-Luna, & Cunningham, 2007)

Analisis de Presencia de AHPND

La presencia de AHPND en el agua de mar, es un problema como sugiere (Nunan, Lightner,
Pantoja, & Gomez-Jime, 81-86) por lo que el peligro a esta enfermedad es persistente, por lo que
las medidas de seguridad junto con las a las practicas de manejo deben ser encausadas a reducir su
impacto en las producciones. Es recommendable tener buenas practicas de manejo y sobre todo
junto la desinfeccion del agua de ingreso a los cultivos a fin de que la carga microbiologica sea
acceptable y evitar la profileracion de patogenos tipo AHPND.

Es recomendable una correcta desinfeccion de los tanques de cultivo y un buen manejo de los
criterios de bioseguridad, esto baja las cargas bacterianas que vuelven susceptible a algin evento.

5. CONCLUSION

Los animales presentaron una carga bacteriana alta de 10° UFC/gr Aerobiossp. y 10*
UFC/gr Pseudomonas sp., mientras que en el agua de los tanques presentanvalores 10°
UFC/mL de Vibrios totales, 10! UFC/mL Vibrios luminiscentes, 10® UFC/mL
Aeromonas sp. y 10° a 10° UFC/mL Aerobios totales, valores que superan a los
estandares permitidosen un cultivo.

Se obtuvo 6 formas bacterianas predominante en animal y 4 formas bacterianas en
agua de tanque, las cuales son identificadas como Aeromona hydrophila/caviae,
Serratia liquefaciens, Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio alginolyticus y V.
parahaemolyticus. Siendo constante en agua y animal fueron A. hydrophyla paraambos
protocolos, V. alginolyticus y V. parahaemolyticus para el protocolo 1 y 2
respectivamente en animal

La presenciadel gen de la toxina causal del AHPND dio positivo desde el inicio del cultivo
en el agua de los tanques y en animal apartir del estadio Mysis 3-PL1. También fue

detectado en de agua mar, reservorio, entrada del tanque y agua de tanques, algas, probioticos
(activados y no activados) y Artemia salina.



El 70% de las muestras analizadas en el estadio Misis 2 presentaron necrosis a nivel del
hepatopancreas grado 3 0 4 en ambos protocolos, siendo el protocolo 2 con mayor porcentaje de
severidad

La mortalidad de los animales no puedo ser relaciona por la presencia de AHPND pues existieron
factores extrinsecos como problemas de desinfeccion y deficiencia de oxigeno que influyeron
durante el cultivo.
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