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Mazari Sámano, Antonio. Infección experimental de camarones 
peneidos (Lítopenaeus vannamel), mediante la ¡ngesta de Vibrio 
parahaemoliticus, bioencapsulado en Artemia franciscana.(Bajo fa 
dirección de Dra. Ana Margarida Trigo de Sousa Roque, Dr. Pedro 
Pradal Roa y Dr. Fernando Constantino Casas). 

RESUMEN: 

El incremento en la demanda mundial de camarón ha presionado 
positivamente el desarrollo del cultivo de los camarones peneidos. Para dar 
respuesta a esta demanda la actividad camaronicola se ha intensificado. 
imponiendo un estrés cada vez mayor sobre los camarones. Este estrés' ha 
tenido como consecuencia la aparición de brotes de enfermedades que son 
identificados debido a las mortalidades presentes en los sistemas de cultivo. 
Los organismos patógenos que afectan a los peneidos. pueden ser de 
etiologia viral, bacterial, micótica, y protozooaria. Las bacterias más 
frecuentemente asociadas con brotes de enfermedades han sido los vibrios. 
Sin embargo poco se sabe sobre la enfermedad a la cual se ha dado el 
nombre de vibriosis. Esto se debe esencialmente a que es dificil estudiarla 
sin poder reproducirla en condiciones controladas de laboratorio, por no 
existir a la fecha una técnica de infección experimental confiable y 
reproducible. El objetivo de este trabajo fue desarrollar una técnica de 
infección experimental con Vibrio sp. Mediante el uso de la técnica de 
bioencapsulación, se logró una considerable ingesta de vibrios (V. 
Parahaemoliticus) por parte de las artemias (Artemia spp.), una vez 
realizado el proceso de bioencapsulación, estas artemias fueron ofrecidas a 
postlarvas (Pl's) de camarón blanco (Litopenaeus vannamel) de 30 días de 
edad. Para e monitoreo de las Pl's se utilizó un sistema estático de 12 
acuarios de vidrio, con 2.5 L de agua de mar, filtrada y esterilizada en 
autoclave. Los acuarios fueron aireados de forma individual, mediante una 
linea de aire conectada a un aereador gigante. Las Pl's fueron alimentadas 
diariamente con Artemia sp. bioencapsulada con Vibrio sp. (6 acuarios) y 
como control Artemia sp. sín Vibrio (6 acuarios). Se monitoreo el número de 
sobrevivientes durante 7 dias. Al final de los 7 días se observó una 
diferencia entre el grupo testigo y el grupo experimental, denotando por una 
parte la gran cantidad de vibrios que pueden llegar a las Pl's a través de las 
artemias y por otra un decremento en los niveles de sobrevivencia del grupo 
experimental con relación a los testigos, los cuales no presentaron cambio 
alguno. 

Palabras claves: Camarón, Artemia. Vibrio. bioencapsulación, Infección 
experimental. 
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Mazari Sámano, Antonio. Experimental infection of penaeid 
shrimp (Litopenaeus vanname/), through the ingesta of Vibrio 
parahaemoliticus, bioencapsulated in Arlemia franciscana. (Under 
the direction of Dr. Ana Margarida Trigo de Sousa Roque, Dr. 
Pedro Pradal Roa and Dr. Fernando Constantino Casas). 

SUMMARY: 

The increasing world demand for shrimp has pressured Ihe 
developmenl of shrimp culture. To fulm Ihe gap between demand and 
fisheries availability the shrimp culture has intensified its techniques, 
imposing an increasing level of stress on the shrimp. This increasing stress 
has had as a consequence disease outbreaks which are normally identified 
due lo the high levels of mortalities. The potential pathogens are of several 
aeliologies such as viral, baclerial, mycotic, and protozoan. The bacteria 
more frequently associaled wilh disease oulbreaks in shrimp are Ihe vibrios. 
However, lillle is known about the disease known as vibriosis. This is due lo 
Ihe difficulty of studying vibriosis beca use there is nol technique for 
reproducing vibriosis in conlrolled laboratory condilions. The objeclive of 
Ihis sludy was lo develop a technique capable of reproducing vibriosis in 
shrimp. Through Ihe technique of bioencapsulation, il was possible lo fill 
Anemia franciscana wilh Vibrio parahaemolyticus. Once Ihe Anemia were 
full wilh Vibrio, Ihey were offered lo 30 days old postlarvae (PI's) of while 
shrimp (L. vannamei). To monilor the Pis, a slatic syslem of 12 glass lanks 
wilh 2.5 lilres of sea water filtered and sterilised in autoclave was used. The 
lanks were individually aeraled, Ihrough an airline connecled lo a high 
volume air blower. The Pis were fed daily with Artemia bioencapsulated with 
Vibrio (6 tanks); or as a conlrol fed with Anemia wilhout Vibrio (6 lanks). 
The number of survivors was monilored daily. Afler 7 days, a difference was 
observed between the control group and Ihe experimental group, showing 
on one hand tha! a high quantity of vibrios can reach Ihe Pis Ihrough the 
Anemia and on Ihe olher hand a decrease in the levels of survival of Ihe 
experimental group, in relation lo the control group, which did not show any 
mortalities. 

Keywords: 
infeclion. 

Shrimp, Anemia, Vibrio, bioencapsulalion, experimenlal 

2 



1. INTRODUCCiÓN 

La acuicultura actualmente se practica en muchos paises del mundo. 

Se considera una actividad en desarrollo como complemento a la captura de 

organismos marinos y de agua dulce. Dentro de esta actividad, se destaca 

la selección de las distintas especies que mejor se adaptan a las 

condiciones de cultivo, basándose en caracteristicas tales como el 

crecimiento o desarrollo, indice de conversión alimenticia, cantidad de 

biomasa obtenida por periodo de producción, la resistencia al manejo y 

enfermedades. También es importante considerar el papel que desempeña 

el producto final en la oferta y demanda dentro de un mercado nacional e 

internacional, asi como las fluctuaciones que se dan en su precio/kg 

estimado. 

La producción acuicola de especies cultivadas en México está basada 

principalmente en Carpa, Charal, Lobina, Tilapia, Ostión, Bagre, Trucha y 

Camarón, esta última ha presentado un incremento considerable en los 

últimos años (Cuadro 1), debido a que la captura de camarones de altamar 

no cubre la demanda del producto, la industria camaronicola se está 

desarrollando para intentar alcanzar el punto de equilibrio de producción; por 

lo que se puede suponer la apertura de un amplio mercado y entrada de 

divisas en el ámbito nacional. 
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CUADRO 1 

PRODUCCIÓN ACUICOLA DE LAS PRINCIPALES ESPECIES CULTIVADAS 
EN MÉXICO DE 1986.1995 (ton. 

1980 '''7 , ... , ... ,m , .. , 1992 1993 .... 1995 

CARPA 20.921 26.170 27.056 22.504 27,818 28.353 28.393 25.173 18,848 22.870 

CHARAL 7.728 7.800 7.522 7,696 B,955 7,816 7,498 7,516 2.665 NR 

LOBINA 1,2204 '.200 1,"66 1,414 1.819 1.615 1.311 1.407 1,470 NR 

TILAPIA 65.568 75,093 74,843 73.766 83,788 75.093 76,964 80.638 75.541 77.384 

OSTIÓN 42,375 SO.715 56.118 56.599 52.582 38.721 32.151 25.847 33,479 30,361 

BAGRE 2.786 2.366 2,754 2,947 3.820 3,452 4.219 4,665 2.607 3.155 

TRUCHA 425 387 929 840 2,010 1.865 '.854 3.353 '.966 2.305 

CAMARÓN 43 286 55. 2,846 4,371 5,111 8.326 11.846 13.138 15.828 

OTRAS 10.054 10,278 13,100 12.639 5.506 9,382 8.053 9,121 21,675 5.317 

TOTAL 151.124 174.385 184.339 181.453 190,669 171.408 168.769 169.566 171,389 157,220 

FUENTE: Anuario Estadístico da Pesca (1986·1995) 

NR. = No registrado hasta Dic. 95. 

En 1995. la producción del cultivo de camarón representó el 27.3% de la 

producción total mundial, correspondiendo a 712,000 toneladas de camarón 

(2). En México, el principal estado productor de camarón es Sinaloa, con 

una producción anual de 10,256 toneladas de camarón (2). Esta actividad 

se ha desarrollado desde los años 70's, teniendo principal recurso la 

explotación del camarón blanco (Litopenaeus vannamel), seguido del 

camarón azul (Litopenaeus Sly/irostris). 

Una manera práctica de incrementar la producción de camarón, es la 

implantación de métodos intensivos de cultivo, sin embargo, esta estrategia 

de producción contribuye en el deterioro de la calidad del agua 

incrementando el estrés en los animales, predisponiéndolos a sufrir 

enfermedades (5,14,16). 
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Se considera que las granjas camaronícolas mantienen una actividad 

económica de alto riesgo, debido a la elevada tasa de mortalidad que 

presentan los camarones en estos sistemas. Esta mortalidad es atribuida, 

en gran parte, a las distintas enfermedades que afectan al camarón, tanto 

en las granjas como en los laboratorios de producción de postlarvas. Estas 

enfermedades pueden ser de etiologia bacteriana, micótica, protozooaria y 

viral. 

Se conoce que la causa de una enfermedad se da por un desequilibrio en el 

balance que existe normalmente entre hospedero, patógeno y ambiente, 

definiéndose la enfermedad como una interrupción, terminación, o alteración 

en las funciones corporales, sistemas u órganos (9). 

Los estudios sobre patogenicidad, hasta ahora, se limitan a utilizar 

inyecciones con bacterias (25,37) o realizan, sin mucho éxito, baños 

infecciosos (11,32). Aunque se logra inducir mortalidades específicas con el 

uso de inyecciones, esto no refleja el proceso natural de infección. Para 

entenderlo, se debe desarrollar una técnica de infección experimental que 

reproduzca por lo menos algunas condiciones de infección natural. Se 

considera la vía de inoculación oral como la principal causa de vibriosis en 

las primeras etapas del desarrollo de los camarones peneidos (18). La 

vibriosis en camarón ocasiona cuadros clínicos con diferentes 

características como lo son, nado errático, colonización de cutícula con la 

subsecuente aparición de reblandecimiento cuticular, edema subcuticular y 

zonas de melanización cuticular. 
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Varias especies de Vibrios spp. se consideran como bacterias que pueden 

ocasionar zoonosis, presentando en humanos cuadros entéricos. 

Una vez que la técnica de infección experimental esté desarrollada, podrá 

ser utilizada para examinar la virulencia de diferentes géneros y/o especies 

de bacterias patógenas; la realización de pruebas de ingesta de bacterias no 

patógenas como posibles probióticos; monitoreo del seguimiento de una 

enfermedad especificamente inducida con una bacteria en particular, su 

tratamiento y medidas para controlar el brote o la erradicación de la 

enfermedad en un lote de postlarvas; evaluación de medicamentos; indicar 

cuáles son los factores ambientales que tienen mayor influencia en el inicio 

y desarrollo de la enfermedad; un sinnúmero de utilidades prácticas para 

mejorar la calidad de producción de los camarones. 
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1.1 ANTECEDENTES 

Las bacterias Gram.negativas son predominantes en los ambientes 

marinos (7) y generalmente constituyen la mayoría de las bacterias 

presentes en la mícroflora normal del camarón peneido, cultivado o silvestre 

(24). El género Vibrio, se destaca como la principal bacteria asociada a 

enfermedades en camarones peneidos (23). 

1.2 CARACTERíSTICAS DEL GÉNERO Vibrio, 

Los Vibrio spp. son bacterias Gram " de forma curva o recta, con 

flagelo polar (dependiendo la especie puede presentar más de un flagelo), 

aeróbicos facultativos, siendo su temperatura óptima de crecimiento de los 

18°C a los 37°C. Dentro de sus caracteristicas enzimáticas algunos 

géneros producen quitinasas (quitinasa +) como es el caso de V. 

parahaemo/iticus, por lo que fácilmente colonizan la cutícula de crustáceos . 

como el camarón y las artemias (22). 

Las caracteristicas de crecimiento del Vibrio parahaemolilicus, en TCaS 

(Difco) son: suerosa H por lo que presenta una coloración verde azulosa, 

Gram -, tamaño a las 24 hrs de 3-4mm considerada como grande, elevación 

humbilicada, crecimiento circular, apariencia de la superficie cremosa. borde 

entero, densidad ligeramente brillante y su consistencia es de textura 

suave (17). 

1.3 VIBRIOSIS 

El término vibriosis se utiliza comúnmente para referir cualquier 

infección causada por bacterias del género Vibrio spp. (13). 

7 



Las pérdidas económicas, debidas a vibriosis, pueden ser devastadoras, 

llegando a ocasionar mortalidades del 100% en cultivos de peneidos. Los 

Vibrio spp. se encuentran de forma natural en el ambiente (8,19,28) y aún 

existiendo pruebas de que estos organismos presentan un comportamiento 

oportunista, pueden llegar a causar infecciones letales como resultado de 

otras condiciones primarias, como es el caso de otras enfermedades 

infecciosas (1,7,29), enfermedades nutricionales (21). estrés ambíental 

extremo y heridas (3,23,25). Los intentos realizados para producir 

infecciones experimentales, que cumplan con los postulados de Koch,'1 con 

Vibrio spp. aislados de camarones enfermos. no han tenido éxito y sólo 

logran obtener resultados consistentes con inóculos muy grandes. con lo 

que se sustenta el argumento de que estas infecciones son causadas por 

organismos patógenos oportunistas (23). Existen pocas evidencias sobre si 

la bacteria. por si sola. es capaz de desarrollar cuadros de vibriosis en 

camarones peneideos. o cuál es el número de bacterias necesario para 

causar esta enfermedad (22). 

Las principales especies de vibrios que se han sido aisladas de camarones 

enfermos son: V. alginolyticus. V. parahaemofiticus, V. harveyi, V. vulnificus, 

y V. damsela, (4,22). Mortalidades asociadas a vibriosis, (V. 

parahaemolílicus, V. harveyí y V. damsela) (22) han sido reportados en 

proporciones epizoóticas, en producciones de camarones peneidos, 

rJ Postulados de Koch. 1.- El organismo debe estar presente en todos los casos de 
enfermedad. 2.- El organismo debe ser aislado en un cultivo puro. 3.- Cuando se 
inoculan animales susceptibles con el organismo aislado. se debe reproducir una 
enfermedad con características similares. 4.- Este mismo organismo. nuevamente debe 
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afectando a Penaeus monodon y P. maerguiensis en Tailandia (36). En 

epizootias registradas en Ecuador, las principales especies aisladas en 

orden de frecuencia son: V. parahaemoliticus, V. vulnificus, V. algino/ylicus, 

y V. damsela (26). 

Las infecciones bacterianas en camarones pueden presentarse de tres 

formas: (1) puntos localizados en la cutícula. los que constituyen la 

condición bacteriana llamada enfermedad de la cutícula ( exoesqueleto), (2) 

infecciones localizadas en las branquias, en el hepatopáncreas o pérdida de 

apéndices. (3) septicemias. Todas las etapas de desarrollo del camarón son 

afectadas (22). 

Los camarones con vibriosis, al examen histológico, presentan necrosis 

extensivas e invasión bacterial de órgano linfoide. con múltiples nódulos 

hemociticos melanizados, estos nódulos son, mayormente, compuestos de 

colonias de bacterias rodeados de una zona melanizada y múltiples 

hemocitos encapsulando las colonias. Estos hemocitos se localizan 

principalmente en hepatopáncreas, branquias, corazón, gónadas y músculo. 

La necrosis e inflamación solamente se observa en órganos linfoides y no 

en otros tejidos (10). 

ser aislado en los animales enfermos. Estos postulados se deben llevar a cabo cuando 
establecemos una relación causal entre un cierto organismo y una cierta enfermedad. 
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1.4 CARACTERíSTICAS DE LAS ARTEMIAS 

La clasificación taxonómica de la Arlemia spp. es: Clase Crustácea, 

Orden Anostraca, Familia Artemiídae, Género Arlemia y la Especie que se 

utilizó para este trabajo fue A. franciscana Kellog, 1906. 

El uso de nauplios de Altemia spp. como alimento, en los primeros estadios 

de desarrollo de los camarones, es una práctica común de empresas 

productoras de camarón (33). 

La Arlemia spp. tiene la capacidad de vivir en ambientes hipersaHnos hasta 

de 250ppm de NaCl, pero su rango óptimo oscila entre los 5 y 35ppm de 

NaCl, esto varía consíderablemente, dependiendo de la especie deArlemia. 

Esta capacidad de osmorregulación se interpreta como un mecanismo de 

defensa, ya que sus predadores nalurales no se pueden osmorregular tan 

eficientemente. Por otro lado las condiciones ambientales afectan su 

reproducción; a bajas saHnidades desarrolla una reproducción ovovivípara 

produciendo nauplios, pero a partir de concentraciones por encima de los 

150 ppm de NaCI, la reproducción cambia a ovípara produciendo quistes (6) 

(FIGURA 1 Y 2). 
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La cubierta del quiste está 

dividido en varias partes 

(FIGURA 1). 

. , . 
; .. ~ 
~ ... "'" 

•• tO 

'oo.: ... ;?~:i,,~:.:: . . .. ' ..... ~ , . ... :=',:... . 

CORION 

MEMB. CUTlC. 
EXTERNA 

MEMB. CUlte. 
INTERNA 

EMBRiÓN 

A B 

,FIGURA 1 
'A) ESTRUCTURA DE LAS 
!MEMBRANAS DEL QUISTE DE 
ARTEMIA 

Córion. (capa cuticular y capa alveolar). 
Una estructura externa rigida. formada por quitina 
y hematina. al quiste le proporciona resistencia 
contra abrasiones mecánicas y radiaciones 
ultravioleta. Esta capa se encuentra altamente 
alveolada y actúa como flotador. La hematina le 
da su caracteristico color café. 

Membrana cuticular externa. Protege al 
embrión contra la penetración de moléculas de 
tamaños mayores que la de CO2 · 

Membrana cuticular interna. (cutícula 
embrionaria). Una capa transparente y elástica . 
A ésta la separa del embrión una membrana 
cuticular interna. misma que durante la 
incubación se convierte en la membrana que 
envuelve al nauplio previo a la eclosión. 

Embrión. Dentro del quiste. el desarrollo de 
éste permanece en la fase de gástrula. en un 
estado de vida latente. hasta la hidratación. 
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Una práctica recomendada es la 

descapsulación de los quistes, para 

eliminar impurezas y residuos de la 

cáscara o quistes no eclosionados, que 

pudieran llegar a afectar al organismo 

consumidor bloqueando su tracto 

digestivo, ya que estos residuos son 

indigeribles (34). Otra razón ampliamente 

aceptada es el hecho de que los quistes 

descapsulados, prácticamente quedan 

estériles, debido a la utilización del 

hipoclorito de sodio, que actúa además como desinfectante (33,34). Se 

piensa también que esta práctica mejora el proceso de eclosión (34). 

El primer estadio larvario (Instar 1) presenta dos cualidades importantes, la 

primera es su máximo valor energético y la segunda es que durante este 

estadio, instar I no se alimenta, debido a que su tracto digestivo aún no es 

funcional y sólo se nutre de sus propias reservas del vitelo y al tener un 

tracto digestivo limpio presenta una menor carga bacteriana, al ser ofrecido 

como alimento. 

El segundo estadio larvario (Instar 11) se presenta 12hrs o más (dependiendo 

la cepa de procedencia de la Anemia spp.), después de la eclosión. En este 

estadio se presenta la apertura del orificio anal y del bucal, iniciando su 

alimentación con pequeñas particulas como algas unicelulares, bacterias, 
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etcétera, que va en rango de tamaño de 1 a 40llm, manifestando hábitos de 

alimentación como filtradores no selectivos (33). 

1.5 BIOENCAPSULACIÓN 

La idea de la utilización de artemias como vehiculos de nutrientes, 

pigmentos. hormonas. medicamentos e inmunoestimulantes ha sido 

sugerida en distintas ocasiones. La Artemia spp. fue utilizada. como 

vehiculo de medicamentos. para tratar larvas de peces y camarones(27.30). 

Recientemente en un estudio realizado por Gomez-Gil el al .. se utilizó la 

Artemia franciscana para bioencapsular bacterias potencialmente 

probi6ticas. con la intención de alimentar camarones. con el objeto de 

incrementarles sus defensas al hacer competir dos especies distintas de 

Vibrio spp.i'·) 

1.6 CARACTERíSTICAS DE CAMARONES PENEIDOS 
(Litopenaeus vannamei) 

La clasificación taxonómica es: Filum artrópoda. clase crustácea, 

familia peneidae y género Litopenaeus. 

Los estadios de crecimiento son: Nauplio (N-1 a N-5),20ea (2-1 a 2-3), 

My5is (M-1 a M-2), Postlarva (PL-1 a PL-30). después de éstos se presenta 

un estadio juvenil y posteriormente maduro. donde sólo presenta cambios 

en tamaño. 

("J Gómez-Gil B.. Herrera M. Comunicación personal 1997. 
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Cabe destacar la importancia de hábitos alimenticios durante estos estadios. 

En el estadio de Nauplio se alimenta de sus propias reservas de vitelio, en 

Zoea se alimenta de micro algas de 3 a 1Oflm. En el estadio de Mysis 

empieza a consumir alimento "vivo" además de microalgas, manteniendo 

estos hábitos en los estadios subsecuentes. 

Los estadios de Mysis y Postlarva se consideran de suma importancia en 

procesos de infecciones causadas por Vibrio spp., donde un alimento vivo 

como lo es la Artemia spp. puede ser usado como medio de transporte para 

estas bacterias. 

1,7 OBJETIVO 

Desarrollar una técnica de infección experimental para inducir vibriosis 

sistémica en posllarvas (PL's) de camarones Litopenaeus vannamei, 

mediante la ingestión de Vibrio parahaemoliticus (CEPA HL58), 

bioencapsulado en Artemia franciscana. 

1,8 HIPÓTESIS 

El diseño experimental está encaminado a evaluar las siguientes 

hipótesis: 

Primera: 

Ha. La Artemia franciscana es un medio biótico de transporte de 

Vibrio parahaemoliticus. 
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Ho. La Arlemia franciscana no presenta característícas de ser un 

medio biótico de transporte de Vibrío parahaemolificus 

Segunda: 

Ha. La ingesta de Vibrio parahaemo/iticus bioencapsulado en 

Artemia franciscana induce la vibriosis sistémica en camarones pene idos 

(Litopenaeus vannamel). 

Ho. La ingesta de Vibrio parahaemoliticus bioencapsulado en 

Artemia franciscana no induce la vibriosis sistémica en camarones peneidos 

(Litopenaeus vanname/). 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1 PROCEDENCIA DEL Vibrio parahaemoliticus. 

La CEPA HL58 se obtuvo de hemolinfa de un camarón (Litopenaeus 

vannamel) enfermo, procedente de una granja ubicada en el estado de 

Sinaloa. Esta cepa fue previamente identificada como Vibrio 

parahaemoliticus, mediante el sistema de identificación BIOLOG GN 

Microlog 2.0™ (Biolog, Hayward California) y pertenece al cepario del 

Laboratorio de Bacteriología del Centro de Investigación en Alimentación y 

Desarrollo A.C. en Acuicultura y Manejo Ambiental, Unidad Mazatlán. 

2.2 PROCEDENCIA DE LA Artemia spp. 

La Anemia franciscana que se utilizó durante esta prueba, procede de 

la CEPA Great Salt Lake, (Utah, U.S.A.). 

2.3 PROCEDENCIA DE LOS CAMARONES 

Los camarones (Litopenaeus vannamei) fueron obtenidos de un 

laboratorio de producción de postlarvas (PL's) localizado al sur del estado 

de Sinaloa. El estadio de arribo de estos camarones fue PL6 y PL7. Las 

PL's se mantuvieron en un acuario de vidrio de 50x30x25cm, con un 

volumen de agua de mar de 30 " hasta el inicio de los experimentos, cuando 

eran PL30. La temperatura se mantuvo en 27.0 oC. ±1.0 y la salinidad a 

35ppm. El acuario recibia aireación constante mediante tres lineas de aire, 

conectadas a un aireador gigante. Los recambios diarios de agua se 

realizaron aproximadamente a un 30% del volumen total contenido en la 

pecera. 
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2.4 ESTANDARIZACiÓN DE MÉTODOS 

2.4.1 DESCAPSULACIÓN DE QUISTES DE Artemia 
franciscana. 

La técnica de descapsulación se realizó con apego a la metodologia 

propuesta por Sorgeloos el al. (1977). 

Se lavó 1.0 g de quistes de A. franciscana (Cepa comercial Great Salt Lake, 

Utah, E.U.A.), en una solución de O.4ppm de Cloro activo 6% (Cloralex, 

México) diluido en 11 de agua de mar filtrada a 45¡tm y esterilizada por 

autoclave 122°C a 124°C, 16lbs/pufg' por 15 minutos. los quistes se 

dejaron a temperatura ambiente con abundante aireación, por un periodo de 

20 mino Posteriormente se recuperaron mediante un tamiz de 150¡tm, y se 

enjuagaron con agua dulce corriente, hasta perder el olor del cloro. 

Después de lavados, los quistes se dejaron reposar por una hora en agua 

de mar filtrada y esterilizada. Se descartaron y retiraron los quistes no 

hidratados (aquellos que permanecen en la superficie). 

los quistes hidratados se colocaron en una solución descapsuladora 

(CUADRO 2), agitándose por un tiempo aproximado de 2 min; hasta 

observar cambios en la coloración de la superficie del quiste (cambia de un 

color café oscuro a uno naranja brillante). Se lavaron inmediatamente con 

agua dulce corriente por 1 mino y con agua de mar filtrada y esterilizada, 

hasta perder el olor a cloro. Posteriormente, los quistes son depositados en 

una solución desclorinadora (CUADRO 3), agitándose por 30 seg. para 
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después ser lavados con agua dulce corriente por 1 mino y finalmente se 

terminaron de lavar con agua de mar filtrada y esterilizada. 

CUADRO 2 

Solución descapsuladora 
Cloralex (Cloro activo 6%) 
(Lab. Alen del norte SA de C.v .. 
México) 51.0 mi. 
NaOH (40%) en agua destilada. 
Baker Analized MR. 2.4 mi. 
Agua de mar 
(Filtrada 45 11m estéril por U.V.) 46.6 mi. 

I 100.0 mI. 
CUADRO 2. Solución descapsuladora para qUIstes de Artemla spp. de 
acuerdo con Sorgeloos el. al. (1977). 

CUADRO 3 

Solución desclorinadora 
(Acido Acético 1 N) 
Ac. Acético q. p. 
Prod. Quim. Monterrey. SA 0.6 mi 
Agua destilada c.V.p. 100 mi 
CUADRO 3. Solución deselonnadora para qUIstes de Artemla spp. de 
acuerdo con Sorgeloos el. al. (1977). 

2.4.2 ECLOSiÓN DE Artemia sp. CON ANTIBiÓTICO, 
(Gómez- Gil-RS. et al., 1994). 
Se recuperaron los quistes descapsulados. pasándolos por un tamiz 

de 150¡lm. se colocaron en un matraz de 250ml. (Pyrex Ertenmayer) con 

100ml de agua de mar previamente filtrada y esterilizada al que se adicionó 

antibiótico. 4mg de Sulfametoxazol-Trimetoprim (Bactrim F. Lab. Roche. 

México) y 3mg de Cloranfenicol Levógiro (Cloranfenil 250mg. Lab. Pisa. 
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México). Se dejaron eclosionar los quistes, por un período de 48 hrs en 

Baño María a 30°C con agitación constante (Baño María de Agitación 

Recíproca, Precision Scientific, Mod. 25, USA). A las 24 hrs de 

eclosionadas las instar 11 de A. franciscana fueron cosechadas. 

2.4.3 MEDICiÓN DE LA CONCENTRACiÓN INICIAL DE 
BACTERIAS EN ARTEMIAS ECLOSIONADAS CON 
ANTIBiÓTICO. 

Se recuperaron las instar 11 de A. franciscana, mediante un tamiz de 

150¡tm, se enjuagaron con solución salina estéril (2.5% de NaCI); 

tomándose una muestra con 50 artemias, para macerarlas (Macerador de 

Tejidos, Wheaton, 5ml, USA) en 1.0ml de solución salina estéril 2.5% de 

NaCl, de donde se sembraron 4 alícuotas de 20¡t1 por placa, tanto en Agar 

de Soya Tripticaseina (TSA, Lab. Difco, Michigan USA) + 2.0% de NaCl, 

como en Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sucrosa (TCBS, Lab. Difco, Michigan 

USA). Estas placas fueron incubadas (Incubadora VW Scientific, VWR Co. 

Mod. 1565, USA) por 24 hrs a 30°C para después contar las Unidades 

Formadoras de Colonias (UFC's) (17), y calcular la carga bacteriana por 

instar 11 de A. franciscana. 

2.4.4 INCUBACiÓN DE LA CEPA DE PRUEBA, 

La CEPA HL58, mantenida en criopreservación a -70°C (Ultra 

Congelador, Revco Scientific. Mod. 29498h13, USA), fue sembrada en 50ml 

de Caldo de Soya Tripticasa (TSB, Lab. Difco, Michigan USA) + 2.0% de 

NaCI; y se incubó aeróbicamente por 24hrs a 30°C. 
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2.4.5 MEDICiÓN DE LA CONCENTRACiÓN DE 
BACTERIAS DE LA CEPA HL5B QUE SE OFRECiÓ 
A LAS INSTAR 11 DE LAS ARTEMIAS. 

Se centrifugó (Centrifuga Beckman. MOD. GS-15R. Beckman 

Instruments. Germany) el cultivo de la CEPA HL58 de 24hrs a una velocidad 

de 4110 gravedades por 8 min a 2.0°C, desechando el sobrenadante; se le 

adicionó solución salina estéril 2.5% de NaCI y se agitó mediante Vortex 

(Sientific Industries Inc. Mod. G-560, USA). Se repitió dos veces el proceso 

de centrifugado y lavado con solución salina estéril 2.5% de NaCI, limpiando 

asi la muestra de residuos, impurezas y posibles exotoxinas en el medio de 

cultivo. Se diluyó la muestra hasta ajustar la densidad de células a 1.00 de 

absorvancia a 610nm en espectrofotómetro (Portable Datalogging 

Spectrophotometer, Hach, Mod. DR/2010, USA). Esta absorvancia 

corresponde a una densidad de 0.5 McFarland, lo que equivale a una 

concentración de 1.5xl0· bacterias mi·' (Isenberg. 1992)(17). Se tomó una 

alícuota para sembrarla, en diluciones seriadas, en medio TCBS (Difco), por 

replicados de 4. Los cultivos se incubaron por un periodo de 24 hrs a 30°C. 

2.4.6 BIOENCAPSULACIÓN EN A. franciscana. 

Las instar 11 de A. franciscana, se recolectaron mediante un tamiz de 

150¡.m, se enjuagaron con solución salina estéril 2.5% NaCI y se colocaron 

en un vaso de precipitado con 40ml de agua de mar filtrada y esterilizada. 

Aqui se les ofreció ad libilum, por un periodo de 2 hrs, la suspensión de 15 

mi de la CEPA HL58 en solución salina estéril 2.5% de NaCI. a una 

concentración estimada en una absorvancia de 1.00 a 610 nm en el 

espectrofotómetro. 
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2.4.7CUANTIFICACIÓN DE LA CONCENTRACiÓN DE LA 
CEPA HL58 EN A. franciscana BIOENCAPSULADA. 

Se tomó una muestra de 50 instar 11 de A. franciscana alimentada con 

la CEPA HL58, se enjuagó con solución salina estéril 2.5% de NaCl, para 

ser posteriormente macerada en 1 mi de solución salina estéril 2.5% NaCI y 

sembrada, en diluciones seriadas de 4 gotas de 201-11 cada una, en TCBS 

(Difco); obteniendo la concentración de UFC de la CEPA HL58 por Artemia. 

2.5 DESARROLLO EXPERIMENTAL 

Este experimento fue realizado en dos ocasiones, con la única 

diferencia entre el número de PL's por acuario. 

Objetivo 

Obtener un registro de mortalidades en PL's alimentadas con la CEPA 

HL58 bioencapsulada en las instar 11 de A. franciscana. 

Metodología 

Se utilizó un sistema estático de 12 acuarios de vidrio (18x20x18cm 

c/u), con control de temperatura externa, mediante la utilización conjunta de 

aire acondicionado y calefacción manteniendo la temperatura en 28.0 oC ± 

1.0. Los acuarios fueron aireados de forma individual, mediante una linea 

de aire (burbujeo continuo), a la misma intensidad en todos los acuarios. 
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Seis acuarios fueron para los testigos y seis para los experimentales, se usó 

agua de mar filtrada y esterilizada, con un volumen por acuario de 2.5 I con 

recambios de agua de 50 % cada 24 hrs. Al sistema se le realizó una 

distribución de tratamientos al azar. 

Se realizaron dos experimentos, en ambos casos se manejó la misma forma 

de alimentación que fue con base en 2 dietas distintas, una con la CEPA 

HL58 bioencapsulada en A. franciscana y la otra con A. franciscana libre de 

Vibrio spp. Se suministraron 150 artemias por PL cada 24hrs. 

Para el primer experimento se utilizaron 30 PL's, para el segundo replicado 

12 PL's ambas de p, vannamei, en desarrollo de PL-30, en cada acuario, a 

ambos se les realizó un conteo de PL's a los 8 dias, registrándose la 

mortalidad observada. 

Para el segundo experimento se realizó un monitoreo diario, registrando las 

mortalidades observadas y finalizando a partir de la fecha en que por 3"', dia 

consecutivo no existieron cambios en la mortalidad. Para ambos replicados 

se realizó un análisis estadistico (Análisis de Normalidad, que nos indicó 

que la distribución no era normal por lo que se realizó el Análisis de Mann

Whitney, los cuales fueron indicados por el programa Stadistic's) a los 

resultados obtenidos, para saber si existe o no una tasa de mortalidad en el 

grupo "Experimental", significativamente diferente a la del "Testigo". 

Al finalizar el experimento, se tomaron 3 PL's de cada uno de los acuarios 

para macerartas en 1 mi de solución salina estéril 2.5% NaCI y sembrarlas 

en 3 réplicas de una gota de 20,11 en medio de TCBS (Difco), para intentar 
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recuperar la misma cepa, en cada uno del grupo "Experimental", e 

identificarla mediante el Kit BIOLOG™. Se realizó un análisis de correlación 

(EXCEL 5.0, Microsoft) con respecto a los resultados obtenidos con el Kit 

BIOLOG™. 

Las PL's restantes se fijaron en Davidson (25), para confirmar a través de 

histologia, un diagnóstico de vibriosis, el cual se realiza al detectar, 

mediante la tinción de Brown and Brenn (25), la presencia de nódulos 

hemociticos sépticos, como respuesta a una infección séptica de origen 

bacteriano. 
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3. RESULTADOS 

3.1 DESCAPSULACIÓN DE LOS QUISTES DE A. 
franciscana 

PRIMER EXPERIMENTO: 

Las muestras sembradas en TSA presentaron crecimiento bacteriano de 

1 UFC mi·' por Artemia, los días 2,3 y 5, sólo en una de las 4 réplicas sembradas. 

Los restantes días no presentaron crecimiento. 

SEGUNDO EXPERIMENTO: 

Las muestras no presentaron crecimiento bacteriano en TSA. 

En ambos replicados, el conteo de la carga bacteriana de las Instar 11 que se 

sometieron al tratamiento de descapsulado y eclosión con antibiótico, no 

presentaron crecimiento bacteriano en TCBS (selectivo para Vibrio spp.). El 

proceso del conteo se realizó con cada muestra durante los dias que duró el 

experimento sin mostrar cambios. 

3.2 CONCENTRACiÓN DE HL58 EN A. franciscana 

La carga bacteriana alcanzada en las arlemias después de haber sido 

ofrecida la CEPA HL58 (CUADRO 4), indica que no existe diferencia de las 2hrs 

a las 4 hrs de haber sido expuestas a la suspensión bacteriana. Como se 

puede observar en la figura 1, el seguimiento del acúmulo de bacterias en una 

exposición de 4 hrs muestra un incremento hasta las 2 hrs, seguido de una 

estabilización. 
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MUESTRAS A B e o DESV. EST. PROM. 

1 hr 2.0 xlO' 3.0 xlO' 2.0 xlO' 3.0 xlO' 5.7 xl0' 2.5 xl0' 

2 hrs 3.0 xl0' 6.0 xl0' 5.0 xl0' 3.0 xl0' 9.5 xl0' 4.2 xlO' 

3 hrs 3.0 xl0' 5.0 xl0' 3.0 xl0' 4.0 xl0' 9.5 xl0' 3.7 xl0' 

4 hrs 4.0 xl0' 3.0.10' 4.0.10' 5.0.10' 8.1 .10' 4.0.10' 

CUADRO 4. Seguimiento de la concentración de la CEPA HL58 alcanzada en las 
artemias. Las muestras se obtuvieron de siembras en diluciones seriadas de 20¡.J por 4 
replicas (A,B,C y DJ Y expresadas en U.F.C mi'. 

CONCENTRACiÓN DE LA CEPA HL58 

lO' 
POR Arlemia BIOENCAPSULADA. 

I----------f ! ! 
o 
u. 
:::> I -.- [J PROMEDIO POR Artemia w 
o lO' 
O 
oc 
w 
:; 
.:::> 
z 

lO' 
Ú 1.5 Ú 2.5 3.0 3.5 4.0 

TIEMPO (HORAS) 

FIGURA 3. Concentración de la CEPA HL58. Las barras indican la Desviación Estandar de 4 
réplicas. para cada una de las muestras tomadas. 

25 



PRIMER EXPERIMENTO: 

La concentración de la CEPA HL58 ofrecida a las arlemias se mantuvo en 

un rango de 4.25x108 a 6.75x108 UFC mi", con un promedio de 5.59x108 UFC 

mi" (CUADRO 5). 

MUESTRAS A B C O OESV. EST. PROM. 

OlA 1 6.0 x10' 5.5 x10' 7.5 x10' 5.0 x10' 1.08 x10' 6.0 x10' 
OlA2 4.0 xl0' 6.5 X10' 3.5 xl0' 7.0 xl0' 1.76 xl0' 5.25 xl0' 
OlA 3 6.0 xlO' 5.5 xl0' 6.5 xl0' 6.0 x10' 4.08 xl0' 6.0 x10' 
OlA4 3.5 xlO' 4.5 xl0' 6.0 xl0' 5.5 xl0' 1.11xl0' 4.88 xl0' 
OlA 5 8.0 xlO' 5.5 xl0' 6.0 xl0' 4.5 xl0' 1.47 xl0' 6.0 xl0' 
OlA 6 7.5 x10' 7.0 x10' 6.0 xl0' 6.5 x10' 6.45 x10' 6.75 xl0' 
OiA7 5.5 x10' 3.5 x10' 4.5 x10' 3.5.10' 9.57.10' 4.25.10' 

CUADRO 5. Concen/ración de la CEPA HL58 expresada en UFC mt'ofrecida en suspensión a 
las artemias. 

La concentración de la CEPA HL58 alcanzada a las 2 hrs por A. franciscana se 

mantuvo entre 5.12x103 y 6.5x103 UFC mi", con un promedio de 5.81x103 UFC 

mi", durante los 7 días que se ofreció a las PL's (CUADRO 6). La carga total de 

HL58 alcanzada se estima sobre 150 arlemias por PL. 

MUESTRAS A B C O OESV. EST. PROM. 

OlA 1 6.0.10' 6.0.10' 7.0.10' 6.5.10' 4.78.10' 6.37.10' 

OlA 2 6.0.10' 5.5 xl0' 7.0.10' 7.5.10' 9.12 xl0' 6.50 xl0' 

OlA 3 4.5 xl0' 5.5 xl0' 5.0 x10' 5.5 xl0' 4.78 xl0' 5.12 xl0' 

OiA4 5.0 x10' 6.0 x10' 5.5 x10' 6.0 x10' 4.78 x10' 5.62 xl0' 

OlA5 6.0 x10' 5.5 x10' 7.0 x10' 6.0 x10' 6.29 xl0' 6.12 xl0' 

OlA6 4.5 x10' 5.5 xl0' 5.5 x10' 6.0 xl0' 6.29 xl0' 5.37 xl0' 

OlA 7 6.5 xl0' 6.5 xl0' 5.5 x10' 7.0 xl0' 6.29 xl0' 6.37 xl0' 
CUADRO 6. Concentración de UFC mt' de la CEPA HL58 por Anemia spp. bioencapsulada, 
y ofrecida a las PL ·s. Conteos realizados por replicados de 4. 
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La concentración que se presenta de la suspensión de la CEPA HL58 ofrecida a 

las artemias y la consumida alcanzada a las 2 hrs, se muestra en 

concentraciones de UFC Artemia-', (FIGURA 4). 

o 
lA. 
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o 
O 
a:: 
w 
::; 

.::> 
z 

109. 

108~~ 

PRIMER EXPERIMENTO 

CONCENTRACiÓN DE LA CEPA HL58 OFRECIDA 

Y CONSUMIDA POR LAS ARTEMIAS 

->- [ J PROMEDIO OFRECIDA 

-,- [ J PROMEDIO CONSUMIDA 

1~+----------------------------------------

103+--.--~-.--~-,--~-.--~-.--~-.--~-,--, 
3 4 567 1 2 

TIEMPO (DíAS) 

FIGURA 4. RelacIón entre ta concentración de UFC de la CEPA HL58. ofrecidas y consumIdas 
por las artemias. Las barras indican la Desviación Estándar de 4 replicas para cada una de las 
muestras tomadas. 
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SEGUNDO EXPERIMENTO: 

La concentración de la CEPA HL58 ofrecida a las artemias se mantuvo en 

un rango de 4.6x108 a 6.5x108 UFC mi'" con un promedio de 5.41x108 UFC mi". 

(CUADRO 7). 

MUESTRAS A B e o OESV. EST. PROM. 

OlA 1 6.0 xl0' 6.0 xl0' 3.5 xl0' 3.0 xl0' 1.6 xl0' 4.6 xl0' 
OlA 2 3.5 xl0' 8.0 xl0' 7.5 xl0' 7.0 xl0' 1.6xl0' 6.5 xl0' 
OlA 3 3.5 xl0' 7.0 xl0' 8.0 xl0' 5.0 xl0' 1.6 xl0' 5.8 xl0' 
OlA 4 8.5 xl0' 5.0 xl0' 5.0 xl0' 6.0 xl0' 1.6 xl0' 6.1 xl0' 
OlA 5 5.0 xl0' 6.0 xl0' 7.0 xl0' 3.0 xl0' 1.7 xl0' 5.2 xl0' 
OlA6 3.5 xl0' 5.0 xl0' 5.5 xl0' 4.5 xl0' 8.5 xl0' 4.6 xl0' 
OlA 7 5.0 xl0' 5.5 xlO' 5.5 xl0' 4.5 xl0' 4.7 xl0' 5,1 xl0' 
CUADRO 7. Caneen/ración de la CEPA HL58 expresada en UFC mt' ofrecida en suspensión a 
las arlemias. 

La concentración de la CEPA HL58 alcanzada a las 2 hrs por A. franciscana se 

mantuvo entre 5.1x103 y 8.0x103 UFC mi" durante los 7 días que se ofreció a las 

PL's (CUADRO 8). La carga total de HL58 alcanzada se estima sobre 150 

artemias por Pl. 

MUESTRAS A B e D DESV. EST. PROM. 

DiA 1 6.0 xl0' 8.0 xl0' 6.5 xl0' 7.5 xl0' 9.1 xl0' 7.0 xl0' 

DIA2 8.5 xl0' 7.5 xl0' 8.0 xl0' 8.0 xl0' 4.0 xl0' 8.0 xl0' 

DIA3 5.5 xl0' 5.0 xl0' 6.5 xl0' 5.5 xl0' 6.2 xl0' 5.6 xl0' 

DIA4 4.5 xl0' 5.5 xl0' 5.0 xl0' 5.5 xl0' 4.7 xl0' 5.1 xl0' 

OiA5 5.5 xl0' 5.5 xl0' 6.0 xl0' 6.5 xl0' 4.7 xl0' 5.8 xl0' 

DIA6 5.0 xl0' 5.5 xl0' 6.0 xl0' 6.0 x103 4.7 x102 5.6 xl0' 

DíA 7 6.0 xl0' 6.0 xl0' 5.5 xl0' 6.5 xl0' 4.0 xl0' 6.0 xl0' 

CUADRO 8. Concentración de UFC mt' de la CEPA HL58 por Artemia spp. 
bioencapsulada. y ofrecida a las PL 's. Conteos realizados por replicados de 4. 
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La concentración que se presenta de la suspensión de la CEPA HL58 ofrecida a 

las artemias y la consumida alcanzada a las 2 hrs se muestra en concentraciones 

de UFC Artemia-' (FIGURA 5)_ 
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SEGUNDO EXPERIMENTO 

CONCENTRACiÓN DE LA CEPA HL58 OFRECIDA 

Y CONSUMIDA POR LAS ARTEMIAS. 

1-f--}- l----r----I 

2 3 

I 
_<10_1 J PROMEDIO OFRECIDA I 
- __ ( J PROMEDIO CONSUMIDA 

4 

TIEMPO (DiAS) 

5 6 7 

FIGURA 5. Relación entre las concentraciones de UFC. de la CEPA HL58, ofrecida y 
consumidas por las artemias. Las barras indican la Desviación Estándar de 4 réplicas, para 
cada una de las muestras tomadas. 

3.3 CALIDAD DE AGUA 

En ambos experimentos. los parámetros de calidad de agua. se 

mantuvieron dentro de los aceptables para el crecimiento de PL's de P_ 

29 



Vannamei. Salinidad 35 ppm, pH 8.39 ± 0.03, Temperatura 28.19 ± 0.23 oC, 

Amonio < 0.5 ppm. 

3.4 NIVELES DE MORTALIDAD DE POST LARVAS EN LOS 

EXPERIMENTOS 

PRIMER EXPERIMENTO: 

Los registros de mortalidades de pos !larvas observados al final del 

experimento fueron, para el caso de los controles una Media y Desv. Es!. de 

1.65% ±1.8%, en el caso de los experimentales una Media y Desv. Est. de 9.4 

±3.29% al final de 7 días. 

CEPA HL58 BIOENCAPSULADA CONTROL 
Estanque 1 10 3.3 
Estanque 2 6.6 3.3 
Estanque 3 6.6 o 
Estanque 4 6.6 3.3 
Estanque 5 13.3 o 
Estanque 6 13.3 o 
Media ±Desv. Est. 9.4 ±3.29 1.6511.8 
CUADRO 9. Porcentaje de mortalidad acumulada al término del primer 
experimento, de un total de 30 PL's por estanque. 

SEGUNDO EXPERIMENTO: 

Los registros de mortalidad se observaron diariamente por 8 días. Para el 

caso de los controles la tasa de mortalidad fue del 0%. pero en los estanques 

donde se alimentó con A. Franciscana bioencapsulada con la CEPA HL58, la 

mortalidad se presentó a partir del tercer día del tratamiento incrementando hasta 

el sexto, donde se estabilizó, alcanzado una tasa de mortalidad del 15.27 ± 

6.27%, observándose dos estanques con mortalidades del 8.3%. tres estanques 

con mortalidades del 16.66% y un estanque con mortalidad del 25%. 
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CEPA HL58 BIOENCAPSULADA CONTROL 
Estanque 1 16.66 O 
Estanque 2 8.33 O 
Estanque 3 16.66 O 
Estanque 4 8.33 O 
Estanque 5 16.66 o 
Estanque 6 25 O 
Media ± Desv. Es!. 15.27±6.27 OtO 
CUADRO 10. Porcentaje de mortalidad de poslarvas acumulada al término 
del segundo experimento, de un total de 12 PL 's por estanque. 

SEGUNDO EXPERIMENTO 

25 MORTALIDAD DIARIA ACUMULADA 
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CONTROL 
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FIGURA 6. El inicio de mortalidades se presenló a parlir del lercer dia, incrementándose hasta 
el sexto día, a parlir del cual se estabJ1iza. Las barras indican la Desviación Estándar de 6 
replicados. 
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Para establecer si los niveles de mortalidades logrados con los 2 tratamientos 

fueron significativamente diferentes uno del otro, se hizo una prueba de 

normalidad que no pasó para ambos experimentos. A partir de esto se tomó la 

decisión de usar una prueba no para métrica, Mann and Whitney U-test. Para 

ambos experimentos la prueba de Mann and Whitney indicó que habia una 

diferencia significativa entre los niveles de mortalidades del tratamiento 

"bioencapsulación con HL5S" y del control (U=57.0;p<O.005; n=6 para los 2 

experimentos ). 

Para el caso de las PL's alimentadas con artemia enriquecida con HL5S, las 

cajas de TCBS para la recuperación de la CEPA HL58 mostraron crecimiento de 

colonias verdes (suerosa o), pero para el caso de los controles, aunque las cajas 

de TCBS presentaron crecimiento de colonias, éstas fueron amarillas 

(sucrosa +), lo que las excluye con cualquier relación a la CEPA HL58. 

Los resultados de identificación obtenidos para estas colonias verdes (sucrosa o), 

mediante el sistema de identificación BIOLOG™ (ANEXO 1), indican índices de 

similitud mayores a 0.700 con respecto V. parahaemolylicus al que pertenece la 

CEPA HL58. Al realizar un coeficiente de correlación entre las muestras de 

colonias obtenidas con V. parahaemolylicus, todas presentaron un coeficiente 

mayor a 0.93, como se muestra a continuación: 

Lista de Coeficiente de Correlación, entre una colonia verde (suerosa -) aislada 

de camarón de cada uno de los replicados del tratamiento "bioencapsulado con 

HL58" del experimento 2 y la cepa de referencia HL58 del cepario del CIAD. El 

penúltimo valor presentado se refiere a una colonia amarilla (sucrosa +) aislada 
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de un camarón del control. Todas las colonias aisladas del grupo control fueron 

amarillas. El último valor presentado se refiere a una colonia aislada de las instar 

11 bioencapsuladas con HL58. Las muestras de instar 11 no bioencapsuladas con 

HL58 (control) no presentaron crecimiento bacteriano. 

Replicado 1 0.94682007 

Replicado 2 0.93526421 

Replicado 3 0.94156958 

Replicado 4 0.94590567 

Replicado 5 0.94039616 

Replicado 6 0.93895864 

Control 0.75862015 

Artemia 0.94109622 

Las colonias amarillas cuyo índíce de correlación fue medido con relación a la 

cepa HL 58 de referencia. fueron identificadas como Vibrio agallinarum. 

3.5 RESULTADOS HISTOPATOLÓGICOS 

En los cortes histológicos de las poslarvas. pertenecientes al grupo 

experimental. se observa invasión de colonias bacterianas en las células 

epiteliales del hepatopáncreas. Asimismo se observa una ligera infiltración de 

hemocitos. asociados a las bacterias y también se aprecian focos de necrosis en 

el epitelio del hepatopáncreas. 
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4. DISCUSiÓN Y CONCLUSIONES 

El proceso de eclosionar quistes de Artemia spp. sin cuidar medidas 

higiénicas, presenta serios problemas. El agua de mar presenla conlaminación 

de materia orgánica, presencia de organismos coliformes y de Víbrio spp. Esto es 

un medio adecuado que facilita la multiplicación de los vibrios y si a esto se le 

agrega que el córion de los quistes presenta una estructura alveolar expuesta 

(FIGURAS 1Y2); superficie que fácilmente puede ser colonizada por bacterias, 

del inicio al final del proceso de eclosión de las artemias, propiciando un notable 

aumento en la concentración de bacterias por mililitro. 

Se ha encontrado que los nauplios pueden ser transporte de bacterias 

heterótrofas, e incluso se ha detectado la presencia de éstas en quistes 

enlatados al vacio(33). El sistema de alimentación no selectivo que presentan 

las artemias las convierte en un medio de transporte, para aquellas sustancias o 

productos biológicos que puedan ser ingeridos por las mismas. 

El proceso de eclosión de las artemias es variable en tiempo dependiendo de la 

cepa con la que se trabaje (33), en general se toma un promedio de 18 hrs para 

oblener 90% de eclosión de quistes (instar 1). Mantener el medio, en que se 

encuentran las artemias, en un estado libre de bacterias favorece de forma 

notoria. la disminución de bacterias en el mismo. si a esto se le agrega el poder 

limpiar la capa externa de los quistes. mediante un lavado que a la vez presente 

caracteristicas desinfectantes, los resultados que se obtienen son artemias con 

concentraciones muy bajas de bacterias. Con el tratamiento dedescapsulación y 
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eclosión con antibiótico se logra obtener artemias libres de bacterias, como se 

puede observar en los resultados de este estudio. Para evitar la contaminación 

del medio donde se eclosionan las artemias, se debe mantener un área de 

trabajo estéril, ya que éste es un medio propicio para el crecimiento y desarrollo 

de bacterias. La gran cantidad de artemias eclosionadas a las que se ofreció la 

suspención de la CEPA HL58, aproximadamente 10,000 instar 11 en 40 mi de 

agua de mar filtrada y esterilizada más la suspensión de 15ml de la CEPA HL58. 

presentó demanda de oxigeno. que fue proporcionada mediante una agitación 

constante y un flujO de aire por burbujeo. durante el tiempo que duró el proceso 

de bioencapsulación. 

La relación entre la concentración ofrecida de bacterias de la CEPA HL58. con la 

consumida a las 2 hrs. no se presenta de forma directamente proporcional. por lo 

que se supone se ofreció la CEPA HL58 en una mayor proporción de la que pudo 

ser consumida por la A. franciscana. 

Dentro de los principales estudios que se han realizado con base en la 

patogenicidad de las bacterias del género Vibrio spp., se menciona 

frecuentemente el uso de inyecciones como una via con la que se puede 

demostrar el grado de virulencia ylo patogenicidad de ésta, de lo que se manejan 

DL50 g" de camarón en rangos que oscilan desde 4.0 x102 a 3.3 x10'UFC mi", 

este método presenta la gran ventaja de que se puede manejar un inoculación 

directa (al individuo) con un volumen y una concentración de UFC mi" conocida, 

pero si se maneja un volumen de 0.02 mi en camarones de 3 g, esto equivaldria 
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inyectar 400.0 mi a un individuo de 60.0 kg lo que está induciendo estrés en el 

mismo. 

Con respecto a los baños con concentrados niveles de UFC mi". éstos por si 

solos. no logran inducir una respuesta medible. lográndola cuando se maneja una 

via de continuidad. entiéndase herida en el exoesqueleto. para permitir un acceso 

a la carga bacteriana. donde la herida juega un segundo papel al predisponer al 

camarón a un estado de estrés (31). 

Aún cuando estos procedimientos muestran niveles de patogenicidad bacteriana. 

no denota un proceso infeccioso apegado a una via o evolución natural.· Una 

inyección permite un acceso directo. exagerado. altamente traumatizante y por 

ende desencadenante de un estado de estrés en el camarón. predisponiéndolo a 

un estado patológico. los baños por si solos no desencadenan respuesta alguna. 

(11). Para el caso de heridas. aún cuando éstas tratan de imitar las lesiones que 

se producen en el dorso por movimientos de nado. agresividad por territorio y 

búsqueda de alimento. en sistemas de producción intensiva principalmente. es 

minimo el número de individuos afectados. recuperándose de las heridas 

después del proceso de muda. 

Los organismos susceptibles inoculados presentaron: disminución en el consumo 

alimenticio. aletargamiento. disminución de la respuesta de huida. tasa de 

mortalidad y presencia de nódulos hemociticos en los cortes histológicos. Estas 

señales. aunque comunes en diferentes enfermedades de camarón pueden ser 

indicativos de vibriosis (23). 
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El número de células bacterianas administradas a los camarones, tenia una 

concenlración de 103 UFC mi ., que es similar al número de bacterias a que los 

camarones están generalmente expuestos en larviculluras comerciales'. 

Flegel el al. (1992) sugirieron que los camarones son continuamente invadidos 

por bacterias a una velocidad y canlidad constantes. Si esto es cierto, alias 

concentraciones bacterianas en el agua, fácilmente usarían todos los hemocilos 

de camarón y aunque sólo una pequeña fracción de estos vibrios fuera patógena, 

el efecto de éstos podría ser extremamente relevante. Debido a esta teoría, se 

decidió que la técnica de infección experimental sería diaria, en un intento de 

invadir los camarones a una tasa constante. 

El mismo experimento se repitió para verificar la repetibilidad de los resullados y 

en ambos casos el análisis estadístico indica una diferencia significativa entre los 

niveles de mortalidades de ambos tratamientos, esta técnica podría entonces ser 

usada para probar el efecto de nuevos productos en el tratamiento o prevención 

de vibriosis. La vibriosis está frecuentemente relacionada con la calidad de agua 

y por eso este método podria también ser usado, para estudiar cuáles son las 

condiciones del agua más favorables en la prevención de esta enfermedad. 

Mediante la utilización de esta técnica de infección experimental, se logró 

introducir elevadas concentraciones de bacterias en las PL's, sin llegar a 

cuantificar el número de bacterias que logran establecerse en el organismo así 

como aquellas que se eliminan del mismo. 

Gómez Gil. CIAD-Mazatlan, comunicación personal 
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Aún cuando los cortes histológicos presentan nódulos sépticos, no se puede 

concluir que estos sean originados por la cepa HL58, ya que pudieron ser 

originados por otra bacteria o quizá se encontraban presentes antes del inóculo. 

Sin embargo, con base en los estudios experimentales realizados, se toma como 

indicativo de que las lesiones estén asociadas a la vibriosis. 

CONCLUSiÓN 

De este estudio se puede concluir: 

La Artemia franciscana es un medio biótico para la bioencapsulación del Vibrio 

parahaemofilicus. 

Como medio de transporte, el Vibrio parahaemofiticus bioencapsulado en Artemia 

franciscana induce niveles elevados de Vibrio en las PL's. 

La técnica de infección experimental para camarones peneidos (Lilopenaeus 

vannamel), mediante la ingesta de Vibrio parahaemotiticus, bioencapsulado en 

Artemia franciscana, logra ser efectiva en el grado de que se evite su 

contaminación. 
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ANEXO ANALlSIS DE CORRELACiÓN PARA BIOLOG™ 

HL58 ARTEMIA EXP. 01 EXP.04 EXP.05 EXP.07 EXP.l0 EXP.12 AMARILLA 
Al O 1 O O O 1 1 O O 
A2 1602 1603 1317 1246 1197 1286 1103 1326 117 
A3 1628 1685 1383 1407 1482 1474 1320 1298 1121 
A4 1325 1492 1281 1308 1318 1262 1133 1139 1221 
AS 705 788 319 515 483 478 481 673 457 
A6 804 901 676 544 649 674 483 522 168 
A7 60 38 24 85 89 33 37 3 98 
A8 1788 1765 1215 1564 1557 1523 1564 1285 1350 
A9 55 135 54 204 122 190 52 16 85 
Ala 183 1999 1651 1824 1499 1389 1713 1402 560 
Al1 92 88 63 160 11 68 48 84 48 
A12 738 1041 191 227 173 124 228 215 156 
Bl 33 41 49 4 52 44 18 126 9 
B2 1690 1608 1776 1583 1519 1503 1535 1278 1505 
B3 237 285 131 165 487 64 31 34 123 
B4 1316 1261 1154 1173 1363 1182 1082 1043 1018 
B5 175 47 150 195 202 170 92 6 108 
B6 1606 1775 1732 1505 1473 1384 1576 1260 1303 
87 90 4 120 223 345 189 84 10 1280 
B8 266 19 199 226 167 170 200 132 1 
89 343 216 202 248 71 319 97 51 16 
810 1622 1789 1573 1497 1438 1459 1427 1299 1325 
811 1680 1712 1438 1388 1197 1386 1384 1263 1472 
812 1779 1954 1608 1645 1298 1290 1417 1189 1230 
Cl 41 20 71 67 38 54 28 1 27 
C2 1965 1620 1562 1479 1482 1485 1482 1058 915 
C3 1475 1120 1228 1230 983 1135 1172 893 1084 
C4 85 47 125 28 99 51 189 102 75 
C5 60 55 116 26 78 118 35 73 50 
C6 161 124 252 248 220 228 62 77 341 
C7 235 350 377 170 458 651 172 127 1492 
C8 1910 1966 1858 1679 1709 1763 1797 1425 1583 
C9 971 1123 1278 875 803 1043 977 786 827 
Cl0 52 59 219 68 31 96 13 76 33 
Cl1 136 248 189 6 103 75 22 50 84 
C12 1565 1612 1626 1336 1386 1468 1384 951 660 
01 140 96 35 33 25 118 35 3 464 
02 171 o lOO 89 47 106 33 59 120 
03 305 34 378 51 225 158 159 7 49 
D4 488 91 219 29 157 134 46 71 503 
05 20 2 98 21 la 88 34 103 5 
os 205 23 91 43 133 101 51 70 33 
07 1928 1652 1692 1682 1659 1519 1653 1306 1568 
08 49 60 77 58 45 145 49 76 34 
D9 1830 1691 1775 1566 1597 1553 1533 1344 27 
010 213 68 247 129 171 20 22 66 221 
011 14 163 1 18 8 201 95 44 94 
012 99 42 94 46 38 18 56 67 38 
El 29 90 220 14 14 122 4 78 33 
E2 43 165 71 53 27 117 85 112 3 
E3 128 30 109 85 130 184 60 66 154 
E4 1340 1195 1435 1213 1220 1036 1097 1123 153 
E5 64 171 97 66 58 128 90 141 67 

39 



CONTINUACiÓN DEL ANEXO 
E6 1675 1521 1690 1402 1618 1327 1352 1472 1448 
E7 309 74 145 21 5 16 13 68 159 
E8 '52 '5' 208 94 44 27 40 23 637 
E9 65 79 86 4 37 80 48 178 46 
E'O '57 75 22 41 95 47 32 132 O 
E" 29 '36 15 44 20 99 56 9 58 
E'2 '446 ,299 1434 1322 1385 '336 1378 992 1335 
F1 1148 "90 1382 1162 1277 1248 1231 1097 698 
F2 978 1485 1324 1094 911 1251 983 682 822 
F3 1134 1353 1149 1030 1034 1039 843 923 270 
F4 275 173 407 282 341 220 190 143 425 
F5 1052 952 1163 1003 1047 818 798 910 822 
F6 1518 1402 1732 1481 1528 1494 1570 1511 1617 
F7 '674 1438 1481 1352 1569 1495 1524 1452 1597 
F8 1333 1324 1585 1427 1278 1355 1292 1339 1593 
F9 '414 1558 1230 1416 1383 1215 1148 1107 1281 
F10 1670 1556 1631 1539 1484 1531 1486 1310 1775 
Fll 1125 932 1352 1282 1321 1240 1043 1043 1206 
F'2 996 1079 1246 1423 1215 1183 993 1054 1429 
G' 530 628 566 797 857 715 944 743 179 
G2 '442 '040 1176 684 701 804 882 915 547 
G3 349 2'6 295 4'0 321 9 106 210 191 
G4 232 165 288 181 288 306 113 179 865 
G5 "4 76 75 211 123 85 69 63 34 
G6 1578 1355 1267 1233 1228 1225 979 1240 908 
G7 34 30 125 26 137 68 33 180 91 
G8 '34 30 150 89 112 96 42 212 988 
G9 1651 1432 1444 1447 1467 1366 1558 1436 1782 
G'O ,S02 '388 1469 1307 1456 1218 1299 1232 1436 
G" '40 99 98 91 217 80 22 60 123 
G'2 '48 '02 64 172 141 70 22 69 118 
H' 202 170 277 233 168 131 137 182 73 
H2 1621 1532 1691 1543 1123 1516 1233 1567 1497 
H3 ,645 1658 1654 1512 1474 1326 1120 1461 475 
H4 1247 1306 1344 1448 1439 1341 1246 1352 907 
H5 68 75 84 41 36 79 32 69 13 
H6 1168 "36 987 962 998 844 971 885 56 
H7 '2 '5 119 51 46 42 14 18 50 
H8 44 73 85 78 74 35 43 46 63 
H9 '625 1755 1682 1720 1580 1583 1504 1471 1230 
H'O 830 681 786 661 786 757 725 706 846 
H11 1430 1363 1472 1334 1134 1196 1200 1319 1379 
H'2 1479 1368 1463 1579 1477 1462 1431 1355 1363 

0.94109622 COEF. DE CORRELACiÓN ENTRE HL58 Y ARTEMIA 
0.94682007 COEF. DE CORRELACiÓN ENTRE HL58 Y EXP. O, 
0.93526421 COEF. DE CORRELACiÓN ENTRE HL58 Y EXP.04 
0.94'56958 COEF. DE CORRELACiÓN ENTRE HL58 Y EXP. 05 
0.94590587 COEF. DE CORRELACiÓN ENTRE HL58 Y EXP. 07 
0.94039616 COEF. DE CORRELACiÓN ENTRE HL58 Y EXP. 10 
0.93895864 COEF. DE CORRElACiÓN ENTRE Hl58 Y EXP. 12 
0.758620'5 COEF. DE CORRELACiÓN ENTRE HL58 Y VIBRIOAMARILLO DE LOS CONTROLES 
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