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Mazari Samano, Antonio. Infeccién experimental de camarones
peneidos (Litopenaeus vannamei), mediante la ingesta de Vibrio
parahaemoliticus, bioencapsulado en Artemia franciscana.(Bajo la
direccion de Dra. Ana Margarida Trigo de Sousa Roque, Dr. Pedro
Pradaf Roa y Dr. Fernando Constantinc Casas).

RESUMEN:

El incremento en !a demanda mundial de& camarén ha presionado
positivamente el desarrollo det 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 aparicién de brotes de enfermedades que son
identificados debido a las mortalidades presentes en los sistemas de cultivo.
Los organismos patdgenos que afectan a los peneidos, pueden ser de
etiologia viral, bacterial, micética, y protozooaria. Las bacterias mas
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 infeccion experimental confiable y
reproducible. El objetivo de este trabajo fue desarrollar una técnica de
infeccion experimental con Vibric sp. Mediante el uso de la técnica de
bioencapsulacién, se logré una considerable ingesta de vibrios (V.
Parahaemoliticus) por parte de las artemias (Arlemia spp.), una vez
realizado el proceso de bioencapsulacién, estas artemias fueron ofrecidas a
postiarvas (Pl's) de camarén blanco (Litopenaeus vannamei) de 30 dias de
edad. Para e monitoreo de ias PI's se utilizd un sistema estatico 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 PI's fueron alimentadas
diariamente con Artemia sp. bioencapsulada con Vibrio sp. (6 acuarios) y
como control Arternia sp. sin Vibrio {6 acuarios). Se monitoreo el nimero de
sobrevivientes durante 7 dias. Al final de los 7 dias se observé una
diferencia entre €l grupo testigo y el grupo experimental, denotando por una
parte la gran cantidad de vibrios que pueden llegar a las PI's a través de las
artemias y por otra un decremento en los niveles de sobrevivencia del grupo
experimental con relacién a los testigos, los cuales no presentarcn cambio
alguno.

Palabras claves: Camardn, Artemia, Vibrio, bicencapsulacion, Infeccion
experimental.



Mazari Samano, Antonio. Experimental infection of penaeid
shrimp (Litopenaeus vannamei), through the ingesta of Vibrio
parahaemoliticus, bioencapsulated in Artemia 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 the
development of shrimp culture. To fulfii the gap between demand and
fisheries availability the shrimp culture has inlensified 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 to the high levels of mortalities. The potential pathogens are of several
aetiologies such as viral, bacterial, mycotic, and protozoan. The bacteria
more frequently associated with disease outbreaks in shrimp are the vibrios.
However, little is known about the disease known as vibriosis. This is due to
the difficulty of studying vibriosis because there is not technique for
reproducing vibriosis in controlled laboratory conditions. The objective of
this study was to develop a technique capable of reproducing vibriosis in
shrimp. Through the technique of hicencapsulation, it was possible to fill
Artemia franciscana with Vibrio parahaemolyticus. Once the Arfemia were
full with Vibrio, they were offered to 30 days old postiarvae (Pi's) of white
shrimp (L. vanhamei). To monitor the Pls, a static system of 12 glass tanks
with 2.5 litres of sea water filtered and sterilised in autoclave was used. The
tanks were individually aerated, through an airline connected to a high
volume air blower. The Pls were fed daily with Arfemia bicencapsulated with
Vibrio (6 tanks); or as a contro! fed with Arfemia without Vibrio (6 tanks).
The number of survivors was monitored daily. After 7 days, a difference was
observed between the control group and the experimental group, showing
on one hand that a high quantity of vibrios can reach the Pls through the
Artemia and on the other hand a decrease in the levels of survival of the
experimental group, in relation to the control group, which did not show any
mortalities.

Keywords:  Shrimp, Artemia, Vibrio, bioencapsulation, experimental
infection.




1. INTRODUCCION

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 seleccion de las distintas especies que mejor se adapfan a las
condiciones de cultivo, basandose en caracteristicas tales como el
crecimiento o desarrollo, indice de conversién alimenticia, cantidad de
biomasa obtenida por periodo de produccién, la resistencia al manéjo ¥
enfermedades. También es importante considerar el papel que desempefa
el producto final en ta oferta y demanda dentro de un mercado nacional e
internacional, asi como las fluctuaciones que se dan en su precio/kg

estimado.

La produccidn acuicola de especies cultivadas en México esta basada
principalmente en Carpa, Charal, Lobina, Tilapia, Ostién, Bagre, Trucha y
Camaron, esta Gltima ha presentado un incremento considerable en los
ultimos afos (Cuadro 1), debido a que la captura de camarones de altamar
no cubre la demanda del producto, la industria camaronicola se esta
desarrollando para intentar alcanzar el punto de equilibrio de produccion; por
lo que se puede suponer la apertura de un amplio mercado y entrada de

divisas en el ambito nacional.



CUADRO 1

PRODUCCION ACUICOLA DE LAS PRINCIPALES ESPECIES CULTIVADAS

EN MEXICO DE 1986-1995 {ton).
1926 1907 1908 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995
CARPA 20.92% 26170 27,056 22,504 27818 28353 28,393 25173 18,848 22870
CHARAL 1.728 T.800 7.522 7.898 2.955 7.816 7.498 7.516 2,665 NR
LOBINA 1.224 1.230 1,466 1414 1,819 1,615 1311 1.407 1470 NR
TILAFIA 65.568] 75093 7aBaa| 73768| 83788| 75003| 769641 80.638| 75541 77384
OSTION 42,375 50.715 56,118 56,53% 52,582 3812 32,151 25.847 33479 30,381
BAGRE 2.786 2,366 2,754 2947 3.820 3452 4219 4,665 2507 3.155
TRUCHA 425 387 929 840 2010 1,865 1,854 3.363 1,966 2305
CAMARON 43 288 551 2,848 43N 5111 8326 11846| 13.138| 15828
OTRAS 10.054( 10.278| 13.100| 12,630 5.506 9,382 8,053 9a21| 21675 517
TOTAL 151,124 ) 174,385 184.339F 181.453] 190669} 171.4D8] 16B.769] 169.566] 171.389) 157.220

FUENTE: Anuario Estadistico de Pesca (1986-1995)

NR. = No registrado hasta Dic. 95.

En 1995, la produccion det cullivo de camardn representd el 27.3% de la
produccién total mundial, correspondiendo a 712,000 toneladas de camarén
(2). En México, el principal estado productor de camarén es Sinaloa, con
una producciéon anual de 10,256 toneladas de camardn (2). Esta actividad
se ha desarrollado desde los ahos 70's, teniendo principal recurso la
explotacion del camarén blanco (Litopenaeus vannamei), sequido del

camarén azul (Lifopenaeus stylirostns).

Una manera practica de incrementar la produccién de camardn, es la
implantacion de métodos intensivos de cultivo, sin embargo, esta estrategia
de produccidon contribuye en el deterioro de la calidad del agua
incrementando el estrés en los animales, predisponiéndolos a sufrir
enfermedades (5,14,16).



Se considera que las granjas camaronicolas mantienen una actividad
econdémica 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 distinlas enfermedades que afectan al camarén, tanto
en las granjas como en los laboratorios de produccién de postlarvas. Estas
enfermedades pueden ser de etiologia bacteriana, micética, protozooaria y

viral,

Se conoce que la causa de una enfermedad se da por un desequilibrio en el
balance que existe normalmente entre hospedero, patégenc y ambiente,
definiéndose la enfermedad como una interrupcion, terminacion, o alteracion

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

Los estudios sobre patogenicidad, hasta ahora, se limitan a utilizar
inyecciones con bacterias (25,37) o realizan, sin mucho éxito, bafos
infecciosos (11,32). Aunque se logra inducir mortalidades especificas con el
uso de inyecciones, esto no refleja el proceso natural de infeccién. Para
entenderlo, se debe desarrollar una técnica de infeccién experimental que
reproduzca por lo menos algunas condiciones de infeccidn natural. Se
considera l1a via de inoculacion oral como la principal causa de vibriosis en
las primeras etapas del desarrollo de los camarones peneidos (18). La
vibriosis en camarén ocasiona cuadros clinicos con diferentes
caracteristicas como lo son, nado erratico, colonizacion de cuticula con la
subsecuente aparicion de reblandecimiento cuticular, edema subcuticular y

zonas de melanizacion cuticular.



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

acasionar zoonosis, presentando en humanos cuadros entéricos.

Una vez que la técnica de infeccion experimental esté desarrollada, podra
ser utilizada para examinar la virulencia de diferentes géneros y/o especies
de bacterias patégenas; la realizacion de pruebas deingesta de baclerias no
patégenas como posibles probibticos; monitoreo del seguimiento de una
enfermedad especificamente inducida con una bacteria en particular, su
tratamiento y medidas para controlar e! brote o la erradicacion de la
enfermedad en un lote de postlarvas; evaluacion de medicamentos; indicar
cuales son los factores ambientales que tienen mayor influencia en el inicio
y desarrollo de la enfermedad; un sinnimero de utilidades practicas para

mejorar la calidad de produccion de los camarones.



1.1 ANTECEDENTES ~

Las bacterias Gram-negativas son predominantes en los ambientes
marinos (7) y generalmente constituyen la mayoria de las bacterias
presentes en la microflora normai del camarén peneido, cultivado o silvestre
(24). El género Vibrio, se destaca como la principal bacteria asociada a

enfermedades en camarones peneidos (23).

1.2 CARACTERISTICAS DEL GENERO Vibrio,

Los Vibric spp. son bacterias Gram -, de forma curva o recta, con
flagelo polar (dependiendo la especie puede presentar mas de un flagelo),
aerbbicos facultatives, siendo su temperatura éptima de crecimiento de los
18°C a los 37°C. Dentro de sus caracteristicas enzimaticas algunos
géneros producen quitinasas (quitinasa +) como es el casc de V.
parahaemoliticus, por lo que facilmente colonizan la cuticula de crustaceos -

como el camaron y las artemias (22).

Las caracteristicas de crecimiento del Vibrio parahaemolilicus, en TCBS
(Difco) son: sucrosa (-) por lo que presenta una coloracion verde azulosa,
Gram -, tamano a las 24 hrs de 3-4mm considerada como grande, elevacion
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 comunmente para referir cualquier

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



Las pérdidas econémicas, 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 ain
existiendo pruebas de que estos organismos presentan un compartamiento
gportunista, 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 ambiental
extremo y heridas (3,23,25). Los intentos realizados para producir
infecciones experimentales, que cumplan con los postulados de Koch'? con
Vibrio spp. aislados de camarones enfermos, no han tenido éxito y sélo
fo'gran obtener resultados consistentes con indculos muy grandes, con lo
que se sustenta el argumento de que estas infecciones son causadas por
organismos patégenos opartunistas (23). Existen pocas evidencias sobre si
la bacteria, por si sola, es capaz de desarmrollar cuadros de vibriosis en
camarones peneideos, ¢ cual es el nimero 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. parahaemolificus, V. harveyi, V. vulnificus,
y V. damsela, (4,22). Mortalidades asociadas a vibriosis, (V.
parahaemoliticus, V. harveyi y V. damsefa) (22) han sido reportados en

proporciones epizodticas, en producciones de camarones peneidos,

L Postulados de Koch. 1.- El organismo debe estar presente en fodos los casos de
enfermedad. 2.- El organismo debe ser aislado en un cultivo puro. 3.- Cuando se
inoculan animates susceptibles con el organismo aislado. se debe reproducir una
enfermedad con caracteristicas similares. 4.- Este mismo organismo, nuevamente debe



afectando a Penaeus monodon y. P. maerguiensis en Tailandia (368). En
epizootias registradas en Ecuador, las principales especies aisladas en
orden de frecuencia son: V. parahaemoliticus, V. vulnificus, V. alginolyticus,
y V. damsela {26).

Las infecciones bacterianas en camarones pueden presentarse de tres
formas: (1) puntes localizades en 1a cuticula, los que constituyen la
condicion bacteriana llamada enfermedad de {a cuticula (exoesqueleto), (2)
infecciones localizadas en las branquias, en el hepalopancreas ¢ pérdida de
apéndices. (3) septicemias. Todas las etapas de desarrollo del camarén son
afectadas (22).

Los camarones con vibriosis, al examen histologico, presentan necrosis
extensivas e invasion bacterial de organo linfoide, con multiples nédulos
hemociticos melanizados, estos nédulos son, mayormente, compuestos de
colonias de bacterias rodeados de una zona melanizada y multiples
hemocitos encapsulando las colonias. Estos hemocitos se localizan
principalmente en hepatopancreas, branquias, corazdn, gonadas y musculo.
La necrosis e inflamacién sclamente se observa en érganos linfoides y no

en otros tejidos (10).

ser aislado en los animales enfermos. Estos postulados se deben llevar a cabo cuando

establecemos una relacion causal entre un cierto organismo y una cierta enfermedad.
9



1.4 CARACTERISTICAS DE LAS ARTEMIAS

La clasificacion taxonomica de la Arternia spp. es: Clase Crusticea,
Orden Anostraca, Familia Artemiidae, Género Arfemia y la Especie que se

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

El uso de nauplios de Artemia spp. como alimento, en los primeros estadios
de desarrollo de los camarones, es una practica comdn de empresas

productoras de camardn (33).

La Artemia spp. tiene la capacidad de vivir en ambientes hipersalinos hasta
de 250ppm de NaCl, pero su rango dptimo oscila entre los 5 y 35ppm de
NaCl, esto varia considerablemente, dependiendo de la especie de Artemia.
Esta capacidad de osmorregutacion se interpreta como un mecanismo de
defensa, ya que sus predadores naturales no se pueden osmorregular tan
eficientemente. Por otro lado las condiciones ambientales afectan su
reproduccion; a bajas salinidades desarrolla una reproduccion ovovivipara
produciendo nauplios, pero a partir de concentraciones por encima de los
150 ppm de NaCl, la reproduccién cambia a ovipara produciendo quistes (6)
(FIGURA 1Y 2}.

10




La cubierta del quiste esta

dividido en varias partes

(FIGURA 1).

CORION

MEMB. CUTIC,
EXTERNA

s AT
L 4 "P‘ MEMB, CUTIC.
5 INTERNA

FIGURA 1

iA) ESTRUCTURA DE LAS
IMEMBRANAS DEL QUISTE DE
ARTEMIA

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

Membrana cuticuiar externa. Protege al
embrioén contra la penetracion de moléculas de
tamanos mayores que la de CO,.

Membrana cuticular _interna.  (cuticula
embrionaria). Una capa transparente y elastica.
A ésta la separa del embrién una membrana
cuticwlar interna, misma que durante la
incubacién se convierte en la membrana que
envuelve al nauplio previo a la eclosion.

Embrion. Dentro del quiste, el desarrollo de
éste permanece en la fase de gastrula, en un
eslado de vida latente, hasta la hidratacién.

11



Una practica recomendada es |la
descapsulacion de los quistes, para
efiminar impurezas y residuos de la
cascara 0 quistes no eclosionados, que
pudieran ilegar a afectar al organismo
consumidor  bloqueando su  tracto
digestivo, ya que estos residuos son

indigeribles (34). Otra razon ampliamente

aceptada es el hecho de que los quistes

[FIGURA 2 "1 descapsulados, practicamente quedan

QUISTEDEARTEMIA ! aqtériles, debido a la ulilizacién del

hipociorito de sodio, que acltlla ademas como desinfectante (33,34). Se

piensa también que esta practica mejora el proceso de eclosion (34).

El primer estadio larvario (Instar 1} presenta dos cualidades importantes, la
primera es su maximo valor energético y la segunda es que durante este
estadio, instar | no se alimenta, debido a que su tracto digestivo alin no es
funcional y solo 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 Il) se presenta 12hrs 0 més (dependiendo
la cepa de procedencia de Ja Arternia spp.), despues de la eclosion. En este
estadio se presenta la apertura del arificio anal y del bucal, iniciando su

alimentacién con pequenas particulas como algas unicelulares, bacterias,
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etcétera, que va en rango de tamano de 1 a 40um, manifestando héabitos de

alimentacién como filtradores no selectivos {33}.

1.5 BIOENCAPSULACION

La idea de la utilizacion de artemias como vehiculos de nutrientes,
pigmentos, hormonas, medicamentos e inmuncestimulantes ha sido
sugerida en distintas ocasiones. La Antemia spp. fue utilizada, como
vehiculo de medicamentos, para tratar larvas de peces y camarones(27,30).
Recientemente en un esltudio realizado por Gomez-Gil et al., se ulilizd la
Artemia franciscana para bioencapsular bacterias potencialmente
probidticas, con la inlencién de alimentar camarones, con el objeto de
incrementarles sus defensas al hacer competir dos especies distintas de

Vibrio spp.!

1.6 CARACTERISTICAS DE CAMARONES PENEIDOS
{Litopenaeus vannamei)

La clasificacion taxondmica es: Filum artrépoda, clase crusticea,

familia peneidae y género Litopenaeus.

Los estadios de crecimiento son: Nauplio (N-1 a N-5), Zoea (Z-1 a Z-3),
Mysis (M-1 a M-2), Postlarva (PL-1 a PL-30), después de éslos se presenta
un estadio juvenil y posteriormente maduro, donde solo presenta cambios

en tamano.

) Gomez-Gil B., Herrera M. Comnunicacion personal 1097

13



Cabe destacar la importancia de habilos 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 10um. En el estadio de Mysis
empieza a consumir alimento “vivo” ademas de microalgas, manteniendo

estos habitos 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

Desarrcllar una técnica de infeccidn experimental para inducir vibriosis
sistémica en postlarvas (PL's) de camarones Litopenaeus vannamei,
mediante la ingestion de Vibrio parahaemoliticus (CEPA HL5S),

bioencapsulado en Artemia franciscana.

1.8 HIPOTESIS

E! disefio experimental estd encaminado a evaluar las siguientes

hipotesis:
Primera:

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

Vibrio parahaemoaliticus.
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Ho. La Arlemia franciscana no presenta caracteristicas de ser un

medio bidtico de transporte de Vibrio parahaemoliticus

Segunda:
Ha. Lla ingesta de Vibrio parahaemoliticus bicencapsulado en
Arlemia franciscana induce la vibriosis sistémica en camarones peneidos

(Litopenaeus vannamei).

Ho. La ingesta de Vibrio parahaemoliticus bicencapsulado en
Artemia franciscana no induce la vibriosis sistémica en camarones peneidos

(Litopenaeus vannamei).
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 PROCEDENCIA DEL Vibrio parahaemoliticus.

La CEPA HL58 se obtuvo de hemolinfa de un camaron (Litopenaeus
vannamei} enfermo, procedente de una granja ubicada en el estado de
Sinaloa. Esta cepa fue previamente identificada como Vibrio
parahaemoliticus, mediante el sistema de identificacién BIOLOG GN
Microlog 2.0™ (Biolog, Hayward California) y pertenece al cepario del
Laboratorio de Bacteriologia del Centro de Investigacién en Alimentacion y

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

2.2 PROCEDENCIA DE LA Artemia spp.
La Artemia franciscana que se ulilizd durante esta prueba, procede de
la CEPA Great Salt Lake, {Utah, U.S.A)).

2.3 PROCEDENCIA DE LOS CAMARONES

Los camarones (Litopenaeus vannamej) fueron obtenidos de un
laboratorio de produccion de posttarvas (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 °C. #1.0 y la salinidad a
35ppm. El acuario recibia aireacion 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 ESTANDARIZACION DE METODOS

2.4.1DESCAPSULACION DE QUISTES DE Artemia

franciscana.
La técnica de descapsulacion se realizé con apego a la metodologia

propuesta por Sorgeloos et al. (1977).

Se lavo 1.0 g de quistes de A. franciscana (Cepa comercial Great Salt Lake,
Utah, E.U.A.), en una solucién de 0.4ppm de Cloro activo 6% (Cloralex,
México) diluido en 1! de agua de mar filtrada a 45um y esterilizada por
autoclave 122°C a 124°C, 16Lbs/puig? por 15 minutos. Los quistes se
dejaron a temperatura ambiente con abundante aireacion, por un periodo de
20 min. Posteriormente se recuperaron mediante un tamiz de 150um, 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 {aquelios que permanecen en la superficie).

Los quistes hidratados se colocaron en una solucion descapsuladora
(CUADRO 2), agitindose por un tiempo aproximado de 2 min; hasta
observar cambios en la coloracion de la superficie del quiste (cambia de un
color café oscuro a uno naranja brillante). Se lavaron inmediatamente con
agua dulce corriente por 1 min. y con agua de mar filtrada y esterilizada,
hasta perder el olor a cloro. Posteriormente, los quistes son depositados en

una solucion desclorinadora (CUADRO 3), agitandose por 30 seg. para
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después ser lavados con agua dulce corriente por 1 min. y finalmente se

terminaron de lavar con agua de mar filtrada y esterilizada.

CUADRC 2
Solucién descapsuladora
Cloralex (Cloro activo 6%)
(Lab. Alen del norte S.A. de C.V.,
México) 51.0 mi.
NaOH (40%) en agua destilada.
Baker Analized M* 24 ml
Agua de mar
(Filtrada 45 pm estéril por U.V.} 46.5 ml,
[ 100.0 mi.

CUADRO 2: Soluckén descapsuladora para quistes de Artemia spp. de
acuerdo con Sorgeloos el. al. (1977).

CUADRO 3
Solucién desclorinadora
{Acido Acético 1 N)
Ac. Acético q. p.
Prod. Quim. Monterrey, 5.A. 0.6 ml
Agua destilada c.v.p. 100 ml

CUADRQO 3: Solucidn descloninadora para quistes de Artemnia spp. de
acuerdo con Sorgeloos et. al. (1977}

2.4.2 ECLOSION DE Artemia sp. CON ANTIBIOTICO,
(Gémez- Gil-RS. et al., 1994).

Se recuperaron los quistes descapsulados, pasandolos por un tamiz
de 150um, se colocaron en un matraz de 250ml, (Pyrex Erdenmayer) con
100ml de agua de mar previamente filtrada y esterilizada al que se adiciond
antibiético, 4mg de Sulfametoxazol-Trimetoprim (Bactrim F, Lab. Roche,

México) y 3mg de Cloranfenicol Levogire (Cloranfenil 260mg, Lab. Pisa,
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México). Se dejaron eclosionar los quistes, por un periodo de 48 hrs en
Baio Maria a 30°C con agitacién constante (Bafio Maria de Agitacion
Reciproca, Precision Scientific, Mod. 25, USA). A las 24 hrs de
eclosionadas las instar Il de A. franciscana fueron cosechadas.

2.4.3MEDICION DE LA CONCENTRACION INICIAL DE
BACTERIAS EN ARTEMIAS ECLOSIONADAS CON

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

150pm, se enjuagaron con solucién salina estérl (2.5% de NaCl);
tomandose una muestra con 50 artemias, para macerarlas {(Macerador de
Tejidos, Wheaton, &mi, USA) en 1.0ml de solucion salina estérii 2.5% de
NaCl, de donde se sembraron 4 alicuotas de 20ul 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 Il de A. franciscana.

2.4.4INCUBACION DE LA CEPA DE PRUEBA.

La CEPA HL58, mantenida en criopreservacion a -70°C (Ultra
Congelador, Revco Scientific, Mod. 29498h13, USA), fue sembrada en 50m|
de Caldo de Soya Tripticasa (TSB, Lab. Difco, Michigan USA) + 2.0% de

NaCl; y se incubé aerobicamente por 24hrs a 30°C.
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2.4.5 MEDICION DE LA CONCENTRACION DE
BACTERIAS DE LA CEPA HL58 QUE SE OFRECIO
A LAS INSTAR Il DE LAS ARTEMIAS.

Se cenlrifugd {Centrifuga Beckman, MOD. GS-15R, Beckman
Instruments, Germany) el cultivo de 1a CEPA HL58 de 24hrs a una velocidad
de 4110 gravedades por 8 min a 2.0°C, desechando ei sobrenadante; se le
adicion6 solucién salina estéril 2.5% de NaCli y se a.gité mediante Vortex
(Stenfific Industries Inc. Mod. G-560, USA). Se repitid dos veces el proceso
de centrifugado y lavado con solucién salina estéril 2.5% de NaCl, limpiando
asi la muestra de residuos, impurezas y posibles exotoxinas en el medio de
cultivo. Se diluyé la muestra hasta ajustar la densidad de células a 1.00 de
absorvancia a 610nm en espectrofoldmetro (Portable Datalogging
Spectrophotometer, Hach, Mod. DR/2010, USA). Esta absorvancia
corresponde a una densidad de 0.5 McFarland, 0 que equivale a una
concentracion de 1.5x108 bacterias mi*(Isenberg, 1992)17). Se tomd una
alicuota 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 BIOENCAPSULACION EN A. franciscana.

Las instar Il de A. franciscana, se recolectaron mediante un tamiz de
150um, se enjuagaron con solucion salina estéril 2.5% NaCl y se colocaron
en un vaso de precipitado con 40ml de agua de mar filtrada y esterilizada.
Aqui se les ofrecid ad libitum, por un periodo de 2 hrs, la suspension de 15
ml de la CEPA HL58 en solucion salina estéril 2.5% de NaCl, a una
concentracion estimada en una absorvancia de 1.00 a 610 nm en el

espectrofotometro.
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2.4.7 CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE LA
CEPA HL58 EN A. franciscana BIOENCAPSULADA.
Se tomdé una muestra de 50 instar Il de A. franciscana alimentada con
la CEPA HL58, se enjuagd con solucion salina estéril 2.5% de NaCl, para
ser posteriormente macerada en 1ml de solucion salina esteril 2.5% NaCl y
sembrada, en diluciones seriadas de 4 gotas de 20l cada una, en TCBS

{Difco); obteniendo la concentracion de UFC de la CEPA HLES por Arfemnia.

2.5 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Este experimento fue realizado en dos ocasiones, con la Unica

diferencia entre el nimero de PL’s por acuario.

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

HL58 bicencapsulada en las instar |l de A. franciscana.

Metodologia

Se utilizd un sistema estatico de 12 acuarios de vidrio (18x20x18cm
c/u), con control de temperatura externa, mediante la utilizacién conjunta de
aire acondicionado y calefaccion manteniendo ta temperatura en 28.0 °Czt
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 uso
agua de mar filtrada y esterilizada, con un volumen por acuario de 2.5 | con
recambios de agua de 50 % cada 24 hrs. Al sistema se le realizé una

distribucidn de fratamientos al azar.

Se realizaron dos experimentos, en ambos casos se manejo la misma forma
de alimentacién que fue con base en 2 dietas distintas, una con la CEPA
HL58 bicencapsulada 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 realizé un conteo de PU's a los 8 dias, registrandose la

mortalidad observada.

Para el segundo experimento se realizé 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 realizd un analisis estadistico {Analisis de Normalidad, que nos indico
que la distribucion no era normal por lo que se realizd el Analisis de Mann-
Whitney, los cuales fueron indicados por el programa Stadistic’s) a los
resuitados obtenidos, para saber si existe 0 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 unc de los acuarios
para macerarias en 1 ml de solucion satina estéril 2.5% NaCl y sembrarlas
en 3 réplicas de una gota de 20ul 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 realiz6 un analisis de correlacion
{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 diagndstico de vibriosis, el cual se realiza al detectar,
mediante la tincion de Brown and Brenn (25), la presencia de nédulos
hemociticos sépticos, como respuesta a una infeccion séptica de origen

bacteriano.
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3. RESULTADOS

3.1 DESCAPSULACION DE LOS QUISTES DE A,

franciscana
PRIMER EXPERIMENTO:

Las muestras sembradas en TSA presentaron crecimiento bacteriano de
1UFC ml' por Artemia, los dias 2,3 y 5, sélo en una de las 4 réplicas sembradas.

Los restanies dias no presehtaron crecimiento.

SEGUNDO EXPERIMENTO:

Las muestras no presentaron crecimiento bacteriano en TSA,

En ambos replicados, el conteo de la carga bacteriana de las Instar Il que se
sometieron al tratamiento de descapsulado y eclosidn con antibitico, no
presentaron crecimiento bacteriano en TCBS (selectivo para Vibrio spp.). El
proceso del conteo se realizé6 con cada muestra durante los dias que duré el

experimento sin mostrar cambios.

3.2 CONCENTRACION DE HL58 EN A. franciscana

{a carga bacteriana alcanzada en las artemias después de haber sido
ofrecida la CEPA HL58 (CUADRO 4), indica que no existe diferencia de las Zhrs
a las 4 hrs de haber sido expuestas a la suspensién bacteriana. Como se
puede observar en la figura 1, el seguimiento del acimulo de bacterias en una
exposicion de 4 hrs muestra un incremento hasta las 2 hrs, seguido de una

estabilizacion.
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MUESTRAS A B C D DESV. EST. PROM.

thr 20x10° 30x10° 20x10°  3.0x10° 5.7 x10? 2.5 x16*
2hrs 3oxi0® 60x10° 50x10°  3.0x10° 9.5 x10? 4.2 x10°
3hrs 3.0x10°  S50x10° 3.0x10°  4.90x10° 9.5 x10? 3.7 x10°
4 hrs 40x10° 3.0x10° 4.0x10*  50x10° 8.1 x10? 4.0 x10?

CUADRO 4. Seguimiento de la concenlracion de la CEPA HL58 alcanzada en las
artemias. Las mueslras se obluvieron de siembras en diluciones seriadas de 204 por 4
réplicas {(A,B,C y D} y expresadas en UF.C mf",

CONCENTRACION DE LA CEPA HL58
104 POR Artemia BIOENCAPSULADA.
I t
A
o [ —=—[1PROMEDIO PR Artemia
o 103
0 -
> :
w -
s
S 1
< 4
102 T Y T T T T T T I T T T v
1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
TIEMPO (HORAS)

FIGURA 3. Concentracion de la CEPA HL58. Las barras indican la Desviacién Estandar de 4
réplicas, para cada una de las muestras tomadas.
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PRIMER EXPERIMENTO:

La concentracion de la CEPA HL58 ofrecida a las artemias se mantuvo en
un rango de 4.25x108 a 6.75x10® UFC ml?, con un promedio de 5.59x10% UFC
ml"' (CUADRO 5).

MUESTRAS A B C D DESV, EST. PROM.

DlA 1 6.0 x10° 55x10®°  75x10°  5.0x10° 1.08 x10° 6.0 x10°
Dia 2 4.0 x10* 6.5x10° 35x10° 7.0x10° 1.76 x10° 525 x10°
ola3 6.0 x10? 55x10*  65x10°  6.0x10° 4.08 x107 6.0 x10°
Diaa 35x10° 45x10*  6.0x10°  55xt0° 1.11x10°  4.88x10°
DIA S 8.0 x10° 5.5 x10° 6.0x10°  4.5x10° 1.47 x10° 6.0 x10°
DiA6 7.5 x10° 7.0 x10° 6.0x10°  6.5x10 6.45x10"  6.75 x10
DiA7 55x10°  35x10°  4.5x10°  3.5x10° 9.57 x10  4.25x10°

CUADRO 5. Concentracién de la CEPA HL58 expresada en UFC mi ofrecida en suspension a
fas arlemias.

La concentracion de la CEPA HLS8 alcanzada a las 2 hrs por A. franciscana se
mantuvo entre 5.12x10° y 6.5x10° UFC ml', con un promedio de 5.81x10° UFC
mi™, durante los 7 dias que se ofrecié a las PL's (CUADRO 6). La carga total de

HL58 alcanzada se estima sobre 150 artemias por PL.

MUESTRAS A B C D DESV. EST. PROM.
DiA 1 6.0x10° 6.0x10*° 7.0x10° 65x10° 478x10°  6.37 x10°
DiA 2 6.0x10° 55x10° 7.0x10° 7.5x19° 9.12x10* 650 x10°
DiA 3 45x10° 55x10° 50x10° 55x10° 478x10° 512x10°
Dia 4 50x10° 6.0x10° 55x10° 6.0x10° 478x10°  562x10°
DiA 5 6.0x10° 55x10° 7.0x10° 6.0x10° 6.29x107  6.12x10°
DiA 6 45x10° 55x10° 55x10° 6.0x10° 6.20 x10° 537 x10°
pia7 6.5x10° 65x10° S55x10°  7.0x10° 6.29 x10°  6.37 x10°

CUADRO 6. Concentracién de UEC mi" de la CEPA HLS8 por Artemia spp. bioencapsulada,
y ofrecida a las PL's. Conteos realizados por replicados de 4.
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La concentracion que se presenta de la suspension de la CEPA HL58 ofrecida a
las artemias y fa consumida aicanzada a fas 2 hrs, se muestra en
concentraciones de UFC Artemia™, (FIGURA 4).

PRIMER EXPERIMENTO
CONCENTRACION DE LA CEPA HL58 OFRECIDA
Y CONSUMIDA POR LAS ARTEMIAS
1095
O —a— { | PROMEDIO OFRECIDA
5 —a— [ PROMEDIO CONSUMIDA
6 1081
o 104~
& ]
2 e
4
103 I' ¥ | ¥ [ L) ] L) r T l’ L) 'l' 13
1 2 3 4 5 6 7
TIEMPQO (DIAS)

FIGURA 4. Relacién entre la concentracion de UFC de la CEPA HL58, ofrecidas y consumidas
por las artemias. Las barras indican la Desviacién Estandar de 4 replicas para cada una de las
muestras lomadas. '
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SEGUNDO EXPERIMENTO:

La concentracién de la CEPA HL58 ofrecida a las arlemias se mantuvo en
un rango de 4.6x10% a 6.5x10% UFC ml", con un promedio de 5.41x108 UFC mi*.
(CUADRO 7). '

MUESTRAS A B c D DESV.EST. PROM.,

DiA 1 6.0 x10* 6.0 x10° 3.5x10° 3.0x10° 1.6 x107 4.6 x10°
DiA 2 3.5 x10° 8.0 x10° 7.5x10®  7.0x10° 1.6 x107 6.5 x10°
DiA3 3.5x10° 7.0 x10° 8.0x10®  5.0x10° 1.6 x107 5.8 x10°
DiA 4 8.5x1¢* 5.0 x10% 5.0 x10° 6.0 x10° 1.6 x107 6.1 x10°
DIAS 5.0 x10° 6.0 x10° 7.0x10° 3.0x10° 1.7 x107 5.2x10°
DiA 6 3.5x10° 5.0 x10° 55x10° 4.5x10° 8.5x107 4.6 x10°
DIA7 5.0 x10° 5.5 x10° 55x10°  4.5x10% 4.7 x107 5.1 x10°

CUADRO 7. Concentracién de la CEPA HL58 expresada en UFG mit! ofrecida en suspensién a
fas artemias.

La concentracion de la CEPA HLS8 alcanzada a las 2 hrs por A. franciscana se
mantuvo entre 5.1x10° y 8.0x10% UFC m!" durante los 7 dias que se ofrecio a fas
PL's (CUADRO 8). Lla carga total de HL58 alcanzada se estima sobre 150

artemias por PL.

MUESTRAS A B C D DESV. EST. PROM.

DiA 1 6.0x10° 80x10° 65x10° 75x10° g1x10¢8 7.0 x10?
DiA 2 85x10° 7.5x10° 8.0x10° 8.0x10° 4.0x10°  B8.0x10°
DIA 3 55x10° 5.0x10° 6.5x100  55x10° 6.2x10° 56x10°
Dia4 45x10° 55x10° 50x10°  55x10° 47 x10? 5.1 x10?
DiAS 55x10° 55x10°  6.0x10* 6.5 x10° 47x10°  58x10°
DiA6 50x10° 55x10° 6.0x10* 6.0x10° 47x10° 5.6 x10°
DiA 7 6.0x10* 6.0x10° 55x10° &5x10° 4.0x10°  6.0x10°

CUADRO 8 Conceniracion de UFC ml' de Ia CEPA HL58 por Artemia spp.
bicencapsulada, y ofrecida a las PL's. Conleos realizados por replicados de 4.
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La concentracion que se presenia de la suspensién de la CEPA HLS8 ofrecida a

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

de UFC Artemia™ (FIGURA 5).

SEGUNDQ EXPERIMENTO )
CONCENTRACION DE LA CEPA HL58 OFRECIDA
108 Y CONSUMIDA POR LAS ARTEMIAS.
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FIGURA 5. Relacion entre las concentraciones de UFC, de la CEPA HL58, ofrecida y

consumidas por las artemias. Las barras indican la Desviacidn Estandar de 4 réplicas, para

cada una de Ias muestras fomadas.

3.3 CALIDAD DE AGUA

En ambos experimentos, los parametros de calidad de agua, se

mantuvieron dentro de los aceptables para e! crecimiento de PL's de P.
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Vannamei. Salinidad 35 ppm, pH 8.39 + 0.03, Temperatura 28.19 + 0.23 °C,
Amonio < 0.5 ppm.

3.4 NIVELES DE MORTALIDAD DE POSTLARVAS EN LOS
EXPERIMENTOS

PRIMER EXPERIMENTO:

Los registros de mortalidades de postlarvas observados al final del
experimento fueron, para el caso de los controles una Media y Desv. Est. de
1.85% +1.8%, en el caso de los experimentales una Media y Desv. Est. de 9.4
+3.29% al final de 7 dias.

CEPA HL58 BIODENCAPSULADA CONTROL
Estanque 1 10 3.3
Estanque 2 6.6 3.3
Estanque 3 6.6 0
Estanque 4 6.6 3.3
Estanque 5 13.3 0
Estanque 6 13.3 0
Media tDesv. Est. 9.4 +3.29 1.65 1.8

CUADRO 9. Porcentaje de moralidad 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 dias. Para el
caso de los controles la tasa de mortalidad fue del 0%, pero en los estanques
donde se alimentd con A. Franciscana bioencapsulada con fa CEPA HLSS, la
mortalidad se presenté a partir del tercer dia del tratamiento incrementando hasta
el sexto, donde se estabiliz, alcanzado una tasa de mortalidad del 15.27 +
6.27%, observandose dos estanques con mortalidades del 8.3%, tres estanques

con mortalidades del 16.66% y un estangue con mortalidad del 25%.
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CEPA HL58 BIOENCAPSULADA CONTROL

Estanque 1 16.66 0
Eslangue 2 8.33 Q
Estanque 3 16.66 0
Eslanque 4 8.33 0
Estanque 5 16.66 0
Estanque 6 25 0
Media + Desv, Est. 1527 £6.27 00

CUADRO 10. Porcentaje de mortalidad de poslarvas acumulada al término
del segundo experimento, de un total de 12 PL's por estanque.

SEGUNDO EXPERIMENTO
254 MORTALIDAD DIARIA ACUMULADA
20
2 |
w ) : __/ : : i
) / '
2 0 ./
?i_‘ ' /
wl
(a] 5]
£ —m— TRATAMIENTO
-I CONTROL
0 o . . T T
T T T v T ¥ T v 1 M ¥ 4 ||
1 2 3 4 5 6 7
TIEMPO (DIAS)

FIGURA 6. El inicio de montalidades se presentd a partir def tercer dia, incrementédndose hasta
el sexto dia, a partir del cual se estabiliza. Las barras indican la Desviacién Estandar de 6

replicados.
3
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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 paso para ambos experimentos. A partir de esto se tomo la
decisién de usar una prueba no paramétrica, Mann and Whitney U-test. Para
ambos experimentos la prueba de Mann and Whitney indicé que habia una
diferencia significativa entre los niveles de mortalidades del tratamiento
“bioencapsulacién con HL58" y del control (U=57.0;p<0.005; n=6 para los 2

experimentos).

Para el caso de las PL's alimentadas con artemia enriquecida con HL58, las
cajas de TCBS para la recuperacién de ta CEPA HL58 mastraron crecimiento de
colonias verdes (sucrosa -}, 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 relacion a la CEPA HL58.

Los resultados de identificacidn obtenidos para estas colonias verdes (sucrosa -),
mediante el sistema de identificacion BIOLOG™ (ANEXO 1), indican indices de
similitud mayores a 0.700 con respecto V. parahaemolylicus al que pertenece la
CEPA HL58. Al realizar un coeficiente de correlacion entre las muestras de
colonias oblenidas con V. parahaemolyticus, todas presentaron un coeficiente

mayor a 0.93, como se muestra a continuacion:

Lista de Coeficiente de Correlacion, entre una colonia verde (sucrosa -) aislada
de camarén de cada uno de los replicados del tratamiento "bicencapsulado con
HL58" del experimento 2 v Ia cepa de referencia HL58 del cepario del CIAD. EI
penlitimo valor presentado se refiere a una colonia amarilla (sucrosa +) aislada

32



de un camaron del control. Todas las colonias aisladas del grupo control fueron
amarillas. El altimo valor presentado se refiere a una colonia aislada de las instar
I bicencapsuladas con HL58. Las muestras de instar Il 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 indice de correlacion fue medido con relacion a la

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

3.5 RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS

En los cortes histologicos de las posiarvas, pertenecientes al grupo
experimental, se observa invasion de colonias bacterianas en las células
epiteliales del hepatopancreas. Asimismo se observa una ligera infiltracién de
hemocitos, asociados a Ias bacterias y también se aprecian focos de necrosis en

el epitelio del hepatopancreas.
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4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El proceso de eclosionar quistes de Artemia spp. sin cuidar medidas
higiénicas, presenta serios problemas. El agua de mar presenta contaminacién
de materia organica, presencia de organismos coliformes y de Vibrio spp. Esto es
un medio adecuado que facilita la multiplicacion de los vibrios y si a esto se le
agrega que el corion de los quistes presenta una estructura alveolar expuesta
(FIGURAS 1y2); superficie que faciimente puede ser colonizada por bacterias,
del inicio al final del proceso de eclosion de las artemias, propiciando un notable

aumento en la concentracion de bacterias por mililitro.

Se ha encontrado que los nauplios pueden ser transporte de baclerias
heterdtrofas, e incluso se ha detectado la presencia de éstas en quistes
enlatados al vacio(33). El sistema de alimentacién no selectivo que presentan
las artemias las convierte en un medio de transporte, para aquellas sustancias o

productos biologicos que puedan ser ingeridos por las mismas.

El proceso de eclosion de tas 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
obtener 90% de eclosion de quistes (instar 1). Mantener el medio, en que se
encuentran las artemias, en un estado libre de bacterias favorece de forma
notona, la disminucién de bacterias en el mismo, st 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 dedescapsufacion y
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eclosion con antibiotico se logra obtener artemias libres de bacterias, como se
puede observar en los resultados de este estudio. Para evitar la contaminacién
del medio donde se eclosionan las artemias, se debe maniener un area 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 ofrecié la
suspencién de la CEPA HLS58, aproximadamente 10,000 instar !l en 40 ml de
agua de mar filtrada y esterilizada mas la suspension de 15ml de la CEPA HL5S,
presenté demanda de oxigeno, que fue proporcionada mediante una agitacion
constante y un flujo de aire por burbujeo, durante el tiempo que durd el proceso

de bioencapsulacion.

La relacidn entre la concentracion 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 ofrecié la CEPA HL58 en una mayor proporcion 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 'Ias bacterias de! género Vibrio spp.. se menciona
frecuentemente el uso de inyecciones como una via con la que se puede
demostrar el grado de virulencia y/o patogenicidad de ésta, de lo que se manejan
DLs, g' de camaron 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 inoculacién
directa (al individuo) con un volumen y una concentracién de UFC ml” conocida,

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

mismao.

Con respecto a los baifos con concentrados niveles de UFC ml', éstos por si
solos, no logran inducir una respuesta medible, logréandola 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

camardn a un estado de estrés (31).

Adn cuando estos procedimientos muestran niveles de patogenicidad bacteriana,
no denota un proceso infeccioso apegado a una via o evolucién natural.: Una
inyeccion permite un acéeso directo, exagerado, altamente traumatizante y por
ende desencadenante de un estado de estrés en el camaron, predisponiéndolo a
un estado patoldgico, los baios por si solos no desencadenan respuesta alguna,
(11). Para el caso de heridas, alin cuando éstas tratan de imitar las lesiones que
se producen en el dorso por movimientos de nado, agresividad por territorio y
busqueda de alimento, en sislemas de produccion intensiva principalmente, es
minimo el nimero de individuos afectados, recuperandose de las heridas

después del proceso de muda.

Los organismos susceptibles inoculados presentaron: disminucion en el consumo
alimenticio, aletargamiento, disminucion de la respuesta de huida, tasa de
mortalidad y presencia de nédulos hemociticos en los cortes histolégicos. Estas
sefales, aunque comunes en diferentes enfermedades de camarén pueden ser
indicativos de vibriosis (23).
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El namero de células bacterianas administradas a los camarones, tenia una
concentracion de 10° UFC mi ' que es similar al nimero de bacterias a que los

camarones estan generalmente expuestos en larviculturas comerciales .

Flegel et al. {1992) sugirieron que los camarones son continuamente invadidos
por bacterias a una velocidad y cantidad constantes. Si esto es cierto, altas
concentraciones bacterianas en el agua, facilmente usarian todos los hemocitos
de camardn y aunque sdlo una pequena fraccidén de estos vibrios fuera patégena,
el efeclo de éstos podria ser extremamente relevante. Debido a esta leoria, se
decidié que la técnica de infeccion experimental seria diaria, en un inlento de

invadir los camarones a una tasa constante.

E! mismo experimento se repitid para verificar la repetibilidad de los resultados y
en ambos casos el analisis estadistico indica una diferencia significativa entre los
niveles de mortalidades de ambos tratamientos, esta técnica podria entonces ser
usada para probar el efecto de nuevos productos en el tratamiento o prevencion
de vibriosis. La vibriosis esta frecuentemente relacionada con fa calidad de agua
y por eso este método podria también ser usado, para estudiar cuales son las
condiciones del agua mas favorables en Ia prevencion de esta enfermedad.

Mediante la utillizacion de esta técnica de infeccion experimental, se logré
intraducir elevadas cancentraciones de bacterias en las PL's, sin llegar a
cuantificar el nimero de bacterias que logran establecerse en el organismo asi

como aquellas que se eliminan del mismo,

Gomez Gil, CIAD-Mazatlan, comunicacidn personal.
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Aun cuando los cortes histolégicos presentan nodules sépticos, no se puede
concluir que estos sean originados por la cepa HL58, ya que pudieron ser
originados por otra bacteria o quiza se encontraban presentes antes del indculo.
Sin embargo, con base en los estudios experimentales realizados, se toma como
indicalivo de que [as lesiones estén asociadas a la vibriosis.

CONCLUSION

De este estudio se puede concluir:
La Arfemia franciscana es un medio bidlico para la bioencapsulacion del Vibrio
parahaemoliticus.

Como medio de transporte, el Vibrio parahaemoliticus bioencapsulado en Artemia
franciscana induce niveles elevados de Vibrio en las PL’s.

La técnica de infeccidn experimental para camarones peneidos (Litopenaeus
vannamef), mediante la ingesta de Vibrio parahaemoliticus, bioencapsulado en
Artemia franciscana, logra ser efectiva en el grado de que se evite su

contaminacion.
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ANEXO ANALISIS DE CORRELACION PARA BIOLOG™
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CONTINUACION DEL ANEXO
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