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INTRODUCCION

La acuicultura es considerada como una de las actividades generadoras de alimento
mas importantes en el mundo y la de mayor crecimiento en los dltimos 30 afos (Jia ef
al., 2001). Las especies que se cultivan pueden ser de agua dulce, salobre 0 marina
como peces, moluscos, anfibios, reptiles y crustdceos.

El cultivo de camarén se lleva a cabc en mas de 50 paises y el crecimiento de esta
biotecnologia en las vitimas 3 décadas se ha incrementado considerablemente, debido
at alto valor comercial del producto que se deriva en grandes aportaciones econdémicas
que generan divisas y un mejor nivel de vida en paises en vias de desarrollo. En
México la acuicuitura marina es una industria relativamente nueva cuya principal
especie de cultivo es el camaron. Tal es su importancia que actualmente existen en el
estado de Sonora 116 granjas con 11,500 has de cultivo; 360 granjas en el estado de
Sinaloa con 25,016 has de cultivo y 139 granjas en el estado de Nayarit con un total de
3,500 has de cuitivo (ISA, 2003). Aun cuando se han obtenido altos volimenes de
produccién obtenidos con la camaronicultura, esta actividad se ha visto afectada en
diversas ocasiones por una gran variedad de enfermedades principalmente de tipo
infeccioso ocasionadas por virus, bacterias, hongos y parasitos las cuales ocasionan
importantes pérdidas en los cultivos, limitando el potencial productivo y la rentabilidad
comercial de las empresas (Brock 1992, Lightner 1993, 2003 y Subashinge et al., 2001).

Las enfermedades reportadas en México que han tenido un efecto negativo importante
en las dos especies mas importantes de camaron (Lifopenaeus vannameiy Litopenaeus
stylirostris) son las de tipo viral (Alceste-Oliviero, 2001} e incluyen al virus de la
Infeccidon de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyetica (IHHNV, por sus siglas en
inglés), virus del Sindrome de Taura (TSV, por sus siglas en inglés), virus de la Mancha
Blanca (WSSV, por sus siglas en inglés) entre otros. También gran nimero de
bacterias, protozoarios parasitos y hongos estan implicados como agentes causantes
de infecciones y enfermedades generadoras de cuantiosas pérdidas econdomicas en la
industria camaronera {Lightner, 1996).

Se ha determinado que la presencia de las enfermedades es el resultado de una
compleja interaccion entre hospederos, medioambiente y patdgenos (Sniensko 1973;
Lightner et al., 1999; 2001). La mayor parte de los organismos considerados patégenos
se encuentran en el ambiente acuatico de manera natural y también la mayoria de ellos
son oportunistas, de tal manera que cuando los camarones se encuentran estresados,
el sistema inmune se deprime y los patégenos pueden entrar en accion con poca
resistencia del organismo (Snieszko, 1973). Los técnicos encargados de hacer la
diagnosis de la enfermedad deben tener el conocimiento adecuado para determinar
cuando un organismo es patégeno y cuando no, cuando el huésped esta infectado
{patdgenos presentes en el organismo sin causar dafios) y cuando esta enfermo
(patologias ocasionadas por los patdgenos en el organismo).

En sistemas de cultivo abierto semi-intensivo e intensivo de camarén, clase Il de
acuerdo a la clasificacion de Horowitz y Horowitz, (2003) es practicamente imposible
eliminar en su totalidad a los patdgenos mediante medidas de bioseguridad, por lo que
los productores deben contar con un programa de vigilancia y monitareo de la salud de
los camarones, con el fin de detectar a tiempo cualquier enfermedad y evitar su
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dispersion. Una deteccion temprana seguida de una accién inmediata puede prevenir
un desastre de contaminacién, previniendo la dispersion del patégeno en e! sistema de
cultivo (Wyban et al., 1991 y Subasinghe et al, 2001).

Existen varios métodos y niveles para realizar una diagnosis, el andlisis en fresco es
una técnica que se utiliza para vigilar y monitorear el estado de salud de los camarones
mediante la realizacion de diagnésticos presuntivos en laboratorio y campo (Lightner et
al, 1999; FAO/NACA, 2001). Este tipo de andlisis es una herramienta Gtil y facil de
aplicar para la deteccion de las enfermedades causadas por bacterias, protozoarios
parasitos y hongos més comunes en la camaronicultura (Morales y Chavez 1999,
Morales 2004). Para |a deteccion oportuna de los virus, de forma presuntiva, existe una
técnica de deteccion en fresco que se conoce como el método de tincidn rapida, el cual
permite detectar principalmente el virus de la Mancha Blanca (WSSV, en altos grados
de severidad de infeccion) que desde hace 4 afios ha causado cuantiosas pérdidas en
los cultivos de camardn en el estado de Sinaloa.

Con este trabajo se pretende mantener bajo vigilancia y monitoreo constante, la salud
de los camarones en una granja durante un ciclo de cultivo de camardn blanco
(Litopenaeus vannamei) mediante andlisis en fresco. El objetivo es detectar a tiempo
cualquier enfermedad e informar oportunamente a los encargados de la granja para que
lleven a cabo los métodos de diagnostico confirmativo necesarios y se tomen las

medidas para controlar las enfermedades y/o para minimizar o detener su dispersién y
llevar a buen fin el ciclo de cultivo.



ANTECEDENTES
Vigilancia y monitoreo

Para evitar enfermedades en los organismos bajo cultivo, se deben de implementar
medidas de bioseguridad gue minimicen los riesgos de introduccion y dispersion de
patogenos. Las medidas de bioseguridad son “el conjunto de medidas que se toman
para mantener la salud de los organismos acuaticos bajo cultivo, del peligro siempre
presente de las enfermedades” (Kabata, 1985). Sin embargo, por las caracteristicas de
los sistemas de cultivo abierto, que hace dificil la exclusidén total de los patdégenos
(Horowitz y Horowitz 2003, Lightner et al, 2001), es necesario llevar a cabo dos
acciones conocidas como vigilancia y monitoreo de las enfermedades (FAOQO/NACA

2001, Subasinghe ef al., 2001), estas acciones son parte fundamental de las medidas
de bioseguridad.

Vigilancia es la observacion sistematica y e! examen de muesiras de poblaciones de
animales acuaticos, disehado para detectar la presencia de agentes infecciosos o
senales clinicas de enfermedad con el propésito de controlar el brote y/o dispersién de
la misma. Mantener una vigilancia sistematica en poblaciones de organismos silvestres
o cultivados sirve también para detectar la presencia de nuevos agentes patégenos

(patdégenos emergentes) que nunca antes se habian observado en dicha poblacién
(FAO/NACA, 2001).

Los muestreos de vigilancia se realizan cuando no existe presencia de enfermedades y
solamente se pretende conocer el estado de salud de los organismos para determinar
en sus primeres estados el brote de cualquier enfermedad o detectar en sus inicios a
cuaiquier patégeno o afectacién en el camarén. En realidad no existe una receta para
llevar a cabo un programa de vigilancia y monitoreo pues depende de las circunstancias
de la granja (sistema de cultivo, tamafio de la granja y de los estanques, antecedentes
de enfermedades, situacidon local etc.), sin embargo se tiene que empezar con una
planeacion para el programa de vigilancia. Lo ideal seria tomar muestras diarias de
todos los estangues, pero ademas de impractico, en poco tiempo de tanto muestreo
acabariamos con las poblaciones. Para ello existen métodos epidemiclagicos y es,
necesario hacer una pilanificacion de muestreos. Esta consiste en seleccionar
estanques al azar (Cameron, 2002} y tomar una muestra representativa de organismos
al azar (Lightner, 1996) para su andlisis, que asegure que de existir un sindrome ©
enfermedad dentro de los estanques se va detectar en los camarones muestreados.
Ademas de éste muestreo, el sistema de vigilancia pide a los encargados de la sanidad
que mantengan una estrecha vigilancia en los demas estanques con e! fin detectar
sefales clinicas de enfermedad e inmediatamente hacer un muestreo para realizar
analisis presuntivos y/o confirmativos.

Cuando se ha detectado una enfermedad, el sistema de vigilancia se cambia por el
sistema de monitoreo para llevar a cabo el seguimiento de la enfermedad. Seguimiento
o Monitoreo es la colecta y el andlisis de la informacién necesaria para detectar
cambios en la prevalencia o la intensidad de una infeccidén (FAO/NACA, 2001).

Los muestreos de monitoreo se planifican para determinar el comportamiento de dicho
brote (MPEDA/NACA, 2003), es decir la prevalencia {variacién en el tiempo del nimero
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de animales afectados en fa poblacién), la severidad (intensidad de la infeccién en cada
individuo) y la incidencia {(nimero de nuevos organismos infectados en la poblacion) de
la enfermedad en el estanque (Bush et al., 1997). La vigilancia en otros estanques se
debe mantener y llevar rigurosamente para detectar nuevos brotes de la enfermedad
detectada o de otras enfermedades. Las medidas de bioseguridad en toda la instalacion
se deben de realizar estrictamente para evitar en lo mas posible el paso del patégeno a
otros estangues y en su caso poder controlar el patdgeno del estanque o estanques
problema (Horowitz y Horowitz 2003, Lightner 2003 y Chanratchakool 1999).

Para llevar a cabo de manera efectiva fos planes de vigilancia y monitorec se debe
contar con métodos de diagnostico adecuados (Lightner ef af., 2001), para identificar la
causa especifica de la enfermedad o sindrome. De acuerdo a la FAQ, existen 3 niveles
de diagnéstico. El Nivel 1 que se lleva a cabo en la granja en la cual el responsable
debe conocer el estado normal {saludable) de los camarones, tanto su apariencia como
su comportamiento y debe ser capaz de conocer las sefiales clinicas de las
enfermedades. La informacién sistematica y registros bien llevados de este nivel
pueden proporcionar suficiente informacién para una diagnosis presuntiva con la cual se
puedan aplicar ciertas estrategias para evitar la transmision de enfermedades. Por lo
tanto en cada granja el nivel | debe estar bien establecido (FAO/NACA, 2001).

Con el diagnéstico del Nivel | rara vez se puede llegar a una diagnosis definitiva (a
menos gue el problema sea ya evidente), sin embargo proporciona un punto esencial de
inicio para reducir los riesgos de transferencia de patégenos a través del movimiento de
los animales. E! monitoreo del Nivel | es una parte importante del diagnéstico general ya
que proporciona datos claves y esenciales para detectar enfermedades emergentes en
sus inicios, por lo tanto esta informacion debe ser debidamente evaluada en cualquier
programa de diagndstico. Esta informacién es la mayoria de las veces basica y
fundamental para los niveles il y Il de diagnéstico (FAO/NACA, 2001).

El Nivel Il de diagnostico se lleva a cabo en laboratorios especializados en los que se
tenga el equipo necesario y el personal entrenado en patologia acuatica para llevar a
cabo andlisis histolégicos, bacteriologicos, parasitolégicos y micolégicos. Estos
laboratorios deben contar con registros precisos de diagnéstico, protocolos para
preservacion y almacenamientoc de muestras y especimenes. Acceso a manuales y
guias para el diagnéstico de las enfermedades, contacto con nivel | y laboratorios y
especialistas del nivel lll (FAO/NACA, 2001).

El Nivel Ill son laboratorios especializados con equipo sofisticado y personal entrenado
para llevar a cabo técnicas de microscopia electronica, moleculares e inmunologia.
Cuentan con los protocolos para la preservacion de las muestras para consulta y
validacién, contacto con laboratorios de referencia, accesos a la literatura cientifica,

manuales y guias para el diagndstico de enfermedades y contacto con los niveles [ y I
(FAO/NACA, 2001).

Sin embargo, los avances de la tecnologia estan haciendo posible el llevar a cabo
técnicas de diagndstico de nivel Ili en las granjas, mediante la aplicacién de nuevos Kits,
faciles y sencillos de realizar. Desafortunadamente, a la fecha no estan disponibles
todavia en todas las granjas por falta de recursos econdmicos o ausencia de
conocimientos debido que en el momento de la escritura de esta tesis, se esta iniciando
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en uso estos kits. Cuando estas herramientas se utilicen mas ampliamente y sean mas
accesibles, seran muy Utiles pues el diagnédstico sera mas eficiente y rapido.

Un problema que se les ha presentado a los productores de camarén, es que las
metodologias para llevar a cabo la vigilancia y el monitoreo no estan bien definidas y
los camaronicultores se enfrentan a la problematica de elaborar su programa sin los
criterios adecuados para establecerlos. En Ia camaronicultura, el sistema de cultivo, el
tamano de las granjas y de los estangques, el manejc de las granjas y 10s recurscs
economicos disponibles difieren considerablemente, de tal manera que |os técnicos de
la granja se enfrentan a diversas preguntas tales como: a) ¢cual es el mejor sistema de
vigilancia y monitoreo para mi granja?; b) ¢con que criterios elaboro el programa?; c)
jeouantos estanques debo seleccionar para que los resultados sean representativos?; d)
scudl es el tamafio de muestra que debo tomar para que {a vigilancia y el monitoreo sea
representativo de mi poblacién?; e) ;cual es la frecuencia de muestreo?; f) jcuando
debo enviar muestras para analisis confirmativo de nivel Il y I1?; ¢) ¢cuando debo
cambiar el programa de vigilancia a monitoreo?; h) ;que tan capacitado debe estar el
personal?; i) ¢realmente el diagnostico de nivel | es importante?.

Dado que el brote de una enfermedad puede surgir en cualquier estangue, un programa
de vigilancia para conocer el estado de salud de los organismos requiere que el
patdlogo a cargo, vigile diariamente todos los estanques. Este es un trabajo diaric en
colaboracidn estrecha con el resto del personal (alimentadores, parametristas,
encargados de calidad de agua, personal de apoyo para limpieza etc.) y se basa en que
todo el personal que tiene contacto con los organismos conozcan las sefiales basicas
externas de salud y de enfermedad con el fin de detectar en sus inicios un problema y
asi se lo manifiesten al encargado de |a safud en la granja para su verificacion. Una vez
detectada una sefial de enfermedad en cualquier estanque, se deben realizar
muestreos para determinar mediante técnicas de diagndstico presuntivo dicha
posibilidad y en su caso enviar muestras para confirmar en los niveles It y Il de
diagnostico. Ademas de la observacion diaria del estado de salud de los camarones en
todos los estanques, se debe realizar un nimero adecuado de muestreos al azar en
estanques representativos, seleccionados al azar para analizar mediante analisis en
fresco y/o tincién rapida si no hay un peligro de brote de enfermedades. Un tercer punto
importante es que sl patdloge debe conocer los parametros de calidad de agua de los
estanques y los datos de alimentacién con el fin de estar alerta de posibies factores
estresantes y poner mas énfasis en la vigilancia y/o monitoreo.

Importancia del camarén blanco (Litopenaeus vannamei)

El camardn blanco Litopenaeus vannamei es actualmente |la especie mas cultivada en
las granjas camaroneras del continente Americano (Brock, 1992). El camarén blanco
se encuentra ampliamente distribuido de manera natural en las costas del Pacifico
desde México hasta Perd (Wyban et al., 1991). Esta especie tiene preferencia por
aguas estuarinas cuando es postlarva hasta juvenil y por las aguas marinas cuando es
adulto (Martinez, 1999). Esta especie se esta cultivando comercialmente en Ecuador,
Colombia, México, Panamd, Estados Unidos y otros paises americanos {Alceste-
Oliviero, 2001). Algunas ventajas importantes de cultivar esta especie es su relativa
facilidad de cultivo (Wyban et al,, 1991) y alto precio en el mercado, principalmente el
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de exportacién (Martinez, 1999). Tan importantes han sido estos dos Gltimos aspectos
que actualmente ya se cultiva esta especie en diversos paises de Asia.

Taxonomia y Anatomia del camarén

Litopenaeus vannamei es un crustéceo decapodo miembro de la familia Penaeidae.
Esta especie tiene un rostro dentado con dos dientes debajo y de ocho a nueve dientes
arriba del rostro. L. vannamei pertenece al subgénero Litopenaeus puesto gue las
hembras tienen el télico “abierto”, sin receptaculo seminal (Wyban et af., 1991, Pérez et
al, 1997). A este grupo perienecen algunas especies americanas de importancia
comercial, tales como: Litopenaeus stylirostris y L. setiferus.

El cuerpo de los camarones estd formado por un cefalotérax y un abdomen.
Externamente el cefalotorax esta compuesto por el rostrum, 0jos, caparazén, antenas,
anténulas y pereidpodos, ademas de poseer las branquias. En el abdomen se localizan

los pledpodos, el telson, los urdpodos y los seis segmentos abdominales compuestos
de tejido muscuiar (Figura 1).
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Figura 1. Morfologia externa de camarén.

Internamente e! cefalotérax contiene la mayor parte de los 6rganos vitales de estos
organismos, ya que en este se localiza el hepatopancreas, érganc linfoide, corazén,
glandula antenal, el cerebro y la parte anterior del sistema digestivo. En el abdomen
solo se localiza la parte posterior del corddn nervioso y el intestino medio y posterior
ademas de la mayor parte de los paquetes musculares {Figura 2).
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Figura 2. Anatomia interna del camarén.

Dentro de las funciones principales de sus dérganos y tejidos destacan el
hepatopancreas, encargado de la distribucién, absorcion y almacén de nutrientes. En
este 6rgano se aprecian principalmente enfermedades de tipo bacteriano, toxicolégico,
nutricional y viral. El sistema digestivo de este organismo permite la toma, masticacion
y almacén temporal del alimento. Las enfermedades mas comunes en este importante
sistema son principalmente las de tipo viral, bacteriano y las causadas por parasitos.
Ltas branquias también juegan un papel importante en la respiracién, excrecion,
osmoregulacion y fagocitosis, Sin embargo este érgano vital puede ser afectado por la
presencia de virus, bacterias, hongos y epicomensales. La presencia del exoesqueleto
es una caracteristica propia de los crustaceos ya que permite dar soporte y proteccion

en los érganos y tejidos. Igualmente puede resultar afectado peor bacterias, hongos,
epicomensales y virus,

Principales enfermedades de los camarones peneidos.

Las enfermedades son causantes de severas mortalidades en el camarén (Johnson,
1990), siendo el mayor obstdculo en la produccidn camaronicola mundial
(MPEDA/NACA. 2003). Se ha determinado que la presencia de las enfermedades son
el resultado de una compleja interaccion entre hospederos, medioambiente y patégenocs
(Lightner et al., 2001). El manejo de las condiciones ambientales en un sistema de
cultivo como en la camaronicultura es un factor determinante de la presencia de una
enfermedad (Couch, 1978 y Lightner, 1993). En términos de impacto econdmico, las
enfermedades mas importantes que afectan el cultivo de camarones peneidos en Asia,
la regién Indo-Pacifica y América son de origen infeccioso (Lightner et al., 2001). Los
camarcnes peneidos son propensos a enfermedades causadas por representantes de
casi todos lo grupos de agentes infecciosos conocidos, como los virus, rickettsias,
bacterias Gram negativas y positivas, hongos y protozoarios (Lightner 1996, et al,

1999). De estas, las mas relevantes son las causadas por los virus (Lightner et al,
2001).

Enfermedades causadas por virus
l.as infecciones virales son serias batallas entre patdgenos y hospederos que pueden

resultar en muerte celular, eliminacion del virus ¢ infeccién latente manteniendo ambas
células vivas (céluta hospedera y célula viral). Para producir una enfermedad, los virus
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deben entrar en un hospedero, estar en contacto con células sensibles, replicarse en
ellas y producir una lesion celular {(Greber, 2001).

Se han descrito diferentes virus en la camaronicultura (Lightner, 1996). Las infecciones
ocasionadas por los virus de camarones peneidos tales como WSSV (Mancha Blanca) y
TSV (Sindrome de Taura), y en menor grado IHHNV (Virus de la Necrosis Hipodérmica
y Hematopoética Infecciosa), YHV (Cabeza Amarilla) le han ocasionado a la industria
camaronicola pérdidas de cultives, emplecs, e ingresos por exportaciones, lo cual se
traduce en millones de délares (Lightner et al, 2001). De las enfermedades virales
reportadas hasta la fecha para el continente americanc, solamente seis se pueden
diagnosticar presuntivamente con el método de analisis en fresco e improntas (BP,
MBV, HPV, WSSV, YHV y TSV) (Morales, 2004).

Baculovirus penaei (BP)

La poliedrosis nuclear baculoviral puede ser causada por dos agentes distintos: el
Monodon baculovirus (MBV) v el Baculovirus penaei (BP). E! primero afecta a los
camarones peneidos del hemisferio oriental; el segundo, a los camarones peneidos del
hemisferio occidental. Se trata de dos virus distintos, pertenecientes a la familia
Baculoviridae. Se ha comprobado que existen multiples cepas de BP en todo el mundo
y es posible que también suceda lo mismo con MBV (Lightner, 1996).

BP ha sido reportado como una enfermedad que causa altas mortalidades en larvas,
postlarvas y juveniles de camarén blanco (L. vannamej) (Lightner, 1996) y azul (L.
stylirostris}. BP es el Unico baculovirus que generd impacto en las granjas de cultivo de
Litopenaeus vannamei (Brock, 1992). Ampliamente distribuide en cultivos de Estados
Unidos, México, Centroamérica, el Caribe, Ecuador, Colombia, Per( y Brasil {Lightner,
1996). En México se ha observado en larvas, postlarvas y reproductores de Litopeasus
vannamei (Morales, 2004). En larvas y postlarvas tempranas severamente afectadas se
pueden observar algunas sefiales clinicas tales como: altos indices de mortalidad,
reduccidn en los indices de alimentacion y crecimiento, incremento en la infestaciéon por
organismos epicomensales en branguias € incluso se puede observar el intestino medio
blanquecino (debido a la necrosis de los tejidos infectados), la cual es visible a través
de la cuticula del abdomen (Lightner, 1996).

El mecanismo de trasmision del BP es exclusivamente por la via oral. La trasmision
ocurre rapidamente durante los estadios larvarios y de postlarva temprana. Las
principales fuentes de trasmisién del BP son: canibalismo de camarones infectados,
contaminacién del desove a través de las heces de adultos infectados (de las hembras,
en la mayoria de los casos de cultivo), agua contaminada con BP en las bahias donde
se reprocesa camaron (particulas viables en los tejidos congelados a una temperatura
de -80 °C, en los sistemas de cultivo, reservorios y canales, asi como a través de redes

y otros utensilios y sedimentos contaminades con BP (Bruce et al., 1994, Overstreet et
al., 1988).

Para el diagnéstico de {a enfermedad causada por BP mediante andlisis en fresco, se
toman muestras de hepatopancreas, intestino medio © heces para buscar la presencia
de cuerpos de oclusién (simples o multiples) de forma tetraédrica o piramidal, con la
ayuda de un microscopio compuesto o de contraste de fases (Lightner, 1996).



Figura 3. Cuerpos de oclusion tetraédricos de BP. Fotografia tomada a 40X mediante
analisis en fresco. Tomada de Morales, 2004.

Mediante anilisis histologico se observan los cuerpos de oclusion en las células
epiteliales de los tabulos y lumen del hepatopancreas e intestino medio, eosincfilicos
(con tincidn H&E los cuerpos de oclusidn de BP se tifien de rojo vivo), causando
notables cambios citopatolégicos que incluyen una marcada hipertrofia nuclear,
marginacion y disminucién de la cromatina, disociacién nuclear en células infectadas del
epitelio del hepatopéncreas (Lightner, 1996).

Para el control de BP se utilizan camarones libres de patdégenos especificos (SPF,
Specific Pathogen Free) (Lightner, 2003). Si no hay otra opcion y se tienen que utilizar
reproductores silvestres o infectados, el contagio se puede prevenir, en gran parte,
impidiendo la contaminacién fecal de los desoves y con una limpieza total y
desinfeccion de huevos, nauplios y/o larvas mediante tratamientos a base de formalina
y agua de mar limpia (filtrada y tratada con cloro). También debe tomarse en cuenta
gue existen particulas virales libres en el agua de mar, las cuales pueden ser
inactivadas de la siguiente manera;

« Portemperatura: 4 dias, a 30 °C; 7 dias, a 25 °C; 12 dias, a 20 °C y 20 dias, a 15
2C.

+ Por calentamiento: a 45 °C, durante 120 minutos; a 50 2C, durante 30 minutos, y
a 60 2C durante 5 minutos.
El BP también se inactiva a pH bajo (1.0-4.0) y con desinfectantes como cloro (5 ppm),

cloruro de benzalconio (100 ppm), formalina (0.5 %) y alcoho! etilico (30 %) (Morales,
2004).

Monodon baculovirus (MBV)

La importancia de MBV esta muy bien documentada en la camaronicultura de Asia.
Este virus causa fuertes mortalidades en todos los estadios de vida del camardén P.
monodon y es considerado responsable del colapso de la camaronicultura en Taiwan a
finales de 1980. Se encuentra ampliamente distribuido en las costas de los océanos
Indico y Pacifico, Asia, Australia y Africa. En América se ha observado en camarones
importados de Tahiti, Hawai, México, Ecuador, Brasil, Puerto Rico y Estados Unidos de
Norte America (Lightner, 1996). La mayoria de los sintomas clinicos que presentan los
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camarones juveniles ¢ adultos infectados con este baculovirus no son especificos, pero
en larvas y postlarvas tempranas severamente afectadas algunas sefales clinicas
pueden ser: alios indices de mortalidad, reduccién en los indices de alimentacién y
crecimiento, incremento en la infestacion por organismos epicomensales en branquias e
incluso se puede observar el intestino medio blanquecino (debido a fa necrosis de los
tejidos infectados), la cual es visible a traves de la cuticula del abdomen. E! mecanismo
de trasmision de MBV es igual al de BP (Momoyama et al., 1988, Lightner et al., 1983).

Para el diagndstico de la enfermedad causada por MBV mediante analisis en fresco, se
toman muestras de hepatopancreas, intestino medio o heces para buscar la presencia
de cuerpos de oclusion de forma esférica, con la ayuda de un microscopio compuesto o
de contraste de fases {Lightner, 1996).

Figura 4. Cuerpos de oclusion esféricos del MBV dentro de nicleos hipertrofiados.
Fotografia tomada a 40X mediante analisis en fresco. Tomada de Lightner, 1996.

Mediante analisis histoldgico se observan los cuerpos de oclusion caracteristicos en las
células epiteliales de los tlbulos y lumen del hepatopancreas e intestino medio,
eosinofilicos {con tincion Hematoxilina-Eosina (H&E) los cuerpos de oclusién de BP se
titen de rojo vivo). Las células infectadas presentan una marcada hipertrofia nuclear,
marginacion y disminucion de la cromatina {Lightner, 1996). Para el control del MBV se

toman las mismas medidas de prevencion y control que se aplican para el BP (Morales,
2004).

Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa (IHHNV)

El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV), es pequefio
de aproximadamente 22 nm de didmetro, constituido por una cadena sencilla de ADN,
perteneciente al grupo de los Parvovirus. Infecta a casi todos los érganos vy tejidos de
los camarones (Lightner, 1996).

Este virus se encuentra ampliamente distribuido en Asia y América. En América, se ha
detectado en Estados Unidos, México, América Central, Ecuador, Per(, Brasil y
numerosas Islas de Caribe. En el Pacifico Central, en Hawai, Guam, Tahiti y Nueva
Calcedonia. En Asia, se ha encontrado en Singapur, Filipinas, Tailandia, Malasia y
Indonesia {(Lightner, 1996). En México fue reportado por primera vez en 1982, en
postlarvas de camardn azul importadas de Hawai, causando altas mortalidades. En
1987 se detectd la presencia de IHHNV en laboratorios de produccion de postlarva del
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norte de Sinaloa. Posteriormente, en 1990, se reportd este virus en laboratorios de
produccién de postlarvas del sur de Sinaloa (Lightner, 1992}. Esta infeccion ha
causado severas pérdidas en las granjas de cultivo de L. styloristris. En L. vannamei
también ha ocasionado grandes pérdidas en las granjas camaroneras, pero no tan
severas como en L. stylirostris {Lightner, 1996).

Es desconocido si IHHNV esta representado por una sola cepa o existen varias cepas
en diferentes zonas geograficas. Se sabe que algunos organismos sobrevivientes de
una epizootia pueden ser portadores de por vida, y trasmitirlo a sus descendientes y a
otras poblaciones (trasmision vertical y horizontal, respectivamente) (Lightner, 1999).

Los sintomas clinicos de la enfermedad IHHN no son especificos, pero en juveniles de
L. stylirostris y L. vannamei, en etapa aguda, se observa una marcada reduccidon en la
alimentacion seguida de cambios en la apariencia y comportamiento (nado lente hacia
la superficie con la parte ventral hacia arriba). El camarén repite este comportamiento
por varias horas hasta que se encuentra demasiado cansado para continuar (la muerte
de los animales infectados, ¢ hasta que es atacado y canibalizado por sus congéneres
mas sanos (Lightner ef al, 1999). La muerte de los camarones infectados ocurre dentro
de 4 — 12 horas de la aparicién de las primeras sefiales (Conroy, 1990). A menudo, en
este estado de infeccion L. styfirostris tiene manchas brillosas de color blanco en la
epidermis cuticular, especialmente en la unién de los platos tergales del abdomen,
déndole al camardn una apariencia moteada. Después que esta apariencia moteada se
debilita, en L. stylirostris y en algunas otras especies como L. monodon con la
enfermedad, a menudo los camarcnes moribundos se distinguen por una coloracién
azulosa y con opacidad en el misculo abdominal (Lightner, 1996).

En L. vannamei la enfermedad IHHN se relaciona a través de datos epizootiologicos
con sindrome del enanismo (RDS) (Lightner, 1996). Camarones juveniles con RDS se
caracterizan por presentar el rostrum deforme y torcido, flagelo antenal arrugado y otras
deformidades cuticulares. En poblaciones cultivadas de L. vannamei infectadas con
IHHNV, se ha observado una distribucidn de tallas relativamente amplia, con una
proporcion de tallas pequenas (enanas) mucho mayor de ia normal, entre 30 y 50 %.

Mientras que en juveniles de L. vannamei libres de IHHNV son entre 10 y 30 %
(Lightner, 1999).

Mediante analisis histolégico se observan los cuerpos de inclusion intranucleares tipo
Cowdry A {CAls), eosinofilicos (con tincién H&E en tejidos de organismos fijados con
solucién Davison y preservados en alcohol (OH) 70 %), con cromatina marginal,
nucleos hipertrofiados en celulas de tejidos de origen ectodérmico (branguias,
epidermis, epitelio intestinal, cordbn nervioso ventral y ganglios asociados) y
mesodérmico (érganos hematopoiéticos, glandula antenal, gonadas, érganc linfoide,
tejido conectivo y mosculo estriado). Rara vez se observan CAls de IHHN en células
epiteliales del hepatopancreas, los cuales son acompanados con infecciones severas
en los tejidos anteriormente mencionados (Lightner, 1999}

Para el control de IHHNV es necesario monitorear los reproductores de los laboratorios
de produccion de postlarvas por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) y posterior la eliminacion de los reproductores infectados. Para asi sembrar
postlarvas (SPF, Specific Pathogen Free} libres de este patdégeno (Lightner, 2003). Es
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indispensable limpiar y desinfectar adecuadamente los estanques antes de sembrarlos.
Debe evitarse el intercambio de equipo de mantenimiento entre estanques {por ejemplo,
redes, cubiertas, lanchas, material de analisis patolégicos y calidad de agua vy
sedimentos); ademas han de eliminarse todos los camarones moribundos o muertos en
cuanto aparezcan y se confirme la presencia de IHHNV (Charantchakool, 1998).

Virus del Sindrome de Taura (TSV)

El virus del sindrome de Taura (TSV) fue reportado por primera vez en 1992, en granjas
camaroneras cerca de la boca del rio Taura, en Guayaquil, Ecuador. Este virus ha sido
clasificado, tentativamente como un miembro de la familia Piconaviridae. Presenta una
morfologia icosaédrica; las particulas tienen un didmetro promedio de 30 a 32
nandémetros; su replicacion es citoplasmatica, contiene ARN de una sola cadena con
una longitud de aproximadamente 9 kb. TSV es una enfermedad gue provoca lesiones
severas en 1as células del epitelio del estébmago, del epitelio cuticular y de las branquias;

causa muy altas mortalidades en el camarén blanco y en el camarén azul (Lightner,
1996).

La distribucién del sindrome de Taura parecia estar limitada al continente americano,
pero los movimientos irresponsables de L. vannamei de Ameérica a Asia han
ocasionado la dispersion de TSV en Indonesia (Informe de! Dr. Don Lightner a la OIE y
transmitido por la FAO a la comunidad cientifica). El TSV se encuentra ampliamente
distribuido en paises del Centro y Sudamérica. En México fue reportado por primera
vez en 1995 en camardn blanco, pero actualmente también afecta a las dos especies

{camardn blanco y camarén azul) en cultivo, principalmente en los estadios de postlarva
y juvenil, con altas mortalidades (Lightner 1996).

Hansson et al.,, {1999) publicaron un articulo de la distribucion del TSV durante 6 afos
(1992 a 1997) en paises de América. Donde en 1996 encontraron una amplia
distribucion de camarones en fase aguda de TSV en Belice, Costa Rica, Guatemala,
Meéxico (Sonora, Sinaloa y Tamaulipas), Panama y USA (Texas y S. Carolina).

En 1996 se analizaron muestras de 33 granjas de diferentes areas del estado de
Sinaloa, los estudios histopatoldgicos revelaron 92 % de prevalencia de TSV en la zona
centro, 78 % en la zona Sur y 73 % en la zona norte. Para 1997 se detectd una
disminucién de la incidencia del virus en los organismos cultivados, teniendo en la zona
norte una prevalencia de 34 %, centro un 78 % y sur un 20 %. En 1998, se observo una
reduccidn significativa en la prevalencia de TSV con solo un 30 % de prevaiencia en las
granjas analizadas (Zarain y Asencio, 2001).

La enfermedad presenta dos fases. En la fase aguda se observan camarones
moribundos con cromatéforos rojos, lo que le da al camardn un aspecto rosado a rojizo,
y a los urépodos, una coloracién rojiza (enfermedad de la cola roja), intestino vacio y
presentan altas mortalidades (mortalidades acumuladas entre 80 y 90 %) durante el
proceso de muda. En la fase crdnica/recuperacion, los organismos presenta
metanizacion multifocal en la cuticula. Los organismos pueden o no presentar cuticula
suave y expansion de los cromatéforos rojos. Su comportamiento es el de animales
sanos. Solo se observan regiones melanizadas en vias de recuperacion.
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Regularmente en esa fase se obtiene sobrevivencias de 60 % al momento de la
cosecha {Lightner 1996).

Para detectar de manera rapida, y presuntiva, la presencia de TSV en camarones vivos
con la sintomatologia descrita para la fase aguda, se toman muestras de branquias y
estdmago y se sigue la metodologia descrita para el virus de la mancha blanca. Se
observa al microscopio compuesto (con aumentos de 40 o 60X}, para buscar células
con nicleos picndticos y con cariorrexis; en esta fase es posible observar cuerpos de

inclusiones citopltasmaticas y abundantes cuerpos esféricos de 1 a 20 micrémetros de
diametro (Morales, 2004).

Figura 5. Prueba rapida con tincién de branquias de un juvenil Litopenaeus vannamei,
se observan nlcleos cariorrexicos, picnoticos y cuerpos de inclusién de TSV. (Tincion
de hematoxilina-eosina de Mayer-Bennett). Fotografia tomada a 60X de Morales, 2004,

El diagnéstico por histologia de rutina en organismos en fase aguda, con tincién de
hematoxilina-eosina, se basa en la bOsqueda de areas con necrosis multifocal en el
epitelio cuticular del excesqueleto, apéndices, branquias, epitelioc del estémago e
intestino. En esta fase también se ven afectados el tejido conectivo y las fibras
musculares. Las células epiteliales son las mas afectadas y se observa que el
citoplasma se vuelve més eosinofilico. La picnosis nuclear y la cariorrexis son
caracteristicas de una lesién del sindrome de Taura; en algunos casos es posible
observar la presencia de inclusiones citoplasmaticas y una gran cantidad de cuerpos
esféricos pequefios (de 1 a 20 micrometros), que van de eosinofilicos a basofilicos
palido. En esta fase no se observa infiltracion hemolitica y otro tipo de respuesta como
formacién de nddulos hemociticos y melanizacidn (Lightner 1996).

Durante la fase cronica o de recuperacién, las lesiones son semejantes a las de una
infeccion bacteriana en la cuticula; presentan erosién bacteriang y colonizacion de la
cuticula. También es comuin observar esfercides en el érgano linfoide, asi como una
marcada infiltracién hemocitica, la cual puede 0 no estar melanizada (ésta se localiza
principalmente bajo las lesiones cuticulares melanizadas o necréticas) (Morales, 2004).

Para el control del virus, debe tomarse en cuenta que solamente puede ser inactivado a
100 °C durante 10 minuios en el tejido. Las sustancias quimicas que quiza puedan
inactivar al virus son los oxidantes, el sulfato de sodio y el dodecilo (SDS), los
detergentes no idnicos y los disolventes lipidos. Se desconoce |a resistencia del virus a
los desinfectantes, pero la desecacion de los viveros o estanques de cultivo, con o sin
cal, es efectiva para prevenir la infeccién de los cultivos subsiguientes. El hipoclorito de
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calcio, a 220 ppm de cloro, durante 24 horas, es eficaz para desinfectar las superficies
de los estanques de cultivo. El virus del sindrome de Taura sobrevive bien en tejidos
congeladoes; el agua procedente de los acuarios con camarones infectados por el virus
mantiene su estado infeccioso durante 14 dias (OIE, 2003).

Virus del sindrome de |a Mancha Blanca (WSSV)

El virus de la mancha blanca posee una doble cadena de ADN; su forma eliptica a
cilindrica, con una membrana trilaminar y viriones de 80-120 x 250-380 nm; tiene un
genoma de aproximadamente 290 kbp, caracteristica que lo hace uno de los virus mas
complejos que ataca al camarén. Debido a que es un virus completamente diferente, se

ha propuesto la creaciéon de una nueva familia, que llevaria el nombre de Nimaviridae
{Lightner et af., 1999).

Fue reportado por primera vez en 1992-1993, en el noroeste de Asia, y se disperso
rapidamente a través de la mayoria de las regiones de Asia y del Indo-Pacifico (Lightner
1996 y Lightner et al., 1999). En noviembre de 1995, se documentd el primer caso de
mancha blanca en el hemisferio occidental, en granjas de cultivo de L. setiferus del sur
de Texas. Plantas empacadoras de camardn localizadas cerca de la granja afectada
fue la causa de la intrcduccion del virus, debido que ahi estan los mayores

empacadores y reprocesadores de camarones importados de las areas afectadas de
Asia (Lightner, 1996).

Actualmente se encuentra distribuido en poblacicnes naturales y de cultivo de camarén
de L. monodon, L. japonicus, L. chinensis, L. indicus, L. merguiensis y L. setiferus
(Lightner 1996 y Lightner et al.,, 1999). Sin embargo, debido a que la industria del
camarén depende del trasporte regional e internacional de organismos vivos (como
reproductores, nauplios y larvas} y el envio de camardn para el consumo humano de
lugares donde se ha reportado mancha blanca es posible que la dispersion de WSSV
sea mayor a la reportada de manera oficial {Lightner et al., 19938). Se sabe que este
virus ha causado altas montalidades en cultivos de L. setiferus en los estades de Texas
y Carolina del Sur; en México, en L. stylirostris y L. vannamei y en algunos paises de
América Central (como Honduras, Costa Rica, Nicaragua, Panama, Ecuador) y
Colombia, en L. vannamei (Lightner ef al., 1999).

En camarones juveniles tardios y subadultos (especiaimente durante los 40 a 60 dias
de engorda) la primer sefal clinica es una drastica reduccién en la alimentacién, hasta
dejar de comer por completo. Posteriormente se detecia la aparicion de camarones
moribundos nadando cerca de la superficie y en las crillas de los estanques, llegando a
causar mortalidades hasta del 100 % en pocos dias (3 a 10 dias a partir de la aparicién
de los primeros sintomas) (Lightner, 1996}.

En L. stylirostris y L. vannamei, los organismos en fase aguda presentan una coloracion
rosada a rojiza: esto se debe a la expansion de los cromatdforos del epitelio cuticular.
En fase crénica es posible observar algunas manchas blancas muy pequenas en el
cefalotdrax, menores gque las reportadas para L. monodon (0.5 a 2.0 mm de diametro).
Tales manchas blancas son depésitos de calcio que también pudieran ser provocados
por cambios ambientales relacionados con la concentracion de calcio y con el pH del
estanque (Lightner, 1996).



15

Mediante la prueba répida con tincién de hematoxilina-eosina (tincion ripida), es posible
observar nucleos hipertrofiados, con cuerpos de inclusién en el centro. Las células
normales poseen nicleos irregulares, cromatina dispersa (manchas negras en el
centro). Las celulas infectadas presentan nicleos esféricos de mayor tamafo
{aproximadamente de dos a tres veces més grandes gue el tamafio nermai del nicleo)

y cromatina marginal. La metodologia de la prueba se provee en materiales y métodos
(Morales, 2004).

R8T

Figura 6. Prusba rapida con tincidn de hematoxilina-eosina de Mayer-Bennett del
epitelio del estémago, se observan cuerpos de inclusion citoplasmaticos intranucleares
basofilicos de WSSV. Fotografia tomada a 60X de Morales, 2004.

En el analisis hitopatdlogico se observan los cuerpos de inclusion intranucleares tipo
Cowdry A (CAls), que generalmente van de eosinofilicos a basofilicos pdlido (tincién
H&E) en organismos fijados con solucién Davidson. Estos cuerpos de inclusién se
encuentran dentro de nucleos hipertrofiados con cromatina marginal, en células de
branquias, epitelio cuticular, epitelio de estdmago, cordén y ganglios nerviosos, y
también es posible observario en el tejido hematopoyético, en la glandula antenal, en el
organo linfoide y en el tejido conectivo (Lightner 1996).

Un brote de WSSV puede ser prevenido mediante la eliminacién de los vectores
potenciales y cerrando las compuertas de entrada de agua a los estanques. Sin
embargo, un brote serio puede ocurrir en estangue sembrados con postlarva infectada
(PLs). Usar diagnosticos por PCR para buscar PLs infectadas es un camino para
reducir el riesgo de infeccion. Esta técnica es usada en muchos paises con diferentes
resultados. El PCR es muy sensible e incluso puede detectar pequefias cantidades de!
virus en animales individuales. Sin embargo, esta técnica no es efectiva cuando las
poblaciones son muy grandes y s6lo algunos organismos estan afectados. Esto puede
explicar el porqué de los brotes de la enfermedad pueden ocurrir en estangues cen
postlarva certificada como negativa mediante PCR {Chanratchakool, 1999).

Es importante mantener a los predadores y los competidores fuera de los estanques.
Después de gue el estanque es llenado, los recambios de agua son reducidos al
minimo por al menos el primer mes después de la siembra. El agua sblo debe ser
cambiada cuando es necesario, no como un proceso de rutina. También es muy
importante estar seguros de que el agua que entra a los estanques este libre de
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animales y que no este contaminada con basura de otras granjas. El reservorio es
esencial para realizar cada uno de |os tratamientos del agua entrante.

Las infecciones se pueden mover de un estanque a otro dentro la granja, por lo que el
equipo no debe ser usado en mas de un estanque a menos que sea absolutamente
inevitable. Si el equipc es movido entre los estanques tiene que ser primero lavado y
desinfectado. Es importante eliminar y destruir todos los camarones moribundos o

muertos en cuanto aparezcan y se confirme la presencia de WSSV (Chanratchakool,
1999).

El virus de la mancha blanca es inactivado a diferentes temperaturas: a 50 °C durante
20 minutos, y a 70 °C durante cinco minutos; la inactivacién por desecacién ocurre a 30
°C. También se inactiva a pH 3 durante una hora, y pH 12 durante 10 minutos (a
temperatura de 25 °C) (OIE, 2003).

Los productos quimicos méas usados para la inactivacién de WSSV son: solucién de
NaCl al 156 %, a 28 °C, durante 4 horas, y 0.5 pg/ml de ozono residual durante 10
minutos a temperatura ambiente.  Para la inactivacién también se ha usado
desinfectantes como hipoclorito de sodio, con 100 ppm de yodo durante 10 minutos o

10 ppm durante 30 minutos; y con 75 ppm de cloruro de benzalconio durante 10
minutos (Morales, 2004).

Es importante tomar en cuenta que el virus de la mancha blanca presenta una
sobrevivencia a diferentes temperaturas. A baja concentracidn se mantiene viable en
agua de mar estéril durante cinco dias, a 28 °C, y por mas tiempo a temperaturas mas
bajas. También puede mantenerse viable hasta por cuatro dias (a temperaturas que

oscilan enire 25 y 28 °C) en el agua de estanques en donde han ocurrido brotes de la
enfermedad (OIE, 2003).

Virus de la cabeza amarilla (YHV)

El virus de la cabeza amarilla pertenece a la familia Coronaviridae. Es un virus con
ARN de cadena sencilla, de forma cilindrica (150 a 200 nm de longitud por 40 a 50 de
ancho), posee una envoltura y su replicacion es citoplasmatica (Lightner ef al, 1999).
Ampliamente distribuido en los cultivos de L. monodon en Asia. Este virus se reportd
por primera vez en Tailandia en 1990. Hasta el momento, no se ha confirmado la
presencia de YHV en el continente Americano (Lightner, 1996).

La primer sefial clinica de esta enfermedad es un incremento anormal en el consumo
del alimento (especialmente durante los 50 a 70 dias de engorda) en camarones
juveniles tardios y subadultos, posteriormente dejan de comer por completo. Como
consecuencia se observa la aparicién de camarcones moribundos nadando en la
superficie de las orillas de los estanques (los cuales pueden o no tener una coloracién
amarillenta del cefalotérax). En el segundo dia, el niumero de camarones afectados se
incrementa drasticamente: al tercer dia después del cese total de la alimentacién, se
observa una mortalidad masiva, perdiéndose hasta el 100 % de los organismos. Los
camarones moribundos presentan palidez generalizada del cuerpo, con un color
amarillento; a menudo cefalotérax inflamado; branguias de color amarillo palido a café y
hepatopancreas amarillo palido (Lightner 1996, et af., 1999)
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Para detectar de manera rapida, y presuntiva, la presencia de YHV en camarones vivos,
se toma una muestra de hemolinfa de los organismos sospechosos y se observa al
microscopio para buscar hemocitos que tengan picnosis, cariorrexis y cuerpos de
inclusién citoplasmaticas perinucleares basofilicas (Lightner, 1996). La metodologia de
la toma de muestra y tincién se da a conocer en anexo 6.

Figura 7. Muestra de hemolinfa; se observan hemocitos con nucleos picnoticos y
cariorréxicos. (Tincién de Giemsa). Fotografia tomada a 60X de Alday, 1999.

El diagnostico por histologia de rutina en organismos con esta enfermedad con tincién
de hematoxilina-eosina se basa en la blsqueda de areas con necrosis generalizada, de
multifocal a difusa, con presencia de picnosis y cariorrexis. En los tejidos afectados es
posible observar inclusiones citoplasmaticas perinucleares basofilicas de forma
esférica. Las ceélulas y tejidos afectados por el YHV son los hemocitos, el érgano
linfoide, el tejido hematopoyético, las células epiteliales de las lamelas branguiales, el

tejido conectivo, el masculo, el intestino, la glandula antenal, el corddn nervioso y las
génadas (Lightner 1996).

Cuando el organismo tiene esta enfermedad, se ha observado que los primeros
cambios que sufren las células son: hipertrofia nuclear, disminucidon y posterior
marginacion de la cromatina, desplazamiento hacia la parte lateral del nucléolo, asi
come la presencia de infiltracion hemocitica. También se sabe que, durante una
infeccion de YHV, se presenta un tipo de células, en cantidades moderadas, en los
espacios por donde viaja la hemolinfa {(que se encuentran en las branquias, la glandula
antenal, el hepatopancreas y el corazdn). Dichas células tienen forma esférica, y
presentan un citoplasma de apariencia uniforme, basofilico y con el nacleo esférico en
el centro. Se piensa que estas céluias pueden ser hemocitos inmaduros liberados de
manera prematura por el érganc hematopoyético (Lightner, 1996).

Este virus puede ser inactivado a 80 °C durante 30 minutos. En el agua de estanques
infectados, el virus es inactivado utilizando 30 ppm de hipoclorito de calcio. Pese a que
se desconocen otros desinfectantes, quizd también son eficaces: soluciones de
formalina al 3 % durante 10 minutos, NaOH al 2 % durante 10 minutos, 540 ppm de
cloro durante 20 minutos y 250 ppm de compuestos que contengan yodo durante 30
minutos. El virus de ¢abeza amarilla tiene una sobrevivencia en el agua de estangues
afectados, de unos cuatro dias a una temperatura de 25 a 28 °C (OIE, 2003).
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Enfermedades causadas por bacterias

Las bacterias gram negativas predominan en el ambiente marino y usualmente
constituyen la mayoria de las bacterias que normalmente se presentan en la microflora
asociada con los camarones silvestres y de cuitivo. Vibrio sp. constituye la mayoria de
las bacterias aisladas del estdbmago, branquias y cuticula de los camarones, ya que
siempre estan presentes; solamente causan mortalidades muy altas cuando se rompe
su equilibrio o cuando el sistema inmune de los camarones esta suprimido, lo cual
puede deberse a diversos factores (Lightner, 1996).

Hepatopancreatitis necrotizante {NHP)

La hepatopancreatitis necrotizante (NHP) es una severa enfermedad provocada por
bacterias intracelulares del tipo de las rickettsias. Esta bacteria gram negativa fue
reconocida por primera vez en camarones peneidos de granjas camaroneras de Texas.
Posteriormente, en 1993 se reportd una epizootia causada por NHP en camarones
cultivados del noroeste de Perd {(Lightner et al., 1994). También ha sido reportada en
Costa Rica, Panama, Brasil, Venezuela, Ecuador y México, donde provoco mortalidades
entre 20 y 95 % en los sistemas de cultivo de Litopenaeus vannamei (camarén blanco)
y Litopenaeus stylirostris (camarén azul) (Lightner 1996). Hasta este momento, las
infecciones de NHP han sido reportadas unicamente en camarones peneidos
americanos. La bacteria de NHP es pequefia y altamente pleomorfica, factor que juega
un papel importante en el desarrollo de la enfermedad (Frelier, 1992). EI camardn
enfermo reduce su alimentacion, por lo que el intestino se ve vacio y se observa
anorexia. Reduce marcadamente el crecimiento y presenta el caparazon flacido, con
una coloraciéon oscura en las branquias. La expansién de los cromatoforos da la
apariencia de manchas oscuras en los pledpodos y urépodos. Apéndices melanizados,
letargia, atrofia en el hepatopancreas. Puede llegar a ocasionar mortalidades hasta del
90 % en 30 dias desde su inicio {Lightner, 1996).

En analisis en fresco de la fase inicial de la NHP, no se observa atrofia del
hepatopancreas, pero los organismos presentan deformacion tubular, por atrofia y

estrangulamiento de los tabulos, con desprendimiento e hipertofia celular y nuclear
(Lightner et al., 1999).

Figura 8. Analisis en fresco de hepatopancreas; se observan: a) estrangulamiento, b)

atrofia de los tibulos con desprendimiento e hipertrofia celular {¢). Fotografia tomada
de Morales, 2004.
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Esta enfermedad se asocia a factores ambientales como temperatura (> 29 ?C a 35 2C)

y salinidades altas (> 20 ppt a 35 ppt) durante periodos prolongados (Lightner et al.,
1994).

Vibriosis (Vibrio sp.)

La vibriosis también ha causado significativas enfermedades dentro de las granjas de
cultivo de L. vannamei, un ejemplo de ello es el sindrome de la Gaviota que es una
enfermedad gue se caracteriza por las altas mortalidades en estangues de cultivo de L.
vannamei (Brock, 1992). Esta enfermedad se presenta cuando existen condiciones de
estrés dentro de los estanques como deficiencias nutricionales, lesiones en la cuticula,
amonio elevado, temperaturas extremas, infecciones continuas por virus U otros
microorganismos. Condiciones elevadas de salinidad y altos niveles de nitrogeno son
importantes variables para conducir los brotes del Sindrome de la Gaviota (Brock,
1982). Esta enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en instalaciones de
cultivo en todo el mundo (Lightner, 1996). Todas las especies de acuicultura son
susceptibles a estas bacterias bajo condiciones de estrés. En |la camaronicultura, se
han reportado grandes epizootias causadas por vibrosis en Japdn (P. japonicus), en el
Indo — Pacifico (P. monodon) y en Ecuador, Centro América, Per( y Colombia (L.
vannamei) (Lightner, 1996). La vibriosis puede presentarse como una infeccion
sistémica {atacando varios organos). En infecciones de la cuticula usualmente
aparecen manchas negras cafés (Lightner, 1996). El impacto de la vibriosis en los
estanques de cultivo de camarén depende de la severidad de la infeccion. La
mortalidad es variable, en algunos casos ha excedido el 70 %. En estanques con gran
cantidad de fitoplancton, {a vibriosis puede pasar desapercibida hasta que se cosecha,
cuando se descubre la baja supervivencia. Al realizarse andlisis en fresco se observan
altas concentraciones de bacterias en la hemolinfa y hepatopancreas (Lightner, 1996).

Figura 9. Muestra de hepatopancreas en fresco de Litopenaeus vannamei, se observa
un nédulo hemocitico, Fotografia toemada de Morales, 2004,

Como meétodos de control se utiliza la disminucion de la biomasa en los estanques,
mediante cosechas parciales e incremento en los recambios diarios de agua. Para su
tratamienic es necesario el empleo de antibidticos, los cuales se seleccionan con
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antibiogramas previos. Los antibiéticos reportados como eficaces para estas bacterias
son los del grupo de los nitrofuranos (Morales, 2004).

Bacterias Filamentosas (Leucofhrix mucor)

Las bacterias filamentosas, son organismos gram negativos (Lightner, 1996), aerdbicos,
los cuales se constituyen por largos filamentos no ramificados compuestos de pequefias
células ovoides o cilindricas fuertemente adheridas a sustratos vivos (Brock, 1966) o
inertes. Esta bacteria de 2 pm de didmetro y longitud variable, no penetra la cuticula
del crustaceo {Couch, 1978). Estos organismos se fijan principalmente en la cuticula,
branqguias, pleépodos y pereibpodos de juveniles y adultos {Johnson, 1990). Cuando
estas bacterias se encuentran en grandes cantidades llegan a generar dificultades en la
respiraciéon, muda, alimentacién y locomocién (Lightner, 1996). Los camarones gue se
encuentran con infestaciones medias y avanzadas, las branquias se observan de color
café a oscuro, en estado avanzado las bacterias impiden el intercambio gaseoso —
provocando la muerte del tejido (necrosis muitifocal)-, y se aprecia inflamado el intestino
en algunos casos, los organismos dejan de comer y se observa vacio el intestino
(Lightner, 1996). El analisis en fresco es una herramienta que se utiliza para detectar la
presencia de Leucothrix mucor. Para proceder con el diagnéstico, se toman muestras
de branguias, epipodito, palpo mandibular, cuticula y pledpodos (Lightner, 1996). Con

el microscopio compuesto, se observan los filamentos de diversos tamafos de esta
bacteria.

Figura 10. Muestra de branquias; se observan los filamentos no ramificados de
Leucothrix mucor. Fotografia tomada a 40X de Morales, 2004.

Para el control se requiere mantener una buena calidad del agua de cultivo, con
excelente produccién de fitoplancton, para que estas poblaciones compitan con
Leucothrix mucor por los nutrientes disponibles. En laboratorio se han utilizado
diferentes farmacos; Cutrine es el méas efectivo (Marales, 2004).
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Protozoarios parasitos

Gregarinas (Nematopsis sp.)

Estos protozoarios se encuentran en la naturaleza necesitando de vertebrados e
invertebrados (moluscos y poliquetos) para completar su ciclo de vida. Sin embargo,
muchas especies de gregarinas tienen hospederos especificos, como Nematopsis sp.
gue se encuentra en el intestino medio de L. vannamei. Diferentes tipos de gregarinas
se han reportado en estadios de misis y post-larva de L. vannamei (Lightner, 1996). No
existen signos clinicos de las infecciones por gregarinas que permitan asegurar su
presencia, posiblemente la reduccidn del crecimiento puede ser debido a infecciones
por gregarinas. En infecciones severas presenta una decoloracién amarilla en el
intestino medio (Brock, 1992). Cuando las gregarinas se encuentran en los camarones
con prevalencia y grado de severidad alto, se observan altas mortalidades, intestino
vacio e inflamado, ademas de una reduccidn en el crecimiento, también se observa un
incremento en la proliferacion de epicomensales principatmente en branquias y
presencia alta de bacterias en hepatopancreas (Lightner, 1996). Las gregarinas son
trasmitidas al camardn cuando este ingiere esporas del fondo del estanque las cuales
son liberadas de los moluscos y de los poliquetos o también al consumir poliquetos del
género Polydora sp., que contiene gimnosporas del parasito y da como resultado la
formacidon de un esporozoito. Después el esporozoito viaja por el intestino para
adherirse a las células del epitelio intestinal de las cuales se alimenta a través del
epimerito para convertirse en trofozoito y formar bioasociaciones (trofozoitos de dos
divisiones) y muliiasociaciones (sicigias de tres divisiones o mas}, posteriormente los
organismos asociados se enquistan para convertirse en gametocistos los cuales se
adhieren a la pared del rectc o se encuentran en el ciego hepatico posterior del
camaron; posteriormente se presenta una division de los gametocistos para dar paso a
las gimnosporas las cuales se liberan al medio al romperse la pared de los
gametocistos, las gimnosporas se adhieren a la mucosa de los poliquetos y moluscos,
donde se desarrollan hasta convertirse en esporas con trofozoitos para ser liberadas al
fondo del estanque la cual es ingerida par el camarén. Se conoce que Nematopsis sp..
requiere de dos hospederos para completar su ciclo de vida. El diagnostico se realiza
analizando todo e! intestino del camaron, en el cual se pueden observar los
gametocistos cerca del ciego hepatico posterior, trofozoitos y sicigias de 3, 4 y mas
divisiones en el intestino medio.

Figura 11. Muestra de intestino medio; puede apreciarse las sicigias de gregarinas de

2, 3 y 4 divisiones adheridas al epitelio del lumen del intestino. Fotografia tomada de
Morales, 2004.
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Para control de gregarinas en los estanques es necesario erradicar al poliqueto del
genero Polydora sp. y a los moluscos que son los huéspedes intermediarios que utilizan
para completar su ciclo de vida, conocer el comportamiento ciclico de la parasitosis
causada por este protozoario, puede servir para elaborar un programa sanitario
favorable para la erradicacion de este parasito (Lightner 1996 y Morales 2004).

Microsporidios (Ameson, Teholania y Pleistophora)

Los microsporidios son protozoarios parasitos que afectan a varias especies de
insectos, peces y crustaceos. Las especies pertenecen a tres géneros Ameson,
Agnastoma y Pleistophora, parasitan casi todos los tejidos y 6rganos del hospedero; la
mayoria infecta los sistemas reproductor, excretor y nervioso, asi como el tejido
conectivo y muasculo. En el camarén son las causantes de la enfermedad conccida
como “enfermedad del algoddén” o “camardn de leche” y no se considera como un
problema grave pues se reporta en forma temprana en juveniles y adultos y su control
es eliminando a los huéspedes secundarios (peces) (Lightner, 1996).

La enfermedad del algodén en L. vannamei ocurre cuando el muisculo estriado es
invadido por el protozoario Ameson sp., un miembro del familia Microsporidia (Brock,
1992). Una gran cantidad de esporas de Ameson sp., infectan las células musculares y
hacen que se pierda la transparencia del musculo, ocasionando una coloracion
blanquecina, este cambio indica la presencia de la enfermedad del algodon. Es dificil
detectar las infecciones leves por estos parasitos; sin embargo, un color blanco en la
parte ventral de abdomen es un signo que puede servir como ayuda para el diagnédstico
preliminar. En juveniles con infecciones severas se observa musculo lechoso, una
coloracién negra-azulosa en la cuticula y también se observa letargia. Agnastoma sp.
infecta las gonadas, corazdn, branquias, hepatopancreas e intestino medio,
produciendo la coloracion blanquesina que genera opacidad en las génadas, branquias
y cuticula. Para su deteccidn se realiza analisis en freso de abdomen principalmente,
buscando esporas en los tejidos.

Figura 12. Macerado de musculo donde se observan las capsulas de Ameson nelsoni.
Fotografia tomada de Morales, 2004.

Se sabe que la ingesta de heces de peces portadores de las esporas de microsporidios
provoca infeccion en crustaceos. Una medida de prevencion para esta enfermedad es
eliminar los peces en los estanques para evitar que los parasitos cumplan su ciclo de
vida (Lightner, 1996). Algunas medias de control son: el secado hasta el agrietamiento
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del suelo, la remocién de materia organica y la adicion de cal como desinfectante
(Morales, 2004).

Protozoarios epicomensales

Los protozoarios epicomensales son organismos cosmopolitas que se encuentran de
manera natural en los estanques de cultivo. Con frecuencia se observan en branquias,
apéndices y cuticula de diversas partes del cuerpo del camarén a ciertc numero de
estos organismos, sin que con ello se encuentren enfermos. Sin embargo, cuando los
camarones se encuentran sometidos a factores estresantes reducen su actividad
limpiadora y no mudan, y por lo tanto son susceptibles a la invasidn masiva. Los
epicomensales mas comunes en el cultivo de camaron son: (1) Zoothamnium sp.;
protozoario ciliado colonial, fijo mediante un pedinculo contractil, con mionema
continuo, donde todas las ramificaciones del tallo con sus individuos se contraen al
mismo tiempo. (2) Epistylis sp.; ciliado peritrico, solitario con labio y disco peristomial
fuertemente convexo; habita sistemas de fangos activos estabilizados. (3) Acineta sp.;
presenta forma cénica, cuya célula se encuentra rodeada por una lorica; los tentaculos
se agrupan en fasciculos, situados a ambos lados del cuerpo. (4) Ascophrys sp.; ciliado
apostomado que posee cilios para su locomocion y captura de alimento. Estos
organismos pueden causar altas mortalidades cuandc atacan las branquias, la regidn
oral, la cuticula, los apéndices y el resto del cuerpo de juveniles y adultos; las postlarvas
tardias y los subadulios son los mas afectados en los cultivos con medianas y altas
densidades. Es dificil detectar las infecciones leves por estos epicomensales; sin
embargo signos como coloracién rojiza en la superficie del cuerpo y decoloracion de las
branquias pueden servir como ayuda para el diagnostico preliminar. En estados
avanzades de la infeccidn, la superficie corporal del camardén se torna rojiza, y se
dificulta fa locomocidn, la alimentacion, la respiracion y la reproduccion, finalmente
sobreviene la muerte. La abundancia de estos protozoarios puede ser indicio de alta
densidad de bacterias, contaminacion organica, estrés nutricional o ambiental, e higiene
inadecuada (mala calidad del agua). Cuando las condiciones del estanque son pobres,
es frecuente observar ademas de los protozoarios epicomensales, la acumulacién de
materia organica. Para su deteccidn se realizan montajes de branquias, cuticula y
pledpodos para analisis en fresco. Se observan al microscopio de luz las formas bien
definidas de estos protozoarios epicomensales (Lightner, 1996). Para poder controlar
estos protozoarios es necesario tener buena calidad de agua de cultivo, proporcionar
buena alimentacién y desinfectar los estanques entre cosechas. En laboratorio, para el
control de protozoarios en reproductores, se utilizan los bafos con formalina, a 150 ppm

durante una hora; este proceso se repite durante los tres dias siguientes (Morales,
2004).

Enfermedades causadas por Hongos

Fusariosis

El principal agente etiologico que produce esta infeccion micotica es un hongo
imperfecto, gue pertenece al género Fusarium, principalmente Fusarium sofani. Esta
especie de hongo infecta a juveniles y adultos de peneidos, y su distribucidon es
mundial. Estos hongos se encuentran presentes en el suelo y en los detritos en forma
natural constituyéndose como un patdégeno oportunista al afectar organismos heridos o
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estresados. Interfieren en el intercambio de gases, se dificulta su locomocion,
alimentacién y reproduccién. La infeccion se da lentamente y puede llegar a ocasionar
la muerte del camarén. Las infecciones causadas por Fusarium solani se ven marcadas
por una respuesta inflamatoria a las lesiones en la cuticula del cuerpo, branquias
“Enfermedad de las branquias negras” y apéndices, seguida de una intensa
melanizacion (Brock 1992, Lightner 1996). A menudo se observan otras regiones
melanizadas, tales como los flagelos antenales, los tallos del ojo, pereidpodos,
urdpodos y telson. Las lesiones melanizadas estan asociadas a las abrasiones
cuticulares, heridas y las "quemaduras quimicas" que son encontradas a menudo en un
camarén infectado por Fusarium sp. Se detecta por medio de analisis en fresco en
montajes de las partes afectadas como son: branquias, cuticula y pledpodos.

B

Figura 13. Macronidias del género Fusarium, donde se observa su forma bien definida.
Fotografia tomada de Lightner, 1996.

En las muestras se observan las macronidias, tipicas del género (en forma de canoa),
asi como infiltracion hemaocitica, melanizacién y necrosis (Lightner, 1996). Para
prevenir la infeccién se recomienda evitar el exceso de materia organica en los
estanques de cultivo, manejar la densidad de siembra de la especie de camardn a
cultivar de acuerdo con el nivel de susceptibilidad reportado y cosechar inmediatamente
los estanques afectados (Morales y Chavez 1999; Morales 2004), puesto que si se
mantiene el hongo Fusarium en la algun estanque se tiene el riesgo de que otros
estanques se contaminen, por lo cual se recomienda mantener las condiciones de
sanidad adecuadas para la prevencion de un nuevo brote (Brock, 1992).

OBJETIVOS

Objetivo General.

Vigilar y monitorear el estado de salud de los camarones en una granja durante un ciclo
de cultivo, para determinar el inicio de un brote infeccioso y dar seguimiento a las
enfermedades con el fin de evitar su dispersién utilizando analisis en fresco y tincion
rapida como métedos de diagnGstico presuntivos.
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Objetivos particulares.

Establecer un programa de vigilancia que mediante analisis en fresco, permita la

deteccién temprana de los diferentes patdgenos, tomando las muestras de estanques
elegidos al azar.

Llevar a cabo un programa de monitoreo en los estangues en donde se detecte alguna

infeccién y/o infestacidbn y darle seguimiento para determinar su prevalencia y
severidad.

Buscar la posible relaciéon entre la infeccién o infestacidn, con las condiciones
estresantes del sistema de cultivo.

Evaluar histopatolégicamente las diferentes patologias que se presenten y que sirvan

como antecedentes para los siguientes ciclos mediante la toma de muestra de
camarcnes al azar durante la cosecha.

HIPOTESIS

La aplicacién de un programa de vigilancia y monitoreo de la salud de los camarones
cultivados favorece una alta tasa de sobrevivencia y produccion.

No aplicar un programa de vigilancia y monitoreo de la salud de los camarones
cultivados favorece a un aumento en la mortalidad y baja en la produccidn.

JUSTIFICACION

La aplicacion de un sistema de vigilancia y monitoreo de salud en granjas de camarén,
utilizando técnicas de diagnéstico presuntivas del nivel |, como analisis en fresco y
tincién rapida, permiten la deteccion temprana de diversas enfermedades infecciosas,
ademas de infestaciones por parasitos y epibiontes, lo cual favorecera en la aplicacion
de medidas de control para evitar su dispersion y/o lograr su erradicacion.

MATERIALES Y METODOS

Zana de estudio

La granja de estudio, se encuentra ubicada en el margen derecho del sistema lagunar
Huizache-Caimanero (figura 14), aproximadamente a 8.8 Km. de la linea de costa del
Océano Pacifico, a 5 Km. del poblado de Agua Verde, Municipio de El Rosaric, Sinaloa.

El sistema lagunar abarca una superficie aproximada de 175 km? y las lagunas se
encuentran comunicadas por un estrechamiento que se conoce como Pozo de la
Hacienda. En este ecosistema se encuentran recursos pesqueros tales como camarén,
lisa, mojarra, chihuil, puyeque, robalo y langostino.

La marisma del Huizache tiene aproximadamente 40.7 km?® y recibe influencia maritima
del estero “El Ostial” y “Agua Dulce” por un canal de desviacion procedente del Rio
Presidic. Los esteros de la Anona y Ef Pozo del Caiman, reciben agua de los Rios
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Presidio y Baluarte. l.a laguna el Caimanero tiene una superficie aproximada de 134.3
km? y recibe influencia maritima a través del estero “Agua Dulce”.

Se presentan 2 principales periodos hidroldgicos: Periodo 1. Epoca de secas, que
comprende de Noviembre a Junio, con salinidades entre 26.5 y 35.8 %. ups (unidades
practicas de salinidad) y temperaturas entre 21.2 y 24.6°C; el Periodo 2. Epoca de lluvia
que comprende de Julio a Octubre, con salinidades entre 1.6 y 104 % ups y
temperaturas promedio entre 28.1 a 35.0°C. Ambas lagunas se encuentran
amenazadas por el desarrolio acuicola, obras de canalizacion y disminucion de las
inundaciones ciclicas tanto de marea como del rio Baluarte.

El sistema ha sido ampliamente descrito desde el punto de vista geoldgico y del
desarrollo lagunar por varios autores, entre ellos estan: Chapa y Soto (1969); Ayala-
Castanares et al.,. (1970)}; Phleger y Ayala-Castafares (1972).

Por otro lado, el sistema lagunar Huizache y Caimanero es reconocido como un
importante refugio natural de aves que han adoptado estos lugares para fines de
alimentacion, crecimiento, madurez y migraciones. De acuerdo con algunos reportes,
forma parte del area de invernacion del pelicano blanco y de al menos siete especies de

patos. En cuanto a aves playeras se han contabilizado alrededor de 200,000 individuos
de avoceta (Recurvirostra americana).

Figura 14. Fotografia tomada con el satélite Landsat 7, banda 4, 2000.
Ubicacion de la granja: Laguna Huizache-Caimanero, Rosario, Sinaloa.

Vigilancia y monitoreo

El programa de vigilancia de enfermedades a nivel | {observacion de las caracteristicas
y comportamiento de los organismos, analisis en fresco y tincién rapida) se inicié una
vez que los camarones alcanzaron el peso de 1 gr., debido a que se supone por las
medidas de bioseguridad practicadas durante la compra de la Postlarva (fue entregada
con un certificado de salud que indicé que no se habia detectado WSSV, TSV, YHV).
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Por lo tanto durante el primer mes, los camarones no deben presentar problemas y
ademas porque a tallas menores es muy dificil capturarlos con atarraya.

La vigilancia se realizd en seis estanques seleccionadeos al azar. Cuando se detecto
algin signo de enfermedad u observé moralidad en alguno de los estanques bajo
muestreo, se realizé una colecta selectiva de los organismes, iniciando asi un programa
de monitoreo, para determinar el comportamiento de la afectacién determinando su

prevalencia y severidad.
Prevalencia y grados de severidad

Prevalencia

Para calcular el porcentaje de prevalencia de infecciones virales de los organismos
colectados se utilizé la siguiente formula (Bush et al., 1997):

Prevalenci :( niimerode hospederosinfectados J 100

nimerode hospederosexaminados

La severidad se calculo de acuerdo a la tabla de Lightner, (1996).

Tabla 1. Valer numérico cualitativo de grado de severidad a la infeccidn, infestacién,
enfermedad y sindrome (Lightner, 1996).

* Grados de

_ “Signos
-severidad

No presentan signos de infeccion por patdégenos,
parasitos o epicomensales. No presentan lesiones
0 caracteristicas de sindromes

Presencia muy baja de patégenos, parasitos o
epicomensales. En aquellos donde se tiene un
namero estdndar permitido, éste se encuentra justo
arriba del limite normal. Se observan muy pocas

1 lesiones caracteristicas del sindrome.

Se observa la presencia baja y moderada de
patdgenos, parasitos o epicomensales. Se observan
muchas lesiones caracteristicas del sindrome.
Incremento en la mortalidad si no se aplica el

2 tratamiento (cuando existe tratamiento).
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Se observa la presencia moderada de patdogenos,
parasitos 0 epicomensales. Se observan muchas
lesiones caracteristicas del sindrome. Potencialmente letal
si no se aplica

3 tratamiento (cuando existe tratamiento).

Se observa gran cantidad de patdégenos, parasitos o
epicomensales. Se observan severas lesiones
caracteristicas del sindrome. Muy letal con altas

4 montalidades.

Seleccion de los estanques y tamarno de la muestra

Para seleccionar estanques al azar, se siguié el método del muestreo espacial de
Cameron (2002), el cual consisti6 en obtener un mapa o croquis de la granja,
cuadricular la zona de los estanques en 200 cuadros. Posteriormente se numeran del 1
al 200 y se seleccionan al azar el 5 % del total de los cuadros gue en este caso es 10.
A continuacion se identifican los estanques que quedaron dentro de los cuadros con los
nomeros seleccionados. La granja seleccionada para esta tesis cuenta con 23
estanques y para este estudio se seleccionaron los estanques 2, 4,6, 11, 16 y 18.

El tamafo de la muestra fue de 10 organismos por estangue por semana de acuerdo a
la tabla de Amos, (1987) y utilizada ampliamente por Lightner, 1996, la cual proporciona
un 95 % de confianza que de haber una infeccién y/o infestacidn dentro del estanque
en el muestreo debe haber especimenes infectados, asumiendo una prevalencia del 20

% . No se nos permitié realizar colectas mayores a 10 organismos por estanque por
Mmuestreo.

Tabla 2. Tamaiic de muestra, basado en la prevalencia de la enfermedad que se
asume existe en una poblacion. Amos, (1987).

Tamario del - Tamafo de muestra asumiendo una prevalencia de ...
lote = 2% 5% 10 % 20 %
60 50 35 20 8

100 - 75 45 23 8
“250 . 110 50 25 8
- =500 - 130 55 26 8
000 140 55 27 10 |
1,800 140 55 27 10
02,0000 - 145 60 27 10
4000 - 145 60 27 10
10,000 ¢ 145 60 27 10
>100,000 150 60 1 30 1 10
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Método de colecta de los organismos y manejo de los mismos durante los
analisis.

Las muestras de camaron se obtuvieron de dos formas, la primera fue tomandolos al
azar mediante las canastas de alimentacion (organismos de 1 gr. hasta 7 gr.) y la
segunda fue con la ayuda de una atarraya (de los 7 gr. en adelante). Los organismos
colectados en cada muestreo, fueron introducidos en recipientes de 20 litros con
suficiente agua del mismo estanque, para después depositarlos en bolsas y trasiadarlos
al laboratorio de analisis patologicos de la granja. Los organismos fueron colocados en

recipientes de 20 litros con aireacidon hasta el momento de su analisis, tratando de que
se estresaran lo menos posible.

Analisis en fresco

La técnica de andlisis en fresco consiste en tomar mediante la diseccién de cada
organismo, muestras de hepatopancreas, intestino, branquias y musculo para sus
analisis y observar si presentan alteraciones (Morales y Chavez, 1999).

Para la realizacion del andlisis en fresco se requiere contar con espacio limpio en donde
se tenga material como: microscopio compuesto con objetivos de 10, 40 y 60x,
portacbjetos, cubreobjetos, bisturi, pinzas de diseccién, tijeras finas de diseccidn, tabla
de diseccién, pizetas, guantes, agua de mar estéril o filtrada.

Para llevar a cabo esta iécnica primero se miden y se pesan los organismos,
posteriormente se selecciona una porcidén de cada tejido u 6rganc. Cada porcién se

coloca en un mismo portaobjetos limpio, se les adiciona unas gotas de agua estéril y se
pene el cubrecbjetos.

Las muestras a analizar son:

a) Branquias: Con tijeras finas se toma una pequefia porcidon y se coloca en el
portaobjetos para buscar; epibiontes, hongos, bacterias, melanizaciones,
deformaciones etc.

b) Hepatopancreas: Se separa el exoesqueleto del cefalotérax por la parte posterior
para descubrir el hepatopancreas. Se toma el hepatopancreas y se observa la
coloracion (color normal verde oscuro), el tamano del hepatopancreas para decidir si
hay atrofia (reduccién de tamafio) o hipertréfia (aumento de tamano) de este drgano.
Con un bisturi se parte por ia mitad y se cbserva la coloracion del fluido. Se toma
una pequefa muestra y se coloca en un portacbjetos para buscar: tibulos deformes,
presencia de masas bacterianas, presencia de células lipidicas, MBV y BP.

¢) Intestino; El abdomen, se separa del telson y urépodos para facilitar la extraccién del
intestino. Por la parte posterior se localiza e! intestino que puede o no contener hilo
fecal, con una pinza fina (sin dientes) se extrae con cuidado y se coloca en un
portacbjetos de la siguiente manera: uno de los extremos del intestino se detiene
con una pinza con el portaobjetos ligeramente inclinado, se presiona ligeramente el
intestino y con las pinzas se jala para extraer el contenido que se analiza al
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microscopio para buscar: gregarinidos (gametocistos, trofozoitos y sicigias),
nematodos, MBV y BP.
d) Miscuto: Se toma una pequefa muestra de musculo, especialmente el que muestre

opacidad o de tipo lechoso, se coloca en un portaobjetos y se presiona para facilitar
la busgueda de microsporidios.

Las muestras ya preparadas se analizan en el microscopio iniciando con el objetivo de
menor aumento y finalizando con el de mayor. Se anota todo lo que se observa en
cada unoc de los objetivos en la hoja de reporte (anexo 1) para después calcular el
porcentaje de prevalencia y determinar el grado de severidad que presente la muestra
para finalizar con el diagnéstico presuntivo.

Analisis en fresco con tincion rapida

La técnica de tincién rapida (Morales y Chavez, 1999) se utilizé para moenitorear el virus
de WSSV en tejidos como cuticula, branguia y estdbmago en camarones que
presentaron sefales de estrés o de estar infectados por el virus, con el fin de determinar
la prevalencia y el grado de severidad.

Para la realizacién de él método de tincion rapida se necesité contar con el siguiente
material: microscopio Optico con 10x, 40x y 80x, solucidn Davidson-HCI, Etanol a
diferentes concentraciones, hematoxilina de Mayer, eosina, xileno, pinzas, navajas de
diseccidn, portaobjetos, cubreobjetos, cajas de Petri, tubos eppendorf, resina sintética,
papel! absorbente y guantes.

Para llevar a cabo el procedimiento de la tincion rapida se requiere medir y pesar a los
organismos para obtener un promedio, posteriormente se toma una muestra de cuticula
y branguias y se coloca en el tubo eppendorf con fijador Davidson — HC! durante 1 hr,
para luego lavar con agua corriente por 15 min. Después se adiciona alcohol etilico al
100 % durante 2 minutos, repitiendo la operacion dos veces mas para luego adictonar
alcohol al 96 % durante 2 minutos, e igualmente repitiendo dos veces mas. Después se
lava con agua corriente por 10 min. y se le afiade a la muestra la hematoxilina de
Mayer durante 10 min. y después lavar con agua corriente por 15 min. Después se
afade [a eosina durante 1 — 2 min. para luego quitar el exceso con alcohol al 96 % por 2
minutos, con dos cambios y alcohol al 100 % por 2 minutos, con dos cambics. Para
finalizar se adiciona xileno durante 30 segundos, con dos cambios y se monta la
muestra adicionando una gota de resina sintética, y colocando el cubreobjetos para
poder observar al microscopio iniciande con el objetivo de menor aumento y finalizando
con el de mayor. Se deber& anotar todo lo que se observa en cada uno de los objetivos
en la hoja de reporte (anexo 2), para después calcular el porcentaje de prevalencia y
determinar el grado de severidad que presente ia muestra para finalizar.

Analisis histologico

Para contar con mayer informacién de las enfermedades que estuvieron presentes en la
granja, se tomaron muestras de seis organismos para analizar mediante técnicas de
histologia en la mayoria de ios estanques al final del ciclo de cultivo, especificamente
durante la cosecha. La técnica que se siguid es la sugerida por Lightner (1996). En
esta técnica, la rapidez en la fijacion de los organismos es requisito importante para



31

obtener una buena preparacion de laminillas histolégicas; una fijacién inadecuada de
los organismos, puede dar por resultado una interpretacion errénea.

Previo a la realizacion de la técnica histologica se fijaron rapidamente los organismos
que mostraban el comportamiento y la apariencia anormal durante la cosecha. Se
requirid contar con el siguiente material: solucidon Davidson-normal, frascos, jeringas,
navaja, tabla de diseccién y papel absorbente.

Para el procedimiento de la fijacion de los organismos fue necesario inyectar las
muestras de juveniles, iniciando con el hepatopancreas. Se inyecté todo el organismo.
Posteriormente se realizé un corte con una navaja en la parte ventral, iniciando en el
sexto segmento abdominal para terminar cerca del peddnculo ocular. Finalmente la
muestra se sumergio en el resto de la solucion fijadora, manteniéndola en ella durante
48 horas. Después de trascurrido este tiempo de fijacién, se desechd la solucion
fijladora y se enjuagd la muestra con agua dulce para retirar el excesoc de fijador.
Posteriormente a la muestra se le adicioné alcohol etilico al 70 %, donde permanecid
hasta embeber las muestras en parafina.

Las muestras fijadas se trasladaron al laboratorio de histologia para la continuacién del
procesamiento. Para el la realizacion del embebido en parafina se requirié contar con el
siguiente material: alcohol etilico al 50 %, alcohol etilico al 80 %, alcchol etilico al 96 %,
alcohol etilico al 100% (absoluto), xileno, parafina, moldes para embeber, contenedores
para deshidratacion, tabla de diseccion, pinzas, navajas, guantes y papel absorbente.

El procedimiento de muestras para embebido en parafina consta de los siguientes
pasos: {1) Se saca la muestra del alcohol al 70 % y se pone sobre una superficie limpia
(tabla de plastico), para realizar |a diseccion. Mediante un solo corte de navaja, se
separa el cefalotérax y el abdomen. (2) Se corta longitudinalmente el cefalotérax para
obtener dos secciones, se cortan y se desechan los pledpodos y pereidépodos de la
muestra. (3} De la primera seccion, se realiza un corte ventral longitudinal del
cefalotorax y se coloca en el contenedor para ser deshidratado y embebido en parafina.
(4) De la segunda seccion se toman las branquias retirando la cuticula y se depositan
en el contenedor de deshidratacion. (5) Posteriormente, se realiza un corte longitudinal
del abdomen, para efectuar un corte trasversal y asi obtener el sexto segmento
abdominal, se pone en el contendedor de deshidratacion. (6) Las muestras son
deshidratadas y bafnadas en parafina en un deshidratador de tejidos (histoquinete
Tissue- Tek Il 4640-B), de la siguiente manera: (a) dos bafios separados (de una hora
cada uno) de alcohol etilico al 7¢ %. (b) dos bafos separados (de una hora cada uno)
de alcohol etilico al 80 %. (c) dos banos separados (de una hora cada uno) de alcohol
etilico al 96 %. (d) dos bafos separados (de una hora cada uno) de alcohol etilico
absoluto. (e) dos bafios separados (de una hora cada uno) de xileno. (f) dos bahos
separados (de una hora cada uno) de parafina. (7) Para el embebido en parafina, las

muestras se colocaron en moldes para formar bloques, con la ayuda de un
histoembebedor Jung/Leica.

Los bloques se rebajan en un micrétomo Jung/Leica 820 a 20 micrometros y se colocan
en el descalcificador (preparacién en anexos) durante una hora y media.
Posteriormente, los bloques se cortan a 5 micras, después se montan en portacbjetos y
se etiquetan para su posterior tincion.
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Para la realizacion de la tincién de rutina, se requiere contar con el siguiente material:
xileno, aicohot etilico al 50 %, alcohol etilico al 80 %, alcoho! etilico al 96 %, alcohol

etilico absoluto, hematoxilina, eosina-floxina, agua destilada, resina, guantes y papel
absorbente.

La tincion de rutina, utilizada para muestras de camaron, es la hematoxilina-
eosina/floxina (H&E) de Mayer-Bennett, la cual se realiza de la siguiente forma: (1) dos
bafios separados de xileno (de cinco minutos cada uno). (2) dos bafos separados de
etanol absoluto (de diez inmersiones cada uno). (3) dos bafos separados de etanol al
95 % (de diez inmersiones cada uno). (4) dos bafios separados de etanol al 80 % (de
diez inmersiones cada uno}. (5) dos bafios separados de etancl al 50 % (de diez
inmersiones cada uno). (6) seis enjuagues con agua destitada (cada enjuague se
realiza con agua limpia). (7) se sumergen las muestras cinco minutos en hematoxilina
(preparacion en anexos). (8) se sumergen las muestras cuatro minutos, en un recipiente
con agua dulce, que tenga flujo continuo y se realizan cinco inmersiones. (9) se
sumergen las muestras por dos minutos en eosina-floxina (preparacidn en anexos).
{10) dos banos separados de etanol al 96 % (de diez inmersiones cada uno). (11) dos
banos separados de etanol absolutc (de diez inmersiones cada uno). (12) cuatro bafios
separados de xileno (de diez inmersiones cada uno). (13) las muestras se montan con
resina sintética. (14) las muestras son colocadas en un horno a 58 °C durante 24
horas. (15) se etigquetan las muestras para poder observar al microscopio, iniciando con
el de menor aumento y finalizando con el de mayor. Se deberd anotar todo lo que se
observa en cada uno de los objetivos en la hoja de reporte (anexo 3), para después

calcular el porcentaje de prevalencia y determinar el grado de severidad que presente la
muestra para finalizar.

Analisis de parametros ambientales

Los andlisis sobre la calidad de! agua de cada estanque muestreado fueron
propercionados por los responsables de la granja, con el fin de poder evaluar y
relacionar posibles cambios drasticos del ambiente con brotes de enfermedades. Los

datos proporcionados fueron promedios de cada semana. No se facilité la informacién
diaria de todo el ciclo de cultivo.

Analisis estadisticos

Para comprobar si hay diferencias significativas en cada una de las variables biologicas
y fisicoquimicas de los estangues estudiados, se determinaron las condiciones de
normalidad v homoscedasticidad para posteriormente aplicar un ANOVA de una via
(Kruskall-Wallis} (Zar, 1996). Para saber cual estanque fue diferente significativamente,
se aplicd un analisis de comparacion maltiple {Tukey test) (SigmaStat, v3.1). También
se aplicé un analisis de ordenacion de componentes principales (PCA por sus siglas en
inglés) en el programa Multivariate Statistical Package (MVSP versién 3.01, Kovach
Computing Services). Las variables incluidas en este analisis fueron salinidad,
temperatura y oxigeno {matutino y vespertino} y las prevalencias de las variables
biolégicas (deformacion tubular, epicomensales y gregarinas). Los datos fueron
centrados, estandarizados y transformados logaritmicamente (en base 10). Los
puntajes de los ejes principales de las variables bibticas fueron correlacionados con los
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puntajes de los ejes prinCipales de las variables ambientales (Lépez-Portillo y Ezcurra,
1989).

RESULTADOS
ANALISIS EN FRESCO

Calendario de muestreos

El programa de vigilancia y monitoreo se inicié el dia 3 de junio finalizando del 14 al 23

de septiembre, debido que el Oitimo muestreo fue quincenal. Se realizaron un total de
16 muestreos semanales.

Tabla 3. Calendario de muestreos.

L T Galendario de muestreos T Rl T
Mes de Dia de Estanques muestreados
muestreo muestreo
Junio 3,9 16, 23 vy 2,4,6,11,16 y 18.
30.
Julio 6,12, 20 y 29. 2,4,6,11,16y 18.
Agosto 4,10, 16,23 y 2,4,6,11,16y 18.
31.
Septiembre | 8 y14-23. 2,4,6,11,16y18.

Debido a que no se presentaron problemas durante el periodo de estudio, no fue
necesario realizar muestreos extras a los establecidos en los estangues seleccionados.

Deformacion tubular en hepatopancreas

Durante los tres primeros muestreos, los promedios de la prevalencia semanal de los
seis estanques en estudio (PPS-SEE), se mantuvieron entre 83 y 92 %. Observandose
un decremento drastico en la prevalencia de 84% en el muestrec 3 a 39 % durante el
muestreo cuatro. En el muestreo cinco se presentd un incremento a 51 %. EI PPS-
SEE que presentd menor porcentaie de prevalencia fue en el muestreo seis (25 %).
Observandose un fuerte incremento de 25 a 64 % durante el muestreo seis, siete y
ocho. A partir de este muestreo se mantuvo la prevalencia en rangos medios,
oscilando entre 22 y 62 % hasta el muestreo dieciséis (grafica 1).
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Grafica 1. Promedios de las prevalencias semanales y grados de severidad de

deformacion tubular en hepatopéncreas en los seis estanques en estudio a través del
tiempo

El promedio total de la prevalencia de deformacion tubular en hepatopancreas en los
seis estangues en estudio (PPT-SEE) fue del 58 % con grados de severidad 1 y 2 (G1 y
G2) principalmente, aunque se llegaron a encontrar camarcnes en G3. El promedio de
la prevalencia totai de deformacién tubular en el estanque 2 fue del 80 % en G1, G2 y
G3, en el estanque 4 fue del 59 % en G1 y G2, en el estanque 6 se calculdé una
prevalencia promedio total del 56 % en G1 y G2, en el estanque 11 fue del 56 % en G1,

G2 y G3, en el estanque 16 fue del 60 % en G1 y G2 y para el estanque 18 fue de 57 %
en G1, G2 y G3 (grafica 2).

Con estos resultados se sabe que en los seis estanques en estudio (2, 4,6, 11, 16 y 18)
se encontraron camarones con deformacién tubular en el hepatopancreas. Es
importante mencionar que durante todo el ciclo de cultivo se observd esta afectacién en
G1 y G2 aunque se llegaron a observar camarones en G3.

En el mes de junio, se observaron los promedios de las prevalencias mensuales mas
altas de esta afectacion en los estanques 2, 4, 6, 11 y 16. Es interesante observar que
en los meses de Julio y Agosto se presentaron las prevalencias mas bajas de esta
afectacion y que durante el mes de Septiembre se observé un aumento en la
prevalencia de deformacion tubular en los estanques 2, 4, 6, 11, y 18.

Durante el mes de junio, en el estanque 16, se presentd el promedio de la prevalencia

mensual mas alto (83 %), donde el 70 % de los camarones presentaron G1 y el 13 %
en G2 (grafica 2).
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Grafica 2. Promedio de la prevalencia total, mensual y grados de severidad de la
deformacion tubular en el hepatopancreas de los seis estanques en estudio.

El 30 de Junio {estanque 2), 29 de Julio {estanque 11), 10 de Agosto (estanque 2), 23
de Agosto (estanque 4, 6, 11 y 18) se diagnosticaron camarones con G3 de
deformacién tubular en hepatopancreas. Observandose en estos organismos la mayor
cantidad de tlbulos deformes.

Figura 15. Hepatopancreas con tbulo estrangulado y tubulo normal. Fotografia tomada
a 60X de Morales, 2004.

Nunca se enviaron muestras para confirmar por histopatologia o por técnicas de PCR si
las observaciones de la técnica presuntiva eran reales 0 no y a que se debian.

Bacterias

Durante el programa de vigilancia mediante analisis en fresco no se observaron nédulos
hemociticos en hepatopancreas o erosiones bacterianas del caparazdn que dieran
indicios de infecciones severas por bacterias.
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Epicomensales

Los organismos epicomensales estuvieron presentes durante todo el ciclo de cultivo.
Zoothamnium sp., Epistylfis sp., Leucothrix mucor, Ascophrys sp. y Acineta sp. fueron
detectados al menos en un periodo del ciclo de cultivo. Las tres primeras especies

predominaron en cuanto a la prevalencia y abundancia de organismos en las branquias
de los camarones analizados {(grafica 3).

31-G3
50 A 46

T G1-G3

Gi-G3

20 A

10 1

Prom. de la prev. total (%)
o
&

Aci AsC Leu
Enicomensales

Grafica 3. Promedio de |a prevalencia total de epicomensales en los seis estangues en
estudio.

Es importante mencionar que Acineta sp. presentd un brote repentino en los estanques
4, 6, 11, y 16 durante el muestreo 13 (23 Agosto}, presentando grado de severidad 3 y
4. Esta especie no fue detectada en el estanque 18 durante todo el ciclo de cultivo.
Ascophrys sp. fue detectado en todos los estanques en grado de severidad 1
principalmente, aunque se llegaron a encontrar camarones en grado dos.

Zoothamnium sp.

El promedio de la prevalencia semanal de Zoothamnium sp. varié en el periodo de
estudio de 16% (semana uno - 3 de junio} a 61% (semana 13 — 23 de agosto). El resto
del ciclo se mantuvo oscilando entre estos dos valores (grafica 4).
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Grafica 4. Promedio de la prevalencia semanal y grados de severidad semanales de
Zoothamnium sp. en |os seis estanques en estudio.

Esta especie resultd ser el epicomensal “predominante” durante todo el ciclo de cultivo
pues se determind una prevalencia total de 46 % en G1 y G2 principalmente, aunque
se encontraron alguncs camarones con infestaciones mas graves, diagnosticandose
grados de severidad de 3 y 4. En la grafica 5 se muestra el promedio de la prevalencia
total y mensual por estanque y grado de severidad totai, asi también se observa cual
de los estanques resultaron con las mayores prevalencias.
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Grafica 5. Promedio de la prevalencia total, mensual y grados de severidad de
Zoothamnium sp. en branquias de camarones de los seis estanques en estudio.
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Con estos resultados se sabe que esta afectacion se encuentra en los seis estanques
en estudio durante todo el ciclo de cultivoe. El promedio de la prevalencia mensual
(PPM) mas alto se reporta en el estanque 4, durante el mes de Septiembre (79 %). El
PPM menor se observd en el estanque 6 {16 %), en el mes de Julio.

Figura 16. Zoothamnium sp. en branquias de camarones cultivados. Fotografia tomada
a 40X mediante analisis en fresco.

Del muestreo de la semana uno a la tres, hubo un incremento de 7 a 39% en el
promedio de la prevalencia semanal de los seis estanques en estudio (PPS-SEE). El
PPS-SEE se mantuvo entre 35 y 46 % durante el muestreo tres, cuatro y cinco.
Observandose un decremento en la prevalencia de 46% en la semana 5 a 21% durante
el muestreo seis y siete. El PPS-SEE se mantuvo oscilando de 21 a 33 % durante el
muestreo siete, ocho y nueve. En el muestreo diez se presentd un incremento a 42 %.
Entre el muestreo diez, once y doce el PPS-SEE se mantuvo oscilando entre 41 y 42 %.
LLos muestreos nimero trece y dieciséis presentaron el PPS-SEE mas altos (53 y 58 %,
respectivamente). Durante el muestreo catorce, quince y dieciséis, el PPS-SEE se
observa en incremento (grafica 6).
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Grafica 6. Promedio de la prevalencia semanal y grados de severidad de Epistylis sp.
en los seis estanques en estudio conforme al tiempo.

Epistylis sp. resultd tener la segunda prevalencia mas alta (en cuanto a organismos
epicomensales) durante todo el ciclo de cultivo. El promedio de la prevalencia total de
esta especie en los seis estanques en estudio, fue de 36 % en G1 y G2 principaimente,
y en algunos camarones en G3. El promedio total de prevalencia de Epistylis sp. en el
estanque 2 fue de 44 % en G1, G2 y G3, en el estanque 4 fue de 45 % en G1, G2 y G3,
observandose como el de mayor prevalencia. En el estanque 6 fue de 38 % en G1,
solamente. En el estanque 11 fue (prevalencia total mas baja) de 26 % en G1 y G2
principalmente, encontrandose también camarones en G4, en el estanque 16 fue de 28
% en G1y G2, en el estanque 18 fue de 33 % en G1, G2 y G3 (grafica 7).
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Grafica 7. Promedio de la prevalencia total y grados de severidad de Episyilis sp. en los
seis estanques en estudio.
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En el estanque 2, 4 y 18 se diagnosticaron camarones en G3. Soélo en el estanque 11
se encontraron camarones con grado de severidad de 4. Asi también, se observa como
los estanques 2, 4 y 6 de 11 Ha cada uno, presentan mayores prevalencias que los
estanques 11, 16 y 18 con 1.5 Ha de superficie cada uno.

El promedio de |a prevalencia mensual mayor de esta especie fue en el estanque 4 en
el mes de Septiembre (79 %), seguido del estanque 6 en mismo mes (72 %) y por
oltimo en el estanque 2 en el mes de Agosto (72 %). Estos fueron los promedios de la
prevalencia mas altos durante todo el ciclo de cultivo (ver grafica 7). Los promedios de
prevalencia mas bajos se dieron en el estanque 16 en los meses de junio y julio (16 y

14 % respectivamente}, sequidos del estangue 18 en el mes de Agosto (17 %) {(grafica
7).

En la grafica 7 se observa claramente que los estangues 11, 16 y 18, que son
estangues pequenos de 1.5 Ha, prevalecié menos este epicomensal. Reinterando lo
observado en Zoothamnium sp., pues se presentaron mayores promedios de la

prevalencia total en los estanques 2, 4 y 6 (estanques grandes, 11 Ha de espejo de
agua).

Figura 17. Epistylis sp. en branquias de camarones cultivados. Fotografia tomada a
40X mediante analisis en fresco.

Con estos resultados se observa claramente que en el mes de Julic se reportan los
promedios de las prevalencias mensuales mas bajos, observandose un incremento en
el promedio de la prevalencia mensual en el mes de Agosto (grafica 7).

Acineta sp.
E! promedio de prevalencia de Acineta sp.. durante las 16 semanas de muestreo fue

muy irregular variando de cero en los muestreos 1,2,4,6 ,9, 10,12 y 16 y presentandose
una prevalencia de 2 a 24 en el resto de los muestreos (grafica 8).
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Grafica 8. Promedio de la prevalencia semanal y grados de severidad de Acineta sp. en
los seis estanques en estudio a través del tiempo.

Acineta sp. resulté ser el organismo epicomensal con menor prevalencia durante el ciclo
de cultivo. El promedio de la prevalencia total de esta especie en los seis estanques en
estudio, fue de 4 % presentandose con un grado de severidad de 1 (G1)} principalmente,
pero llegdndose a encontrar algunos camarones en G2 y G3 dentro del estanque 16.
El promedioc de la prevalencia de Acineta sp. en el estanque 2 fue de 6 % en G1, en el
estanque 4 fue de 6 % en G1, observandose como el estanque de mayor prevalencia.
En el estanque 6 fue de 2 % en G1, en el estanque 11 fue de 5 % en G1, en «l
estanque 16 fue de 4 % en G1 principaimente, encontrandose camarones en G2 y G3,
y en el estanque 18 no se encontrd presencia de este epicomensat (grafica 9).
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Grafica 9. Promedio de la prevalencia total, mensual y grados de severidad de Acineta
sp. en branguias de camarones de los seis estanques en estudio.

Los resultados de la gréfica indican que Acineta sp. prevalecié mas en l0s estangues 2

y 4 y no se detectd presencia alguna de este epicomensal en el estangue 18. Solo en
el estanque 11 se detectaron camarones con G2 y G3.

El promedio de la prevalencia mensual mayor de esta especie se calculd en el mes de

Agoste en el estanque 16, mes en el cual, todos los estanques (excepto el 18), se
observd |a presencia de este epicomensal.

Figura 18. Acineta sp. en branquias de camarones. Fotografia tomada a 60X mediante
analisis en fresco. Tomada de Morales, 2004.

Ascophrys sp.

Los promedios de la prevalencia de Ascophrys sp. durante los 16 muestreos fueron muy
variables mostrando una serie de altibajos a lo largo del ciclo. Las prevalencias mas

altas se presentaron en los muestreos 4 y 13 y los mas bajos al inicio del ciclo de cultivo
y en las semanas 14 y 15 (grafica 10}.
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Grafica 10. Promedio de la prevalencia semanal y grados de severidad de Ascophrys
sp. en los seis estangues en estudio a través del tiempo.
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El promedio de la prevalencia total de Ascophrys sp. en los seis estanques en estudio
fue de 18 % en G1 (ver grafica 3). El promedio de la prevalencia final del estanque 2
fue de 26 % en G1, en el estanque 4 fue de 13 % en G1, en el estanque 6 fue de 20 %
en G1, en el estanque 11 fue de 14 % en G1 y G2 principalmente, encontrandose

camarones en G3, en el 16 fue de 15 % en G1 y en el 18 fue de 22 % en G1 y G2
(grafica 11).
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Grafica 11. Promedio de la prevalencia total, mensual y grados de severidad de
Ascophrys sp. en branguias de camarones de |os seis estanques en estudio.

Ascophrys sp. resultd ser el cuarto epicomensal que predominé durante el ciclo de
cultivo, que se presentd en los seis estanques muestreados, que la prevalencia mas
alta se presentd en el mes de agosto en todes los estanques con excepcion del 18.

Los resultados indican que esta infestacidén se encontrd en los seis estanques en
estudio. Calculandose el promedio de la prevalencia mensual mas alto en el mes de
Agosto, en el estanque 2 (55 %). El mes de Julio fue el que presentod los promedios de
la prevalencia mas bajos, en los estanques 4, 6 y 16 (0, 5 y 3 % respectivamente). No

se observd un patréon muy claro del comportamiento de este epicomesal a través del
tiempo (grafica 11).
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Figura 19. Muestra de branquias; se observa el Ascophrys sp. causando mecanizacion

en las dendobranguias. Fotografia fomada a 40X mediante andlisis en fresco. Tomada
de Morales, 2004.

Leucothrix mucor

El promedio de la prevalencia semanal de Leucothrix mucor presentd una alternancia
de altas y bajas prevalencias a lo largo del ciclo, una subida del muestreo 3 al 5 para

descender en los muestreos 6 al 9 y empezar el ascenso en la semana 10 hasta [a 14
para bajar otra vez en el muestre 16 (grafica 12).
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Grafica 12. Promedio de la prevalencia semanal y grados de severidad de Leucothrix
mucor en los seis estanques en estudio durante el tiempo.

El promedio de la prevalencia total de Leucothrix mucor en los seis estanques en
estudio fue de 31 % en G1, G2 y G3. El promedio de prevalencia total del estanque 2
fue de 39 % en G1, G2 y G3, en el estanque 4 fue de 40 % en G1, G2 y G3, en &l
estanque 6 fue de 47 % en G1, G2 y G3, en el estanque 11 fue de 17 % en G1, G2y

G3, en el estanque 16 % en G1, G2y G3 y en el estanque 18 fue de 19 % en G1, G2y
G3 (grafica 13).
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Grafica 13. Promedio de la prevalencia total, mensual y grados de severidad de
Leucothrix mucor en branquias de camarones de los seis estangues en estudio.

Estos resultados indican que Leucothrix mucor se encuentra en todos los estanques en
estudio. Aqui también surge algo interesante, en la Grafica 13, se observa un claro
agrupamiento de variables. Quedando como Grupo 1 los estanques 2, 4 y 6 (estanques
grandes), y en Grupo 2 los estanques 11, 16 y 18 (estanques peguefios). Esta grafica
nos indica que esta bacteria filamentosa se encuentra en mayor prevalencia en las
branquias de camarones cultivados en estanques del grupo 1. Resultados compartidos
entre los tres epicomensales Zoothamnium sp., Epistylis sp. y Leucothrix mucor.

El estanque 4 en el mes de Septiembre se presentd el promedio de la prevalencia
mensual mas alto (83 %). En ta grafica 13, se observa claramente gue conforme el
ciclo de cultivo fue avanzando, el promedic de la prevalencia mensual fue en aumento.

Con estos resultados se sabe que los camarones de los estanques 2, 4 y 6, presentaron
bacterias filamentosas durante todo el ciclo de cultivo. Difiriendo de los estanques 11,

16 y 18, los cuales durante el mes de junio no se observd presencia alguna de
Leucothrix mucor.

Figura 20. Leucothrix mucor en branquias de camarones. Fotografia tomada a 40X
mediante analisis en fresco. Tomada de Morales, 2004.



46
Gregarinas

Los gregarinidos en sus diferentes estadios (trofozoitos, sicigias y gametocistos) fueron
encontrados durante todo el ciclo de cultivo. Los gametocistos presentaron el promedio
de la prevalencia total mas alto, el cual fue de 71 por ciento (grafica 14).
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Grafica 14. Promedio de la prevalencia total de gregarinas en diferentes estadios en [os
seis estanques en estudio.

La parasitésis por gregarinas en intestino estuvo presente durante todo el ciclo de

cultivo, el compertamiento de las gregarinas en sus diferentes estadios se expone a
continuacién.

Trofozoitos

E! promedio de la prevalencia semanal de los seis estanques en estudio durante los
muestregs unc a cuatro, se mantuve entre 23 y 34 por ciento para incrementarse a 55 y
70% en los muestreos cinco y seis, posteriormente se mantuvieron arriba de 50% hasta
el muestreo 16 que bajo a 34% (grafica 15).
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Grafica 15. Promedio de la prevalencia semanal y grados de severidad semanales de
trofozoitos en los seis estangues en estudio.

El promedio de la prevalencia total de trofozoitos en los seis estanques en estudio fue
de 49 % desde G1 hasta G4, en los cuales, se observaron prevalencias de 47, 48, 46,
52, 52 y 48 en los estanques 2,4,6,11,16 y 18 respectivamente (grafica 16). Los meses
de menor prevalencia fueron en el mes de junio al inicio del cultivo y los de mayor
prevalencia fueron en julio y agosto. En el estangue 18 (mes de Junio) se presentd el
promedio de la prevalencia mensual mas bajo (18 %), con una variacién hasta del 58 %
con respecto al mes de Agosto en el mismo estanque que fue de 76 %.
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Grafica 16. Promedio de la prevalencia total, mensual y grados de severidad de
trofozoitos en intestinos de camarones en los seis estanques en estudio.

Estanque



43

Figura 21. Gregarina en estadio de trofozoito. Fotografia tomada a 60X mediante
analisis en fresco. Tomada de Morales, 2004.

Sicigias

La presencia de sicigias mostré un patrén de altibajos muy semejante al de los
trofozoitos, siendo los primeros cuatro muestreos ligeramente mas altos (de 26 a 55%)
gue en el caso de los trofozoitos (23 a 34), la prevalencia aumenta igualmente a partir
del muestreo cinco y se mantiene arriba de 60% hasta el muestreo nueve para bajar en
el 10 a 44% y volver a subir a 72% en el muestreo once. Posteriormente se mantiene
entre 40 y 55% en los muesireos 12 a 16 (grafica 17).
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Grafica 17. Promedio de la prevalencia semanal y grados de severidad semanales de
sicigias en los seis estanques en estudio.

El promedio de la prevalencia total de las sicigias de cuatro y mas divisiones en los seis
estanques en estudio fue de 53 %. Los promedios de las prevalencias por estangue
variaron de 48 a 58% en grados G1 a G4 (grafica 18).
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Grafica 18. Promedio de la prevalencia total y grados de severidad de sicigias en
intestinos de camarones de los seis estanques en estudio.

Los promedios de las prevalencias mas altas se calcularon durante el mes de julio en
todos los estanques (excepto estanque 4). Los estanques 11, 16 y 18, presentaron los
promedios de las prevalencias mas altos (74 %, 75 % y 73 %, respectivamente). Los
estanques 11 y 18, presentaron los promedios de las prevalencias mensuales mas
bajos (32 % {septiembre)} y 30 % (junio), respectivamente) (ver grafica 18).

Figura 22. Gregarina en estadio de sicigia en intestino de camarones cultivados.
Fotografia tomada a 40X mediante analisis en fresco.

Gametocistos

En el caso de las prevalencias de los gametocistos, estas fueron mas aitas que la de los
trofozoitos y zicigias y se mantuvieron arriba de 70% en todos los muestreos con

excepcion de los muestreos 1, 4, 5 y 6 en los que se presentaron prevalencias de 55,
33, 30 y 63% respectivamente.
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Grafica 19. Promedio de la prevalencia semanal de gametocistos en los seis estanques
en estudio.

Los resultados del promedio de prevalencia total de gametocistos en los seis estanques
en estudio, revelan un 71 % en G1, G2, G3 y G4. Los promedios mensuales por
estanque variaron de 69 a 76%. Los meses de mayor prevalencia variaron en los

distintos estanques pero se observa una tendencia a ser mayor conforme avanza el
tiempo de cultivo.
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Grafica 20. Promedio de la prevalencia total de gametocistos en intestinos de
camarones de los seis estanques en estudio.

En la grafica 20, se observa que el mes de Agosto y Junio se presentaron los
promedios de las prevalencias mas altos y bajos, respectivamente.
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Figura 23. Gregarinas enqguistadas en estadio de gametocisto en ciego posterior de

intestino de camarones cuitivados. Fotografia tomada a 40X mediante analisis en
fresco.

TINCION RAPIDA

Durante el periodo de vigilancia y monitoreo (1 de Junio-23 de Septiembre) no se
observaron camarones con los signos de infeccion por WSSV, Aln asi, se realizaron
pruebas rapidas con tincién hematoxilina-eosina de Mayer-Bennet en camarones que
presentaron; coloracién rojiza (expansion de los cromatoforos rojos) y flacidez, sin

embargo no se encontraron ndcleos hipertrofiados con cuerpos de inclusién
caracteristicos de WSSV,

En un estudio paralelo, se detectd en el estanque 23 la presencia de DNA viral de
WSSV mediante técnicas de PCR, poco antes de finalizar el perfodo de vigilancia y
monitoreo mediante andlisis en fresco. Desafortunadamente por cuestiones de
bioseguridad no se obtuvo el permiso requerido para iniciar con el programa de
vigilancia y monitoreo mediante analisis en fresco otra vez.

La granja comenzé con la cosecha el 15 de Septiembre en el estanque 23. Los
encargados de la granja suspendieron los muestreos patoldgicos el 23 de Septiembre
debido que la cosecha habia iniciado.
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VARIABLES FISICOQUIMICAS

Oxigeno disuelto matutino (5 am)

Los niveles de oxigeno disueltc matutinos promedio mas altos, se presentaron durante
los primeros nueve muestreos (correspondiendo a los meses de junio y julio). Posterior
al muestreo nueve, los niveles de oxigeno disuelto matutino fueron en decremento
(meses de agosto y septiembre) (grafica 21).
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Grafica 21. Promedio semanal del oxigeno disuelto matutino de los seis estanques en
estudio.

En ta grafica 22 se observa que en los meses de junio y julic se presentaron los niveles
de oxigeno disuelto matutino mas altos. Por lo contrario, durante el mes de septiembre
se presentaron los niveles de oxigeno disuelto matutine mas bajos.
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Grafica 22. Promedio mensual de oxigeno disuelto matutino en los seis estanques en
estudio.
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Los estanques 2, 4 y 6 presentaron el promedio total de oxigeno disuelto vespertino
mas bajo. Estos estangues, como ya se habia mencionado anteriormente, son de 6.5
Ha. Difiriendo de los estanques 11, 16 y 18, que son de 1.5 Ha (grafica 23}.
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Grafica 23. Promedio total de oxigeno disuelto matutino en los seis estanques en
estudio.

Al realizar e} ANOVA de una via, se observan diferencias significativas entre las
concentraciones de oxigeno disuelto matutino (P=0.008} en los diferentes estanques.
En la tabla 5 se muestran cuales estanques presentaron estas diferencias.

Oxigeno disuelto vespertino (5 pm)

Los niveles medios de oxigeno disuelto vespertino mas bajos se presentaron durante
los primeros diez muestreos {correspondiendo a junio, julio y una fecha de agosto).
Estos niveles se mantuvieron entre 6.3 y 6.9 ppm (excepto el muestreo seis y nueve)
los cuales fueron los mas bajos niveles durante el periodo de cultivo, siendo estos de
53 y 4.5 ppm respectivamente. Los niveles de oxigeno disuelto més altos se
presentaron durante 10s dltimos muestreos (agosto y septiembre) (grafica 24).
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Grafica 24. Promedio semanal de oxigeno disuelto vespertino de los seis estanques en
estudio.

En la grafica 25 se observa que en los meses de junio y julio se presentaron los niveles
de oxigeno disuelto matutino més bajos (excepto estanque 11). Por el contrario,
durante los meses de agosto y septiembre se presentaron los niveles de oxigeno
disuelto matutino mas altos (grafica 25).
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Grafica 25. Promedio mensual de oxigeno disuelto vespertino en los seis estanques en
estudio.

Los estangues 2 y 4 presentaron los promedios totales de oxigeno disuelto vespertino
mas bajos. Se observa que los estanques 11, 16 y 18, presentaron promedios totales
de oxigeno disuelto vespertino altos. El estanque 6 se salid del patron esperado entre
la comparacion de estanques de 6.5 Ha y 1.5 Ha, presentando un alto promedio total de
oxigeno disuelto vespertino (grafica 26).
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Grafica 26. Promedio total de oxigeno disueltc vespertino en los seis estanques en
estudio.
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Al realizar el ANOVA de una via, se ohservan diferencias significativas entre las
concentraciones de oxigeno disuelto vespertino (P<0.001) en los diferentes estangues.

Los estanques 2, 4, 6 y 16 presentaron diferencias con respecto a los estanques 11y
18 (Tabla 5).

Temperatura matutina (5 am)

El promedio semanal de la temperatura matutina, varic en los meses de cultivo de 28.6
a 30.9 °C (diferencia 2.3°C). En el muestrec trece (23 de Agosto) se presentd el
promedio semanal mas bajo de la temperatura matutina de los seis estanques en
estudio (28.6 ° C) {grafica 27). En esta fecha se observaron los méas altos PPS-SEE de
organismos epicomensales. Asi también, durante esta fecha se detecté un incremento

brusco en la prevalencia y abundancia de Acinéta sp. En todos los estanques {excepto
en el 18).

315 -
310 -
305 -
30,0 {22

o 295 4 F
201k
285 -
28.0 -
275
270+l

LT L]
st 1

e

Erebbirir

T

TR

BRI SRRy

e prbre o rre s

Gl

L

i-

i

g8 9 10 12 13 14

Muestreo

-
W
(]
P
h
=]
~J
=

Grafica 27. Promedio semanal de la temperatura matutina de los seis estanques en
estudio.

En Ia grafica 28 se observa que durante los meses de junio y julic se presentaron los
mayores promedios mensuales de la temperatura matutina. Por el contrario, durante
los meses de agosto y septiembre se presentaron los promedios mensuales mas bajos
de la temperatura matutina {excepto estanque 11) (grafica 28). En el estanque 2 se
presentd el promedio mensual mas bajo en el mes de septiembre (28.3 ° C).
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Grafica 28. Promedio mensual de la temperatura matutina en los seis estangues en
estudio.

Los estanques 2 y 4 presentaron los promedios totales de temperatura matutina mas

bajos en los seis estangues en estudio (grafica 29). Por el contrario, los estanques 11 y
16 presentaron los presentaron los promedios mas altos
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Grafica 29. Promedio total de la temperatura matutina en los seis estanques en estudio.

Al realizar el ANOVA de una via, no se observan diferencias significativas entre la
temperatura matutina de los estanques {P>0.05).

Temperatura vespertina (5 pm)

Los promedios semanales de temperatura vespertina en los meses muestreados varid
de 31.8 a 33.8 (2.7°C de diferencia). En los muestreos 7, 8 y 9, se presentaron los
promedios semanales mas bajos de la temperatura vespertina de los seis estanques en
estudio {(correspondiendo al mes de julio). Durante los muestreos 10, 11, 12, 13, 14y
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15, se presentaron los promedios semanales més altos de la temperatura vespertina de
los seis estanques en estudio (correspondiendo a los meses de agosto y septiembre).
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Grafica 30. Promedio semanal de la temperatura vespertina de los seis estanques en
estudio.

En la grafica 31 se observa que durante los meses de junio y agosto se presentaron los
promedios mensuales mas altes de la temperatura vespertina en 10s seis estanques en
estudio (excepto estangue 16). Los promedios mensuales mas bajos se presentaron
durante los meses de julio y septiembre (grafica 31).
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Grafica 31. Promedio mensual de la temperatura vespertina en los seis estanques en
estudio.
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Los estanques 2, 4 y 11 presentaron los promedios totales mas bajos de temperatura
vespertina en los seis estanques en estudio (grafica 32). Por el contrario, los estanques
6, 16 y 18 presentaron los promedios mas altos.
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Grafica 32. Promedio total de la temperatura vespertina en los seis estangques en
estudio.

Al realizar el ANOVA de una via, se observan diferencias significativas entre los
estanques {P<0.001). Donde los estanques 2, 4, 6 y 16 presentaron diferencias
significativas (P<0.05) con respecto a los estanques 11 y 18, que fueron los gue
presentaron temperaturas altas {Tabla 5).

Salinidad

Durante los primeros cinco muestreos se presentaron los promedios semanales mas
altos de salinidad, de 48 a 43 ppm. Estos muestreos corresponden al mes de junio.
En los muestrecs 6, 7 y 8 {julio) los promedios semanales presentaron un decremento
en la salinidad de 22 ppm (grafica 33}. La salinidad se mantuvo en 21 ppm {promedio)
durante los muestreos 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15 (agosto).
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Grafica 33. Promedio semanal de salinidad de los seis estanques en estudio.

En la grafica 34 se observa que durante el mes de junio se presentaron los promedios
mensuales mas altos de salinidad en los seis estanques en estudio. Durante los meses
de agosto y septiembre se presentaron los promedios mas bajos de salinidad.
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Grafica 34. Promedio mensual de salinidad en los seis estanques en estudio.

Los estanques 2, 4 y 8, presentaron los promedios totales de la salinidad mas altos (29,
29.4 y 30 %. respectivamente) en los seis estanques en estudio. Por el contrario, los
estanques pequenos presentaron los promedios totales mas bajos (grafica 35).
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Grafica 35. Promedio total de salinidad en los seis estanques en estudio.

El ANOVA de una via realizado, reveld diferencias significativas entre los estanques
(P<0.001). Donde el estanque 6, presentd diferencias significativas (P<0.05) con
respecto a los estanques 11, 16 y 18 (Tabla 5).

ANALISIS MULTIVARIADO

El andlisis de los componentes principales de la prevalencia de las infecciones e
infestaciones, en camarcnes de los seis estanques estudiados mostré tendencias
temporales entre los meses de estudio. El eje 1 representd el 31% del total de la
variabilidad de los datos y el gje 2 el 19%. En la figura 24a se observan cuatro
agrupaciones, cada una de ellas asociada a diferentes grupos de agentes patoldgicos o
a epibiontes (figura 24b). Los datos de! grupo | (junio en su mayoria) se ordenaron en
la parte izquierda inferior y son los datos asociados a las mayores prevalencias de
deformacion tubular y los datos del grupo Ii (junio, agosto y septiembre) se ordenaron
en la parte derecha de la figura 24a, como resultado de la mayor prevalencia de los
epicomensales Zoothamnium sp., Epistylis sp., Leucothrix mucor y Ascophrys sp. Los
datos del grupo Ill (julio y agosto) se ordenaron entre el grupo Il y IV (en la parte
central), en el cual no destaca Ia prevalencia de alguna afectacién en particular. Los
datos del grupo cuatro (julic y agosto) se ordenaron en la parte superior de la figura

24a, por haber presentado mayor prevalencia de gregarinas (trofozoitos, sicigias y
gametocistos).
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Figura 24. (a) PCA- ordenacion de datos {(muestreos) basado en la prevalencia de los
agentes patdgenos o epibiontes de los seis estanques durante el periodo de estudic.
Los circulos indican los muestreos del mes de junio; los triangulos los muestreos del
mes de julio; los cuadrados los muestreos del mes de agosto y los rombos indican los
muestreos del mes de septiembre. (b) PCA- ordenacién de las variables biolégicas.

De esta manera se observa sobre el eje 1 que, durante el mes de junio se presentaron
las prevalencias mas altas de deformacion tubular en hepatopancreas (-0.16). Durante
los meses de agosto y septiembre se presentaron las prevalencias mas altas de los
organismos epicomensales Zoothamnium sp. (0.53), Epistylis sp. (0.58) y Leucothrix
mucor {0.47). Mientras que sobre el gje 2 se observa gue durante los meses de julio y
agosto se presentaron las prevalencias mas altas de la gregarina Nematopsis en
trofozoito (0.67), sicigia (0.54) y gametocisto (0.32).

El PCA realizado con las variables fisicoquimicas de los seis estanques estudiados
mostrd tendencias temporales entre 10s meses de estudio. Los gjes 1 y 2 explican en
47 y 23% de la variabilidad de los datos, respectivamente. En la figura 25a se observan
tres agrupaciones, cada una de ellas asociada a diferente parametro fisicoquimico
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(figura 25b). Los datos dei grupo | (junio) se ordenaron en !a parte izquierda superior y
los datos del grupo !l {julio) se ordenaron en la parte izquierda infericr, datos asocciados
a los mayores niveles de salinidad, temperatura matutina y oxigeno matutino. Los datos
del grupo Il (agosto y septiembre) se ordenaron en la parte central y derecha, como
resultado de las mayores concentraciones de oxigeno vespertino.
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Figura 25. (a) PCA- ordenacion de los datos (muestreos) basado en las variables
fisicoguimicas de los seis estanques durante el periodo de estudio. Los circulos indican
los muestreos del mes de junio; los triangulos los muestreos del mes de julio; los
cuadrados los muestreos del mes de agosto y los rombos los muestreos del mes de
septiembre. (b) PCA- ordenacion de las variables fisicoquimicas.

De esta manera se observa sobre el eje 1 que, durante los meses de Junio y Julio se
presentaron los niveles mas altos de salinidad (-0.43), temperatura matutina {(-0.49) y
oxigeno matutino (-0.52) (figura 25a y 25b). Durante los meses de agosto y septiembre
se presentaron los niveles mas altos de oxigeno vesperting durante el periodo de
estudio (0.52). Mientras que sobre el eje 2 se observa que durante los meses de junio,
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agosto y septiembre se presentaron los niveles mas altos de temperatura vespertina
(0.85).

Correlaciéon de los resultados de PCA {(Bioldgicos y Fisicoquimicos)

Se encontré una correlacion relativamente baja (rs = 0.48, P < 0.01) y significativa entre
el eje 1 de los pardmetros fisicoguimicos y el eje 1 de los datos de la prevalencia (figura
6) Esto sugiere una tendencia de que la prevalencia de los crganismos epicomensales
(eje 1, figura 4b) aumenta con el incremento de los niveles de oxigeno vespertino y con

la disminucién de la salinidad, temperatura matutina y oxigeno matutino (eje 1, figura
5b).
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Figura 26. Correlacién de resultados del PCA (Ejes 1} biolégicos y fisicoquimicos.

En la figura 6 se observa que los datos se ordenaron de una manera estacional. Los
meses de junio y julio (grupo | = verano, secas) estan mas relacionadas con niveles de
oxigeno vespertino relativamente bajos pero con niveles de salinidad, temperatura
matutina y oxigeno matutino mas altos y prevalencias de organismos epicomensales
mas bajas. Y por otro lado, los meses de agosto y septiembre (grupo !l = lluvias) estan
relacionados con prevalencias de organismos epicomensales mas altas y con bajos
niveles de salinidad, temperatura matutina y oxigeno matutino pero con niveles de

oxigeno vespertino relativamente altos.
ANALISIS DE VARIANZA

Andlisis de varianza (ANOVA)

El ANOVA realizado en cada una de las variables biclégicas mostré que las diferencias
en los valores de las medias entre los estanques, no son significativas (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados de el anélisis de varianza de los valores bioldgicos entre los
estanques.

:Bioldgicovs | 2 4 6 11 16 18
- -Estanque:
D. Tubular 60.3892 | 59.2368 | 52.9732 | 57.1002 | 66.2042 | 52.487°
Zoothamnium | _45.737% | 54.005% | 39.150° | 39.702¢ | 38.310° | 41.799a

Epistylis 40.701% | 33.611%] 26.627% | 26.0912 | 23.194% | 35.9662
Acineta 6.5482 5.000° 0.833¢ 3.7042 0.000° 0.000%
Ascophirys 29.0702 8.333% | 17.576% | 13.773% | 11.968?2 | 24.590¢
L. mucor 34.725% | 30.417% | 40.605° 8.423% | 14.306°2 7.593¢

M. orgénica 50.815%| 57.593% | 60.731% | 36.591% | 56.921% | 62.275¢
Gametocistos | 75.8697 | 71.273%| 62.216% | 65.5367 | 64.2367 | 76.971%
Trofozoitos 44.870% | 50.556% ] 45.9337 | 54.7297 | 52.454% | 48.267°
Sicigas 49.1618 | 52.963% | 51.4427 | 64.034* | 58.495% | 51.429°

¥+ Superindices (**) = Diferencias significativas encontradas entre los valores de las
medias entre los estanques.

El ANOVA realizado en cada una de las variables biolégicas mostré que las diferencias

en los valores de las medias entre los 6 estanques, no son significativas (P>0.05)
(Tabla 4).

Los resultados del ANOVA realizado en los valores de las medias de oxigeno,

temperatura y salinidad de los estanques estudiados, muestra que hay diferencias
significativas (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de el andlisis de varianza de los valores fisicoquimicos entre los
estangues.

Fisicoquimico 2 4 6 11 16 18

vs Estanque

Oxigeno 3.5652 | 3.685%° | 3.5812[ 3.844®| 3801 | 4.001°
matutino

Oxigeno 54712 55228 | 6.2112| 7.742°| 62422 8.120
vespertino

Temperatura 30.2872 | 30.239% | 30.246? | 30.164% | 30.583% | 30.2512
mat.

Temperatura 32.224% | 32.533% | 33.451° | 32.104% | 32.906™ | 32.406™
vesp.

Salinidad 34.548°¢ | 35.940* | 36.000% | 32.095" | 30.762° | 32.298

I+ Superindices (**) = Diferencias significativas encontradas entre los valores de las
medias entre los estangues.

Los resultados del ANOVA realizado en los valores de las medias de oxigeno,

temperatura y salinidad de los estanques estudiados, muestra que hay diferencias
significativas {Tabla 5).
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En el caso del oxigeno matutino, las diferencias mas significativas es entre los
oxigenos de los estanques 2 y 6 con el oxigeno del estanque 18, asi mismo no hay
diferencia significativa en los estanques 4, 11 y 16 con ¢l estanque 18 {p<0.05).

En el caso del oxigeno vespertino por sjemplo, se observa que no hay diferencia
significativa en los estanques 2, 4, 6 y 16; mientras que los estanques 11 y 18
presentaron los datos de oxigeno mas alios, siendo significativamente diferentes a los
anteriores {p<0.05).

No se observan diferencias significativas en las temperaturas matutinas, mientras que
en las vespertinas no hay diferencias significativas entre las temperaturas de los

estanques 2, 4, 11 y 18 pero si hay diferencia significativa con las temperaturas mas
altas de los estanques 6 y 16 (P<0.05).

Si se relacionan los datos de las tablas 4 y 5 para encontrar efectos de los parametros
ambientales en las prevalencias de los patdgenos y parasitos encontrados, se observa
que debido a que no hay diferencias significativas en los parametras bioldgicos, los

cambios y diferencias significativas de la salinidad, oxigeno y temperatura no influyeron
en las mismas.

HISTOPATOLOGIA

Se analizaron organismos de 19 de los 23 estanques de la granja, en cada estanque se
colectaron 6 camarones de manera dirigida (camarones con sehales clinicas de
enfermedades) por lo que se analizaron un total de 115 organismoes. Cinco estanques
(1, 2, 10, 12 y 16) presentaron camarones con patologias causadas por WSSV y 5
estanques (3, 6, 7, 12 y 13) presentaron NHP. El estanque 12 presentd camarones con
patologias causadas por ambos patdégenos. En el estanque 1 y 2, se detectd la
presencia de camarones con haplosporidios en el hepatopancreas y microsporidios en
el muisculo y corazén. En todos los estanques se encontraron camarones con
gregarinidos en el intestino (al menos en algun estadio de vida). Los organismos
epicomensales estuvieron presentes en todos 10s estanques.

Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)

El Virus del Sindrome de la Mancha Blanca presenté los caracteristicos cuerpos de
inclusion tipo Cowdry A y cuerpos de inclusidon maduros sefialados por Lightner (1996)
en diversos organos y tejidos. Estos cuerpos de inclusion fueron acompafados en
ocasiones por la presencia de nlcleos hipertrofiados, ligera inflamacién representada
por infiltracién hemocitica, numerosos nucleds picnéticos o con cariorrexis (lo que
significa necrosis © muerte celular). El grado de severidad de la infeccion en tas células
y tejidos varié de grado 1 a grado 4. La Tabla 6 sefiala la presencia de WSSV en los
estanques, la prevalencia y el grado de severidad observado en cada 6rgano y tejido.

La grafica 36 muestra |la prevalencia y grados de severidad de WSSV en estémago de
camarcnes en los estangues afectados.



Figura 27. Virus de la mancha blanca (WSSV) en tejido conectivo del estémago de
camarones cultivados. Fotografia tomada a 60X. Tincién hematoxilina-eosina de

Mayer-Bennett.
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Tabla 6. Prevalencia del virus de la mancha blanca observado en muestras de camarén
al momento de la cosecha, tipo de tejidos y dérganos que afectd y grado de severidad.

. Prevalencia del virus de ia mancha blanca (WSSV) en camarones cultivados

No. de 1 2 10 12 16
estanque
% prevalencia 33 % 50 % 60 % 11 % 66 %
i Grado de severtdad (GS) en dlferentes organos y tEjldoS de camarones
s L ; ~ cultivados. . " R TR B S
No de E 2 10 12 16
estanque
Epitelio G3-G4 G2,G3y G4 G4 G2,G3y
estomacal G4 G4
Tejido G1 GO GO GO GO
conectivo
estomacal
Intestino G1-G3 | G1-G3 | G3yG4 G2 G1yG3
“Organo linfoide G4 G1-G3 G4 GO G3
Tejido G1 G1-G3 G1 GO G2
hematopoyetico
Branquias G2 G2 - G4 G1,G2y G3 G1
G4
Epitelio GO GO GO G2 G1
cuticular

En el estanque 12, 2 camarones no infectados por el virus, presentaron nlcleos
picnéticos. En cuatro camarones no infectados por WSSV se observaron infiltraciones
hemociticas en branquias, acompafnadas de nucleos cariorrexicos. En el estanque 16
se observo un camaron con esferoides ectépicos derivados del érgano linfoide cercanos
a la region de el hepatopancreas.
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Grafica 36. Prevalencia y grados de severidad de WSSV en estémago de camarones en

los estanques afectados.

Hepatopancreatitis necrotizante (NHP por sus siglas en Ingiés)

De los 19 estangues muestreados, solamente las muestras de los estanques 3, 6, 7, 12
y 13 tuvieron el hepatopancreas afectado por NHP. La enfermedad estuvo
caracterizada por la presencia de bacterias del tipo de las ricketsias (basofilicas, gram
negativas} en células hipertrofiadas del epitelic de el hepatopancreas, presencia de

granulomas, nodulos hemociticos, areas melanizadas y necrosis de los tibulos.

La

tabla 3 muestra los dafios observados, las prevalencias y grados de severidad.

Figura 28. Hepatopancreatitis necrotizante (NHP) en hepatopancreas de camarones
cultivados. Fotografia tomada a 60X. Tincion hematoxilina-eosina de Mayer-Bennet.
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Tabla 7. Organismos afectados por la Hepatopancreatitis Necrotizante (NHP encontrado
en las muestras tomadas durante |a cosecha).

Un camarén con la infeccidén caracteristica de NHP en fase
crénica en G4. Presencia de nddulos hemociticos, zonas con
marcada melanizacién y necrosis de los tdbulos.
Calculandose una prevalencia de 16 %.

6 Un camardn con la infeccidon caracteristica de NHP. El
camarén se detectdé en G1 de severidad de infeccién. El
hepatopancreas presenté nodulos hemociticos y necrosis de
los tubulos. Calculandose una prevalencia de 16%.

7 Tres camarones con la infeccidn caracteristica de NHP en
fase crénica. Un camarén presentd G3 de severidad de la
infeccion y dos camarones presentaron G4. Los camarones
infectados por la NHP, presentaron diferentes patologias
como; gran cantidad de nodulos hemociticos, zonas con
marcada melanizacién y necrosis de los tubulos del
hepatopancreas, calculandose una prevalencia de 50 %. Un
camarén no infectado por NHP presentdé dos grandes
granulomas .

12 Dos camarones con la infeccion caracteristica de NHP en
fase aguda. Un camarén presenté G2 de severidad de la
infeccidn y el otro camarén G4. Los camarones infectados
por NHP, presentaron patologias como; formacién de
granulomas dentro del hepatopancreas, gran cantidad de
nodulos hemociticos, zonas con marcada melanizacion e
infiltraciébn  hemocitica en el tejido conectivo del
hepatopancreas. Calculandose una prevalencia de 22%.

13 Un camarén con la infeccidn caracteristica de NHP en fase
crénica. El G4 de severidad de la infeccion causé que el
hepatopancreas presentara diferentes patologias como;
nédulos hemociticos, necrosis de los tdbulos e infiltracién
hemocitica en el tejido conectivo del hepatopancreas.
Calcutandose una prevalencia de 16%.
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camarones de [os estanques afectados.

Otras palologias en hepatopancreas de camarones no infectados por NHP
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Prevalencia y grados de severidad de NHP en hepatopancreas de

Los estangues 1, 8, 9, 10, 11, 16 y 18, presentaron patologias como granulomas,
nodulos hemociticos, desprendimiento celular y fagoliscsomas. Una descripcién breve
de la situacién en cada uno de los estanques se explica en la tabla 4.

Tabla 8. Diversas patologias observadas en el hepatopancreas de camarones
colectados durante la cosecha y analizados por histopatologia.

No. De
estanque

- Diversas patologias observadas en hepatopancreas’

1

Tres camarones con granulomas en el hepatopancreas. En uno de
ellos, se detectd desprendimiento celular de los tlbulos del
hepatopancreas, fagolisosomas y nédulos hemociticos. Se detectéd
la presencia de un camardn con haplosporidios en hepatopancreas y
microsperidios en masculo y corazén,

Un camardén con nodulos hemociticos y melanizacién en
hepatopancreas.

Cinco camarones con patologias en el hepatopancreas. En dos de
ellos, se detectd desprendimiento celular en los tubulos dei
hepatopancreas. Otro camarén presenté nédulos hemociticos y
necrosis. Y otros dos camarones presentaron granulomas y en uno
de ellos nédulos hemociticos.

10

Tres camarones con patologias en hepatopancreas. Un camardn se
observd con nddulos hemociticos y fagolisosomas. En otro camarén
se detectaron granulomas. Y en el Ultimo se observaron solo
fagolisoscmas

11

Tres camarones con patologias en hepatopancreas. Dos
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camarones dsel estanque presentaron nédulos hemociticos vy
melanizacion. En el otro se detectaron granulomas.

16 Cuatro camarones con patologias en hepatopancreas. En el primer
camardn se detectaron naédulos hemociticos. En el segundo, se
detectaron fagolisosomas e inflamacién. En e! tercero y cuarto se
observo desprendimiento celular de los tibulos del hepatopancreas.

Haplosporidios y microsporidios

En el estanque 1 se detectd la presencia de un camardn con haplosporidios en
hepatopancreas y microsporidios en muscuio y corazén. En el estanque 2 se detecté un
camarén con haplosporidios en hepatopancreas y microsporidios en musculo. Esta
infecciéon causada por ambos parasitos, se observd de forma conjunta en ambos
estanques.

Figura 29. Microsporidios en musculo de camarones cullivados. Fotografia tomada a
60X. Tincién hematoxilina-eosina de Mayer-Bennett.

Figura 30. Haplosporidios en hepatopancreas de camarones cultivados. Fotografia
tomada a 60X. Tincion hematoxilina-eosina de Mayer-Bennett.

Gregarinas

Las gregarinas estuvieron presentes en intestinos de camarones de todos los
estanques, al menos en algin estadio de desarrollo {esporozoito, trofozoito, sicigia o
gametocisic). Los esporozoitos tuvieron una prevalencia de 84%, trofozoitos de 78%,
sicigias 73% y gametocistos 84%. En las graficas 38, 39 y 40 se observa la prevalencia
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y grado de severidad de los trofozoitos, sicigias y gregarinas, respectivamente. Los
trofozoitos fueron encontrados en algunos estanques causando desprendimiento del
epitelio del intestino (exfoliacién epitelial).

Figura 31. Grado severo de infeccion de gregarinas en intestino de camarones
cultivados. Fotografia tomada a 10X. Tincidn hematoxilina-eosina de Mayer-Bennett.
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Grafica 38. Prevalencia y grados de severidad de trofozoitos en intestinos de
camarones de los estanques en estudio.
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Grafica 39. Prevalencia y grados de severidad de sicigias en intestinos de camarones
de los estanques en estudio.

Gametocistos
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Grafica 40. Prevalencia y grados de severidad de gametocistos en ciego posterior de
camarones de los estangues en estudio.
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Epicomensales

Los organismos epicomensales estuvieron presentes en todos los estanques.
Zoothamnium sp. reponté una prevalencia de 87% en branquias y 62% en cuticula.
Acineta sp. reporta un 31% en branquias. Se detectd la presencia de un organismo
epicomensal no identificado (posiblemente bodo) en un par de estanques. En la grafica
41 y 42 se observa la presencia de Zoothamnium sp. y Acineta sp. en branquias de
camarones en los 19 estanques analizados.
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Grafica 41. Prevalencia y grado de severidad de Zoothamnium sp. en branquias de
camarones de los estanques en estudio.
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Figura 32. Zoothamnium sp. en branquias de camarones cultivados. Fotografia tomada
a 40X. Tincién hematoxilina-ecsina de Mayer-Bennett.
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Acineta sp.
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Grafica 42. Prevalencia y grado de severidad de Acineta sp. en branquias de
camarones de los estangues analizados.

Figura 33. Acineta sp. en branquias de camarones cultivados. Fotografia tomada a
40X. Tincién hematoxilina-eosina de Mayer-Bennett.
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DISCUSION

Ademas de la literatura internacional que recomienda de manera general la aplicacion
de programas de vigilancia y monitorec de las enfermedades en granjas para un buen
manejo de la salud de los organismos bajo cultivo, no se encontrd ningln trabajo como
el presente estudio para realizar comparaciones de los resultados.

Para establecer un programa de vigilancia y monitoreo de enfermedades en una granja,
no existe ninguna receta ni guia especifica para elaborarla, pues depende de muchos
factores (sistema de cultivo, tamano de la granja, ndmero y tamafo de los estangues,
personal con el que se cuenta, antecedentes de enfermedades en la granja y en la
zona, densidad de cultivo, facilidades de laboratorio de diagnostico etc.). Lo anterior
indica que en cada granja debe haber una persona encargada exclusivamente de
analizar toda esta informacién para establecer su propic programa. Debe contar
ademas con personal de apoyo para realizar los andlisis de nivel |.

Para que un sistema de vigilancia y monitoreo a nivel granja sea efectivo, se deben
cubrir ademas cinco aspectos: a} el personal debe conocer las caracteristicas normales
(estado saludable) de los organismos en cuanto a comportamiento (nado, alimentacion,
crecimiento etc) y las caracteristicas anatomicas externas normales del camarén. En
consecuencia, debe conocer también las caracteristicas opuestas {sefales clinicas)
para poder detectar a un organismo enfermo, asi como saber qué microorganismos
patégenos y parasitos los pueden afectar; b} Es béasico también que el encargado de la
salud de los camarones en la granja este enterado diariamente de los parametros
ambientales del estanque, de las tasas de recambios de agua y de los datos de
alimentacion para poder determinar la presencia de factores estresantes que puedan
ocasionar una reduccion en la respuesta inmune de los camarones; ¢} se debe
implementar un programa de vigifancia y monitoreo adecuado a las caracteristicas de la

granja; d) la vigilancia y el monitcreo debe ser permanente durante todo el cicle de
cultivo.

Con el fin de poder demostrar si dandoles seguimienio a unos cuantos estanques se
podia detectar el inicio de un brote de enfermedades, se seleccionaron solamente 6
estanques al azar y se tenia la intencién de muestrear aquellos otros en los que se
observaran sefales clinicas. A pesar de que los técnicos encargados de la empresa en
la que se desarrolld este trabajo, habian proporcionado en los inicios del proyecio su
total apoyo para la realizacién de este estudio, por razones de bioseguridad, no se
permitid realizar muestreos en los estanques sospechosos, sino que solamente se
permitio trabajar con los seis estanques establecidos en el protocelo del estudio. Este
tipo de restricciones pudieron haber ocasionadoe la pérdida de informacion valiosa para
detectar brotes de enfermedades en otros estanques. Afortunadamente, la granja
implementd un buen numero de buenas practicas de manejo y medidas de bioseguridad
de tal manera gue aparentemente durante todo el ciclo de cultive hasta la fecha en que
se detectd el primer estanque con organismos infectados con mancha blanca y se
decidié la cosecha, no hube problemas severos en la granja y no fueron necesarios
muestreos extras a los programados.

La granja cuenta con sus propios patélogos, los cuales colectan semanalmente 3
organismos de cada estanque. Si se sigue la tabla de Amos (1987), se considera que
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este no es un namero representativo de la poblacién de organismos de los estanques
por lo que la informaciéon que proporciona dicho muestreo no es védlida para tomar
decisiones. Sin embargo, los responsables de la granja se basaron en estos datos para
aplicar medidas de control, por sjemplo aplicacién de antibidticos. Como ya se
menciond anteriormente, debido a que aparentemente no tuvieron problemas graves
durante el ciclo, no se observaron efectos negativos en los resultados de produccion
hasta la fecha en que se termino el estudio. Este personal se encarga ademas de tomar
las muestras de calidad de agua y sedimento, asi como también de los analisis
bacteriolégicos, por lo que es practicamente imposible que puedan realizar mas
muestreos de camarén para su andlisis presuntivo. Se sugiere que el responsable de la
granja encargue a una sola persona del programa de vigilancia y monitoreo mediante
analisis en fresco para que este sea mas efectivo.

E! disefio del programa de vigilancia y monitoreo realizado en este estudio consistid en
darle seguimiento al estado de saiud de las poblaciones de camarén, en seis estanques
(6/23=26%) seleccionados al azar por medio del método de muestreo espacial sugerido
por Cameron (2002} durante todo el ciclo hasta la cosecha. Se considera que esta es
una metodologia adecuada para seleccionar estanques al azar y seis es un numero
representativo que puede indicar posibles brotes de enfermedades en esta granja. El
tamafio de muestra de 10 organismos por estangue por semana se considera adecuado
para un programa de vigilancia (aportando un 95% de confianza y asumiendo una
prevalencia del 20%), sin embargo, {0 mas recomendable era muestrear 30 organismos
para garantizar que de haber una prevalencia del 10% de una enfermedad, se hubiera
detectado el brote. En un programa de vigilancia, el patélogo junto con el responsable
de la granja tienen que decidir la rigurosidad del sistema de vigilancia, tomando en
cuenta antecedentes de enfermedades y su impacto en la produccién, el nimero de
estangues, los antecedentes de la zona y de granjas cercanas, el nimero de patélogos
con los que se cuenta, los costos de la vigilancia y el monitoreo etc.

La periodicidad del muestreo en cada estanque fue semanal, lo cual se considera
apropiado para el programa de vigilancia de solamente seis estangues y un patdlogo,
siempre y cuando no se observaran sefales externas de enfermedades ni de resultados
presuntivos de algin brote de enfermedad. El programa de vigilancia y monitoreo se
tuvo que adecuar a las reglas de la granja y solo se permitié tomar muestra un solo dia
ala semana, dia en el cual los patdlogos de la granja realizaban sus muestreos para los
mismos fines. Los pat6logos de la granja siempre elegian los organismos primero,
tomando los camarones con sefales clinicas mas adecuadas para el diagnostico en
fresco. En caso de presentarse alguna sefial o algun resultado presuntivo, el patdlogo
debe contar con la libertad de hacer otro muestreo cuando lo considere necesario (en
esta ocasion no al azar sinc muestreo dirigido, es decir colecta de organismos con
senales clinicas) para verificar el estado de salud y en su caso actuar de manera
oportuna enviando muestras para los niveles de diagnoéstico Il y/o Il y tomar medidas
de bioseguridad mas estrictas para ese 0 esos estanques. En gste caso, no se contaba
con la libertad de tomar mas muestras ademas de las senaladas en el protocolo
aceptado por el responsable de la granja. Debido a que no se presentaron problemas
durante el estudio, el programa no pasé de ser de vigilancia a monitoreo.

En estudios posteriores, seria importante determinar si en lugar de que la vigilancia se
llevara a cabo siempre en 10s mismos estangues a to largo de todo el ciclo, este nimero
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representativo de 6 estanques fuera quincenalmente diferente, utilizando el mismo
sistema de seleccion de Cameron (2002) hasta que se encuentre algun brote y la
vigilancia se transforme en ese 0 esos estangues en monitoreo fijo.

El aumento del intervalo de tiempo de muestreo {de semanal a quincenal) y el aumento
de estangues a muestrear puede ser una herramienta para mejorar el disefio del
programa de vigilancia. Posiblemente el muestrear la mitad de los estanques (12) en la
granja en una semana {utilizando el mismo tamafio de muestra = 10) y en fa proxima
semana muestrear la otra mitad (11 estanques) puede dar informacion suficientemente
representativa y adecuada para saber la condicién real de la salud de los camarones de
todos los estanques de la granja. Es muy importante, que el muestreo sea adecuado
(totalmente al azar y en diferentes puntos del estanque} para que la informacién
manejada sea representativa. Esto es debido a que el tamafic de muestra ideal para
las poblaciones en cultivo debe ser de 30 asumiendo una prevalencia del 10% (Amos,
1987), lo cual es practicamente imposible para solo un patélogo.

Un problema que indican los productores, es que se les piden muchos organismos en
los muestreos para analizar su estado de saiud y que con ello estan perdiendo dinero al
final del ciclo ya que estos organismos tienen que ser sacrificados. En el estudio se
realizaron 16 muestreos semanales, pero cada estanque fue muestreado de 4 a 5
veces por mes, lo que significan 50 camarones sacrificados mensualmente, estos
multiplicados por los 4 meses de! ciclo de cultivo dan un total de 200 camarones por
estanque, lo cual es insignificante para las poblaciones que tienen los estangues y
sobre todo por la valiosa informacion que se puede obtener. Por lo tanto los productores
deben evaluar a conciencia y apreciar los beneficios econébmicos que trae consigo un
programa de vigilancia adecuado para su tipo de granja.

El programa de vigilancia y monitoreo se inicié el dia 3 de junio y los dltimos muestreos
se hicieron el 8, 14 y 23 de septiembre. En un estudio paralelo al presente, se realizaron
muestreos para determinar el virus de la mancha blanca mediante técnicas de PCR en
19 estanques. Con fecha de 15 de Septiembre, se detectd la presencia del virus y se les
indicé a los responsables que fueran organizando la cosecha ya que estaban a tiempo
de obtener una buena produccion sin mayores riesgos. Sin embargo por decisién del
duefio de la granja, el cultivo se extendié 15 dias mas para alcanzar una mejor talla.
Desgraciadamente, durante el mes de octubre la Secretaria de Salud reportd casos de
diarrea, fiebre y vémito en humanos causados por el consumo de camardn procedente
de la laguna Huizache-Caimanero. Debido a esto, las autoridades de Salud Piblica no
permitieron la pesca de camarones provenientes de esta laguna y la cosecha de las
granias de cultivo aledahas a esta zona costera. La granja en estudio tuvo que detener
la cosecha cuando la Secretaria de Salud hizo oficial la veda precautoria. En el intervalo
de la veda, la temperatura del agua de los estanques bajé considerablemente (4 grados
aproximadamente). Este cambio de temperatura fue suficiente para estresar a los
camarones y como ya se les habia detectado WSSV, se dispard la epizootia
presentandose altas mortalidades. Si se hubiera cosechado en el momento que se les
sehald posiblemente no hubieran tenido las pérdidas observadas. El programa de
vigilancia y monitorec presuntivo de este trabajo se realizé hasta la fecha de cosecha y
posteriormente se inicid la colecta de organismos para realizar analisis histopatologicos.
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Los parametros de calidad del agua fueron tomados diariamente y en el caso de la
temperatura y oxigeno disuelto, se tomaban en |la maftana (5 am) y en la tarde (5 pm).
Sin embargo ésta informacidn no se nos dio y solamente se nos proporciond el
promedio semanal para poder realizar el andlisis multivariado, por lo que se perdio
informacién valiosa, debido a que al promediar los siete dias de la semana, no se
reconocen los cambios repentinos que surgen en los estanques a través de la semana.
Sin duda alguna, es recomendable trabajar con los parametros diarios de calidad de
agua, alimentacion y patoldgicos para establecer las relaciones entre unos y otros y
poder diagnosticar con mayor precision posibles efectos negativos en |a salud de los
organismos bajo condiciones de estrés.

No obstante o anterior, se realizé un analisis de varianza para determinar si con esta
informacién se podian observar diferencias en los paradmetros ambientales mas
importantes en los estanqgues estudiados y ver si estos cambios pudieron haber
afectado la presencia o ausencia de los patégenos y simbionies observados.

Los resultados mostraron que a pesar de que si hubo diferencias significativas en los
parametros ambientales, estos no influenciaron en la prevalencia de los arganismos ya
que el ANOVA aplicado a la prevalencia de los organismos no mostré diferencias
significativas. De aqui se desprende que al menos durante el periodo de estudio, los
cambios en los parametros ambientales no fueron tan drasticos como para disparar
algin patégeno, parasito o simbionte. Lo anterior se confirma porque después de que
se termind el estudio y los camarones no fueron cosechados a tiempo, las temperaturas
bajaron drasticamente y fue cuando se presentaron los brotes de mancha blanca
ocasionando altas mortalidades.

Mediante analisis en fresco no se detectaron problemas bacterianos, sin embargo para
que un programa de vigilancia Nivel | este complete, se debe contar con un programa
de andlisis bactericlégico de hepatopancreas, hemaclinfa, agua y sedimento. Este
trabajo no abarcod tales anélisis, pero los técnicos de la granja tomaban muestras
semanalmente (3 organismos por estanque) y se tiene conocimiento de la aplicacion de
antibiéticos después de realizar concentracionas minimas inhibitorias de la bacteria. No
se proporcion6 mayor informacion.

De acuerdo a Morales y Chavez (1999) y Morales (2004), el andlisis en fresco de los
camarcnes puede indicar de manera presuntiva la presencia de NHP mediante ia
observacion de la deformacion de los tbulos del hepatopancreas, en este estudio se
detectaron desde el primer muestreo con niveles de prevalencia promedios de 92% y
manteniéndose altos durante 11 de los 16 muestreos (grafica 1) por lo tanto, se
debieron colectar muestras desde sus inicios para enviarlos a analizar mediante
histopatologia o técnicas de biologia molecular para su confirmacion y poder aplicar un
meétodo de control apropiade. En el esquema 1 (anexo 4) se muestra el plan de
vigilancia que se debid haber seguido para confirmar la presencia de NHP. En el
presente estudio se presentaron promedios de la prevalencia semanal altos de
deformacion tubular durante los tres primeros muestreos del 3 al 16 de junio (83 —
92%,, por el contrario, duranie los préximos tres muestreos del 23 de junio al 6 de julio
la prevalencia promedio bajé drasticamente (25 — 51%). La baja repentina en la
prevalencia, pudo ser debida a la aplicacién de algun antibacteriano en los estanques.
Lo anterior no se puede corroborar debido a que los técnicos de ia granja no aceptaron
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dar informacion acerca de ios tipos de antibiéticos, dosis y frecuencia que se aplicaron a
los camarcnes y a que no se hicieron analisis histopatolégicos antes y después de la
aplicacion de los antibidticos. En los estanques 4, 6, 11 y 18 el dia 23 de agosto se
detectd |la presencia de camarones con los tibulos del hepatopancreas estrangulados y
muy atrofiados en grado 3, aunque el hepatopancreas no presentd la reduccion de
tamafo y necrosis que sefala Lightner (1996); Lightner et al., (1999). La presencia de
NHP se confirmo al final del ciclo mediante el analisis histopatolégico realizado en los
organismos colectados durante la cosecha. Sin embargo, aparentemente si este
problema se presentd desde sus inicios, no ocasiond graves pérdidas en la poblacién
dado que las sobreviviencias fueron altas en todos los estanques (62% promedio) para
el 23 de septiembre fecha en que se terminaron los analisis en fresca. De haberse
enviado muestras para hacer analisis histopatolégico se hubieran hecho conclusiones
mas acertadas y se sabria si ese diagnostico presuntivo fue acertado o no.

Las alteraciones micronanatémicas del hepatopancreas, caracteristicas de |la presencia
de una enfermedad como la necrosis hepatopancreatica (NHP) observada
histolégicamente corresponde con las descripciones de (Lightner, 1996). Fue comuln
encontrar camarones en fase ¢rénica de la enfermedad, presentando el hepatopancreas
con gran cantidad de nddulos hemociticos, granulomas, inflamacién, marcada
melanizacion y necrosis, por 10 que una parte de la mortalidad presentada durante la
veda precautoria (octubre) puede ser asociada a la presencia de esta alfa proteo
bacteria. La presencia de NHP en § de los 19 estanques diagnosticados, reporta un
promedio de la prevalencia de 26%. Lightner (1996) reporta que altas temperaturas
(>29 a 31 °C) y elevadas salinidades (20 a 40 ppm) durante largos periodos favorecen
al desarrollo de NHP. En el presente estudio, las altas salinidades y elevadas
temperaturas fueron reportadas durante los meses de junio y julio, tiempo el cual no se
pudo comprobar por histologia la presencia de esta enfermedad. Frelier (1992) sugiere
que el mecanismo de transmision de esta bacteria intracelular tal vez requiere de un
hospedero intermediaric debido que no fue posible infectar camarones
experimentalmente por contacto con el agua y por alimentacién con hepatopancreas
infectados (disecado) con la bacteria. Este mismo autor excluye el mecanismo de
transmisiéon oral para este patdgeno, aunque comenta que el bajo nimero de
camarones examinados durante su experimento dificultd una buena interpretacion de
los resultados. Datos de brotes espontaneos de NHP sugieren que temperaturas de

29°C por periodos de 50 dias (aprox.) favorecen al desarrollo de la enfermedad (Frelier,
1992).

Durante el ciclo de cultivo se observo la presencia de Zoothamnium sp., Epistylis sp.,
Acineta sp., Ascophrys sp., Leucothrix mucor en niveles de severidad de G1 a G4. La
descripcidén de estos epibiontes corresponden a las descripciones de Conroy (1990) y
Lightner (1996). El Gnico que puede ser un patégeno invasivo y provocar una reaccion
del sistema de defensa de los camarones afectados, es Ascophrys sp. (Lightner, 1996},
los demas son epibiontes que solamente ocasionan dafos si hay una alta prevalencia y
una severidad G3-G4 en conjunto con mala calidad de agua, especialmente bajas
concentraciones de oxigeno y altos niveles de materia organica en suspension.

El promedio de la prevalencia total mas bajo de epicomensales en branquias de
camarones cultivados en estanques de 1.5 Ha hace suponer que los recambios de agua
son mas efectivos en estanques pequefios y que existe mayor cantidad de materia
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organica disuelta en el agua de estanques grandes de 11 Ha, razén por la cual el
numero de epicomensales es mayor. La presencia de éstos epicomensales durante el
estudio no se consider6 de alto riesgo para los camarcnes a pesar que se encontraron
en ocasiones en grados 3 y 4. Lo anterior debido a gue los camarones estaban
continuamente creciendo y por lo tanto desprendiéndose de los mismos durante la
muda. Sin embargo, severidades de 3 y 4 pueden estresar a los camarones sobre todo
en los momentos de mas bajos niveles de oxigeno y en consecuencia afectar su
sistema inmunoldgico haciendolos mas susceptibles a enfermedades.

Zoothamnium sp. fue el protozoario ciliado mas prevaleciente en las branquias de
camarones durante el periodo de estudio, presentando un promedio de la prevalencia
total de 46% con mayor abundancia en los meses de agosto y septiembre {excepto
estanque 18). Se ha registrado la presencia de Zoothamnium sp. y Epistylis sp. en el
camardn blanco Litopenaeus vannamei cuitivado en el estado de Texas (Johnson,
1990}. Este mismo autor refiere la presencia de Epistylis sp. muy pocas veces en
branquias, datos que difieren del presente estudio debido que este protozoario ciliado
sin mionema contractil, se presenté en las branquias de camarones blancos durante
todo el periodo de estudio. Acineta sp. fue el protozoario epicomensal que se detectd
muy pocas veces en las branquias, reportando el promedio de la prevalencia semanal
mas aito el dia 23 de agosto (24%;) y la abundancia mayor en los estanques 6, 11 y 16,
pudiendose clasificar como un evento casual y repentino, lo anterior coincide con lo
repcritado por Conroy (1990) y Aguado et al., {1995). Un muestrec anterior (16 de
agosto) se reporta el promedio de la prevalencia semanal mas alto de materia organica
en branquias (75%) factor que de alguna forma pudo tener influencia indirecta con el
aumento en la prevalencia y abundancia de los organismos epicomensales. Ei
decremento de la temperatura y el aumento de materia organica en branquias durante
esas fechas, hacen suponer que fueron factores que estresaron al camarén haciéndolo
mas susceptible a infestaciones mas graves por organismos epicomensales (Sniensko,
1973). Ascophrys sp. fue el Unico protozoario apostomado reportado en branguias de
camarén blance Litopenaeus vannamei cultivado duranie el periodo de estudio, este
epicomensal elipsoide reporté el promedio de la prevalencia semanal mas alto el dia 23
de junio. No se puede atribuir su presencia a factores medio ambientales. La bacteria
filamentosa Leucothrix mucor reportd un promedio de la prevalencia total de 31% con
mayor abundancia durante los meses de Agosto y Septiembre. Los promedios de la
prevalencia semanales mas altos de esta bacteria epicomensal se reportaron del 31 de
Agosto al 08 de Septiembre, haciendo suponer que el promedio semanal bajo de la
temperatura matutina (28.6%) y las salinidades promedio de 20 ppm reportadas durante
esas fechas tuvieron alguna influencia indirecta con el aumento en la infestacién.
Conroy (1990) sugiere que temperaturas de 20 — 25°C favorecen la contaminacién por
Leucothrix mucor, rangos que difieren con el presente estudio, debido que una
temperatura de 28°C fue suficiente para favorecer una mayor infestacion. Brock y Main
(1992} reportaron que el incremento en los recambios de agua, decremento de la
densidad de animales y el uso de una alimentacién balanceada, son los factores
basicos que pueden alterar la abundancia de los organismos epicomensales.
MPEDA/NACA (2003) reportan que un recambio de agua del 10% cada vez es ideal
para prevenir cambios repentinos en ia calidad del agua de los estanques, como
cambios en la concentracion de fitoplancton, pH, salinidad y por consiguiente minimizar
el estrés en el camardn durante los recambios de agua, en el presente estudio no se
proporcionaron los niveles y el tiempo de recambios de agua utilizados durante el ciclo
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de cultivo, aunque se sabe que fue una practica cominmente usada, especialmente en
estanques con bajos niveles de oxigeno disuelto y gran cantidad de nutrientes en el
agua. Las altas prevalencias y grados de severidad por organismos epicomensales que
presentaron los camarones durante el periodo de estudio, indican que estos epibiontes
encontraron las condiciones adecuadas (bajas salinidades, bajas temperaturas y
oxigenos y altas concentraciones de nutrientes disueltos en el agua) para su
reproduccidn y desarrollo; pero debido a la naturaleza de este estudio, se requiere
continuar estas investigaciones bajo condiciones controladas para determinar de
manera precisa la relacion existente entre las infestaciones por organismos
epicomensales y las variables fisicoquimicas del agua.

La morfologia de tas gregarinas encontradas en el intestino de Litopenaeus vannamei
en cultivo corresponden con las descripciones de (Feigenbaum, 1975) para Nematopsis
sp.. en Lifopenaeus vannamei procedentes del complejo lagunar Huizache-Caimanero
en el estado de Sinaloa. El andlisis separado de los diferentes estadios de desarrollo de
las gregarinas (trofozoito, sicigias y gametocistos) indican que no hay diferencias de su
presencia durante el ciclo de cultivo sino que se presentan con las mismas tendencias
de prevalencia y severidad, lo cual es indicativo de la secuencia de transformaciones
que sufren las gregarinas en su ciclo de vida sin marcadas preferencias estacionales.

Los promedios de la prevalencia semanales mas bajos de trofozoitos y sicigias
reportados en el inicio del programa de vigilancia (3 de junio) hace suponer el comienzo
de la infestacion, cuatro semanas mas tarde la abundancia y el promedio de la
prevalencia semanal aumentd considerablemente, asumiendo que las altas
prevalencias de camarones infestados por este protozoario parasito en los estanques
de cultivo, puede corresponderse con el aumento de la carga organica de estos
sistemas acuaticos, creando condiciones de eutroficacién faverables para el desarrollo
de organismos invertebrados, tales como poliquetos y moluscos bivalvos, que estan
registrados como hospederos intermediarios de las gregarinas del género Nematopsis
(Lightner, 1996). Feigenbaum {1975) refiere la presencia de los moluscos Rangla
mendica y Tagelus affinis en el complejo lagunar Huizache-Caimanero, donde tal vez
estos bivalvos actien como hospederos intermediarios de la gregarina en este citado
ambiente. En el presente estudio no se determind la presencia de estos hospederos,
pero dado que la granja se abastece de agua de este mismo sistema lagunar existe la
posibilidad de que también se encuentren instalados en los estanques de culiivo.

El promedio de la prevalencia total mas alto de trofozoitos y sicigias en camarones
cultivados en estanques de 1.5 Ha hace suponer una mayor abundancia de hospederos
intermediarios por unidad de area. Reyes (2004) encontrd una correlacién lineal
positiva entre el grade de severidad promedic de Nematopsis sp. y la severidad
promedio de trofozoitos, sicigias y gametocistos sustentando el desarrcllio
ininterrumpido del ciclo de vida de Nematopsis en camarones blancos Litopenaeus
vannamei cultivados en el estado de Sinaloa. En el presente estudio no se
correlacionaron los grados de severidad de los diferentes estadios de vida, pero si se
observé un desarrollo ininterrumpido del ciclo de vida de Nematopsis en los camarones
cultivados. Durante el periodo de estudio se constatd que los estadios de trofozoitos y
sicigias de Nematopsis tuvieron una tendencia a aumentar durante el mes de Junio, en
tanto el estadio de gametocisto se comportd de una manera diferente. Este
comportamiento, puede estar relacionado con la secuencia de fas trasformaciones que
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ocurren durante el ciclo de reproduccién sexual y asexual de este género de gregarina,
gue se inicia con la entrada de los esporozoitos al estémago e intestino medio del
camaron, donde se transforman en ftrofozoitos, posteriomente se desprenden
llamandose esporandinos y es cuando ocurre el proceso de asociacién denominado
gamonte en sicigia, que culmina con el enquistamiento de estos esporandinos que se
trasforman en gametocistos (Kudo, 1969 y Levine, 1971).

Los altos grados de severidad que presentaron los camarones durante el periodo de
estudio permite suponer que estos protozoarios parasitos encontraron en los estanques
las condiciones adecuadas para su desarrollo; lo que hace pensar que a mayor carga
parasitaria por gregarinas, se incrementan las lesiones en el intestino medio y posterior;
haciendo mencién principalmente a los trofozoitos (por sus ¢rganos de fijacién)
seguidos de los gametocistos (que se asocian a estallamiento y taponamiento del ano)
y en ultimo lugar las sicigias, por presentarse en forma de vida libre en el intestino
(Bower, 19968). Sprague (1954) reportd que Nemafopsis penaeus es el Unico posible
ejemplo de gregarina potencialmente patégena, la cual es capaz de provocar dafos a
nivel del epitelio intestinal en ejemplares de Litopenacus aztecus fuertemente
infectados. Las lesiones histoidgicas observadas en el intestino de Lifopenaeus
vannamei, asociadas al incremento del grado de severidad por Nematopsis coinciden
con fas descripciones realizadas por Lightner (1996) para esta especie. Brock y Main
(1992) reportaron que los mecanismos potenciales de control de las gregarinas incluyen
la destruccidn y remocién de los hospederos intermediarios del sedimento de los
estangues entre los ciclos de cultivo o la administracidén de los niveles recomendados
de cal para la destruccion del poliquetoc Polydora. Fajer et al {(2005) reportd la
efectividad del uso de Elancoban™ en alimento medicado a concentraciones de 55y 6
g kg-' reduciendo en un 92% y 94% respectivamente, el nimero de gametocistos en
Litopenaeus vannamei sin inducir mortalidad.

La temperatura del agua afecta la productividad natural de los ecosistemas acuéticos y
afecta directa o indirectamente todas las variables de la calidad del agua. Los
camarones son organismos poiquilotermos, por lo que la temperatura corporal de los
crustaceos cambia debido a los cambios diarios y estacionales de la temperatura del
agua. En el presente estudio (del 3 de junio ai 23 de septiembre), el intervalo promedio
registrado durante el pericdo de vigilancia y monitoreo fue de 28.6 -~ 33.8 °C, estos
datos estan en el orden de los valores sugeridos como optimos por Boyd (1998), por lo

que se puede afirmar que durante este periodo la temperatura no tuvo efectos graves
en los camarones.

Boyd (1998) sugiere que si los niveles de oxigeno disuelto son consistentemente bajos,
los animales acuaticos no comeran o no creceran bien y seran mas susceptibles a
enfermedades. Los resultados de este estudio indican que por la mafiana es cuando se
presentan los peores niveles de oxigeno, lo cual es de esperarse, ya que durante la
noche se reduce la actividad fotosintética. En general, durante los meses de junio y
julio se presentaron mejores niveles de oxigeno disuelto por la mafana, mientras que
en agosto y septiembre los promedios de oxigeno matutino fueron bajos. Sin embargo,
aparentemente hasta la fecha en que se termind el programa de vigilancia y monitoreo
en los estagues seleccionados, estas bajas de oxigeno no ocasionaron estrés
importante pues las sobrevivencias hasta esta fecha fueron de 70%. Se recomienda
que en temporadas en los que se puedan combinar factores de estrés, especialmente
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de altas 0 muy bajas temperaturas, se cologuen aireadores para eliminar el efecto
estresante de este parametro ambiental.

Los resultades de |a salinidad indican que durante el veranc es cuando se presentan
los niveles de salinidad mas alics y durante la temporada de lluvias {julio, agosto y
septiembre)} los niveles de salinidad bajan debido a los escurrimientos superficiales y
aportes de lluvia directo a los sistemas (Arredondo et al 1998). Litopenaeus vannamei
es una especie euryhalina {Menz et al., 1980 y Stern et al., 1990) de tal manera que
aparentemente la salinidad no fue un parametro que afectara de manera importante a
los camarones. Lo anterior se corrobora con las altas producciones que estas granjas
han tenido en afios anteriores con las mismas salinidades.

La granja en estudio presentd dos periodos de cosecha debida a la veda precautoria
que la Secretaria de Salud implementé debido a la presencia de la bacteria Vibrio
parahemoliticus (nh+) que es patégena para los humanos y que se enconird en
camarones procedentes del complejo lagunar Huizache-Caimanero. La veda inicid
oficialmente el dia 6 de octubre, aunque los reportes epidemicldgicos de ia Secretaria
de Salud fueron con dos semanas de anterioridad. El primer periodo de cosecha se
realizé antes de la veda del 15 de septiembre al 2 de octubre en nueve estanques (7,
13, 15, 16, 17, 18, 19, 20 y 23) reportandose una sobrevivencia promedio alta (70%).
Debido a la veda precautoria, la cosecha de los restantes 14 estanques (1, 2, 3, 4, 5, 6,
8, 9, 10, 11, 12, 14, 21 y 22) tuvo que esperar desde el 2 de octubre hasta el 8 de

noviembre terminandose el 16 de noviembre, reportandose una sobrevivencia promedio
baja (26%).

Los resultados de! estudio histopatoldgico, mostraron la presencia del virus de la
mancha blanca. La morfologia del virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV)
encontrado en el epitelio y tejido conectivo del estémago, intestino, branguias, glandula
antenal, 6rgano linfoide y epitelio cuticular de Litopenaeus vannamei, corresponden con
las descripciones de (Lightner, 1996). Los grados de infeccidn mas severos se
encontraron principalmente en el tejido epitelial del estémago, sugiriendo un modo de
transmision harizontal (Lightner, 1996} mediante la liberacion de patdégenos por
organismos enfermos y tomados via oral por camarones sanos (Alvarez et al 1988).
Este patégeno también fue encontrado en el tejido hematopoietico (encargado de
produccion de hemocitos} afectando el sistema inmunoldgico del camardn (Bachere,
2000). Le Moullac et al (2000) reportan que la actividad miidtica de los hemocitos se ve
reducida durante el invierno, lo cual aunado a la llegada de WSSV al tejido
hematopoietico, probablemente fueron factores que tuvieron aiguna influencia indirecta
con la baja resistencia {Alvarez et al 1988) del camardn a los patégenos.

El promedio de la prevalencia total del virus WSSV reportado (26% = 5/19 estanques)
mediante el andlisis histopatoldgico hace suponer que el decremento de la temperatura
promedio (24°C) y oxigeno matutino promedio (2.5 mg-I-'} durante la veda precautoria
(mes de octubre) fueron factores que estresaron al camarén y detonaron el brote de
mancha blanca, por lo que gran parte de la mortalidad presentada pudiera estar
asociada a la presencia de este virus. La baja en los niveles de oxigeno disuelto y baja
temperatura reportada durante el mes de octubre, ocasionarcn que el camarén
reduciera el tiempo de respiracién, Newman {2004) sugiere que cualquier disturbio en
el balance fisiolégico puede ser considerado como estrés, sin importar si es externo o
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interng. El estrés es un fenémeno normal y natural y es imposible que la vida exista sin
el. En su forma benevclente que promueve procesos de evolucién e induce habilidades
a las especies para su sobrevivencia. En su forma malevolente, el estrés debilita a los
animales hasta el punto en el que los procesos fisiologicos no son lo suficientemente
rapidos para proteger al hospedero contra los ataques de organismos patégenos.

Los estanques pudieron ser infectados a través del agua o zooplancton, los cuales son
reportados por ser portadores potenciales de WSSV (Lo et al, 1996). Las granjas
aledafas a la del estudio tuvieron presencia de mancha blanca casi a los inicios del
ciclo de cultivo, por lo tanto se observo en ellas la presencia de gaviotas consumiendo
al camaroén enfermo que se orilla en los estanques. Estas aves son un vector potencial
debido a que en numerosas ocasiones vuelan con el camardén enfermo y suele suceder
de manera muy comin que lo sueltan en otros estanques, ocasicnandc con ello la
dispersidn de la enfermedad. A pesar de lo anterior, los camarones de la granja no
mostraron sefnales de la enfermedad sino hasta el final del ciclo, lo que indica que la
granja aplicé un buen nimero de buenas practicas de manejo y medidas de
bioseguridad, las cuales retardaron ya sea la introduccién y/o el desarrollo de las
enfermedades. En el esquema 2 {anexo 5) se muestra un gjemplo del plan de vigilancia
mediante tincion rapida para detectar WSSV e iniciar el programa de monitoreo.

Las infecciones virales cominmente vienen acompafadas de infestaciones secundarias
por epicomensales y bacterias filamentosas, las cuales pueden ser la Ultima causa de
muerte en camarones severamente afectados por la infeccién viral inicial (Brock 1992 y
Lightner 1996). Autores como (Jonhson, 1975; Lightner, 1988, 1983, 1996; Brock,
1992) sugieren que los estanques de cultivo de camarén sirven como hospederos de
organismos parasitos y epicomensales. En general, los estanques de cria de
camarones estudiados, sirvieron como hospederos de organismos parasitos
(Nematopsis} y epicomensales (Zoothamnium sp., Epistylis sp. y Leucothrix mucor,
principalmente) durante el periodo de estudio. Desafortunadamente durante el intervalo
del tiempo de veda (octubre}, tiempo el cual se presentd la mortalidad, no se registrd la
presencia de estos organismos epicomensales y endoparasitos en conjunto con la
presencia WSSV o algln otro agente infeccioso. Los resultados histopatoldgicos
reportan enfermedades mixtas en un estanque (12} causadas por dos agentes
infecciosos (WSSV y NHP) donde fue encontrado un camarén con grado 4 de severidad
de infeccion causada por WSSV en el epitelio estomacal y grado 4 de severidad de
infeccion causada por NHP. Este camarén no presentd infestaciones por
epicomensales y bacterias filamentosas.

Los resultados histopatoldgicos confirman la presencia de haplosporidios (Lightner,
1996). Este parasito intracelular se detectd en dos estanques (1 y 2), en los cuales
también se detectd la presencia de microsporidios y WSSV. La presencia de
microsporidios se ha observado comunmente en poblaciones silvestres de camaroén,
donde se han reportado altas prevalencias de infeccion. Estos parasitos
ocasionalmente son la causa de serias epizootias en la camaronicultura, pero no es
comun que la mayor parte de la enfermedad sea debida a microsporidios (Lightner,
1996). Este mismo autor sugiere gue probablemente es debide a que el hospedero
intermediario que necesita este protozoario parasito para completar su ciclo de vida es
depredador del camarén (pez) y estos, son normalmente excluidos de los estanques de
cultivo. Sin embargo las infecciones por microsporidios se consideran un problema en la
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camaronicultura debido que, aunque causan bajas mortalidades, modifican fisicamente
el tejido muscular del camarén con infecciones avanzadas disminuyendo su valor
comercial. En el caso de los haplosporidios, tas infecciones son muy raras debido a

que los huéspedes intermediarios normalmente no se encuentran en los estanques de
cultivo (Lightner, 19986).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:

1. No existen trabajos que reporten los métodos y criterios que se deben aplicar
para llevar a cabo un sistema de vigilancia y monitoreo en las granjas de
camardén. Se recomienda llevar a cabo mas estudios para establecer las
metodologias y establecer criterios generales catalogados segun los diferentes
tipos de granjas (lo cual también falta por establecer) que sirvan de guia a los
encargados de la salud de 10s camarones.

2. Se requiere que los produciores estén conscientes de la importancia de los
programas de vigilancia y monitoreo para obtener la cooperacion total durante el
desarrollo de estudios.

3. Para que un programa de vigilancia y monitoreo de la salud se lleve a cabo de
manera eficiente se deben contemplar los siguientes aspectos:

d.

€.

Contar con un técnico capacitado en patologia de camarones para que se
encargue de! programa de vigilancia y monitorec. No se le podran asignar
ofras tareas debido a que el programa debe ser permanente y exige toda
la atencidn. El numero de técnicos de apoyo depende del tamafio de la
granja y de la estrategia del programa de vigilancia y monitorec que se
establezca.

Capacitacién de todo el personal de la granja para que conozca las
caracteristicas normales (estado saludable}) y las caracteristicas de
enfermedades (sefiales clinicas) de organismos enfermos y puedan
cooperar con el técnico a cargo en la observacion del estado de salud de
las poblacicnes de camarén de los distintos estanques.

El responsable de la salud de los camarones debe implementar un
programa de vigilancia y monitorec de acuerdo a las caracteristicas de la
granja (sistema de cultivo, tamano de la granja, nimero y tamafo de
estanques, de los antecedentes de enfermedades de la granja y de la
zona en la que se encuentra enclavada, de los costos del sistema de
vigilancia y monitoreo, calidad de agua etc.).

El encargado de la salud de los camarones en la granja debe estar
enterado diariamente de los cambios que se presenten en los pardmetros
ambientales de cada estanque, de los recambios de agua y de los datos
de alimentacion para poder determinar la presencia de factores
estresantes que puedan ocasionar una reduccién en la respuesta inmune
de los camarones y en consecuencia ocasionar el brote de una
enfermedad.

El procgrama de vigilancia y monitoreo debe ser permanente durante todo
el ciclo de cultivo.

4. La seleccidn de estanques al azar, para iniciar el sistema de vigilancia se

considera apropiado y se puede recomendar como parte de la metodologia para
establecer un programa de vigilancia.
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El programa de monitoreo se establece cuando se han detectado brotes de
enfermedades en los estanques, por lo que el seguimiento de la enfermedad
para evaluar la prevalencia y la severidad depende de la situacion de cada
estanque, de la enfermedad, de la virulencia del patogeno etc. Por lo anterior, es
necesario que el responsable sea un técnico entrenado en aspectos de patologia
del camarén, ademas de mantener una actualizacion constante sobre
investigaciones de las enfermedades tanto conocidas como nuevas y las
innovaciones en los métodos de diagnéstico adaptables a las granjas.

En el presente estudio no se llevd un programa de monitoreo dado que no se
presentaron brotes de enfermedades virales sino hasta el inicio de la cosecha.

Se considera que 26% de los estanques seleccionados en este estudio es un
namero que representa al total de los estanques de la granja. Sin embargo, se
recomienda que para e! programa de vigilancia, la totalidad de los estaques sean
muestreados por lo que se propone establecer un programa de 12 estanques en
la primer semana y 11 estanques en la préxima, para poder determinar el estado
de salud de los camarones en todos los estanques, lo gue significa que cada
estangue serd muestreado guincenalmente.

El tamafc de muestra de 10 organismos por estanque se considera adecuado
para el programa de vigilancia de esta granja (50 organismos por mas x 4 meses
de cultivo = 200 organismos por estangue). No se recomienda un ndmero menor
a este. Se considera gue 30 organismos es el tamafio de muestra mas adecuado
tomando en consideracion una prevalencia del 10% (150 organismos por mes x 4
meses = 600 camarones por estangue). Este niumero de organismos sacrificados
no se considera una pérdida sino una ganancia en informacién datil para
resguardar la salud de las poblaciones de los estanques.

En el caso de la granja en estudio, un patdlogo a cargo no es suficiente para
ltevar a cabo los andlisis presuntivos y darle seguimiento a la salud de los
camarones. Se requiere al menos uno para andlisis en fresco y otfro para
bacteriologia. Los patélogos no podran hacerse cargo de otras tareas.

10.Para que el programa de vigilancia funcione, es necesaric que cuando se

i1

determine mediante analisis presuntivo una posibilidad de infeccién o infestacion,
se envien muestras para realizar analisis en los niveles de diagnostico Il y lll y
confirmar el brote de enfermedades. De otra manera, os esfuerzos y costos
realizados durante la vigilancia a nivel presuntivo son inutiles.

.Se diagnosticé la presencia de deformidades de los tubulos del hepatopancreas

a los largo de todo el ciclo con altas prevalencias. De manera presuntiva se
supone probablemente la presencia de NHP. Se recomienda confirmar mediante
analisis histopatologicos y/o mediante técnicas de hiologia molecular la presencia
de estos patogenos desde el primer informe de deformacién tubular para poder
confirmar la presencia de esta bacteria y tomar medidas de control apropiadas.
En este estudio no se realizaron este tipo de analisis por lo que no se confirmd la

presencia de este patdgeno sino hasta la cosecha en que se realizaron analisis
histopatolégicos.

12.Se diagnosticé la presencia de gregarinas desde el inicio del ciclo de cultivo con

altas prevalencias, aungque estas no representaron un problema grave para la
produccion. Sin embargo, se recomienda la aplicacién de Elanccban a
concentraciones de 5.5 y 6 g kg-' para reducir su presencia y minimizar posibles
efectos estresantes o danos histopatoldgicos. Asi también, se recomienda
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verificar la presencia de moluscos en el estangue ya gue se supone son
huéspedes intermediarios y aplicar molusquicidas para eliminarlos.

13.Los epibiontes encontrados durante todo el ciclo de cultivo no representaron
ningln problema grave para los camarones durante el ciclo de cultivo. Sin
embargo, se recomienda mantenerlos con bajas prevalencias debido a gue en
presencia de bajos niveles de oxigeno pueden ocasionar un estrés mayor.

14.Se recomienda que una vez que se han detectado enfermedades con alta
virulencia como el virus de la mancha blanca, se le dé un seguimiento estricto a
la prevalencia y a la severidad de los dafos para decidir si se sigue con el ciclo
de cultivo o se realizan cosechas parciales o totales de los estanques afectados.

15.Se recomienda no llegar a las fechas de cambios drasticos de temperatura
cuando se ha detectado WSSV en las poblacicnes de camarén.

16.Las técnicas de diagndstico presuntivo de Nivel | (analisis en fresco) permiten la
deteccion temprana de infestaciones por parasitos y epibiontes, detecta cambios
en el comportamiento tales como anorexia, nado erratico, camarones flotando o
en las orillas de los estanques e indica sefales clinicas que demuestran estrés
y/o alguna enfermedad. Es importante implementar técnicas basicas de
bacteriologia en el programa de vigilancia para detectar concentraciones altas de
bacterias en hepatopancreas y hemolinfa y llevar a cabo su control mediante la
aplicacidon de antibidticos. Las técnicas de tincion rapida no son lo
suficientemente sensibles para detectar en sus inicios enfermedades tales como
WSSV, TSV y YHV por lo que es necesario que se implementen técnicas mas
sensibles tales como anticuerpos monoclonales.

17.Las técnicas de diagnostico presuntivo Nivel | son importantes y basicas pero no
son efectivas si no se pasa a los niveles [l y IIl y no se realiza un programa de
vigilancia y monitoreo adecuados.
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ANEXO |

Formato 1. Hoja de captura para analisis en fresco
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ANEXO i

Formato 2. Hoja de captura para analisis en fresco con tincion rapida
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ANEXO Il

Formato 3. Hoja de captura para anélisis histopatolégico
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ANEXO IV

Esquema 1. Plan de vigilancia mediante analisis en fresco para detectar la presencia
de NHP e iniciar el programa de monitoreo.
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ANEXO V

Esquema 2. Pian de vigilancia mediante tincién rapida para detectar WSSV e iniciar el
programa de monitoreo.
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ANEXO VI

Prueba hematoldgica para detectar de manera rapida la presencia de YHV en
camarones vivos.

Se toma una muestra de hemolinfa de los organismos sospechosos y se observa al
microscopio para buscar hemocitos con nicleos atrofiados en inclusiones
citoplasmaticas. La toma de hemolinfa en los camarones se realiza de |a siguiente

manera:

1. Sellena una jeringa de 1 ml con 0.5 ml de formalina al 10% proparada con
agua de mar.

2. Se obtienen 0.5 ml de hemolinfa del corazén o del seno ventral, y se mezclan
lentamente con |a formalina.

3. Microscopia de rutina:

a.

b.

o 0

—+

Se prepara un frotis (lamina delgada de la muestra) de la hemolinfa-
formalina-agua de mar en un portagbjetos y se deja secar.

Se fija el frotis sumergiendo el portaobjetos en metanol al 100%
durante cinco minutos y se deja secar al aire.

Se tifie con tincién de Wright de tres a cinco minutos.

Se sumerge en agua destilada y se ajusta el pH de 6.2 a2 6.8, de cinco
a seis minutos.

Se tifie en una solucion de Giemsa con agua destilada 1:10, durante
30 minutos.

Se lava la lAmina con agua destilada para eliminar el exceso de tincién.
Se diferencia la lamina con agua destilada y se ajusta a un pH de 6.2,
de 15 a 30 minutos.

Se enjuaga bien la lamina en agua destilada; se seca y se afade una
gota de resina; se cubre con un cubreobjetos.

Se examina bajo el microscopio a 40X 0 60X. Se buscan hemocitos
gue tengan picnosis, cariorrexis y cuerpos de inclusién citoplasmicas
perinucleares basofilicas.



