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Resumen

Patogenicidad de Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio sp. en
juveniles de camarén blanco del
Pacifico (Litopenaeus vannamei
Boone, 1931). Las enfermedades de
origen bacteriano constituyen un
importante factor que afecta a la
industria camaronicola y la calidad del
producto. El estudio de los darios que
causan las bacterias en los organismos
acudticos es importante para establecer
alternativas que ayuden a prevenir /o
controlar las enfermedades generadas
por las mismas. La patogenicidad de
Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
sp., especies aisladas de camarones
infectados naturalmente, fue evaluada
mediante la exposicion experimental
de juveniles (47 g de peso) de
Litopenaeus vannamei por
inmersion (a una dosis de 10° ufc ml").
Los camarones expuestos mostraron
signos de mecrosis en apéndices,
letargo, tracto intestinal wvacio y
muerte solo hasta las 240 h post-
exposicion. Los organismos expuestos
a Vibrio sp. tuvieron una mortalidad
significativamente (p<0.05) mayor
(45%) que los expuestos con V. para-
haemolyticus (7%), los cuales no
presentaron una mortalidad
significativamente diferente (p>0.05)
comparada con el grupo control. Los
organismos expuestos a Vibrio sp.
mostraron necrosis branquial, ademds
de un aparente mayor niimero de
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Abstract

Pathogenicity of Vibrio
parahaemolyticus and Vibrio
sp. in juveniles of the Pacific
White Shrimp (Litopenaeus
vannamei Boone, 1931).
Bacterial diseases are important
factor that affect the shrimp
culture industry and product
quality. The study of the effect of
bacteria on aquatic organisms is
important tools to prevent and
control the diseases produced by
these microorganisms. The
pathogenicity of Vibriosp.and V.
parahaemolyticus, isolated
from shrimp diseased, was
experimentally assessed on
Litopenaeus vannamei (4-7 g of
weight) by immersion technique
(10° cfu ml" of doses). Diseases
signs as necrosis on appendices,
lethargy, low feeding, and
mortality were observed on
infected organisms after 240 h
post-exposed. The exposed shrimp
with Vibrio sp. showed a
significant (p<0.05) higher
mortality (45%) than shrimp
with V. parahaemolyticus
(7%), which showed not
significant difference compared to
control group (p>0.05). Exposed
organisms with Vibrio sp.
showed gill necrosis and a high
hemocytes number on muscle
tissue, whichwerenotobservedon

Résumé

Pathogénicité des Vibrio
parahaemolyticus et Vibrio sp.
enjuvéniles de crevette blanche
du Pacifique (Litopenaeus
vannamei Boone, 1931). Les
maladies d'origine bactérienne
constituent un facteur important
qui affecte I'industrie de la culture
de crevettes et la qualité du produit.
L'étude des dégats causés par les
bactéries dans les organismes
aquatiques est importante pour
établir des alternatives qui aideront
la prévention et le controle des
maladies produites par les mémes.
La virulence de Vibrio sp. et V.
parahaemolyticus, especes isolées
de crevettes infectés naturellement,
fut évaluée par I'exposition
expérimentale de juvéniles (4-7 g de
poids) de Litopenaeus vannamei
par immersion (avec un dosage de
10° ufc ml"). Les crevettes exposées
ont montré des signes de nécrose aux
appendices, léthargie, tract
intestinal vide et mort jusqu”a240h
post exposition. Les organismes
exposés a Vibrio sp. ont eu une
mortalité significativement
(p<0.05) supérieure (45%) a celle
des crevettes exposées a V.
parahaemolyticus (7%),
lesquelles n'ont pas présenté une
mortalité significativement
différente a celle du groupe controle.
Les organismes exposés a Vibrio sp.

Universidad Auténoma de Tamaulipas, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Cuerpo Académico de Acuacultura, km 5
carretera Ciudad Victoria-Mante, Ciudad Victoria, Tamaulipas, México, 87000. Tel. (834) 312-5078, Fax (834) 312-9531
*Correo electronico: gabaguirre@uat.edu.mx

2005, IX (27): 11-18

Ciencia y Mar

~
~



2005, IX (27): 11-18

Ciencia y Mar

~
N

hemocitos en el muisculo. Estos signos
de enfermedad no se detectaron en los
cortes histoldgicos de los organismos
expuestos a V. parahaemolyticus,
ni en los del grupo control. Los
resultados muestran una mayor
patogenicidad de Vibrio sp.
comparada con V. parahae-

control group and exposed shrimp
with V. parahaemolyticus. The
result exposed in this work showed
a high pathogenicity of Vibrio sp.
compared to V. parahaemolyticus
and the histological results suggest as a
possible entry route of the bacteria to
shrimp through affected gill.

ont montré une nécrose branchiale,
en plus d'un incrément apparent
d'hémocytes dans le muscle. Ces
signes de maladie n'ont pas été
détectés dans les organismes
exposés a V. parahaemolyticyus,
ni dans le groupe contrble. Les
résultats montrent qu'il y a une

molyticus. Con base en las
observaciones histologicas, se sugiere
que las branquias pueden ser una
posible ruta de entrada de las bacterias
hacia el interior del camardn.

Palabras claves: Acuacultura,
bioensayo, exposicién in vivo,
histologia, patégenos.

Key words: Aquaculture,
bioassay, exposition in vivo,
histology, pathogens.

pathogenese majeure de Vibrio sp.
comparé avec V. parahae-
molyticus, et suggerent que les
branchies peuvent étre une route
possible d'entrée des bactéries vers
'intérieur de la crevette.

Mots clefs: Aquaculture, bio-
essai, exposition in vivo,
histologie, pathogenes.

Introduccion

Litopenaeus vannamei y L. stylirostris son las
principales especies de camarén cultivadas en
Meéxico, con una produccién cercana a las
24,000 t en el 2001 (Anénimo 2002). El cultivo
de camarén crea condiciones artificiales en el
ambiente que favorecen la seleccidn,
adaptacion y crecimiento de comunidades
bacterianas que son parte de la flora normal de
los organismos acuaticos. Estas comunidades
no representan un riesgo para los organismos
a menos que éstos se encuentren estresados,
débiles y/o inmunodeprimidos (Wang &
Leung 2000). Los camarones pueden acumular
diversas especies de bacterias en su tracto
intestinal, branquias y exoesqueleto
(Jiravanichpaisal et al. 1994). Los vibrios, uno
de los géneros que conforman esta microbiota,
son microorganismos oportunistas que
responden a los cambios en las condiciones
ambientales provocadas por la acuacultura,
llegando a tener caracteristicas toxicas y
patogénicas paralos camarones.

Las especies del género Vibrio han sido
reportadas como la causa de serias pérdidas
econdmicas en la producciéon de camarén de
cultivo en diversos paises (Aguirre-Guzman
2004). La mortalidad de camarén originada por
este grupo de bacterias puede variar desde

intervalos insignificantes hasta presentar
mortalidades del 100%, afectando
principalmente a las postlarvas y juveniles. Los
signos clinicos presentes durante una vibriosis
son necrosis, septicemia, opacidad de los
musculos, falta de apetito y/o tracto intestinal
vacio, debilidad, malformaciones y melanizacién
(Jiravanichpaisal et al. 1994, Lightner 1996,
Aguirre-Guzmén & Ascencio 2000, Smith ef al.
2000, Sotomayor & Balcazar 2003).

Diversas investigaciones muestran que
existe una gran variedad en términos de
patogenicidad originada por las cepas de
Vibrio sp. sobre camarén y otros organismos
marinos. Por ejemplo, V. penaeiciday V. harveyi
generan altas mortalidades en larvas,
postlarvas y juveniles de Penaeus monodon,
Marsupenaeus japonicus, Litopenaeus stylirostris
y L. vannamei (Karunasagar et al. 1994, Goarant
et al. 1998, Robertson et al. 1998, Saulnier et al.
2000, Aguirre-Guzman et al. 2001). Lee et al.
(1996) encontraron resultados similares con
una cepa patogénica de V. alginolyticus aislada
a partir de camarones enfermos de P. monodon,
mientras que Alapide-Tendencia & Dureza
(1997) muestran que V. harveyi y V.
parahaemolyticus fueron las principales
bacterias relacionadas con el sindrome de la
enfermedad roja que afect6 a juveniles de P.
monodon. Este trastorno se present6 cuando las
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dosis de infeccién bacteriana fueron de 10° y
10°-10" ufc ml’, respectivamente (ufc=
unidades formadoras de colonias). Sudheesh
& Xu (2001) encontraron una alta
patogenicidad generada por V. parahae-
molyticus, cepa 25C, sobre camarones juveniles
de P. monodon, presentando un valor de dosis
letal media (DLs,) de 10" ufcml".

El presente trabajo evalu6 la resistencia de
juveniles de camarén blanco del Pacifico,
Litopenaeus vannamei, hacia dos especies de
Vibrio aisladas de camarones enfermos (V.
parahaemolyticus y Vibrio sp.) a una dosis de
exposicién de 10° ufc ml”, registrando ademas
sus efectos en diversos tejidos del camarén.
Estos estudios permitieron determinar la
patogénesis originada por estos agentes
bacterianos y su posible ruta de entrada, lo
cual puede brindar informacién que favorezca
el establecimiento de estrategias de control de
las enfermedades.

Materiales y métodos
Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

La cepa de Vibrio parahaemolyticus (HL57) fue
proporcionada por la coleccién de
microorganismos de importancia para la
acuacultura a cargo del Centro de
Investigaciones en Alimentos y Desarrollo,
A.C. (CIAD), unidad Mazatlan. La cepa de
Vibrio sp. (LS1) fue donada por el programa de
maricultura de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Auténoma de
Nuevo Leén (UANL). Las cepas se activaron
en agar Luria-Bertani (LB) salino (bacto
triptosa 1%, extracto de levadura 0.5%, agar
2%, cloruro de sodio 3%, pH 7) incubandose a
37°C durante 24 h. Las colonias bacterianas
fueron transferidas a tubos de ensayo de 10 ml
con soluciéon salina estéril al 0.85% hasta
obtener un valor de absorbancia de 1 a 540 nm
(espectrofotémetro Milton Roy 21D)
correspondiente a una biomasa celular de 10’
ufc ml" (Aguirre-Guzman et al. 2001). Esta
suspension bacteriana fue usada como base
para obtener una dosis de 10° ufc ml" que se

usé en los camarones mediante un bafio de
inmersion (Aguirre-Guzmén et al. 2001).

Animales experimentales

Se utilizaron camarones juveniles L. vannamei
(4-7 g de peso) provenientes de la granja Vista
Hermosa, ubicada en Soto la Marina,
Tamaulipas. Quinientos organismos fueron
transportados en un contenedor “Rotoplas”
(5001), con 300 1 de agua a 22-27°C, proveniente
del mismo estanque de captura hasta el area de
bioensayos en el edificio de diagnoéstico de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(FMVZ) de la Universidad Auténoma de
Tamaulipas (UAT). Los camarones se
aclimataron por 10 dias en un tanque de fibra de
vidrio con capacidad para 500 1 con aireacién,
agua marina (27-30°C, 35%o de salinidad) a una
tasa de recambio promedio del 100% diario. Los
camarones fueron alimentados ad libitum con
una dieta comercial para camarén (33% de
proteina, Purina México).

Bioensayo de exposicién de camarén

Dos grupos de camarones (n= 40/grupo)
fueron expuestos mediante inmersiéon (2 h) a
una dosis de 10°ufc ml” de V. parahaemolyticus
o Vibrio sp., respectivamente, en 20 |1 de agua
marina. Posteriormente, los animales de cada
grupo se distribuyeron al azar en acuarios de
20 1 con agua marina (10 organismos por
acuario); las réplicas se distribuyeron en tres
bloques con cuatro acuarios cada uno. El
grupo control (n= 40) fue tratado de manera
similar que los grupos expuestos a las
bacterias. La tasa de recambio de agua fue del
10%. Los camarones expuestos fueron
observados tres veces al dia, hasta que
aparecieron los primeros signos de la
enfermedad. Los animales moribundos
(letargicos, descoloridos, con nado erratico y
que se quedaban de lado en el fondo) fueron
fijados en una solucién de AFA Davidson's
durante 24 h, posteriormente deshidratados en
etanol al 50% para su analisis posterior
(Lightner 1996).
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La mortalidad de los camarones fue
evaluada y su resultado expresado como
porcentaje de mortalidad (%) de acuerdo a la
siguiente férmula:

o

El bioensayo se realiz6 siguiendo las
medidas necesarias para evitar la fuga del
agente patégeno (Prophetet al. 1995).

numero final de organismos
ndmero inicial de organismos

)x100

Histologia

El cefalotérax y abdomen de los organismos
previamente fijados fueron seleccionados
para histologia, la cual se realiz6 por medio del
procedimiento descrito por Alvarez et al.
(2003), en donde el tejido fue embebido en
parafina previo a su corte (3-5 pm), montado
en portaobjetos, tefiido con hematoxilina de
Harris y eosina (H & E) y evaluado en un
microscopio compuesto. Se observaron
branquias, hepatopancreas y musculo a fin de
localizar los dafios patolégicos originados por
las bacterias, de acuerdo a lo descrito por
Lightner (1996) y dela Pefaet al. (2001).

Anélisis estadistico

Los valores promedios de mortalidad de cada
unos de los grupos y sus réplicas (control, V.
parahaemolyticus y Vibrio sp.) fueron
comparados por medio de anélisis de varianza
de una via y la prueba de rangos mdultiples de
Duncan (Brower & Zar 1980), por medio del
software Statistica (Aguirre-Guzman et al. 2001).

Resultados
Exposicion in vivo

Al comparar la mortalidad obtenida por los
camarones a lo largo de 240 h de post-
exposicion (PE) a las cepas experimentales, se
observo que los camarones sometidos a Vibrio
sp. tuvieron una mortalidad significativa
mayor (p<0.05) que los expuestos a V.
parahaemolyticus (45 *20 y 7 %5%,
respectivamente). Estos dltimos organismos
no presentaron una diferencia significativa
(p>0.05) comparada con el grupo control. Los
camarones que sobrevivieron hasta el final del
bioensayo de exposicion de Vibrio sp.
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k3 Figura 1. Mortalidad (%) de camarones juveniles (L. vannamei) expuestos por inmersién (10° ufc ml™)
8 con Vibrio parahaemolyticus y Vibrio sp. Las diferentes letras (a, b, c) indican los grupos con
o -
&) significancia definida por Duncan (p<0.05).
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Figura 2. Cortes histolégicos (H y E) de las branquias de los camarones moribundos infectados por
Vibrio sp. Las flechas sefialan necrosis branquial (A, B y D) y células de defensa o hemocitos (C).
Lasbarras miden 10 mm (A y C) y 50 mm (By D).

mostraron signos externos tipicos de vibriosis
tales como: necrosis en apéndices, letargo y
tracto intestinal vacio (Fig. 1).

Histologia

La figura 2 muestra las branquias de
camarones moribundos expuestos a Vibrio sp.,
observandose tejido dafiado tipo necrético
(Figs. A-B, D) y una gran cantidad de células
eosinofilas de defensa o hemocitos (Fig. C). De
igual forma, un gran ntmero de hemocitos
fueron detectados en los cortes histologicos del
hepatopéncreas y del musculo (Figs. 3A, 4A-B)
de estos organismos. La figura 3B muestra un
granuloma detectado en el hepatopancreas de
un camaron expuesto a Vibrio sp.; sinembargo,
no se detecté una tendencia en el tejido hacia la
formacién de este tipo de signo.

Los camarones moribundos expuestosa V.
parahaemolyticus no mostraron los signos de
enfermedad sefialados en branquias,
musculos y hepatopancreas. Los tejidos
correspon-dientes al grupo control tampoco
presentaron signos de enfermedad.

Discusion

La demanda del camarén a nivel mundial ha
propiciado la sobreexplotacién de este producto
en el medio silvestre hasta llegar a sus limites de
captura, propiciando el desarrollo y estable-
cimiento de granjas de cultivo con el fin de
procurar satisfacer las necesidades del mercado
(Aguirre-Guzméan & Ascencio 2000). Sin
embargo, el mal manejo de las granjas y el estrés
ocasionado en los organismos cultivados por
diferentes condiciones bidticas y abidticas
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Figura 3. Cortes histologicos (H y E) del hepatopancreas de los camarones moribundos afectados por Vibrio
sp. Las flechas muestran células de defensa o hemocitos (A) y granuloma (B). Las barras miden 10 mm.

favorecen el desbalance de la flora bacteriana
natural de los estanques, la disminucién en la
resistencia en los organismos y la aparicién de
enfermedades originadas por agentes
patégenos oportunistas, como las bacterias del
género Vibrio (Alvarez et al. 1998, Tobey et al.
1998, Saulnier et al. 2000). La vibriosis, nombre
comin de la enfermedad originada por los
vibrios, puede generar una patologia muy
agresiva que puede desembocar en la muerte de
los organismos en 24 horas (Austin et al. 1995).
En los estudios de mortalidad realizados
en este trabajo los camarones que fueron
expuestos a una concentracién de 10° ufc ml”
de Vibrio sp. o V. parahaemolyticus, presentaron
diferencias significativas en su suscep-
tibilidad a las diferentes cepas de Vibrio
usadas, lo que sugiere que existen diferencias
en la patogenia generada por las diferentes
especies y cepas de Vibrio. La cepa de Vibrio sp.
utilizada en la presente investigacion generé
la muerte de los organismos sélo hasta las 240
h PE, siendo los sintomas de la enfermedad
observados desde las 72 h PE. La cepa de V.
parahaemolyticus (HL57) ha sido utilizada para
infectar nauplios y adultos de Artemia sp., los
cuales presentaron un 100% de mortalidad
(Gomez-Gil et al. 1998a). Esta cepa generd una
mortalidad promedio del 7% en L. vannamei, 1o
que indica que la resistencia a los agentes

patégenos puede estar relacionada con la
especie de crustaceo, estadio y edad que se
esté empleando. Sin embargo, es importante
tomar en cuenta que las condiciones
presentadas durante el bioensayo de
laboratorio difieren de las condiciones
obtenidas durante el cultivo, haciendo que los
signos de las enfermedades puedan
presentarse antes o después delo reportado en
este trabajo.

Karunasagar et al. (1994) y de la Pefa et al.
(2001) utilizaron concentraciones de V. harveyi
similares a las usadas en este estudio para
infectar juveniles de Penaeus monodon, y
reportaron mortalidades superiores al 50%.
Muroga et al. (1994) infectaron con Vibrio sp.
(10" ufc m1") larvas de Marsupenaeus japonicus,
Artemia sp. y Palaemon paucidens, obteniendo
sobrevivencias del 70-100%, lo que sugiere
que la dosis bacteriana a la cual los camarones
estdn expuestos puede ser un elemento
significativo en términos de la patogenia, tal
como lo sugieren Muroga et al. (1994), Saulnier
etal. (2000) y Aguirre-Guzmanet al. (2001).

Vibrio alginolyticus, Photobacterium
damsela (anteriormente V. damsela) y Vibrio sp.
han sido detectadas en el hepatopédncreas de
camarones (Gomez-Gil et al. 1998b), lo cual
sugiere que la posible ruta de entrada de éstos
fue a través del tejido danado del molino
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gastrico; mientras que el hepatopancreas fue el
6rgano blanco de los vibrios luminiscentes que
infectaron a L. monodon (Lavilla-Pitogo et al.
1998), siendo este tejido en donde pueden
presentarse granulomas e infiltraciones
hemoliticas originadas por infecciones con V.
harveyi (Jiravanichpaisal et al. 1994, Lavilla-
Pitogo et al. 1998, Ruangpan et al. 1999).

La deteccion de areas de necrosis y de
una gran actividad hemocitica en tejido
branquial (Fig. 2) y la gran cantidad de
hemocitos en musculo (Fig. 4) de los
camarones expuestos a Vibrio sp., sugiere que
éste pudo afectar inicialmente al tejido
branquial y que a partir del tejido dafado
logré penetrar al sistema circulatorio del

camarén y distribuirse hacia el musculo y
hepatopancreas (Figs. 3A, 4A-B). La
observaciéon de hemocitos en estos tejidos
puede ser la respuesta a la presencia de Vibrio
sp., tal como lo sugiere Song & Huang (2000).
La presencia de un granuloma en el
hepatopéncreas (Fig. 3B) no permite vincular
este signo con la exposicién de Vibrio sp. al que
estuvo sujeto el camarén, ya que este signo
también esta relacionado con otos patégenos o
trastornos (Lightner 1996).

Vibrio parahaemolyticus parece causar
poca morbilidad y mortalidad en L. vannamei;
sin embargo, la mortalidad asociada a Vibrio
sp. amerita que esta cepa sea identificada y
estudiada con mas detalle.
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Figura 4. Cortes histologicos (H y E) del musculo de los camarones moribundos afectados por Vibrio sp.
Las flechas muestran células de defensa o hemocitos (A, B). Las barras miden 50 mm (A) y 10 mm (B).
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