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Las infecciones por vibrio son un problema importante
en el cultivo de camardn por la alta mortalidad vy
grandes pérdidas econdmicas provocadas. El objetivo
del estudio fue identificar genes de patogenicidad
en bacterias vibrio aisladas de camardn L. vannamei
cultivado en unssistema intensivo tipo invernadero con
nulo recambio de agua. Se determind cuenta total
bacteriana y de vibrio en hemolinfa, hepatopdncreas
y branquias de camardn, de donde se obtuvieron
dislados bacterianos para la identificacién por PCR
de Vibrio ssp., V. harveyi gen de hemolisina (vhh), V.
harveyi toxR y ofras especies patdégenas de vibrio.
Se identificaron ambos genes (hemolisina y toxR) en
cuatro de los aislados de camardn. Esta metodologia
puede ser una herramienta en la deteccion de V.
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harveyi para su prevencion y control. No se detectd V.
cholerae (V. chol), V. vulnificus (Vvh-785) y V. harveyi
(LuxN), aspecto importante desde el punto de vista
de salud del consumidor.

ABSTRAC

The infections by vibrio are an important problem
in shrimp culture due to high mortalities and large
economic losses caused. The aim of the study was
to identify genes of pathogenicity in vibrio bacteria
isolated of L. vannamei shrimp cultured in anintensive
system on greenhouse with zero water exchange.
It was determined total bacterial count and vibrio
in hemolymph, hepatopancreas and gills of the
shrimp. The strains were identified as Vibrio ssp., V.
harveyi hemolysin gene (vhh), V. harveyi toxR and
other pathogenic vibrio species by PCR. Both genes
(hemolysin and toxR) were identified in four isolates
of shrimp. This methodology could be a tool in the
detection of V. harveyi for prevention and control. A
highlight of this study was the absence of V. cholerae
(V. chol), V. vulnificus (Vvh-785) y V. harveyi (LuxN),
an important matter to the consumer health.

INTRODUCCION

El camarén es uno de los alimentos mds populares
dentro de los productos acuicolas, y Litopenaeus
vannamei es una de las especies de mayor importan-
cia comercial en Asia y América Latina. La produc-
cién mundial de camardn de cultivo ascendié a mds
de 3,000,000 t en el ano 2014 (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
[FAQ], 2014).
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Uno de los principales problemas que afecta
el desarrollo de la acuicultura es la presencia de
enfermedades en los organismos. Las infecciones
y la falta de un buen manejo sanitario ocasionan
pérdidas econdmicas millonarias (Zorriehzahra &
Banaederakhshan, 2015).

En el noroeste de México las enfermedades
ocasionadas por bacterias del género Vibrio han
afectado seriamente la industria acuicola, lo cual
ha disminuido considerablemente la producciéon y
generado el cierre de un niUmero considerable de
granjas camaronicolas (Bermudez-Almada, Espino-
sa-Plascencia, Santiago-Herndndez, Barajas-Borgo,
& Acedo-Félix, 2014). Entre las enfermedades mds
frecuentes que afectan al camardn se encuentran
la vibriosis sistémica, la erosidon bacteriana del capa-
razdn, el sindrome de Zoea ll, la hepatopancreatitis
necrotizante (NHP), las infecciones por bacterias fi-
lamentosas (Leucothrix mucor) (Leyton & Riquelme,
2008), y mds recientemente, el sindrome de la ne-
crosis hepatopancredtica aguda (AHPNS) denomi-
nada EMS o sindrome de la mortalidad temprana.
Esta Ultima ha perjudicado fuertemente al sector ca-
maronicola del estado de Sonora, se ha identifica-
do como agente causal a Vibrio parahaemolyticus,
que afecta a L. vannamei y a Penaeus monodon, a
los cuales les produce lesiones histopatoldgicas en
las primeras etapas de desarrollo del camardn (Zo-
rriehzahra & Banaederakhshan, 2015).

La severidad de las infecciones depende de
la especie de Vibrio involucrada, la etapa de de-
sarrollo del camardn y las condiciones ambientales
(Jayasree, Janakiram, & Madhavi, 2006). Cepas de
Vibrio harveyi portadoras del gen hemolisina infec-
tan larvas y camarones en desarrollo, y les causan
dafno en el hepatopdncreas. El gen de hemolisina
en Vibrio harveyi estd relacionado con su virulencia
y patogenicidad (Parvathi, George, & Kumar, 2009;
Paydar, Shuan, & Lin, 2013). El factor de virulencia in-
fluye en la habilidad de formar biopeliculas y secre-
tar proteasas, hemolisinas o lipopolisacdridos que
son toxicos para el camardn (Soonthornchai et al,,
2010).

Desde el punto de vista de salud humana vy su
relacién con los organismos acudticos es importan-
te estudiar la presencia de este patdgeno, ya que
infecciones causadas por este género se asocian a
la ingesta de productos marinos contaminados o al
contacto de heridas con agua de mar, en donde el
paciente manifiesta gastroenteritis, infecciones enla
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piel, septicemia y la muerte en pacientes inmuno-
comprometidos o con bajas defensas (Kumar et al.,
2014).

Debido a la dificil situacién que representa
mantener un control sobre las enfermedades oca-
sionadas por Vibrio en los cultivos de camardn, se
plantea el uso de sistemas de produccidn cerrados
con nulo recambio de agua como una alternativa
viable para el cultivo de camardn L. vannamei. Es-
tos sistemas se desarrollan generalmente en dreas
pequenas que permiten mantener un mayor con-
trol de las condiciones fisicoquimicas en el cultivo y
optimizar la alimentacién. Dentro de las ventajas de
este sistema estd la disminucidn de eutroficacién en
los esteros e interaccién o transmisién de enferme-
dades enfre las poblaciones silvestres y las cautivas
(Ray, Lewis, Browdy, & Leffler, 2010).

Por otro lado, es importante realizar diagnds-
ticos e identificacién de especies bacterianas que
presenten genes de patogenicidad como herra-
mientas de prevencién y monitoreo para evitar mor-
talidades masivas de los organismos con las con-
secuentes pérdidas econdmicas. En este estudio
se planted identificar genes de patogenicidad en
bacterias de Vibrio aisladas de camardn L. vanna-
mei mantenido en un sistema de cultivo intensivo

tipo invernadero.
ATERIALES Y METODOS

Diseno experimental

La investigacion se disend como estudio de campo
descriptivo, durante 59 dias en una granja de
producciéon intensiva de camardén L. vannamei,
localizada en Bahia de Kino, Sonora, México
(28°417°41,43’N;  111°51°01,06"'W). Se empled
un estanque fipo invernadero de 50 x 8 x 1.2 m
(largo, ancho, profundidad), con paredes y fondo
cubiertos de pldstico liner, mantenido con aireacion
constante (figura 1) y una densidad de siembra de
126 organismos juveniles /m?, con un peso inicial de
13.64 £ 2.0 g. Los organismos se aclimataron durante
una semana administrdndoles alimento balanceado
para camardn (35% proteina) cinco veces al dia, a
3% de la biomasa.

Pardmetros fisicoquimicos

Se llevé a cabo la medicidn de pardmetros
fisicoquimicos durante el bioensayo. El registro de
temperatura, oxigeno disuelto (OD) y pH se realizd
dos veces al dia (06:00 y 17:00 h), empleando un
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Figura 1. Estanque tipo invernadero con aireacién constante.
Fotografia de los autores.

oximetro YSI (YSI 55, Yellow Springs, OH, EE. UU.) y un
potencidmetro YSI (Ecosense pHI10, Yellow Springs,
OH, EE. UU.). La medicion de la salinidad se realizd
dos veces por semana empleando un refractémetro
Aquatic Eco-Systems (VitalSine SR-6, Apopka, FL, EE.
uu.).

Se midid la concentracion de nitritos (NO,)
y nitrdgeno amoniacal fotal (NAT) mediante un
fotébmetro YSI Ecosense 9500 a una longitud de onda
de 520 a 640 nm vy kits comerciales Nitricol (Water
Test Tablets Palintest AP 109), amonio No. 1 y No.
2 (Water Test Tablets, Palintest AP 152), siguiendo
los procedimientos indicados por el fabricante
(AILAPHOTR).

Pardmetros biolégicos
La sobrevivencia de los organismos fue establecida
mediante la proporcién de organismos cosechados
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al final del experimento con respecto a la cantidad
sembrada al inicio, siguiendo el procedimiento
establecido por Li et al. (2007):

Sobrevivencia (%) = 100 x (nUmero final de
organismos)/(numero inicial de organismos)

La ganancia de peso se obtuvo aplicando la
formula propuesta por Pan, Zhang y Liu (2007):

Ganancia de peso = (Peso final - Peso inicial)
/Tiempo experimental (NOmero de organismos)

El factor de conversidn alimenticia se calculd
empleando la férmula propuesta por Arnold, Coman,
Jackson y Groves (2009):

FCA= Alimento total administrado/Ganancia
total de biomasa

Extraccion de hemolinfa, hepatopdncreas y
branquias de L. vannamei para recuento y
aislamiento bacteriano

Se tomaron diariamente cinco camarones del
estanque, se les extrajo asépticamente la hemolinfa
(100 ul) colocando el camardén en posicion
ventrodorsal (boca arriba), dejando expuesta la zona
de unidn entre el cefalotérax y el abdomen (seno
hemolinfdtico ventral), se empled unajeringainsulinica
de 1ml conteniendo 100 ul del anticoagulante citrato
de sodio a 10% (J.T. Baker, EE. UU.). El procedimiento
de extraccién se ilustra en la figura 2.

Se adicionaron 50 pl de hemolinfa en placas
estériles con agar marino (AM) y 50 ul en agar tiosulfato
citrato bilis sucrosa (TCBS) (Difco, Diagnostic Systems,
EE. UU.) homogeneizé&ndolas con extensores Drigalsky
estériles. Se registrd el volumen de hemolinfa extraido

Figura 2. Extraccién de hemolinfa y branquias en camardén L. vannamei.

Fotografias de los autores.



Niimero 72: 20-29, septiembre-diciembre 2017

para ser considerado en los cdlculos finales, UFC/ml=
nUmero de colonias/volumen de hemolinfa.

El hepatopdncreas (Hp) vy las branquias de los
organismos se extrajeron asépticamente (figura 2),
registrando el peso de ambos érganos, mismos que se
diluyeron por separado en 9 ml de agua peptonada
alcalina (APW) con 3.5% de NaCl (Difco, Diagnostic
Systems, EE. UU.). En todas las muestras se realizaron
diluciones 1 x 101 hasta 1 x 104, inoculando 100 ul de
los homogeneizados en placas de AM y 100 pl en
TCBS adicionado con 2.5% de NaCl. Se incubaron
a 37 °C/24 h (VWR Scientific Products, mod. 1545,
EE. UU.). Para determinar las cuentas bacterianas
se consideraron las placas que presentaron un
crecimiento enfre 25-250 UFC/ml.

De las placas de agar TCBS se aislaron 208
colonias (104 de hepatopdncreas, 52 de branguias
y 52 de hemolinfa) con morfologia caracteristica de
vibrio (colonias de tamano mediano de coloracion
amarilla, lisas, opacas o verdes con halo azul verdoso
fransparente). A estas se les realizaron las pruebas
de diferenciacion de especies de vibrio mediante
el perfil de pruebas bioguimicas y se seleccionaron
64 aislados; 40 de hepatopdncreas, 16 de branquias
y 8 de hemolinfa, los cuales se sembraron en agar
soya tripticasa (AST) (BD Bioxon, Becton Dickinson de
México) con 3,5% de NaCl. Se incubaron a 37 °C/24
h para su posterior identificacion por la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR).

Extraccion de ADN de los aislados bacterianos

La extraccién de ADN se estandarizd previamente
utilizando cepas de vibrio CAIM (coleccién de
microorganismos de importancia acudtica), V.
parahaemolyticus CAIM 320, V. cholerae CAIM 1409,
V. vulnificus CAIM 612y V. mimicus CAIM 602, donadas
por el Centro de Investigacién en Alimentacion y
Desarrollo, A.C., Unidad Guaymas, Sonora, México.

En la extraccién de ADN se utilizé el kit comercial
para purificacién Wizard® Genomic ADN (Promega
Inc. Madison, WI, EE. UU.). Se tomaron inéculos de las
cepas aisladas en AST y se sembraron en APW con
2% de NaCl como preenriquecimiento, 1 ml de este
se concentrdé mediante centrifugacion a 15000 x g/2
min (Allegra 64R, Beckman Coulter, EE. UU.) para
precipitar las células. Se removid el sobrenadante y
se agregaron 600 ul de una solucidon de 1X Tris-bufer
EDTA, los tubos se incubaron en un bano de agua
(Precision Scientific, mod. 181, Chicago, IL, EE. UU.) a
80 °C/5 min provocando lisis en las células.
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Se enfriaron los tubos a temperatura ambiente y
se les adiciond 3 ul de solucion de RNasa, mezclando
perfectamente. Se incubaron en bano de agua a 37
°C/15 min y se dejaron enfriar. Se les adiciond 200 ul
de solucién para precipitar proteinas, se agitaron en
un vértex a alta velocidad por 20 s, homogeneizando
la solucién de precipitacion de proteinas y las células
lisadas.

Se dejaron reposar los tubos en hielo por
5 min y se centrifugaron a 15000 x g/3 min, el
sobrenadante con el ADN se transfiri® a tubos con
600 ul de isopropanol (Fluka, EE. UU.), mezcldndolos y
centrifugando los tubos a 15000 x g/2 min. Se removid
el sobrenadante, los tubos se secaron, se adicionaron
600 ul de etanol a 70% para lavar el precipitado de
ADN vy se centrifugaron a 15000 x g/2 min. Los tubos
se dejaron secarde 10a 15 miny se agregaron 100
de la solucidon 1X Tris-bUfer EDTA para resuspender el
ADN, se incubaron a 65 °C/1 h en un bano de agua,
agitédndolos constantemente. Las muestras de ADN
se almacenaron en refrigeracion (2-4 °C).

La concentracién de ADN se determind en un
espectrofotébmetro mod. ND-1000 (NanoDrop Tech.
Wilmington, DE, EE. UU.), a una absorbancia de 260
nm.

Identificacion de especies de Vibrio por la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)

El andlisis de PCR se realizd en los 64 adislados de los
tejidos de camardn. Una vez identificadas las cepas
de Vibrio spp. se procedidé a hacerla amplificacién en
estas con los oligonucledétidos iniciadores especificos
para V. cholerae (V. chol), V. vulnificus (Vvh-785), V.
harveyi (LuxN), V. harveyi gen de hemolisina (vhh)
y V. harveyi (toxR) (Sigma-Aldrich). Se utilizd el kit
comercial GoTag® PCR Core Systems (Promega Inc.
Madison, WI, EE. UU.) utilizando una concentracién
de 100 ng de ADN para todas las muestras en un
volumen final de 25 pl.

La mezcla dereaccion consistio en: 1 ulde dNTPs
10 mM (dATP, dGTP, ATTP, dCTP), 2ul de MgCl, 25 mM,
5 ul de 5x bufer GoTag® con colorante verde, 0,25 ul
de ADN polimerasa GoTag®y de 0,2 a 1,5 ul de cada
oligonucledtido a una concentracion de 50 pmol. La
amplificacion del ADN se hizo en un termociclador
Perkin Eimer (DNA Thermal Cycler 480, Norwalk, CT,
EE. UU.). Las condiciones de amplificaciéon por PCR
para las especies de Vibrio se muestran en la tabla 1
y la secuencia de los oligonucledtidos iniciadores se
presenta en la tabla 2.
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Los productos de PCR fueron visualizados en
geles de agarosa a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE. UU.). Se utilizd una fuente de poder FOTO/Force
250. Las condiciones de electroforesis fueron 85 V
durante 55 min, el colorante utilizado fue bromuro de
etidio a una concentracién de 24 ug ml'. Se aplicd

Tabla 1
Condiciones de PCR utilizadas en la identificacion de especies de
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en los geles una concentracién de ADN de 100 ng
dI'. El marcador molecular fue ADN Ladder (BIO-RAD,
No 170-8200), las bandas en los geles se observaron
y fotografiaron en un fotodocumentador (Gel doc®
XR+BIO-RAD, EE. UU.).

bacterias del género Vibrio

Especie Temperatura de Ciclos Temperatura de Temperatura Temperatura Temperatura
(gen) desnaturalizacién desnaturalizacion/ de alineacién/  de extension/  de extensidon
inicial/Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo final/Tiempo
V. spp. 93°C/15 min 35 92°C/40's 57°C/1 min 72°C/1.5 min 72°C/7 min
(16s rDNA)
V. harveyi 94°C/3 min 25 95°C/1 min 51°C/1 min 72°C/2 min 72°C/10 min
(LUXN)
V. harveyi 95°C/5 min 30 94°C/1 min 53°C/1 min 72°C/1 min 72°C/10 min
(Vhh)
V. harveyi 94°C/3 min 30 94°C/30 s 65°C/30s 72°C/30s 72°C/10 min
(toxR)
V.vulnificus 94°C/10 min 25 94°C/1 min 62°C/1 min 72°C/1 min 72°C/10 min
(Vvh-785)
V. cholerae 94°C/6 min 35 94°C/1 min 60°C/1 min 72°C/1 min 72°C/7 min
(V. chol)

Nota: Elaboracion propia.

Tabla 2
Oligonucledtidos iniciadores utilizados en la identificacion de especies del género Vibrio

Especie : FRTSIURTI Amplicén
(gen) Oligonucledtido iniciador (pb)
V. spp. F- 5-CGGTGAAATGCGTAGAGAT-3’ 663
(165 rDNA) R-5"-TTACTAGCGATICCGAGITTC-3’
V. harveyi F- 5"CTGTGTACTCACTGITTATC-3’ 2048
(LUxN) R- 5'TCTATCTCTGTAGCCCCTATTIACG-3’
V. harveyi F-5-ATCATGAATAAAACTATTACGTTACT-3’ 308
(vhh) R- 5-GCTTGATAACACTITGCGGT-3’
V. harveyi F- 5 -TTICTGAAGCAGCACTCAC-3’ 390
(toxR) R- 5"-TCGACTGGTGAAGACTCA-3’
V.vulnificus F- 5"-CCGCGGTACAGGITGGCGCA-3” 519
(Vvh-785) R- 5-CGCCACCCACTITCGGGCC-3’
V. cholerae F- 5"-CTCAGACGGGATITGITAGGCACG-3’ 302
(V. chol) R- 5°- TCTATCTCTGTAGCCCCTATTIACG-3’

Nota: Elaboracion propia.

RESULTADOS

Pardmetros fisicoquimicos

Los valores obtenidos en los pardmetros fisicoquimicos
enelaguadelestanque de cultivo fueron: temperatura
30.441£2.09°C, 0D 4.71£0.64mgl'ypH7.34+0.15. La
salinidad registrada fue de 39.9 + 0.88%o.

El nivel promedio de nitritos durante el estudio
fue de 4.75 £+ 4.4 mg I'. Las concentraciones
estuvieron en el intervalo de 0.1 a 13.6 mg 1. La
concentracion de NAT en el agua del estanque fue
de 0.55+0.27 mg I, El valor mds alto se registrd a los
14 dias de iniciado el estudio y fue de 2.88 mg I'; el
mdas bajo fue de 0.10 mg I-1.
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Pardmetros bioldgicos

La sobrevivencia de los organismos mantenidos en
el sistema de cultivo cerrado fue de 56.87%, con
una biomasa total de 790 kg en un drea de cultivo
de 0.04 ha. El incremento promedio en peso de los
organismos fue de 1.55 £ 0.91 g/semana. Al finalizar
el estudio los organismos tuvieron un peso de 27.56
*+ 1,09 g. El Factor de Conversidn Alimenticia fue de
1.31.

Recuentos bacterianos

La cuenta total bacteriana (CTB) que se obtuvo en
hemolinfa, hepatopdncreasy branquias de camardn
se muestra en la tabla 3 y se expresa en intervalos;
se observa que las cuentas fueron relativamente
bajas en los distintos tejidos, siendo en hemolinfa en
donde se detectd la menor cantidad de bacterias;
branquias y hepatopdncreas presentaron una
mayor CTB.

Tabla 3
Cuenta total bacteriana en camardn L. vannamei
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Tabla 4
Cuentas de bacterias presuntivas de vibrio aisladas de los
diferentes tejidos de camardn L. vannamei

Tejido Intervalos de concentracién (UFC/

Tejido Intervalos de
concentraciéon (UFC/m, g)
Hepatopdncreas 1.1 x102-6.2x 104
(n=96)
Branquias 2.5x10%-7.6 x 10*
(n=32)
Hemolinfa 20x10"-2.4x 103
(n=48)

Nota: Elaboracion propia.

Durante el estudio se observd que las cuentas
de bacterias presuntivas de vibrio obtenidas de
hemolinfa, hepatopdncreasy branquias presentaron
variabilidad, se mantuvieron cuentas bajas y dentro
del intervalo aceptable para estos sistemas de
cultivo. La tabla 4 muestra los resultados expresados
en intervalos de concentracion.

La mayoria de las colonias que crecieron en el
agar TCBS fueron de color amarillo como resultado
de la utilizacién oxidativa de la glucosa. Entre las
caracteristicas bioquimicas que presentaron las
colonias de vibrio estdn oxidasa (+), lactosa (-),
sacarosa (+), lisina descarboxilasa (+), arginina
dihidrolasa (-), ornitina descarboxilasa (-), produccion
de gas (-), crecimiento s/sal (-).

Identificacion molecular de especies de vibrio
De los 64 aislados bacterianos que se analizaron
por PCR, 12 correspondieron a Vibrio spp. (5 de

ml, g)
PP e 50x10'-5.9 x 10°
By 1.0X102-1.0x 105
o) 80X 10 -8.4x 102

Nota: Elaboracion propia.

branquias, 5 de hemolinfa y 2 de hepatopdncreas).
El fragmento amplificado de ADN del gen 16s
presentd 663 pb, correspondiente a Vibrio spp. Los
12 aislados de Vibrio spp. fueron reanalizados por
PCR empleando los oligonucledtidos iniciadores
especificos de los genes de virulencia de hemolisina
y toxR y para otras especies de vibrio. Se obtuvo la
amplificaciéon de fragmentos de ADN para Vibrio
harveyi gen hemolisina (vhh) en é de los aislados
de Vibrio spp. (5 de hemolinfa y 1 de branquias).
La expresion de Vibrio harveyi toxR se observé en 3
aislados de branquias y en 3 de hemolinfa. De los 12
aislados, 4 presentaron ambos genes de virulencia,
correspondieron 3 a hemolinfa y 1 a branquias.

No se obtuvo la amplificacion de estos genes en
los aislados de hepatopdncreas. Tampoco se logrd
la amplificacion de los genes para las especies de V.
cholerae (V. chol), V. vulnificus (Vvh-785) y V. harveyi
(LuxN), consideradas en este estudio. Las figuras 3 y
4 muestran los geles con las bandas amplificadas de
los genes 16srADN con 663 pb, Vibrio harveyi gen de
hemolisina (vhh) con 308 pb y gen toxR con 390 pb,
de branquias y hemolinfa de camarén.

DISCUSION

Los pardmetros fisicoquimicos se mantuvieron
estables y dentro de los valores optimos para el
desarrollo de L. vannamei, excepto la salinidad que
estuvo por arriba del intervalo de 5-35%. reportado
como adecuado por Arzola, Pina, Nieves y Medina
(2013). Li et al. (2008) mencionan que una alta
salinidad en el agua no tiene un efecto adverso
en el desarrollo del camarén, ya que una de las
caracteristicas de L. vannamei es su capacidad de
tolerar amplios intervalos de esta caracteristica (1-
50%so), sin limitar su desarrollo.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacién del gen 16s rDNA de Vibrio spp.
(663 pb), Vibrio harveyi gen de hemolisina (vhh) (308 pb) y Vibrio harveyi gen toxR (390 pb).
Carriles 1-5: gislados de branquias de camardn L. vannamei; M: marcador de peso molecular

de 50-2000 pb.
Imagen de los autores.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa para la identificaciéon de Vibrio spp. (663 pb), Vibrio
harveyi gen de hemolisina (vhh) (308 pb) y Vibrio harveyi gen toxR (390 pb). Carriles 1-7: aislados
de hemolinfa de camardn L. vannamei; M: marcador de peso molecular de 50-2000 pb.

Imagen de los autores.

La concentracidon de nitritos y amonio fue
variable, hubo un incremento durante el bioensayo,
qgue pudo deberse a una oxidacidn incompleta
de amonio a nifratos, esto se puede relacionar
con una baja presencia de bacterias heterétrofas
responsables de la oxidacion completa de nitritos a
nifratos (Shveitzer et al., 2013). Las variaciones en el
NAT estuvieron dentro de los niveles reportados por
Zhou, Li, Jun y Bo (2009), que son de 0.11.0 mg |-
Dichas fluctuaciones dependen de la interacciéon
entre las variables temperatura, alcalinidad,
salinidad y pH, como lo mencionan Frias-Espericueta
y Pdez-Osuna (2001).

La sobrevivencia en este estudio fue similar a la
obtenida por Lira, Amaral, Moura, Rocha y Correia
(2003), quienes reportaron un valor de 56.9% en
sistemas de cultivo semiintensivos. La sobrevivencia
puede mejorarse si se mantienen las condiciones
fisicoquimicas adecuadas para L. vannamei y un
control adecuado en la proliferaciéon de Vibrio. La
sobrevivencia obtenida puede estar relacionada
con las lesiones externas (presencia de necrosis
en cuticula, deformaciones de rostro, cambios de
coloraciénde pledpodos) einternas (dano entibulos
del hepatopdncreas, presencia de gregarinas vy
gametocitos), observadas en los organismos que
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fueron de leves a moderadas en hepatopdncreas
(resultados no mostrados).

La ganancia de peso fue similar a la reportada
por Cohen, Samocha, Fox, Gandy y Lawrence
(2005), quienes obtuvieron incrementos de 1.2 g por
semana en cultivos infensivos con invernadero. Ray,
Dillon y Lotz (2011) reportaron que un incremento
en peso de 1.1 a 1.5 g por semana se considera
aceptable para camardn L. vannamei en cultivos
intensivos. El FCA obtenido se encuentra dentro
del intervalo que se reporta como adecuado de
acuerdo con Boyd et al. (2001), que es de 1.5 a 2.0;
inclusive con las densidades de siembra empleadas
en los sistemas intensivos.

Como un indicador del estado de salud de los
organismos se determiné la CTB vy la identificacion
de vibrio en el sistema de cultivo evaluado, ya que
estas bacterias son causantes de enfermedades
con elevadas mortalidades en los estanques de las
granjas de cultivo de camardn. La CTB se encontrd
dentro de los niveles reportados para L. vannamei
por Gémez-Gil et al. (1998), gquienes senalan que
conteos menores de 103 UFC/g o ml en camardn
son adecuados en larvas, postlarvas y hemolinfa
de juveniles, en sistemas de cultivo sin recambio de
agua.

La mayor incidencia de vibrio se obtuvo en las
branquias de los organismos, esto por la funcién
de filtracién que cumple este érgano, que lo hace
mantenerse en contacto directo con el agua del
estangque, donde habita vibrio de manera natural
(Wu, Chen, & Huang, 2009). Hossain et al. (2012)
reportaron que las cuentas de dicho patdégeno
en camardén cosechado deben ser entre 1.30 x
103 y 1.44 x 105, siendo similar a lo encontrado en
este estudio. Diversos factores contribuyen a la
expresion de genes de virulencia en las bacterias,
algunos se manifiestan en la produccién de enzimas
como proteasas, lipasas, fosfolipasas, hemolisinas o
citotoxinas (Zhang et al., 2014). Por ello, el andlisis de
fragmentos de secuencias genéticas empleando
PCR es una herramienta muy Util que permite
caracterizar las distintfas especies de vibrio y sus
genes de patogenicidad.

El haber detectado el fragmento de ADN que
codifica para Vibrio harveyi gen de hemolisina (vhh)
fue importante, ya que este gen es considerado un
factor de patogenicidad. También estd relacionado
con la produccion de una exotoxina responsable
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de lisis de eritrocitos y dano en células hospederas
(Wong, Zhang, & Woo, 2012). Por otro lado, la
hemolisina es una de la toxinas mds ampliamente
distribuidas entre las bacterias patdégenas del
patdégeno estudiado y puede ejercer distintos
mecanismos durante el desarrollo de la infeccién
(Zhang & Austin, 2005). Los fragmentos de ADN
amplificados que se muestran en los geles de
agarosa coinciden con los reportados por Conejero
y Hedreyda (2003), quienes utilizaron los mismos
oligonucledtidos iniciadores empleados en este
estudio, lo que nos indicd que se trata de la misma
especie bacteriana.

El gen toxR en Vibrio es considerado un
regulador transmembranal de tfranscripcién, que
controla la expresidén coordinada de los genes de
virulencia (Franco & Hedreyda, 2006). Este gen se
emplea como un marcador taxondémico efectivo
en la identificacién de especies de vibrio (Sani,
Ariyawansa, Babiji, & Hashim, 2013). Conejero y
Hedreyda (2004) demostraron la utilidad de analizar
la secuencia del gen toxR para la diferenciacién
de vibrio de ofras especies filogenéticamente
relacionadas. Hossain, Kim y Kong (2013) reportaron
evidencias experimentales y epidemioldgicas
gue afirman que la expresidn de genes toxR y de
hemolisina estd relacionada con la patogénesis de
la enfermedad.

Desde el punto de vista de salud humana
y de su relacién con los organismos acudticos
fue importante estudiar la presencia de vibrio
con potencial patogénico, ya que infecciones
causadas por estos microorganismos se asocian d
la ingesta de productos marinos contaminados o
al contacto de heridas con agua de mar, en las
gue el paciente manifiesta gastroenteritis, infeccion
en la piel, septicemia y la muerte en pacientes
inmunocomprometidos o con bajas defensas
(Kumar et al., 2014). La identificacién de cepas de
Vibrio harveyi gen de hemolisina (vhh) y gen toxR
puede considerarse como un indicador potencial
de patogenicidad para el camardn.

CONCLUSIONES

El sistemma de cultivo intensivo cerrado permitié
mantener los pardmetros fisicoquimicos adecuados
para el desarrollo de L. vannamei; sin embargo,
se detectaron lesiones en los organismos y und
reduccién en la sobrevivencia que pudiera estar
relacionada con la presencia de Vibrio harveyi gen
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de hemolisina (vhh) y gen toxR identificados en
hemolinfa y branquias.

Se identificaron aislados de Vibrio harveyi que
expresaron ambos genes, hemolisina (vhh) y foxR,
principalmente en hemolinfa de camardn. Los
hallazgos sugieren que la metodologia utilizada
podria ser una herramienta en el diagndstico de
estos patégenos en los cultivos de camardn L.
vannamei.

Nimero 72: 20-29, septiembre-diciembre 2017

No se detectaron cepas de V. cholerae (V.
chol), V. vulnificus (Vvh-785) vy V. harveyi (LuxN) en
las muestras de camardn L. vannamei, esto fue
importante desde el punto de vista de salud para
los consumidores.

La utilizacién de estos sistemas de cultivo
intensivo tipo invernadero puede representar una
alternativa viable para un mayor control de las
enfermedades provocadas por vibrio.
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