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RESUMEN

Las enfermedades en la acuacultura son € mayor desafio en la produccion de camaron
Litopenaeus vannamei, siendo estas las principales en provocar mortalidades. Las
bacterias, los virus y los hongos son los principales patbgenos gque afectan en nuestros
cultivos, por lo cual lainnovacion de las técnicas microbiol 6gicas para el diagndstico de
estas enfermedades que comprenden desde los tipos de medio de cultivo donde
encontramos medio selectivos para cierto microorganismo como son los agares TCBS,
cetrimide. También encontramos las diferentes técnicas de siembra como la de Barry,
diluciones y estriados en superficie, siendo estas técnicas que segun disposicion del

tiempo y se encuentran complementadas con |as técnicas molecul ares.

Palabras clave: Técnicas, Microbiologia, Enfermedades



ABSTRAC

Diseases in aquaculture are the greatest chalenge in the production of Litopenaeus
vannamei shrimp, being these the main ones that cause mortalities. Bacteria, viruses and
fungi are the main pathogens that improve in our cultures, for which the innovation of
microbiological techniques for the diagnosis of these diseases that range from the types
of culture medium where we find sel ective mediafor certain microorganisms such asthey
are TCBS, cetrimide agars. We also find the different seeding techniques such as the
Barry, dilutions and surface striations, these techniques being complemented with
molecular techniques depending on the time available.

Key words: Technigques, Microbiology, Diseases
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1. INTRODUCCION

Ecuador en laactualidad estaentrelos principal es paises, exportadores de camaron blanco
(Litopenaeus vannamei) a nivel mundial, en el cual esta actividad representa uno de los
mayores ingresos a nuestro pais, aparte de las exportaciones de banano y cacao. Debido
a crecimiento exponencia de la camaronicultura en las Ultimas décadas a partir de los
90, poco a poco se han ido creando empresas las cuales se han especializado en

elaboracion de alimentos, insumos, exportadoras y laboratorios de larva.

A lo largo de estos afios se han ido reportando la presencia de varias enfermedades
ocasionadas por patégenos microbianos, |as cuales representan uno de los problemas de
mayor importancia para la camaronicultura, provocando grandes pérdidas a sector con
altos porcentgjes de mortalidad de los sistemas de cultivo. En la actualidad se han
superado implementado las técnicas de diagndstico microbioldgicas, las cuales nos
permiten diagnosticar y conocer los patdgenos responsables de las principales
enfermedades, para poder asignar un tratamiento a tiempo. (PefiaNavarro & Varea-
Megjias, 2016)

Las técnicas microbiologicas, son uno de los mayores avances implementados en la
acuacultura, las cuales permiten contabilizar e identificar los microorganismos que
pueden generar alguna enfermedad en nuestros cultivos, esto permite anticiparnos a los
diferentes problemas que puedan ocasionar a nuestros cultivos, también cabe recal car que
estas técni cas no solo nos permiten conocer microorgani Smos patdégenos, también ayudan
con el aislamiento de cepas probidticas para el uso preventivo o0 ya sea para tratamientos
contra una enfermedad. (Orozco et al., 2017)

En base a la informacion obtenida este trabajo tiene como objetivo difundir cuales son
estas técnicas y de estas las méas importantes y utilizadas en la acuacultura, que nos
brindan los beneficios de poder ser aplicados in situ y tener mejor control de las

comunidad microbianas en los cultivos, logrando prevenir enfermedades.



2. DESARROLLO

2.1. Enfermedades en € camar6n Litopenaeus vannamel

Todas |as etapas de cultivo del camardn pueden ser af ectadas por patégenos oportunistas,
gue provocan laenfermedad entre | os principal es estan | os parasitos, los virus, los hongos
y las bacterias, especificamente del género Vibrio. En nuestro medio las méasimportantes
son las provocadas por € sindrome de la mancha blanca (WSSV), sindrome de taura
(TSV), virus de la cabeza amarilla (YHV) y sindrome de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa (IHHNV). (Lightner, 2011)

2.2. Enfermedades provocadas por bacterias

Las principales bacterias que son asociadas con € camardn llegan a ser patdégenas y
oportunistas, en las etapas larvales y de produccion, las bacterias mas frecuentes que
atacan a los organismos son identificadas como Vibrio parahaemolyticus, V.

alginolyticus, Photobacteriumy V. vulnificus. (Pefia-Navarro & VarelaMgias, 2016)

2.2.1. Vibriosis

Es una enfermedad provocada por bacterias extracelulares del género Vibrio (Gram
negativas), afectando a organismo en su estado larval y en su fase de engorde, cuando su
sistema inmune se estresa por alguna causa exterior lo cual genera que la reproduccién
bacteriana aumenta su velocidad, siendo la causante principal de mortalidades en todos

los paises del mundo productores de camarén. (Osorio & Anjel, 2019)

El Vibrio ingresaa cuerpo del camaron cuanto este es capaz de superar su primeralinea
de defensa que es su exoesqueleto, 1o cual puede suceder a través de llagas, poros o
perforaciones provocadas por bacterias quitinoliticas. También logran ingresar por sus
branquias ya que estas se encuentran cubiertas por fina cuticula, pero se estipula que €
punto de entrada mas importante es e intestino medio, en e cua logran entrar los
patdgenos gque se encuentran en los sedimentos, agua y alimento que no llegan a ser
ingeridos por |os camarones.



2.3. Enfermedades provocadas por virus

En la actualidad a nivel de produccion mundia se ha logrado identificar 20 virus los
cuales estén presentes en los sistemas de cultivo de camarones, donde son los que més
afectan los cultivos provocando grandes porcentagjes de mortalidad en cultivos, y de
pérdidas para los productores. Que estan constituidas por el IHHNV, WSSV y TSV que

son las mas comunes en la actualidad.

2.3.1. VirusdelaNecrosis Hipodérmicay Hematopoyética Infecciosa (IHHNV)

Perteneciente al género Penstyldenosovirus, su primeraaparicion fue registradaen Hawai
en 1981, afectando cultivos con mortalidades del 90% enlaespecielL. stylirostris. A partir
de ese primer registro este virus ha ido afectando a otras especies de la familia de los
peneidos, € cua posee muy buena resistencia al medio ambiente, tiene un genoma de
ADN monocatenario. (Moraet a., 2021)

L as cepas actualmente no causan mortalidades elevadas, pero si producen la enfermedad
del Sindrome de Deformidad y enanismo, lacual no es mortal, pero alterael crecimiento
aun -50% aterando €l resultado final de la cosecha, produciendo pérdidas econdmicas.
Esta enfermedad puede ser transmitida tanto como vertical, que se debe cuando una
reproductora infectada |o transmite a sus huevos, por exposicion al momento de desove
por particulas virales, o también directamente por 10s ovocitos, las huevos normamente
no Ilegan a eclosionar y los que lo logran poseen una gran tasa de infeccion, y llegan a
portar € virus durante todo su ciclo, transmitirlo a sus crias y a otras poblaciones, y
horizontal, que ocurre por e canibalismo hacia los organismos muertos gque presentan

este virus através de la columna de agua. (Kalagayan et a., 1991)



2.3.2. Virusde Sindromede Taura (TSV)

Este virus pertenece alafamilia de los Dicistroviridae, la cual posee un mecanismos de
transmisién horizontal que es debido a canibalismos de organismos muertos en el
estanque de la piscina cultivada o a través de la columna de agua, € primer registro de
estevirusfuea ser identificado en piscinas camaroneras, alrededor del rio Taura, Ecuador
en el afio 1992. Uno de los principales signos de la enfermedad es la dilatacion de los
cromatoforos en el exoesquel eto principal mente en sus apéndices. (Guzman-Séenz et al.,
2009)

2.3.3. VirusdelaManchaBlanca (WSSV)

El WSSV o también conocido como virus de la Mancha Blanca, es el més virulento que
se ha presentado en la produccion acuicola, Este sindrome es caracteristico por las
mancha blancas que se presentan en € organismo en su exoesquel eto, letargia 'y también
presenta una decoloracion rojiza en sus pledpodos, pereidpodos, telson y urdpodos.
(L6pez-Elias et al., 2016)

En los afios 90 este virus fue considerado un virus pandémico, llegando a producir
mortalidades de un 90-100% luego de 3 a 10 dias de la aparicion de los sintomas en €l
camarén, en la columna de agua los organismos que llegan a ser afectados comienzan a
nadar erraticamente en la superficie, para posteriormente llegar a fondo y mueren.
(Bustillo-Ruiz et a., 2009)

2.4. Enfermedades provocadas por hongos

Las enfermedades fungicas en la acuicultura son provocadas por hongos patégenos que mas
afectan los estadios larvarios del camardn, donde € género méas comin encontrado es el
Srolpidium. Los hongos también representan un reto patégeno en juveniles y adultos, siendo €
Fusarium, € encargado de provocar problemas en los cultivos, debido a infecciones que sirven
de vectores para otras enfermedades. L os hongos se caracterizan por afectar €l exoesquel eto del

camaron, provocando una necrosis cuticular. (Olvera & Lopez, 2012)



2.5.M é&odos mas comunes para la identificacion de enfer medades

Los métodos para la deteccion de patdgenos en la camaronicultura sirven para
diagnosticar enfermedades presentes en los cultivos camaroneros, dentro los cuaes
existen varias técnicas, desde los manuales a través de microscopios hasta las
microbioldgicas que segun tiempo e inversion son las més rapidas y oportunas, donde
encontramos los medios de cultivos, las tinciones de gram, las cuales se complementan
con las moleculares con €l PCR, y las histol 6gicas que nos permite identificar € estado
del tejido afectado por los patdgenos. (Almanza Abud et al., 2008)

2.6. Técnicas Microbiologicas

Estas técnicas de diagndstico empiezan desde la siembra del patdgeno a ser aislado y
estudiado en un medio de cultivo el cual posee | as condiciones adecuadas de temperatura,
pH y nutrientes necesarios para su proliferacion, se cuantifica y reconoce a
microorganismo. Ciertos patégenos no se logran cultivar en placas por lo cual otraforma
de diagndstico son los andlisis morfol 6gicos con microscopios.(Espinoza, 2015)

2.6.1. Mediosde Cultivo

El medio de cultivo contiene los nutrientes que ayudan a la proliferacion de cierto
microorganismo especifico en laboratorio, en busca de aislar las diferentes cepas
patogenas, con el propdsito de contabilizar e identificar, pararealizar tratamientos contra
enfermedades en la producciéon acuicola. Estos medios son clasificados segin su
consistencia, origen, composicion y utilizacion entre los cuales seglin sus consistencias
se componen de liquidos, solidos y semisolidos. (Cumbicos Ortega & Ruiz Carrillo,
2018)



2.6.1.1. Agar TCBS

Este medio Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa mejor conocido por su abreviatura TCBS,
es selectivo para la proliferaciéon de bacterias del género Vibrio, ya que posee grandes
concentraciones tiosulfato, citrato y un pH totalmente alcalino, logra inhibir el
crecimiento de las enterobacterias. Gracias ala sacarosa se logra diferenciar las especies
deVibrio, yaquelaformacion de cepas verdes son las que no utilizan €l azlcar, en cambio
las cepas amarillas producen un acido atreves de la sacarosa, para el cultivo en este agar
es necesario incubar durante un periodo de 18 a 24 horas con temperaturas de 35a 37 °C.
(Huff et ., 2012)

2.6.1.2. Chromagar

Compuesto por peptonas, sales y extractos de levaduras este medio, es selectivo para
algunas especies del género Vibrio, proporcionando una mejor lecturaen laplaca que a
utilizar el medio TCBS, e cua se encuentra fundamentado en la fermentacion de
sacarosa, cabe recalcar que este medio nos proporciona una lectura por especie de vibrio.
Al visualizar una colonia color malva identificamos que es € V. parahaemoaliticus,

coloniaverde azulada (V. vulnificus) y crema (V. alginolyticus). (Garcia, 2017)

2.6.1.3. Agar Marino

Medio € cual posee los nutrientes necesarios para las diferentes especies de bacterias
marinas, su principal componente es un ato contenido en sal que permite simular €
ambiente marino, con peptonas, minerales y aminoacidos esenciales. En la
camaronicultura ha sido mayormente utilizado para la identificacion de bacterias

heterotrdéficas en aguas de cultivo.(Morales-Covarrubias et al., 2011)



2.6.1.4. Agar Cetrimide

Este agar estd compuesto por bromuro de cetiltrimetilamonio, €l cual es selectivo para el
aisamiento de Pseudomonas aeruginosa. Conveniente del compuesto de amonio
cuaternario, este logra inhibir la proliferacion de una gran variedad de microorganismos
gram positivos y algunos gram negativos, sus compuestos de cloruro de magnesio y
sulfato de potasio logran actuar como productor de pigmentos de pioverdinay piocianina
los cuales se logran combinar para formar colonias verdes. (Ortega, 2005)

2.6.1.5. Agar TSA

Este medio Tripcasa soya agar es caracteristico por poseer de base una fuente proteica
con digeridos tripticos y proteicos de soja, cloruro sddico y 5% de sangre este medio es
recomendado para una gran cantidad de microorganismos, permite la proliferacion de

bacterias tanto aerobias como anaerobias. (Morales-Covarrubias et a., 2011)

2.6.1.6. Agar Sangre

El agar sangre es un gque contiene peptona de caseina con extracto de levadura, siendo
unafuente de nitrégeno parala sangre, este agar es utilizado para visualizar la capacidad
hemolitica de los microorganismos patogenos, €l cual es un factor de virulencia, por lo
general este agar proporciona nutrientes para la proliferacién de bacterias tanto
anaerobias como aerobias.(Serrano, 2014)

2.6.2. Méodosdesiembra

Parala siembra de bacterias en un medio de cultivo apropiado es importante conocer las
técnicas que se utilizan, en los cuales los principales instrumentos son las asas y agujas
de platino que se utilizan para transportar la muestra y sembrarlo en la placa con €
sustrato, es primordial esterilizar los materiales con un mechero de fuego calentar el asa
hasta el rojo vivo. (Tomés, 2015)



2.6.2.1. Siembrapor dilucion

Utilizado para en la contabilizacién de microorganismos anaerobios, consiste en € uso
delaasacargada con lamuestra, que se introduce en un medio liquido, donde procedemos
a agitar moderadamente, ya diluida la muestra se procede a colocarla en € medio sélido
delacgaPetri.(Mendozaet a., 2021)

2.6.2.2. Siembra por extension o dispersion

Esta técnica se practica con hisopos estériles, que contiene la muestra microbiol 6gica, €
cual también se puede readizar con asa de drigalsky esta técnica tiene de objetivo
embadurnar la superficie del medio de cultivo, creando una pelicula en la superficie de
este. (Mendozaet a., 2021)

2.6.2.3. Siembra por estriasen superficie

Se redliza con € asa en un medio de cultivo solido donde permite aislar colonias
separadas, se coloca el asa bacteriol 6gica con €l inéculo, inclinandose segun la posicién
de la placa, empezando a formar estrias cerradas desde la parte superior de la placa hasta
gue alcancemos a cubrir unaterceraparte de la superficie, posteriormente se coloca el asa
de forma vertical y empezamos a redlizar estrias mas separadas hasta cubrir la

placa.(Cazares-Jaramillo et d., 2019)

2.6.2.4. TécnicadeBarry o Vertido en placa

Latécnica de Barry se caracteriza por que se siembra € indculo previamente de colocar
el medio en lacagaPetri, por o cual esimportante mantener el medio con unatemperatura
de entre 45 a 55 °C para asi no alcanzar a esterilizar e inoculo, setoma 25 ml del medio
y sele adiciona una cantidad de 0,1ml y se homogenizala muestra mediante un vibrador,

para posteriormente ser vertido en laplacay dgar solidificar. (Carrillo, 2016)



3. Conclusion

La principa importancia de las técnicas microbioldgicas en |la actualidad en diferentes
areas es que son precisas a momento de identificar microorganismos, siendo

procedimientos econdmicos y rgpidos.

En la acuacultura ha permitido determinar las diferentes enfermedades que afectan los
cultivos, claro que hoy en diaestas técnicas estén apoyadas por las moleculares, las cuales

son maés precisas que | as microbiol bgicas, pero susresultadostardan y tienen mayor costo.

L as técnicas microbiol bgicas pueden ser aplicadas in situ, es decir en e campo lo cud

facilita un control de la comunidad microbiana de manera constante.
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