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Resumen

El cultivo de camaron blanco (L. vannamei) ha incrementado durante los dltimos afios, pero ha
sido victima constantemente de las enfermedades bacterianas como la Vibriosis, debido a esto
el cultivo de este crustaceo a baja salinidad es una alternativa para reducir el impacto causado
por estos patdgenos, sin embargo, Vibrios spp. ha demostrado una gran capacidad de adaptacion
en estos tipos de ecosistemas y ha generado problemas ain mayores que cultivos en salinidades
altas. Por lo tanto, esta investigacion tiene como objetivo identificar las especies de Vibrios spp.
en aguas de piscinas de cultivo de camardn blanco (L. vannamei) a baja salinidad. Para ello, se
realizé la toma de muestras de aguas de piscinas con diferentes fuentes de agua (agua de pozo
y estero) durante 5 semanas y se midieron durante la toma de muestra los parametros fisico —
quimicos (Salinidad, Temperatura y pH) para conocer si estos influyen en el incremento de las
UFC/mL de Vibrios.

Posterior a esto la carga bacteriana de las diferentes muestras de agua, se analizaron mediante
el medio de cultivo CHROMagar Vibrio, donde se utiliz6 100 puL de agua de las muestras
obtenidas, ademas, la identificacion de las especies se realizd por colorimetria proporcionado
por el medio de cultivo. Los resultados de esta investigacién demuestran que la carga bacteriana
en las piscinas con fuente de agua de estero (3511,33 UFC/mL) fue mayor a diferencia de las
piscinas con agua de pozo (940 UFC/mL), ademas, se determiné que V. alginolyticus fue la especie
maés predominante con (1069 UFC/mL), seguida de V. parahaemolyticus (670,667 UFC/mL) y V.
vulnificus (458,667 UFC/mL).

Por otro lado, la correlacion de Spearman resulto ser positiva con la salinidad para V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. vulnificus, mientras que la temperatura solo presento
correlacion positiva para V. parahaemolyticus. Finalmente, se demostr6 que la concentracion de
Vibrios spp. incrementa a medida que el cultivo de camarédn va llegando a su etapa final. No
obstante, esta investigacion demuestra la importancia de llevar a cabo la identificacion de Vibrios
en aguas de cultivo de camaron a baja salinidad, ya que la influencia directa de los parametros con
el incremento de estos microorganismos representa un problema para el bienestar de los

organismos en cultivo.

Palabras clave: Vibrio, CHROMagar, baja salinidad.
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Abstract

The cultivation of white shrimp (L. vannamei) has increased over the last few years, but has been
a constant victim of bacterial diseases such as Vibriosis, Because of this the cultivation of this
crustacean at low salinity is an alternative to reduce the impact caused by these pathogens,
however, Vibrios spp. has demonstrated a great capacity for adaptation in these types of
ecosystems and has generated even greater problems than crops in high salinities. Therefore, this
research aims to identify the species of Vibrios spp. in waters of white shrimp (L. vannamei)
culture pools at low salinity. To do this, water samples were taken from swimming pools with
different water sources (well water and estuary) for 5 weeks and physical - chemical parameters
(Salinity, Temperature and pH) were measured during the sampling to know if these influence the

increase of UFC/mL of Vibrios.

After this, the bacterial load of the different water samples was analyzed using the CHROMagar
Vibrio culture medium, where 100 puL of water from the samples obtained was used, in addition,
the identification of the species was performed by colorimetry provided by the culture medium.
The results of this research show that the bacterial load in pools with estuary water source (3511,33
CFU/mL) was higher unlike pools with well water (940 CFU/mL), in addition, it was determined
that V. alginolyticus was the most predominant species with (1069 CFU/mL), followed by V.
parahaemolyticus (670,667 CFU/mL) and V. vulnificus (458,667 CFU/mL).

On the other hand, the correlation of Spearman turned out to be positive with the salinity for V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus and V. vulnificus, while the temperature only presented
positive correlation for V. parahaemolyticus. Finally, it was shown that the concentration of
Vibrios spp. increases as the shrimp culture reaches its final stage. However, this research
demonstrates the importance of carrying out the identification of Vibrios in low salinity shrimp
farming waters, as the direct influence of the parameters with the increase of these microorganisms

represents a problem for the well-being of the organisms in culture.

Keywords: Vibrio, CHROMagar, low salinity.
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1 INTRODUCCION

El cultivo de camardn es una de las actividades que mayor crecimiento ha desarrollado dentro de
la industria acuicola, debido a la alta demanda que existe en el mercado, por esta razon, en el afio
2018 se reportd que la produccion de camardn blanco (L. vannamei) alcanz6 un aproximado de
4 966,2 Ton a nivel mundial (FAO, 2020). Como tal, se ha observado un incremento de mas del
51% en la productividad de L.vannamei durante los ultimos diez afios, el cual este aumento se
debe a las caracteristicas que presentan como; gran resistencia a las variaciones de los pardmetros
de cultivo, rapido desarrollo, alta supervivencia y bajo requerimiento de proteina (Bae et al.,
2022).

La actividad camaronera en Ecuador tiene sus origenes en la regién Costa, exactamente en la
zona costera de la provincia de EI Oro, debido a las Optimas condiciones ambientales que
presentan estas areas. Por consiguiente, el cultivo de este crustaceo en el pais ha incrementado
de forma exponencial, ya que en el afio 2015 se reportd un total de 720,3 millones de Ib de
produccion, generando ingresos de $2 304,9 millones en comparacion del afio 1994 que
obtuvieron un total de 156,2 millones de Ib y $514,3 millones de ingresos, esto a pesar de que
sufrieron un impacto negativo por la presencia de enfermedades virales como fue la mancha
blanca (WSSV) durante el periodo de 1999 al 2001 (Rodriguez, 2016).

El cultivo de camaro6n blanco (L. vannamei) en el Ecuador se realizd, debido a que esta especie
tiene la capacidad de tolerar diferentes rangos de salinidad (Eurihalinos), ya que Sotomayor
(2020) menciona que estos crustaceos pueden tolerar salinidades de 1 ppm hasta 40 ppm vy
haciendo énfasis que presenta un mejor desarrollo a salinidades mayores a 5 ppm. Ademas, esta
especie se caracteriza por ser euriterma, es decir, pueden soportar los cambios de temperatura

que se den en el medio acuéatico (Cobo, 2020).

Por lo tanto, la gran demanda de este organismo ha generado que el productor opte por

incrementar los niveles de produccion, pese a lo cual, durante los ultimos afios ha existido

problemas por la presencia de enfermedades relacionadas con agentes patdgenos. Sin embargo,

Chandrakala & Priya (2017) mencionan que existen ciertos factores durante el cultivo que incitan

a los brotes de enfermedades como es el caso de las altas densidades de siembra, alimentacion
1



inadecuada y mala calidad del agua, ya que estos factores causarian estrés en el animal haciéndolo

mas susceptible a varias afecciones causadas por organismos patogenos como las bacterias.

Por otro lado, Martinez-Cordova y col. (2014), mencionan que en las piscinas de cultivo las
bacterias forman un papel muy importante en el control de enfermedades, ya que intervienen en
la degradacién de materia orgénica ayudando a mantener en dptimas condiciones la calidad del
agua. Sin embargo, muchos de estos organismos se comportan como patégenos oportunistas al
existir una alteracion en el medio de cultivo, el cual, las enfermedades bacterianas que se han
reportado durante el cultivo de camardn son causadas principalmente por Vibrio harveyi, V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. nigripulchritudo, V. campbellii, Pseudomonas spp.,

Aeromonas spp., Y Streptococcus spp. (Morales y otros, 2018).

Por todo lo anteriormente descrito, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo
identificar la concentracion de Vibrio spp en el agua de un cultivo a baja salinidad del camarén
blanco (Litopenaeus vannamei), mediante la recoleccion de muestras de aguas de las piscinas de
una granja camaronera, con el fin de dar a conocer si existe mayor presencia de estos
microorganismos en relacion con los parametros (pH, salinidad y temperatura) y si podrian

causar problemas durante el cultivo.



2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia de enfermedades infecciosas en los cultivos de camarén es el principal problema de
los productores, debido a las grandes pérdidas econdmicas que se generan por la mortalidad de
los organismos de cultivo. Dentro de los principales patégenos causantes de problemas estan las
bacterias del género Vibrios, ya que segin Tang (2019) menciona que el V. parahaemolyticus
causante de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) ocasiono grandes mortalidades en los
cultivos realizado en China, Malasia, México, Tailandia 'y Vietnam, llegando a provocar pérdidas
de produccion de 44 000 millones de dolares entre el 2010 y 2016.

Por otro lado, Zhao y col (2018) mencionan que la resistencia que presento V. parahaemolyticus
hacia varias pruebas que realizaron con antimicrobianos, representa un gran problema en cuanto
a las posibles enfermedades que pueden generar estos tipos de bacterias, ya que el uso de
antibidticos no tendria ningun efecto, por lo tanto, Bermidez y otros (2017) menciona que el
diagnostico e identificacion de especies bacterianas con genes causantes de enfermedades es
importante para llevar a cabo protocolos de prevencion y monitoreo para prevenir mortalidades
de los organismos y evitar grandes pérdidas econdmicas

Con respecto a lo anterior, la presente investigacion dara a conocer la influencia de los pardmetros
(pH, Temperatura y Salinidad) sobre concentraciones de Vibrio spp. en cultivo a baja salinidad

del Litopenaeus vannamei, para tener un mejor control de estos patdgenos oportunistas.



3 JUSTIFICACION

La infeccion por Vibrios spp en cultivos de camardn a baja salinidad también representa un
problema en cuanto a la mortalidad que estos pueden ocasionar, ya que en el estudio realizado
por Muhammad (2022) determiné el efecto de la salinidad sobre la virulencia de Vibrio spp.
sobre el camaron blanco (Litopenaeus vannamei), para ello diferentes grupos de camarones
fueron cultivados a diferentes salinidades (10, 15, 20, 25 y 30 mg/L) y fueron infectados con
Vibrios, los resultados obtenidos demuestran que la virulencia de Vibrios spp. en los organismos
cultivados a baja salinidad (10 y 15 mg/L) fue mayor, ya que estos presentaron una mortalidad
del 91,11 y 95,55 % durante el periodo de investigacion, el cual este autor menciona que para
evitar que Vibrio spp infecte al organismo en cultivo es necesario mantener rangos de salinidad

por encima de los 25 mg/L.

Por lo tanto, Lopes (2020) menciona que la identificacion de Vibrios mediante técnicas
microbiologicas permitird tomar medidas de control sobre estas bacterias en los cultivos a baja
salinidad, ya que en el anéalisis que realizd en aguas del cultivo de L. vannamei, logro identificar
a bacterias de tipo patdgenas como V. parahaemolyticus y V. vulnificus, observando que la
concentracion de estos microorganismos aumento cuando el pH y temperatura incrementaron,
ademas, observaron que la contaminacion de los camarones se acercaba a 10* UFC/g. El cual
esta concentracion esta asociada a la presencia de necrosis en el hepatopancreas y mancha negra

que presentaron los animales.

Asimismo, en la investigacion realizada por Rabadon et al (2022) realizaron un estudio para
evaluar la relacion multivariable de las bacterias del género Vibrio spp en relacion con los
pardmetros de calidad del agua en la cria de camardn blanco (L. vannamei) a baja salinidad, para
ello recolectaron muestras de agua durante un ciclo de cultivo, el cual los resultado que
obtuvieron demostraron que la temperatura y salinidad influyen en el crecimiento de Vibrios,
ademas, la especies que detectaron en los estanques estaban compuestas por patégenos conocidos
de camarones de V. parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. vulnificus. No obstante estos
resultados proveen datos referenciales para llevar a cabo una gestion 6ptima de la calidad de agua

durante las fases de crecimiento de estos crustaceos.
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Por esta razdn, es importante que los productores camaroneros del pais, realicen muestreos para
llevar a cabo la identificacion temprana de Vibrios spp en el agua de los cultivos que se realizan
a baja salinidad a través de analisis bacterioldgicos, ya que segun lo mencionado anteriormente
estas bacterias también suelen estar presentes en estos tipos de cultivo a consecuencia de la
variacion de los parametros. No obstante, estos analisis permitiran tener un mejor control sobre
estos patdgenos oportunistas y evitar las infecciones causadas por estas y asegurar el bienestar

de los animales durante su cultivo.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar Vibrio spp en las muestras de agua de las piscinas de cultivo de camaron blanco (L.

vannamei) a baja salinidad
4.2 Objetivos especificos
e Analizar la carga de Vibrios presente en el agua de las piscinas con agua de pozo y estero.
e Determinar el incremento de la concentracion total de Vibrios y la especie que mas
predomind.
e Determinar la relacion entre los parametros de cultivo con la concentracion total de las

especies de Vibrios.



5 REVISION BIBLIOGRAFICA

5.1 Produccién Actual en el Ecuador.

El crecimiento de la produccion camaronera en Ecuador es tan evidente ya que Gonzabay Y col.
(2021) mencionan que actualmente en el pais existen 210 000 hectareas que se dedican a la
crianza de camaron, el cual el mayor porcentaje de hectareas utilizadas para realizar esta
actividad se encuentra en la provincia del Guayas ocupando el 60%, luego se encuentra la
provincia de EI Oro con un 15%, ademas, la provincia de Esmeraldas junto con la de Manabi

tienen el 9% y la provincia de Santa Elena con un 7%.

Por otro lado, las exportaciones de camardn que realiza el pais es el principal indicador del
crecimiento que ha presentado esta actividad durante los Gltimos afios, por lo tanto, en el analisis
de comportamiento de exportacion del sector camaronero durante el 2015 al 2019 realizado por
Ullsco et al (2021) mencionan que las exportaciones en el 2019 incrementaron ya que se vendio
un total de 1 397 490,3 Ib., representando un total de 3 652 684 ddlares aportando un PIB al pais
de 1,27%. Ademas, los datos de exportacion de el Ecuador obtenidos de la Camara Nacional de
Acuacultura (2022) corrobora el crecimiento que ha tenido esta industria a partir durante los

altimos 11 afios.

Figura 1 Estadistica de exportacion ecuatoriana de camaron
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Fuente: (Camara Nacional de Acuacultura, 2022)

7



5.2 Sistemas de cultivo.
5.2.1 Cultivo extensivo

Los cultivos extensivos se caracterizan por la cria de organismos acuéticos de forma mas natural
como en estanques de tierra, recintos de corrales, campos de arroz o pequefios cuerpos de agua,
con bajas densidades de siembra. Ademaés, se puede llevar a cabo la aplicacion de nutrientes para
fomentar la produccion de organismos como fuente de alimento natural y se utiliza piensos
suplementarios como alimento externo (Kaleem & Bio Singou, 2021). Estos tipos de cultivo ain
suelen ser muy frecuentes en Latinoamérica ya que suelen ubicarlos en zonas intermareales para
beneficiarse de las mareas altas para el llenado del estanque, ademas, anteriormente los
productores se aprovechaban de las semillas silvestres que ingresaba al sistema por efecto de la
marea alta (Rosado, 2019).

5.2.2 Cultivo semi — intensivo.

Estos tipos de sistemas se caracteriza por la introduccion de algunas tecnologias para aumentar
los rendimientos de produccién, con bombas que realizan los cambios de agua de 5 a 20% al dia,
ademas del uso ocasional de sistemas de aireacion y la aplicacion de alimento suplementario con
piensos comerciales, ya que la densidad de organismos cultivados es mayor que en los sistemas
extensivos y existe un desabastecimiento de alimento natural dentro de los estanques (Mufioz et
al., 2019). Por otro lado, Barrazueta (2021) menciona que pese a que las densidades de cultivo
en estos sistemas son mayores 20 camarones/m?., es indispensable disponer de aireacion artificial
0 quimica, con el fin de conservar las concentraciones adecuadas de oxigeno y evitar posibles

problemas durante la produccion de camaron.
5.1.3. Cultivo intensivo

Los sistemas de cultivo intensivo se caracterizan por realizar minimos recambios de agua y
utilizan una pequeria fraccion de tierra y agua a diferencia de los sistemas extensivos que utilizan
grandes extensiones de tierra y agua, tienen alta productividad por unidad de superficie, ademas,

presentan una mejor sostenibilidad para el ambiente (Nogueira, 2018).



Ademas, la calidad del agua en estos sistemas depende de la alimentacion, debido a que los
residuos alimenticios y metabdlicos que se acumulan en el fondo del estanque pueden ser una
fuente de contaminantes que afectan la calidad del agua, por lo que la incidencia de enfermedades
es muy alta (Lestantun y otros, 2020). Por otro lado, Rosado (2019) menciona que en estos tipos
de sistemas se caracterizan por el uso de semillas procedentes de reproductores que estén libres
de patogenos (SPF) o que estas sean resistentes a patogenos especificos (SPR), esto con el fin de

obtener una excelente produccion.

5.1.4. Cultivo super intensivo.

Los cultivos super intensivos de camarones en estanques es un sistema orientado al futuro que se
caracteriza por el pequefio volumen de los estanques, alta densidad de poblacién, alta
productividad, minima carga de residuos y maxima competitividad del producto (Mangarengi et
al., 2020). Ademas, para el manejo de estos sistemas se requiere llevar a cabo protocolos de
seguridad para disminuir todo el posible impacto de microorganismos patogenos tales como

virus, bacterias, protozoarios y hongos (Mendieta, 2017).

Emerenciano et al (2022) menciona que a comparacion de los sistemas extensivos o semi —
intensivos tradicionales, los sistemas super—intensivos requieren mayor insumo de alimento,
energia, mano de obra y suplementos, ademas, se han utilizado diferentes sistemas y estrategias
para poder llevar a cabo estos cultivos como es el caso de la tecnologia biofloc, sistemas tréficos

mixtos y sistemas acuicolas de recirculacion (RAS).

Tabla 1 Caracteristicas de cuatro sistemas de cultivo de camarén

Tipo de Sistema Caracteristica

Extensivo e EI cultivo Litopenaeus vannamei se realiza en
zonas inter mareales, donde no hay bombeo ni
aireacion de agua.

o Estos estanques tienen disefios irregulares y una
superficie de 5 a 10 ha o incluso 30 ha y una
profundidad de 0,7 y 1,2 m.

e Se caracteriza por tener bajo costo de operacion.

e Baja densidad de siembra de 4 — 10 PL/m?

e Produccion de 150 — 500 kg/ha/cosecha, es decir,
1 cosecha/ ha/afio.
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Semi — intensivo

Intensivo

Super intensivo

Fuente: (Mufioz & Narvéez, 2018).

Los estanques presentan un tamafiode 1 a5 hay
una profundidad de 1y 1,2 m.

La densidad promedio de siembra oscila entre 10
y 30 PL/m?.

Método més habitual en América Latina.

Los rendimientos de produccién oscilan entre
500 — 2000 Kkg/ha/cosecha, realizando 2
cosechas/afio.

Los cultivos intensivos se encuentran en zonas
inter mareales que cuentan con zonas drenaje.
Sistemas extendidos en Asia y América Latina.
Estanques redondos o cuadrados con pequefia
area. Su superficie es de 0,1 — 1 ha y una
profundidad de 1,5 m.

Densidad de siembra alta 60 y 300 Pl/m?.
Estado de produccion oscila entre 7 - 20 000
kg/ha/cosecha, durante 2 a 3 cosechas/afio, con
un tope maximo de 30-35 000 kg/ha/cosecha.
Este sistema de cria es sostenible, presenta un
impacto minimo sobre el medio ambiente y
produce camarones de alta calidad.

Se cultivan entre 300 y 450 juveniles/m? con un
peso entre 0,5y 2 g en canales de 282 m?, con un
ciclo de crecimiento entre 3 a 5 meses.

La densidad de siembra es significativamente
alta entre 28 000 a 68 000 kg/ha/cosecha/ario.

5.3 Cultivo a baja salinidad de L. vannamei.

El cultivo de Litopenaeus vannamei a bajas salinidades presenta varios desafios, sin embargo,
por ser una especie que presenta la capacidad de crecer y sobrevivir sin problemas alguno a
rangos extremos de salinidades que van desde 0,5-40 ppt (Aurana & Felix, 2017) se ha
convertido en una las actividades mas comunes y de importancia a nivel mundial. Para esto
(Kholi et al., 2021) indican que este crustaceo es un hiper osmorregulador lo que le da la
capacidad de poder soportar amplios rangos de salinidad convirtiéndola en una especie modelo
en relacion al mecanismo osmorregulacion y tolerancia a la sal que este presenta, esto es

dependiente de la fase larvaria en la que se encuentre, con la capacidad de poder crecer a

salinidades bajas y a su vez aumentando sus densidades de siembra (Barreto, 2020).
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5.3.1 Balance l6nico

“Los iones presentes y necesarios como calcio, sodio, potasio y cloruro juegan un papel
importante en cuanto al proceso de osmorregulacion” (Valenzuela y otros, 2017), estos son los
mas importantes para el cultivo de camardn en salinidades 6ptimas y cada uno de estos cumplen
funciones diferentes, en cuanto al magnesio es un ion esencial como componente en el
exoesqueleto de los camarones en cambio para la formacion de uno nuevo, el calcio es muy
importante (Molinos Champion S.A.S., 2020).

La supervivencia y el crecimiento de los camarones en aguas de baja salinidad puede verse
afectado por las bajas concentraciones de potasio y el magnesio a pesar de que esté junto al calcio
es importante no se debe olvidar también los iones de cloro, sulfatos y sodio que él igual son
necesarios y de gran importancia en cuanto va el soporte la presion osmotica generada por el
agua (Vera & Mendoza, 2020).

5.3.2 Importancia del balance 16nico

El simple hecho de tener proporciones de iones esenciales parecidos a los del agua del mar es
mucho mas eficiente importante que tratar de mantener los mismos valores de manera exacta a
los que se presentan en el agua del mar. Para poder obtener éxito y una produccion rentable en
los cultivos de camaron a baja salinidad es importante antes de iniciar los cultivos mantener el
balance idnico en el agua ya que asi podremos evitar desajustes en la relacion de estos iones que

intervienen en el desarrollo del camar6n (Ching, 2014).

Tabla 2 Concentracién de iones del mar

lon Factor en agua de mar (Lo que Concentracién en agua de
debe haber en 1%.) mar (mg/L)
Calcio 11.6 400
Magnesio 39.1 1.350
Potasio 10.7 380
Sodio 304.5 10.500
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Cloruro 551 19.000

Sulfato 78.3 2.700

Fuente: (Ching, 2014).

5.3.3 Efecto de la baja salinidad sobre el L. vannamei

Pese a la gran tolerancia del L. vannamei a varios rangos de salinidad ambiental y hacer frente a
cierto estrés fisiologico a baja salinidad, este sigue siendo un estrés grave para estos crustaceos,
ya que a medida que cambia la salinidad, la desviacion del punto isoosmotico en el fluido
corporal de un animal acuatico puede causar efectos negativos en el animal, como una baja
resistencia a las enfermedades y bajo crecimiento. Por lo tanto, es importante considerar los
requisitos fisioldgicos y nutricionales de este crustaceo cultivado a bajas salinidades para evitar
un crecimiento y reduccion del mecanismo de defensa frente a patdgenos oportunistas (Li y otros,
2015).

5.4 Vibrio spp

5.4.1 Generalidades

Las especies que pertenecen al género Vibrio son bacterias gram negativas que presenta forma
de bastoncillo, por lo general, contienen mas de cien especies originados en el filo protobacteria,
las cuales son anaerobias facultativas, también pueden ser caracterizadas en haléfilas y no
haléfilas habitando en aguas marinas, salobres y agua dulce (Culot y otros, 2021). Segun
Kumarage y Silva (2022) “pueden desarrollarse en temperaturas que flucttan entre 13°C y 22°C
y salinidades entre 5 y 25 ppt”. Ademas, Judrez y col. (2020) describen que permanecen en el
sedimento de los fondos marinos cuando las temperaturas son bajas y asi no presentan valores
adecuados para causar una infeccién ya que estos son inferiores. La temperatura y otras
condiciones fisicoquimicas del ambiente marino favorecen el crecimiento de Vibrio spp
(Chandrakala & Priya, 2017).

Los Vibrios constituyen el 60% del total de bacterias heterotrofas presentes en los organismos
acuaticos ya que forman parte del microbiota natural de estos, el cual suelen estar alojados
12



principalmente en el zooplancton, peces, moluscos, crustaceos, incluso en invertebrados marino
como esponjas y corales (Sanches et al., 2022). Por otro lado, los Vibrios tienen un rol clave en
los ecosistemas naturales ya que intervienen en la mineralizacion de materia organica debido a
las enzimas que poseen, ademas, pueden hidrolizar carbohidratos, lipidos y proteinas, también
tiene la capacidad de descomponer polimeros tales como colageno, almidon, quitina, alginato e
hidrocarburos, contribuyendo al reciclaje de carbono y nitrdgeno en ambientes acuaticos

(Sampaio y otros, 2022).

Los Vibrios durante su vida en estado libre pueden estar inactivos, incluso no se pueden
desarrollar en condiciones favorables para su crecimiento, pero se ha corroborado que en

condiciones hostiles para su adaptabilidad podrian llegar a ser patdgenos (Garcia, 2017).

5.4.2 Taxonomia del género Vibrio
Belhum (2006) estipulan la clasificacion taxondmica del género Vibrio de la siguiente manera:

Phylum XIV: Proteobateria
Clase I11: Gammaproteobacteria
Orden: Vibrionales
Familia: Vibrionaceae
Género: Vibrio

5.4.3 Distribucién de Vibrios en estanques acuicolas.

Suérez y otros (2015) llevaron a cabo un estudio para evaluar la distribucion de las especies de
Vibrios spp. presentes en un estanque de cultivo de camarédn blanco (L. vannamei), para ello
llevaron a cabo muestreos de agua y suelo para realizar la identificacion de este tipo de bacteria,
el cual determinaron que la zona de salida y entrada de agua del estanque presentdé una mayor
concentracion de Vibrios, especialmente de V. parahaemolyticus y V. fluvialis. Asi mismo, Kholi
y otros. (2021) encontraron mayor concentracion de V. parahaemolyticus en estas zonas por lo cual
recomienda realizar la identificacion de estos para tener un mejor control, ya que gracias a la

investigacion realizada por Khimmakthong y Sukkarun (2017) demostraron que la propagacion del

13



V. parahaemolyticus se da a partir de las seis primeras horas, el cual se debe considerar un mejor

control sobre estos patdgenos.
5.4.4 Vibrio spp. en aguas de cultivo de L. vanammei a baja salinidad.

Pese a la poca informacion de Vibrios en aguas de cultivo de baja salinidad, existen investigaciones
como la realizada por Nillian, y otros (2022) donde determinaron que la concentracion de Vibrios
fue mayor durante el proceso de post cosecha 5,3 Log CFU/mI, a diferencia de post siembra 5,8 Log
CFU/ml, ademas, demuestran que a salinidades de 9 a 12 ppt y temperatura que oscilan entre 29 a
30.7°C la especies de Vibrios que predominaron en el agua fueron V. fluvialis con el 29%, seguido
de V. alginolyticus (22%), V. parahaemolyticus (19%) y menos identificados con 10 % fueron V.
fulmisi, V. mimicusand V. vulnificus. Por otro lado, Lopes (2020) indica que el pH alto (8,8 - 9,25)
y la temperatura (27 — 28 °C.) en el cultivo de L. vannamei a baja salinidad influyen
positivamente en el incremento de bacterias sacarosa negativa como; V. parahaemolyticus y V.
vulnificus, el cual reporta que las concentraciones reportadas fueron de 450,38 + 243,26 y 18 941
+ 7 090,55 UFC/mL. No obstante, los cultivos a bajas salinidades también representan un
problema para el cultivo de camaron blanco (L. vannamei) ya que Bauer y otros (2020)
encontraron un mayor nimero de especies potencialmente patdgenas a salinidades por debajo de

15 %0 como V. parahaemolyticus, V. owensii y V. campbelli.
5.4.5 Enfermedades ocasionadas por Vibrio spp.

La vibriosis es una de las principales enfermedades que amenaza a los sistemas acuicolas de todo
el mundo, las especies de Vibrio que han sido identificadas como las méas patdgenas son: V.
salmonicida, V. splendius, V. vulnificus, V. anguillarum, V. harveyi, V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus, estos tres ultimos junto a V. alginolyticus y V. mimicushan han sido reconocidos
como los patdgenos principales de la vibriosis causantes de pérdidas econdmicas en los sistemas

acuicolas (Kumarage & Silva, 2022).

Las patologias existentes en el cultivo de camardn son dadas por las especies del género Vibrio,
encontrase presente en todos los estadios de vida de L. vannamei, estos se presentan en el tracto
digestivo, branquias, cuticulas y hemolinfa del camaroén, ocasionando asi enfermedades como la

Vibriosis, Hepatopancreas edematoso y necrético en larvicultura y granjas. En las piscinas
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camaroneras se encuentra la presencia de V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus,
Photobacterium en cambio a nivel de laboratorio de larvas se encuentra V. harveyi y V.
splendidus (Castellano , 2021)

El contagio de camarones por Vibrios puede presentarse por medio de heridas o poros existentes
en el exoesqueleto del animal, también mediante branquias e intestino medio esto mediante la
ingesta de sedimento, agua y alimentos. Por ende, la colonizacion puede ser un punto a favor
para el huésped (Castellano , 2021). Los sintomas caracteristicos de la infeccion provocada por
Vibrio son; hepatopancreas palido, caparazon corporal rojizo o palido, urépodo y telson rojizo y
antena roja. A pesar de que Vibrio forma parte natural de la flora bacteriana en el ambiente
acuicola varios de estos son patdgenos oportunistas de ciertos organismos. La vibriosis causa

mortalidad en estadios larvarios y adultos hasta en un 50% (Sarjito & Sabdono, 2021)
5.4.5.1 Sindrome de la gaviota

Esta enfermedad esta atribuida a la presencia de patdgenas oportunistas como Vibrios en especial
el V. parahaemolyticus y se puede dar en etapa larvaria y engorde del camaron, sin embargo, la
presencia sintomas son diferentes ya que en etapa larvaria provocan dafios como deterioro del
hepatopancreas e intestinos, mientras que la fase de engorde los organismos presentan

septicemia, coloracion rojiza y cromatéforos expandidos (Sarango, 2021).
5.4.5.2 Enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND)

La AHPND conocida anteriormente como sindrome de mortalidad temprana (EMS), debido a la
mortalidad temprana que esta ocasiona, fue reportada por primera vez en China en 2009 y
consecuentemente se expandio a diferentes paises. Se creia que el V. parahaemolyticus era el
Unico agente etioldgico responsable de este sindrome debido a que producen las toxinas PirA'y
PirB, sin embargo, se ha reportado que V. owensii, V. campbellii y V. harveyi también causan
esta patologia, ya que estas también poseen el plasmido pVVA1 causante de la enfermedad (Santos
y otros, 2020).

Las bacterias causantes de AHPND suelen alojarse en estbmago del animal para luego expandirse
hacia el hepatopancreas y dar paso a la presencia de los signos clinicos y la mortalidad que

empieza después de los 10 dias de la infeccion. Los principales sintomas incluyen letargo, lento
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crecimiento, caparazon blando, estbmago e intestino vacio, hepatopancreas palido y atrofiado,
manchas o rayas negras en el interior del hepatopancreas (melanizacion de los tabulos) y muerte

en el fondo del estanque (Ngasotter y otros, 2021).

Por otro lado, Varela (2018) menciona que esta enfermedad se presenta en tres fases de forma
secuencial, el cual la fase inicial (Aguda) empieza con el desprendimiento masivo de células
epiteliales en la regién de los tlbulos del hepatopancreas junto con la reduccion de la actividad
mitotica de células embrionarias. Luego en la fase intermedia se observa la presencia de masas
bacteriales basofilicas y prosiguen la separacion celular, ademas, los procesos inflamatorios y la
infiltracion hemocitica es muy evidente en esta etapa. Finalmente, en la etapa terminal, se observa
la devastacion del hepatopancreas ya que se produce el desprendimiento masivo de células, junto
con la accion bacterial y ocurre una grave infiltraciéon hemocitica acompafiada con melanosis y

necrosis multifocal.
5.4.5.3 Sindrome de caparazon suelto (LSS).

El sindrome de caparazén suelto es una enfermedad cronica progresiva del L. vannamei originada
en la India el afio 1988, el cual los principales responsables de esta patologia son las especies del
género Vibrio como V. harveyi, V. alginolyticus, V. imitar y V. parahaemolyticus (Krishna y
otros, 2020). Los animales infectados presentan flacidez en el caparazon con un orificio entre el
tejido muscular y el exoesqueleto, ademas, presentan nado lento y crecimiento reducido, el cual
esto puede provocar mortalidades cronicas y reducir la eficiencia de la conversion alimenticia
(Suguna, 2020).

5.4.5.4 Sindrome de las heces blancas (WFS).

El sindrome de las heces blancas es una amenaza para la industria del camaron, fue reportada por
primera vez en Tailandia durante el 2009. Esta enfermedad se atribuye principalmente a las
bacterias del género Vibrio como V. alginolyticus y V. fluvialis ya que la carga de estos
organismos es muy alta en las materias fecales de los camarones afectados (Kurniawinata y otros,
2021). Los sintomas clinicos que se observan incluyen la decoloracion negruzca de las branquias,

exoesqueleto suelto y atrofia del hepatopancreas, ademas, los intestinos suelen estar vacios con
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hilos de heces blancas y provocan una disminucion del apetito de los camarones, lo que dificulta

el crecimiento y conduce a la muerte (Tamilarasu y otros, 2020).
5.4.5.5 Sindrome del Rojo Brillante.

Esta enfermedad es provocada por el Vibrio harveyi y ocasiond masivas mortalidades en granjas
de camarones del noroeste de México a partir del 2005 y se le atribuyé este nombre debido a que
los principales signos clinicos que presentan los organismos infectados son manchas rojas en la
zona abdomen por lo cual se lo denomino de esta manera, ademas, a nivel histolégico presentan
necrosis severa en los tabulos de los drganos linfoides, fibras musculares y tejido conectivo, asi

como melanizacion y nddulos hemocitico (Soto y otros, 2010)
5.4.6 Métodos de identificacidn de Vibrio spp.

Los métodos de identificacion utilizados en acuicultura se basan en técnicas bioquimicas y
moleculares, estos son de gran importancia ya que sirven para la caracterizacion previa de
enfermedades y asi obtener un oportuno control de las mismas. La técnica bioquimica se basa en
el aislamiento de bacterias en los diferentes tipos de medios de cultivo para los distintos géneros
y cepas (Alvarado, 2020). Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una prueba molecular
en la cual se utiliza cebadores universales para bacterias requiriendo el secuenciamiento de
producto final amplificado, pero a la vez este método de identificacidon no es el mas usado ya que

ocasiona una pérdida de dinero (Rosado, 2019).

El cultivo bacterioldgico que es el mas manejado se pueden utilizar diferentes tipos de medio de
cultivo en los cuales para estos se usan distintos tipos de agares como el agar TCBS (Tiosulfato
Citrato Bilis Sacarosa, por sus siglas en inglés) para medio de cultivo selectivo-diferenciales,
Agar Marino para medio generales y por tltimo el CHROMagar (Varela & Choc, 2020).

Por otro lado, Rosado (2019) indica asi mismo que las técnicas bacterioldgicas se fundamentan
en referenciar los valores de conteo de unidades formadoras de colonias (UFC), haciendo uso del
agar TCBS diferenciando asi bioquimicamente las especies de Vibrio, que al obtener la presencia

de colonias con una coloracion amarilla o coloracion verde.
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5.4.6.1 TCBS

Orosco (2017) mencionan que el Agar TCBS se utiliza para el cultivo y aislamiento de Vibrio
cholerae y Vibrio parahaemolyticus obtenidos de muestras de agua, organismos acuaticos, etc.
Indicando también que la siembra en placa se la realiza por el método de estria y que al momento
de su interpretacion estos Vibrios son identificados con el color amarillo para las especies de V.
cholerae, V. harveyi y V. alginolyticus y las colonias de V. parahaemolyticus apareceran de color

azul claro.

Para la correcta identificacion en V. cholerae, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus y V.
vulnificus son utiles las reacciones diferenciales en agar TCBS, esto se debe a que al pasar 18 a
24 horas de la incubacion de este agar debido a la fermentacidn de la sacarosa se presenta el
crecimiento en colonias amarillas lisas de V. cholerae que muestra un diametro de 2 a 4mm con
un centro opaco y una periferia cristalina, sin embargo, V. alginolyticus también presenta
colonias que fermentan la sacarosa mostrdndose de color amarillo, por ultimo V.
parahaemolyticus y V. vulnificus no necesitan del uso de la sacarosa, sin embargo producen
colonias verdes azuladas. Por ende, para la diferenciacion de estos dos ultimos Vibrios, V.
vulnificus es la Gnica especie de este género que fermenta la lactosa, incluso se pueden diferenciar

por serologia (Juarez y otros, 2020).

5.4.6.2 CHROMagar

El Agar CHROMagar Vibrio es el ideal para el aislamiento y la deteccion de V.
parahaemolyticus, V. vulnificus y V. cholerae, teniendo el mismo método de siembra que se
describi6 con el anterior agar y al momento de su interpretacién las especies son diferenciadas
con el color malva-violeta para V. parahaemolyticus, con el color azul verdoso a azul turquesa

para las especies de V. vulnificus y por ultimo V. alginolyticus siendo incoloras (Orosco, 2017).
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6.

6.1.

MATERIALES Y METODOS

Equipos y materiales

MATERIALES

Jeringas de insulina de 1ml
Cajas Petri

Vasos de precipitacion
Alcohol industrial (90%)
Recipientes plésticos
Mechero

Asa de Drigalski
Envases de plastico
Espatula

Tubos de ensayo

Agua destilada

Papel aluminio

Pipetas

SUSTANCIAS

CHROMagar

Cloruro de Sodio

EQUIPOS

Balanza
Autoclave

Cémara de flujo laminar
Multiparametro Gift 5
Termometro

Incubadora
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6.2. Metodologia
6.2.1. Ubicacion del area de estudio.

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Sanidad Vegetal en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias cuya direccion es P35P+CCW, E583, El cambio y tienen las siguientes
coordenadas: -3,2914037 y -79,9137593

Figura 2. Ubicacion del laboratorio de Sanidad Vegetal en la facultad de Ciencias
Agropecuarias.

FacultaddeCnenmas gro ecuarias \‘ —

2 /

Fuente: Google Earth (2023)
6.2.2. Obtencion de las muestras

La obtencion de las muestras de aguas se obtuvo de piscinas de engorde de camaron ubicada al
suroeste de la provincia ecuatoriana de El Oro, especificamente en el canton Huaquillas, ubicado
en las coordenadas - 590221.70 y -9615311.29 donde se utilizaron recipientes plasticos
esterilizados, usando asi 6 recipientes para las 6 piscinas donde se iban a realizar el muestreo. Se
realizaron cinco muestreos a partir de la mitad del ciclo de cultivo de camar6n de duracion
durante los meses de septiembre y octubre. Las muestras de agua fueron tomadas de acuerdo a
lo realizado por Suarez y otros (2015), el cual consistio en sumergir el envase debajo de la
superficie >20 cm; y se establecieron dos puntos de las piscinas de cultivo para la recoleccién.

Se realizé un muestreo por semana, durante la mafiana del dia Lunes.
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6.2.3. Transporte y manejo de muestras

Las muestras de agua obtenidas fueron etiquetadas con el nimero de piscina de donde se
obtuvieron dichas muestras, luego se colocaron en cavas plasticas con hielo para ser
transportadas en un vehiculo para poder llegar de manera rapida al laboratorio y comenzar el
andlisis de las muestras, cabe recalcar que el tiempo de traslado desde el lugar de recoleccion
hasta el laboratorio fue de 1 h 20 min.

6.2.4. Parametros fisicos — quimicos.

Mientras se recolectaba las muestras, se midié en el agua la salinidad, temperatura y el pH con
un multiparametro Gift 5 (Generic, Modelo EZ-9909), esto con el fin de evaluar si estas variables

pueden llegar a influir en el incremento de las bacterias (UFC/ml.)
6.2.5. Andlisis de Laboratorio
6.2.5.1. Desinfeccion de equipos y materiales

Como primer paso antes de trabajar en el analisis de las muestras de agua y por ende en la
preparacion del medio de cultivo, se desinfecto el area de trabajo y asi mismo los equipos como

la Camara de flujo laminar, tubos de ensayos, vasos de precipitacion, estufa, y mesones.
6.2.5.2. Preparacion y plaqueo de medio de cultivo en cajas petri.

Para la correcta y exacta identificacion de las especies patdgenas de Vibrios en las muestras de
agua se utilizé el medio de cultivo Chromagar Vibrio, con el cual se logré identificar Vibrio
Parahaemolyticus, Vibrio Alginolyticus, Vibrio Vulnificus/Vibrio cholera esto en base a las
diferentes coloraciones. Para la preparacion del medio de cultivo se siguié las indicaciones
recomendadas por el producto, por lo cual se peso 74,7gr de medio de cultivo y se disolvid en
1000ml de agua destilada. Luego de obtener el medio de cultivo se incorpord 15ml de agar en

cada una de las cajas, antes y después del plaqueo se realiz6 una desinfeccion con rayos UV.
6.2.5.3.Diluciones sucesivas.

Se trabajd con diluciones sucesivas en la semana 4 y 5 Unicamente para las piscinas 4-5y 6

(piscinas con fuente de agua de estero) para esto por cada semana se elabord la solucion stock el
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cual consiste en la mezcla de 108 ml de agua destilada agregando 1,5gr de NaCl, siendo
homogenizada correctamente, luego a cada tubo de ensayo con la ayuda de una pipeta se iba
incorporando 9 ml de la solucién para lo cual se ocuparon un total de 12 tubos por semana, luego
se iba colocando a cada tubo se respectiva tapa sin cerrar fuertemente para luego ser llevadas al
autoclave por un tiempo aproximado de 1h -1h 30m esto para el proceso de esterilizacion. Para
cada muestra se usaron dos tubos para las diluciones correspondientes siendo 10 y 102 y asi su

duplicado.
6.2.5.4.Siembra en placas

Se aplicaron dos metodologias, siendo en las 3 primeras semanas una siembra directa para todas
las piscinas y en la semana 4 y 5 solo en las piscinas 1-2 y 3 (piscinas con fuente de agua de
pozo), para lo cual el proceso aplicado fue homogenizar las muestras correspondientes y se
extrajo 100 microlitros que luego fue colocado en la superficie de la placa, siendo asi el
procedimiento elaborado para este método de siembra. Para las diluciones seriadas se extrajo 100
microlitros de la muestra de igual manera homogenizada correctamente y luego se coloco en cada
tubo de ensayo siendo dos diluciones para cada muestra y asi mismo posteriormente se extrajo
100 microlitros de la muestra del tubo y se colocé en la superficie de la placa. Luego de colocar
las muestras de agua en la placa se procedio a dispersar en el medio de cultivo con el asa de
Drigalski esto aproximadamente por 2 o 4min., hasta que la placa esté seca. Por ultimo luego del
proceso de siembra de tapd todas las cajas y se las coloco boca abajo y asi se llevo a la incubadora

por un tiempo de 24-48 horas y luego se procedio a realizar el respectivo conteo de las colonias.
6.2.5.5. Método para el conteo de colonias.

Como se menciono anteriormente, se realizé dos tipos de siembras por lo cual la metodologia
para el conteo es diferente para ambas, pero teniendo en cuenta los siguientes detalles segun

como lo describe Alvarado (2020):

e Se realiza el recuento una vez finalizado el tiempo de incubacion.
e Son reportadas como incontables aquellas placas que superen las 250 colonias presentes.

e Luego de haber realizado el conteo se aplica las siguientes formulas:
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Tabla 3: Formula para conteo de colonias para diluciones sucesivas.

UFCx FD / VI en ml.

UFC Unidades formadoras de colonias
FD Factor de dilucién
VI en ml. Volumen del inoculo en ml.

Fuente: (Alvarado, 2020)

Tabla 4: Formula para conteo de colonias para siembra directa.

UFC/VIenml.
UFC Unidades formadoras de colonias
VI1enml. Volumen del inoculo en ml.

Fuente: Elaborado por el autor bajo la guia de la Dra. Leonor Rivera.
6.2.6. Procesamiento estadistico

Los datos obtenidos, asociados al conteo de Vibrios spp (UFC/mL) en las muestras de aguas de
las piscinas con agua de pozo y estero, fueron comparados con una prueba estadistica no
paramétrica donde se realizo la Prueba U de Mann-Whtiney para muestras independientes, esto
debido a que los datos que se analizaron a través de una prueba de normalidad no la presentaron,
por lo tanto, se calcul6 las medianas de las dos fuentes de agua ya que los datos obtenidos no
presentaban normalidad. Ademas, se utilizé pruebas de correlacion bivariadas para determinar
si la salinidad, temperatura y pH tomadas en las diferentes piscinas puede relacionarse en la
presencia de colonias bacterianas de las especies de Vibrios. Asi mismo, utilizo los estadisticos
descriptivos para conocer qué especie predomind durante el estudié. También se aplico ANOVA
de un factor para analizar el incremento semanal de la carga bacteriana (UFC/mL). Los
respectivos analisis estadisticos de los datos obtenidos se realizaron con el programa SPSS
Statiistics version 27 de prueba para Windows, y se aplicé un nivel de confiabilidad del 95%
(p<0,05)
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7. RESULTADOS
La identificacion de Vibrios se llevd a cabo a traves de colorimetria proporcionada por el
CHROMagar™ para determinar la especie, llevando el registro de las colonias presentes. Para

ello se observaron las coloraciones que indica el agar.

Tabla 5: Especies de Vibrio spp. mediante colorimetria

Aspecto tipico de las colonias

Color Especie
Malva - violeta V. parahaemolyticus
Verde azulado V. vulnificus / V. cholerae
Crema V. alginolyticus

Figura 3 Especies de Vibrios spp. segun su coloracion.

7.1. Andlisis de la carga de Vibrios en agua de pozo y estero

En la prueba no paramétrica U de Mann — Whtiney se compard la carga de Vibrios presentes en

las muestras de las piscinas con agua de pozo y estero, el cual demuestra que existe diferencia

estadisticamente significativa entra la carga bacteriana ya que el p — valor obtenido fue de

0,000016, el cual significa que es menor al nivel de significancia establecido (alfa = 0.05), esto
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indica que se acepta la Hipotesis alternativa (H1) que significa que la media de la concentracion
de Vibrios spp (UFC/mI) es diferente entre las piscinas de cultivo de L. vannamei con agua de

pozo Yy estero a baja salinidad.

Tabla 6: Prueba de la hipdtesis nula mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney

Hipdtesis nula Prueba Sig Decision
La concentracion de Vibrios spp. Prueba U de Mann- ,000° Rechace la
(UFC/mL) es la misma entre las Whitney para muestras hipdtesis nula.

1 piscinas de cultivo de L. vannamei  independientes
con agua de pozo y estero a baja
salinidad.

Se muestra la significancia asintdtica. El nivel de significancia 0,05

El resultado del analisis de la carga de Vibrios que se realizé para las muestras de aguas en las
diferentes piscinas de cultivo de L. vannamei da a conocer que existe una diferencia significativa
entre las diferentes fuentes de aguas utilizadas, presentando una mayor carga bacteriana en las
piscinas que son abastecidas con agua del estero (3511,33 UFC/mL..) a diferencia de las piscinas

con agua de pozo (940 UFC/mL..), esto se puede evidenciar en el grafico 1.

Grafico 1. Carga bacteriana encontrada en las piscinas con agua de pozo y de estero.
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7.2. Especie predominante e incremento de UFC/mL de Vibrios.
7.2.1. Especie predominante.
Grafico 2. Porcentaje de las especies de Vibrios spp. encontradas en las muestras de agua.

Especies de vibrios

W Vibrio vulnificus
Vibrio alginolyticus
I Vibrio parahemolyticus

48 63%

Como se indica en el grafico 2, la especie de Vibrios con mayor porcentaje encontrada en esta
investigacion fue V. alginolyticus con un 48,63%, seguida de V. parahemolyticus (30,51%) y V.
vulnificus (20,86%). Por otro lado, la tabla 7 demuestra las concentraciones en UFC/ml de las
especies de Vibrios spp. identificadas en las muestras de aguas del cultivo de camaron (L.
vannamei) a baja salinidad, el cual se evidencia que V. alginolyticus presento una concentracion
alta de 1069 UFC/ml a comparacion de V. parahemolyticus ( 670,667 UFC/mL.) y V. vulnificus
(458,667 UFC/mL.).
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Tabla 7: Especies predominante en las muestras de aguas obtenidas de las piscinas de cultivo de

camaron

Vibrios (UFC/mL.)

Descriptivos

95% de intervalo de
confianza para la media
Desviacion Error Limite
N Media estandar estandar | Limite inferior | superior | Minimo | Maximo
Vibrio vulnificus 30| 458,6667 | 408,37764 74,55922 306,1759( 611,1574 ,00 | 1375,00
Vibrio alginolyticus 30| 1069,000| 759,77923( 138,71607 785,2938 | 1352,7062 ,00 [ 2200,00
0
Vibrio parahemolyticus | 30| 670,6667 | 774,35483| 141,37720 381,5178 | 959,8155 ,00 | 2275,00
Total 90| 732,7778| 708,91122 74,72580 584,2992 | 881,2564 ,00 | 2275,00

7.2.2. Incremento de la concentracion de Vibrios.

El ANOVA de un factor inter-grupos se utilizé para conocer las diferentes cargas bacterianas de

(UFC/mL) de Vibrios spp. al transcurso de las semanas del cultivo de L. vannamei. Concluyendo

que, si existe diferencias significativas en la concentracion total de Vibrios en las piscinas de

cultivo a medida que pasa las semanas de cultivo, ya que en la tabla 8, se da a conocer que el p

—valor en las piscinas con agua de pozo (0,006) y con agua de estero (0,005) fue menor al nivel

de significancia (0,05). No obstante, esto indica que a medida que pasa el tiempo de cultivo de

este crusticeo, la carga bacteriana Vibrios spp. incrementa.

Tabla 8: Anova de un factor para comparar la carga bacteriana durante el periodo de muestreo.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Agua de pozo Entre grupos 7927383,333 4 1981845,833 7,036 ,006
Dentro de grupos 2816866,667 10 281686,667
Total 10744250,000 14
Agua de estero Entre grupos 20775023,333 4 5193755,833 7,510 ,005
Dentro de grupos 6915400,000 10 691540,000
Total 27690423,333 14
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Por otro lado, la prueba post hoc de Duncan muestra 2 subconjuntos homogéneos con respecto a
la carga bacteriana de Vibrios en las piscinas con agua de pozo durante las semanas de muestreo,
por lo cual se evidencia que la concentracion de Vibrios no presenta diferencias significativas
estadisticamente entre la semana 1, 2, 3 y 4, sin embargo, la carga bacteriana de la semana 5
presento diferencias significativas con respecto a las semanas anteriores. Por otro lado, las
piscinas con de agua de estero presento 3 sub conjuntos homogéneos con respecto a la carga
bacteriana, el cual se evidencia que la semana 1, 2 y 5 presentaron diferencias significativas en
cuanto a la carga bacteriana, asi mismo, se observa que en la semana 3 y 4 no existe diferencias
significativas estadisticamente con la semana 2 y 5. No obstante, esto indica que a medida que
pasa el tiempo del cultivo de L. vannamei la UFC/mL de Vibrios spp en el agua incrementa y

estos se evidencia en los graficos 3y 4.

Grafico 3 Carga bacteriana de Vibrios spp. en las piscinas con agua de pozo con respecto a
las semanas de estudio.
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Grafico 4 Carga bacteriana de Vibrios spp. en las piscinas con agua de estero con respecto a
las semanas de estudio.
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7.3. Relacion de los parametros con la concentracion de Vibrios.

La correlacion de Spearman indica que existe una relacion directamente proporcional con las
especies de Vibrios ya que en la tabla 9 se observa que el grado de correlacion es fuerte para V.
parahaemolyticus (0,793) y V. alginolyticus (0,621), sin embargo, se observa que el grado de
correlacion es bajo para V. vulnificus (0,462), esto indica que la concentracion de carga bacteriana
(UFC/mL) de estas bacterias incrementa cuando la salinidad es alta y cuando la salinidad
disminuye las UFC/ml reduce, concluyendo que la salinidad influye en cuanto al incremento de

V. parahaemolyticus y V. alginoliticus.
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Tabla 9: Correlacion de Spearman para la salinidad con las especies de Vibrios spp (UFC/mL.).

Correlaciones

Salinidad Vibrio Vibrio Vibrio

(ppt) vulnificus | alginolyticus | parahaemolyticus

Rho de Salinidad (ppt)  Coeficiente de 1,000 462" 621" ,793™
Spearman correlacion

Sig. (bilateral) ,010 ,000 ,000

N 30 30 30 30

Vibrio vulnificus  Coeficiente de 462" 1,000 575" 521"
correlacion

Sig. (bilateral) ,010 ,001 ,003

N 30 30 30 30

Vibrio Coeficiente de 621" 575" 1,000 ,790™
alginolyticus correlacién

Sig. (bilateral) ,000 ,001 ,000

N 30 30 30 30

Vibrio Coeficiente de ,793™ 521 ,790™ 1,000
parahemolyticus  correlacion

Sig. (bilateral) ,000 ,003 ,000
N 30 30 30 30

*. La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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Graéfico 5. Media de las especies de Vibrios spp. con respecto a la salinidad de las piscinas con agua de

pozo.
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Grafico 6. Media de las especies de Vibrios spp. con respecto a la salinidad de las piscinas con agua de
estero.
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Por otro lado, la temperatura no presento correlacion para V. vulnificus y V. alginolyticus, sin

embargo, V. parahaemolyticus presento una correlacion con la temperatura, el cual se observa

en la tabla 10 que existe relacion directamente proporcional, esto indica que un incremento de la

temperatura podria aumentar la concentracion (UFC/mL) de esta especie y cuando la temperatura

disminuye la UFC/mL de V. parahaemolyticus baja, esto pese a que el grado de correlacion

(0,430) es bajo. Concluyendo asi que el incremento de la especie mencionada se ve afecta por la

temperatura presenten en las piscinas de cultivo de camaron.

Tabla 10. Correlacion de Spearman para la temperatura con las especies de Vibrios spp

(UFC/mL).

Correlaciones

Temperatura | Vibrio Vibrio Vibrio

(°C) vulnificus | alginolyticus | parahaemolyticus

Rho de Temperatura (°C) Coeficiente de correlacion 1,000 ,048 ,243 ,430"

Spearman Sig. (bilateral) ,801 ,195 ,018

N 90 30 30 30

Vibrio vulnificus  Coeficiente de correlacion ,048 1,000 ,575™ ,521™

Sig. (bilateral) 801 ,001 ,003

N 30 30 30 30

Vibrio Coeficiente de correlacion ,243 ,575™ 1,000 ,790™

alginolyticus Sig. (bilateral) ,195 ,001 ,000

N 30 30 30 30

Vibrio Coeficiente de correlacion ,430" ,521™ ,790™ 1,000
parahemolyticus  Sig. (bilateral) ,018 ,003 ,000

N 30 30 30 30

*, La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
**_La correlacidn es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

Finalmente, en la tabla 11 se demuestra que el pH no presento6 correlacion con ninguna especie

de Vibrio ya que el nivel de significancia (alfa = 0,05) para cada especie fue mayor. Concluyendo

asi que el pH no influye en cuanto al incremento de la carga bacteriana (UFC/mL.) de las especies

de Vibrios spp.
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Tabla 11: Correlacion de Spearman para la temperatura con las especies de Vibrios spp

(UFC/mL).
Correlaciones
oH Vibrio Vibrio Vibrio

vulnificus | alginolyticus | parahemolyticus

Rho de pH Coeficiente de 1,000 ,022 ,014 ,204
Spearman correlacion

Sig. (bilateral) ,909 ,940 ,280

N 30 30 30 30

Vibrio vulnificus Coeficiente de ,022 1,000 ,575™ 521
correlacion

Sig. (bilateral) ,909 ,001 ,003

N 30 30 30 30

Vibrio alginolyticus Coeficiente de -,014 ,575™ 1,000 ,790™
correlacion

Sig. (bilateral) ,940 ,001 ,000

N 30 30 30 30

Vibrio parahemolyticus Coeficiente de ,204 521" ,790™ 1,000
correlacion

Sig. (bilateral) ,280 ,003 ,000
N 30 30 30 30

**_|a correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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8. DISCUSION

La abundante presencia de Vibrios spp. en cultivos de camarén blanco realizados a baja salinidad
como se observa en el gréfico 1 indica el riesgo potencial de estas bacterias como agentes
patdgenos para los organismos en cultivo. Por lo tanto, esto se puede evitar realizando analisis
microbiologicos del agua, considerando aquellos parametros que influyen en la proliferacion de
los vibrios, y asi poder conocer la concentracion total y especie que predomine en los cultivos,
esto con el fin de evitar que el ataque por estas bacterias sea mayor del que se pudiese evitar y

de esta manera garantizar un excelente cultivo del L. vannamei.

Por consiguiente, las especies de Vibrios spp. identificadas en este estudio indican que la especie
més predominante de las muestras de aguas analizadas fue el Vibrio alginolyticus, seguido de
Vibrio parahemolyticus y Vibrio vulnificus, estos resultados son parecidos a los obtenidos por
Gopal y otros (2005) quienes determinaron que V. alginolyticus predomino con un 17% en las
muestras de aguas procedentes de las granjas camaroneras de la costa Este y Oeste de la India,

prosiguiendo V. parahemolyticus con el 7%.

Asi mismo, Dutan (2022) menciona que la especie que mas encontro en entradas de agua de
camaroneras V. alginolyticus con un 47,4% en invierno y 75% en verano, el cual hace referencia
que esta especie se encuentra con mas facilidad en granjas camaroneras ubicadas en la zona de
la provincia de EL Oro, Ecuador. No obstante, la presencia de V. alginolyticus en las piscinas de
cultivo a baja salinidad podria ser la causa a futuros problemas a la salud de los organismos ya
que segun Wang & Chen (2005) mencionan que la baja salinidad conduce a una mayor

susceptibilidad a este patogeno, a consecuencia del desequilibrio de iones.

Con respecto a la carga total de Vibrios spp. analizadas en las piscinas con agua de pozo y estero
de este estudio demuestra que la mayor UFC/mL se presentaron en piscinas con agua de estero
con salinidad baja, sin embargo, la concentracion de estas bacterias en este estudio fue superior
a lo reportado por Suéres y otros (2015) debido a que estos encontraron valores promedios de
Vibrio entre 1,2x10* y 7,4x10? UFC/mL en muestras de aguas obtenidas de un sistema extensivo
con salinidades promedios de 3,98 UPS. Por otro lado, las UFC/mL de Vibrios encontradas en la
presente investigacion son menores a la investigacion realizada por Lopes (2020) ya que en los
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analisis microbioldgicos del agua de cultivo intensivo de L. vannamei realizados a baja salinidad
indican valores de 24328 + 7045,11 UFC/mL, por lo tanto, se deduce que la baja y alta
concentracion de Vibrios en los cultivos de camaron puede estar influenciada por la densidad de
siembra ya que Alfiansah y otros (2018) demostraron que a mayor densidad de siembra las

UFC/mL de Vibrios fue mayor que a baja densidad.

Dentro de los pardmetros que pueden estar relacionados en el incremento de las colonias de
Vibrio spp. en aguas de cultivo de camaron, la salinidad presenta un alto grado de influencia para
la presencia de esta bacterias, ya que en este trabajo influye de forma directa en el aumento de
las especies de Vibrios como en las carga bateriana (UFC/mI) y esto se corrobora con el estudio
realizado por Rabadon y col. (2022) quienes reportaron que a 5 ppt no existio crecimiento de las
colonias de Vibrios spp en las muestras de agua, sin embargo, a medida que incremento la
salinidad a 10 ppt reportaron crecimientos de 4x10® UFC/mL de esta bacterias, esto demuestra

la relacion directa de este parametro con la dindmica de estos microorganismos.

Las especies V. parahaemolyticus y V. alginolyticus fueron las especies que mas se
correlacionaron con la salinidad, en especial V. parahaemolyticus ya que se observé un alto
incremento en las UFC/mL a medida que la salinidad fue mayor, por lo cual, estos resultados se
relacionan por lo investigado por Heenatigala & Fernando (2016) el cual mencionan que la
concentracion de V. parahaemolyticus y V. alginolyticus incrementaron cuando el rango de
salinidad aumentaba, sin embargo, en el trabajo realizado por Dutan (2022) argumenta que las
concentraciones de estas especies incrementaron cuando las salinidades estaban por debajo de 15
ppt relacionando positivamente con este parametro, y se correlaciond negativamente con la
salinidad cuando esta se elevé por encima de 15 ppt, esto quiere decir que a salinidades de 15 ppt
el incremento de estos Vibrios sera mayor ya que el estudio de Bauer y otros (2020) indica que
a salinidades menores o iguales a 15 ppt el namero de especies potencialmente patogenas como

V. parahaemoyticus sera mayor.

Lopes (2020) demostraron en su estudio que la temperatura presento una correlacion (0,44%*)

positiva en el aumento de Vibrios, particularmente V. parahaemolyticus, el cual estos resultados
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se asemejan a la presente investigacion ya que V. parahaemolyticus fue la Unica especie quien

presento correlacion positiva (0,430*) con el aumento de temperatura.

Por otro lado, el pH fue el parametro que no presento correlacion con niguna de las especies de
Vibrios, debido a que el rango medio de este parametro fue de 8,04, y segin Costa y otros (2010)
mencionan que un alto valor de pH favorece el crecimiento Vibrios, ya que en el estudio realizado
determinaron que el alto valor de pH del rio Coreau fue el factor ambiental mas importante
resultando en la gran abundancia de Vibrios de esa &rea, ademas, Lopes (2020) corrobora lo
mencionado por Costa y otros (2020) ya que en el estudio que realizé el pH presento valores de
8,8 £ 0,062y 9,25 + 0,09, el cual estos valores altos favorecieron a la correlacion (0,5*) del pH

con el incremento de las UFC/mL de Vibrios.

Este estudio se realiz6 semanalmente la toma de muestras de las piscinas de cultivo de camaron
(L. vannamei) a baja salinidad para determinar si existe un incremento en la carga bacteriana de
Vibrios a medida que pasa el tiempo de cultivo, el cual se evidencid que tanto en las piscinas con
agua de pozo y agua de estero el crecimiento de las bacterias fue incrementando semanalmente,
por lo tanto, Rabadon y col. (2022) mostraron que el recuento total de Vibrios incremento en la
siguiente secuencia; fase de siembra < mitad del ciclo < fase previa a la cosecha. Asi mismo,
Nillian y col. (2022) concluyeron que la distribucion y densidad de Vibrios spp. en muestras de
aguas de cultivo de L. vannamei fue menor en la fase de post siembra (5.6 Log CFU/mL.), en
comparacion de la fase post cosecha (5.8 Log CFU/mL.). No obstante, la acumulacion de
desechos en estanques hacia el periodo de cosecha juega un factor para la progresion de Vibrios,
atribuyendola al aumento de nutrientes y carga organica como resultado de la alimentacion
artificial (Kannapiran y otros, 2009).

Con este estudio se demostro sobre lo importante que es llevar a cabo la identificacion de Vibrio
spp. en los cultivos de camaron blanco (L. vannamei) a baja salinidad, ya que estas bacterias
tienen una excelente capacidad a adaptarse a diferentes ecosistemas acuaticos, sin embargo, se
corrobor6 que el incremento de las UFC/mL., de estos microorganismos esta fuertemente
influenciado por la salinidad, y posiblemente otros factores tales como; el origen de la fuente de
agua para el cultivo, incremento de nutrientes y carga organica. Ademas, se evidencia que V.

alinolyticus y V. parahaemolyticus podria llegar hacer nocivo para el cultivo de este crustaceo.
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9. CONCLUSIONES

El analisis de la carga de Vibrios en las muestras de agua del cultivo de camaron a baja salinidad,
demostrarén que independientemente del tipo de fuente de agua que se utilice en el cultivo no
impedira el crecimiento de estas bacterias, esto debido al potencial de adaptabilidad que
presentan, con esto también se demuestra que la salinidad es el principal factor que influye en el
aumento de las UFC/mL., junto con la especie que predomino en el analisis de las muestras de

obtenidas.

V. alginolyticus, V. parahaemolyticus y V. vulnificus se ven afectados por la alteracion de los
parametros fisicos - quimicos en el agua durante el cultivo, ya que se evidencio que la salinidad
influye en el crecimiento de estas bacterias, asi mismo, un incremento de la temperatura facilito
el aumento de la UFC/mL., de Vibrio parahaemolyticus debido a que este parametro solo
presento correlacion con esta especie. La identificacion de Vibrios durante el ultimo periodo de
cultivo podria evitar problemas causadas por estas bacterias ya que se demostrd que existe un

crecimiento a medida que el tiempo de cultivo llega a su fase final.

Se constato que la salinidad afecta la presencia de las especies vibrios, ya que se observé que
Vibrio parahaemolyticus presentdé poca UFC/mL., en aguas de pozo, mientras que la
concentracion de Vibrio alginolyticus no se vio afectada en las dos tipos de fuentes de agua dando
a entender un poco el comportamiento es las bacterias en estos tipos de cultivos. Ademas, el
monitoreo de este tipo de bacterias es vital para la inplementacion de protocolos de manejos
necesarios para minimizar el impacto que podrian causar estas bacterias, ya que la intervencion
de otros factores contribuye al crecimiento de estos microorganismos a medidad que pasa el
tiempo de cultivo.

Finalmente, este trabajo aporta datos de referencia sobre la presencia de Vibrios en estos tipos
de cultivos, ademas, trae consigo la apertura para mas investigaciones ya que esto permitira llevar

a cabo un plan de control y prevencion para la actividad de camarén en el pais.
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10. RECOMENDACIONES
e Evaluar la influencia de compuestos organicos en la presencia de Vibrios en aguas de
piscinas de cultivo de camaron a baja salinidad.
e Estudiar la relacion de los compuestos nitrogenados en la UFC/mL., de Vibrios en el
agua.
e Determinar la relacion sedimento — agua en la presencia de vibrios en estos tipos de

cultivos.
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12. ANEXOS

Anexo 5: Muestras de agua recipientes plasticos esterilizados. Anexo 6: Enfundado de placas
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