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Resumen

Esta investigacion experimental evalud la proliferacion de Vibrio en suspensiones de
nauplios vivos de Artemia, suministrada como alimento durante los embarques, al ser el
principal sustento que se gestiona en las instalaciones. Por ello, esta investigacion fue
desarrollada en la empresa de larvicultura Naular S.A., comuna Bricefio, San Vicente,
Manabi, entre diciembre de 2019 y marzo de 2020. La metodologia emple6 un enfoque
cuantitativo, obteniendo muestras de 0.5 ml de las suspensiones sembradas en agar marino y
Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS), en diluciones de 10-1 a 10-5 incubadas a 30°C
durante 24 horas. Igualmente, se tomaron muestras de agua de embarque y de postlarvas 12
horas después de haber sido expuestas a las suspensiones. Los resultados muestran que las
suspensiones presentan aerobios totales en concentraciones de 1,20x108, 7,10x106 y
3,40x106 de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml), y UFC amarillas de Vibrio a
5,0x105 UFC/ml solamente en la muestra del segundo embarque. En el agua de embarque
existen concentraciones de Vibrio de 1,09x103 UFC/ml en el primer embarque, y de 5,00x105
en el segundo, donde se reportan 3,00x105 UFC/ml verdes. En la muestra de postlarvas del
segundo embarque, se detectan UFC amarillas de 2,00x106 y verdes de 1,00x106, mientras en
el tercero s6lo amarillas en 1,70X106 UFC/ml. Se determina el riesgo de afectar la salud de
las postlarvas por las suspensiones de nauplios de Artemia, sugiriéndose estudios adicionales
sobre la carga bacteriana de agua y postlarvas previo al embarque.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, Artemia, Vibrio carga bacteriana, embarque
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ABSTRACT

This experimental research study assessed the proliferation of Vibrio in suspensions of live
Artemia nauplii supplied as food during shipments, as it is the main food item used in
facilities. Accordingly, this research was carried out at Naular S.A. larviculture company in
Bricerio Commune, San Vicente, Manabi, from December 2019 through March 2020. It used
a quantitative methodological approach, by collecting suspension samples (0.5 ml) cultured
on marine nutrient agar and Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose agar (TCBS), at the dilutions
10! to 107 incubated at 30°C for 24 hours. Also, there were taken samples from shipping
water and postlarvae 12 hours after being exposed to suspensions. The findings show that
these suspensions have total aerobes at concentrations of 1.20x10%; 7.10x10%; and 3.40x10° of
colony forming units (CFU/ml), and Vibrio yellow CFU of 5.0x10°> CFU/ml, only detected in
the second shipment sample. In the shipping water, there are found Vibrio concentrations of
1.09x10° CFU/ml in the first shipment sample, and Vibrio concentrations of 5.00x10° CFU/ml
in the second one, where there are reported 3.00x10° green CFU/ml. There are detected
yellow CFU of 2.00x10° CFU/ml and green CFU of 1.00x10° CFU/ml in the sample of
postlarvae from the second shipment, while there are only yellow CFU at 1.70X10° CFU/ml
in the third one. It is concluded that there is risk of suspensions of Artemia nauplii affecting
postlarvae health, and it is suggested doing further research on bacterial load in water and

postlarvae prior to shipment.

Keywords.: Litopenaeus vannamei, Artemia, Vibrio bacterial load, shipment
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INTRODUCCION

El camardn blanco “Litopenaeus vannamei” es la principal especie de cultivo de la
costa ecuatoriana, en la presente investigacion es tomado como el objeto de estudio, siendo
imprescindible el entendimiento de como incide su alimentacién con Artemia en la eficiencia
de la acuicultura, pues su empleo representa un potencial riesgo patologico sobre las

postlarvas durante las primeras semanas del cultivo.

Entre las afecciones que impactan severamente la produccion de camaron estan las
infecciones por Vibrio, frecuentemente el sindrome de la gaviota, que puede causar hasta el
90% de mortalidad, conocida asi por la presencia de gaviotas capturando el camaréon enfermo
de coloracion rojiza y nado erratico muy cerca de la superficie, siendo los sintomas de una
vibriosis aguda que se describen en una vibriosis sistémica con el predominio en los cultivos
de agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) de unidades formadoras de colonia (UFC)

verdes (Vega, 2019; Gomez et al, 2001).

Otra de las enfermedades mas representativas del camaron es el sindrome de
mortalidad temprana (EMS) o sindrome de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPNS) y
se caracteriza por una alta mortalidad en los primeros 30 dias del cultivo pudiendo llegar
hasta el 100 por ciento de la poblacion. El EMS/AHPNS es ocasionado por una cepa de
Vibrio parahaemolyticus que coloniza el tracto digestivo donde libera sus toxinas. Las
manifestaciones de esta enfermedad son el nado erratico, flacidez, anorexia, crecimiento
reducido, contenido del intestino entre cortado y una fuerte atrofia acompafiado de una

palidez en la hepatopéancreas, (Varela-Mejias y otros, 2017).



Todas estas patologias emergen como problemadtica a la acuicultura, la cual, en el
Ecuador, a nivel de cultivos de camar6n se extiende a actividades de engorde en granjas,
larvicultura, maduracion, empresas empacadoras y exportadoras, todas ellas constituyendo

segunda fuente de divisas no petrolera del pais, (Galvez, 2014).

Para subsanar la problematica debe haber una buena practica acuicola, asi como el
manejo adecuado de la alimentacion para que favorezca al crecimiento, supervivencia y la
salud del animal hasta su cosecha, evitando afectacion al desarrollo de la camaronicultura
debido a enfermedades ocasionados por microorganismos como virus, hongos, bacterias,
entre ellas, algunas especies de Vibrio y protozoarios (Varela 2008), ademas, Valverde y
Varela (2018), sostienen que es primordial que las temperaturas adecuadas del alimento del

Litopenaeus vannamei sea mayor a 27 °C para evitar la propagacion de enfermedades.

Refiriendo a la informacion anterior, los nauplios de Arfemia son importantes para la
alimentacion de Litopenaeus vannamei ya que es muy utilizada dentro de la larvicultura por
poseer un alto contenido proteico y por ende sera mejor su calidad , mientras que, las
microalgas que también se utilizan permiten un mejor manejo de las larvas de camarén y a
partir de esto, en la acuicultura existen variedades de alimentos vivos por la gran demanda del
sector camaronero (FAQO, 2010), pero si no se considera la eclosion adecuada de Artemia
puede generar infecciones y enfermedades antes mencionadas que perjudiquen los estadios
del camaron y toda la biomasa, aparte de esto también se utiliza bacterias que se alimentan de
nitratos y nitritos dentro de una siembra para mejorar la calidad de agua, teniendo en
consideracion que la carga bacteriana se rige al minimo ya que los vibrios son los principales

causantes de problemas, (FAO, 2012).



No obstante, Negrete y Redondo (2008) menciona que, en Artemia se registro la
presencia de diferentes especies de Vibrio y Pseudomonas y que la cadena de este insumo ya
sea en la fase de venta o consumo es movilizado por personal no calificado en condiciones
ambientales no favorables, implicando un riesgo en los camarones, también menciona que se
debe de conocer las condiciones sanitarias del producto, asi como su correcto registro en la
larvicultura. Sin embargo, Villamar (2000) sugiere que la importancia en el campo de
acuicultura la Artemia es uno de los mejores alimentos “vivos” a excepcion de los copépodos,
gracias a su alto contenido nutricional proteico superior al 50 %, también indica que posee un
alto contenido de lipidos y 4cidos grasos esenciales que lo vuelven una de las principales
demandas de alimento vivo para Lifopenaeus vannamei; gracias a esto se pueden reducir
costos alimenticios siempre y cuando se tenga en consideracion el correcto protocolo de

manejo de camarones como de Artemia. (Herawati y otros, 2014; Widiastuti y otros, 2012).

Por lo ya expuesto anteriormente, surge la pregunta de investigacion acerca de si los
nauplios vivos de Artemia que son utilizados durante el despacho de postlarvas L. vannamei a

las camaroneras pueden presentar una carga bacteriana que infecte a las postlarvas.

El objetivo general de la investigacion fue evaluar la carga bacteriana de los nauplios
vivos de Artemia y el posible impacto de esta sobre las postlarvas de L. vannamei
despachadas a granjas camaroneras, que son alimentadas durante su embarque y traslado. Los
objetivos especificos fueron: 1) Determinar la carga bacteriana del género Vibrio presente en
las suspensiones de nauplios vivos de Artemia que se suministran a postlarvas de L.
vannamei. 2) Evaluar la proliferacion de Vibrio en el agua de embarque de postlarvas de L.
vannamei después de 12 horas de haber aplicado nauplios de Artemia como alimento vivo de
las postlarvas. 3) Constatar el contagio por bacterias del género Vibrio de postlarvas de L.

vannamei debido a la ingesta de nauplios de Artemia a 12 horas de haber sido embarcadas.
3



METODOLOGIA

Origen de las muestras

Para este estudio se trabajé con postlarvas de L. vannamei para despacho a
camaroneras producidas por la empresa de larvicultura Naular S. A., ubicada en la comuna
Bricefo (San Vicente — Manabi), nauplios vivos de Artemia utilizados para la alimentacion
de las postlarvas, y muestras del agua presente en las bolsas plasticas utilizadas para
despacharlas. Las muestras fueron recibidas en el laboratorio de Microbiologia de la carrera
de Biologia marina de PUCE — Sede Manabi dentro de este tipo de bolsas, de donde se
extrajeron para su procesamiento y analisis. Las muestras fueron tomadas de tres despachos
de larva a camaroneras, correspondiendo cada una a un ciclo de cultivo larvario de 21 dias de

duracion, entre el 24 de diciembre de 2019 y el 4 de marzo de 2020.

Analisis microbiologicos

El analisis se realizé de forma inmediata siguiendo la técnica descrita por Cedefio
(2015) para hacer cultivos de aerobios totales en agar marino y de Vibrios en agar TCBS, con
el propdsito de determinar el nimero de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
(UFC/ml) de suspension de nauplios vivos de Artemia y agua de embarque, y UFC/gr de
Postlarvas. Para determinar la carga de bacterias del género Vibrio, se siguieron las
metodologias propuestas por Gonzalez, et al. (2003) en el cual se hicieron recuentos de
numero UFC por ml de suspension de nauplios y de larvas, porcentajes de UFC amarillas,
verdes y relacion de amarillas a verdes; para el cultivo se utilizaron cajas Petri estériles,
guantes, pipetas volumétricas, mechero bunsen y los agares antes mencionados. Las placas

fueron selladas con cinta Parafilm para evitar el ingreso de contaminantes al medio.



Suspensiones de nauplios vivos de Artemia

Se tom6 una muestra de 0.5 ml de la suspension empleada para suministrar como
alimento vivo a las postlarvas y se coloco en un tubo de ensayo para diluir a 1/10, y hacer
diluciones sucesivas hasta 1/100.000.

Luego se tomo 0,1 ml de cada dilucién se inoculd en cajas Petri con agar TCBS y agar
Marino para incubar a 30 °C durante 24 horas y hacer recuentos del nimero de UFC/ml de

suspension, porcentajes de UFC amarillas y verdes, y relacion de amarillas a verdes.

Agua de transporte de las larvas después de 12 horas de embarque

Se tomo 0.5 ml de agua de embarque, se diluy6 en agua de mar estéril a 1/10, y de alli
se hicieron diluciones sucesivas hasta 1/100.000.
Luego se tomd 0,1 ml de cada disolucion para inocular las cajas de Petri que

contenian agar marino y agar TCBS, incubar y realizar los recuentos y célculos respectivos.

Larvas

Para la muestra se tom¢ 1,0 gramo de larvas, se lavo con etanol al 75% y agua de mar
previamente esterilizada en autoclave, colocandolas en un tubo eppendorf de 1,5 ml, fueron
trituradas, el nivel del tubo fue completado con agua de mar estéril a 1,0 ml. De este tubo se
extrajo 0,5 ml de suspension de larvas trituradas que se pasaron a un tubo de ensayo de vidrio
para subir el nivel a 5,0 ml, obteniendo una dilucién de 1/10.

Se realiz6 una segunda dilucion equivalente a 1/100, extrayendo del tubo de ensayo
de vidrio 0,5 ml para completar 5,0 ml de nivel. Se hicieron diluciones sucesivas para contar
con muestras de 1/1000, 1/10000 y 1/100.000.

De cada dilucion se tomd 0,1 ml para inocular en agar marino y en agar TCBS. Los

platos de agar fueron incubados a 30 °C por 24 horas para determinar los aerobios totales y la



carga de bacterias del género Vibrio, siguiendo las metodologias propuestas por Comité

Estatal de Sanidad Acuicola de Sinaloa (CESASIN, 2003).

Parametros fisicoquimicos

Adicional a los recuentos de carga bacteriana, se registraron variables fisicoquimicas
relacionadas con el agua de embarque. Se tomaron los parametros fisicoquimicos al realizar

el embarque y 12 horas después, determinando lo siguiente:

1. Oxigeno disuelto, mediante oxigendmetro marca TRACER, con un porcentaje de
saturacion del 0 a 200 % y como concentracion de 0 a 20 ppm (mg/L), con una
precision de = 2% FS.

2. pH, temperatura y salinidad mediante pHmetro tipo lapicero marca HANNA con
rangos (de 0.00 a 14.00 = 0.01 pH), temperatura (de 0.0 a 100.0°C £ 0.1).

3. Amonio total mediante el Kit Lamotte para amonio total, basado en el método del

Salicilato 0-2 ppm. Con un rango/sensibilidad de 0.0 a 2.0 ppm NH3-N.



RESULTADOS
Carga bacteriana de la suspension de nauplios de Artemia

Los aerobios totales determinados en la suspension de nauplios vivos de Artemia
presentaron concentraciones de UFC/ml de 5,4x10°, 1,7x10° y 2,3x10° respectivamente
dentro de los analisis de las muestras tomadas durante los despachos 1, 2 y 3 de postlarvas a
la granja camaronera. Adicionalmente, se determind la presencia de bacterias del género
Vibrio solo en las muestras del segundo despacho, correspondiendo a UFC amarillas, que

constituian el 29,4% de la carga bacteriana del muestreo (tabla 1).

Tabla 1

UFC/ml de aerobios totales, vibrios totales, amarillos (A) y verdes (V) y relacién A:V
presentes en la suspension de nauplios vivos de Artemia.

Aerobios Vibrios totales UFC Amarillas UFC Verdes Relacion
Muestra totales de UFC
UFC/ml UFC/ml % UFC/ml % UFC/ml % AV
1 5,4x10° 0 0.00% 0 0.00% 0 0.00% -
2 1,7X106 5,0X105 29.41% 5,0X105 29.41% 0 0.00% --
3 2,3x10° 0 0.00% 0 0.00% 0 0.00% -

Los guiones indican que no existia relacion entre las UFC/ml amarillas y verdes.
Carga bacteriana del agua de transporte

La carga bacteriana determinada en cada uno de los muestreos fue superior a las
2,0x10° UFC/ml, con niveles de vibrios totales inferiores al 9,4%, presentandose durante el

segundo muestreo los amarillos en relacion de 2:3 con los verdes (tabla 2).



Tabla 2

UFC/ml de aerobios totales, vibrios totales, amarillos (A) y verdes (V) y relacion A:V en
agua de embarque

Aerobios Vibrios totales UFC Amarillas UFC Verdes Relacién
Muestra totales UEC/ml o UEC/ml % UFC/ml % de UFC
UFC/ml /m o /m ° /m o A:V
1 9,20x107 1,90x10° 0.00% 1,90x10° 0.00% 0 0.00% --
2 5,30x10° 5,00x10° 9.43% 2,00x10° 3.77% 3,00x10° 5.66% 2:3
3 2,00x10° 0 0.00% 0 0.00% 0 0.00% --

Los guiones indican que no existia relacion entre las UFC/ml amarillas y verdes.
Carga bacteriana de las postlarvas de L. vannamei

La carga de aerobios totales determinada en las muestras correspondientes a los
despachos 1, 2 y 3 de postlarvas a camaronera fue de 1,20x10%, 7,10x10° y 3,40x10° UFC/ml,
respectivamente, con concentraciones respectivas de vibrios totales equivalentes al 0%,
42,30% y 50,00%, identificando en las postlarvas del segundo despacho una relacion A:V de

1:2 (tabla 3).

Tabla 3

UFC/ml de aerobios totales, vibrios totales, amarillos (A) y verdes (V) y relacion A:V
presentes en las postlarvas, después de 12 horas de embarque.

Aerobios Vibrios totales UFC Amarillas UFC Verdes Relacion
Muestra totales UFC % UFC % UEC % de UFC
UFC/ml fgr o fer ° /8r o AV
1 1,20x108 500 0.00% 500 0.00% 0 0.0% --
2 7,10x108 3,00x10% 42.30% 1,00x10° 14.08% 2,00x10° 28.2% 1:2
3 3,40x10° 1,70x10° 50.00% 1,70x10%® 50.00% 0 0.0% --

Los guiones indican que no existia relacion entre las UFC/ml amarillas y verdes.



DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los obtenidos por Roque
(2000), en el que menciona que la carga bacteriana de artemias infectadas con Vibrio
parahaemolyticus suministrada a camarones es de 15% con una densidad de nauplios
inoculados de 1,02 a 1,28 x 10? UFC en el primer ensayo y en el segundo ensayo se encontrd
1,02 a 1,60 x 10> UFC/nauplio; en el cual el coeficiente de relacion fue > 0,93 para la
primera muestra y la segunda con 0,759 donde se forman colonizaciones amarillas en TCBS
mientras que los aislados formaban colonias verdes resultando que existe mayoria de colonias
amarillas a verdes y como apartado menciona que las colonias verdes podrian significar la
presencia de bacterias patdogenas u oportunistas en el medio y que se podrian convertir en un

problema a largo plazo si no se controla.

En relacién al estudio anterior se representa una coexistencia mayor con
contaminacion bacteriana patdgena asemejando a los resultados obtenidos en Anselmo
(2015), en el cual menciona en su tabla de resultados que los vibrios totales fueron de
9,9x10° y de UFC amarillas fue de 2,9x10° junto con 3,3x10° de UFC verdes indicando que
las caracteristicas de las colonias bacterianas en medios selectivos son consideradas para
evaluar la presencia de patogenos, no obstante, esto esta relacionado con la supervivencia de
los camarones debido a que cada patdogeno tiene su reaccion y rango de mortalidad asi como

las caracteristicas que poseen al momento de ser identificados..

De igual manera Reyes (2009), indica que la evaluacion microbiologica varia debido a
las cantidades suministradas de nauplios de Artemia congelada y el agua de los tanques en
presiembra, llegando las UFC verdes, correspondientes a Vibrio parahemoliticus al 69%

durante la época lluviosa en todas las areas de cultivo de camardn marino, ademas las
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Pseudomonas proliferaron mas en épocas lluviosas tanto en algas, Artemia, agua de mar,

reservorios, nauplios, etc. con un total de 52%.

Estos efectos coinciden con CESASIN, (2003), en el cual indica que en agar TCBS
para UFC verdes si es < 50% con un grado > a 10° significa que existe un rango elevado de
bacterias que podria causar enanismo, disfuncion de tallas, deformidades, etc. De esta
manera en este trabajo del analisis de agua de embarque se obtuvo que el 5,7% correspondia

a UFC verdes superando en un 150% al niimero de amarillas, en concentraciones de 10°.

En los resultados de los analisis se pudo ver el predominio de UFC verdes de Vibrio
determinando asi la existencia de bacterias y patdgenos oportunistas que podrian causar
dafios a la postlarvas, al desencadenar eventos patologicos como el sindrome de la gaviota y

otras enfermedades causadas por Vibrio.

Se ha verificado en este trabajo que la Artemia ademas de ser una importante fuente
de nutrientes para el desarrollo larvario (Sorgeloos et al, 2001) es un reservorio y medio
transmisor de vibrios si no se maneja adecuadamente, probablemente debido a que los quistes
comerciales de Artemia son acompafiados de bacterias de los géneros Pseudomonas,
Staphylococcus y Vibrio (Quiroz, 2013). De tal modo, los resultados del presente estudio que
indican porcentajes de UFC amarillas y de vibrios totales de 29.4% sefialando la existencia de

contaminacion bacteriana.

Ante este hecho, Ossorio (2018) recalca que el suministrar probiodticos en Artemias
disminuye la carga bacteriana, a pesar de esto, se debe tener en consideracion si estas seran
suministradas en camarones o peces ya que muchas veces se ha registrado Vibrio
parahaemolyticus en concentraciones de 10° y 10’ UFC mL! con supervivencia de 24 a 48

horas después de su eclosion. .
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Guzman (2013) indica que, los cultivos acuicolas tienen gran importancia para la
alimentacion poblacional y que los cultivos en medios controlados promueven el crecimiento
y sustentabilidad de diferentes especies, una de estas es el camardn y cuya produccion a lo
largo de los afios ha sido impactada por enfermedades virales, bacterias y fungicas causando
pérdidas de econémicas y de biomasa, sin embargo, estas variaciones han permitido
desarrollar medios técnicos eficientes para contrarrestar estas enfermedades. Dentro del
estudio indica que las UFC encontradas en larvas y postlarvas de camaron es de 10°, 10° y
107 asociadas las dos tltimas al patégeno Vibrio harveyi. En el caso del presente estudio de
existio una relacion de 1:2 de UFC amarillas y verdes en las muestras de postlarvas,
sefialando una potencial vibriosis que pondria en riesgo la produccidon de camarones a partir

de estas postlarvas.

Ante el riesgo potencial por vibriosis Espinel (2016) alude que para reducir la
mortalidad de camarones y nauplios de Artemia se debe realizar la eclosion fuera de los
tanques de camarones para evitar contagios masivos, y hacer analisis de vibrios para
determinar el nivel de infeccidon que estas puedan causar a larvas. Estas actividades pueden
ser complementadas con el suministro de bacterias probioticas que ejerceran control sobre la
flora microbiana no deseada tanto en el agua del cultivo como a nivel del tracto digestivo de

los animales (Garcia, 2016).
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CONCLUSIONES

En este trabajo se observé que la carga bacteriana de uno de los muestreos fue
superior a causa de la mayor presencia de vibrios verdes, lo que significa presencia de
bacterias patdgenas y oportunistas que podrian convertirse en un problema a largo
plazo si no se llega a controlar apropiadamente dentro del area de tanques, esto a
causa de que existe un diferencia entre los despachos donde solo el segundo tiene
relacion 1:2 entre amarillas y verdes esto a causa de la diferente manipulaciones que
existieron dentro del area al tomar las muestras asi como las diferentes condiciones
ambientales que influyeron en cada toma.

La determinacion de la carga bacteriana esta relacionada con el nivel de mortalidad y
las diferentes caracteristicas presentes en los animales, vistas al momento de ser
analizadas bajo el microscopio, esto a causa de que las bacterias verdes son patdogenas
al momento de realizar el cultivo respectivo, no obstante, se recomienda realizar un
analisis molecular para confirmar dafios y derivaciones de la misma.

La proliferacion de Vibrio patdogenos y oportunistas en el agua de embarque,
representa un riesgo latente de infeccion en las postlarvas trasladadas a las
camaroneras con la ocurrencia consecuente de afecciones patoldgicas de tipo

sistémico.
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