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DIAGNOSTICO Y PREVENCION DE LA ENFERMEDAD DEL PUNTO

BLANCO

Dra. Victoria Alday de Graindarge

CSA / Directora del Proyecto Unidad de Diagnéstico financiado por la Unién Europea E

La presencia del virus del Punto Blanco
en Centro América es preocupante pero
no necesariamente alarmante. Las
mortalidades que se presentaron en Asia
no tienen porque repetirse. A diferencia
de ellos nosotros sabemos de antemano
que este virus existe, sabemos como se
transmite y tenemos las herramientas
para detectarlo a niveles muy bajos, lo
que nos permite implementar medidas de
prevencion que minimizaran el impacto
de la enfermedad.

El primer brote de La Enfermedad del
Punto Blanco se present6 en China en
1993 y de ahi se extendio a Japdn a
través de la importacion de larva
infectada. Fue Japon el primero que
notificd la existencia de este sindrome.
El virus siguio extendiéndose por el
resto de Asia hasta la India, pero no de
forma natural, sino por el movimiento
de animales infectados. El Unico pais
en Asia que no sufrié la enfermedad del
Punto Blanco y que sigue libre de él, es
Filipinas, que cerro sus fronteras a la
importacion de animales vivos cuando
empezo a extenderse la epidemia.

Las mortalidades masivas en Tailandia
se presentaron en 1994, sin embargo
sabemos que el virus ya estaba presente
en 1993. Siempre existe un lapsus
desde que se presenta el virus hasta que
reconocemaos su presencia por las altas
mortalidades que causa. El virus
necesita un tiempo para amplificarse e
instalarse en el sistema de produccién y
durante este periodo las mortalidades
son bajas y pasan desapercibidas.

En las Américas, la enfermedad del
Punto Blanco habia sido detectada en
poblaciones de camardn silvestres y de
cultivo en Texas y Carolina del Sur.
Recientemente ha sido detectado en
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Honduras y Nicaragua siendo ésta la
primera vez que se detecta en la costa
Pacifica del continente Americano. En
una visita a Honduras detectamos
niveles altos de infeccién en el 20% de
las muestras, que coincidian con
animales de origen silvestre.

El virus recibid el nombre de los signos
externos que producia cuando

aparecio. Sin embargo, estos signos no
siempre estan presentes, o pueden
presentarse sin la presencia del virus.
Los puntos blancos, son depositos de
calcio que también pueden ser
provocados por causas ambientales
relacionadas con la concentracion de
Ca™ y el pH del estanque. Para verlos
més facilmente, se arranca la cuticula
de la cabeza y con la ufia del pulgar se
rasca hasta retirar la epidermis.

TRANSMISION

El virus del Punto Blanco se transmite
horizontalmente. No hay transmision
vertical, del reproductor al interior del
huevo a diferencia de IHHN. Se han

detectado oocitos infectados pero éstos
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no se desarrollan y degeneran. Sin
embargo, en el momento del desove, se
liberan particulas viricas que se
adhieren a la superficie de los huevos y
contaminaran al animal una vez que
abre la boca.

Otra forma de transmision de la
enfermedad es a través del canibalismo
de animales moribundos o muertos y
de las mudas de animales infectados o
por la ingestion de particulas virales
libres.

Una de las caracteristicas mas
importantes en la transmision de este
virus es el gran nimero de huéspedes
que tiene. Se sabe que no so6lo todas las
especies cultivadas de peneidos son
sensibles a este virus, sino ademas
cangrejos y otros crustaceos, e incluso
copépodos y larvas de insectos
acudticos pueden ser infectados. El
mayor riesgo lo presentan los
portadores asintomaticos que tienen
facil acceso al estanque, como los
cangrejos o las especies de camarén
plantonico, que van liberando
particulas viricas o que transmiten la
enfermedad al ser ingeridos.

DiagNOsTICO

Las técnicas que pueden usarse para el
diagnastico del virus del Punto Blanco
dependeran del propésito:

1. Paradiagnosticar un brote
epidémico, es decir, animales
enfermos

2. Para certificaciones, animales que
no muestran signos de enfermedad
pero que podrian ser portadores del
virus. Por ejemplo, seria necesario
hacerlo a los animales que vayan a
entrar en nuestra granja: los
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reproductores en los laboratorios o
la larva que se va a sembrar en los
estanques.

Es muy importante que las muestras
que se tomen sean de animales vivos,
pueden ser animales moribundos, pero
no deben estar muertos ya que se
producen cambios en los tejidos
inmediatamente.

DIAGNOSTICO DE UN BROTE
EPIDEMICO

- Signos externos: en este caso, los
signos externos pueden ser de gran
ayuda como indicativos de una
anomalia. Pero, como ya se ha
dicho, no puede usarse como Unico
medio de diagndstico, se necesita
confirmacion.

- Técnica rapida: La fijacion rapida
de branquias es una técnica que
puede ser realizada por el personal
de la camaronera y que da una
respuesta en 2 horas
aproximadamente. Esta técnica
permite identificar la enfermedad
del Punto Blanco, Cabeza Amarilla,
IHHNV, vibriosis generalizada,
micosis y epibiontes.

El resultado positivo de esta técnica
rapida confirma la presencia del virus,
sin embargo, un resultado negativo no
significa que el camardn no esté
infectado, necesita confirmarse por
medio de histologia. En el caso de
animales enfermos no es necesario
recurrir a técnicas de biologia molecu-
lar que aunque nos pueden dar una
respuesta son mucho mas costosas que
la histologia.

Protocolo para la fijacién rapida de
branquias:
Todo el procedimiento se realiza en un

tubo eppendorf u otro contenedor
pequefio para el ahorro de quimicos.

Técnica:
1. Se toma una muestra de branquias

y se la coloca en el tubo con fijador
Davidson-HCI (se sustituye el
acido acético glacial con HCI)
durante 1h.

Se tifie con Hematoxilina y eosina:

3. Se lava con agua corriente en
movimiento durante 15min. (se
cubre la boca del tubo con una gasa
para que el tejido no flote y se
sumerja en el tubo). Se vacia.

4. Se afade etanol 100% durante
1min., se vacia y se repite 2 veces
més.

5. Se afiade etanol 95% durante
1min., se vacia y se repite 2 veces
més.

6. Se lava con agua corriente en
movimiento durante 10 min.

7. Se afiade hematoxilina durante 10
min y se vacia.

8. Se lava con agua corriente en
movimiento durante 15 min.

9. Se afiade eosina durante 2 min y se
vacia.

10. Se afiade etanol 95% durante
1min., se vacia y se repite 2 veces
més.

11. Se afiade etanol 100% durante
1min., se vacia y se repite 2 veces
més.

12. Afiadir xileno durante 30 segundos,
se vacia y se repite 2 veces mas

13. Montarlo en una placa
microscdpica y cubrir.

N

Una vez preparado se observa al
microscopio y pueden detectarse los
cuerpos de inclusién caracteristicos
producidos por una infeccion del virus
del Punto Blanco.

- Histologia: Es una de las técnicas
que da mas informacion, sin
embargo tiene como
inconvenientes que es lenta (36
horas) y no es tan sensible como las
técnicas de biologia molecular. Los
animales (vivos) se inyectan con
fijador Davidson, primero
directamente en el hepatopancreas
y cabeza y luego en la cola. Es
importante inyectar suficiente
cantidad, hasta que no queden
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signos de vida y haya cambiado de
color. Es un problema comin el
que no se inyecta suficiente fijador,
sobretodo en el hepatopancreas, y
ésto en muchas ocasiones
imposibilita el diagnéstico, sin
embargo no hay ningun problema
si se inyecta demasiado fijador.
Hay que usar guantes y tener
precaucion de que el fijador no
entra en contacto con nuestra piel.
Después de 24-72h dependiendo
del tamafio del camaron, se
transfiere a 50% etanol y puede
enviarse para procesar.

Las células infectadas con LA
ENFERMEDAD DEL PUNTO
BLANCO tienen inclusiones
intranucleares de color rosado a
azul pélido en los tejidos epiteliales
(estbmago y subcuticula) y
sobretodo en tejido conectivo.

CERTIFICACIONES

Si el animal no presenta signos externos
de la enfermedad, no significa que no
pueda estar infectado.

En este caso tenemos que detectar
niveles muy bajos de infeccién para lo
que necesitamos técnicas de biologia
molecular que detectan y amplifican el
DNA del virus. La técnica mas
adecuada es el PCR. Existe otra
técnica llamada Nested PCR que
equivale a un doble PCR, haciéndola
muchisimo mas sensible.

Los inconvenientes de estas técnicas

son:

- el elevado costo

- requieren personal y equipo
altamente especializado

- existen inhibiciones y
contaminaciones que pueden dar
resultados falsos positivos y
negativos

Las muestras para estas técnicas pueden
ser hemolinfa, tejido congelado, tejido
fijado en 70-95% etanol y también
podria usarse tejido fijado para
histologia, pero éste dltimo requiere un
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paso adicional de extraccion de DNA.

TRATAMIENTO

Como para cualquier enfermedad
virica, no existe tratamiento.

Tampoco existen vacunas ya que el
sistema immune del camarén no esta
capacitado para dar esa respuesta.

Los antibi6ticos no tienen efecto
contra los virus, estos pudieran tratar la
infeccion bacteriana que podria
presentarse como consecuencia de una
infeccion virica pero la enfermedad
virica seguiria presente.

La Unica forma de evitar o amortiguar
el impacto de la enfermedad del Punto
Blanco o cualquier otra enfermedad
virica es con la prevencion.

ESTRATEGIAS DE PREVENCION

Obviamente las medidas de prevencion
estaran destinadas a evitar que estos
virus entren en nuestro sistema de
produccion. Lo primero que
necesitamos saber es la extension del
problema en Ecuador y en los paises
fronterizos. Necesitamos hacer un
muestreo a lo largo de la costa tanto de
camaron silvestre y de cultivo, como de
cangrejos y otros crustaceos. El
resultado de este muestreo podria ser
(1) que el virus esté ampliamente
extendido en el ecosistema o (2) que
éste haya sido un brote aislado. Como
no tenemos la respuesta, vamos a
considerar las medidas necesarias en
ambos casos:

- Medidas globales para evitar la
introduccion del virus en la region
y su extension en el caso de que sea
un brote aislado

- Medidas a nivel individual que
cada camaronero debera seguir para
evitar que el virus entre en su
sistema de produccion, en caso de
estar ya éste presente en el area.
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LA ENFERMEDAD DEL PUNTO BLANCO
AMENAZA AL ECUADOR???

Comentario del Dr. James Brock experto en diagnéstico de enfermedades de camardn

El Virus del punto blanco (white spot,
WSSV) y de la cabeza amarilla (yellow
head, YHV) son transmitidos a los
nauplios por medio de reproductores
infectados a través de la adhesion de
particulas viricas que se adhieren a la
superficie de los huevos. Generalmente
los nauplios y las postlarvas se
mantienen asintomaticas y la
enfermedad no se desarrolla sino hasta
que el camar6n sea mayor. Por lo
tanto, los nauplios, las postlarvas y los
reproductores son portadores de éstas
enfermedades. Estos virus pueden
esparcirse rapidamente a regiones
camaroneras distantes de un area
infectada via la transferencia de
camarones vivos

Una vez que un area estad contaminada,
el WSSV y el YHV infecta a los
camarones silvestres, y en el caso del
WSSV, la infeccion puede extenderse a
una gran variedad de crustaceos.

En la actualidad, el WSSV es residente
en camarones silvestres (juveniles) del
Golfo de Fonseca. La generacion
actual, crecera y migrara fuera del
Golfo como reproductores, cuando
éstos sean capturados y desoven, las
larvas que provengan de hembras
infectadas portaran la infeccion.

En Asia, se han hecho muchos
esfuerzos para la aplicacion de pruebas
de PCR especialmente para el chequeo
de WSSV en reproductores, nauplios y
postlarvas. Cuando se encuentran lotes
infectados, no se los utiliza para
sembrar los estanques. Esto ha
ayudado a disminuir la cantidad de
camarones infectados en las
camaroneras y la frecuencia de
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ocurrencia de altas mortalidades en los
estanques a causa de esta enfermedad.

Adicionalmente, el WSSV y el YHV,
pueden ingresar a los estanques a través
de camarones infectados u otros
crustaceos huéspedes que se encuentren
en la camaronera Y en el estuario, de
ahi que una vez que una camaronera u
area camaronera ha sido infectada, la
enfermedad se mantiene en huéspedes
alrededor de ese ambiente. El manejo
de estas fuentes de contaminacion
requiere de cambios drasticos en las
estrategias de manejo de agua para
evitar la entrada de los huéspedes al
estanque o al sistema de distribucion
de agua.

EI' WSSV y el YHV pueden ingresar al
Ecuador muy rapidamente a través de
la importacidn de reproductores,
nauplios y postlarvas infectadas y
asintomaticas. Para reducir el riesgo de
ésto, se debe evitar la importacion de
estos animales desde la regién infectada
e incluso sus areas adyacentes.

La prueba de PCR para WSSV 'y YHV
deberia implementarse rapidamente en
el Ecuador y adicionalmente establecer
un programa de monitoreo para el

chequeo de estos agentes en camarones.

Otra forma de esparcimiento de estos
virus puede ser los procesos naturales
(sin la intervencion del hombre), ésto
pudiera ser la diseminacion en
poblaciones naturales de camarones de
la costa baja del Pacifico de América
Central alcanzando el Ecuador; no sé si
este proceso podria ocurrir o cudl
pudiera ser la tasa de movimiento de

estos virus. -
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1. Medidas globales:

La ruta més comuan de transmision
del virus es la introduccion de
animales vivos : reproductores,
nauplios y postlarvas. El
movimiento de camarones vivos
debe restringirse y exigirse
certificaciones sanitarias. En el caso
de aparecer un brote epidémico, la
zona afectada debe aislarse y no
s6lo prohibir todo movimiento de
camaron sino también de otros
crustaceos. Debe existir un
acuerdo a nivel regional ya que la
continuidad del agua costera no
reconoce fronteras y lo que se
introduce en los paises vecinos nos
llegara con relativa facilidad.

Otra posible ruta de introduccion
de estos virus es con productos de
camaron de zonas afectadas: tales
como el camaron congelado,
camarén procesado o balanceado
producido con cabeza de camaron.

a) El camarén crudo congelado
proveniente de areas infectadas por
la enfermedad del Punto Blanco
puede presentar un riesgo
importante de introduccién del
virus, dependiendo del uso que se
le va a dar:

- Si se usa para cebo de pesca 0
para alimentacion de camarén sin
mas procesamiento, el riesgo es
alto.

- Si se usa para procesar, existe la
posibilidad de que haya virus
activos en el camarén congelado
y sea liberado al exterior con los
desperdicios. Esta es la hipotesis
que se ha manejado para explicar
los brotes de la enfermedad del
Punto Blanco en Texas y Carolina
del Sur. Debe existir una
legislacién que obligue a las
empacadoras :

« Al tratamiento de los
desperdicios solidos y liquidos
aun cuando sélo procese
camaradn local.

* Los camiones de transporte

deben ser desinfectados
(interior, y exterior incluidas las
ruedas) después de cada
transporte.

« Las empacadoras deberian estar
alejadas de las camaroneras y
del origen de su agua. La
enfermedad del Punto Blanco
es inactivada con hipoclorito
sédico a 5ppm durante 10 min
0 1 ppm durante 30 min. El
iodo lo inactiva con 10ppm
durante 30min, o CINa 12.5%
en 24h a 25°C

 Cualquier empacadora que
trate con muestras de
crustaceos debe seguir las
mismas precauciones

- Si el uso del camar6n congelado
es para consumo humano
directo, es dificil imaginar algin
riesgo.

b) Con la importacion de camardn
procesado ya sea cocido, desecado o
salado, no existe riesgo de
introduccion de la enfermedad del
Punto Blanco.

c) La cabeza de camaron que se
desecha en las procesadores es en
ocasiones usado para balanceado.
Se ha demostrado que no hay riesgo
de transmision de la enfermedad
del Punto Blanco con balanceado
hecho con cabeza de camardn
aunque haya estado infectado.
Experimentos han mostrado que la
enfermedad del Punto Blanco en
agua marina estéril era inactivada al
calentar el agua a 50°C durante 20
min y por desecacién a 30°C
durante 1h. Lo cual haria imposible
que el virus mantuviera su actividad
después del procesamiento de
balanceado.

Agua de lastre de los barcos ha
resultado en introducciones
accidentales de nuevas especies y
patégenos a lo largo de los afios.
Los barcos de carga rellenan 'y
vacian sus tanque de agua de forma
rutinaria para dar estabilidad al
barco. Un barco grande de carga
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puede llevar entre 2 y 14 billones
de galones de agua de lastre y en
este agua puede transportar
animales infectados. El aumento
del comercio y de los viajes, y el
mayor tamafio y velocidad de los
barcos, hace que esta posibilidad
aumente dia a dia. Se han sugerido
soluciones como calentar el agua de
lastre, pero la temperatura necesaria
para que fuera efectiva lo hace
econdmicamente inviable.
También se ha sugerido usar
quimicos, sin embargo, eso
requeriria el acuerdo a nivel
intergubernamental y podria ser
ademas un riesgo para la
tripulacién y el medio ambiente.
La mejor solucion que se ha
ofrecido hasta ahora es el cambio de
agua de lastre cuando el barco llega
a alta mar. Los organismos
recogidos en la costa perecerian al
ser liberados en alta mar por el
choque osmotico. Asi mismo los
recogidos en alta mar, perecerian al
ser liberados en la costa. Sin
embargo los barcos viajando a lo
largo de la costa direccion Norte/
Sur, no podrian llevar a cabo esta
medida. Esta seria una medida sélo
temporal hasta que mejorara la
tecnologia y el disefio de los barcos
para reducir el riesgo de invasiones,
pero deberia hacerse obligatoria
para barcos moviéndose entre
ciertas regiones.

2. Medidas a nivel individual

A nivel de laboratorio:

El virus del Punto Blanco no provoca

patologia en etapas larvarias aunque

estén infectados. Las mortalidades se
presentan Unicamente en reproductores

y camaroneras.

- Lamedida més importante es que
los animales que ingresen en la
granja estén libres de la enfermedad
del Punto Blanco, para ello hay que
examinarlos con PCR. Para
reproductores se pueden tomar
muestras que no dafien al animal
(un pledpodo).
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- No alimentar los reproductores con
alimento fresco sobre todo camarén
u otros crustaceos. Cuando un
animal muere no darle de comer a
los otros.

- Los huevos o nauplios deben ser
lavados con agua estéril o
afiadiendo un desinfectante como
el iodo.

- Para que el agua sea segura y
excluya posibles portadores del
virus, debe ser filtrada a 10
micrones.

La gran duda en este momento es si la
Artemia es capaz de transmitir el virus.
En el caso del camarén no hay
transmision vertical, asi que es posible
que ahi tampoco la haya, sin embargo
existe la posibilidad y se esta
estudiando.

A nivel de camaronera:

- Lalarva que sembremos tiene que
estar libre de estos virus. Nosotros
recomendamos que se tome una
muestra de unos 1000 animales de
diferentes puntos de las tinas y
juntarlos en un pozal. Hacer girar
el agua y tomar 150 animales del
centro para examinarlos por PCR.

- Antes de sembrar, el estanque ha
tenido que ser tratado para que no
existan animales portadores del
virus. Pueden usarse mallas para
filtrar el agua de entrada e incluso
podria usarse pesticidas de corta
vida. Es importante el uso de redes
anti-cangrejos en donde exista el
riesgo de que puedan introducirse
en los estanques.

- En el caso de que aparezca un brote
epidémico, lo mas recomendable es
hacer una cosecha de emergencia
sin vaciar el estanque. El estanque
tiene que ser cerrado y el agua
tratada con quimicos hasta que
todo el camardn restante y otros
habitantes del estanque perezcan.
Solo entonces se puede liberar el
agua. Losestanquesy las
instalaciones de las camaroneras
afectadas deben ser aislados y
desinfectados. ™%
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(CALIDAD LARVAL Y POSTLARVAL: MITO O
REALIDAD?

Jef Peeters

VVOB / CENAIM / San Pedro de Manglaralto, Ecuador

Segun el Pequefio Larousse llustrado, la
palabra ‘calidad’, femenina,
proveniente de la palabra latina
qualitas, puede referirse tanto al
‘conjunto de cualidades (=propiedades)
de una cosa’ como a la ‘superioridad,
excelencia de una cosa’. Una distincion
sutil, pero importante en una palabra,
que puede tener consecuencias
econdmicas.

Porque, ;Qué es lo que esperamos de
los métodos que determinan la calidad
en (post)larvas? ;Qué nos la describan?
Como indica la primera definicién, o
que nos confirmen la superioridad,
segun la segunda explicacién.

Hay, entonces, una necesidad de
delimitar este término. De otra
manera, ;Cdmo vamos a investigar o
discutir sobre algo de lo cual ni siquiera
disponemos de una definicién univoca?

Llamemos calidad al conjunto de
cualidades de la larva o postlarva, y
utilicemos los adjetivos (mala, regular,
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buena, ...) para describir tal calidad o
cualidad.

Ahora, la aproximacion semantica que
utilizamos para el anélisis, nos revela
también otro aspecto de la
problemdtica: ;Son pruebas de calidad,
las que utilizamos, o0 son solamente
pruebas de cualidad? Si la larva
presenta una buena resistencia frente a
un estrés osmatico, indudablemente
demostramos que su sistema
osmorregulador esta funcionando bien.
¢Hasta qué punto podemos extrapolar
tal buena cualidad a todos los sistemas
y aparatos del animal, a su calidad?
Estoy pensando, por ejemplo, en la
cualidad ‘resistencia a enfermedades’.

Pero no solo esta el hecho de ‘cudl’ es la
calidad. Para enfocar bien los
resultados que queremos obtener hay
que saber también el ‘por qué’ de la
investigacion, el ‘por qué’ de la calidad
larval.

En el fondo hay Gnicamente una razon.
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Si yo compro nauplios, quiero estar
seguro que se muere el menor nimero
posible durante una larvicultura,
porque estoy considerando las
implicaciones econdmicas que esta
mortalidad conlleva. Pero hay una
asumpcion importante contenida en
este razonamiento: que la calidad de mi
protocolo es buena. Porque la cantidad
de postlarvas que voy a obtener, no
s6lo depende de la buena calidad de los
nauplios, sino también de c6mo los
manejo durante la larvicultura. Y ;Cuél
de estas dos calidades es mas
importante?

¢Es, por ejemplo, razonable hipotetizar
que si dispongo de una buena técnica
de larvicultura, no es tan importante la
calidad de los animales, ya que la
buena calidad de mi manejo
contrarrestaria la mayoria de las
desventajas que supone una larva mala?
Mientras tanto, los costos de
produccion ejercen una gran presion
para desviarnos de los procedimientos
Optimos.

Sea como sea, existe la necesidad de
investigar (y recopilar informacion
acerca de) tanto la calidad del
tratamiento como la calidad del animal
y como interactdan, porque en la
practica estos dos conceptos estan
intimamente entrelazados.

¢Por qué dar tantas vueltas al asunto?
¢No es asi que ya hay pruebas para
determinar la calidad? Echemos un
vistazo a la reina de las pruebas
actuales.

En la literatura encontramos varios
articulos (Tackaert, 1989, Rees, 1994,
Dhert, 1992) que tratan sobre la
determinacion de la calidad de
postlarvas por medio de una prueba de
estrés - en este caso, osmotico.

El disefio de sus experimentos es muy
similar: alimentan larvas con dietas que
contienen cantidades diferentes de
HUFA, y, al final de la larvicultura
miden la resistencia de estos animales
frente a un choque osmético. Hay dos

elementos importantes en estos
disefios: 1) las pruebas fueron
ejecutadas por las mismas personas,
bajo condiciones iguales y con réplicas
por cada tanque y 2) se decidi6 que un
tratamiento fue mejor que otro,
basandose en la comparacion de los
resultados de la prueba de estrés, y no
en un valor absoluto.

En el Ecuador las pruebas de estrés no
se hacen: ni por el mismo observador,
ni al mismo tiempo, ni bajo las mismas
condiciones estandard, ni con réplicas,
y se utiliza un limite arbitrario de 90%
de sobrevivencia, origen del cual,
aparte de mencionarlo Brock (1994),
queda completamento oscuro.
Estadisticamente, si en la prueba de
estrés, obtenemos 90% de
sobrevivencia en una muestra de 100
animales, el verdadero valor del tanque
va estar comprendido entre 95y 82%
(con 95% de confiabilidad). Sin tener
en cuenta que podemos haber
cometido un error en el procedimiento,
porque aquél estaria cubierto por las
réplicas que no tenemos. ;Usted
mandaria larvas a la camaronera que
tienen menos de 90%? Pues, lo esta
haciendo.

Sin embargo, es una de las pruebas mas
utilizadas para determinar la calidad
postlarval.

Cautelosamente, se podria afirmar que
por el momento pruebas de estrés igual
tienen una aplicabilidad en
experimentos cientificos (prueba
comparativa), pero que es dudosa su
aplicacion en la practica (prueba
absoluta), hasta que no se haya hecho
un ejercicio de intercalibracién y uno
de correlacion con los resultados
obtenidos en la camaronera.

¢Es entonces un mito, la calidad larval?

Puede ser que en la préctica resulta
imposible descomponer la produccion
final en la calidad de tratamiento y en
la calidad del animal. O que, para
determinar la calidad, hay que servirse
de tantas pruebas de cualidad que la
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totalidad resulta inejecutable en la
préctica.

;O es una realidad?

El proyecto ‘calidad de nauplios y
postlarvas’ que se desarrolla en el
CENAIM va a intentar despejar
algunas dudas de los aspectos arriba
mencionados. Llevando a cabo una
larvicultura continua, organizada en
varios ciclos, vamos a evaluar pruebas
de calidad, utilizando como criterio la
supervivencia y crecimiento al final del
periodo. Para los nauplios ésto significa
que los resultados de la prueba tienen
que estar correlacionados con el
rendimiento al final de la larvicultura
(£ PL10), para postlarvas con el
rendimiento al final de un periodo de
precria.

El disefio experimental permitira
evaluar también métodos de
larvicultura, de aclimatacion, de
transporte y de precria. Es decir,
investigando también la calidad del
animal en funcion de la calidad del
tratamiento.

Agradacemos de antemano sus
reflexiones acerca de este texto y de la
problemética en él expuesto.
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USO DEL DESECHO DE LA CERVECERIA COMO SUSTITUTO PARCIAL
DE LA PROTEINA ANIMAL MARINO EN DIETAS PARA JUVENILES

LITOPENAEUS VANNAMEI

César Molina

CENAIM / Nutricién Acuicola / San Pedro de Manglaralto, Ecuador

INTRODUCCION

El incremento en la demanda de
alimentos ha producido un constante
crecimiento de la acuicultura a nivel
mundial. Parte fundamental en la
elaboracion de los alimentos usados
para el cultivo de especies acuaticas han
sido las fuentes de proteina animal de
origen marino. Sin embargo los costos
y disponibilidad de estos insumos ha
conducido a explorar nuevas fuentes
alternativas de proteinay a usar mas
sustitutos proteicos vegetales o de otras
especies de animales en los alimentos,
los cuales deben ser de buena calidad
proteica, estar disponibles en
abundancia y tener un menor precio
(D’Abramo y Lovell, 1991).

Los alimentos comerciales a nivel
mundial para camardn contienen de 22
a 50 % de proteina, siendo la proteina
marina, por su alto valor nutritivo y
palatabilidad, uno de los componentes
maés caros del alimento. Una
disminucién del contenido de proteina
marina hasta niveles que no afecten la
tasa de crecimiento de la especie de
cultivo, disminuiria el costo del
alimento, y reduciria su explotacion
para consumo animal.

Como alternativa a la utilizacion de la
harina de pescado en las dietas para
camaron, se han formulado alimentos
balanceados en donde se incluyen
materias primas que reemplazan, la
proteina de origen marino, tales como
la harina de soya, harina de Girasol,
harina de sangre, subproductos de la
industria de procesamiento comercial
de pescado y mariscos; y a nivel de
ensayos harina de hojas de: camote,

Fundacién Cenaim - Espol

papaya y leucaena (Lim y Dominy,
1988, Pefiaflorida, 1995).

Los desechos que genera la industria
cervecera podrian ser empleados como
nuevas fuentes proteicas en dietas para
acuicultura. Esto trae como beneficio
adicional la disminucion de la
contaminacion ambiental.

El proceso de elaboracion de cerveza
involucra dos pasos, la sacarizacion y
posterior fermentacion de los azUcares
para la obtencion del alcohol mediante
la levadura de cerveza. Al final del
proceso se obtiene un desecho
compuesto principalmente por agua,
cebada malteada y levadura de cerveza.
Este desecho contiene 5% de sdlidos lo
que se conoce como extracto de afrecho
de cerveza (EAC) compuesto de 30%
de proteina, 11% de lipidos, 4% de
fibra, 5% cenizas y 50% de
carbohidratos solubles,
aproximadamente.

A la fecha, no hay ningln trabajo que
evalle el uso del EAC como sustituto
para una mezcla de harina de pescado,
camaron y calamar. Por lo tanto el
presente estudio fue conducido para
comparar el crecimiento,
supervivencia, digestibilidad, tasa de
conversion de alimento (TCA), tasa de
eficiencia de proteina (TEP) y tasa de
ingestion del juvenil Litopenaeus
vannamei alimentado con dietas
conteniendo varios niveles de EAC.

MATERIALES Y METODOS

Bioensayo de crecimiento

Camarones juveniles L. vannamei, de
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origen de laboratorio, fueron
aclimatados a las condiciones
experimentales y alimentados con una
dieta de 44% de proteina por 5 dias.
Los camarones con un peso promedio
de 2.14+0.21 g fueron colocados en
acuarios de 55 | a una densidad de 5
por acuario. Cada tratamiento tuvo
cinco réplicas. Los acuarios, fueron
continuamente suplidos con agua de
mar con una tasa de recambio diario de
1000%. Las dietas, distribuidas
aletoriamente, fueron suministradas
diariamente en una cantidad
equivalente al 10% de la biomasa de
cada acuario, dividida en dos raciones
iguales (09h00 y 16h00) y ajustadas
cada 14 dias, después del pesaje de los
animales. El alimento sobrante fue
removido por sifoneo todas las
mafianas junto con restos de mudas y
heces.
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El fotoperiodo fue de 12 horas de luz y
12 horas de oscuridad. La temperatura
del agua fue mantenida a 26.8+0.8 °C
mediante un calentador general. El
oxigeno disuelto, pH y la salinidad del
agua de mar usado en el experimento
se mantuvieron a 7.3+£1.0 mg/I;
8.210.6; 33%1 ups, respectivamente.

Dietas experimentales

Cuatro dietas experimentales fueron
preparadas reemplazando la proteina
animal de origen marino con 0%
(Dieta A, control) 16% (Dieta B),
32% (Dieta C) y 48% (Dieta D) de
EAC. La formulacion y el anélisis
proximal de las dietas experimentales
se describen en la Tabla 1. El contenido
de proteina fue ajustado con gluten de
trigo para proveer aproximadamente

44% de proteina. Tierra de diatomea
fue suplementada para balancear la
formula al 100%. El 6xido de cromo
fue incluido como un indicador para el
analisis de digestibilidad aparente de
proteina y materia seca. Todos estos
ingredientes fueron mezclados,
humedecidos y pelletizados en un
molino de carne Oster®. Los fideos de
2 cm de didmetro fueron secados en
una estufa a 50 °C por 2 horas, luego
fueron transferidos a fundas plésticas y
mantenidos a 10 °C hasta su uso.
Proteina cruda, extracto etéreo, cenizas,
humedad, fibra cruda y energia fueron
determinados a las dietas (Molina y
Paredes, 1997).

Bioensayo de digestibilidad de
proteina y materia seca

Tabla 1. Composicion y analisis proximal de las dietas ensayadas.

Al final del bioensayo
de crecimiento que
dur6 45 dias se
empez0 a colectar las

Ingredientes (%) A B C D
heces, sobre una
Proteina Animal Marina 484 324 164 0 malla, cada 2 horas
EAC 0 16 32 484 durante una semana.
Harina de Soya 20 20 20 20 Lashecesseparadas
Leciti L L L 1 del alimento sobrante
caitina fueron lavadas con
Colesterol 0.5 0.5 0.5 0.5 agua destilada para
Mezcla Vitaminica 45 45 45 45 remover las sales del
Mezcla Mineral 200 200 200 200  A9uae
\uti inmediatamente
Aglutinantes 1.00 1.00 1.00 1.00 mantenidas en un
Etoxiquin 0.02 0.02 0.02 0.02 bafio de hielo para
Oxido de cromo Cr,0O, 1 1 1 1 dlsman|r la
Maicena 1366 671 000 o000  lxiviaciondela
. proteina soluble. El
Gluten de trigo 295 756 1218 1691 material fecal fue
Aceite de Pescado 498 524 526 2.43 centrifugado a 13500
Tierra de diatomea 0.00 208 415 225 rpm por 5 min a 4°C,
100.0 100.0 100.0 100.0 para descartar el
' : : : exceso de agua,
Analisis (% en base seca) congelado a -80°C y
Humedad 1032 1141 1052 1362  Posteriormente
Proteina 4432 4385 4416 4ags  ofilizado.La
. aparente
Lipidos 1244 13.05 1216 8.02 digestibilidad de la
Fibra 691 520 330 102 proteina (ADP) y de
Oxido crémico, Cr,O, 111 145 133 1.20 la materifa Secal I
Energiabruta (Kcal/100g) ~ 3400 3819 3933 3995  (ADM)fue calculada
mediante las
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siguientes ecuaciones:

[%proteina/%Cr,0,]heces
% ADP= | 1- x 100
[%proteina/%Cr,0,]dietas |

%Cr O dietas
% ADM=| 1- x 100
%Cr,O,heces __|

Bioensayo para determinar la tasa de
ingestion

Durante 3 dias, se colect6 de cada
acuario el alimento no consumido
dentro de las 3 horas desde su
suministro. El alimento, colectado en
una malla previamente pesada, fue
lavado con agua destilada, secado a 60
°C por 24 horas y pesado con una
exactitud de 0.01g. Cada mafiana se
removid restos de mudas y heces previo
a la primera alimentacion.

Anélisis estadistico

Los resultados fueron ensayados para
normalidad por el método de Ander-
son-Darling y para homogenidad de
varianza por la prueba de Levin.
Andlisis de varianza ANOVA fue
empleado para establecer diferencias
significativas (p<0.05). Cuando se
observd un efecto significativo del
tratamiento, un andlisis de
comparacion de pares por LSD (Least
Significant Difference) fue ensayado.
Correlaciones entre parametros fueron
determinadas por analisis de regresion.

REesuLTADOS Y DiscusioN

Crecimiento y supervivencia

Al término de los 45 dias de cultivo,
los camarones en todos los
tratamientos tuvieron una
supervivencia superior al 95% sin
diferencia significativa (p>0.05) entre
los tratamientos (Tabla 2).

No se encontro diferencias
significativas (p>0.05) en términos de
peso al final del ensayo entre los
camarones alimentados con las dietas
Ay B, pero estos presentaron un peso
promedio significativamente superior a
las dietas C y D (Tabla 2). Con los
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aumentos graduales de EAC se observé
una disminucion significativa (p<0.05)
en el peso final siendo la dieta D la que
dio el méas pobre rendimiento. Se ha
reportado que los granos de destileria
con solubles son un buen sustituto para
la harina de pescado y soya en la dieta
para el pez gato Ictalurus punctatus, sin
efecto adverso en el crecimiento y
supervivencia (Webster et al., 1992). La
reduccion en crecimiento observada en
experimentos donde fuentes
alternativas de proteina reemplazaron a
la harina de pescado u otros
suplementos de proteina animal marina
en dietas formuladas, han sido
atribuidos al pobre perfil de
aminoécidos de las fuentes alternativas
(Lim y Dominy, 1988). Aunque en L.
vannamei, no han sido determinados
los requerimientos dietéticos para la
mayoria de aminoécidos, es razonable
asumir que el reemplazo total de
proteina animal marina con EAC bajo
condiciones isonitrogenadas e
isocal6ricas redujeron el crecimiento
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Fig. 1.- Alimento no consumido, conteniendo varios niveles de EAC, por el L. vannamei.

hoja de papaya a dietas para P.
monodon. Al igual que en este estudio,
en niveles por encima del 16% el
crecimiento fue significativamente
inferior que en el control.

Tabla 2. Supervivencia, crecimiento y biomasa del L. vannamei alimentados por 6 semanas. n=5, Media +
desviacion estandar (*)

A C D
Peso inicial 2.13+0.23a  2.13+0.24a 2.12+0.21a 2.18+0.24a
Peso final 7.62+1.45a 7.16+1.41a 6.27£0.91b 4.64+0.78b
Biomasa final ~ 182.9a 174.9a 154.7b 113.4b
Supervivencia  96a 96a 100a 96a

* Letras iguales en la misma fila no son diferentes significativamente (p>0.05)

como resultado de una deficiencia de
aminoéacidos en las dietas con EAC.

En el presente estudio, EAC fue capaz
de reemplazar 16% de la mezcla de
proteina marina sin afectar el peso
ganado comparado al grupo control.
Esto esta de acuerdo a los resultados
obtenidos por Pefiaflorida (1995) de
incorporar 16% de una fuente de
proteina alternativa, como la harina de
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Por otro lado Wee (1991) indicé que
con un reemplazo bajo, el crecimiento
obtenido no difiere del tratamiento
control, porque los demés ingredientes
en la dieta pueden suplir nutrientes
adecuados. Asi también, es conocido
gue a medida que se incrementan los
niveles de fuentes de proteina de origen
vegetal, aumenta el contenido de fibra
en la dieta. En el presente estudio, sin
embargo, el contenido general de fibra
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no se incremento por que la harina de
cabeza de camar6n que contiene altos
niveles de quitina (carbohidrato
pobremente digestible) fue reducida en
la dieta.

Tasa de ingestidn, conversion
alimenticia (TCA) y eficiencia

proteica (TEP)

La cantidad de alimento no consumido
por la biomasa estuvo positivamente
correlacionado (r?=0.99, p<0.001) con
el nivel de inclusion de EAC en las
dietas (Figura 1). El alimento no
consumido empez0 a incrementarse
cuando se incorporo el EAC en el dieta
lo que parecié ser relacionado a la
palatabilidad. Ha sido reportado que la
harina de malta, obtenida del
subproducto de la destilacion de
cerveza, no es agradable para la trucha
Oncorhynchus mykiss (Yamamoto et al.,
1994). En tanto que Kohler y Krueger
(1985) aplicando EAC a piscinas de
cultivo de Macrobrachium rosenbergii
reportaron que EAC mostro ser una
fuente de alimento para este crustaceo
asi como también para los organismos
planctonicos. Aunque la causa de la
reducida palatibilidad es desconocida,
estudios adicionales deberan resolver
estos problemas para la incorporacion
de EAC en mayores niveles.

11
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Tabla 3. Rendimiento de las dietas experimentales conteniendo varios niveles de
EAC. n=5, Media + desviacion estandar (*)

Dietas TEP TCA Digestibilidad
Materia Seca  Proteina
A 1.0+0.3a 2.3+0.6a 70.92+1.62a 83.33:0.34a
B 0.9+0.2a 2.5+#0.4a 72.35+1.09a 83.08+1.0la
C 0.8+0.1a 3.0+0.6a 69.05+4.74a 82.51+3.17a

D 0.5£0.1b 4.6+0.8b

78.77x2.59b  90.07+1.11b

* Letras iguales en la misma columna no son diferentes significativamente (p>0.05)

La TCAy la TEP fueron iguales para
las dietas A, By C (Tabla 3) pero en
estas dietas los resultados fueron
significativamente (p<0.05) mejores
que en la dieta D. Lim y Dominy
(1988) notaron que niveles de
inclusién mayores a 16% de fuentes
alternativas de proteina pueden resultar
en crecimiento reducido y pobre
eficiencia del alimento, debido a un
inadecuado balance de amino acidos y
minerales, presencia de factores
antinutricionales y decrecimiento de la
palatibilidad.

ENSAYO DE DIGESTIBILIDAD

La aparente digestibilidad de proteina
vario entre 82.5y 90.0% y la aparente
digestibilidad de materia seca entre
69.1y 78.8% (Tabla 3). La dieta D
conteniendo 48% de EAC presento
una digestibilidad significativamente
(p<0.05) mayor en términos de
proteina y de materia seca en
comparacion a las demas dietas
ensayadas. Estos resultados son
superiores a los reportados por Fenucci
et al. (1982) quienes al alimentar con
una dieta con 12.5% de levadura de
cerveza a P. stylirostris de 1 y 10g
obtuvieron digestibilidades de proteina
de 58 y 71%, respectivamente. Estos
resultados sugieren que la
digestibilidad de proteina varia para
diferentes especies y probablemente
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refleja los diferentes patrones
nutricionales naturales.

CONCLUSIONES

Basados en los resultados de
crecimiento, supervivencia, alimento
no consumido y digestibilidad para
juvenil L. vannamei, 16% de la mezcla
proteina animal marina puede ser
reemplazada por EAC en dietas de
44%. Sin embargo, la TCA, la TEPy
la digestibilidad de proteina fueron
estadisticamente iguales en las dietas
conteniendo 0%, 16% y 32% de EAC.
Esto sugiere que si el balance de
aminoéacidos y la palatibilidad pueden
ser mejorados, el nivel dietético del
EAC podria ser incrementado hasta un
32%.

Considerando que solo la Cerveceria
Nacional desecha diariamente
alrededor de 50 m? conteniendo 750
kg de proteina, podria sugerirse que si
se elabora cerveza durante 330 dias al
afio habria suficiente proteina para
producir aproximadamente 5000 TM
de balanceado de 44% de proteina con
16% de EAC. Por lo tanto, es
importante desarrollar un proceso que
permita obtener el EAC como un sub-
producto de bajo costo, lo cual
permitiria incorporarlo facilmente en el
balanceado empleado por la industria
camaronera.
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PROBLEMAS BACTERIANOS EN LA INDUSTRIA CAMARONERA
ECUATORIANA, PRACTICAS DE MANEJO Y
ALTERNATIVAS DE CONTROL.

Marina Peeters y Jenny Rodriguez

CENAIM / Microbiologia e Inmunologia / San Pedro de Manglaralto, Ecuador

PROCESOS INFECCIOSOS QUE
AFECTAN EL CULTIVO DEL CAMARON
EN ELECUADOR.

El acelerado crecimiento de la industria
camaronera en el Ecuador ha sido
acompafiado del aumento del impacto
de las enfermedades, resultando en
pérdidas econdmicas para esta indus-
tria. Existen dos tipos principales de
enfermedades: las no infecciosas,
causadas por factores abiéticos y las
infecciosas, causadas por una gran
variedad de organismos patdgenos,
virus, bacterias, parasitos y hongos.

Se conocen once enfermedades
causadas por virus que pueden afectar
el cultivo de camarén. En el Ecuador,
hasta al momento, se han
diagnosticado dos virus como
patégenos serios para Penaeus.
vannamei, el virus causante del
sindrome de Taura (TSV) y el Virus de
la infeccién hipodermal y necrosis
hematopoiética (IHHN) encontrado
en animales adultos y posiblemente
transmitido de manera ovarica a los
descendientes.

Desde los inicios de esta industria, las
bacterias han sido implicadas en
enfermedades y mortalidades de
peneidos cultivados, especialmente en
los estadios de larva, postlarva y juvenil
(Lightner, 1983). Las especies Gram
negativas que causan septicemias o
enfermedades del sistema digestivo en
crustaceos marinos, son
predominantemente miembros de la
familia Vibrionaceae y principalmente
del género Vibrio (Krantz et al, 1969).
En el Ecuador se ha reportado a los
vibrios como agentes causales del
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sindrome de las Bolitas y del sindrome
de las Gaviotas.

En 1987, se present6 en los
laboratorios de larvas, una enfermedad
denominada “Sindrome de Bolitas”
(Morales 1., 1992) que se caracterizo
por la descamacion de las células del
epitelio intestinal y que fue atribuida a
las cepa S2 de Vibrio harveyi (Morales
., 1992., Zherdmant M., 1996). Esta
bacteria fue posteriormente
identificada como Vibrio vulnificus
(Solis, 1996).

El sindrome de las Gaviotas aparecié a
finales de 1989 en camaroneras
aledafias al estero salado, la poblacion
de las piscinas colapsaba en su totalidad
en el transcurso de unos pocos dias o
una semana. Estudios en los
camarones moribundos demostraron
que estaban afectados por una septice-
mia extendida, relacionada
probablemente con V. parahaemolitycus
y V. alginolyticuss (Monhey, L.L.,etal.,
1994).

En 1995, los laboratorios de larvas
comenzaron a reportar problemas de
mortalidades en las larvas que se
hallaban en el estadio de Zoea I1. Las
larvas presentaban anorexia, letargia,
rapida evacuacion de heces fecales,
reabsorcidn, atrofia del hepatopancreas
y muerte por inanicion. Intriago
(1998) reporto6 que esta enfermedad
estaria asociada a bacterias con
dificultades de crecimiento en medios
de cultivo comerciales.

En las piscinas camaroneras ha sido
reportada otra enfermeadad de
etiologia bacteriana, como causante de
grandes mortalidades en las piscinas de
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cultivo, se trata de la hepatopancreatitis
necrotizante (NHP). Bacterias Gram
negativas intracelulares han sido
asociadas con esta afeccion (Krol et al,
1991., Frelier et al, 1992).

PRACTICAS DE MANEJO EMPLEADAS
POR EL SECTOR CAMARONERO ANTE
PROCESOS INFECCIOSOS.

A pesar de los importantes avances
zootécnicos que ha implicado el
desarrollo de la industria camaronera,
este sector cuenta con pocas armas para
identificar y enfrentar los problemas
epidemioldgicos que lo afectan,
recurriendo por lo general a intentar
soluciones de emergencia cuando los
problemas ya estan presentes o a
précticas de manejo preventivas, las
mismas que, en su mayoria, no estan
sustentadas por bases cientificas que
garanticen su eficacia.

Se podria asegurar que los problemas
de enfermedades que afectan al
camaroén de cultivo, estan
estrechamente relacionados a las
practicas de manejo de esta industria y
al mismo tiempo que el ciclo de
produccion. Los progenitores
capturados del medio o criados en
piscinas camaroneras pasan muy raras
veces por controles microbioldgicos.
La mayoria de productores de larvas no
cuentan con departamentos de
maduracién y compran los nauplios en
nauplieras, sin controles de la calidad
de huevos y nauplios, incluso algunos
son traidos del exterior, con el
consiguiente riesgo de introduccion de
enfermedades. Los nauplios son
desinfectados con diferentes sustancias
que van desde el Argentine® hasta el
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cloranfenicol a 1ppm, sin embargo por
lo general, no se realizan controles
microbioldgicos para verificar la
eficacia de tales procedimientos.

En los laboratorios de produccion de
larvas, los problemas infecciosos
requieren decisiones rapidas debido a la
velocidad con la que se desarrollan las
patologias. Los resultados de los
andlisis toman de 24 a 36 horas, lo que
se considera un tiempo de espera
excesivo para tomar decisiones. Ante
esta situacion, los laboratorios de cria
larvaria no realizan controles
microbioldgicos y utilizan
rutinariamente antibidticos como
preventivos, en especial la
oxitetraciclina en dosis que se sitian
alrededor de 1ppm.

Si se detecta luminiscencia o los
animales dejan de alimentarse y/o las
observaciones microscopicas revelan
sintomas de Bolitas o Zoea Il, las dosis
aplicada de oxitetraciclina son de hasta
5 ppm por varios dias. Otros
antibidticos alternativos muy utilizados
son, cloranfenicol a 3-5 ppm,
eritromicina y furazolidone, y con
menor frecuencia sulfonamides,
ademas de los antifungicos Treflan y
verde malaquita. La utilizacion de
probidticos ha ido cayendo en desuso,
debido fundamentalmente a los riesgos
de utilizar como Unico criterio de
identificacion y control de las bacterias
probidticas, el color amarillo de las
colonias sobre agar TCBS. Esta ltima
préctica esta asociada con la
variabilidad observada en los
resultados.

Es necesario destacar los esfuerzos
realizados por los larvicultores para
tratar de controlar las patologias
empleando otro tipo de estrategia.

Esta consiste en modificar las
condiciones ambientales del cultivo,
descendiendo la salinidad de 33 a 22
ups y bajando el pH adicionando &cido
ascorbico, el cual ademas neutralizaria
residuos de cloro.

Por otra parte, la estructura del
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mercado obliga a los productores de
larvas a mantener fuertemente
controlados sus costos de produccion.
Los incrementos de los insumos no
siempre guardan una relacidn directa
con el precio de la larva. Esta situacion
redunda con frecuencia en la calidad de
la dieta sumunistrada, lo que a su vez
tendria repercusiones en el
comportamiento de los animales en las
piscinas de las camaroneras.

La situacion de los grupos
verticalmente integrados, es un tanto
diferente. En efecto, los mayores
recursos econémicos de estas empresas,
asi como la necesidad de asegurar una
buena calidad de la larva que sera
sembrada en sus propias piscinas, 10s
ha llevado a implementar otras
estrategias. Por una parte ellos
cuentan, por lo general con
departamentos de maduracion, lo que
permite un mejor control de la calidad
de huevos y nauplios y por otra parte se
realizan controles microbioldgicos
rutinariamente, ademas de la
exploracion y aplicacion de métodos
alternativos de prevencion y control de
enfermedades tales como
desinfecciones rigurosas de nauplios, el
uso de probidticos y un buen régimen
de alimentacion.

Los controles microbioldgicos que
realizan las camaroneras, consisten en
conteos de bacterias totales en Agar
Marino (unidades formadoras de
colonias) y para la deteccion de vibrios,
cultivos en agar TCBS, tomando como
criterio de identificacion de vibrios
pat6genos, el color verde de las
colonias, no se emplea como un
procedimiento de rutina la
histopatologia. EI NHP, muy
reportado en las camaroneras
ecuatorianas, es comunmente
diagnosticado por observaciones de
muestras frescas al microscopio optico.

Ante la deteccion de problemas se
recurre a los alimentos medicados,
siendo la oxitetraciclina, en
concentraciones que varian entre 1.000
y 5.000 ppm, el antibi6tico mas
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empleado, especialmente ante la
sospecha de NHP. Este antibi6tico es
por lo general utilizado en su forma
Hcl, muy soluble en el agua, en
alimento no recubierto y sin utilizar
comederos. Otros antibi6ticos en uso
son cloranfenicol y furazolidone,
empleados en sus formas genéricas, en
tanto que quinolonas, sulfonamides y
algunas tetraciclinas son
comercializados bajo diferentes marcas.
Considerando que en el pais no existen
regulaciones para el uso de antibiéticos
en acuicultura, la medicacion se realiza,
con algunas excepciones, sin tener la
certeza de la naturaleza del problemay
sin realizar estudios microbioldgicos y
antibiogramas. Debemos anotar que
existe una tendencia a utilizar
antibiéticos como preventivos.

En parte la sostenibilidad de la
industria, depende a mediano y largo
plazo del manejo que se le dé a los
poblemas epidemiolégicos. Existen
problemas de diagndéstico y manejo de
la salud del camardn a todos los niveles
de produccién. En primer lugar es
necesario determinar la naturaleza y
causa de las patologias, considerando
que éstas pueden ser, al origen, de
naturaleza no infecciosa, tratandose de
la manifestacion de desajustes
ambientales (calidad del agua, suelos),
nutricionales o inclusive calidad de
progenitores, nauplios y larvas. Este
tipo de desarreglos se traduciran mas
temprano que tarde, en poblemas de
naturaleza infecciosa. Por otra parte, es
necesario considerar que las infecciones
no son forzosamente de etiologia
bacteriana, pudiendo tratarse de otro
tipo de patologias, especialmente
virales o provocadas por hongos y
parasitos.

En general la industria camaronera
ecuatoriana, no ha incorporado en sus
estrategias de manejo rutinario de
laboratorios y camaroneras, el control
de virus, a pesar de que
comercialmente estan disponibles kits
para su deteccion. En lo que concierne
a bacterias, la cuantificacion del
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numero de UFC no proporciona
suficiente informacién. La préctica de
identificar vibrios patégenos,
utilizando como criterio la
luminiscencia o el color de las colonias
sobre agar TCBS, no es exacta. En
primer lugar el agar TCBS es un medio
demasiado selectivo, existiendo vibrios
de camardén incapaces de crecer en él
(Calero G. 1998, Griffith D.
com.personal), por otra parte la
asimilacién de la glucosa o la
luminiscencia no son caracteres que
deban ir forzosamente ligados a la
toxicidad de las bacterias, si bien la
luminiscencia puede ser un mecanismo
de transmision (larvas moribundas
luminiscentes serian una presa muy
atractiva para animales sanos).

Sin embargo, es necesario resaltar que
grupos de empresas, pequefias y
grandes, no utilizan antibioticos,
prefiriendo el uso rutinario de
inmunoestimulantes, tales como B-
glucanos, o compuestos de ajo, limén'y
acido lactico, productos de eficacia a
ser probada, pero en todo caso mas
amigables para los animales y el
ambiente. Existen por otra parte, un
grupo de empresas que combinan
prevencion, diagnostico y tratamiento,
controlando la calidad del medio,
suministrando dietas adecuadas e
inmunomoduladores, aplicando,
técnicas de diagndstico acompariadas
de histopatologia y antibiogramas,
antes de proceder a medicar con
antibioticos.

MANIFESTACIONES DE RESISTENCIA
BACTERIANA, UN PROBLEMA
CAUSADO POR EL USO
INDISCRIMINADO DE ANTIBIOTICOS

La utilizacion de antibioticos como
estrategia de manejo rutinario, sin
haber determinado el agente causal de
los problemas, el tipo de antibi6tico,
asi como la dosis y el modo de
administracion que brindaran
resultados mas eficacez, conducira con
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Fig. 1.- El uso de antibidticos a dosis subletales conduce a la seleccién de bacterias
resistentes. Esta resistencia puede ser transferida a otras cepas de la misma especie 0
a otras especies del mismo género, conduciendo a la proliferacion de cepas bacterianas
resistentes.

o _ en sitios de
Ellmlpacmn de bacterias prOdUCCién con
sensibles

alto uso de

antibioticos y alta
concentracion de
residuos de los
mismos.

En varios analisis
realizados en
CENAIM, se han
observado ya,
indicios del
surgimiento y
proliferacion de
bacterias resistentes
a antibidticos: asi,
Intriago (1998),

seguridad, a la seleccion de bacterias
resistentes a estos farmacos.

El uso excesivo de un solo tipo de
antibiotico en dosis subletales provoca
por una parte la destruccién de la flora
natural de los camarones. Esta
situacion estaria a la base de desordenes
fisiol6gicos y ademas, brindaria
ventajas de crecimiento a bacterias

debio incrementar la concentracién de
oxitetraciclina a 40 ppm, para lograr
una desinfeccién del 100 % de los
nauplios, por él utilizados.

Mufioz (com. pers.), observo en el
mismo afio, niveles de resistencia de
hasta 60ppm a la oxitetraciclina, en
vibrios asociados a camarones juveniles,
muestreados en el golfo de Guayaquil.

resistentes, al eliminar
bacterias sensibles
competidoras (Figura 1).
Esto conlleva al riesgo
latente de que algunas
cepas resistentes sean
patégenos oportunistas
(Figura 2) o que esta
resistencia sea
transmitida a bacterias
patdgenas, por medio de
la transferencia de genes
de resistencia a través de
mecanismos tales como
la conjugacién (Figura
1). Como consecuencia,
esta situacion conducira
a la seleccion y
proliferacion de cepas
bacterianas resistentes.
La proliferacion de cepas

Ao Bactetiana
Resistente

hmunads ficiencizs
enel Hugspad

Destricddh

—
uitelio del Tejicla

Trarsmisidn de Genes
de Resistenciaa Bacteras
mas Vindentas

Praoli feracidn de
Bactefias Resistentes
Fatdgenss Oportunistas

Destricddn
A del Tejido

TRATAMIEMTO DE ANTIBIOTIOOS
SERA, INEFICAZ

Fig. 2.- Una flora bacteriana compuesta de cepas resistentes acarrea dos
tipos riesgos. En primer lugar, alguna de estas cepas resitentes, podria
tratarse de un microorganismo oportunista que aprovechara alguna
deficiencia inmunitaria del huesped, para provocar un estado patélogico.
En segundo lugar, esta resistencia puede ser transferida a bacterias patdgenas.
En ambos casos el tratamiento antibiGtico resultara ineficaz para controlar
el problema.
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Fig. 3.- Crecimiento bacteriano (expresado en UFC /g de hepatopancreas), en hepatopancreas
de camarones de 6 g, después 12, 24 y 48 horas de una desinfeccion con dos antibiéticos,
oxitetraciclina a 40 ppm y cloranfenicol a 40 ppm. Una segunda inoculacion de los antibiéticos,
se realizé inmediatamente después de realizar el muestreo de hepatopancreas correspondiente
a las 24 horas. El control corresponde a la poblacion bacteriana de animales no desinfectados.

(Autorizado por Sotomayor).

El nimero de cepas resistentes al
antibiotico llegd a representar el 70%
de los aislados analizados, estas cepas
fueron identificadas en su mayoria
como Vibrio fluvialis.

Por otra parte Mendoza y Sotomayor
(com. pers.), necesitaron utilizar hasta
40 ppm de oxitetraciclina y 40 ppm de
cloranfenicol, para disminuir la flora
bacteriana de una poblacion de
camarones juveniles de 6 g,
recuperados de una piscina
camaronera, hasta obtener niveles
menores de 30.000 UFC por gramo de
hepatopancreas (UFC/g) (Fiura.3). Sin
embargo, una segunda inoculacién del
antibidtico a las 24 horas, provocd un
incremento del nimero de UFC/g a las
48 horas, como se puede observar en la
Figura 3, demostrando en la préactica,
que el uso de dosis subletales en
administraciones repetidas, provoca en
primer lugar la eliminacion de las
bacterias sensibles, una vez eliminada
esta comunidad bacteriana, las
bacterias resistentes crecen con mayor
eficacia en un medio que se ha tornado
altamente selectivo a su favor, a causa
de la presencia constante del
antibidtico, que elimina la competencia
de bacterias més sensibles.

Estas observaciones confirman el
aumento de los niveles de resistencia,
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con los riesgos a corto y mediano plazo
de la aparicién y propagacion de
patologias bacterianas incontrolables,
debido a que los antibioticos se estan
volviendo ineficaces para combatir
bacterias resistentes

Por otra parte, no se debe olvidar los
efectos secundarios y toxicos de este
tipo de medicamentos. Cedefio
observé en 1997 efectos
inmunodepresivos de la oxitetraciclina
y el cloranfenicol en L. vannamei.
Estos antibidticos inhibieron in vitro el
choque respiratorio, importante
mecanismo microbicida de las células
inmunitarias, a partir de
concentraciones de 1 ppm, para ambos
antibidticos (Cedefio, com. pers.)

ALTERNATIVAS DE CONTROL DE
ENFERMEDADES

Algunos autores opinan que el control
de las enfermedades depende de tres
factores: medidas preventivas, un
diagndstico correcto, y un tratamiento
adecuado, siendo quizas la prevencion
el aspecto mas importante de este
enunciado.

Prevencion
Una estrategia de control de
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enfermedades basada solamente en el
diagnastico y el tratamiento, es analoga
a una estrategia militar basada en la
repulsion de los atacantes, sélo cuando
ellos ya estan en una ciudad y han
tomado parte de ella. Cuando una
enfermeadad bacteriana ha progresado
al punto en que los sintomas son
evidentes, el microorganismo ya se ha
establecido, y ha causado dafios. En
este punto los antibi6ticos pueden
eliminarlos del area afectada, pero no
restableceran plenamente la salud del
individuo si se han producido dafios
irreversible en el tejido (Salyers A. A.y
D.Whitt D., 1994).

Un aspecto importante en lo que a
medidas preventivas se refiere, esta
relacionado en primer lugar con el
manejo. Un manejo adecuado,
controlando las condiciones
ambientales, la calidad de agua y
suelos, asi como una nutricion
adecuada, evitaran situaciones de estrés
en los animales, disminuyendo asi, la
aparicién, propagacion y accion de
patégenos oportunistas.

Una alternativa de control bioldgico
muy interesante y que ha brindado
resultados prometedores tiene que ver
con la utilizacion de probi6ticos. El
sector productor de larvas de camarén,
viene utilizando estos conceptos desde
fines de la década pasada, sin embargo
su adopcion ha sido limitada, debido a
la carencia de un protocolo que
disminuya la variabilidad de los
resultados.

En el CENAIM se desarroll6 un
modelo de control de colonizacién de
la bacteria patdgena Vibrio vulnificus
S2, (San Miguel, L. 1996., Serrano J.
1996), utilizando la bacteria probidtica
Vibrio alginolyticus cepa Ili, aislada por
lleana Morales (1994) y caracterizada
por San Miguel (1996). Este modelo
fue aplicado exitosamente en cultivos
comerciales (Donoso E. com. pers),
inoculando el probi6tico en los tanques
a una concentracion de 10° bact/ml
desde nauplio 5 hasta mysis 3, y
controlando regularmente la presencia
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del probiético. Se encontr6 una buena
correlacion entre la ausencia de
sintomas en las larvas y la colonizacién
con lli. Las caracteristicas innovadoras
de este modelo se basaron, primero en
una rigurosa desinfeccion de los
nauplios, segundo, en la inoculacién
del probiético en el estadio de nauplio
5, antes de la apertura de la boca y
tercero, en la aplicacion del Colony
Blot y la AP-PCR para la deteccién e
identificacion del probiético. El tema
probidticos amerita mayores estudios,
es necesario identificar nuevas cepas,
estudiar sus interacciones con las
bacterias consideradas patégenas y
realizar estudios clinicos sobre su
calidad preventiva en tanques y
piscinas de produccién.

Un hecho que ayudara sin duda en la
prevencion de patologias de toda
indole, es la domesticacion de la
especie. En efecto, la utilizacion del
ciclo cerrado para la produccion de
progenitores, no est4 generalizada y
aun dependemos en gran medida, de
reproductores y nauplios silvestres. El
empleo de animales seleccionados
genéticamente permitira contar con
cepas que entre otras caracteristicas,
presenten una mayor resistencia a las
enfermedades.

Por otra parte, son interesantes y
ameritan mayores estudios, las
iniciativas que el sector camaronero ha
tomado para modificar parametros
ambientales en los tanques de cria
larvaria, con la finalidad de
transformarlos en ambientes poco
propicios, para la proliferacion de
microorganismos considerados
patégenos o suministrando aditivos
nutricionales de pH &cido a las dietas
de los juveniles en las piscinas. Un
aspecto que puede ser explorado para el
control de patologias es la
inmunomodulacidn, es decir la
aplicacion de practicas de manejo o de
sustancias, sean estas aditivos
nutricionales o los llamados
inmunoestimulantes, capaces de
estimular a animales
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Fig. 4.- La técnica Colony blot se basa en el reconocimiento especifico
de cepas bacterianas utilizando anticuerpos como sondas. Por simple
contacto, se transfiere las colonias de bacterias que crecen sobre agar
a una membrana de nitrocelulosa, en la nitrocelulosa las improntas
de estas colonias seran sometidas a anticuerpos especificos para la
bacteria V. vul ificus S2, al final de la reaccion, las improntas positivas

empleado para la
identificacion de V.
vulnificus S2 (Motte E.,
1996) y ha sido utilizada
para realizar estudios
epidemildgicos, sobre la
implicacién de esta
bacteria en el sindrome de
las Bolitas y el sindrome
de la Zoea. (Siavichay K.,
1996., Intriago W., 1998).

Existen muchas patologias
durante la cria del
camaron, para las cuales
no existe diagndstico del

para V. vulnificus S2 se tornarén azules.

inmunoderprimidos o de provocar un
estado de excitacion inmunitaria
durante brotes epidémicos.

Diagndstico

Si bien actualmente se dispone de
métodos mejorados de identificacion
bioguimica para vibrios (Solis, 1997),
los cuales han constituido una
alternativa a la galeria APl y Biolog,
existen otras técnicas mas especificas y
sobre todo sensibles y rapidas para
detectar bacterias patogenas. La
técnica Colony Blot utilizando
anticuerpos monoclonales especificos
(Mendoza com. Pers.) permite
identificar en 12 horas, tanto la
presencia como el porcentaje de la
bacteria V. Vulnificus S2 causante del
sindrome de Bolitas (Fig. 4). Por otra
parte la biologia molecular ha puesto al
servicio del diagnostico de patologias
de camardn una serie de herramientas,
marcadores moleculares y sondas
ADN, para la deteccion especifica,
sensible y rapida de una serie de
patégenos (Ver Conceptos basicos
sobre el diagnéstico de enfermedades
de camar6n, Mundo Acuicola, Vol 4,
N¥ 2). Por ejemplo la AP-PCR, una
técnica basada en la amplificacién de
secuencias de ADN, permite obtener
marcadores moleculares para cualquier
tipo de organismos que se quiera
identificar. La AP-PCR se ha
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agente etioldgico o de la

causa que origina el
problema. La tecnologia para avanzar
en el diagndstico y la comprension de
los procesos infecciosos esta disponible.
Esta debe combinarse con estudios
epidemioldgicos que permitan
identificar a los agente etiologicos de
las principales enfermedades
bacterianas o virales del camaron, su
modo de transmision y sobre todo
como prevenir y controlar los brotes
epidémicos y qué tratamientos emplear
ante los problema ya presentes.

Tratamiento

El descubrimiento y utilizacion de los
antibioticos, ha sido uno de los hechos
mas importantes para el tratamiento de
infecciones bacterianas tanto en salud
humana como en veterinaria. El buen
manejo de los antibidticos es vital para
el mantenimiento de una industria
camaronera sostenible. Por lo tanto, la
administracién de estos farmacos debe
ser cuidadosamente estudiada, a fin de
evitar resistencias indeseadas que
compliquen el tratamiento de
enfermedades de etiologia bacteriana.

En primer lugar, es necesario
determinar si el problema es realmente
bacteriano. En segundo lugar es
necesario determinar si se utilizard un
producto bactericida o bacteriostatico.
Estos Gltimos (tetraciclinas,
cloranfenicol) son ineficaces en
animales inmunodeprimidos, de tal
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manera que no funcionaran
correctamente cuando la infeccion sea
produciada por bacterias oportunistas
que han ganado terreno a causa de
estrés fisioldgico en los animales. La
sensibilidad de las bacterias y la dosis
de antibidtico a aplicar son
fundamentales a fin de prevenir
resistencias. En este sentido es
necesario realizar antibiogramas y
determinar el MIC (Concentracion
Minima Inhibitoria). Conociendo los
resultados de estas pruebas, estos
farmacos deberan ser administrados a
dosis letales, no esta demas insistir que
los llamados tratamientos preventivos,
s6lo contribuyen a la seleccion y
proliferacién de cepas resistentes.
Ademas, es preferible utilizar mas de
un antibidtico a la vez, las bacterias
dificilmente adquieren resistencia
contra dos antibidticos utilizados
simultdneamente.

Por otra parte, es necesario optimizar el
modo de aplicacion, si se administra
con el alimento, es preferible utilizar
formas insolubles con la finalidad de
minimizar las pérdidas en el agua, por
lixiviacion. Ademas, es recomendable
el uso de comederos a fin de controlar
el consumo del alimento medicado
(Griffith D. com. pers), esto es de vital
importancia ya que por regla general
los organismos enfermos dejan de
alimentarse. En los laboratorios donde
el factor limitante es la rapidez con la
que se presentan los problemas, se
hacen imprescindibles estudios
epidemioldgicos méas profundos a fin
de identificar sin error los agentes
causantes, si éstos son bacterianos,
antibiogramas realizados en rutina,
ofreceran una base de datos que
ayudaran a seleccionar y dosificar la
administracion de estos farmacos.
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PROTOCOLOS DE SENSIBILIDAD
ANTIMICROBIANA PARA CEPAS AISLADAS
DE CULTIVOS ACUICOLAS: ESFUERZOS EN

ESTANDARIZACION INTERNACIONAL

Thomas A. Bell, Ph.D.
Tomado de American Fisheries Society, Fish Health Newsletter 27 (2):6

Las bacterias son, econdmicamente
hablando, patégenos importantes de las
especies acuaticas. Por esta razon, los
profesionales de la salud de animales
acudticos han desarrollado
procedimientos clinicos y de
laboratorio para mitigar los efectos de
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las infecciones o para eliminar el (los)
patdgeno(s) del sistema de cultivo.

Los agentes antimicrobianos son
herramientas importantes utilizadas
para controlar las enfermedades
mencionadas. Un paso esencial en la
administracion de una terapia
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antimicrobiana exitosa y prudente es la
seleccion de la droga apropiada, que sea
efectiva contra el pat6geno aislado
asociado a la enfermedad. A pesar de
que los procedimientos de laboratorio
utilizados para determinar la
sensibilidad de bacterias aisladas y
asociadas a enfermedades de especies
acuaticas estan bien entendidos, no
estan internacionalmente
estandarizados. Consecuentemente, no
existe una completa comprension de las
enfermedades bacterianas de los peces
de importancia a nivel mundial ya que
el conocimiento existente se basa en
datos obtenidos por medio de
procedimientos de laboratorio que
pueden ser excelentes para la aplicacién
local, pero no necesariamente a nivel
global. Actualmente, se estan
realizando esfuerzos internacionales
para estandarizar los procedimientos de
laboratorio para la determinacion de la
sensibilidad antimicrobiana.

Un grupo internacional, compuesto
principalmente por miembros de la
Asociacién Europea de Patélogos de
Peces (EAFP), se reunieron en
Weymouth, Inglaterra en noviembre de
1998 en el Centro de Pesca y
Alimentacion para la Ciencia
Ambiental, Pesquera y Acuicola
(CEFAS). El taller fue llamado “MIC
Metodologias en Acuicultura” y fue
auspiciado por la Comisioén Europea,
Directorio General XIV. Hubo
aproximadamente 25 participantes (del
grupo de trabajo de la Unién Europea),
representando a Francia, Irlanda,
Inglaterra, Espafia, Grecia, Dinamarca,
Escocia, Alemania, Noruega, Italia,
Bélgica, Canada y los EEUU,
involucrados en la sesi6n de cuatro
dias.

Los participantes del taller convinieron
en unir cuatro series de protocolos
provisionales, una para cada
procedimiento: disco de difusion,
dilucién en agar, dilucién en caldo
(micro y macrodilucion), junto a seis
anexos para dirigir desviaciones
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potenciales. Cada protocolo provi-
sional incluye procedimientos
estandarizados para los siguientes
componentes (segln su aplicacion):
preparacion media, indculo, discos de
difusion, incubacidn, lectura de placas,
control de calidad, criterios de rechazo,
stock de soluciones antimicrobianas y
réplicas de procedimientos. Los anexos
incluyeron: cepas de control,
modificaciones del medio de cultivo
para organismos exigentes, zonas
borrosas, contenidos de discos, ajustes
de caldo Mueller-Hinton y
suspensiones iniciales. Los
participantes se basaron (en la medida
de lo posible) en los documentos del
Comité Nacional para los Estandares
Clinicos de Laboratorio (NCCLS),
desarrollados para cepas veterinarias
aisladas (de otras especies que no son
acuaticas), asi como estandares
relacionados de Francia, Inglaterra,
Alemania y Escandinavia para reunir
los protocolos acuicolas estandarizados.

El objetivo del grupo de trabajo de la
Unién Europea (UE) es examinar
extensivamente los protocolos
provisionales en los laboratorios
participantes (y cualquier otro
laboratorio que esté de acuerdo en usar
los protocolos) y volverse a reunir en
10 meses en la reunién de la EAFP de
1999 en Rhodes, Grecia para evaluar
protocolos y estandares microbianos.

En Norte América el Subcomité de
NCCLS para Pruebas de
Susceptibilidad Antimicrobianas
Veterinarias (Subcom Vet) ha realizado
esfuerzos para estandarizar
internacionalmente los protocolos de
cepas aisladas acuéticas desarrolladas en
el taller de Weymouth. El Subcom Vet
estuvo excepcionalmente impresionado
con el progreso y el compromiso del
grupo de trabajo de la UE y demostro
gran interés en interactuar con él. Al
final, el Subcom Vet ha recomendado
la formacion (con la asistencia del
grupo de trabajo de la UE) de un
Grupo Acuicultor de Trabajo
(AqQWG), que funcione bajo los
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auspicios del Subcom Vet, para
facilitar el proceso de desarrollo de
protocolos NCCLS oficiales basados en
los protocolos provisionales del grupo
de trabajo de la UE. Como miembro
de este grupo, he sido invitado por el
Subcom Vet y he aceptado, para actuar
como presidente interino del AQWG.
El AQWG esta en proceso de formacion
y se anticipa que sera constituido por:
3 miembros del Subcom Vet de
NCCLS, 3 miembros del grupo de
trabajo de la UE y 8 miembros de
Norte América (incluyendo expertos
veterinarios y no veterinarios
representantes de la salud de animales
acuaticos, expertos de la costa oriental
y occidental, expertos de laboratorio y
de campo, expertos de especies marinas
y de agua dulce, expertos de especies de
agua caliente, templada y fria) y
posiblemente un experto de Asiay un
experto de otra regién importante (i.e.,
Sudameérica, Australia, Africa).

El grupo de trabajo de la UE los urge
para que prueben rigurosamente estos
protocolos contra sus procedimientos
“en casa”, y para proveer criticas
constructivas (comentarios de elogio
también son bienvenidos) a los
miembros del grupo de la UE.

Los protocolos provisionales, asi como
las instrucciones sobre los mecanismos
de retroalimentacion, estan disponibles
en la siguiente direccion de Internet;

http://www.nuigalway.ie/mic/eusus

El objetivo final de estas actividades es
la publicacion final de protocolos
rigurosamente probados y validados
para establecer la susceptibilidad
antimicrobiana de las cepas aisladas de
bacterias de especies acuaticas. Sin
embargo, no es del todo final, el
verdadero valor de estos protocolos serd
cuando se dé el altimo paso, i.e., el
establecimiento de puntos claves
internacionalmente aceptables y
clinicamente relevantes para la
administracion de terapias
antimicrobianas exitosas y prudentes. -
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RESPIRACION EN SUELOS DE PISCINAS CAMARONERAS:
EVALUACION DE PRODUCTOS COMERCIALES PROMOCIONADOS
PARA MEJORAR LA CONDICION DEL SUELO Y PRODUCCION

Stanislaus Sonnenholzner

CENAIM / Andlisis Ambiental / San Pedro de Manglaralto, Ecuador

INTRODUCCION

La condicion quimica del suelo que
probablemente mas concierne a los
productores de camaron es la
acumulacion de materia organica
durante los ciclos de produccion. Este
aumento de materia organica genera
una demanda de oxigeno en el fondo
de las piscinas, el cual es ocasionado
por la respiracion aerdbica de las
bacterias y otros micro-organismos.
Como resultado de este proceso
bioldgico, se generan condiciones
anoxicas y acidas. Ademas, en ausencia
de oxigeno disuelto, las bacterias
utilizan otros compuestos oxidados
como agentes receptores de electrones
(agentes oxidantes) tales como nitratos
y sulfatos durante el proceso de
respiracion, creando condiciones de
reduccién y formacidn de compuestos
quimicos que pueden llegar a ser
tdxicos para los camarones (p.gj.
nitrito, amonio, gas sulfidrico, metano
entre otros).

Las estrategias de manejo del suelo se
han concentrado por lo tanto en
mejorar algunos de los factores que
afectan la actividad bacteriana,
especificamente disponibilidad de
oxigeno y pH. Estas condiciones han
sido manejadas mediante las
tradicionales practicas de secado y
encalado de las piscinas. Existen
ademas otros factores que afectan la
actividad bacteriana, de igual
importancia, tales como la
disponibilidad de nitrégeno para la
sintesis de biomasa bacteriana,
requerimiento que esta siendo
manejado mediante la aplicacion de
nitrdgeno durante el secado. Los

20

métodos de manejo incluyen
actualmente la aplicacion de aditivos
bioldgicos (suspensiones bacterianas y
enzimas) y quimicos que claman
acelerar la descomposicion bacteriana.
Las suspensiones bacterianas son
utilizadas bajo la hipotesis de que son
maés eficientes que las poblaciones
bacterianas nativas presentes en el
ecosistema de la cada
piscina. A pesar de que
la efectividad de estos
Gltimos productos no
ha sido evaluada en
amplitud
experimentalmente,
existe una percepcion
positiva por parte de
los camaroneros de su
funcionamiento y
mejoramiento en las producciones, lo
cual también queda evidenciado por la
proliferacion de estos productos en el
mercado.

El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar la efectividad de varios
productos (quimicos y bioldgicos) en la
descomposicion de la materia orgéanica
durante el periodo de secado,
utilizando como indicador el diéxido
de carbono generado durante el
proceso de descomposicion. A mayor
descomposicion, mayor produccion de
dioéxido de carbono.

METODOLOGIA

El presente estudio fue realizado entre
junio y agosto de 1998 en dos
camaroneras de la Provincia del Guayas
con diferente textura de suelo. La
primera camaronera (Experimento 1)
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estuvo localizada cerca de la poblacion
de Chongon (suelo limo arcilloso), y la
segunda camaronera (Experimento I1)
estuvo localizada cerca de la poblacion
de Chanduy (suelo arenoso). Un tercer
experimento (Experimento I11) fue
realizado en el laboratorio, con suelo
proveniente de la camaronera de
Chongon.

Figura 1. Sistema experimental dentro de una piscina camaronera

Los experimentos consistieron en
medir el didxido de carbono generado
dentro de una cdmara cerrada al
ambiente, colocada sobre una parcela
de sedimento de la piscina a la cual se
aplicé un tratamiento predeterminado
(Figura 1). Los tratamientos
consistieron en: 1) control (testigo), 2)
carbonato de calcio (500 kg ha?), 3)
nitrégeno como nitrato de sodio y
amonio (100 kg ha™, Nutrilake 20 -
SQM del Ecuador), 4) Kilol
(Experimento Il - 10 kg ha?,
Experimento 111 0.8 kg ha*, Chemie
Ecuador), 5) Kilomar DF-100
(Experimento 'y 111 - 200 Kg*,
Experimento I1- 500 Kg ha?, Chemie
Ecuador) 6) Biobac M (1 L ha?,
Biobac S. A.), 7) Digest-54 (1 L ha?,
Alltech, Inc.). Los tratamientos fueron
asignados aleatoriamente a cada parcela
bajo un disefio experimental
completamente randomizado. Cada
tratamiento fue replicado 4 veces. La
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duracion de los experimentos vari6
entre 7 a 9 dias. Experimentos | y Il
iniciaron un dia posterior a la cosecha.
Las suspensiones bacterianas y enzimas
fueron diluidas acorde a las
recomendaciones de la casa comercial y
rociadas con un atomizador sobre las
parcelas experimentales. Las dosis de
nitrogeno, Kilol y Kilomar fueron
diluidas en agua para facilitar su
aplicacion sobre las parcelas. Se utilizé
un rastrillo para mejorar el proceso de
homogenizacion de los distintos
productos una vez aplicados,
facilitando ademas la incorporacion y
mezcla de los mismos en los primeros 2
cm de la columna de sedimento de
cada parcela.

El método de medicion del dioxido de
carbono in situ y laboratorio se
encuentra descrito en Boyd (1995) y
consiste en fijar el didxido de carbono
en un recipiente que contiene una
solucién de hidroxido de sodio de
normalidad y volumen conocido
dentro de una camara aislada al
ambiente (Figura 2). El diéxido de
carbono reacciona con el hidréxido de
sodio produciendo carbonato de sodio.
El carbonato de sodio formado puede
ser precipitado con cloruro de bario, y
el hidrdxido de sodio remanente que
no reacciond puede ser determinado
mediante titulacidn con un &cido. Por
diferencia se puede determinar la
cantidad de di6xido de carbono que se
combind con el hidréxido de sodio.

<«— Camara
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Tabla 1. Respiracion de suelos tratados con diferentes compuestos
expresado en (g CO, m?). Medias y desviacion estandar en paréntesis.

Tratamiento Experim. | Experim. 1l
7 dias 8 dias
Control 7.7 (0.6) 11.4 (0.4)
CaCOs3 (500 kg ha-1) 7.0 (0.3) 11.4 (0.4)
Nitrogeno (100 kg ha-1)* 7.1(0.2) 11.4(0.4)
Kilol ** - 11.6 (0.6)
Kilomar DF-100*** 8.0 (0.8) 11.7 (0.8)
Biobac M (1 L ha-1) 7.7 (1.5) 12.0(0.3)
Digest-54 (1L ha-1) 7.7(0.8) 11.8 (0.4)

de carbén:nitrégeno,
entre otros). Las
estrategias de manejo

EXpe”[“' " del suelo deberian
7910('8'*58) estar enfocados por
74(02) lo tanto en
7.0(0.4) acondicionar los
6.2 (0.1) suelos a los rangos
g-z 8-2; Optimos de estas
74(0) variables para

e /Vial con NaOH
Cco, b -

Suelo

Figura 2. Medicion in situ de diéxido de carbono.

REsuLTADOS Y DiscusioN

En la tabla 1 se presentan los resultados
obtenidos en los 3 experimentos. Las
suspensiones bacterianas y enzimaticas
incrementaron ligeramente (3.5 - 5%)
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* Nitrégeno como nitrato de sodio y amonio (Nutrilake 20 - 20%N)
** Experimento Il - 10 Kg hat; Experimento 111 - 0.8 Kg ha )
*** Experimento | y I11 - 200 kg!; Experimento I1 - 500 kg

la respiracion con respecto al control
durante el Experimento I, sin
embargo, no se observo la misma
respuesta en los Experimentos I y 111.
En términos generales la respuesta de
los distintos productos es variable bajo
las diferentes condiciones
experimentales. Sin embargo, no se
observa un contribucion significativa
en términos porcentuales de la
respiracion con respecto al control
luego de una semana de medicion.

Aunque las concentraciones de carbén
organico no fueron determinadas per
se, la metodologia empleada en este
estudio permite estimar en forma
confiable la intensidad de la
degradacion de la materia organica,
debido a que la generacién de dioxido
de carbono es el producto final de la
actividad metabdlica de respiracion
bacteriana, el cual es un proceso de

oxidacion de los compuestos organicos.

Este método ademaés posee la ventaja
de ser de relativamente facil
determinacion.

Las suspensiones bacterianas
comerciales contienen por lo general
bacterias comunes ya existentes en
suelos de piscinas camaroneras tales
como Bacillus spp. por lo cual su
aplicacion se presta a discusion. Las
poblaciones bacterianas nativas
existentes en las piscinas son producto
de procesos de adaptacion genética y
fisioldgica de varias generaciones en el
medio sobre el cual se desarrollan.

La actividad de las bacterias en el suelo
se encuentra regulada por varios
factores abidticos ambientales (pH,
temperatura, humedad, disponibilidad
de oxigeno disuelto, concentraciones
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incrementar la
actividad de las
bacterias naturales.

Las enzimas se
caracterizan por ser especificas y estar
controladas por la ausencia o presencia
de compuestos criticos, los cuales
modulan la conformacion tridimen-
sional de cada enzima de tal forma que
ésta pueda adherirse al sustrato. Estos
compuestos pueden ser vitaminas,
metales 0 compuestos organicos de
distinta naturaleza. Por ejemplo,
concentraciones excesivas de Na+y ClI-
pueden destruir los enlaces i6nicos que
mantienen la estructura tridimensional
de la enzima. Otras variables fisico-
quimicas tales como pH y temperatura
también afectan la actividad de las
enzimas. Todos estos factores deben
conjugarse simultaneamente para
estimular la actividad de cada enzima.
El simple hecho de la presencia de una
enzima sobre un determinado sustrato
no garantiza su funcionamiento. Las
poblaciones bacterianas que se
encuentran en el suelo de cada piscina,
estan equipadas probablemente con el
set completo de enzimas para
descomponer el sustrato especifico del
cual obtienen su energia.

El presente experimento sdlo evalu6 el
efecto de éstos productos sobre la
respiracion del suelo bajo diferentes
condiciones experimentles. Es
necesario validar estos resultados
durante ciclos de produccion, para
determinar el efecto de los distintos
tratamientos no sélo sobre la condicién
del suelo, sino también correlacionarlo
con la produccién.
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