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RESUMEN.- Se describen los efectos histopatolégicos
producidos por cepas de Vibrio sp. en postlarvas de Penaeus
vannamei. Para el ensavo se utilizé un blanco v 12 cepas de
Fibrio sp. tomadas al azar. La prucba se realizd por
triplicado con postlarvas entre los estadios 3 y 12, inoculados
con suspensiones bacterianas  diluidas. Ta  densidad
poblacional fue de 60 postlarvas/L. Las muestras de tejido
de las postlarvas se tomaron a las 24 horas de iniciado el
ensayo, se fijaron en solucién Davidson, se incluyeron e¢n
parafina, se realizaron cortes y se tifieron con ¢l método
modificado de hematoxilina vy eosina de Mayer. Los andlisis
histopatolégicos  permitieron observar degradacién v
présencia de bacilos en el tejido muscular abdominal
infectado. Asimismo, a nivel del tejido de hepatopancreas
infectado se aprecié degradacién de las paredes de los
tibulos, infiltracion de hemocitos, alta vacuolizacidén vy
presencia de bacilos. Los cambios histoldgicos manifestados
en los especimenes infectados no presentarpn diferencias
significativas {(# < 0.01) al considerar tanto ias cepas
bacterianas como los estadios de las postlarvas. Los
resultados obtenidos fueron similares a los observados por
otros investigadores, inditando la existencia de cepas de
Vibrio sp tanto en el interior de los camarones como en el
agua de mar de la estacién de cultivo donde se tomaron las
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HISTOPATHOLOGICAL EFFECTS
PRODUCED BY VIBRIO SP. IN
POSTLARVAE OF PENAEUS VANNAMEI

ABSTRACT.- The presemt work  describes the
histopthological effects produced by cultures of ¥ibrio sp. in
postlarvae of the marine shrimp Peacens vannamei. The
assays consisted of 12 randomly chosen Vibrio sp. cultures
and a control, and three replicas of postlarvae in stages 3-12
with a density of 60 postlarvae/L. Inoculations were made
with diluted bacterial suspensions. Afier 48 hours, tissue
samples of both infected and uninfected postlarvae were
preserved in Davidson’s fixative, embedded in paraffin, cut
into 5p sections, and stained with hematoxylin and eosin
{Maver’s modified method). Degeneration and presence of
bacilli in infected abdominal muscle tissue, as well as
degeneration in the walls of the tubules, infiltration of
hemocytes, marked vacuolization, and presence of bacilli in
infected tissue of the hepatopancreas were observed.
Infected specimens did not present any significant
histopathological differences (P < 0.01) due to different
bacterial cultures or postlarval stages. The histological
effects seen by us in this study are similar to those of other
investigators. Thus, Vibrio sp. is present within the shrimp
as well as in the sea water samples of the culture station.
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INTRODUCCION

En Venezuela se reporta una produccidon anual en
camaronicultura de 1363 tm (FAQO 1994), y las granjas se localizan
en los Estados Zulia, Falcdn, Anzoategui y Sucre. Las especies de
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mayor interés son del género Penaeus: P. vannamel y P. schmitti
(Scelzo 1985, Jory 1989, FAQ 1954).

Bajo condiciones artificiales de explotacién pueden surgir
factores que alteren el equilibrio bicecoldgico (alta densidad
poblacional, deficiencia nutricional, bajo contenido de oxigeno
disuelto, aumento de materia organica, cambios de pH y temperatura,
uso indiscriminado de antibi6ticos y biocidas y manejo inadecuado),
lo que puede traducirse en la aparicién de problemas patolégicos
(Pauley 1975, Johnson 1978, Morales 1983, Barg 1994), que en un
momento determinado pueden causar grandes pérdidas econdmicas.

La mayor parte de los trabajos de investigacién sobre
camarones en diferentes paises latinoamericanos se han centrado en
aspectos bdsicos de la biologia, dietas, técnicas de induccidén de
maduracién gonadal, desoves, y sdlo recientemente se le estad dando
importancia a los problemas patolégicos, aunque un gran nimero de
enfermedades han sido reportadas como causantes de mortalidad en
cultivos de peneidos, especialmente en estado larval, postlarval y
juvenil (Johnson 1978, Lightner 1983, Su ef al. 1994, Hameed 1994).

Las enfermedades que se sefialan como causantes de alta
mortalidad ¥ por ende de grandes pérdidas econdémicas son las
causadas por bacterias, entre ellas las Fibrio (Vanderzant ef al. 1970,
Sindermann y Lightner 1988, Conroy vy Conroy 1989, Carvaca-Castro
1990, Brock 1990, Hameed 1994, Moheney et al. 1994, Su ef al.
1994).

Actualmente se trabaja en la aplicacion de desinfectantes y
antibidticos que impidan la proliferacién de bacterias, hongos y otros
organismos que afecten en cultivo a los peneidos (Guo y Liao 1994,
Hameed y Rao 1994). También se plantea la produccion de vacunas
que aumenten su inmunidad y la busqueda de métodos que permitan
la identificacién confiable de las cepas de Vibrio, mediante pruebas
bioquimicas (Su et al. 1994, Yang et al. 1994), y sus efectos a través
de pruebas de patogenicidad experimental y andlisis histopatolégicos
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(Philippi 1992, Hameed 1994, Lee y Cheng 1994).

En el presente trabajo se presentan los efectos histopatologicos
causados por cepas de Fibrio sp. en ensayos experimentales sobre
postlarvas de Penaeus vannamei. Las cepas se aislaron del
hepatopancreas v hemolinfa de adultos, juveniles v postlarvas de P
vannamei cultivados en la Peninsula de Cariaco, Estado Sucre.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de P. vannamei se capturaron en una estacioén de
cultivo del Estado Sucre, Venezuela. Una vez corroborada su
identificacidn, se colocaron en bolsas plasticas de 10 L, en ntimero de
15 a 20 ejemplares, en agua de mar filtrada y limpia, con suministro
de oxigeno a través de tabletas (Lake Products Co., USA). Las
bolsas con su contenido se colocaron en cajas de anime con hielo
para ser transportadas al laboratorio, donde se acondicionaron en
acuarios de 70 L, con agua de la localidad del sitio de muestreo.

En el estudio bacteriolégico se procedié de la siguiente manera:
para el andlisis cualitativo de la microflora bacteriana asociada a las
postlarvas, se realizé una filtracién con un tamiz de 120 um con la
finalidad de obtener un concentrado de 1.0 g, se lavé con agua de
mar (30-35 %o), se filtrd y esterilizé a 121 =& | °C. Posteriormente, se
homogeneizé asépticamente en 10 ml de agua de mar con un
homogenizador de vidrio. Este homogeneizado se utilizé en
diferentes soluciones (1:10 - 1:10000 ), de las cuales se sembré 0.1
ml por extensidn en placas, en los medios TSA y TCBS, vy se
incubaron por 24 horas a una temperatura de 25 a 28 °C. El
aislamiento de las colonias fue aleatorio dando énfasis a las colonias
que presentaron caracteristicas descritas para bacterias de tipo Vibrio
presentes en ¢l medio TCBS. Estas fueron transferidas a medios
nuevos, incubadas a la misma temperatura hasta la obtencién de
cultivos puros. Con el agua de cultivo se realizé el aislamiento
bacteriano procediendo de la misma manera que se describié
anteriormente.
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Una vez obtenidos los aislados bacterianos en cultivos puros se
replicaron en tubos que contenian agar TSA al 1 % de NaCl o medio
marino 2216E de Oppenheimer and Zobell (1952}, en pico de flauta.
Después de 24 horas de incubacion a la temperatura ambiente la
superficie del medio fue cubierta con una capa de parafina estéril.
Para su mantenimiento las cepas en estudio fueron debidamente
codificadas, conservandolas en una nevera a 4 + 011 °C y
resembradas cada dos o fres meses.

Para realizar el analisis taxondémico de las cepas bacterianas
puras a nivel de género y especie se sometfieron a pruebas
morfoligicas, fisioldgicas y bioquimicas siguiendo a Furnis ef al.
(1978), Koneman et al. (1979), Oliver (1982), Buchanan y Gibbsons
(1984), Sakata (1989) y Philippi (1992).

Con el fin de evaluar la patogenicidad de las cepas bacterianas
se establecié un blanco y seis cepas al azar, pertenecientes al grupo
de bacterias que presentaron el mayor halo de inhibicién al agente
vibriostatico 0/129 (150 ug/disco) (Philippi 1992).

La prueba de patogenicidad (Phlippi 1992) se realizé por
triplicado, con postlarvas en estadios entre tres y doce. La densidad
poblacional utilizada fue de 60 postlarvas/L. (McVey y Fox 1983,
Oltra 1987 y Arellano 1990). Estas se colocaron en envases de vidrio
de 3.0 L que contenfan agua de mar filtrada y envejecida. El
suministro de aire fue aportado por aireadores portatiles, los envases
se¢ lavaron previamente y se desinfectaron con Povidex al 1.0 % de
iodo organico activo, y luego, se esterilizaron en seco a 160.0 °C
durante dos horas. Una vez colocadas las postlarvas en sus envases,
s¢ inocularon con suspensiones bacterianas diluidas a una
concentracion equivalente a una supensién particulada que permitié
70.0 % de transmitancia, a una longitud de onda de 540 nm, a través
de un espectrofotometro (Spectronic 20, Bausch y Lomb, USA).

La suspensidén contenia aproximadamente 10 células/ml. El
crecimiento bacteriano se obtuvo en una mezcla de caldo marino v
agua estéril, en proporciones de 25 % y 75 % respectivamente, y se
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incubaron a temperatura ambiente (28 & 1 °C) durante 18 a 24 horas.
No se permitieron variaciones mayores de temperatura con la
finalidad de evitar estrés en las postlarvas. La salinidad estuvo entre
30 y 35 %o, y el pH entre 7.50 y 8.20, Los conteos de mortalidad
comenzaron a las 24 horas del inicio del ensayo y continuaron hasta
una semana después (Philippi 1992).

ANALISIS HISTOPATOLOGICOS

Se tomaron muestras de tejidos de postlarvas de P. vannamei
moribundos y aparentemente sanos a las 48 horas de haberse iniciado
la infeccién experimental, éstos se fijaron en solucién Davidson v
luego fueron seccionadas con un procesador automitico de tejidos
{Autotechnicon Mono, mod. 2A) utilizando la técnica de Bell y
Lightner (1988). Los cortes de 5 p se tifieron siguiendo el método
modificado de hematoxilina v eosina (H y E} de Mayer (Sheehan y
Hrapchak 1980).

ANALISIS ESTADISTICO

Se aplicd analisis de varianza bifactorial para determinar ¢l
posible efecto significativo de los factores: cepas bacterianas y
estadios de las postlarvas sobre los cambios histologicos ocurridos en
los especimenes infectados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los andlisis histolégicos de los cortes longitudinales de tejido
tefiidos (H y E) tanto de postlarvas aparentemente sanas como
infectadas, permitieron observar en los primeros, un tejido muscular
normal (Fig. 1}. En los segundos se hizo visible una degradacién de
las fibras musculares asi como la presencia de bacilos, coincidiendo
con lo reportado por Brock (1990) al estudiar los efectos
histopatologicos presentes en camarones peneidos con el sindrome de
la septicemia bacteriana (Fig, 2).
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A nivel de hepatopancreas, en los cortes de individuos
aparentemnente sanos (control) no se observd degradacién o
destruccion de sus estructuras (Fig. 3). En los provenientes de
organismos infectados se detecté degradacién de las paredes de los
tibulos hepatopancréaticos v alta vacuolizacién de los mismos.
También se aprecié alta infiliracién de hemocitos en los espacios
intertubulares o senos hemolinfaticos, asimismo la presencia de
bacilos en los espacios dejados por el lumen de los tibulos
hepatopancréaticos (Fig. 4).

El andlisis de varianza bifactorial, considerando los cambios
histolégicos detectados en los tejidos de los especimenes infectados y
las cepas bacterianas y los estadios de las postlarvas, no ofrecieron
diferencias significativas (F < 0.01). Los cambios histoldgicos
observados en el presente frabajo también han sido reportados por
Conroy y Conroy (1989) y Brock (1990) en analisis histopatologicos
de camarones con el sindrome de la septicemia bacteriana.

En conclusion, los resultados indicaron que es evidente la
presencia de cepas bacterianas de Vibrio en la microflora normal
interior de P. vannamei y en el agua de mar de la estacion donde se
tomaron las muestras, productoras del sindrome de la septicemia
bacteriana. Asi, en los cultivos de peneidos se debe velar por
mantener la calidad del agua y no someter a estrés estos organismos.
Un descuido puede conllevar a bajar sus defensas y por ende a ser
infectados.
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FiGura 1. Corte longitudinal de tejido muscular abdominal no

infectado de postlarva de Penageus vannamei, corte 5y, tefiido con H
v E, 50 x.

FigURA 2. Corte longitudinal de tejido muscular abdominal de
Penaeus vannamei infectado con Vibrio sp., se observa degradacion
de las fibras musculares, tefiido con Hy E, 100 x.
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FiGUurA 3. Corte longitudinal del cefalotorax de postlarva de
Penaeus vannamei no infectado, A: Hepatopancreas. Corte de Sp,
tefildo con HY E, 50 x.

FIGURA 4. Corte longitudinal a nivel del hepatopancreas de
postlarva de Penaeus vannamei infectado con Vibrio sp., A: tibulos
hepatopancréaticos, B: vacueolas, C: bacilos, D: espacios
intertubulares. Corte de Sy, tefiidocon Hy E, 100 x.
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