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Resumen

La necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) es una enfermedad bacteriana emergente
del cultivo de camar6n. La eficacia de los productos antibacterianos es probada en
condiciones de infeccion a través de experimentos de desafio estandarizados que generen
distintos rangos de supervivencia. En el presente trabajo se estudié la relacion entre la
supervivencia de post-larvas de camardn infectadas con Vibrio parahaemolyticus causante
de AHPND vy la concentracion bacteriana, tiempo de exposicion al patéogeno y protocolo
de recambio de agua, con el objetivo de encontrar combinacidon de estas variables que
produzca el 50% de supervivencia. Se realizaron cinco experimentos combinando distintas
concentraciones, recambios de agua y tiempo de exposicion mediante infecciones
experimentales de post-larvas Penaeus vannamei (PL7-PL9) infectadas con una cepa V.
parahaemolyticus positiva a AHPND. La supervivencia de las post-larvas de camaron fue
afectada en forma significativa y directa por la concentracion bacteriana. Se observo la
presencia de interacciones entre la concentracion bacteriana y el protocolo de recambio,
asi como entre la concentraciéon bacteriana y el protocolo de inmersion sobre la
supervivencia. Las combinaciones de las variables explicativas que produjeron una
supervivencia alrededor del 50% fueron: a) inoculacion directa a los tanques de cultivo de
10° UFC/mL con recambio a las 24 h post-infeccion o sin recambio durante las 48 horas y
b) una sola inoculacion directa a los tanques de cultivo de 10* UFC/mL con recambiando
ya sea a las 4, 8 o 12 h post-infeccion, durante las 48 horas de experimentacion.

Palabras clave: AHPND, Penaeus vannamei, post-larvas de camaron, pruebas de

desafio, Vibrio parahaemolyticus.
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Abstract

Acute hepatopancreatic necrosis (AHPND) is an emerging bacterial disease of cultured
shrimp. The efficacy of antibacterial products is proven under infection conditions through
standardized challenge tests that generate different survival rates. In the present work, the
relationship between survival of P. vannamei post-larvae infected with V.
parahaemolyticus causing AHPND, and bacterial concentration, time of exposure to the
pathogen and water exchange protocol was studied. The aim was to find combinations of
these variables that produce 50% of post-larvae survival. Five experiments were performed
combining different bacterial concentrations, water exchanges and exposure time, through
experimental infections of post-larvae P. vannamei (PL7-PL9) infected with an AHPND-
causing V. parahaemolyticus strain. Shrimp post-larvae survival was significantly and
directly affected by bacterial concentration. The presence of interactions between bacterial
concentration and exchange protocol was observed, as well as between bacterial
concentration and bacterial immersion protocol on survival. The combinations of the
explanatory variables that produced a survival around 50% were: a) direct inoculation to
the culture tanks of 103> UFC/mL with water exchange at 24 h post-infection or without
water exchange during 48 hours, and b) a single direct inoculation to the culture tanks of
10* UFC/mL with the first water exchange performed at 4, 8 or 12 h post-infection, during
the 48 hours of experimentation.

Keywords: AHPND, Penaeus vannamei, shrimp post-larvae, challenge tests, Vibrio

parahaemolyticus.
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Introduccion

La producciéon de camar6n es una de las principales actividades econdémicas del
Ecuador. La acuicultura representa el 3% del producto interno bruto (PIB) del pais. En el
afio 2020, la acuicultura aporta con 261.000 plazas de empleo directo e indirecto. El cultivo
de camarén ha experimentado en general una evolucidon positiva ganando el
reconocimiento como unos de los mejores camarones a nivel mundial (CNA, 2020). De tal
forma que en afio 2019, el camardn ecuatoriano es exportado a diferentes continentes como
Asia (66%), Europa (19%), Estados Unidos (12%) y América (2%) (CNA, 2020).

Sin embargo, la industria camaronera mundial se ve permanentemente afectada por
la aparicion de enfermedades de tipo bacteriano, destacandose entre ellas la vibriosis
causante de grandes mortalidades en los cultivos de crustaceos y peces (Chen et al., 2000).
Esta enfermedad es causada por varias especies de Vibrio, entre las que se incluyen: Vibrio
harveyi, Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus y Vibrio
penaeicida (Ishimaru et al., 1995). Este género Vibrio ha sido causante de grandes pérdidas
econdmicas para la industria de produccion de crustaceos (Decamp et al., 2008; Burge et
al., 2007). En los sistemas acuicolas, los problemas generalmente se suscitan en los
primeros estadios larvales y post-larvales de los camarones, causados por microrganismos
patdgenos, que generalmente se encuentran en los cultivos (Aguirre-Guzman et al., 2005).

Particularmente, en Ecuador, entre 1989 y 1990, el sindrome de la Gaviota,
asociado a cepas de V. parahaemolyticus, V. vulnificus, y V. alginolyticus provoco hasta
90% de mortalidad en granjas camaroneras y una caida importante en la produccion
nacional. Sin embargo, los principales problemas bacterianos han afectado a las

larviculturas de larvas y post-larvas, destacando el sindrome de Bolitas, causado por V.
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harveyi (Robertson et al., 1998), y el sindrome de Zoea 2, causado por V. harveyi y V.

alginolyticus (Vanderberghe et al., 1999). Recientemente, se encontrd que nuevas cepas
patogénicas han aparecido en las larviculturas ecuatorianas (Vibrio campbellii, Vibrio
owensii, Vibrio inhibens y Vibrio natriegens), evidenciando la necesidad de encontrar
tratamientos efectivos para combatir estas cepas patogénicas (Sotomayor et al., 2019).

En los ultimos afios se ha observado la aparicion de una cepa altamente virulenta
de V. parahaemolyticus que produce la enfermedad de AHPND y afecta a P. vannamei y
Penaeus monodon (FAO, 2013; Tran et al., 2013). La cepa porta pladsmidos de ~69 kbp que
contienen genes codificantes para las toxinas mortales (Pir'P), similares a las toxinas
binarias PirA y PirB de los insectos relacionados al género Protorhabdus (Phiwsaiya et al.,
2017; Han et al ., 2015). La enfermedad causa dafio histopatologico en las primeras etapas
del desarrollo del camaron y la principal caracteristica patognomonica de la enfermedad es
el desprendiendo masivo de las células epiteliales de los tubulos hepatopancreéticos. Este
sindrome fue reportado por primera vez en el 2009 en camarones juveniles de cultivo en
China, en las especies P. monodon y P. vannamei. En los afios siguientes se propagd a
varios paises, afectando a Vietnam (2010), Malasia (2011), Tailandia (2012), México
(2013), Filipinas (2015), Suramérica (2016) y Estados Unidos (2017) (Dhar et al., 2019;
Restrepo et al., 2016; Thitamadee et al., 2016; Soto-Rodriguez et al., 2015; de la Pefia et
al., 2015; Nunan et al., 2014; FAO, 2013).

El protocolo de desafio de Tran et al. (2013) es la principal metodologia usada para
infectar a juveniles de camarén con bacterias causantes de AHPND, y muchas
investigaciones sobre la enfermedad utilizan este protocolo (Restrepo et al., 2018). El

protocolo utiliza dos inmersiones, con una concentracion bacteriana especifica y produce
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100% de mortalidad hasta los cuatro dias post-infeccion. Sin embargo, las pruebas de
productos antimicrobianos requieren el empleo de tasas de mortalidades mas bajas, para
poder observar potenciales efectos de estos productos.

El presente estudio, tiene la finalidad de realizar una estandarizacion de las pruebas
de desafio de post-larvas de camardn P. vannamei infectadas con V. parahaemolyticus
causante de AHPND, que permita determinar una relacion dosis-respuesta para la
mortalidad de las post-larvas. Especificamente, se hipotetiza que la mortalidad de las post-
larvas de camarén infectadas con V. parahaemolyticus causante de AHPND es una funcién
de la concentracion bacteriana, tiempo de exposicion al patdogeno y protocolo de recambio
de agua. Para evaluar esta hipdtesis se determinara la relacion dosis-respuesta para la
mortalidad de post-larvas de camardn P. vannamei desafiadas con varias concentraciones
bacterianas de V. parahaemolyticus, tiempo de exposicion al patdégeno y protocolos de

recambio.
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Antecedentes

Ecuador tiene como primer producto de exportacion no petrolero al camarén blanco
Penaeus vannamei de cultivo, y es el segundo exportador a nivel mundial, detras de la India
(Alvarado, 2020). En el 2020 se exportdé 688 millones de libras de camar6n, generando
ganancias de $ 3.823,53 millones. Siendo el continente Asiatico el principal mercado para
el camar6n ecuatoriano, con un 58,3% del total de exportaciones de enero a agosto del
2020 (CNA, 2021).

Sin embargo, diversas enfermedades bacterianas afectan a la produccion de
camaréon en Ecuador (Sotomayor et al., 2019), lo cual limita la produccién. Por
consiguiente, es importante prestar atencion a las enfermedades bacterianas emergentes
que afectan al cultivo de camarén, tal como es el caso de la Enfermedad de la Necrosis
Hepatopancreatica Aguda (AHPND). Esta enfermedad emergente estd afectando los
ingresos econdmicos de los principales paises productores de camardn a nivel mundial
(Thitamadee et al., 2016; Tran et al., 2013). AHPND es provocado por varias especies del
género Vibrio, especialmente por cepas de la especie Vibrio parahaemolyticus (Tran et al.,
2013).

Por lo general, los brotes de mortalidad provocados por esta enfermedad suelen
ocurrir dentro de los 35 dias posteriores a la siembra en el estanque de cultivo (Thitamadee
etal., 2016), pero también ocurre en estadios tempranos de larvas y post-larvas de camaron,
llegandose a reportar mortalidades de hasta el 100%. Por tal motivo, es importante contar
con agentes antibacterianos que puedan controlar esta enfermedad (Sotomayor et al 2019;
Rendoén, L., & Balcazar, J. L., 2016). Una de las principales herramientas utilizadas para

probar la eficacia de agentes antimicrobianos son las pruebas de desafio (challenge tests),
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que consisten en experimentos in vivo, donde se desafia a animales susceptibles con un

agente infeccioso para observar la tasa de mortalidad (Tran et al., 2013).
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Planteamiento del Problema

Uno de los principales problemas que afectan al desarrollo de la acuicultura es la
existencia de enfermedades de procedencia bacteriana que habitualmente se encuentran en
los cultivos de los camarones y que causan millones de pérdidas econémicas (Zorriehzahra
& Banaederakhshan, 2015).

AHPND es una de las enfermedades mas emergentes del cultivo de camarén, dado
que, causa importantes pérdidas econdémicas de millones de dolares, alcanzando
mortalidades del 100% (Thitamadee et al., 2016). Este patdgeno es producido por varias
cepas patogenas de Vibrios [V. parahaemolyticus, V. harveyi (Kondo et al., 2015), V.
campbellii (Dong et al., 2017; Han et al., 2017), V. owensii (Liu et al., 2015) y Vibrio
punensis (Restrepo et al., 2018)].

Actualmente, circulan en el mercado nacional e internacional innumerables
productos para contrarrestar los embates de las enfermedades bacterianas que causan
estragos en la produccion del camaron. La prueba de desafio propuesta en la literatura
genera 100% de mortalidades en juveniles de camarén (Tran et al., 2013). Por lo que, es
necesario estandarizar pruebas de desafios para post-larvas de camaron que brinde la
posibilidad de dar a los productos antibacterianos eficaces la posibilidad de generar una
respuesta favorable y observar diferencias reales, en comparacion con productos no
eficaces o controles negativos. En consecuencia, se debe desarrollar pruebas de desafio que
generan mortalidades variables, lo cual se podria obtener con la variacion de: distintos
niveles de concentraciones bacterianas, tipo y tiempo de inmersion, asi como protocolos

de recambio de agua en las unidades experimentales.
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Justificacion

Los eventos de mortalidades en cultivos de post-larvas de camarén causados por
infecciones bacterianas han provocado el uso de una amplia gama de productos, tales como
probidticos, aceites esenciales, acidos orgénicos, entre otros. El uso de productos realmente
eficaces contra infecciones bacterianas redundara en una mejor produccion y una mayor
rentabilidad a la cosecha. Para verificar la eficacia de estos productos se necesitan que sean
aplicados a las post-larvas en condiciones de infeccion. Las pruebas de desafio son
experimentos, donde se confronta en condiciones experimentales, y por tanto controladas,
a organismos acudticos con un patégeno determinado (Dominguez-Borbor et al., 2019;
Tran et al., 2013). A través de estas pruebas de desafio es posible conocer el efecto de los
productos antibacterianos sobre la supervivencia de post-larvas de camarén, y con ello
evaluar la eficacia de los posibles métodos de control de infecciones (Sotomayor et al.,
2019). El desafio por inmersion es el tipo de infeccidon inducido que se utiliza para
reproducir una enfermedad con etiologia bacteriana.

A pesar que, a nivel mundial, se estd continuamente desarrollando agentes
antimicrobianos para combatir AHPND, no existe al momento publicaciones sobre
pruebas estandarizadas de desafio con bacterias causantes de AHPND para post-larvas
de camardén. Un protocolo estandarizado de desafio con bacterias causantes de AHPND,
que permita conocer cudles son las respuestas de mortalidad reproducibles a diferentes
concentraciones bacterianas podra ser usado para evaluar la efectividad de productos contra
la patogenicidad de V. parahaemolyticus causante de AHPND para post-larvas de camarén

P. vannamei.
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Alcance

En el proyecto de investigacion se estudioé la supervivencia de post-larvas de
camaron P. vannamei, en funcion de la exposicion a varias concentraciones bacterianas de
V. parahaemolyticus causante de AHPND, tiempo de exposicion del patogeno a las post-
larvas y protocolos de recambios de agua a las unidades experimentales, mediante la
ejecucion de varias pruebas de desafio.

Para llegar a esta estandarizacion, se realizaron varios experimentos combinando
distintas concentraciones, recambios de agua y tiempo de exposicion mediante infecciones
experimentales de post-larvas P. vannamei (PL7-PL9) infectadas con una cepa patégena

de V. parahaemolyticus positiva a AHPND.
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Objetivos

Objetivo General

Estandarizar un protocolo de desafio con bacterias patogenas V. parahaemolyticus

para post-larvas de camaron P. vannamei

Objetivos Especificos

Evaluar la relacion dosis-respuesta para la mortalidad de post-larvas de camarén P.
vannamei  desafiadas con varias concentraciones bacterianas de V.
parahaemolyticus.
Desarrollar un protocolo de desafio con V. parahaemolyticus para post-larvas de
camaron P. vannamei que genere diferentes rangos de mortalidades.

Hipotesis

La mortalidad de las post-larvas de camar6n infectadas con V. parahaemolyticus

depende de la concentracidon bacteriana, tiempo de exposicion con el patdgeno y/o

protocolo de recambio de agua.

Variables

Variable Independiente:

Concentracion bacteriana y tiempo de exposicion a V. parahaemolyticus vy,

recambios de agua en unidades experimentales sembradas con post-larvas de camaron.

Variable Dependiente:

Mortalidad de las post-larvas de camaron.
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Marco Teodrico

Camaron Penaeus (Litopenaeus) vannamei

El camarén blanco P. vannamei es la especie mas cultivada en América Latina
(Figura 1). La salinidad y la temperatura son dos de los factores mas importantes en el
cultivo (Arzola et al., 2013). Adultos de P. vannamei tienen una longitud de 23 cm, su
coloracién es blanca translicida o amarillo palido, y tienen una cabeza ligeramente mas
oscura. El periodo de madurez sexual tarda entre 6-7 meses. La hembra desova
aproximadamente unos 250.000 huevos, que son liberados al mar y que aproximadamente
en 16 horas eclosionan. La larva sufre una serie de cambios de estadios antes de llegar a la
etapa post-larval. Aproximadamente, 5 dias después de completada la etapa post-larval,
migra hacia aguas estuarinas y modifica la dieta plancténica.

Figura 1.

Camaron Penaeus (Litopenaeus) vannamei colectado del mar (izquierda) y de piscina

camaronera (derecha).
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Bacterias Patogenas del Género Vibrio

El género Vibrio proviene de la familia Vibrionaceae y consta de 48 especies, de
las cuales al menos 12 son patéogenos humanos, entre estos Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus y V. vulnificus.

La vibriosis es una enfermedad de camar6n causada por diferentes especies de
Vibrios, y ocurren en cualquier etapa de la vida de estos animales, pero principalmente en
la etapa larvaria. Las infecciones pueden ser causadas por la contaminacion de huevos y
nauplio por heces de los padres durante el desove y eclosion (Cuéllar-Anjel. J, 2013a).
Enfermedad de Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND)

AHPND es una enfermedad de camardn de etiologia bacteriana (Tran et al., 2013)
causada por bacterias patdgenas pertenecientes a los clados Harveyi (V. parahaemolyticus,
V. harveyi, V. owensii y V. campbellii) y Orientalis (V. punensis) del género Vibrio. Estas
cepas contienen plasmidos que portan genes codificantes para las toxinas binarias PirA y
PirB, que son las que provocan la mortalidad en los camarones (Han et al., 2015; Lee et
al., 2015; Gomez-Gil et al., 2014; Goémez-Jiménez et al., 2014; Kondo et al., 2014; Yang
etal., 2014). La bacteria coloniza el tracto digestivo de los camarones y las toxinas binarias
liberadas por estas bacterias causan necrosis en el hepatopancreas (Cuéllar- Anjel. J,
2013b). Estas toxinas también actian en forma binaria en insectos como mosquitos y
polillas para producir toxicidad (Ahantarig et al., 2009; Blackburn et al., 2006), y las
afectaciones patologicas de estas toxinas son también similares a la de estos insectos,
caracterizadas por inflamacion severa en el epitelio del intestino medio (Blackburn et el.,
2006). Inicialmente, la enfermedad se la conocia con el nombre de sindrome de mortalidad

temprana (EMS) porque la mortalidad ocurria entre 10 y 35 dias después de llenar los
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estanques de cultivo de camarones con post-larvas de camaron ( Hong et al ., 2016; de La
Pena et al., 2015); Joshi et al., 2014; Tran et al., 2013). Sin embargo, los camarones
juveniles también pueden verse afectados, pudiendo ocurrir brotes hasta 96 dias después
de la siembra en los estanques (de La Pefia et al., 2015). Las mortalidades pueden ser de
hasta el 100% (Hong et al., 2016; FAO, 2013; NACA, 2012). La transmision es horizontal
por via oral y cohabitacion.

Aunque AHPND puede ser causada por varias especies de Vibrios, V.
parahaemolyticus es una de las especies mas reportadas por la literatura cientifica. Por lo
general, el V. parahaemolyticus asociado a AHPND es similar a las cepas que no causan
AHPND, con la excepcion de la presencia de los pldsmidos portadores de los genes
codificantes para las toxinas PirA y PirB. V. parahaemolyticus es una bacteria Gram-
negativa, halofila y mesofila, que posee forma de bacilo, pudiendo presentar dos
morfologias: con un flagelo polar 6 rodeado de varios flagelos, (Trujillo, 2016). De acuerdo
a Kaneko & Colwell, (1973), este patogeno habita en ambientes salinos, marinos o
estuarinos, proliferando de manera muy rapida en climas célidos. Se puede encontrar
nadando libremente, fijado en el fondo del agua, o habitando bivalvos y crusticeos
(McCarter, 1999).

Diagnostico de AHPND

Los principales signos clinicos observados en camarones afectados con AHPND
son: hepatopancreas atrofiado (Figura 2) con coloracioén palida o blanquecina (Cuéllar-
Anjel. J, 2013b). Los camarones afectados también presentan signos comunes a otras
enfermedades como, nado erratico, situandose muchas veces en el fondo del estanque,

exoesqueleto blando, musculo opaco, crecimiento reducido e intestino entrecortado
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(Cuéllar- Anjel. J, 2013b). Algunos de estos signos clinicos son de caracteristicas similares

a las enfermedades producidas por el virus de la mancha blanca, vibriosis sistémica, virus
del sindrome de Taura y virus de la cabeza amarilla (Cuéllar- Anjel. J, 2013b).

Figura 2.

Fotografia de dos juveniles de P. vannamei (Vietnam), ambos con hepatopancreas
atrofiados, signos clinicos indicativos de AHPND. Fuente: (Cuéllar- Anjel. J, 2013b).

La prueba de oro para el diagnostico de AHPND se realiza con analisis de
histopatologia, siendo el principal hallazgo el desprendimiento severo de los tubulos del
hepatopancreas en la fase aguda y de transicion de la enfermedad (Figura 3, Tabla 1). Estas
lesiones avanzan en forma caracteristica de sentido proximal a distal. En la fase terminal
de la enfermedad se observa una masiva infeccion de bacterias oportunistas, marcada
inflamacion, melanizacién multifocal y destruccion masiva del hepatopancreas (Tabla 1).

La deteccion de la infeccion se realiza con andlisis de biologia molecular, a través
principalmente de un PCR anidado usando los primers AP4, que amplifica 100% de la
region del gen pirA y 70% de pirB (1.269 pb producto del primer paso y 230 pb producto

anidado) (Sritunyalucksana et al., 2015).
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Tabla 1.
Principales hallazgos histopatologicos en camarones afectados con AHPND (Morales-

Covarrubias y Gomez-Gil, 2014).
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Figura 3.
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Camaroén P. vannamei mostrando hallazgos histopatologicos del hepatopancreas en fase
terminal de AHPND: destruccion de la mayoria de los tibulos e infeccion bacteriana

masiva e infiltraciones hemociticas. Fuente: (Valera-Mejia et al., 2017).
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Materiales y Métodos

Se realizaron cinco experimentos para evaluar la relacion dosis-respuesta de la
supervivencia de post-larvas de camarén P. vannamei desafiadas con varias
concentraciones bacterianas de V. parahaemolyticus. En estos experimentos, la
concentracion bacteriana y la supervivencia de las post-larvas se consideraron como las
variables dosis y respuesta, respectivamente. Se determind, ademas, el efecto del nimero
y tipo de exposicion de las post-larvas con cultivo bacteriano y el protocolo de recambio
de agua (tipo de recambio y tiempo al primer recambio) sobre la mortalidad de las post-
larvas. Con la informacion obtenida de los cinco experimentos se modeld la supervivencia
de las post-larvas en funcion de las variables estudiadas, mediante un analisis de regresion
multiple. Los resultados del mejor modelo de regresion multiple se usaron para determinar
varias condiciones de protocolos de desafio con V. parahaemolyticus que generaron
diferentes rangos de supervivencia de post-larvas. Finalmente, se determiné las
condiciones experimentales que producen un rango de supervivencia del 40-60% en
condiciones de infeccion con V. parahaemolyticus, adecuado para probar la eficacia de
productos antibacterianos comerciales o que se encuentren en fase de desarrollo.
Obtencion de Post-larvas

Las post-larvas de camaron P. vannamei se adquirieron de un Laboratorio
Comercial de la provincia de Santa Elena. Se utilizaron post-larvas en estadios similares
(PL7-PL9) para los distintos experimentos para disminuir el error experimental por efecto
del estadio post-larval. Los especimenes fueron trasladados en dobles fundas plasticas de

polietileno inyectadas con oxigeno puro hasta las instalaciones del CENAIM-ESPOL (San
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Pedro, Santa Elena), tomando un tiempo maximo de tres horas hasta la siembra en las

unidades experimentales.
Cultivo Bacteriano

La cepa V. parahaemolyticus Ba94C2 (preservada a -80°C en TSB, al 2% de NaCl
y 20% de glicerol) del cepario del Laboratorio de Microbiologia del CENAIM, causante
de AHPND (Figura 4), fue utilizada como cepa patdgena para todos los desafios
experimentales (Restrepo et al. 2016). La cepa fue reactivada siguiendo el protocolo del
Laboratorio de Microbiologia de CENAIM. Brevemente, la cepa fue reactivada en Agar
Trypticasa Soya (TSA), suplementada con 2% de NaCl y 2% de Bacto Agar. El método de
siembra utilizado fue por estrias o agotamiento. La cepa fue incubada en 30 °C durante 24
h. Luego de ser verificada la pureza de la cepa, se tomo una colonia y se deposité en 100
mL de caldo de Bacto Peptona en agua de mar. El procedimiento se realizo dentro de la
Céamara de Seguridad Biologica clase II (Air Tech BCM 1002W). El recipiente de medio
liquido de Bacto Peptona se agitd a 110 rpm durante 7 h en un agitador (New Brunswich
Scientific CLASSIC C10) para obtener una concentracion bacteriana final de 2 x 10®

UFC/mL.
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Figura 4.

Cepa de V. parahaemolyticus (Ba94C2) cultivada en agar TCBS, donde se observan las
colonias bacterianas con una tonalidad verde.
Condiciones Experimentales

Las post-larvas se aclimataron lentamente en laboratorio para minimizar el estrés
de los animales, lo cual se realizé en un periodo de hasta 4 h, hasta alcanzar la temperatura
y salinidad experimental (30 °C y 35 g/L, Figura 5). Luego del periodo de aclimatacion,
las post-larvas fueron transferidas a las unidades experimentales (vasos pléasticos de 500
mL) provistas de agua de mar filtrada (2 pum) y esterilizada (300 mL) por autoclave
(Yamato SQ500C). La densidad de siembra en las unidades experimentales fue de 100
PL/L (30 post-larvas/unidad experimental). Luego de la siembra, las post-larvas fueron
alimentadas cada 2 h con dieta artificial. La dieta artificial fue siempre la misma en todos
los experimentos. Cada unidad experimental estuvo provista de aireacion constante. En los
experimentos en los que se realizo recambio, el agua de mar utilizada para los recambios

fue filtrada (2 um), esterilizada por autoclave y temperada a una temperatura de 30 °C.



) TR EUCACONSUPRROR, S
INSTITUTO SUPERIOR TECNOLOGICO (N4, TECNOLOGIA E INNOVACION

LUIS ARBOLEDA MARTINEZ
MANTA — MANABI — ECUADOR

Figura 5.

Proceso de aclimatacion (temperatura y salinidad) de post-larvas P. vannamei (PL7-PL9).
Experimentos 1y 2. Pruebas de Desafio Para Determinar el Numero de Exposiciones
Con Cultivo Bacteriano

La prueba de desafio de referencia utilizada para AHPND fue desarrollada para
camarones juveniles utilizando una doble inmersioén de los camarones, donde la primera
consistio de una inmersion corta (15 min) de los animales en una solucién bacteriana a 10®
UFC/mL, seguida de una inoculacion bacteriana directa a los tanques de cultivo hasta llegar
a una concentracion en los tanques de cultivo de 10° UFC/mL, y posterior siembra de los
animales en estos tanques de cultivo (Tran et al. 2013). Sin embargo, una doble inmersioén
implica un doble estrés en los animales, que provocaria un efecto adicional a las
condiciones estudiadas (concentracion bacteriana y protocolo de recambio) sobre la
supervivencia. Ademads, la ejecucion de una doble inmersion dificulta el manejo de la
experimentacion.

Por tanto, se realiz6 un primer experimento (Experimento 1) donde se evaluo6 la presencia
de diferencias en la supervivencia de las post-larvas por efecto del nimero de exposicion

con cultivo bacteriano. Se utilizaron dos tratamientos (Tabla 2). Uno de los tratamientos



) R DICKONSIPRR, 5
£ Re¢ INSTITUTO SUPERIOR TECNOLOGICO CIENCIA, TECNOLOGIA £ INNOVACION

LUIS ARBOLEDA MARTINEZ
MANTA — MANABI — ECUADOR

consistié de desafiar a las post-larvas con una sola inmersion directa a los tanques de
cultivo, donde la concentracion bacteriana estaba a 10° UFC/mL. Mientras que, el segundo
tratamiento consistio en desafiar a las post-larvas mediante una doble inmersion, donde las
post-larvas fueron inmersas en una solucion bacteriana corta de 2 min, a una concentracion
de 10® UFC/mL, seguida de una inoculacion bacteriana directa a los tanques de cultivo,

donde la concentracion bacteriana estaba a 10 UFC/mL (Figura 6 y Tabla 2).

Figura 6.

Procesos de infecciones bacterianas con inmersion corta y una sola inoculacion directa a
los tanques de cultivo

Se incluy6 un control negativo donde las post-larvas no fueron desafiadas con la
bacteria patogena (post-larvas cultivadas en agua de mar filtrada y esterilizada por
autoclave). Se utilizaron 12 réplicas por tratamiento, incluyendo al control negativo. No se
realiz6 recambios de agua durante los experimentos. El experimento tuvo una duracion de

48 h.
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Descripcion de los tratamientos evaluados en el Experimento 1.

Descripcion de los tratamientos

Concentraciéon
bacteriana - cepa
Tratamiento . . . V. Condiciones de
Tipo de inmersion . .
parahaemolyticus recambio
Ba94C2
(UFC/mL)
Doble inmersion: Inmersion 3 .
. 3 . 10° (Inmersioén corta
corta de 2 min (10°), seguida 6 .
) S . o 10°(Inmersion . .
Tl inoculacion bacteriana (10°) . Sin recambio
. directa a los tanques
directa a los tanques de .
. de cultivo)
cultivo
T Una sola inoculacion directa 106 Sin recambio

a los tanques de cultivo

El experimento fue repetido por una segunda ocasion (Experimento 2) para evaluar

la repetitividad de los resultados. Las condiciones experimentales del Experimento 2

fueron idénticas a la del Experimento 1, con la diferencia que se realizé un recambio a las

24 h (Tabla 3). El experimento tuvo una duracion de 48 h.

Tabla 3.

Descripcion de los tratamientos evaluados en el Experimento 2.

Descripcion de los tratamientos

Concentraciéon
bacteriana - cepa
Tratamiento . . . V. Condiciones de
Tipo de inmersion . .
parahaemolyticus recambio
Ba94C2
(UFC/mL)
Doble inmersion: Inmersion  10® (Inmersion
corta de 2 min, seguida de corta)
T1 igoculacién bacteriana 109 (Iqoculagién Recambio a las 24 h
directa a los tanques de bacteriana directa a
cultivo los tanques de
cultivo)
T Una sola inoculacion directa 106 Recambio a las 24 h

a los tanques de cultivo
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Experimento 3. Prueba de Desafio Para Determinar el Efecto de 1a Concentracion

Bacteriana y Tipo de Recambio

Una vez que se determiné el nimero adecuado de exposicion de las post-larvas con
cultivo bacteriano, se evaluo la relacion dosis-respuesta para la supervivencia de post-
larvas de camaron P. vannamei desafiadas con varias concentraciones bacterianas de V.
parahaemolyticus, a distintas condiciones de manejo de recambio de agua. Asi, en el
Experimento 3 se determino si existia un efecto significativo sobre la supervivencia de las
post-larvas por la concentracion bacteriana de infeccion y por el tipo de recambio
(recambio a las 24 h versus sin recambio durante el desafio experimental). Se utilizaron
diez tratamientos (Tabla 4), que resultaron de combinar las concentraciones bacterianas de
infeccion (102, 103, 104, 10° y 10® UFC/mL) y el recambio de agua (sin recambio versus
recambio a las 24 h post-infeccion). Se afiadid un control negativo (sin infeccion
bacteriana). El agua para el cultivo experimental y recambio fue filtrada (2 p) y esterilizada
por autoclave (121 °C durante 15 min). Los tratamientos donde se recambi6 agua tuvieron
3 réplicas experimentales, mientras que, los tratamientos donde no se recambid agua
tuvieron 4 réplicas experimentales. En todos los casos el desafio experimental se realizd
mediante una sola inoculacion directa a los tanques de cultivo. El experimento tuvo una

duracidn de 48 h.
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Descripcion de los tratamientos evaluados en el Experimento 3.

Descripcion de los tratamientos

Concentraciéon
bacteriana - cepa

Tratamiento . . . V. Condiciones de
Tipo de inmersion . .
parahaemolyticus recambio
Ba9%4C2
(UFC/mL)
T1 Una sola 1n0culac1op directa 102 Sin recambio
a los tanques de cultivo
T Una sola 1nocula01or} directa 10 Sin recambio
a los tanques de cultivo
T3 Una sola 1nocula01or} directa 10* Sin recambio
a los tanques de cultivo
T4 Una sola 1nocula01or} directa 10 Sin recambio
a los tanques de cultivo
TS Una sola 1nocula01or} directa 106 Sin recambio
a los tanques de cultivo
T6 Una sola 1n0cu1ac1qn directa 102 Recambio a las 24 h
a los tanques de cultivo
T7 Una sola 1nocula01or} directa 10° Recambio a las 24 h
a los tanques de cultivo
T8 Una sola 1nocula01or} directa 10* Recambio a las 24 h
a los tanques de cultivo
T9 Una sola 1nocula01or} directa 10 Recambio a las 24 h
a los tanques de cultivo
T10 Una sola inoculacion directa 106 Recambio a las 24 h

a los tanques de cultivo

38

Experimento 4. Prueba de Desafio Para Determinar el Efecto de 1a Concentracion

Bacteriana y Tiempo Para el Primer Recambio

En el Experimento 4 se determind si existia un efecto significativo sobre la

supervivencia de las post-larvas por la concentracion bacteriana de infeccion (104, 10° y

10 UFC/mL) y por el tiempo al primer recambio (4, 8 y 12 h post infeccion), para un total

de nueve tratamientos (Tabla 5). Se afadi6 un control negativo (sin infeccion bacteriana)

con recambio a las 24 h. El agua para el cultivo experimental y recambio fue filtrada (2 p)

y esterilizada por autoclave (121 °C durante 15 min). Todos los tratamientos tuvieron seis

réplicas experimentales. En todos los casos, el desafio experimental se realizd mediante
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una sola inoculacion directa a los tanques de cultivo. El experimento tuvo una duracion de
48 h.
Tabla S.

Descripcion de los tratamientos evaluados en el Experimento 4.

Descripcion de los tratamientos
Concentraciéon
bacteriana - cepa
Tratamiento . . . V. Condiciones de
Tipo de inmersion . .
parahaemolyticus recambio
Ba%4C2

(UFC/mL)
T1 Una sola 1n0culac1op directa 10 4h post infeccién
a los tanques de cultivo

T Una sola 1nocula01or} directa 10° 8 h post infeccion
a los tanques de cultivo

T3 Una sola 1nocula01or} directa 10° 12 h post infeccién
a los tanques de cultivo

T4 Una sola 1nocula01or} directa 105 4 h post infeccién
a los tanques de cultivo

Ts Una sola 1nocula01or} directa 105 8 h post infeccion
a los tanques de cultivo

Té Una sola 1n0culac1op directa 105 12 h post infeccién
a los tanques de cultivo

T7 Una sola 1nocula01or} directa 106 4 h post infeccién
a los tanques de cultivo

T8 Una sola 1nocula01or} directa 106 8 h post infeccion
a los tanques de cultivo

T9 Una sola 1nocula01or} directa 106 12 h post infeccién
a los tanques de cultivo

Experimento 5. Pruebas de Desafio Para Determinar el Efecto de la Concentracion
Bacteriana y Tiempo de Inmersion Corta

En el experimento 5, se determind el efecto del tiempo de inmersioén con la cepa
bacteriana sobre la supervivencia de las post-larvas, para lo cual se incluyd 6 tratamientos
infectados a diferentes tiempos de inmersion corta (1, 2, 3 y 4 min) con la cepa patogena y
a dos concentraciones bacterianas (10° y 10® UFC/mL, Tabla 6). Se afiadio un control
negativo (sin infeccidon bacteriana) con recambio a las 24 h. El agua para el cultivo

experimental y recambio fue filtrada (2 ) y esterilizada por autoclave (121 °C durante 15
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min). Todos los tratamientos tuvieron seis réplicas experimentales. El experimento tuvo

una duracion de 48 h.
Tabla 6.

Descripcion de los tratamientos evaluados en el Experimento 5.

Descripcion de los tratamientos

Concentracion
bacteriana - cepa
Tratamiento . . . V. Condiciones de
Tipo de inmersion . .
parahaemolyticus recambio
Ba94C2
(UFC/mL)
T1 Inmersion corta de 1 min 108 Recambio alas 24 h
T2 Inmersion corta de 2 min 108 Recambio alas 24 h
T3 Inmersion corta de 3 min 108 Recambio alas 24 h
T4 Inmersion corta de 4 min 108 Recambio alas 24 h
T5 Inmersion corta de 2 min 10° Recambio alas 24 h
T6 Inmersion corta de 4 min 10° Recambio alas 24 h

Modelaje de la Supervivencia Acumulada y Tiempo Medio en Morir

La supervivencia acumulada a las 48 h post-infeccion y el tiempo medio de
supervivencia de las post-larvas (datos de los cinco experimentos) fueron modelados por
separado, en funcion de las variables explicativas planteadas en la hipdtesis de la
investigacion, mediante un analisis de regresion multiple. Donde las variables explicativas
fueron: concentracion bacteriana (transformada a logaritmo), tipo de inmersion (variable
nominal con dos categorias: una sola inoculacion directa a los tanques de cultivo e
inmersion corta) y tiempo al primer recambio. Ademas, se cred una variable nominal de
condiciones de recambio, con dos categorias: sin recambio/recambio a las 24 h post-
infeccion y recambio a las primeras 12 h post-infeccion (incluye primeros recambios
realizados a las 4, 8 y 12 horas). Los resultados del mejor modelo de regresion maltiple se
usaron para determinar varias condiciones de protocolos de desafio con V.

parahaemolyticus que simularon diferentes rangos de mortalidades de post-larvas de
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camaron. Con esta informacion, se determiné las condiciones experimentales que simulan
entre 40-60% de supervivencia en condiciones de infeccion con V. parahaemolyticus.
Analisis de datos

En cada experimento, las diferencias en la mortalidad acumulada a las 48 h post-
infeccion entre tratamientos se analizaron mediante andlisis de varianza de una via
(ANOVA). La hipotesis nula (sin efecto del tratamiento) se rechazé con un valor de p <
0.05. La homogeneidad de la varianza de todos los tratamientos se examind mediante la
prueba de Bartlett. La asuncion de normalidad se examindé mediante la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilks. Se utiliz6 la prueba de diferencia significativa honesta de
Tukey para comparar las medias de los tratamientos cuando el resultado de ANOVA fue
significativo. El efecto de las diferencias entre tratamientos se consider6 significativo con
un valor de p < 0.05. Adicionalmente, en cada experimento, se realizd un analisis de
supervivencias de Kaplan-Meier para estimar la existencia de diferencias significativas en
la distribucion de las curvas de supervivencias durante el periodo completo de desafio de
48 h. Se utiliz6 el estimador de log-rank para estimar diferencias significativas entre
tratamientos. Finalmente, se realizd un andlisis de regresion multiple para explicar la
supervivencia acumulada a las 48 h post-infeccion y el tiempo medio de supervivencia en
funcién de las variables: concentracion bacteriana (variable continua), tipo de inmersioén
(variable de dos categorias: inmersion corta versus una sola inoculacion directa a los
tanques de cultivo) y condiciones de recambio (variable de dos categorias: recambio ya sea
que se haya efectuado el recambio a las 4, 8 o 12 horas post-infeccion versus recambio a

las 24 h post-infeccion o que no se haya realizado recambio). Los modelos consideraron
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efecto de interacciones entre las variables explicativas. Todas las pruebas estadisticas se
realizaron con el software estadistico R.
Analisis de Muestras
Analisis Microbioldgico

Para cada experimento se realizd cuantificacion de la concentracion bacteriana
presente en las post-larvas antes de iniciar la experimentacion. Brevemente, la metodologia
consistio en la coleccion de una muestra del lote inicial de post-larvas (1 g), las mismas
que fueron lavadas con agua de mar autoclavada y maceradas para homogeneizar la
concentracion bacteriana, realizando este proceso en una Camara de Seguridad Bioldgica
de clase II (Air Tech BCM 1002W). Se tomaron alicuotas (100 pL) y se realizaron
diluciones seriadas de 10 veces (10 a 10”°) en una solucion de NaCl estéril al 2% para
crecimiento en placas Petri de bacterias totales en Agar Marino (Difco). Se realizé el
mismo procedimiento para el crecimiento de Vibrios (diluciones seriadas 10! a 10-) en
Agar tiosulfato citrato bilis sal sacarosa (TCBS, Difco) (Figura 7). Las placas fueron
incubadas a 30 °C durante 24 h (Incubador Thermo Scientific 51028065). Los recuentos
bacterianos se realizaron a partir de placas que contuvieron entre 30 a 300 colonias, y

fueron expresaron como unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/gramo).
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Figura 7.

Proceso de siembra de muestras para los analisis microbioldgicos en agar TCBS y agar
Marino dentro de camara de seguridad bioldgica.
Deteccion de Genes Codificantes Para las Toxinas PirA y PirB

En cada experimento, se realizd la deteccion por analisis de PCR de los genes
codificantes para las toxinas PirA y PirB a una muestra de post-larvas moribundas de cada
tratamiento (pool de macerado de las respectivas unidades experimentales), para confirmar
la efectividad de la infeccion experimental. Asi como a los animales usados en los controles
negativos (pool de las respectivas unidades experimentales), para descartar infecciones con
AHPND. En todos los casos se siguid la metodologia descrita a continuacioén. Una alicuota
(100 uL) de la dilucion de post-larvas de 107 (analisis microbioldgico) fue enriquecida con
5 mL de medio TSB y suplementada con 2% de NaCl. La muestra fue incubada durante 24
h a 30°C. Brevemente, la extraccion de ADN se realizo a partir de este cultivo bacteriano,
centrifugado a 8000 rpm por 2 min. La lisis celular se realizé buffer de lisis y SDS. Las
muestras se incubaron a 55 °C por 1 h. Se realiz6 una extraccion de fenol-cloroformo. Los
productos amplificados se detectaron con un PCR punto final con los iniciadores AP4-F1

y AP4-R1 (Sritunyalucksana et al., 2015). Las amplificaciones se realizaron en un
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termociclador Applied Biosystems (Figura 8). Las alicuotas de los productos de PCR

fueron verificados con electroforesis en un gel de agarosa del 1.5% (100 V, por 45 min),
conteniendo buffer TBE y suplementado con SYBR® Safe (Invitrogen). La visualizacién
de los productos amplificados se realizd con un trans-iluminador con luz ultravioleta.

Figura 8.

Proceso de extraccion de ADN con fenol dentro de la Sorbona, unos de los pasos para el
analisis de PCR
Anadlisis Histopatolégico

Se colectaron muestras del lote inicial de post-larvas de camaron para analisis de
histopatologia con el objetivo de observar el estado de salud y descartar afectacion por
AHPND vy de las post-larvas moribundas de los tratamientos infectados para confirmar la
efectividad de la infeccion. En todos los casos, las muestras fueron enjuagadas con agua
de mar autoclavada y preservadas en solucion Davidson. Después de 24 horas, el fijador
fue reemplazado con etanol al 70%, permaneciendo en esta solucion hasta el respectivo
analisis (Figura 9). El andlisis de histopatologia se realizd siguiendo la metodologia

descrita por Bell & Lightner (1988). Las observaciones histopatologicas estuvieron
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enfocadas principalmente en determinar el grado de afectacion causado en el
hepatopancreas por lesiones compatibles con AHPND, categorizando estos dafios como:
muy leve, leve, medio y severo.

Figura 9.

Proceso de purificacion de las muestras de post-larvas de camaron P. vannamei para

realizar el analisis histopatologico.
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Resultados

Experimentos 1y 2. Pruebas de Desafio Para Determinar el Numero de Exposiciones
con Cultivo Bacteriano

En el experimento 1, no se observo diferencias significativas en el tiempo medio
de supervivencia (p = 0.112), ni en la supervivencia acumulada (p = 0.451) entre los dos
tipos de inmersion (Figura 10, Tabla 7). Siendo estos dos tipos de inmersion: inmersion
directa de las post-larvas al agua del tanque experimental con una concentracion de bacteria
patogena de 10° UFC/mL versus la doble inmersion.

Figura 10.

100 = e e e e e - — - - - - —————— -
--------- T1: Doble inmerson: Inmersion
90 corta 2 min (10"8), seguida
inoculacion bacteriana (10" 6)
80 directa a los tanques de cultivo,
70 sin recambio
§ T2: Una sola inoculacion
= 60 directa a los tanques de cultivo
8 (10"6) sin recambio
o
o 50
E 40 = = = (Control negativo
Q.
=
v 30
20
o TR
0 S

Tiempo (horas)

Supervivencias registradas durante el Experimento 1.
En el experimento 2, cuando se realizd recambio de agua a las 24 horas post-
infeccidn, al igual que en el Experimento 1, tampoco se observo diferencias significativas

en la supervivencia acumulada (p = 0.209) entre los dos tipos de inmersion. Sin embargo,
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los tiempos medio de supervivencia fueron significativamente distintos entre los dos

tratamientos (p < 0.0001, Figura 11, Tabla 7). Las post-larvas que recibieron doble
inoculacién bacteriana (Tratamiento TI1, Figura 11, Tabla 7) sobrevivieron
significativamente menos tiempo (13.5 £ 0.5 horas) comparado con las post-larvas que solo

recibieron la infeccion a través de la inoculacion directa a los tanques de cultivo (18.4 +

0.8 horas).

Figura 11.

100 g — — — — ———
90 R e — T1: Doble inmers6n: Inmersion
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20 A inoculacion bacteriana (10°6)
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N con recambio
o [
X \ : o
=~ 60 N T2: Una sola inoculacion
~§ \ directa a los tanques de cultivo
g 50 \ (10"6), con recambio
= Y
E 40 5
(=¥ \‘
a 30 I == == = (Control negativo
20
10
0
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Supervivencias registradas durante el Experimento 2.
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Tabla 7.

Descripcion de los tratamientos evaluados en los cinco experimentos (Protocolos de infeccion bacteriana y de recambio de agua).
Resultados de los andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier para tiempo medio de supervivencia (promedio + error estdndar) y de
analisis de varianza de una via (ANOVA) para la supervivencia acumulada (promedio =+ error estandar) a las 48 h post-infeccion. Dentro

de cada experimento, letras diferentes indican diferencias significativas al 95% de confianza, segtin analisis de supervivencias de Kaplan-
9 9

. r
Meier 6 ANOVA.
Protocolo de infeccién
bacteriana (tipo de
infeccion, tiempo  de . . . Anilisis de supervivencia de Al . .
L . . Recambio de agua (horas post-infeccién) . Anilisis de varianza de una via
exposicion en inmersion Kaplan-Meier
Experimento Tratamiento corta Y concenfr?’clon
bacteriana de exposicion)
Inoculaciéon Tiempo medio de Supervivencias
Inmersiéon directa a los p. . acumuladas a
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 supervivencia p-value p-value
corta tanques de (horas) las 48 h post-
cultivo infeccién (%)
Tl 10%- 2 min 10 - - - - - - - - - - - - - 1834+04° 0.28+03*
Experimento 1 0.112 0.451
T2 i 10 - - - - - - - - - - - - - 19.4+05* 1.0+03*°
Tl 10° 2 min 10° \/ 135+05° 22+1.1°
Experimento 2 n p <0.0001 0.209
T2 * 10° \/ 184+08"° 56+22°
Tl i 10 - - - - - - - - - - - - - 43.1+1.1¢% 842+0.8°¢
T2 i 10° - - - - - - - - - - - - - 322+13°¢ S5l.1+14.1°¢
T3 i 10* - - - - - | - - - - - -l - - 233+ 114 13.3+54°°
T4 b 10° I N - - - - - - 188+1.0° 42+£1.6°
1 *
Experimento 3 T5 * 10° - - - - - - - - - - - - - 15.0+08"° p <0.0001 0+0 <0.001
6 t 10° + 434zx12t §4.4£22°¢
+
17 * 10° \/ 342+1.6° 46.7+13.9°¢
+
T8 * 10* \/ 23.6+13¢ 1L.1+2.9°
+ <
T9 * 10° \/ 189+13°¢ 6.7+3.3%
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T10 t 10° \/ 12.7+0.7° 00"
+
Tl * 10 \/ \/ 423+08° 69.4+35°¢
go) t 10* + + 441£06¢ 7112356
+
T3 * 10* \/ \/ 432+0.7°¢ 70.6+3.4°¢
+ <
T4 * 10° \/ \/ 214+1.0° 13.9+1.8°°
+ <
Experimento 4 TS * 10° \/ \/ 216+1.0° p<0.0001 133+£27%° <0.001
6 t 10° + ~ 246+1.0° 161£3.0°
+
17 * 10° \/ \/ 14.0+0.7° 3.89+2.0°
+
T8 * 10° \/ \/ 13.4+0.6° 33+12°
+
T9 * 10° \/ \/ 13.0£0.7* 38+1.0°
8
T1 10°-1 - + 15.1406° 1,1£07°
min
8
T2 1?ni’nz - \/ 172+038° 6.1+1.8°
T3 10* 3 min - \/ 169+0.9° 72+16°
Experimento 5 3 p <0.0001 <0.001
T4 1074 - \/ 135+0.6° 22+1.1°
min
6
TS5 10°-2 - \/ 45.0+0.6° 789+4.3°
min
6
T6 1074 - \/ 46.0+05° 85.0+£4.4°
min

Nota:

*: tratamientos no incluidos en el andlisis estadistico por no presentar variabilidad (desviacion estandar = 0)
V: recambio de agua

-: sin recambio de agua

1 no se realizd
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Experimento 3. Prueba de Desafio Para Determinar el Efecto de 1a Concentracion
Bacteriana y Tipo de Recambio

En el Experimento 3, cuando se compar¢ distintas concentraciones bacterianas de
exposicion y protocolo de recambio de agua, se encontré un efecto significativo de los
tratamientos sobre el tiempo medio de supervivencia (p < 0.0001, Figura 12, Tabla
7). Especificamente, se observd diferencias significativas por efecto de la concentracion
bacteriana, con una relacion inversa entre tiempo de supervivencia y concentracion
bacteriana, lo cual fue observado, tanto para los tratamientos con y sin recambio de agua
(Figura 12, Tabla 7). Sin embargo, no se observo diferencias significativas por efecto del
protocolo de recambio, a ninguna de las concentraciones evaluadas, excepto cuando las
post-larvas fueron expuestas a una concentracion bacteriana de 10° UFC/mL, donde la
supervivencia de las post-larvas que recibieron recambio de agua a las 24 h fue
significativamente inferior (12.7 = 0.7 h) comparada con la supervivencia de las post-larvas
que no recibieron recambio de agua (15.0 + 0.8 h). En tanto que, se observo dos grupos
de tratamiento con similares valores de supervivencia acumulada. Asi, en el primer grupo,
cuando las post-larvas fueron expuestas a las concentraciones 10>y 10° UFC/mL, la
supervivencia acumulada fue significativamente similar en ambos casos, y en un rango
entre 51.1% y 84.2% (tratamientos donde no se realiz6 recambio), y entre 46.7% y 84.4 %
(tratamientos donde se realizd recambios a las 24 h). Mientras que, en el segundo grupo,
cuando las post-larvas fueron expuestas a las concentraciones de 10*y 103 UFC/mL, las
supervivencias tampoco fueron significativamente distintas entre ambas concentraciones,

reportando supervivencias acumuladas entre 4.2% y 13% (tratamiento donde no se realizd
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recambios de agua) y entre 6.7% y 11.1% (tratamientos donde se realiz6 recambios a las
24 h). La supervivencia fue del 0% cuando la exposicion bacteriana fue de 10 UFC/mL
con ambos protocolos de recambio de agua. A una igual concentraciéon bacteriana, no
encontro diferencias significativas cuando se comparé la supervivencia acumulada entre
los dos protocolos de recambio de agua (Figura 12, Tabla 7).

Figura 12.
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Supervivencias registradas durante el Experimento 3.
Experimento 4. Prueba de Desafio Para Determinar el Efecto de 1a Concentracion
Bacteriana y Tiempo Para el Primer Recambio

En el experimento 4, dentro del grupo de tratamientos con la misma concentracion
bacteriana, no se encontr6 diferencias significativas en el tiempo medio de supervivencia,
ni en la supervivencia acumulada por efecto de los diferentes horarios del primer recambio

de agua post-infeccion, lo cual fue evidente a cada una de las tres concentraciones
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bacterianas de infeccion evaluadas (Figura 13, Tabla 7). Sin embargo, se encontrd
diferencias significativas tanto para el tiempo medio de supervivencia, como para la
supervivencia acumulada, por efecto de la concentracién bacteriana, mostrando una vez
mas una relacion inversa entre concentracion bacteriana y tiempo medio de supervivencia.

Figura 13.
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T5: Recambio 8 h (10°5) T6: Recambio 12 h (1075)
T7:Recambio 4 h (10M6) o T8: Recambio 8 h (1076)
— — — = T9: Recambio 12 h (1076) @ e» @» » Control negativo

Supervivencias registradas durante el Experimento 4.
Experimento 5. Pruebas de Desafio Para Determinar Efecto de la Concentracion
Bacteriana y Tiempo de Inmersion Corta

En el Experimento 5, se observo un efecto significativo por la concentracion
bacteriana en ambas variables (tiempo medio de sobrevivencia y supervivencia
acumulada), con una supervivencia significativamente superior en los tratamientos
expuestos a 10° UFC/mL, comparado con los tratamientos donde la exposicion fue a

108 UFC/mL. No se observo diferencias significativas entre el tiempo de exposicion



53

£ INSTITUTO SUPERIOR TECNOLOGICO oo
M LUIS ARBOLEDA MARTINEZ CINCIA TECNOLOGIA INOVACION
s MANTA — MANABI — ECUADOR

durante la inmersion corta. Sin embargo, se reportd un adelanto en la mortalidad cuando
los animales fueron expuestos a 4 min de exposicion, comparado con los otros tres
tratamientos, donde las post-larvas fueron expuestas entre 1 y 3 min durante la inmersion
corta (Figura 14, Tabla 7).

Figura 14.
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Supervivencias registradas durante el Experimento 5.
Modelaje de la Supervivencia Acumulada y Tiempo Medio en Morir

La supervivencia acumulada a las 48 h post infeccion y tiempo medio de
supervivencia de los cinco experimentos fueron significativamente explicadas por dos
modelos de regresion multiple que contuvieron a las variables explicativas planteadas en
la hipdtesis de la investigacion.

El modelo de regresion multiple que presentd el mejor ajuste para predecir la

supervivencia acumulada de las post-larvas a las 48 h post-infeccion es mostrada en la tabla
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8. Este modelo incluyd en forma significativa p < 0.0001 a las siguientes variables:
concentracion bacteriana, tipo de inmersion, condiciones de recambio, interaccion entre
concentracion bacteriana y tipo de inmersion e interaccion entre concentracion bacteriana
y condiciones de recambio. El modelo presentdé un coeficiente de determinacion R?
multiple alto de 0.88.

Tabla 8.

Resultado del modelo de regresion multiple que presentd el mejor ajuste para predecir la
supervivencia acumulada de post-larvas de camardn P. vannamei a las 48 h post-

infeccion (R? multiple = 0.88, p < 0.0001).

Variable Estimado Error Estandar Valor t Pr (>|t))
Intercepto. 315.28 38.34 8.22 <0.0001
Concentracion bacteriana (Logaritmo). -38.89 5.19 -7.50 <0.0001
Tipo de Inmersion. Baseline (Una sola
inoculacion directa a los tanques de -217.48 39.79 -5.47 <0.0001
cultivo).
Condiciones de Recambio. Baseline
(Recambio a las 4, 8 0 12 horas post- 98.37 26.95 3.65 0.002
infeccion).

Interaccion entre concentracion
bacteriana y tipo de inmersion.
Interaccion entre concentracion
bacteriana y condiciones de recambio.

21.45 5.68 3.78 0.001

-15.89 5.41 -2.94 0.008

En tanto que, el mejor modelo de regresion multiple para el tiempo medio de
supervivencia fue explicado significativamente (p < 0.0001) por las mismas variables, pero

mostrando un mayor coeficiente de determinacion (R? multiple = 0.95, Tabla 9).
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Tabla 9.
Resultado del modelo de regresion multiple que presentd el mejor ajuste para predecir
tiempo medio de supervivencia de post-larvas de camaron P. vannamei a las 48 h post-

infeccion (R? multiple = 0.95, p < 0.0001).

Variable Estimado Error Estandar Valor t Pr (>t
Intercepto. 134.98 9.59 14.08 <0.0001
Concentracion bacteriana (Logaritmo). -14.91 1.30 -11.50 <0.0001
Tipo de Inmersion. Baseline (Una sola
inoculacion directa a los tanques de -81.8 9.95 -8.22 <0.00001
cultivo).
Condiciones de Recambio. Baseline
(Recambio a las 4, 8 0 12 horas post- 47.58 6.74 7.06 <0.001
infeccion).

Interaccion entre concentracion
bacteriana y tipo de inmersion.
Interaccion entre concentracion
bacteriana y condiciones de recambio.

8.47 1.42 5.97 <0.0001

-8.42 1.35 -6.23 <0.0001

Evaluando los estimados para las distintas variables que explicaron
significativamente a la supervivencia acumulada a las 48 horas, se obtiene que dos
combinaciones de las variables explicativas son las que predicen un rango de supervivencia
cercano al 50% (Tabla 10). Segin el modelo una infeccion experimental con una sola
inoculacion directa a los tanques de cultivo de 10° UFC/mL y recambiando a las 24 h post-
infeccidon o sin recambio durante las 48 horas predice en promedio una supervivencia
acumulada de 45.5% (Mortalidad del 54.5%). Mientras que, una sola inoculacion directa a
los tanques de cultivo de 10* UFC/mL y recambiando ya sea a las 4, 8 0 12 h post-infeccion,
durante las 48 horas de experimentacion, predice en promedio una supervivencia

acumulada de 62.8% (Mortalidad 37.2%).
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Supervivencias acumuladas a las 48 h que predicen un rango de supervivencias cercano

al 50%, segun el modelo de regresion multiple mostrado en Tabla 8.

Concentracién Supervivencia
bacteriana Tipo de inmersiéon Condiciones de recambio acumulada
(UFC/mL) (%)

. S Recambio a las 24 horas
3 Una sola inoculacion directa . . .
10 . post-infeccion o sin 45.5
a los tanques de cultivo .
recambio
10* Una sola inoculacion directa Recambio alas 4,8 0 12 62.8

a los tanques de cultivo

horas post-infeccion

Analisis Microbiologico

Los resultados del analisis de microbiologia realizado a las post-larvas para cada

desafio son mostrados en la Tabla 11 y evidencian que las post-larvas presentaron una alta

concentracion bacteriana al inicio de los experimentos. Sin embargo, ninguno de los

controles negativos de los cinco experimentd presentaron mortalidades, exhibiendo 100%

de supervivencia (Figuras 10 - 14).

Tabla 11.

Resultados del analisis microbioldgico (siembra en dos agares: TCBS y Agar Marino) de

post-larvas de camaron Penaeus (Litopenaeus) vannamei realizado a las post-larvas antes

de la infeccion bacteriana para los cinco experimentos del estudio.

Concentracion Concentracion

No. del bacteriana bacteriana
experimento (UFC/mL) en (UFC/mL) en
agar marino agar TCBS
Experimento 1~ 3.08 x 107 1.51 x 10°
Experimento 2 1.98 x 107 6.22 x 10*
Experimento 3~ 4.35x 10° 2.55x 10*
Experimento 4 2.66 x 107 1.99 x 10°
Experimento 5 1.98 x 107 6.22 x 10*
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En todos los andlisis se observd que todas las colonias bacterianas en agar TCBS

presentaron tonalidad amarilla (Figura 15).

Figura 15.

Cajas Petri (agar TCBS) mostrando crecimiento de Vibrios detectados en lote inicial de

post-larvas antes de la infeccion bacteriana con V. parahaemolyticus.

Analisis de PCR
Los resultados de los andlisis de PCR realizados a las post-larvas desafiadas con V.
parahaemolyticus confirmaron la infeccion por bacterias causantes d¢ AHPND. Mientras

que, las muestras de los controles negativos resultaron negativas. La figura 16, muestra

como un ejemplo los resultados del analisis de PCR realizado a los ocho tratamientos del

Experimento 5, mostrando la efectividad de la infeccion bacteriana.
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Figura 16.

Verificacion de la amplificacion de genes codificantes para las toxinas PirA y PirB, en gel
de agarosa, utilizando los iniciadores AP4-F1 y AP4-R1 especificos para la deteccion de
AHPND (Sritunyalucksana et al., 2015). Los carriles 1 a 8 corresponden a las muestras de
los tratamientos T1, T2, T3, T4, TS5, T6, T7 y T8 del Experimento 5. Se muestra los
controles, positivo (C+) y negativo (C-). EPM = Estandar de peso molecular (Gene Ruler
100 pb DNA Ladder). Para el control positivo se observa un producto amplificado de 230
pb.

Analisis de Histopatologia

Las post-larvas de los lotes iniciales y de los controles negativos no mostraron lesiones
histolégicas ocasionadas por AHPND (Tablas 12, 15y 18 del Anexo, Figura 18). Mientras
que, las post-larvas moribundas y expuestas al indculo bacteriano de los distintos
tratamientos presentaron afectaciones en diferentes Organos como, necrosis en
hepatopancreas, apéndices bucales, epitelio general del cuerpo, pereidopodos, musculo,

estomago, epitelio del intestino e intestino (Tablas 13, 14, 16, 17, 19 y 20). La mayor
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afectacion se encontr6 focalizada en el hepatopancreas, mostrando lesiones compatibles
con AHPND, evidenciando la efectividad de las infecciones experimentales (Figura 17).
Las lesiones severas por AHPND se presentaron con prevalencias entre el 78% al 100% de
post-larvas muestreadas (Tablas 13, 14, 16, 17, 19 y 20). Adicionalmente, se observo
infestacion bacteriana en grado leve en branquias, pereidpodos, epitelio general del cuerpo
y musculo, con una prevalencia maxima del 25%. Se evidencid cianobacterias en los
pereidpodos, asi como también presencia de bacterias en pereidpodos, intestinos, apéndices
bucales, branquias, hepatopancreas, musculos y cuticula. En tanto que, se observé bacterias

filamentosas en los pereidpodos y cuticula.
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A

Seccion longitudinal de tejidos de post-larvas de camardén P. vannamei infectadas con
AHPND procesados con hematoxilina y eosina. A y B corresponden a observaciones al
microscopio con lente de 4x. C y D corresponden a observaciones al microscopio con lente
de 10x. A. Experimento 1, Tratamiento T1: inmersion corta de 103 UFC/mL + una sola
inoculacion directa al tanque de cultivo 10° UFC/mL. Se observa desprendimiento severo
de las células epiteliales de los tubulos del hepatopancreas (flecha de color negra)

producida por AHPND en fase terminal. B. Experimento 1, Tratamiento T2: una sola
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inoculacion directa al tanque de cultivo 105 UFC/mL. Se observa necrosis severa de los
tubulos del hepatopancreas, producida por AHPND en fase terminal, ver flecha de color
negra. C. Experimento 4, Tratamiento 1 donde se evalu6 una sola inoculacion directa (10*
UFC/mL) a los tanques de cultivo con recambio de agua a las 4 h post-infeccion. Se observa
necrosis muy severa de las células epiteliales de los tibulos del hepatopancreas (perdida
de la estructura normal del hepatopancreas). Flecha negra grande sefiala dafio producido
por AHPND en fase terminal, mostrando necrosis severa del intestino medio (flecha color
negra pequefa) y necrosis severa de los pereidopodos (flecha de color verde). D.
Experimento 4, Tratamiento T7, donde se evalué una sola inoculacién directa (10°
UFC/mL) a los tanques de cultivo con recambio de agua a las 4 h post-infeccion. Se observa
el desprendimiento masivo de las células de los tibulos del hepatopancreas (flecha de color
negra), producido por AHPND en fase terminal y necrosis severa del epitelio del intestino
medio (flecha de color verde).

Figura 18.
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Seccion longitudinal de tejidos de post-larvas de camaron P. vannamei del control negativo
(sin exposicion bacteriana) procesados con hematoxilina y eosina. Se observan tiibulos del
hepatopancreas normales, sin mostrar lesiones histopatologicas. Observacion al

microscopio con lentes de 10x.
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Discusion

En este estudio, la doble inmersion con cultivo bacteriano no afectd
significativamente, ni la supervivencia acumulada, ni el tiempo medio de supervivencia de
las post-larvas (Experimento 1). El protocolo estandar de desafio con bacterias causantes
de AHPND desarrollado por Tran et al. (2013) para juveniles de camar6n, y utilizado por
otros investigadores (Restrepo et al., 2018), utiliza dos inmersiones, siendo la primera una
inmersion corta de 15 min, similar a la que se utiliz6 en la presente investigacion (2 min).
Los resultados encontrados en esta tesis muestran que se puede prescindir de esta inmersion
corta, lo que implica que, para posteriores pruebas de desafio se puede infectar con una
sola inoculacion directa a los tanques de cultivo. Ademas, la inmersion corta puede afadir
un factor de estrés a las larvas por efecto de la manipulacion, ya que, para el procesamiento
de inmersion corta, las larvas son extraidas de las unidades experimentales, colocadas en
una navecilla de pesaje de poliestireno conteniendo cultivo a la respectiva concentracion
bacteriana, permaneciendo por unos minutos en las navecillas, luego transferidas a la
respectiva unidad experimental para una segunda exposicion bacteriana. Sin embargo,
cuando se realizo recambio de agua a las 24 horas post-infeccion (Experimento 2), las post-
larvas que recibieron la doble inoculacién bacteriana sobrevivieron significativamente
menos tiempo, comparado con las post-larvas que solo recibieron la infeccion a través de
la inoculacion directa a los tanques de cultivo. Posiblemente, el recambio anadi6 un estrés
adicional a las post-larvas, adelantando el tiempo medio de supervivencia.

Para conocer si existia un efecto del recambio de agua sobre la supervivencia, se

realizo el Experimento 3 donde las post-larvas fueron expuestas a dos protocolos de
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recambio (con o sin recambio), lo cual se realizé a diferentes concentraciones bacterianas.
Los resultados no mostraron diferencias significativas por efecto del protocolo de
recambio, a ninguna de las concentraciones evaluadas, excepto cuando las post-larvas
fueron expuestas a la mas alta concentracion (105 UFC/mL), donde la supervivencia de las
post-larvas que recibieron recambio de agua a las 24 h fue significativamente inferior
comparada con la supervivencia de las post-larvas que no recibieron recambio de agua.
Posiblemente, a esa concentracion bacteriana alta, el recambio de agua de mar sin bacteria
propicio la disminucidon de la mortalidad. En este mismo experimento, si se observo
diferencias significativas por efecto de la concentracién bacteriana. La concentracion
bacteriana fue la variable mas influyente en la supervivencia de las post-larvas, presentando
una relacion inversa entre tiempo de supervivencia y concentracion bacteriana, lo cual fue
observado, tanto para los tratamientos con y sin recambio de agua. Consistentemente, se
observé una gran afectacion en el hepatopancreas de las post-larvas desafiadas a altas
concentraciones bacterianas.

Para conocer si existia un efecto del tiempo para el primer recambio sobre la
supervivencia de las larvas infectadas, se realiz6 el Experimento 4, para lo cual las post-
larvas fueron infectadas a tres concentraciones bacterianas, modificando el tiempo al
primer recambio de agua (4, 8 y 12 horas). Los resultados mostraron que no hubo
diferencias significativas ni en la supervivencia acumulada ni en el tiempo medio de
supervivencia por efecto de los diferentes horarios del primer recambio de agua post-
infeccion, lo cual se observo a cada una de las tres concentraciones bacterianas de infeccion

evaluadas. Estos resultados significan que, para posteriores desafios, un recambio de agua
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intenso (cada 4 u 8 horas) es innecesario, ya que no modifica ni los valores de supervivencia
acumulada, ni el tiempo medio de supervivencia. Adicionalmente, y en forma consistente
con los resultados encontrados en el Experimento 3, se encontrd diferencias significativas
tanto para la supervivencia acumulada como para el tiempo medio de supervivencia, por
efecto de la concentracion bacteriana. Ademas, se volvio a observar una relacion inversa
entre concentracion bacteriana y tiempo medio de supervivencia, ratificando la gran
influencia que tiene la concentracion bacteriana de desafio sobre la supervivencia de las
post-larvas.

En el Experimento 1 se comprob6 que, la doble inmersioén con cultivo bacteriano
no afectd significativamente, ni la supervivencia acumulada, ni el tiempo medio de
supervivencia de las post-larvas. Este experimento se realizd con una inmersion corta de 2
min. Por tanto, el Experimento 5 se ejecuto para investigar si modificando el tiempo de la
inmersion corta (1, 2, 3 y 4 min), a dos diferentes concentraciones (10° y 108 UFC/mL), se
obtenia variados niveles de supervivencia acumulada. Los resultados de este experimento
no mostraron diferencias significativas entre el tiempo de exposicion durante la inmersion
corta, excepto un adelanto en la mortalidad cuando los animales fueron expuestos a 4 min
de exposicion, comparado con la exposicion de 1, 2 y 3 min con la inmersion corta, pero
esto ocurrid solo con la concentracion bacteriana de 108 UFC/mL, no ocurriendo a la
concentracion de infeccion de 10° UFC/mL. Este resultado mostro una vez mas que la
variable concentracion bacteriana es la de mayor influencia sobre la supervivencia de las
post-larvas infectadas, por encima de las otras variables estudiadas. Para confirmar esta

observacion, en este mismo Experimento 5, se volvio a encontrar un efecto significativo
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por la concentracion bacteriana sobre la supervivencia acumulada y el tiempo medio de
sobrevivencia.

La concentracion bacteriana fue la variable de mayor relevancia durante las
distintas experimentaciones, lo cual se evidenci6 en los Experimentos 3, 4 y 5 disefiados
para el efecto. Los resultados de estos tres experimentos mostraron que la relacion dosis-
respuesta para la supervivencia de post-larvas de camaroén a varias concentraciones de V.
parahaemolyticus es significativa y ademas es directa. Por otro lado, el hecho que, tanto
para las variables explicativas protocolo de recambio de agua, como para, el tiempo de
exposicion durante la inmersiéon corta, se observd efectos solamente a ciertas
concentraciones bacterianas, evidencio la presencia de interacciones entre la concentracion
bacteriana y ambas variables explicativas. Por este motivo, se realizd el analisis de
regresion lineal multiple, donde ademas de investigar el efecto de estas variables y de la
concentracion bacteriana sobre la supervivencia acumulada y el tiempo medio de
supervivencia, se evaluo el efecto de las interacciones entre las variables mencionadas. Los
resultados de los dos modelos de regresion lineal multiple mostraron que, ademas de que
las tres variables independientes explicaron significativamente a la supervivencia
acumulada y al tiempo medio de supervivencia, existia un efecto de las interacciones entre
concentracion bacteriana/tipo de inmersion y entre concentracion bacteriana/condiciones
de recambio. Estos resultados demostraron que la hipotesis de que la mortalidad de las
post-larvas de camardn infectadas con V. parahaemolyticus depende de la concentracion
bacteriana, tiempo de exposicion con el patdogeno y protocolo de recambio de agua es

verdadera.
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Generalmente, las pruebas de desafio con patdgenos acuicolas son estandarizadas
para obtener supervivencias cercanas al 50%. Esto significa que se busca condiciones de
experimentacion tales que maten a la mitad de la poblacion, con el fin de probar la eficacia
de productos antimicrobianos, ya que, si en el experimento de infeccién se muere cerca del
100% de la poblacion, no dara oportunidad a observar efectos de potenciales producto
antimicrobiano. En esta investigacion, se encontré diferentes rangos de mortalidades, en
funcién de los niveles de las variables explicativas incluidas en el estudio. Al respecto, los
resultados maés relevantes son las combinaciones de las variables explicativas que
produjeron una supervivencia alrededor del 50%. Siendo estas combinaciones: a)
inoculacion directa a los tanques de cultivo de 10° UFC/mL y recambiando a las 24 h post-
infeccion o sin recambio durante las 48 horas y b) una sola inoculacion directa a los tanques
de cultivo de 10* UFC/mL y recambiando ya sea a las 4, 8 o 12 h post-infeccion, durante
las 48 horas de experimentacion. La presente investigacion propone un protocolo de prueba
de desafio para post-larvas de camardén P. vannamei con bacterias patdogenas V.
parahaemolyticus., estandarizada para obtener una supervivencia cercana al 50%. Los
resultados encontrados en esta investigacion son de gran relevancia, ya que, la eficacia de
los productos antibacterianos para mitigar una enfermedad bacteriana tan emergente como
AHPND debe ser comprobada en condiciones de infeccion utilizando pruebas de desafio
estandarizadas. Este es la primera investigacion para estandarizar una prueba de desafio
con bacterias causantes de AHPND para post-larvas de camaron. Un protocolo

estandarizado de desafio con bacterias causantes de AHPND permitird evaluar la
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efectividad de productos contra la patogenicidad de V. parahaemolyticus causante de

AHPND para camarén de cultivo.
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Conclusiones

Luego de realizados los estudios correspondientes para el presente trabajo se

pueden mencionar las siguientes conclusiones:

La mortalidad de las post-larvas de camaron infectadas con V. parahaemolyticus
dependid de la concentracion bacteriana, tiempo de exposicion con el patogeno y
protocolo de recambio de agua.

La doble inmersion con cultivo bacteriano no afectd significativamente, ni la
supervivencia acumulada, ni el tiempo medio de supervivencia de las post-larvas.
Cuando se realizé recambio de agua a las 24 horas post-infeccion, las post-larvas
que recibieron la doble inoculaciéon bacteriana sobrevivieron significativamente
menos tiempo, comparado con las post-larvas que solo recibieron la infeccion a
través de la inoculacion directa a los tanques de cultivo.

No se encontrd diferencias significativas en la supervivencia por efecto del
protocolo de recambio (con o sin recambio a las 24 h), a las concentraciones
bacterianas de 102, 103, 10* y 10° UFC/mL, excepto cuando las post-larvas fueron
expuestas a la mas alta concentracion (10° UFC/mL), donde la supervivencia de las
post-larvas que recibieron recambio de agua a las 24 h fue significativamente
inferior comparada con la supervivencia de las post-larvas que no recibieron
recambio de agua. Este resultado sugiere la presencia de una interaccion entre la
concentracion bacteriana y el protocolo de recambio sobre la supervivencia.

No se report6 diferencias significativas, ni en la supervivencia acumulada, ni en el

tiempo medio de supervivencia por efecto del horario del primer recambio de agua
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post-infeccion (4, 8 y 12 h), lo cual se observo a cada una de las tres concentraciones
bacterianas de infeccion evaluadas (104, 10° y 10 UFC/mL) encontr¢ diferencias
significativas tanto para la supervivencia acumulada como para el tiempo medio de
supervivencia, por efecto de la concentracion bacteriana.
La supervivencia de las post-larvas de camaron fue afectada en forma significativa
y directa por la concentracion bacteriana, lo cual se observod en los Experimentos 3,
4yS5.
También se observo una relacion inversa entre concentracion bacteriana y tiempo
medio de supervivencia en estos tres experimentos, ratificando la gran influencia
que tiene la concentracion bacteriana de desafio sobre la supervivencia de las post-
larvas.
No se observo un efecto significativo en la supervivencia de las post-larvas por el
tiempo de exposicion durante la inmersion corta (1, 2 y 3 min), excepto un adelanto
en la mortalidad cuando los animales fueron expuestos a 4 min de exposicion,
ocurriendo esto a una concentracion bacteriana de 10® UFC/mL, y no a 10°
UFC/mL, evidenciando la presencia de una interaccion entre la concentracion
bacteriana y el protocolo de inmersion sobre la supervivencia.
Las combinaciones de las variables explicativas que produjeron una supervivencia
alrededor del 50% fueron: a) inoculacion directa a los tanques de cultivo de 10°
UFC/mL con recambio a las 24 h post-infeccion o sin recambio durante las 48 horas

y b) una sola inoculacion directa a los tanques de cultivo de 10* UFC/mL con
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recambiando ya sea a las 4, 8 o 12 h post-infeccion, durante las 48 horas de

experimentacion.
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Recomendaciones

Se recomienda encontrar una forma de extraer la toxina que se encuentran en las
bacterias con el medio de cultivo bacteriano que causa las mortalidades masivas en los
cultivos de los camarones, para eliminar una posible mortalidad con el medio de cultivo
bacteriano que se utiliza para realizar las inmersiones porque, podria llevar células muertas
o metabolitos secundarios.

Los experimentos no deben tener una duracion de mas de 48 h, porque para una
sola persona es muy agotador realizar todos los trabajos en el dia y la noche, porque al
utilizar varios tratamientos con sus respectivas replicas, no da tiempo suficiente para
realizar los muestreos y otros trabajos como los analisis que van de la mano con el tema de
tesis.

Tratar en lo posible que las post-larvas provengan de un mismo origen (mismo
laboratorio), porque al utilizar animales de otros laboratorios los datos pueden cambiar, ya
que cada laboratorio utiliza sus respectivos protocolos de cultivos y por ende utilizan
diferentes productos para tener éxitos en sus cultivos. Ademads, que las instalaciones se
encuentren cerca de donde se van a realizar los experimentos.

Cada vez que se realicen los experimentos con sus respectivas replicas, colocar las
unidades experimentales de los controles negativos alejados de los demds tratamientos,

para evitar la contaminacion cruzada.
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Anexos
Resultados del andlisis histopatologico. Valores en el denominador corresponde al porcentaje de post-larvas afectadas en la
muestra, mientras que el valor en el numerador corresponde al grado de afectacion, categorizado como: muy leve (1), leve (2), medio

(3) o severo (4).

Tabla 12.

Resultados del Experimento 1. Post-larvas del lote inicial

his tI:;zlllti:)Zlﬁgico Al?le;:;i::s Branquias Estomago Esti(;flllt,gﬂe Hepatopancreas Ep(i]t:ll icougef_gzml Musculo Pereiopodos iﬁ?::fillil(:) Cuticula Intestino
AHPND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Necrosis 0 0 0 0 2/39 0 2/6 0 2/22 0 0
Cianobacterias 3/11 0 0 0 0 0 0 3/67 0 0 0
Tabla 13.

Resultados del Experimento 1. Post-larvas moribundas del Tratamiento 1 (inmersion corta 2 min 10® UFC/mL y una sola inoculacién directa a los

tanques de cultivo 10° UFC/mL)

. Hallaz,,go‘ Apéndices Branquias  Estémago Epifelio de Hepatopancreas Epitelio general Misculo Pereiopodos 'Epite'l io Cuticula Intestino
histopatolégico bucales estomago del cuerpo intestino
AHPND 0 0 0 0 4/86 0 0 0 0 0 0
Necrosis 0 0 0 0 2/7 0 0 0 3/7 0 0
Infeccion bacteriana 0 4/14 0 0 0 0 0 1/7 0 0 0
Cianobacterias 0 0 0 0 0 0 0 3/36 0 0 0
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Tabla 14.

Resultados del Experimento 1. Post-larvas moribundas del Tratamiento 2 (una sola inoculacion directa a los tanques de cultivo 10° UFC/mL)

his t;-:)zltlglz()ggoico Agﬁlcl:li::S Branquias Estomago Esti(;flllt,gﬂe Hepatopancreas Ep(i]t:ll icougef_gzml Musculo  Pereiopodos iﬁ?::fillil(:) Cuticula Intestino
AHPND 0 0 0 0 4/83 0 0 0 0 0 0
Necrosis 0 0 0 0 0 0 3/17 0 4/42 0 3/8
Infeccion bacteriana 0 0 0 0 0 2/7 4/8 2/25 0 0 0
Cianobacteria 0 0 0 0 0 0 0 3/8 0 0 0
Bacterias 0 0 0 0 0 0 0 4/8 0 0 4/42
Bacteria filamentosa 0 0 0 0 0 0 0 3/17 0 0 0
Tabla 15.
Resultados del Experimento 3. Post-larvas del control negativo (sin exposicion bacteriana)
histl-(fgill:‘ozl%‘;ico All:le;::li::s Branquias  Estémago Iils)ti;ﬂlizg(‘l)e Hepatopancreas Ep(i]t:ll icougef_gzml Musculo  Pereiépodos iﬁ?::filli; Cuticula Intestino
AHPND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Necrosis 0 0 0 0 0 0 0 0 3/7 0 0
Bacterias 0 0 2/7 0 0 0 0 3/7 0 0 0
Bacterias 0 0 0 0 0 0 0 2/20 0 27 0

filamentosas
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Tabla 16.

Resultados del Experimento 3. Post-larvas moribundas del tratamiento 2 sin recambio de agua y tratamiento 7 con recambio de agua (una sola

inoculacion directa a los tanques de cultivo 10° UFC/mL)

. Hallazgro. Apéndices Branquias  Estémago Epitelio de Hepatopancreas Epitelio general Musculo  Pereiépodos 'Eplte'l 10 Cuticula Intestino
histopatolégico bucales estomago del cuerpo intestino
AHPND 0 0 0 0 4/100 0 0 0 0 0 0
Necrosis 0 0 0 0 0 0 3/29 0 4/100 0 0
Bacterias 0 0 0 0 0 0 0 429 0 0 0
filamentosas
Tabla 17.

Resultados del Experimento 3. Post-larvas moribundas del tratamiento 5 sin recambio de agua y tratamiento 10 con recambio de agua (una sola

inoculacién directa a los tanques de cultivo 10° UFC/mL)

. Hallazg,o. Apéndices Branquias  Estémago Epitelio de Hepatopancreas Epitelio general Musculo  Pereiépodos 'Eplte.l 10 Cuticula Intestino

histopatolégico bucales estomago del cuerpo intestino
AHPND 0 0 0 0 4/78 0 0 0 0 0 0
Tubulos
hipertrofiados 0 0 0 0 4/11 0 0 0 0 0 0
Necrosis 4/22 0 0 0 3/11 0 0 0 3/11 0 0
Bacterias 4/56 4/33 0 0 4/22 0 4/33 4/11 0 4/56 4/56
Bacterias

0 0 0 0 0 0 0 0 0 3/11 0
filamentosas
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Tabla 18.

Resultados del Experimento 4. Post-larvas del control negativo (sin exposicion bacteriana)

. Hallang . Apéndices Branquias  Estémago Epitelio de Hepatopancreas Epitelio general Musculo  Pereiépodos .Eplte‘l 10 Cuticula Intestino
histopatolégico bucales estomago del cuerpo intestino

AHPND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Necrosis 0 0 0 0 2/17 0 2/7 0 0 0 0
Infeccion 0 0 0 0 2/7 2/7 0 2/13 0 0 0
bacteriana

Bacterias 0 0 3/7 0 0 0 0 0 0 0 2/17

Tabla 19.

Resultados del Experimento 4. Post-larvas moribundas del Tratamiento 1 con recambio de agua 4 h post-infeccion (una sola inoculacion directa a

los tanques de cultivo 10* UFC/mL)

. Hallazg,o' Apéndices Branquias  Estémago Epitelio de Hepatopancreas Epitelio general Musculo  Pereiépodos .Eplte‘l 10 Cuticula Intestino
histopatolégico bucales estomago del cuerpo intestino

AHPND 0 0 0 0 4/100 0 0 0 0 0 0
Necrosis 0 0 0 0 2/8 3/15 3/54 4/46 3/8 0 0
Infeccién 0 0 0 0 0 0 0 3/23 0 0 0
bacteriana

Bacteria 0 0 0 0 0 0 0 3/8 0 3/15 4/15
Bacteria 0 0 0 0 0 0 0 3/15 0 0 0

filamentosa
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Tabla 20.
Resultado del Experimento 4. Post-larvas moribundas del tratamiento 7 con recambio de agua de agua 4 h post-infeccion (una sola inoculacion

directa a los tanques de cultivo 10° UFC/mL)

. Hallazg,o . Apéndices Branquias  Estémago Epitelio de Hepatopancreas Epitelio general Musculo  Pereiépodos 'Eplte.l ' Cuticula Intestino
histopatolégico bucales estomago del cuerpo intestino

AHPND 0 0 0 0 4/100 0 0 0 0 0 0
Necrosis 0 0 0 0 0 0 4/10 4/38 4/88 0 0
Infeccién 0 0 0 0 0 0 3/13 0 0 0 0
bacteriana

Bacteria 0 0 0 0 0 0 3/38 4/13 0 3/13 4/38
Bacteria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3/13 0

filamentosa




