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ARTiCcULO
Prevalenciadelasprincipalesenfer medadesinfecciosas
en e camar 6n blanco Penaeus vannamei cultivado
en e Golfo de Nicoya, Costa Rica

Prevalence of the principal infectious diseasesin cultured white shrimp
Penaeus vannamei in Nicoya Gulf, Costa Rica

Nelson Pefia-Navarro' y Alexander Varela-M g iast

1Universidad Técnica Nacional (UTN), Direccion de I nvestigacion, Puntarenas, 148-5400 Puntarenas, Costa Rica. *npena@utn.ac.cr

Abstract.- The largest number of shrimp farms in Costa Rica are located in the Pacific Coast’s Gulf of Nicoya. In recent years, these
farms have been affected by various diseases that damage the overall health of cultured shrimp. The research objective was to
determine the prevalence of the main diseases in 3 different areas of the Gulf of Nicoya (Costa Rica) where Penaeus vannamei
specie is produced. From August to October 2013 and February to May 2014, 3 farms were sampled in the region of Nicoya,
encoded as F1, F2 y F3; 30 organisms were collected to be analyzed according to climatological season. Diagnostic methodological
procedures (clinical examinations, bacteriology of hemolymph, histology and molecular analysis for the viruses WSSV, IHHNV,
TSV and YHV) were done on each organism to determine the distinctive clinical signs of the diseases. An average prevalence of
2.22% for IHHNV, 13.33% for NHP, 32.78% for epicommensals, 33.89% for vibriosis, 100% for gregarines and 0% for viruses WSSV,
TSV and YHV was found. For F1 and only in summer, IHHNV had the lowest prevalence with 13.33%. Furthermore, in addition to
gregarines, one of the highest prevalence was obtained in the F3 during winter. This particular finding corresponded to diseases
associated to epicommensals with 63.33%. In addition, the relationship between the prevalence of diseases within sampling site
and the presence of diseases taking into account specific site and sampling date was analyzed. There is not enough evidence to
establish a clear dependence among variables evaluated.

Key words: White spot syndrome virus, parasites in shrimp, shrimp viral diseases, epidemiological surveillance, vibriosis
disease

Resumen.- El Golfo de Nicoya de Costa Rica, concentra la mayor cantidad de fincas camaroneras del pais, las cuales en los
ultimos afios se han visto afectadas por diversas patologias que dafian el estado sanitario general de los camarones cultivados.
La presente investigacion determind la prevalencia de las principales enfermedades en 3 sectores del Golfo de Nicoya (Costa
Rica), donde se produce la especie Penaeus vannamei. Entre agosto y octubre del 2013 y entre febrero y mayo de 2014, se
muestrearon 3 fincas en la regién de Nicoya, codificados como F1, F2 y F3. Se obtuvieron 30 organismos de cada una y por cada
estacién climatoldgica analizada. A cada camardn se le realizaron procedimientos para determinar los signos clinicos
caracteristicos de las enfermedades mas comunes, que incluyeron exdmenes clinicos, bacteriologia de hemolinfa, histologia y
analisis molecular para los virus WSSV, IHHNV, TSV y YHV. Se determiné una prevalencia promedio de 2,22% para IHHNV, 13,33%
para NHP, 32,78% para epicomensales, 33,89% para vibriosis, 100% para gregarinas y 0% para los virus WSSV, TSV y YHV. Para la
F1y sélo en verano, IHHNV presenté la prevalencia mas baja con 13,33% y aparte de las gregarinas, una de las prevalencias mas
altas se dio en la F3 durante invierno y correspondié a las enfermedades asociadas con epicomensales en un 63,33%. Se analizé
la relacion entre las prevalencias de las enfermedades con el sitio de muestreo y la presencia de las enfermedades por sitio y
fecha de muestreo y se determind que no hay evidencia suficiente para determinar relacion entre las variables analizadas.

Palabras clave: Virus del sindrome de la mancha blanca, parasitos en camardn, enfermedades virales en camarones, vigilancia
epidemioldgica, enfermedades por Vibrio spp.

| NTRODUCCION

Los diferentes sistemas de produccién de camarones estan
determinados en primerainstancia por ladensidad desiembra
utilizadaasi comod mangjo delos parametros fisi co-quimicos
del aguaylacantidady tipodeaimento analizado end sistema.
Sin embargo, € factor més importante estd en dependencia
con la cantidad de agua utilizada proveni ente de | os esteros
(Pefia2009).

En los Ultimos afios las densidades de siembra se han
incrementadoy el manejo delos parametros productivos ha
venido en detrimento. Esto hapropiciado laproliferacion de
enfermedadesy |a aparicién de nuevas patol ogias que afectan
directamente la rentabilidad delos sistemas productivos de
camarén. Esto hatenido como consecuencialadisminucion de
las exportaciones del producto, generando la necesidad de



investigar las enfermedades presentes en sistemasy camarones
decultivo (Moraleset al. 2011).

Enlaactualidad existen 9 enfermedades de crustéceos que
han sido declaradas de notificacion obligatoria por la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE), queincluyen
las8 publicadasen d CodigoAcuéticoy lanueva Enfermedad
delaNecrosis Agudadel Hepatopancreas (AHPND por sus
siglas eninglés) quefue recientementeincorporada. Lightner
(2011) sostiene que del total de enfermedades queafectan la
produccion de camarén anivel mundial, las més destacadas
sonIHHNV (virusdelanecrosi s hipodérmicay hematopoyética
infecciosa), TSV (virusdel sindromedeTaura), WSSV (virus
delamanchablanca), YHV (virus de lacabeza amarilla), e
IMNV (virusdelamionecrosisinfecciosa). También sugiere
queenfermedadesviralescomoe IHHNV, TSV y WSSV han
sidointroducidas de pais en pais por medio del transportede
camaronesvives, ocasionando pérdidas demillones deddlares.

Actualmente, laespeciemas explotadaes  camardn blanco
del Pacifico Penaeus (Litopenaeus) vannamei Boone, 1931,
el cual generaanualmente en € mundo un equivalente a9
billonesdeddlares, seguida por e P. monodon con 3billones
de ddlares por afio (Stentiford 2011). De lamisma manera,
Moss et al. (2012) mencionan que a nivel mundial se
produjeron 3,5 millones de toneladas métricas de camardn
durante € 2009, las cuales rondaron los 14,6 billones de
ddlares, aunque enfatizaque laindustria se encuentraplagada
de enfermedades.

Por su parte, Flegd (2012) haestimado quee 60% delas
enfermedades queaparecen enlaacuiculturade camaron estén
rel acionadas con virusy 20% abacterias; € resto sedistribuye
entrehongosy parasitos. Sehadestacado que WSSV y YHV
son lasmésletales, siguiendoel IMNV enimportanciaparaP.
vannamei. Ademés, indicaqueenlas Ultimosafios sehadado
laaparicion denuevas enfermedades, como ladeformacion del

segmento abdominal (ASDD); en P. monodon se detect6
despuésdeWSSV y d YHYV, d sindromedd crecimientolento
en monodon (M SGS), como unadelas méas patogénicas. En
América, lamayor epidemiadelaenfermedad delas manchas
blancas comenz6 en Nicaragua, Hondurasy Guatemalaen 1999,
siendo enlaactuaidad unaenfermedad endémicadelas regiones
decultivo decamardn entodo Centroy Sur América (Peeler
2012). A nivel mundial, desde 1990, WSSV hade ado pérdidas
por mas de 10 billonesde ddlares (Stentiford 2011).

Resultado de lo anterior, se han realizado esfuerzos
importantes para determinar la preval encia de enfermedades
en las diversas regiones del planeta, tal como lo realizaron
Moraleset al. (2011), donde encontraron la presenciade 12
enfermedades alrededor de 8 regiones de Latinoamérica. Por
otro lado, Alfaro et al. (2010), localizaron en langostinos
silvestreslapreva enciadeenfermedades como NHP, IHHNV,
BP, WSSV y TSV, manifestando la posibilidad de que estos
organismos sean vectores de enfermedades paralos sistemas
decultivo decamardn. Por tal motivo,  objetivode presente
estudio fue determinar |a prevalencia de enfermedades que
afectan d cultivo de camardn blanco (P. vannamei) en sistemas
productivos ubicados en & Golfode Nicoya, CostaRica.

M ATERIALESY METODOS

AREA DE ESTUDIO

El estudio serealizd en la principal zona de produccion de
camarones de Costa Rica, entre agosto y octubre de 2013 y
febrero y mayo de 2014, siendo & Golfo de Nicoya € &rea
donde se sd eccionaron lasfincas utilizadas paralarecoleccion
delasmuestras. Lasfincas muestreadas se codificaron con las
siglasF1, F2 y F3, mismas que seencuentran especificamente
en las regiones de Quebrada Honda, Porosal y Nispero, con
unaelevacion promediode3m.s.n.m (Tablal).

Tabla 1. Ubicacion de las fincas de camardn de cultivo muestreadas en el Golfo de Nicoya, Costa Rica, 2014
/ Location of farms sampled with shrimp farming in the Gulf of Nicoya, Costa Rica, 2014

. , Temperatura Precipitacion Tipo de
Finca  Coordenadas geograficas media anual (°C) media anual (mm) cultivo
Fl1 10°12°43”"N, 85°13°’19”0 26,4 2011 Semi-
intensivo
F2 10°14°40”N, 85°13°36”0 26,7 1846 Semi-
intensivo
F3 10°09°31”N, 85°14°59”0 26,7 1846 Semi-
intensivo
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RECOLECCION DE ORGANISMOS

Serealizaron 2 muestreos para cada fincaanalizada, uno en
invierno, comprendido entre agosto-octubre 2013, y otro
durante el verano, entrefebrero-mayo 2014. Serecol ectaron
30 animales para cada granja segun lo recomendado por
Lightner (1996), a azar y en 4 diferentes &reas del estanque
(Morales 2010). Sevisitaron 3 fincas durante 10 meses. En
total seextrgjeron 180 camarones P. vannamei, con intervalos
de pesos entre 4,4 y 27,6 g, promedio de 13,4 + 1,94 g. El
trabaj o estuvo sujeto alas épocas de cosechas, queincluyen
un periodo desecadoy tratamiento delos estanques en ausencia
decultivo.

Los camarones fueron capturados con atarrayade 2 m de
didmetroy ojodemallade5 x 5 mm, sdleccionados al azar en
cuatro &reas dd estanque, segiinlametodol ogiadescrita por
de Blas & Muniesa (2014). Estos se almacenaron en
contenedores de plastico, con agua del estanque y aireacion
para mantenerlos vivos hasta su posterior procesamiento. Los
camarones fueron revisados detalladamente, siguiendo las
técnicas empleadas por Moraleset al. (2011).

ExAMEN cLiNICO

El examen clinico fuerealizado al momento delarecoleccion
delos animales en lasfincas establ ecidas. De acuerdocon la
metodologia de Cuéllar-Anjd (2008), se examinaron los
animales observando: color, tamafiodel cuerpo comparado con
el resto dela poblacion (enanismo), expansién de cromatéforos,
deformidad en rostro, abdomen o apéndices, flexion dd misculo
abdominal, color delas branquias (amarillas, marrdn o negras),
color delos apéndices (perei 6podos, pledpodosy urépodos),
color delasantenas, presenciade edemasen apéndicesu otras
partesde cuerpo, transparenciadel os misculosde abdomen
y del cefalotérax, replecionintestinal (porcentajedel intestino
que se encuentra lleno), textura del exoesqueleto (firme o
blando), tono dd misculo abdominal (firmeoflécido) manchas,
heridas, color ddl estfago y estbmago (rgjizo sugiere canibalismo
ymortalidad), presenciademoco sobrelacuticula (lisoo éspero
al tacto) y laceraciones. Sedeterminé paraciertas enfermedades
el grado de severidad seglin laguia presentada por Cuéllar-
Anjel (2014).

Para determinar e gradodeinfestacion por epicomensales
y parésitos, seutilizo un valor numéricodd gradodeseveridad,
donde GO no presenta signos de infeccidn/infestacion, G1
presenta muy pocos epicomensal es o gregarinas, justo arriba
del limite normal; G2 con presencia baja a moderada de
epicomensal es 0 gregarinas, se pueden presentar lesiones e
incremento enlamortalidad; G3 con presenciaaltade parésitos
y lesiones severas; por Ultimo G4 con gran cantidad de
epicomensales o gregarinasy lesiones severas (Lightner 1996,
Morales2010).

BACTERIOLOGIA DE HEMOLINFA

Seempledlatécnicadescritapor Cuélar-Anje (2008), lacual
consistio en utilizar slo camarones vivos paralaprueba. Se
desinfecté e areade puncion (seno hemolinfético ventral) con
alcohol al 70%, posteriormente, con unajeringadeinsulina (1
mL) nuevay estéril con agujahipodérmica, seextrajeron 100
pL dehemolinfay sesembraron en agar TCBS (tiosulfatocitrato
bilis sal sacarosa), € cual es un medio de cultivo selectivo
diferencial parabacterias del género\Mibrio.

Unavezinoculados|os 100 uL de muestrasobre e agar y
en condi ciones asépticas seextendio circularmentemediante d
uso deun asade Drigalski previamente flameada, paraobtener
unadistribucién homogéneadd indculo. Seguidamente setapd
la cajade Petri y se invirtié eincubd auna temperatura de
30°C por 24 h. Se reviso la presencia o ausencia de
bioluminiscenciaalas 18 h. Posteriormente, se cuantificaron
las unidades formadoras de colonias (UFC) quese presentaron
en cadaplaca, utilizando comométodo laobservacién directa
(atrasduz).

HistoLoacia

La histologia se realiz6 en la seccion de Patologias del
Laboratorio Nacional de ServiciosVeterinarios (LANASEVE),
Servicio Nacional deSaludAnimal (SENASA) dd Ministerio
deAgriculturay Ganaderia(MAG) de CostaRica.

Paralafijacion, preparacion delosanimales ehistologia, se
siguié lametodol ogiadescritapor Cuéllar-Anje (2014). Se
utiliz6 d fijador de Davidson en animales vivoso moribundos,
nunca muertos, inyectandose en hepatopéncreas, cefal otorax
y enmusculo. Luego, se realiz6 uncorteenlacuticula, sobrela
linealateral, conlafinalidad defacilitar |apenetracion de fijador;
posteriormente cada camaron se sumergio en € mismo fijador
manteniendo unarelacion de 1:10 (camaron-fijador) durante
12-24 h. Por ultimo, se pasaron a etanol a 70% hasta ser
procesados por histologia, tiempo que no excedi ¢ los 15 dias.

Posterior alafijacion, seremitio lamuestraal LANASEVE
para su procesamiento, realizando la deshidratacion de los
tgidos, inclusion en parafina, blogueo y cortes con un
micrétomo a3 mm de espesor. Los cortes se colocaron en un
bafio derecuperaciony lostejidos seleccionadaos se capturaron
con unalaminaportaohjetos. Por Ultimo, e método detincion
utilizadofue @ de Hematoxilinade M ayer-Bennett y Floxina/
Eosina (H&E) (Lightner 1996). Se analizaron los cortes
observandose en un microscopi o Optico con aumento de 40X,
100X y 400X.
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ANALISIS MOLECULAR

El andlisismolecular serediz6en € areadeBiologia M olecular
y Genéticadel Laboratorio de Seguridad (LSE), que forma
parte del Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios
(LANASEVE), Servicio Nacional de Salud Animal
(SENASA) dd MinisteriodeAgriculturay Ganaderia(MAG)
deCostaRica.

Seredlizaronandlisis paralosvirusde WSSV, TSV, IHHNV
yYHV. Seextrgotegjido delasbranquiasy pledpodos de cada
uno delos camarones, mismos que fueron fijados en etand al
95%.

Paralaextraccion de acidos nucleicosdelosvirusde Taura
y CabezaAmarilla, seempled € protocolo DV-LSE-PT-003-
IN-001y paradetectar e virus delaManchaBlancaseuso €
protocolo DV-LSE-PT-003-IN-002 (SENASA 2014)%. La
amplificaci6n delos &cidos nucleicos, siguieron los protocol os
emitidos por LANASEVE (SENASA 2014)L.

PREVALENCIA DE ENFERMEDADES
Para obtener la prevalencia de las enfermedades se tomo en
consideracién el trabajo de Bush et al. (1997) y laférmula
empleada por Moraleset al. (2011).

N? hospederos con patogenos, pardsitos o epibiontes 100

e N7 total de hospederos

Adicionalmente, se tomé en consideracion e muestreo
aleatorio en 4 &reas diferentes del estanque paralaobtencion
delaprevalenciay segarantiz6 € porcentaje deconfianzasegiin
Morales et al. (2010).

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar la relacion entre la prevalencia de las
enfermedades encontradas con d sitiodemuestreo, seutilizaron
tablas de contingencia con las frecuencias observadas, con un
nivel deconfianzadea=0,05. Lahipétesisnulasugierequee
sitio y las enfermedades son independientes entre si. Para
comprobar esto seutilizé @ estadistico Chi-cuadrado, siguiendo
aMorales (2011). Por otrolado, paradeterminar € efecto del
dima(inviernoy verano), serealizé & mismo analisisperocon
tablas de contingencia tridimensional es. En ambos casos se
rechazé Hosi /Zc/>/Zt/, y no serechazd si /Zc/</Zt/.

f

c 2
= ZZM
c Eij

=1 j=1

ISENASA 2014. Deteccién de enfermedades del camardn
por PCR. Servicio Nacional de Salud Animal, San José,
Costa Rica.<http://www.senasa.go.cr/>
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donde,

NL*N]

Eij= N

Ni: Sumadevaloresdelafila‘i’
Nj : Sumadevaoresdelafila‘j’
x2 = (f —1)(c — 1) grados de libertad
f: total defilas
c: total decolumnas

Adicionalmente, secalcularon losintervalos de confianza
paracadapreval encia obtenida, aplicando lasiguienteformul a:

r*q

Li=pt Zy,

Con respecto alosinterval os de confianza obtenidos para
cada uno de los indicadores delas patol ogias, se estimaron
valorestomando en cuentaun nivel deconfianzadd 95%. Para
cadaunadelas patologias|0s estimadores se detallan en los
resultados, ademas se indica el estimador puntual de la
prevalenciade cadaenfermedad.

ResuLTADOS

Duranted periodo deestudio, seidentificaron caracteristicas
externas que son evidencia de |la presencia de varias
enfermedades, talescomo cromatéforos expandidos, estdmago
de coloracion rojiza debido a canibalismo, urépodos rojos,
deformidad del musculo, pledpodosy perel dpodos de color
amarilloy cuticulasuave. Particularmente, paraesteestudio se
logré determinar en lasdos estaci ones dimatol égicas analizadas
la presencia de 5 enfermedades, su respectivaprevalenciay
susinterval osde confianza(Tabla 2).

Asimismo, a obtener € promediogeneral delaprevalencia
paralazonaenandlisisdeestudio (Fig. 1), selogré determinar
cudl es son las principal es enfermedades que estan afectando
| os sistemas de cultivo decamarén paraesa zonaparticular en
Costa Rica. De acuerdo con esto, se describen a continuacion
los resultados obtenidos para las enfermedades que se
manifiestan actuamente enlos sistemasdecultivo.

VIRUS

Noseobtuvolaconfirmacion delapresenciadelos principales
virusanalizados paraCostaRicamedianted analisis molecular,
especificamente paralas patol ogias quehan tenidopresenciaa
través delos afios en las producciones decamaron del pais. La



histopatol ogia reconfirmé la ausencia de lesiones tisulares
causadas por los principales virus en estudio. Los resultados
de PCR e histologia mostraron en la investigacion que las
enfermedades por d virusdel Sindromede Taura(TSV), Virus
delas manchasblancas (WSSV) y Virusdelacabezaamarilla
(YHV) presentaron una prevalencia del 0% para todos los
casos.

100

B Gregarinas
90
B Vibriosis
80
B Epicomensales

70 Hepatopancreatitis necrotizante
(NHP)

Wirus de la necrosis hipodérmica
y hematopoyética infecciosa
(IHHNW)

60

50

40

Porcentaje (%)

30 -

20 -

10

Enfermedades

Figura. 1. Promedio de prevalencia de las enfermedades mas
importantes encontradas en fincas de camarén de cultivo en 3 zonas
del Golfo de Nicoya, Costa Rica, 2014 / Average prevalence of the
most important diseases found in cultured penaeid shrimp in 3 areas
of the Gulf of Nicoya, Costa Rica, 2014

Por su parte, e virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyéticainfecciosa(IHHNV) presentd sdlo paralafinca
F1 unaprevalenciadel 13,33%y especificamenteparalaépoca
de verano. El diagndstico realizado a partir del estudio
histopatol6gico del presente estudio mostré para IHHNV
epitelio gastrico con cariomegalia (Fig. 2C) y cuerpos de
inclusion en tejido branquia (Fig. 2D), resultado que fue
confirmado por mediodel andlisisde PCR.

Dentrodelosandisis prdiminaressedetermind la presencia
de camarones con deformaci ones en rostro y caparazon aspero
0 rugoso, mismos que fueron los primeros signos que
determinaronlapresenciade[HHNV enlasfincas camaroneras
que fueron objeto de estudio. Los intervalos de confianza
obtenidos estan entre 0,06-4.34%, |o que demostré que su
presencia se da con un bajo rango en las producciones de
camarén deCostaRica.

BAcCTERIAS

Laprevalenciageneral fuedel 30% (Tabla2). Tantoeninvierno
COMo en verano existieron casos devibriosis enlos camarones,
y particularmente laépoca deinvierno mostré paraF1, F2y
F3 unamayor prevalenciague en verano, siendo 33,3, 53,3y
50% respectivamente. Losinterval os de confianza obtenidos
se encontraron entre 26,97-40,80, lo que demuestra que su
presenciase da con gran amplitud en lasfincas camaroneras.

Tabla 2. Prevalencia y valores promedio de las enfermedades mas importantes en fincas de camarén cultivado en 3 zonas del Golfo de
Nicoya, Costa Rica, 2014 / Prevalence and average values of the most important diseases in cultured penaeid shrimp in 3 areas of the Gulf

of Nicoya, Costa Rica, 2014

Prevalencia (%)

Enfermedades F1 F2 F3
1 \% P 1 \'% P 1 \% P kG 1€
Gregarinas 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Vibriosis 33,33 16,66 25,00 53,33 23,33 38,33 50,00 26,66 38,33 33,89 26,97-40,80
Epicomensales 30,00 2333 26,67 16,66 40,00 28,33 63,33 2333 4333 32,78 25,92-39,64
NHP 16,66 30,00 2333 0 20,00 10,00 3,33 10,00 6,67 13,33 8,36-18,30
IHHNV 0 13,33 6,67 0 0 0 0 0 0 2,22 0,06-4,34
TSV - - - - - - -- - - - -
WSSV - - - - - - - - - - -

F1: Finca 1, F2: Finca 2, F3: Finca 3
I: Invierno, V: Verano, P: Promedio, PG: Promedio General, IC: Intervalo de confianza
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Figura. 2. Cortes histologicos de Penaeus vannamei con lesiones producidas por diferentes enfermedades. A) Tejido conectivo perigastrico con
presencia de esferoide ectopico. B) Tejido muscular presentando infiltracién hemocitica moderada en espacios intrafasciculares. C) Epitelio
subgastrico, algunas células presentan cariomegalia. D) Tejido branquial con cuerpo de inclusion intranuclear, eosinofilico. E) Tejido conectivo
perigastrico con nédulos hemociticos multifocales, melanizadosy necroticos. F) Camara branquial con presencia de Acineta sp. Tincion H&E
/ Histological sections of Penaeus vannamei with lesions caused by different diseases. A) Connective tissue perigastric containing ectopic
spheroid. B) Muscle tissue with moderate haemocytic infiltration in intrafascicular spaces. C) Gastric epithelium with cariomegalia in some
cells. D) Gill tissue with intranuclear, eosinophilic inclusion body. E) Connective tissue perigastric with hemocytic multifocal nodules,
melanized and necrotic. F) Gill chamber with presence of Acineta sp. H&E staining

Dentrodel estudio histol égico sedeterminaron unaseriede
| esiones generadas por i nfecci ones bacterial es, dentro de estas
estén lapresenciadeesferoides (Fig. 2A), nddulos meanizados
y necréticos en tejido conectivo perigastrico (Fig. 2E),
infiltracién hemociticaen espaciosintrafasciculares dd tejido
muscular (Fig. 2B), esferoides ectdpi cos en pal po mandibul ar,
con evidencia de nucleos picnéticos y necrosis (Fig. 3B), y
nédul os hemociti cos enlamela branquial con meancsis.
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Por otrolado, sedeterminé unaprevalencia bajaparaNHP
con presenciaentodas lasfincas deestudio, € promedio general
fue paraF1 (23,33%), F2 (10%) y F3 (6,67%); solo para F2
no presentd ningun caso en e invierno. Los intervalos de
confianza obtenidos se encontraron entre 8,36 y 18,30 y se
determiné una prevalenciageneral promediode 13,33%.



Figura. 3. Cortes histolégicos de Penaeus vannamei con lesiones producidas por diferentes enfermedades. A) Agregacion bacterial en tejido conectivo
de los espacios intertubulares en hepatopancreas. B) Esferoides ectdpicos en palpo mandibular, se evidencian ntcleos picnoticos y necrosis. C)
Gregarinas en intestino medio. D) Tabulo hepatopancreatico con melanizaciones, multiples capas de hemaocitos concéntricos y atrofia epitelial.
Tincién H&E / Histological sections of Litopenaeus vannamei with lesions caused by different diseases. A) Bacterial aggregation in connective
tissue of the interlobular spaces in hepatopancreas. B) Ectopic spheroids in mandibular palp, pyknotic nuclei and necrosis are evident. C)
Gregarines in midgut. D) Hepatopancreatic tubule with melanization, multiple concentric layers of hemocytes and epithelial atrophy. H&E staining

Sedetermind por medio del andlisishistoldgicolapresencia
de necrosis hepatopancreética séptica (SHPN) en los
camarones analizados, encontrando agregacion bacterial en
tejido conectivo de los espacios intertubulares del
hepatopancreas (Fig. 3A) y tubulos del hepatopancreas
necréticos, melanizados, con multiples capas de hemocitos
concéntricosy atrofiaepitdial (Fig. 3D).

Es importante considerar que se presentd una diferencia
notable entre e promedio de colonias sacaroliticas y no
sacarol iticas de acuerdo ala estacién del afio en que fueron
tomadaslasmuestras. Eninvierno e andlisis delahemalinfa
present6 un mayor crecimiento decol onias no sacaroliticasen
comparacion al verano, siendo paralasfincasF1, F2y F3de
16,66, 26,66 y 36,66% en inviernoy de 16, 16,66 y 16,66%
en verano, respectivamente. Dado esto, enla épocade verano
lafincaF3 mostré un 62,5% de muestras con |uminiscencia,
F1un20%Yy F2 alrededor deun 15%. Estas mismasfincasno
presentaron bacterias|uminiscentesen invierno.

EPICOMENSALES

L os epi comensal es se muestran como unadelas parasitosis
mésimportantes con unaprevalenciaalta. Paratodoslos casos
analizados se presentd tanto eninvierno como en verano. F1y
F2 mostraron prevalencias similares de 26,67 y 28,33%,
respectivamente. Particularmente, F3 tuvo unaprevalenciade
43,33%, superando por mas de un 15% a las otras fincas
analizadas. Se obtuvieron en e estudio grados de severidad
desde G1 hasta G4.

Se identificd la presencia de diferentes especies de
protozoarios como Zoothamniumsp., Acineta sp. (Fig. 2F),
y Epistylis sp., en casos severos se observaron lesiones
asociadasenlamd asbranquid es, descritas principal mente como
melanosis en las secciones basales de las branquias. Los
interval os de confianza obtenidos se encontraron entre 25,92-
39,64, con un promedio general de prevalenciadel 32,78%.
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GREGARINAS

Entodas|asfincas andlizadas, tanto en verano comoeninvierno,
se present6 una prevalenciadel 100%. De las 180 muestras
analizadas, cada unadelas observaci ones presento gregarinas
en sus diversos estadios, con grados de severidad desde G1
hasta G4.

En el montaje en fresco se encontraron gregarinas en las
hecesextraidas del intestino medio delos camarones, mismas
quefueronvisualizadasbajod micrascopio, utilizando aumento
de10X y20X. A nivel histol 6gico, seobservaron estos parasitos
end intestino medio (Fig. 3C).

ANALISIS ESTADISTICO

Se determind que no se tiene evidencia estadisticamente
significativa (P < 0,05) paraafirmar quelas enfermedades son
independientes del sitio. Del mismo modo sucede con la
presencia delas enfermedades por sitioy fecha de muestreo.
Estoquieredecir quenosedetermindrelacion entrela presencia
delas enfermedades, € lugar donde setomaron lasmuestrasy
laestacion dimatol dgicaanalizada.

DiscusioN

En Costa Ricay especialmente en e Golfo deNicoya, seha
dado lagparicion deunagran cantidad de cuadros patol 6gicos
desde hace varios afios (Varela & Pefia 2013) que han
provocado € deterioro delaproduccién en los cultivos de P
vannamei. Para Costa Rica, la lista de enfermedades de
declaracion obligatoriaincluyeaTSV, WSSV, YHV yd IHHNV
(MAG 2008)?; sin embargo, anivel internacional seincluyen
ademas IMNV, NHPy AHPND (OIE 2015).

EnlosUltimos afios, |os principal es efectos negativasen la
produccion en Costa Ricaestén asociados con losvirus, siendo
WSSV d principal causante dealtas mortalidades; no existen
reportes oficiales para casos de TSV o YHV. Sin embargo,
estainvestigacion ha sorprendido por presentar unaprevalencia
del 0% para los principales virus analizados, contra datos
presentados por Morales et al. (2011) quiénesindican en su
estudio, quepara Costa Rica sehan reportado prevalencias de
WSSV de 15 al 100%; posiblemente debido a larvas més
resistentes a esta enfermedad o incluso a una época con
caracteristicas particulares asociados a temperatura,
precipitaciony salinidad. Ciertas regiones de Centroamérica

con caracteristicas productivas similaresa CostaRica, como
Nicaragua, Guatemala, Honduras y Panama, tuvieron
prevalencias entre 15 y 100% para WSSV, demostrado su
presencia en préacticamente todos los sistemas productivos
(Moraleset al. 2011).

Otras regiones productivas como laIndiaobtuvieron para
diferentes épocasdel afio, prevalencias deWSSV desdeel 0
hasta 31,6% en Penaeus monodon (Chakrabarty et al. 2014)

El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa (IHHNV) sedetect6 tnicamente enlafincaF1 con
unabajaprevalencia, coincidiendo conMoraleset al. (2011),
con una prevalencia promedio de 13,4% para 8 regiones
diferentes de Latinoamérica. Sin embargo, aunque sélo se
presentd este casoen particular, setienenregistros delaaparicion
de cuadros clinicos que incluyen deformidades cuticulares,
crecimientoreducidoeirregular enfincascercanasy en periodos
distintosalos mencionados en este estudio; caracteristicas que
son compatiblescon dd sindrome deladeformidad y enanismo
(RDS, y que es causado por € virus IHHNV en P. vannamei).

Un estudio efectuado duranteel 2009 en México, mostréla
presencia de IHHNV y TSV en camarones silvestres,
especificamente en P. setiferusy P. aztecus, donde obtuvieron
unaprevalenciade 6,6 y 4,4%, respectivamente paraTSV e
IHHNV (Guzman et al. 2009). Macias et al. (2014),
determinaron unaprevalenciamediapara|HHNV del 19,5%
en muestras de diversos invertebrados obtenidas en fincas
camaroneras ubicadas en laCosta Pacificode M éxico. Deeste
estudio sedesprendelaalertasobree riesgo que sepresentan
en las fincas camaroneras ubicadas en el GolfodeMéxicoy
dondeeventual mentese podrian generar lasmismas condiciones
parael Golfode Nicoya.

EnBrasil, laintensificacion delaproducci 6n ha provocado
la confirmacion de IHHNV y IMNV, por medio de PCR
(Teixeiraet al. 2011). Mismo resultado que fue demostrado
en e estudio de da Silvaet al. (2010), donde por medio de
andlisishistopatol 6gicos confirmaron IMNV como unadelas
patologias mas criticas en € noreste de Brasil. Por su parte,
Braz et al. (2009) obtuvieron unaprevaenciadelHHNV desde
el 9,4% hasta el 81% en 7 diferentes granjas del noreste de
Brasil. Cabe destacar, que el crecimiento acelerado y
descontroladode laindustriagenerdlaaparicion demdltiples
virus con unaace eradadispersion (Pantoja& Lightner 2014).

2MAG. 2008. Listado de enfermedades animales de declaracion obligatoria. Ministerio de Agricultura y Ganaderia, San José, Costa

Rica. <http://www.mag.go.cr/legislacion/2008/de-34669.pdf>

30IE. 2015. Enfermedades, infecciones e infestaciones de la Lista de la OIE en vigor en 2015. Organizaciéon Mundial de Sanidad
Animal. <http://www.adshoyahuesca.org/Descargas/enfermedades_de_declaraci%C3%93n_obligatoria/LISTA%20ENFERMEDADES

%2001E%202015.pdf>
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Morales (2010) indican en sus andlisis histol dgicos para
IHHNV, que existen cuerpos de inclusion intranucleares,
prominentes, eosinofilicos en células de tejidos de origen
ectodérmico como es € caso debranquiasy tejido estomacal .
En concordanciacon lo encontrado enlas muestras procesadas
en esteestudio (Fig. 2C y 2D), en estos tejidos no detectaron
los tipicos cuerpos de inclusion del IHHNV, pero si se
presentaron nlcleos hipertrofiados sugiriendoestadiosiniciales
dedesarrollodeinclusiones, diagndstico quefue posteriormente
confirmado mediante PCR.

Dd mismo modo en quelosvirushan afectadolaindustria
camaronicola, durantee Ultimo quinquenio, las bacterias han
incrementado su capacidad para generar dafios y por la
aparicion de nuevas enfermedades, donde Vibrio sp. ha
sobresalido. Yano et al. (2014) obtuvieron prevalencias para
V. cholerae del 94%, V. parahaemolyticus del 38% y V.
vulnificus dd 12,5% al determinar la presencia de estas
bacterias en camaronesde cultivoen Tailandia.

Pefia & Varela (2015) detectaron que camarones de la
especie P. vannamei infectado con V. parahaemolyticus,
mostraron en su andlisis hi stol 6gi co reacc onesinmunol 6gicas
y efectos citopaticos similares ala presenteinvestigacién, por
lo que se confirma el efecto perjudicial delas bacterias del
genero Mibrio sp.

Estudios previos realizados en Latinoaméricaindican una
prevalencia promedio de 19,05% asoci ada a bacterias como
V. campbellii, V. parahaemolyticus, V. brasiliensis y
Sreptococos spp. (Morales et al. 2011). Algunos estudios
confirman ladistribucion delabacteriaque causalanecrosis
aguda del hepatopancreas en P. vannamei cultivados en
Sonoray Sinaloa, México (Ibarraetal. 2007). Laprevalencia
paraestaenfermedad se mostr6 en unrango de 14,6-59,5%y
5-42% para Sonoray Sinal 0, respectivamente.

A nivel depardmetros climatol 6gicosy productivosen las
fincasdeestudio, duranted verano seregistraron temperaturas
superiores a los 35°C, escasez de lluvias y una conversion
alimenticiaelevada. Es probable quesedesarrolleun ambiente
propicio para la generacion de colonias de bacterias
potencialmente patégenas, como las que provocan
luminiscencia. A lavez, seregistraron mortalidades por hipoxias
constantes através dd ciclo productivo, alcanzando niveles
minimos de1 mg L™ de oxigenodurantelas primerashorasdel
dia. Morales & Gomez-Gil (2014) indican quelasfluctuaciones
delatemperatura, salinidad, oxigenoy pH, entreatros, influyen
enlas comunidades bacterianas, |o que generalaproliferacion
depatégenos que provocan mortalidades en |os camarones de
cultivo. Aungue no selogré inferir |as especi es de bacterias
que proliferaron en la investigacién, los autores anteriores

mencionan dentro de las principales a V. harveyi, V.
parahaemolyticus, V. penaeicida, V. nigripulchritudo, V.
campbellii, Micrococcus sp., y Sreptococcus sp.

Parafinales del 2014 en |as fincas camaroneras de Costa
Rica, y luego de obtener | os resultados anteriormente expuestas,
se dio uno de los principales episodios registrados por
problemas con bacterias, identificando en producciones de
camar6on de forma combinada, la presencia de
Hepatopancregtitis necrotizante (NHP), Necrosissépticadel
hepatopéncreas (SHPN) y € virus de la mancha blanca
(WSSV).

Otras patol ogias deinterés encontradas en este estudio, se
asociaron con lapresenciadeepicomensalesy gregarinas. Los
resultados presentados en este estudio concuerdan con |o
expuesto por Moraleset al. (2011), cuyo diagnéstico seasocia
connecrasisy medanosisdelas branquias. El estudiodeMorales
et al. (2011) present6 grados de severidad de G1y G2, con
una prevalenciapromedio del 13,1%, muy por debagjodelos
resultados deprevalenciaobtenidosen lapresenteinvestigacion.
Por otro lado, Morales et al. (2011) indica una prevalencia
para gregarinas de 8,3% en 8 regiones analizadas de
Latinoamérica, con un méximo de20% y un minimo de 5%.
Paraeste estudio, se observ presenciaconstantede gregarinas
en grados G1y G2; siendoidentificadalaespecieNematopsis
sp. Esta parasitologia se asocia a baja calidad de aguas e
incrementaen altas densidadesde siembraen los sistemas de
cultivo, entre otras posibles causas.

Cuédlar-Anje (2014) mencionalapresenciadegregarinasy
epicomensales en la regién y otros parasitos como
microgporidios, hapl asporidiosy metazoarios. Estos Ultimos no
sedetectaron en este estudio. General mentel os protozoarios
son losque mésafectan al localizarse en branquias, apéndices,
exoesqud etoy tractodigestivo. Al igua queel estudio de Pefia
et al. (2013), se encontraron ectoparasitos en lamelas
branqui al es tales como Zoothamnium sp. y Epistylis sp. asi
como lapresenciadeendoparasitosis con niveles dehasta 100
gregarinaspor campovisual, lo queindicaunagran infestacion
deparésitosen |os camarones analizados.

En términos generales, para reducir y controlar las
mortalidades causadas por cada una de las enfermedades
existentes en | as producci ones de camarén, sehace necesaria
laimplementacidn deprécticas demanejo adecuadas. Tal como
indicaMoraesetal. (2011), précticas como € secado sanitario
de estanques de cultivo, campafias de control sanitario y
monitoreos sanitariosderutinapermitirén redudr lapropagacion
de patdgenosentrelas diferentes zonasdecultivodel camarén,
especialmenteen un paiscon las particularidades de CostaRica,
dondelas condicionesgeogréficasimplican un altoriesgo debido
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alacercaniadelasfincasylaposiblereutilizacién delas aguas
provenientesdel Golfo de Nicoya.

Pantoja& Lightner (2014) indican qued futurodelaindustria
camaronicola, dependera de la utilizacion de especies
genéticamentemejoradas, libres de patégenos, y € uso tanto
de antibacterianos como de antivirales. Por otro lado, para
reducir los impactos mencionados con anterioridad, la
bioseguridad surge como lamedida de control y prevencién
més eficaz (M oss et al. 2012), misma concl usion obtenida por
Moraesetal. (2011) y Cuéllar-Anjel et al. (2008).

Se concluye que, durante el periodo de evaluacion de la
investigacion paralas zonasdeestudio, seidentifico lapresencia
de algunas delasprincipa es patol ogiasque afectan | os cultivos
de camarén a nivel mundial, mismos resultados que
concordaron con los reportes emitidos por la OlE en los que
se notificd desde e 2006 al 2011 las enfermedades WSSV,
IHHNV y TSV (Salazar 2006); durante € 2012 se incluyd
NHP (Rojas2012) ydd 2013 al 2015 semenciond lapresencia
oficial deWSSV, IHHNV y NHP (Herndndez 2015). En este
sentido y al contar con tantavari edad deenfermedades asociada
con précticasde manej oi neficientes en algunos casos, € impacto
de dichas patol ogias en la produccién de camar6n en Costa
Ricahagenerado altas mortalidades traduci das en pérdidas
economicas de los camaronicultores. Esto ha sido poco
investigado en & paisy |os estudiosmés recientes (Peflaet al.
2013, Vardla& Pefia 2013, 2014, 2015, 2016; Pefia& Varela
2015), sugieren lapaosibilidad de que se presenteunasituacion
dificil paralaproduccion camaronera, tantoamedianocomoa
largo plazo.

Por otro lado, es determinante la estandarizacion de
protocol os de bi oseguridad y buenas practi cas demangjo en
todas las fincas camaroneras, con la finalidad de reducir €
ingreso depatol ogias provenientesde otras granjas, alavez,
buscar dternativasen d mangodelacaidad delasaguas para
mantener un equilibrio en la dindmica de los organismos
presentes en las aguas de cultivo (Lightner & Pantoja2001).
Cabe resaltar, la necesidad de iniciar monitoreos
epidemiolégicos regul ares paralaidentificacion oportunadela
presenciadeenfermedades de mayor riesgo parad cultivode
camardén en CostaRica, cuyafinalidad serilaprevenciony la
activacion de protocol os que permitan lareduccion del riesgo
enlosestanques decultivo. Cuéllar-Anjd etal. (2010) indican
entre buenas précticas demanejo, unaadecuada preparacion
delos estanques antes derealizar lasiembray una adecuada
verificacion delacalidad delas postlarvas, aunado a controles
estrictosen d mangodelacalidad del aguay € aimento; donde
esteUltimo debe ser almacenado con | as condiciones adecuadas
paraevitar la propagacion delevaduras y el incremento de
posibles vectores.

Pefia-Navarro & Varela-Mejias
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