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ABSTRACT

The present study assessed the presence of hemocytic enteritis in Li-
topenaeus vannamei from a shrimp farm which uses semi-intensive
culture with underground low salinity water, located at an urban zone
of Reynosa, Tamaulipas, Mexico. Histopathological analyses showed
characteristic lesions of hemocytic enteritis with a prevalence of 4.0%
(12/300). Lesions were observed in midgut epithelium, showing ac-
cumulation of hemocytic cells, causing diffuse hemocytic infiltration
throughout the gut wall, and were associated with epithelial necrosis
and inflammation. The hepatopancreas was also affected, displaying
focal pyknotic nuclei with quasi-geometric shape in hepatopancreas
tubules. These clinical signs were present in all affected organisms and
suggest toxicity resulting from Benomyl® with contamination occurring
either directly and/or indirectly via the water source for the shrimp farm
which is located in the most important and productive zone of sorghum
(Sorghum vulgare) in the northeast of Mexico. This constitutes the first
report of hemocytic enteritis in the coastal zone of the Gulf of Mexico.
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RESUMEN

El presente estudio evalua la presencia de la Enteritis Hemocitica en
Litopenaeus vannamei provenientes de un cultivo semi-intensivo con
baja salinidad, alimentado con agua de pozo profundo, localizada en la
zona urbana de Reynosa, Tamaulipas, México. Los andlisis histopatold-
gicos mostraron lesiones caracteristicas de enteritis hemocitica con una
prevalencia del 4.0% (12/300). Las lesiones se observaron en el epitelio
del intestino medio, presentando acumulaciones de células hemociticas,
lo cual provoca infiltracion hemocitica difusa extendida a lo largo de la
pared intestinal, asociada a necrosis e inflamacion epitelial. El hepato-
pancreas también se encontré afectado, mostrando ntcleos picnéticos
focalizados de forma casi geométrica en tubulos hepatopancreaticos, es-
tos casos se presentaron en todas las muestras de los organismos afec-
tados. De acuerdo al cuadro clinico, se considera que las lesiones fueron
causadas por intoxicacion con Benomyl ® por la contaminacion de forma
directa y/o indirecta al sistema de cultivo que usé agua de pozo profundo
ubicado en la zona de agricultura mas importante y productiva de sorgo
(Sorghum vulgare) en el noreste del pais. Estos resultados constituyen el
primer reporte de enteritis hemacitica en las costas del Golfo de México.

Palabras clave: Baja salinidad, Enteritis hemocitica, Litopenaeus van-
namei.
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Desde 1985 la acuacultura de camardn ha sido una de las actividades
de mas rapida expansién econémica a lo largo de las costas de Méxi-
co. La produccién de camarén aumenté de 44,014 t en el periodo de
2000-2001 a 99,500 t en el 2012, lo cual representa el 67.8 % de la
produccion nacional de camarén (CONAPESCA, 2012). En México, la
acuacultura se ha convertido en el motor de desarrollo de la industria,
con una tasa media anual de crecimiento del 6.24% en los Ultimos
diez afios (CONAPESCA, 2010). Las granjas de camaron estan concen-
tradas en Sonora, Sinaloa, Nayarit y Tamaulipas (CONAPESCA, 2012).
Litopenaeus vannamei Boone, 1931 (camarén blanco del Pacifico), es
una especie endémica de las costas del Pacifico de México y la mas
importante para el cultivo, sin embargo, es una especie introducida en
el Golfo de México (Wakida-Kusunoki et al., 2008), donde el cultivo de
camardn se ha desarrollado rdpidamente en el estado de Tamaulipas
en el noreste de México, transformando la acuacultura tradicional de
esta zona que estaba basada en bagre, carpa y mojarra (CONAPESCA,
2010). Los sistemas extensivos y semi-intensivos de produccion de ca-
maron utilizan agua salobre cercana de las costas, mientras que las
granjas semi-intensivas se encuentran mas retiradas de la zona cos-
tera; y algunas de estas utilizan agua de pozo de baja salinidad (Cheng
et al., 2005; Valenzuela-Quifionez et al., 2010). Aunque la acuacultura
del camaron en el estado de Tamaulipas estd en pleno crecimiento,
existen factores importantes que causan brotes de enfermedades de
origen infeccioso y no infeccioso, incluyendo las condiciones adversas
ambientales, cuentan con altas densidades, deficiencias nutricionales,
aireacion insuficiente, lesiones fisicas y un gran nimero de agentes
infecciosos (Abraham & Sasmal, 2009). El cultivo del camarén en sis-
temas intensivos y semi-intensivos provocan detrimentos ambientales
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por la contaminacion costera, la eutroficacion y el alto volumen del
agua de recambio utilizada (Bardn-Sevilla et al., 2004; Muangkeow et
al., 2007). En estos sistemas, la inoculacion de bacterias heterotréficas
y la densidad de siembra de camardn, tiene una interaccion significa-
tiva en el aumento de peso y los porcentajes de supervivencia (Neal et
al., 2008). En caso de sistemas cerrados de recirculacion de agua, los
productores usan como suplemento de la dieta la formacién de colonias
0 “biofilm” producidas por bacterias, algas, hongos y detritus (Sellers
et al., 2005). De esta forma aumenta la capacidad del camarén para
obtener nutrientes adicionales con los microorganismos producidos
dentro del sistema, mejorando la tasa de crecimiento del camardn en
estanques de “agua verde” comparados con los de “agua clara” (1z-
quierdo et al., 2006). Sin embargo, entre la comunidad microbiana que
se desarrollan en los cultivos de agua verde, hay también, floraciones
no deseables de algas marinas filamentosas, verde-azules o cianobac-
terias (familia Oscillatoriaceae), que estan implicadas como agentes
causales de un sindrome llamado Enteritis Hemocitica (EH) debido a
intoxicacion (Lightner ef al., 1978; Alonso-Rodriguez & Péez-Osuna,
2003). El presente reporte histoldgico evaltia la presencia de la EH, en
L. vannamei, desarrollados en cultivo continental a baja salinidad con
casi cero recambio de agua y un ciclo de cultivo de mas de 200 dias,
lo cual aportara informacion valiosa para tomar medidas preventivas y
evitar un riesgo sanitario de alto impacto.

Este estudio se realiz6 en el 2008 en una granja camaronera con
tres estanques de tierra de forma rectangular de 30.000 m2 cada uno,
localizada en la zona conurbada de la ciudad de Reynosa, Tamaulipas,
México, (25°54'33.2' N - 98°12'39.9' 0; GPS modelo12XL Garmin, KS,
USA, Fig. 1).
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Figura 1. Ubicacion geogréfica del cultivo de Litopenaus vannamei semi-intensivo en zona continental.
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Se selecciond al azar un estanque del cultivo para el estudio. El
agua del sistema de cultivo fue suministrada de un pozo profundo
de 120 m (Valenzuela-Quifiones et al., 2010; Gutiérrez-Salazar et al.,
2011).

En marzo del 2008 fueron aclimatadas 1,320,000 post-larvas de
14 dias (pL14) hasta llegar a una salinidad de 2.3 ups (Samocha &
Lawrence, 1992), posteriormente las larvas fueron sembradas en un
invernadero de pre-cria de 60 m de largo por 20 m de ancho, donde
permanecieron por 21 dias hasta obtener un peso promedio de 1.5
g con 90% de sobrevivencia (McGraw et al., 2002). Los juveniles se
transfirieron a un estanque abierto de 30,000 m?, a densidad de siem-
bra de 40 pL/m2 (Dierberg & Kaittisimkul, 1996). No se realiz6 recambio
de agua durante el periodo de cultivo (s6lo se agregd agua para recu-
perar el nivel causado por la evaporacion), la aireacion mecanica dentro
de los estanques se mantuvo a diario durante todo el dia a partir de las
6 semanas.

Los muestreos de organismos vivos iniciaron a partir de julio y ter-
minaron en noviembre del 2008 (verano-otofio), con peso promedio ini-
cial de 12.3 g. Fueron colectados 300 organismos de L. vannamei con
una red tipo atarraya de 6 m2 con malla de 1.25 cm (Wakida-Kusunoki
et al., 2008; Gutiérrez-Salazar et al., 2011). Los muestreos mensuales
consistieron de 60 organismos colectados al azar, basado en el tamafio
de muestra de acuerdo a las recomendaciones internacionales para la
vigilancia de agentes patégenos para un nivel de confianza del 95%
(Bondad-Reantaso et al., 2001). Los camarones se examinaron ma-
croscopicamente en busca de lesiones y después fueron inyectados e
inmersos en fijador Davidson (Bell & Lightner, 1988) para transportarlos
al laboratorio de Histopatologia de la Facultad de Medicina Veterina-
ria y Zootecnia, UAT. Los andlisis histoldgicos se realizaron utilizando
las técnicas rutinarias (Bell & Lightner, 1988). Los cortes histoldgicos
fueron examinadas con un microscopio marca Leica® DME (Bannock-
burn, IL 60015 USA) a 100 y 400 aumentos. Las microfotografias fueron
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tomadas con camara marca Moticam® 2000 (Motic China Group, Ltd.,
Causeway Bay, Hong Kong). Las mediciones de los parametros de cali-
dad de agua del estanque de cultivo fueron registrados mensualmente.
El oxigeno disuelto (mg/L) y la temperatura (°C) fueron medidos dos
veces cada dia (mafana y tarde) con una sonda multi-paramétrica 50
YSI (YS! Inc., OH, Estados Unidos). La salinidad (ups) se midié con un
refractometro (Bio-Marine, CA, USA), el pH con un potenciémetro digital
(Hanna, RI, USA), y turbidez (cm) con un disco Secchi (Boyd, 1989); es-
tos parametros se midieron una vez al dia (Tabla 1). Se utilizo el andlisis
estadistico de correlacién de Pearson, para analizar los datos de cada
muestreo de camaron, éstos se organizaron de manera descriptiva
incluyendo los valores diarios de los parametros de calidad de agua,
registrando los valores minimos, maximosy obtener el valor medio de
cada parametro. Consecutivamente se realizo el andlisis estadistico de
los parametros registrados (Tabla 1), considerando el mes de frecuen-
cia (f, nimero de casos de EH registrados ) y prevalencias (%) de casos
de EH (Tabla 2).

En los resultados se encontré que los analisis estadisticos no mos-
traron correlacion significativa de la enfermedad con los parametros
fisicoquimicos evaluados (Tabla 1).

Los andlisis histopatoldgico de los organismos estudiados fueron
positivos a EH con una prevalencia del 4.0% (12 organismos positivos
de 300, Tabla 2). Los cortes histopatoldgicos del intestino medio de
los organismos afectados mostraron lesiones entéricas con inflamacion
del epitelio intestinal, con acumulaciones de hemocitos, provocando
una infiltracion hemocitica severa y difusa, extendida desde la base de
la pared intestinal hasta la luz cecal, causando necrosis € inflamacion
hemocitica de la mucosa intestinal en comparacion con el aspecto nor-
mal del intestino medio (Fig.2a y 2b). Cabe sefalar que en el examen
histoldgico de cada organismo positivo, destacan nucleos picnéticos de
forma sub-geométrica en los tibulos hepatopancreaticos en los cortes
longitudinales del hepatopancreas (Lightner et al., 1996).

Tabla 1. Valores promedios de los parametros fisicoquimicos del agua del cultivo y peso de los organismos de Litopenaeus vannamei en un cultivo

continental de baja salinidad de Reynosa.

Mes Peso oDM opv Temp Temp pH S%o Trans
@ (mg/l)  (mg/L)  M(C)  V(°O) (ups) (cm)
Jul. 12.3 5.40 8.70 28.6 32.6 8.1 2.3 21
Ago. 14.4 4.60 9.18 29.9 33.2 8.2 2.3 20
Sept. 171 4.10 9.50 31.9 33.9 8.2 2.7 17
Oct. 21.2 4.01 8.56 281 31.2 8.1 2.7 17
Nov. 24.6 3.20 7.79 24.9 27.9 7.8 3.2 15

Peso = Promedio de peso de organismos en gramos (g). 0D M = Valores promedio de oxigeno disuelto matutino en miligramos por litro (mg/L). 0D
V = Valores promedio de oxigeno disuelto vespertino (mg/L). Temp. M. =Temperatura matutina en grados centigrados (°C). Temp.V = Temperatura
vespertina (°C). S %o = Salinidad. Unidades précticas de salinidad (ups). Trans = Transparencia en centimetros (cm).
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Tabla 2. Prevalencias de Enteritis hemaocitica (EH) en Litopenaeus vannamei.

Inicio del cultivo Prevalencias (%) T f
Mar Abr May Jun Jul Ago Sept Oct Nov
Pre-cria SN SN SN 1.6 33 33 6.6 5.0 4 5
Organismos positivos (n=60)
1 2 2 4 3 12/300
n = No. de organismos colectados. SN= Sin analizar. T= Total anual. f = frecuencia

Figuras 2a-h. Histologia del intestino de L. vannamei Fig. 2a Corte normal de la seccion longitudinal del intestino medio en Litopenaeus vannamei,
mostrando células sanas (flecha) del epitelio intestinal. Fig. 2b Seccion longitudinal del intestino medio afectado con lesiones (flechas) del epitelio
intestinal las cuales son provocadas por EH, sustituidas por la acumulacion de hemocitos, provocando infiltracion hemocitica severa y difusa ex-
tendida desde lo profundo de la pared intestinal hacia la luz cecal con necrosis e inflamacion en la mucosa del epitelio intestinal. Observaciones

efectuadas a 100 aumentos (Tincion con hematoxilina y eosina).

Son escasos los estudios reportados de prevalencias de EH en cultivo
de camarones en baja salinidad en zona continental, por lo cual consi-
deramos que esta constituye la primera contribucion a este respecto.
Lightner (1982), considera que la EH puede ser causada por intoxica-
cion por algas verde-azules presentes en los estanques donde se cul-
tivan. A nivel experimental, se ha demostrado que Schizotrix calcicola
(Gomont 1892) en el alimento, es capaz de ocasionar intoxicacion en
las postlarvas de Litopenaeus vannamei (Pérez-Linares et al., 2003),
ademas varias microalgas pertencientes a distintos grupos, asi como a
otras cianobacterias (Noctiluca scintillans, Cochlodinium polykrikoides,

Gymnodinium catenatum, Prorocentrum minimum, Akashiwo sangui-
nea, Chattonella subsalsa Ch. marina, Chattonella sp., Heterocapsa sp.,
Dinophysis sp., Fibrocapsa japonica, Heterosigma akashiwo, Thalassio-
sira sp., Chaetoceros spp., Pseudo-nitzschia australis, P. fraudulenta,
Pseudo-nitzschia sp., Trichodesmium erythraeum, Leucothrix mucor,
Chroococcus sp. y Anabaena spp.) cuyas toxinas son nocivas en orga-
nismos silvestres y cultivados del Golfo de California (Nufiez-Vazquez
et al, 2011) y en granjas con cultivos intensivos y semi-intensivos en
las costas del Pacifico mexicano, con prevalencias promedio de 7.4%
(Morales-Covarrubias et al., 2011).

Hidrobioldgica
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Los resultados histopatoldgicos de EH obtenidos en este trabajo
concuerdan con los reportes de Brock et al. (1995) y Lightner et al.
(1996) quienes describen el cuadro clinico de la EH con inflamacion
del epitelio intestinal y proliferaciéon hemaocitica en la parte media del
intestino y sdlo en camarones sub-adultos y adultos, con similitud a
lo reportado en langostas (Homarus americanus Milne-Edwards, 1837)
adultas inoculadas en laboratorio (Battison et al., 2008). En el presente
estudio, la EH se observo en sub-adultos de L. vannamei, presentando
lesiones a lo largo del intestino medio, con epitelio necrético con muilti-
ples capas de hemaocitos (Fig. 2b).

Nimmo et al. (1977) y Lightner et al. (1978; 1996) identificaron ca-
sos de EH en Penaeus. stylirostris Stimpson, 1874 y Penaeus duorarum
Burkenroad, 1939 causados por intoxicacion por Cd y otros metales pe-
sados como Cu, Fe, Hg, Mn, Pb Y Zn (Frias-Espiricueta et al., 2008), con
necrosis en la mucosa epitelial en toda la longitud del intestino y reem-
plazado por mdltiples capas de hemocitos que cubren la superficie de
la mucosa. También en este estudio, los cortes histoldgicos mostraron
lesiones entéricas similares en los organismos de L. vannamei afec-
tados, originando una pérdida de la integridad de la mucosa intestinal
con hemacitos infiltrados en el tejido que rodea la pared del intestino y
dafiando la capa de la mucosa intestinal (Fig. 2b).

Por otra parte, Lightner et al. (1996), también manifiesta que la
EH puede afectar el hepatopancreas por la contaminacion del agua
del estanque con el fungicida agricola llamado Benomyl®, causando
hipertrofia nuclear en los tubulos hepatopancreaticos y nucleos picno-
ticos de forma casi geométrica, lo cual concuerda con los resultados
observados y por lo cual consideramos que esta podria haber sido la
causa de la EH presente en los camarones analizados en este estudio
(Fig. 3b) al concordar completamente con el cuadro clinico descrito por
Lightner et al. (1996).
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Entre los parametros fisco quimicos mas relevantes que se presen-
taron en la granja de Reynosa, fueron una transparencia de 15-21 cmy
una salinidad entre 2.3-3.2 ups (Tabla 1). La salinidad dptima recomen-
dada para cultivo de camardn es de 15 a 25 ups segun Boyd (1989); sin
embargo, el cultivo de camardn se ha desarrollado en algunas regiones
de los Estados Unidos utilizando agua de baja salinidad (McGraw et al.,
2002; Roy et al., 2010), México (Valenzuela-Quifiones et al., 2010), China
(Cheng et al., 2005), Ecuador y Tailandia (Roy et al., 2007). Gutiérrez-Sa-
lazar et al. (2011) indican que este tipo de cultivo es la mejor alternativa
por reducir el impacto de patdgenos en zona continental, mostrando solo
Acineta sp. (con el 6.6%, de prevalencia) y una relacion significativa en la
temperatura matutina del cultivo. Sin embargo, los andlisis de correlacion
entre los resultados histopatoldgicos de EH y los parametros fisico quimi-
cos, mostrados en la presente investigacion no fueron significativos, pro-
bablemente por presentarse prevalencias mensuales muy bajas de julio a
septiembre y Gnicamente en octubre y noviembre con cuatro y tres casos
positivos, respectivamente, de un peso promedio de 21.2 g. (Tablas 1y 2).

De acuerdo a la informacion recabada, éste constituye el primer
caso reportado de EH en Litopenaeus vannamei bajo cultivo en baja
salinidad en una zona continental del estado de Tamaulipas, colindante
con el Golfo de México, por el cual la presente investigacion aporta
informacion valiosa para tomar medidas preventivas en granjas ca-
maronicolas de baja salinidad en zonas de agricultura. Por lo que en
futuras investigaciones se recomienda identificar las especies de algas
presentes en los cultivos y también se apliquen analisis toxicoldgicos
profundos del agua de pozo, para descartar la presencia de fungicidas
agricolas, como el Benomyl ®. En nuestro caso, posiblemente debido a
la ubicacion de la granja, el fungicida contaminé de forma indirecta o
directa el pozo de la granja y con ello a los camarones cultivados por
ser una de las zonas de agricultura mas importantes y productivas de
sorgo (Sorghum vulgare Pers 1966) en México.

Figuras 3a-b. (Histolologia de hepatopancreas de L. vannamei. Fig. 3a) Corte longitudinal de hepatopancreas saludable presentando tubulos libres
con células normales. Fig. 3b Corte longitudinal de hepatopancreas afectado con EH, presentando ntcleo picnético (flecha negra) de forma casi
geométrica en uno de los tlbulos del drgano rodeado por cuatro células normales (flechas blancas); estos casos se presentaron en todos los or-
ganismos afectados en las muestras. Observaciones efectuadas a 100X, 400X (Tincién con hematoxilina y eosina).
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