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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 determind 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 mds 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 relacién 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.

INTRODUCCION

Los diferentes sistemas de produccion de camarones estan
determinados en primera instancia por la densidad de siembra
utilizada asi como el manejo de los pardmetros fisico-quimicos
del agua yla cantidad y tipo de alimento analizado en el sistema.
Sin embargo, el factor més importante esta en dependencia
con la cantidad de agua utilizada proveniente de los esteros
(Pefia 2009).

En los Gltimos afios las densidades de siembra se han
incrementado y el manejo de los pardmetros productivos ha
venido en detrimento. Esto ha propiciado la proliferacion de
enfermedades y la aparicion de nuevas patologias que afectan
directamente la rentabilidad de los sistemas productivos de
camarén. Esto ha tenido como consecuencia la disminucion de
las exportaciones del producto, generando la necesidad de



investigar las enfermedades presentes en sistemas y camarones
de cultivo (Morales et al. 2011).

En la actualidad existen 9 enfermedades de crustaceos que
han sido declaradas de notificacion obligatoria por la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), que incluyen
las 8 publicadas en el Codigo Acuéticoy la nueva Enfermedad
de la Necrosis Aguda del Hepatopancreas (AHPND por sus
siglas en inglés) que fue recientemente incorporada. Lightner
(2011) sostiene que del total de enfermedades que afectan la
produccion de camarén a nivel mundial, las méas destacadas
son IHHNV (virus de la necrosis hipodérmicay hematopoyética
infecciosa), TSV (virus del sindrome de Taura), WSSV (virus
de la mancha blanca), YHV (virus de la cabeza amarilla), e
IMNYV (virus de la mionecrosis infecciosa). También sugiere
que enfermedades virales comoel IHHNV, TSV yWSSV han
sido introducidas de pais en pais por medio del transporte de
camarones vivos, ocasionando pérdidas de millones de délares.

Actualmente, la especie mas explotada es el camar6n blanco
del Pacifico Penaeus (Litopenaeus) vannamei Boone, 1931,
el cual genera anualmente en el mundo un equivalente a 9
billones de délares, seguida por el P. monodon con 3 billones
de dolares por afio (Stentiford 2011). De la misma manera,
Moss et al. (2012) mencionan que a nivel mundial se
produjeron 3,5 millones de toneladas métricas de camardn
durante el 2009, las cuales rondaron los 14,6 billones de
délares, aunque enfatiza que la industria se encuentra plagada
de enfermedades.

Por su parte, Flegel (2012) ha estimado que el 60% de las
enfermedades que aparecen en la acuicultura del camarén estan
relacionadas con virus y 20% a bacterias; el resto se distribuye
entre hongos y paréasitos. Se ha destacado que WSSVy YHV
son las mas letales, siguiendo el IMNV en importancia para P.
vannamei. Ademas, indica que en los Gltimos afios se ha dado
laaparicion de nuevas enfermedades, como la deformacion del

segmento abdominal (ASDD); en P. monodon se detect6
después de WSSV y el YHV, el sindrome del crecimiento lento
en monodon (MSGS), como una de las mas patogénicas. En
América, lamayor epidemia de la enfermedad de las manchas
blancas comenzé en Nicaragua, Honduras y Guatemala en 1999,
siendo en la actualidad una enfermedad endémica de las regiones
de cultivo de camaroén en todo Centroy Sur América (Peeler
2012). Anivel mundial, desde 1990, WSSV ha dejado pérdidas
por més de 10 billones de dolares (Stentiford 2011).

Resultado de lo anterior, se han realizado esfuerzos
importantes para determinar la prevalencia de enfermedades
en las diversas regiones del planeta, tal como lo realizaron
Morales et al. (2011), donde encontraron la presencia de 12
enfermedades alrededor de 8 regiones de Latinoamérica. Por
otro lado, Alfaro et al. (2010), localizaron en langostinos
silvestres la prevalencia de enfermedades como NHP, IHHNYV,
BP, WSSV y TSV, manifestando la posibilidad de que estos
organismos sean vectores de enfermedades para los sistemas
de cultivo de camarén. Por tal motivo, el objetivo del presente
estudio fue determinar la prevalencia de enfermedades que
afectan el cultivo de camardn blanco (P. vannamei) en sistemas
productivos ubicados en el Golfo de Nicoya, Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

AREA DE ESTUDIO

El estudio se realiz6 en la principal zona de produccién de
camarones de Costa Rica, entre agosto y octubre de 2013 y
febrero y mayo de 2014, siendo el Golfo de Nicoya el area
donde se seleccionaron las fincas utilizadas para la recoleccion
de las muestras. Las fincas muestreadas se codificaron con las
siglas F1, F2 y F3, mismas que se encuentran especificamente
en las regiones de Quebrada Honda, Porosal y Nispero, con
una elevacion promedio de 3 m.s.n.m (Tabla 1).

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

Se realizaron 2 muestreos para cada finca analizada, uno en
invierno, comprendido entre agosto-octubre 2013, y otro
durante el verano, entre febrero-mayo 2014. Se recolectaron
30 animales para cada granja segun lo recomendado por
Lightner (1996), al azar y en 4 diferentes &reas del estanque
(Morales 2010). Se visitaron 3 fincas durante 10 meses. En
total se extrajeron 180 camarones P. vannamei, con intervalos
de pesos entre 4,4 y 27,6 g, promedio de 13,4 + 1,94 g. El
trabajo estuvo sujeto a las épocas de cosechas, que incluyen
un periodo de secado y tratamiento de los estanques en ausencia
de cultivo.

Los camarones fueron capturados con atarraya de 2 m de
didmetro y ojo de malla de 5 x5 mm, seleccionados al azar en
cuatro areas del estanque, seguin la metodologia descrita 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 Morales et al. (2011).

EXAMEN cLiNICO

El examen clinico fue realizado al momento de la recoleccién
de los animales en las fincas establecidas. De acuerdo con la
metodologia de Cuéllar-Anjel (2008), se examinaron los
animales observando: color, tamafio del cuerpo comparado con
el resto de la poblacion (enanismo), expansion de cromatéforos,
deformidad en rostro, abdomen o apéndices, flexion del masculo
abdominal, color de las branquias (amarillas, marrdn o negras),
color de los apéndices (pereidpodos, pledpodos y urépodos),
color de las antenas, presencia de edemas en apéndices u otras
partes del cuerpo, transparencia de los masculos del abdomen
y del cefalotorax, replecion intestinal (porcentaje del intestino
que se encuentra lleno), textura del exoesqueleto (firme o
blando), tono del masculo abdominal (firme o flacido) manchas,
heridas, color del es6fago yestomago (rojizo sugiere canibalismo
ymortalidad), presencia de moco sobre la cuticula (liso 0 &spero
al tacto) y laceraciones. Se determiné para ciertas enfermedades
el grado de severidad segln la guia presentada por Cuéllar-
Anjel (2014).

Para determinar el grado de infestacién por epicomensales
y parasitos, se utilizé un valor numérico del grado de severidad,
donde GO no presenta signos de infeccidn/infestacion, G1
presenta muy pocos epicomensales o gregarinas, justo arriba
del limite normal; G2 con presencia baja a moderada de
epicomensales o gregarinas, se pueden presentar lesiones e
incremento en la mortalidad; G3 con presencia alta de parasitos
y lesiones severas; por Gltimo G4 con gran cantidad de
epicomensales o gregarinas y lesiones severas (Lightner 1996,
Morales 2010).

BACTERIOLOGIA DE HEMOLINFA

Se empled la técnica descrita por Cuéllar-Anjel (2008), la cual
consistio en utilizar s6lo camarones vivos para la prueba. Se
desinfecto el &rea de puncion (seno hemolinfatico ventral) con
alcohol al 70%, posteriormente, con una jeringa de insulina (1
mL) nuevay estéril con aguja hipodérmica, se extrajeron 100
L de hemolinfay se sembraron en agar TCBS (tiosulfato citrato
bilis sal sacarosa), el cual es un medio de cultivo selectivo
diferencial para bacterias del género Vibrio.

Una vez inoculados los 100 uL de muestra sobre el agar y
en condiciones asépticas se extendio circularmente mediante el
uso de un asa de Drigalski previamente flameada, para obtener
una distribucion homogénea del in6culo. Seguidamente se tap6
la caja de Petri y se invirti6 e incub6 a una temperatura de
30°C por 24 h. Se revisé la presencia o ausencia de
bioluminiscencia a las 18 h. Posteriormente, se cuantificaron
las unidades formadoras de colonias (UFC) que se presentaron
en cada placa, utilizando como método la observacion directa
(atrasluz).

HistoLoaGia

La histologia se realiz6 en la seccién de Patologias del
Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios (LANASEVE),
Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA) del Ministerio
de Agriculturay Ganaderia (MAG) de Costa Rica.

Para la fijacion, preparacion de los animales e histologia, se
sigui6 la metodologia descrita por Cuéllar-Anjel (2014). Se
utilizé el fijador de Davidson en animales vivos o moribundos,
nunca muertos, inyectandose en hepatopancreas, cefalotérax
yenmusculo. Luego, se realizd un corte en la cuticula, sobre la
linea lateral, con la finalidad de facilitar la penetracion del fijador;
posteriormente cada camardon se sumergid en el mismo fijador
manteniendo una relacién de 1:10 (camarén-fijador) durante
12-24 h. Por Gltimo, se pasaron a etanol al 70% hasta ser
procesados por histologia, tiempo que no excedid los 15 dias.

Posterior a la fijacion, se remitié la muestraal LANASEVE
para su procesamiento, realizando la deshidratacion de los
tejidos, inclusién en parafina, blogueo y cortes con un
micrdtomo a 3 mm de espesor. Los cortes se colocaron en un
bafio de recuperacion y los tejidos seleccionados se capturaron
con una ldmina portaobjetos. Por ultimo, el método de tincion
utilizado fue el de Hematoxilina de Mayer-Bennett y Floxina/
Eosina (H&E) (Lightner 1996). Se analizaron los cortes
observandose en un microscopio 6ptico con aumento de 40X,
100X y 400X.
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ANALISIS MOLECULAR

Elanalisis molecular se realizé en el &rea de Biologia Molecular
y Genética del Laboratorio de Seguridad (LSE), que forma
parte del Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios
(LANASEVE), Servicio Nacional de Salud Animal
(SENASA) del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG)
de Costa Rica.

Se realizaron analisis para los virus de WSSV, TSV, IHHNV
y YHV. Se extrajotejido de las branquias y pledpodos de cada
uno de los camarones, mismos que fueron fijados en etanol al
95%.

Para la extraccion de &cidos nucleicos de los virus de Taura
y Cabeza Amarilla, se empled el protocolo DV-LSE-PT-003-
IN-001 y para detectar el virus de la Mancha Blanca se uso el
protocolo DV-LSE-PT-003-IN-002 (SENASA 2014). La
amplificacion de los &cidos nucleicos, siguieron los protocolos
emitidos por LANASEVE (SENASA 2014)".

PREVALENCIA DE ENFERMEDADES
Para obtener la prevalencia de las enfermedades se tomé en
consideracion el trabajo de Bush et al. (1997) y la formula
empleada por Morales et al. (2011).

N° hospederos con patogenos, parasitos o epibiontes 100

Prevalencia =
fevalencia N total de hospederos

Adicionalmente, se tomo en consideracion el muestreo
aleatorio en 4 areas diferentes del estanque para la obtencion
de la prevalencia y se garantiz6 el porcentaje de confianza seguin
Morales et al. (2010).

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar la relacién entre la prevalencia de las
enfermedades encontradas con el sitio de muestreo, se utilizaron
tablas de contingencia con las frecuencias observadas, con un
nivel de confianza de o= 0,05. La hip6tesis nula sugiere que el
sitio y las enfermedades son independientes entre si. Para
comprobar esto se utilizd el estadistico Chi-cuadrado, siguiendo
a Morales (2011). Por otro lado, para determinar el efecto del
clima (invierno y verano), se realizé el mismo anélisis pero con
tablas de contingencia tridimensionales. En ambos casos se
rechaz6 Ho si /Zc/>/Zt/, y no se rechazé si /Zc/</Zt/.

f

c 2
xu=§:zﬁh:jbl
c Eij

=1 j=1

ISENASA 2014. Deteccioén 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]
N

E; =
Ni: Sumade valores de lafila ‘i’
Nj : Sumade valores de lafila ‘j’
x2 = (f —1)(c — 1) grados de libertad
f: total de filas

c: total de columnas

Adicionalmente, se calcularon los intervalos de confianza
para cada prevalencia obtenida, aplicando lasiguiente formula:

r*q

Li=p+ Zy

Con respecto a los intervalos de confianza obtenidos para
cada uno de los indicadores de las patologias, se estimaron
valores tomando en cuenta un nivel de confianza del 95%. Para
cada una de las patologias los estimadores se detallan en los
resultados, ademds se indica el estimador puntual de la
prevalencia de cada enfermedad.

REesuLTADOS

Durante el periodo de estudio, se identificaron caracteristicas
externas que son evidencia de la presencia de varias
enfermedades, tales como cromatdforos expandidos, estomago
de coloracion rojiza debido a canibalismo, urépodos rojos,
deformidad del masculo, pleépodos y pereidpodos de color
amarilloy cuticula suave. Particularmente, para este estudio se
logré determinar en las dos estaciones climatoldgicas analizadas
la presencia de 5 enfermedades, su respectiva prevalencia y
sus intervalos de confianza (Tabla 2).

Asimismo, al obtener el promedio general de la prevalencia
para la zona en andlisis de estudio (Fig. 1), se logré determinar
cudles son las principales enfermedades que estan afectando
los sistemas de cultivo de camardn para esa zona particular en
Costa Rica. De acuerdo con esto, se describen a continuacion
los resultados obtenidos para las enfermedades que se
manifiestan actualmente en los sistemas de cultivo.

VIRUS

No se obtuvo la confirmacidn de la presencia de los principales
virus analizados para Costa Rica mediante el analisis molecular,
especificamente para las patologias que han tenido presencia a
través de los afios en las producciones de camardn del pais. La



histopatologia reconfirmd 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 el virus del Sindrome de Taura (TSV), Virus
de las manchas blancas (WSSV) y Virus de la cabeza amarilla
(YHV) presentaron una prevalencia del 0% para todos los
casos.

100 1

B Gregarinas
90 + 9
W Vibriosis
80 .
B Epicomensales

70 Hepatopancreatitis necrotizante
(NHP)

Virus de la necrosis hipodérmica
y hematopoyética infecciosa
(IHHNV)

60

50 1

40 |

Porcentaje (%)

30 A

20 4

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, el virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa (IHHNV) present6 sélo para la finca
F1 unaprevalencia del 13,33% y especificamente para la época
de verano. El diagndstico realizado a partir del estudio
histopatoldgico del presente estudio mostré para IHHNV
epitelio gastrico con cariomegalia (Fig. 2C) y cuerpos de
inclusion en tejido branquial (Fig. 2D), resultado que fue
confirmado por medio del andlisis de PCR.

Dentro de los andlisis preliminares se determind la presencia
de camarones con deformaciones en rostro y caparazon 4spero
0 rugoso, mismos que fueron los primeros signos que
determinaron la presencia de IHHNV en las fincas camaroneras
que fueron objeto de estudio. Los intervalos de confianza
obtenidos estan entre 0,06-4.34%, lo que demostré que su
presencia se da con un bajo rango en las producciones de
camarén de Costa Rica.

BAcCTERIAS

La prevalencia general fue del 30% (Tabla 2). Tanto en invierno
€OmMo en verano existieron casos de vibriosis en los camarones,
y particularmente la época de invierno mostré paraF1, F2y
F3 una mayor prevalencia que en verano, siendo 33,3,53,3y
50% respectivamente. Los intervalos de confianza obtenidos
se encontraron entre 26,97-40,80, lo que demuestra que su
presencia se da con gran amplitud en las fincas 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 ectdpico. B) Tejido muscular presentando infiltracion hemocitica moderada en espacios intrafasciculares. C) Epitelio
subgastrico, algunas células presentan cariomegalia. D) Tejido branquial con cuerpo de inclusién 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

Dentro del estudio histoldgico se determinaron una serie de
lesiones generadas por infecciones bacteriales, dentro de estas
estan la presencia de esferoides (Fig. 2A), nddulos melanizados
y necréticos en tejido conectivo perigastrico (Fig. 2E),
infiltracion hemocitica en espacios intrafasciculares del tejido
muscular (Fig. 2B), esferoides ectopicos en palpo mandibular,
con evidencia de ndcleos picnéticos y necrosis (Fig. 3B), y
nédulos hemociticos en lamela branquial con melanosis.
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Por otro lado, se determiné una prevalencia baja para NHP
con presencia en todas las fincas de estudio, el promedio general
fue para F1 (23,33%), F2 (10%) y F3 (6,67%); solo para F2
no presentd ningun caso en el invierno. Los intervalos de
confianza obtenidos se encontraron entre 8,36 y 18,30 y se
determind una prevalencia general promedio de 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 ectépicos en palpo mandibular, se evidencian ndcleos picnoticos y necrosis. C)
Gregarinas en intestino medio. D) Tabulo hepatopancreatico con melanizaciones, multiples capas de hemocitos 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

Se determind por medio del anélisis histolégico la presencia
de necrosis hepatopancreética séptica (SHPN) en los
camarones analizados, encontrando agregacion bacterial en
tejido conectivo de los espacios intertubulares del
hepatopancreas (Fig. 3A) y tdbulos del hepatopancreas
necréticos, melanizados, con maltiples capas de hemaocitos
concéntricos y atrofia epitelial (Fig. 3D).

Es importante considerar que se presentd una diferencia
notable entre el promedio de colonias sacaroliticas y no
sacaroliticas de acuerdo a la estacion del afio en que fueron
tomadas las muestras. En invierno el analisis de la hemolinfa
presentd un mayor crecimiento de colonias no sacaroliticas en
comparacion al verano, siendo para las fincas F1, F2 y F3 de
16,66, 26,66 y 36,66% en invierno y de 16, 16,66 y 16,66%
en verano, respectivamente. Dado esto, en la época de verano
la finca F3 mostré un 62,5% de muestras con luminiscencia,
F1un20%Yy F2 alrededor de un 15%. Estas mismas fincas no
presentaron bacterias luminiscentes en invierno.

EPICOMENSALES

Los epicomensales se muestran como una de las parasitosis
mas importantes con una prevalencia alta. Para todos los casos
analizados se present6 tanto en invierno como en verano. F1y
F2 mostraron prevalencias similares de 26,67 y 28,33%,
respectivamente. Particularmente, F3 tuvo una prevalencia de
43,33%, superando por méas de un 15% a las otras fincas
analizadas. Se obtuvieron en el estudio grados de severidad
desde G1 hasta G4.

Se identificé la presencia de diferentes especies de
protozoarios como Zoothamnium sp., Acineta sp. (Fig. 2F),
y Epistylis sp., en casos severos se observaron lesiones
asociadas en Idmelas branquiales, descritas principalmente como
melanosis en las secciones basales de las branquias. Los
intervalos de confianza obtenidos se encontraron entre 25,92-
39,64, con un promedio general de prevalencia del 32,78%.
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GREGARINAS

Entodas las fincas analizadas, tanto en verano como en invierno,
se presentd una prevalencia del 100%. De las 180 muestras
analizadas, cada una de las observaciones present6 gregarinas
en sus diversos estadios, con grados de severidad desde G1
hasta G4.

En el montaje en fresco se encontraron gregarinas en las
heces extraidas del intestino medio de los camarones, mismas
que fueron visualizadas bajo el microscopio, utilizando aumento
de 10X y20X. Anivel histolégico, se observaron estos parasitos
en el intestino medio (Fig. 3C).

ANALISIS ESTADISTICO

Se determind que no se tiene evidencia estadisticamente
significativa (P < 0,05) para afirmar que las enfermedades son
independientes del sitio. Del mismo modo sucede con la
presencia de las enfermedades por sitioy fecha de muestreo.
Esto quiere decir que no se determind relacion entre la presencia
de las enfermedades, el lugar donde se tomaron las muestras y
la estacion climatoldgica analizada.

Discusion

En Costa Rica y especialmente en el Golfo de Nicoya, se ha
dado la aparicion de una gran cantidad de cuadros patol6gicos
desde hace varios afios (Varela & Pefia 2013) que han
provocado el deterioro de la produccién en los cultivos de. P
vannamei. Para Costa Rica, la lista de enfermedades de
declaracion obligatoria incluye a TSV, WSSV, YHV yel IHHNV
(MAG 2008); sin embargo, a nivel internacional se incluyen
ademas IMNV, NHP y AHPND (OIE 2015).

En los dltimos afios, los principales efectos negativos en la
produccion en Costa Rica estan asociados con los virus, siendo
WSSV el principal causante de altas mortalidades; no existen
reportes oficiales para casos de TSV o YHV. Sin embargo,
esta investigacion ha sorprendido por presentar una prevalencia
del 0% para los principales virus analizados, contra datos
presentados por Morales et al. (2011) quiénes indican en su
estudio, que para Costa Rica se han reportado prevalencias de
WSSV de 15 al 100%; posiblemente debido a larvas mas
resistentes a esta enfermedad o incluso a una época con
caracteristicas particulares asociados a temperatura,
precipitacion y salinidad. Ciertas regiones de Centroamérica

con caracteristicas productivas similares a Costa Rica, como
Nicaragua, Guatemala, Honduras y Panama, tuvieron
prevalencias entre 15 y 100% para WSSV, demostrado su
presencia en practicamente todos los sistemas productivos
(Morales et al. 2011).

Otras regiones productivas como la India obtuvieron para
diferentes épocas del afio, prevalencias de WSSV desdeel 0
hasta 31,6% en Penaeus monodon (Chakrabarty et al. 2014)

El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa (IHHNV) se detect6 Gnicamente en la finca F1 con
una baja prevalencia, coincidiendo con Morales et al. (2011),
con una prevalencia promedio de 13,4% para 8 regiones
diferentes de Latinoamérica. Sin embargo, aunque sélo se
presentd este caso en particular, se tienen registros de la aparicion
de cuadros clinicos que incluyen deformidades cuticulares,
crecimiento reducido e irregular en fincas cercanas y en periodos
distintos a los mencionados en este estudio; caracteristicas que
son compatibles con del sindrome de la deformidad y enanismo
(RDS, y que es causado por el virus IHHNV en P. vannamei).

Un estudio efectuado durante el 2009 en México, mostro la
presencia de IHHNV y TSV en camarones silvestres,
especificamente en P. setiferus y P. aztecus, donde obtuvieron
una prevalencia de 6,6 y 4,4%, respectivamente para TSV e
IHHNV (Guzmén et al. 2009). Macias et al. (2014),
determinaron una prevalencia media para IHHNV del 19,5%
en muestras de diversos invertebrados obtenidas en fincas
camaroneras ubicadas en la Costa Pacifico de México. De este
estudio se desprende la alerta sobre el riesgo que se presentan
en las fincas camaroneras ubicadas en el Golfo de Méxicoy
donde eventualmente se podrian generar las mismas condiciones
para el Golfo de Nicoya.

En Brasil, la intensificacion de la produccion ha provocado
la confirmacion de IHHNV y IMNV, por medio de PCR
(Teixeira etal. 2011). Mismo resultado que fue demostrado
en el estudio de da Silva et al. (2010), donde por medio de
analisis histopatoldgicos confirmaron IMNV como una de las
patologias més criticas en el noreste de Brasil. Por su parte,
Braz etal. (2009) obtuvieron una prevalencia de IHHNV desde
el 9,4% hasta el 81% en 7 diferentes granjas del noreste de
Brasil. Cabe destacar, que el crecimiento acelerado y
descontrolado de la industria generé la aparicion de multiples
virus con una acelerada dispersion (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. Organizacion 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 anélisis histol6gicos para
IHHNV, que existen cuerpos de inclusion intranucleares,
prominentes, eosinofilicos en células de tejidos de origen
ectodérmico comoes el caso de branquias y tejido estomacal.
En concordancia con lo encontrado en las muestras procesadas
en este estudio (Fig. 2C y 2D), en estos tejidos no detectaron
los tipicos cuerpos de inclusién del IHHNV, pero si se
presentaron ndcleos hipertrofiados sugiriendo estadios iniciales
de desarrollo de inclusiones, diagndstico que fue posteriormente
confirmado mediante PCR.

Del mismo modo en que los virus han afectado la industria
camaronicola, durante el Gltimo quinquenio, las bacterias han
incrementado su capacidad para generar dafios y por la
aparicién 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 del 12,5% al determinar la presencia de estas
bacterias en camarones de cultivo en Tailandia.

Pefla & Varela (2015) detectaron que camarones de la
especie P. vannamei infectado con V. parahaemolyticus,
mostraron en su analisis histolégico reacciones inmunoldgicas
y efectos citopaticos similares a la presente investigacion, por
lo que se confirma el efecto perjudicial de las bacterias del
genero Vibrio sp.

Estudios previos realizados en Latinoamérica indican una
prevalencia promedio de 19,05% asociada a bacterias como
V. campbellii, V. parahaemolyticus, V. brasiliensis y
Streptococos spp. (Morales et al. 2011). Algunos estudios
confirman la distribucion de la bacteria que causa la necrosis
aguda del hepatopé&ncreas en P. vannamei cultivados en
Sonora y Sinaloa, México (Ibarra etal. 2007). La prevalencia
para esta enfermedad se mostré en un rango de 14,6-59,5% y
5-42% para Sonora y Sinaloa, respectivamente.

A nivel de pardmetros climatolégicos y productivos en las
fincas de estudio, durante el verano se registraron temperaturas
superiores a los 35°C, escasez de lluvias y una conversion
alimenticia elevada. Es probable que se desarrolle un ambiente
propicio para la generacion de colonias de bacterias
potencialmente patdgenas, como las que provocan
luminiscencia. A la vez, se registraron mortalidades por hipoxias
constantes a través del ciclo productivo, alcanzando niveles
minimos de 1 mg L de oxigeno durante las primeras horas del
dia. Morales & Gomez-Gil (2014) indican que las fluctuaciones
de la temperatura, salinidad, oxigenoy pH, entre otros, influyen
en las comunidades bacterianas, lo que genera la proliferacion
de pat6genos que provocan mortalidades en los camarones de
cultivo. Aunque no se logro inferir las especies de bacterias
que proliferaron en la investigacion, los autores anteriores

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

Para finales del 2014 en las fincas camaroneras de Costa
Rica, y luego de obtener los resultados anteriormente expuestos,
se dio uno de los principales episodios registrados por
problemas con bacterias, identificando en producciones de
camaron de forma combinada, la presencia de
Hepatopancreatitis necrotizante (NHP), Necrosis séptica del
hepatopéancreas (SHPN) y el virus de la mancha blanca
(WSSV).

Otras patologias de interés encontradas en este estudio, se
asociaron con la presencia de epicomensales y gregarinas. Los
resultados presentados en este estudio concuerdan con lo
expuesto por Morales et al. (2011), cuyo diagnéstico se asocia
con necrosis ymelanosis de las branquias. El estudio de Morales
et al. (2011) presentd grados de severidad de G1 y G2, con
una prevalencia promedio del 13,1%, muy por debajo de los
resultados de prevalencia obtenidos en la presente investigacion.
Por otro lado, Morales et al. (2011) indica una prevalencia
para gregarinas de 8,3% en 8 regiones analizadas de
Latinoamérica, con un maximo de 20% y un minimo de 5%.
Para este estudio, se observo presencia constante de gregarinas
en grados G1 y G2; siendo identificada la especie Nematopsis
sp. Esta parasitologia se asocia a baja calidad de aguas e
incrementa en altas densidades de siembra en los sistemas de
cultivo, entre otras posibles causas.

Cuéllar-Anjel (2014) menciona la presencia de gregarinas y
epicomensales en la regién y otros parasitos como
microsporidios, haplosporidios y metazoarios. Estos Ultimos no
se detectaron en este estudio. Generalmente los protozoarios
son los que mas afectan al localizarse en branquias, apéndices,
exoesqueleto y tracto digestivo. Al igual que el estudio de Pefia
et al. (2013), se encontraron ectoparasitos en lamelas
branquiales tales como Zoothamnium sp. y Epistylis sp. asi
como la presencia de endoparasitosis con niveles de hasta 100
gregarinas por campo visual, lo que indica una gran infestacion
de parésitos en los camarones analizados.

En términos generales, para reducir y controlar las
mortalidades causadas por cada una de las enfermedades
existentes en las producciones de camarén, se hace necesaria
la implementacion de practicas de manejo adecuadas. Tal como
indica Morales et al. (2011), practicas como el secado sanitario
de estanques de cultivo, campafias de control sanitario y
monitoreos sanitarios de rutina permitiran reducir la propagacion
de pat6genos entre las diferentes zonas de cultivo del camarén,
especialmente en un pais con las particularidades de Costa Rica,
donde las condiciones geogréficas implican un alto riesgo debido
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ala cercania de las fincas y la posible reutilizacién de las aguas
provenientes del Golfo de Nicoya.

Pantoja & Lightner (2014) indican que el futuro de la industria
camaronicola, dependerd de la utilizacion de especies
genéticamente mejoradas, libres de patdgenos, y el uso tanto
de antibacterianos como de antivirales. Por otro lado, para
reducir los impactos mencionados con anterioridad, la
bioseguridad surge como la medida de control y prevencion
mas eficaz (Moss et al. 2012), misma conclusién obtenida por
Morales et al. (2011) y Cuéllar-Anjel et al. (2008).

Se concluye que, durante el periodo de evaluacion de la
investigacion para las zonas de estudio, se identificé la presencia
de algunas de las principales patologias que afectan los cultivos
de camardn a nivel mundial, mismos resultados que
concordaron con los reportes emitidos por la OIE en los que
se notificd desde el 2006 al 2011 las enfermedades WSSV,
IHHNV y TSV (Salazar 2006); durante el 2012 se incluyo
NHP (Rojas 2012) ydel 2013 al 2015 se menciond la presencia
oficial de WSSV, IHHNV y NHP (Hernandez 2015). En este
sentido yal contar con tanta variedad de enfermedades asociada
con précticas de manejo ineficientes en algunos casos, el impacto
de dichas patologias en la produccién de camar6n en Costa
Rica ha generado altas mortalidades traducidas en pérdidas
econdémicas de los camaronicultores. Esto ha sido poco
investigado en el paisy los estudios mas recientes (Pefia et al.
2013, Varela & Pefia 2013, 2014, 2015, 2016; Pefia & Varela
2015), sugieren la posibilidad de que se presente una situacion
dificil para la produccion camaronera, tanto a mediano como a
largo plazo.

Por otro lado, es determinante la estandarizacion de
protocolos de bioseguridad y buenas précticas de manejo en
todas las fincas camaroneras, con la finalidad de reducir el
ingreso de patologias provenientes de otras granjas, a la vez,
buscar alternativas en el manejo de la calidad de las aguas para
mantener un equilibrio en la dindmica de los organismos
presentes en las aguas de cultivo (Lightner & Pantoja 2001).
Cabe resaltar, la necesidad de iniciar monitoreos
epidemioldgicos regulares para la identificacion oportuna de la
presencia de enfermedades de mayor riesgo para el cultivo de
camardn en Costa Rica, cuya finalidad sera la prevenciony la
activacion de protocolos que permitan la reduccion del riesgo
en los estanques de cultivo. Cuéllar-Anjel et al. (2010) indican
entre buenas préacticas de manejo, una adecuada preparacion
de los estanques antes de realizar la siembra y una adecuada
verificacion de la calidad de las postlarvas, aunado a controles
estrictos en el manejo de la calidad del agua y el alimento; donde
este Ultimo debe ser almacenado con las condiciones adecuadas
para evitar la propagacion de levaduras y el incremento de
posibles vectores.
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