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RESUMEN

La actividad acuicola ha tomado un crecimiento acelerado en los Gltimos afios, pero ha ido
presentando una serie de problemas en la produccion, siendo una de las principales la aparicion,
de diversas enfermedades ocasionadas por bacterias de la cual se destaca como principal
causante de altas mortalidades, la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND), siendo una
enfermedad causada por el Vibrio parahaemolyticus, y debido a la dificil identificacion de este
patdgeno se realizo la presente revision bibliogréfica donde, damos a conocer los principales
métodos de aislamiento e identificacion del agente patdgeno que provoca (AHPND), la primera
forma de identificacion es mediante Histopatologia que se realiza mediante un analisis con
microscopio a los tabulos hepatopancreaticos donde se observa el desprendimiento de las
células epiteliales, el método de aislamiento para las pruebas moleculares es mediante el cultivo
en placas de caja Petri, donde ya una vez obtenido el agente patégeno se procede a la
identificacion realizando las siguientes técnicas moleculares, como la Hibridacion Dot Blot
que permite identificar patdgenos mediante la presencia del ADN, el segundo método es la
PCR que es un proceso enzimatico donde se realiza una amplificacion de secuencias
determinadas de ADN, y la Gltima prueba molecular es el método LAMP y es un ensayo de
Amplificacion Isotérmica del ADN mediada por Asas, que sirven para identificar rapidamente
las bacterias, todos estos métodos nos ayudan a identificar los agentes patégenos que provocan
la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND), y asi podemos obtener una repuesta rapida ante

cualquier rebrote de esta enfermedad.

Palabras Clave: LAMP, Hibridacion, PCR, Vibrio, ADN, Epibiontes, Epizootias,
Cromatéforo, Letargia, CHROMagar.



SUMMARY

Aquaculture activity has grown rapidly in recent years, but has been presenting a number of
problems in production, being one of the main the appearance, of various diseases caused by
bacteria of which it stands out as the main cause of high mortality, acute hepatopancreatic
necrosis (AHPND), being a disease caused by Vibrio parahaemolyticus, and due to the difficult
identification of this pathogen was made the present bibliographic review where, we present
the main methods of isolation and identification of the pathogen causing (AHPND), the first
form of identification is by histopathology performed by means of a microscope analysis to the
hepatopancreatic tubules where the detachment of epithelial cells is observed, the method of
isolation for the molecular tests is by means of the culture in petri dishes, where once the
pathogen has been obtained the identification is carried out by performing the following
molecular techniques, such as Dot Blot Hybridization, which allows pathogens to be identified
by the presence of DNA, the second method is PCR, which is an enzymatic process in which
certain DNA sequences are amplified, and the final molecular test is the LAMP method and is
a Loop-mediated DNA isothermal amplification assay, which serve to quickly identify bacteria,
All these methods help us to identify the pathogens that cause acute hepatopancreatic necrosis

(AHPND), and so we can obtain a quick response to any resurgence of this disease.

Keywords: LAMP, Hybridization, PCR, Vibrio, DNA, Epibionts, Epizootics, Chromatophore,
Lethargy, CHROMagar.
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1. INTRODUCCION

La actividad acuicola ha tomado un crecimiento acelerado en los Gltimos afios siendo asi, el
cultivo de camar6n blanco © ‘Litopenaeus vannamei’’ €l mas cultivado. Una de las ventajas que
presenta esta especie es la rdpida adaptacion a una amplia variedad de salinidades,

formulaciones alimenticias, rapido crecimiento y fécil reproduccion (Sunuram et al., 2021).

Aunque la actividad camaronera ha ido en aumento en las dltimas décadas, esta se ha visto
frenada por una serie de problemas en la produccion, siendo una de las principales la aparicién
de diversas enfermedades, ocasionadas por bacterias, que provocan mortalidades severas, los
agentes bacterianos mas comunes son los Vibrios y que los de mayor acontecimiento en la
etapa de larvicultura son Sindrome Zoea Il, Espibiones bacterianos, Bacterias luminiscentes,
Bolitas blancas y en la etapa de engorde tenemos Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
alginolyticus, Vibrio vulnificus y Vibrio harveyi que ocasionan las siguientes enfermedades:
Black Splinter, Vibriosis Sistémica, Camarén manchado, Vibriosis luminiscente, Sindrome
gaviota o vibriosis sisttmica Hepatopancreatitis Necrotizante, Epibiontes Bacterianos y la
necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) o més conocida como sindrome de la mortalidad
temprana (EMS) que es enfermedad que esta ocasionando mortalidades sumamente elevadas y
que ha llamado la atencion de la (OIE) Oficina Internacional de Epizootias, la cual ha realizado
varios estudios y analisis para identificar este patdgeno de una forma répida y segura, para asi
obtener un informe clinico concreto y tomar medidas eficientes y apropiadas, para detener el

avance de este Vibrio en los cultivos de camaron (Tenecota et al., 2018).

Existen varios métodos de aislamiento como son Microbiologia e identificaciébn como es
espectrofotometria, Métodos moleculares (PCR), Dot Blot, Parametros inmunolégicos

(hemogramas), Microscopia electrdnica, histopatologia y Bioensayos (Huat et al., 2020).

Mediante este trabajo nos enfocaremos, en la revision de las diferentes técnicas para el
aislamiento e identificacion de los patdgenos que provocan mortalidad temprana en los cultivos
de camaron blanco ""Litopenaeus vannamei”’, y de esta manera poder reiterar cuél técnica es

la mejor y mas rapida en la identificacion de estos patdgenos.



2. DESARROLLO

2.1 Enfermedades bacterianas en cultivos de camaron Litopenaeus vannamei
2.1.1 Epibiontes bacterianos
Es provocado por la bacteria Leucothrix mucor y es una enfermedad conocida comunmente
como la enfermedad de las branquias, ya que presentan una pigmentacion que pasa del amarillo
verdoso a café, y ocasiona mortalidad de los organismos provocandoles asfixia (Rosabal et al.,
2020).

2.1.2 Bacterias quitinoclasticas
Producidas por bacterias del género Vibrios spp. Estas bacterias se presentan mas a menudo en
los cultivos intensivos, donde la superficie del area es pequefia y los animales compiten por
espacio y se ocasionan dafios en el exoesqueleto y que forma una entrada a los patdgenos
oportunistas, que provocan dafios en la cuticula, que luego presentan una mancha oscura
conocida como melanosis que sirve como expresion de defensa para protegerse del ataque de
las bacterias. La Vibriosis sistémica presenta signos clinicos como es anorexia, nado erratico
en la orilla, extension de los cromatéforos y musculatura opaca Tenecota et al., (2018) y segun
Moreno, (2010) otros géneros bacterianos que provocan erosion en el exoesqueleto son Vibrios,

Aeromonas, Pseudomonas y Cianobacterias.

2.1.3 Hepatopancreatitis necrotizante o NHP

Es una enfermedad provocada por la bacteria intracelular Hepatobacter penaei y alfa
Proteobacteria, esta enfermedad es endémica en América y ataca el hepatopancreas, causa
reduccion en el consumo de alimento, la tasa de crecimiento se reduce, la cuticula de los
animales se pone blanda y sus cuerpos flacidos mostrando un caparazon rugoso, fragil y blando
luego de esto causando la mortalidad de los organismos, pigmentacion en ciertos casos provoca

la dilatacion de los cromatdforos y letargia en los organismos (Rubio et al., 2022).

2.1.4 El Sindrome de gaviota

Los principales causantes de esta enfermedad son V. anguillarum, V. alginolyticus, V.
campbellii, V. ordalii, V. Parahaemolyticus, V. splendidus y V. vulnificus afectan en la fase de
engorde y causan en los camarones un aspecto de nado erratico en la superficie y son
susceptibles a ser devorados como alimento por las gaviotas esta enfermedad se da por
alteracion del ambiente como son los cambios bruscos a altas temperaturas, cambios en la

salinidad, elevaciones de compuestos nitrogenados y acumulacion de agentes patdgenos que se



quedan en las entradas de agua especialmente las que se dan con baja recirculacion, otros de
los problemas de esta enfermedad es la alta mortalidad que provoca en las especies (Moncada,
2022).

2.1.5 Vibriosis luminiscente

2.1.5.1 Fase de larvicultura

Nombradas asi porque en las noches el aspecto de las larvas es fosforescente, son producidas
por Vibrio harveyi y Vibrio splendidus, estas se adhieren a las superficies, de los crustaceos y
se establecen en el tracto digestivo al ser ingeridos, dafiandose el hepatopancreas

completamente (Nurhafizah et al., 2021).

2.1.5.2 Fase de engorda
Es producida por la bacteria Vibrio harveyi, y surge especialmente en épocas de frio, esta
bacteria ingresa a los organismos a través del agua o consumo de alimentos. Los camarones en
fase juvenil son béasicamente afectados. Los signos clinicos son igual a los descritos
anteriormente en el sindrome de la gaviota. Esta enfermedad causa dafios primordialmente en
el hepatopancreas, ocasionando perjuicios en la funcion digestiva, y causa altas mortalidades
(Nurhafizah et al., 2021).

2.1.6 La enfermedad de Bolitas blancas
Esta compuesta por el Vibrio spp, provoca una reaccién que se da por las sustancias toxicas
bacterianas o de la adsorcion de metales pesados. Este Vibrio se deposita en el tracto digestivo
y se pueden apreciar como las células son desprendidas en el hepatopéancreas, la enfermedad
de la luminiscencia y de las bolitas blancas presentan los siguientes signos clinicos, reduccion

del consumo de alimento, nado lento y erratico, y altas tasas de mortalidad (Otero, 2018).

2.1.7 Sindrome del Camardn Manchado
Es provocada por el Vibrio sp y otras bacterias oportunistas como Spirillum sp, Aeromonas sp.
y Flavobacterium sp. Esta enfermedad presenta signos como cambio de color de café a negro
en la cuticula, los apéndices y las branquias del camaron, esto se da cuando el organismo se
encuentra bajo severo estrés y esto los lleva a provocar una amenaza que, si no se controla, se
produce el desarrollo de “astillas negras”, que luego se convierte en una “vibriosis sistémica”

(Moncada, 2022).



2.2 Sindrome de la Necrosis hepatopancreéatica aguda (AHPND)
Segun Ovando et al., (2020) esta enfermedad aparece por primera vez en el afio 2010, en China
y luego se expandié a paises como Tailandia, Vietham, Malasia, México y gran parte de
América Latina, esta enfermedad se manifiesta en los cultivos aproximadamente en el 1 mes
después de la liberacion de las postlarvas en tierra y produce altas mortalidades en camarones
en etapas tempranas de cultivo, se propaga muy rapido y coloniza desde los alimentos no
consumidos, los fondos lodosos del estanque, la materia organica en suspension, hasta en las
cuticulas quitinosas de la muda, este agente patdgeno al ingresar al interior del organismo de

los camarones, se aisla en el tracto digestivo produciendo toxinas.

2.3 Agente causante de la enfermedad
Galaviz et al., (2021) dice que el agente etioldgico de la enfermedad se da originalmente como
Vibrio parahaemolyticus, se la puede identificar por el desprendimiento fuerte de los tibulos
de las células epiteliales del hepatopéancreas (HP), que son causadas por las toxinas PirA'y PirB
de V-AHPND+ y la enfermedad tiene dos fases distintas.

En la fase aguda, la hepatopancreas infectada muestra desprendimiento de células epiteliales
tubulares de la membrana basal y degeneracion epitelial tubular en ausencia de células
bacterianas donde se deterioran las células (E, R, F, B). En la etapa terminal, el hepatopancreas
muestra una extensa infiltracion hemocitica intratubular y el desarrollo de una infeccion

bacteriana secundaria masiva (Galaviz et al., 2021).

El método de trasmisién se da de manera horizontal de camarén a camarén mediante
canibalismo, y de manera vertical de reproductores a hijos.



| hon-AHPND

Figura 1 Signo Clinico de AHPND. Obtenido de
Japan Science and Technology.

Fuente:(Okamoto, 2018)

2.4 Métodos de aislamiento de (AHPND)
Los métodos de aislamiento se utilizan para separar ciertos microorganismos unos de otros los
cuales se encuentran acompafiados entre si en las muestras. EI método mas comdn utilizado en
siembra es por estria en placa este método funciona utilizando un cultivo sélido como medio

de preparacion en una placa de Petri (Carlina et al., 2021).

2.4.1 Medios de cultivo
Son Preparaciones liquidas o solidas que contienen nutrientes, con factores de crecimiento y
otros componentes, con la finalidad de recrear las condiciones necesarias para que se dé el
desarrollo de microorganismos, la composicion precisa de los cultivos dependera del
microorganismo que deseamos cultivar ya que las necesidades nutricionales de los

microorganismos varian (Carlina et al., 2021).

El Aislamiento de los cultivos bacterianos se los hace mediante la toma de una muestra de el
hepatopancreas de los camarones que presentan signos clinicos de la enfermedad y se los
procede a cultivar en agar TCBS 'y las colonias verdes se las resiembra en CHROMagar Vibrio,

luego son aislados los patdgenos y se procede a la identificaron por PCR (Galaviz L. , 2021).

Segun Pérez et al.,(2018) el aislamiento de las cepas de V. parahaemolyticus se la realiza
aislandola de la hepatopancreas de camarones blancos infectados y se identifica mediante
amplificacion de secuencias de ARNr 16S como V. parahaemolyticus.

La virulencia de las cepas se evalua mediante la deteccion por PCR del plasmido VPA3-1, en
particular el fragmento del gen similar a pirB (que codifica una proteina similar a la toxina PirB

albergada por este plasmido), que determina si una cepa es 0 no virulenta para los camarones.


https://www.ugr.es/~pomif/pom-bac/PB-I/PBI-Frame1.htm
https://www.ugr.es/~pomif/pom-bac/PB-I/PBI-Frame1.htm

2.5 Métodos de identificacion para (AHPND)

Clinica | Fresco | Bacteriologia | Histopatologia | ISH/IHC! | PCR
Vibriosis X XX XXX XXX
AHPND X XX XX XXX XXX
NPH X XX XXX XXX XXX
Espiroplasma X X XX XXX XXX
Estreptococos | X X XX XXX XXX

Tabla 1 Grado de confianza de las diferentes técnicas diagndsticas.

Fuente: (Varela & Choc, 2020)

X: aplicabilidad limitada; XX; aplicabilidad moderada; XXX; aplicabilidad elevada ISH:
Hibridacién in situ; IHC: Inmunohistoquimica

Clinica | Fresco | Bacterioldgico | PCR Histopatologia ISH/IHC
Tiempo de respuesta Corto Corto Medio Medio Extenso Extenso
Entrenamiento Corto Corto Medio Intenso | Intenso Intenso
Costo Bajo Bajo Medio Alto Alto Alto
Especificidad Baja Baja Media Alto Media-Alta Alta
Sensibilidad Baja Media Media Alto Media-Alta Media-Alta

Tabla 2 Consideraciones para la implementacién y seleccién de las técnicas de diagnéstico

para enfermedades bacterianas en camarones.

Fuente: (Varela & Choc, 2020)

2.5.1 Histopatologia

Las técnicas histopatologicas, muestran un gran valor ya que permiten visualizar la presencia

de lesiones, y permiten establecer el estado de la infeccidn y el grado de afectacion. Mediante

la identificacion Histopatoldgica, el (AHPND) se manifiesta con el desprendimiento de las

células epiteliales de los tubulos hepatopancreaticos y la depreciacion de la mitosis. Provoca

una disminucién de las reservas energéticas, atrofia el hepatopancreas. Luego de eso las heridas

progresan desde las zonas cercanas a los tubulos y después se dirigen hacia las zonas distales.

En las proximas fases se visualiza bacterias basofilas, mayormente oportunistas. Luego se

prolonga el rompimiento celular y comienzan los procesos irritantes con acumulacion de

10




hemocitos. En la ultima fase se puede observar la decadencia del hepatopancreas por los

desprendimientos celulares, y la accién bacteriana con la produccién de toxinas (Varela &
Choc, 2020).

Chronic phase

1000 Chronic phase
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Figura 2 Evolucidn de la patologia AHPND

Fuente: (Aranguren, 2020)

2.5.2 Pruebas moleculares
Las pruebas moleculares son un método positivo de laboratorio donde se toma una muestra de
tejido para ver si hay ciertos genes o proteinas, que nos ayudan a identificar si un patégeno se
encuentra 0 no presente en la muestra, su apariencia se la detecta mediante la aparicion de
acidos nucleicos esto quiere decir un fragmento del genoma del patdgeno infeccioso (Varela &
Choc, 2020).

Las técnicas de identificacion de microorganismos que se da por medio de técnicas moleculares
son una alternativa muy factible para la separacién de estos limitantes, ya que en términos de
costo y tiempo ayudan mas rapido a la obtencién de resultados. Estas técnicas manejan ADN
separado para de esta manera identificar y corroborar de manera eficaz si existe 0 no la

presencia de dichos microorganismos (Garcia & Miranda, 2018).

11



2.5.2.1 Hibridacion Dot Blot
Esta técnica nos ayuda a identificar patdgenos como bacterias intracelulares y virus, mediante
identificacion de la presencia de su ADN a través un proceso de lisis o rompimiento celular, la
extraccion del ADN, hibridacion y revelado. EIl proceso comienza con una muestra de
hemolinfa o de un tejido animal que presente signos clinicos de la patologia, la muestra tomada
se procede a macerar manualmente con un tampén o buffer de lisis, esto se realiza para destruir
las células y ceder la salida de las moléculas de ADN directo a la solucién con la cual estamos
macerando, luego es colocado sobre una membrana de nylon y consecutivamente
desnaturalizado para ubicarlo en la sonda anteriormente preparada con el fin de alistar la
muestra, y en el caso de esta encontrar regiones del ADN viral, producira un anillado o
hibridacion que es el enlace entre lasonday el ADN viral. Posteriormente se realiza la limpieza
y se afiaden anticuerpos anti-digoxigenina, que han sido antes marcados con la enzima
fosfatasa-alcalina y se afiade una solucion indicadora (BCIPNBT), que reacciona con la
fosfatasa alcalina y causa una reaccion colorimétrica. Cuando se realiza el proceso esta tomara
un color morado y dependiendo de la intensidad, determinaremos la cantidad de

microorganismos que la muestra presente (Morales & Jorge, 2014).

2.5.2.2 La PCR (Reaccion en Cadena de Polimerasa)

La PCR es un método enziméatico donde se realiza una amplificacion de secuencias
determinadas de ADN, que logra la sintesis in-vitro de un determinado segmento de ADN y
que ocasiona, en cada etapa del proceso, que esta pueda duplicar un cierto nimero de
moléculas. Este proceso se realiza para la localizacion gendémica de determinados
microorganismos patdgenos como bacterias y virus, que se encuentran presentes en
determinadas muestras de camarones, esta técnica se basa en establecer una secuencia
gendmica de beneficio, utilizando pequefios fragmentos de nucleétidos llamados iniciadores o
cebadores. La PCR en tiempo real es un método que se utiliza en laboratorio que necesita de
un Termociclador, un Fluorémetro y un monitor, para calcular y ampliar paralelamente una
parte concreta de una molécula de ADN o ARN. Esta técnica se utiliza para comprobar si existe

0 Nno una secuencia especifica (Morales & Jorge, 2014).

Segun Saavedra et al., (2018) lo mas comun para la deteccion de la AHPND en la secuenciacion

es la utilizacion de los cebadores universales para bacterias F518 y R800 (Ludwig, 2007).

12



2.5.2.3 Método LAMP

La tecnologia LAMP es un ensayo de Amplificacion Isotérmica del ADN mediada por Asas 0
mas conocidas como (LAMP) que sirven para identificar rapidamente las bacterias, este
método fue desarrollado para sintetizar grandes cantidades de acido nucleico utilizando cuatro
cebadores que reconocen seis sitios especificos en el ADN objetivo y que pueden ser empleados
para detectar Vibrio parahaemolyticus que es el principal causante de la enfermedad de la
necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND), la tecnologia LAMP desarrolla dos grupos de
primers (LAMP-A2 y LAMP-A3) mediante ensayos ya se han aprobado su uso para identificar
al V. parahaemolyticus, donde se indica que los dos grupos de primers detectan V.
parahaemolyticus causante del AHPND (Kongrueng et al., 2015).
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3. CONCLUSION
La presente revision nos ayuda a conocer las técnicas que se pueden utilizar, para el aislamiento

e identificacion de patogenos, que provocan el sindrome de la necrosis hepatopancreatica
aguda, mediante la revision detallada de cada técnica podemos conocer cual es la mejor y més

eficaz.

De esta manera se pretende poder identificar el agente patdégeno, de una manera rapida y asi
evitar las infestaciones y altas tasas de mortalidad, que esta enfermedad puede llegar a provocar

en los cultivos de camarones.

Debido a los brotes recientes de EMS/AHPND se sugieren que las practicas modernas de
cultivo ya sean intensivo o extensivo de camarén, se debe revisar minuciosamente el manejo

microbiano, para mantener el control y evitar la propagacion de esta enfermedad.
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