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n septiembre de 2023, varios criaderos
Een América Latina experimentaron

tasas de mortalidad significativas:
hasta el 90% en el estadio de zoea 2 de
Penaeus vannamei. Las observaciones de
montajes frescos revelaron estructuras que
se asemejaban a gotas lipidicas, similares
a las que se observan en una condicién
conocida como “Sindrome de las Bolitas”.
Los examenes histopatologicos rutinarios
identificaron células y tejidos desprendidos
en los tractos digestivos de los zoeas
afectados, en contraste con el contenido
tipico de células de algas en los zoeas
saludables. Las pruebas de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) para mas
de 20 patégenos conocidos de camarén
indicaron diferencias minimas entre los
lotes enfermos y saludables. Ambos grupos
dieron negativo para la enfermedad de
Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND),
pero positivo para especies de Vibrio y
bacterias similares a Rickettsia en las
muestras enfermas. Los analisis histologicos
de los zoeas afectados revelaron una
degeneracion caracteristica del tejido en
el hepatopancreas, formando esferas que
eventualmente migraron hacia el intestino
superior, el intestino medio y las cecas del
intestino medio, una patologia identificada
como Sindrome de las Bolitas (BS). Las
evaluaciones  microbiolégicas  revelaron
especies de Vibrio en concentraciones de
1076 UFC zoea/g en los zoeas afectados,
aproximadamente dos 6rdenes de magnitud
mas alto que en los zoeas saludables.

El aislamiento de bacterias tanto de zoeas
saludables como afectados por BS en agar
tiosulfato-citrato-sal de bilis-sucrosa (TCBS)
y CHROMagar™ (Paris, Francia), seguido
de la identificacion utilizando APl 20E,
identifico seis cepas de Vibrio alginolyticus.
A pesar de las similitudes con el BS en
montajes frescos, se observaron diferencias
histopatoldgicas distintas, particularmente
la presencia de células descamadas en
los intestinos y variaciones en los l6bulos
hepatopancreaticos. Este estudio resalta la
necesidad critica de investigar mas a fondo
para comprender completamente la etiologia
y patologia de este sindrome en el estadio
de zoea 2 de P. vannamei para desarrollar
estrategias de mitigacion efectivas para las
operaciones de criaderos.
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Durante finales de la década de 1980,
la década de 1990 y principios de la de
2000, las patologias mas predominantes
en los criaderos de América Latina eran
el Sindrome de Bolitas Larvales (LBS), el
Sindrome de Zoea 2 y el Sindrome de Muda
de Mysis [1-3]. Durante el mismo periodo,
las principales patologias reportadas en
postlarvas eran las bacterias luminiscentes
[4-7]. Después de 2015, los brotes de
enfermedades con altas tasas de mortalidad
se vieron mas cominmente en la produccion
de postlarvas, por ejemplo, AHPND en
postlarvas (PL-AHPND), enfermedad de
postlarvas translicidas (TPD), etc. [8-11].
El LBS es una condicién caracterizada
inicialmente por una patologia distintiva
del hepatopancreas, donde se produce
una descamacion celular del epitelio del
hepatopancreas, formando esferas que
eventualmente se trasladan al intestino
superior [1]. La patologia macroscopica del
LBS normalmente se desarrolla en cuestion
de horas, pasando de zoeas saludables y
bien alimentados a animales moribundos y
vacios. Al mismo tiempo, las larvas se vuelven
bioluminiscentes, lo que se acompana de
cambios en el comportamiento y pérdida
de apetito [2]. Aunque el LBS puede ocurrir
durante las etapas postlarvales (PL), se
han observado mortalidades masivas, que
alcanzan hasta el 90%, principalmente
en las etapas tempranas de zoea y mysis.
Una caracteristica distintiva del LBS es la
presencia de bolitas en el hepatopancreas,
que eventualmente migran al intestino.

LBS ha sido asociado con infecciones de
Vibrio spp. [2,12]. El Sindrome de Zoea
2 solo se ha asociado con V. harveyi y V.
alginolyticus [3,13], y la especie asociada
con el Sindrome de Mysis nunca ha sido
identificada. La bioluminiscencia nocturna
observada en criaderos tanto en Asia como
en las Américas se atribuyé tipicamente a
Vibrio luminiscentes [2,4-7]. En tiempos
mas recientes, los brotes de mortalidades
sUbitas y agudas en criaderos de camarones
peneidos suelen comenzar en las etapas
PL, pasando de un estado activo y
aparentemente saludable a moribundo y
muerto. La velocidad y virulencia con que
ocurren estas mortalidades masivas se
han observado en muchas instalaciones de
produccién, y en la mayoria de los casos se
han asociado o vinculado con diferentes

cepas de Vibrio [8-10]. Intriago et al. [10]
proporcionaron evidencia de que la causa de
estos eventos de mortalidad rapida era una
especie de Vibrio que portaba los mismos
plasmidos que el VoAHPND reportado como
causante de la enfermedad de Necrosis
Hepatopancreatica Aguda (AHPND) en
estanques de cultivo en otras regiones. La
condicion fue tentativamente denominada
AHPND en postlarvas (PL-AHPND) para
diferenciarla de otras patologias que afectan
a las larvas de camardn peneido. En Asia, la
enfermedad de postlarvas translicidas (TPD)
ha sido la principal causa de enfermedades
y mortalidades larvales, siendo el agente
causante una cepa de V. parahaemolyticus
portadora de wun gen de hemolisina
(aislamiento Vp-JS20200428004-2)
[8,9,11]. En India, se describi6é una condicion
similar referida como Sindrome de Zoea
2 que afecta a los zoeas 2 de Penaeus
vannamei [14].

Enseptiembrede2023,algunasinstalaciones
de cultivo en la regién de América Latina
experimentaron altas mortalidades en
los estadios de zoea 2 y 3. Dada la alta
tasa de mortalidad, estos tanques fueron
descartados. No se ha reportado el agente
causal asociado con estas mortalidades.
La observacion microscopica de las larvas
reveld la presencia de “bolitas” (esferas)
en el hepatopancreas. Generalmente,
los indicadores clinicos y la apariencia
macroscopica en montajes humedos
coincidian con lo que se habia identificado
previamente como LBS. El presente estudio
informa sobre los hallazgos microbiolégicos,
las pruebas de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y los hallazgos histolégicos
en animales saludables y enfermos afectados
por esta condicion.

Razonamiento del estudio

Las muestras fueron enviadas por clientes
para monitorear el estado de salud de los
camarones o brotes de enfermedades en sus
criaderos. Los animales (zoeas) utilizados
como controles estaban saludables y se
recolectaroncomoespecimenesdereferencia
para comparar con los animales afectados.
Este estudio no fue una investigacion
epidemiolégica, sino un analisis simple de
prevalencia de varios patégenos de camarén
en muestras proporcionadas aleatoriamente
de un criadero que reporté mortalidades.
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Lamentablemente, los propietarios vy
gerentes no divulgan informacion sobre los
protocolos utilizados ni sobre los parametros
fisicos y quimicos del cultivo, ya que creen
que podria dafar la reputacion del criadero.
En consecuencia, no podemos realizar
muestreos mas extensos ni proporcionar
informacion detallada relacionada con la
cultura larval.

Materiales y métodos

Recoleccion de muestras

Setomaron muestrasdelarvasde P.vannamei
de dos criaderos en América Latina (los
detalles precisos de ubicacion se mantienen
en reserva para respetar la solicitud de
confidencialidad de las instalaciones). Se
tomaron muestras para microbiologia, PCR
e histopatologia de dos tanques de cada
criadero. Los criaderos fueron seleccionados
porque uno de ellos habia reportado una
alta mortalidad en los estadios de zoea
2-3, mientras que el otro criadero, con
zoeas 2-3 aparentemente saludables, fue
seleccionado como control. Cabe senalar
que los camarones muestreados para PCR
e histologia eran individuos diferentes de
las mismas poblaciones. Para proteger la
privacidad del cliente, el pais y la ubicacion
precisa de cada instalacion de cultivo de
donde se obtuvieron las muestras no seran
divulgados.

Microbiologia de las larvas

La concentracion total de bacterias en las
larvas se determiné sumergiendo primero
las larvas (es decir, 1 g o aproximadamente
>2000 zoea de estadio 3) en un tamiz de
nylon de 200 ym durante 2-3 minutos en
una soluciéon de 50 ppm de cloro activo
preparada con agua de mar a 35 ppt. Las
zoeas se enjuagaron posteriormente con
agua de mar estéril en exceso. El peso de
las larvas se registré utilizando una balanza
digital Metler con una precisién de 0.01
g y luego se colocaron en un mortero con
aproximadamente 1 g de arena de playa
esterilizada y 10 mL de agua de mar estéril,
que se utilizé para facilitar la molienda de
la mayoria de las larvas. Después de moler
la muestra, se diluyd secuencialmente en
tubos de ensayo con agua de mar estéril a
1 x 1072, 10”3y 10™4. Luego, se colocaron
100 pL de la dilucién relevante en duplicado
en placas de Petri que contenian agar de soja

triptica (TSA, Difco) o agar tiosulfato-citrato-
bilis-sucrosa (TCBS, Difco) o en CHROMagar™
Vibrio, y se incubaron durante 24-48 horas a
30 °C. Posteriormente, se registré el nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC)
en cada placa. Las diluciones se basaron
en obtener >20 y <200 colonias por placa.
La identificacion bacteriana se realiz6 y las
caracteristicas bioquimicas se examinaron
utilizando un Kit API 20E [15].

Métodos de PCR

Se extrajo el ADN de larvas enteras fijadas
en alcohol al 95% utilizando un kit de ADN
de tejido E.Z.N.A. de Omega (Omega Bio-
tek, Inc., Norcross, GA, EE. UU.) siguiendo
el protocolo del fabricante. En resumen,
cada muestra de 1 g se triturd utilizando un
pistén de microcentrifuga. Aproximadamente
200 mg del tejido se transfirieron a un
tubo Eppendorf limpio de 1.5 mL, luego se
anadieron 500 uL de buffer de lisis de tejido
(TL, Omega, Bio-Tek E.Z.N.A.) y 25 uL de
solucién de proteasa de Omega Biotek (OB,
Omega, Bio-Tek E.Z.N.A). La muestra se agit6é
en vortice y se incubd en un termobloque a
55 °C durante aproximadamente 3 horas,
con agitacion cada 30 minutos. EI ARN se
eliminé anadiendo 4 yL de RNasa A (100 mg/
mL), mezclando y manteniendo la muestra a
temperatura ambiente durante 2 minutos. La
muestra se centrifugd a 13,500 RPM durante
5 minutos y el sobrenadante se transfirié
cuidadosamente a un nuevo tubo Eppendorf
de 1.5 mL. A esto se le anadieron 220 pL
de buffer BL (Omega, Bio-Tek E.Z.N.A.), se
agitd en vortex y se incubd a 70 °C durante
10 minutos. Luego, se anadieron 220 uL de
etanol al 100% y se agitd; los contenidos se
pasaron a través de una columna HiBind®
DNA Mini en un tubo de recoleccién de 2 mL.
Las columnas se centrifugarona 13,500 RPM
durante 1 minuto y el filtrado se descarté.
Posteriormente, se anadieron 500 pL de
buffer HBC (Omega, Bio-Tek E.Z.N.A.), diluido
con isopropanol al 100%, a la columna, y
la muestra se centrifugd a 13,500 RPM
durante 30 segundos. El filtrado se descarto,
la columna se lavo dos veces con 700 L de
buffer de lavado de ADN diluido con etanol
al 100% y la muestra se centrifugd a 13,500
RPM durante 30 segundos. El filtrado se
descarto y este paso se repitid. La columna
se centrifugd a 13,500 RPM durante 2
minutos para secarla. La columna seca se
coloco en un nuevo tubo Eppendorf libre de

nucleasas de 1.5 mL y se anadieron 100 uL
de buffer de elucion, previamente calentado
a 70 °C. La muestra se dejé reposar durante
2 minutos antes de centrifugarla a 13,500
RPM durante 1 minuto. Este paso de elucion
se repitio. EI ADN eluido se almacen6 a —20
°C hasta su uso.

El ARN se extrajo de larvas enteras,
tejidos u Organos fijados en alcohol al
90% siguiendo el protocolo del fabricante
(Omega, Bio-Tek E.Z.N.A. Total RNA Kit
(TRK)). Aproximadamente 200 mg de tejido
se trasladaron a un tubo Eppendorf limpio
de 1.5 mL. A esto se le anadieron 700 uL
de Buffer de Lisis TRK (Omega, Bio-Tek
E.Z.N.A) y el tubo se dej6 a temperatura
ambiente durante aproximadamente 3
horas con agitacion vortex cada 30 minutos.
La muestra se centrifugd a 13,500 RPM
durante 5 minutos y el sobrenadante se
transfirié cuidadosamente a un nuevo tubo
Eppendorf de 1.5 mL al que se le anadieron
420 pL de etanol al 70%. Después de agitar
para mezclar bien, los contenidos se pasaron
a través de una Columna HiBind® RNA Mini
en un tubo de recoleccion de 2 mL. Las
columnas se centrifugaron a 13,500 RPM
durante 1 minuto y el filtrado se descarté.
Posteriormente, se anadieron 500 pL de
Buffer de Lavado de ARN | (Omega, Bio-
Tek E.Z.N.A) a la columna y la muestra
se centrifugé a 13,500 RPM durante 30
segundos. Elfiltrado se descartd y la columna
se lavé dos veces con 500 uL de Buffer de
Lavado de ARN Il diluido con etanol al 100%.
La columna se centrifugd a 13,500 RPM
durante 1 minuto para secarla. El filtrado se
descarté y este paso se repitié. La columna
se centrifugd a 13,500 RPM durante 2
minutos para secarla completamente. La
columna seca se colocé en un nuevo tubo
Eppendorf libre de nucleasas de 1.5 mLy se
anadieron 70 pL de agua libre de nucleasas.
La muestra se centrifugd a 13,500 RPM
durante 2 minutos. Este paso de elucion se
repitio. El ARN eluido se almacené a -70
°C hasta su uso. Los patégenos que se
analizaron se enumeran a continuacion.

Se realizaron anélisis de PCR para los
siguientes patdégenos en muestras de
animales: Hepanhamaparvovirus (DHPV)
[16]; Macrobrachium bidnavirus (MrBdv)
[17]; Virus Iridiscente de Decapodos 1 (DIV1)
[18]; Virus del Sindrome de Mancha Blanca
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(WSSV) [19]; Virus de Necrosis Hipodérmica
e Hematopoyética Infecciosa (IHHNV)
[20-23]; Virus de Camaron de Wenzhou
8 (WzSV8) [24]; Nodavirus de P. vannamei
[25]; Nodavirus de Mortalidad Encubierta
(CMNV) [26]; Virus de Mionecrosis Infecciosa
(IMNV) [27]; Virus de la Cabeza Amarilla
(YHV) [28]; Virus Asociado a Branquias
(GAV) [28]; Virus del Sindrome de Taura
(TSV) [29,30]; Nodavirus de Macrobrachium
(MrNV) [31]; Virus Extra Pequeno (XSV)
asociado generalmente con MrNV [32];
Spiroplasma [33]; Vibrio spp. (fragmento
del gen 16S rRNA especifico de Vibrio) [34];
V. parahaemolyticus (gen de colagenasa)
[35]; V. parahaemolyticus (gen vhvp-1y gen
vhvp-2) [36]; V. parahaemolyticus (gen tdh)
[37]; V. harveyi (gen vhh) [37]; bacterias
similares a Rickettsia (RLB) [38]; bacterias
de Necrosis Hepatopancreatica (NHP-B)
[39]; Ecytonucleospora (Enterocytozoon)
hepatopenaei (EHP) [40]; Microsporidia
no-EHP [41]; enfermedad de Necrosis
Hepatopancreatica Aguda (AHPND) [42]; y
Haplosporidia [43].

200 pm

200 pm

—

Figura 1. Montaje fresco de larvas de zoea 2. (a) Una larva saludable con un tracto digestivo normal.
(b-d) Larva afectada, observe la falta de contenido alimenticio y la presencia de “bolitas” (flechas) en

Ademas, se realizd un cribado de los
siguientes patégenos en bacterias
aisladas: Vibrio spp. (fragmento del gen
16S rRNA especifico de Vibrio) [34]; V.
parahaemolyticus (gen de colagenasa) [35];
V. parahaemolyticus (gen vhvp-1y gen vhvp-
2) [36]; V. parahaemolyticus (gen tdh) [37]; V.
harveyi (gen vhh) [37]; y gen toxR [44].

Histopatologia

Para el analisis histolégico, las muestras se
prepararon siguiendo los procedimientos
descritos por Belly Lightner [45]. Enresumen,
las larvas se fijaron en alcohol de Davidson,
formalina y acido acético (AFA) utilizando al
menos 1 g de larvas de cada tanque. Estas
se fijaron durante al menos 24 horas antes
de su procesamiento para la inclusion de
tejidos y secciones histolégicas de rutina.
Las secciones de tejido de 5 ym de grosor se
tineron con hematoxilinay eosina (H&E) y con
la tincion de Gram de Twort para diferenciar
bacterias Gram-positivas de Gram-negativas
(CP Lab Chemicals, Novato, CA, EE. UU.).
Para cada muestra de larvas recolectadas

200 pm

200 pm

el hepatopancreas, asi como en el intestino superior (cabeza de flecha).
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Tabla 1. Resultados de PCR de ADN, ARN, bacterias, Microsporidia EHP y no EHP, y Haplosporidia en 1 g de zoea de tanques tanto LBS como saludables.

Virus de ADN
IHHNV ®
HPV * MrBdv 2 DV 3 wssv Virus *® EVE **®
309 FR 392F/R 389F/R  77012/773
LBS 0/2 (0%) 0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 1/2 (50%) 1/2(50%)  1/2(50%)  0/2(0%) 0/2(0%)  1/2(50%)
Saludable 0/2 (0%) 0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%  2/2(100%)  2/2(100%)  1/2(50%)  0/2(0%) 0/2(0%)  2/2(100%)
Virus de ARN

wzsvg’ PVNV 8 CMNV ° IMNV *° YHV ** GAV 12 TSV 8 MrNV 4 Xsv &
LBS 0/2 (0%) 0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2 (0%) 0/2 (0%) 0/2 (0%) 0/2(0%) 0/2(0%)
Saludable  2/2(100%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2 (0%) 0/2(0%) 0/2 (0%) 0/2(0%) 0/2 (0%)

Bacterias / Microsporidia / Haplosporidia

Spirop*®  Vibrio 7 vp 18 Vp(tdh)*®  Vp(vhp1)2° Vp(vhp2)2° Vh (vhh)?*  AHPND 22 RLB?® NHP 24 EHP 2° Microsp 2®  Haplosp %’
LBS 0/2(0%) 2/2(100%) 0/2(0%  0/2(0%) 0/2 (0%) 0/2(0%) 0/2 (0%) 0/2(0%)  2/2(100%)  0/2(0%) 0/2(0%)  1/2(50%)  0/2(0%)
Saludable 0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2 (0%) 0/2(0%) 0/2 (0%) 0/2(0%)  1/2(50%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)

1 Hepanhamaparvovirus (DHPV) [16]; 2 Macrobrachium Bidnavirus (MrBdv) [17]; 3 Virus Iridiscente de Decapodos 1 (DIV1) [18]; 4 Virus del Sindrome
de Manchas Blancas (WSSV) [19]; 5 Virus de Necrosis Hipodérmica e Hematopoyética (IHHNV) [20-23]; 6 IHHNV * como infeccioso o ** EVE; 7 Virus
del Camaron de Wenzhou 8 (WzSV8) [24]; 8 Nodavirus de P. vannamei [25]; 9 Nodavirus de Mortalidad Encubierta (CMNV) [26]; 10 Virus de Mionecrosis
Infecciosa (IMNV) [27]; 11 Virus de Cabeza Amarilla (YHV) [28]; 12 Virus Asociado a Branquias (GAV) [28]; 13 Virus del Sindrome de Taura (TSV) [29,30];
14 Nodavirus de Macrobrachium (MrNV) [31]; 15 Virus Extra Pequeio (XSV) generalmente asociado con MrNV [32]; 16 Spiroplasma [33]; 17 Vibrio spp.
fragmento del gen 16S rRNA especifico de Vibrio [34]; 18 V. parahaemolyticus. Gen colagenasa [35]; 19 V. parahaemolyticus. Genes vhvp-1y vhvp-2 [36];
20 V. parahaemolyticus. Gen tdh [37]; 21 V. harveyi. Gen vhh [37]; 22 Enfermedad Aguda de Necrosis Hepatopancreatica (AHPND) [42]; 23 Bacterias Tipo
Rickettsia (RLB) [38]; 24 Bacterias de Hepatopancreatitis Necrética (NHP-B) [39]; 25 Ecytonucleospora (Enterocytozoon) hepatopenaei (EHP) [40]; 26

Microsporidia no EHP [41]; 27 Haplosporidia [43].

de cada tanque, se prepar6 un bloque, cada
bloque conteniendo aproximadamente 1 g
de zoea en los estadios 2-3. Se cortaron
cuatro secciones de tejido de cada bloque de
parafina.

Resultados

La observacion microscopica de las larvas
reveld la presencia de “bolitas” (esferas)
en el hepatopancreas (Figura 1a-d). En las
preparaciones frescas de zoea 2-3 sanos, se
observé material algal en el tracto digestivo,
que le daba una coloraciébn marréon-dorada
(Figura 1a). En comparacion, las larvas
afectadas/enfermas presentaban un tracto
digestivo vacio y material de forma redonda
que aparecia como gotas de lipido (Figura
1b-d)y falta de alimento en el intestino. Este
signo clinico general es el que usualmente
describen los técnicos y bidlogos de criaderos
de camarones como el conocido “Sindrome
de las Bolitas”.

Resultados de PCR

El analisis de PCR de las muestras de
zoea tanto saludables como afectadas
resultd negativo para diecisiete patégenos

conocidos de camarones, incluidos DHPV,
MrBdyv, SHIV, WSSV, PvNV, CMNV, IMNV, YHV,
GAV, TSV, MrNV, XSV, Spiroplasma, NHPB,
EHP, AHPND y Haplosporidia (Tabla 1). Sin
embargo, las zoea aparentemente sanas
fueron positivas para IHHNV EVE (2/2),
WzSV8/PvSV (2/2), RLB (1/2) y Microsporidia
(1/2). En comparacion, las zoea afectadas
por LBS fueron positivas para IHHNV EVE
(1/2), para Vibrio spp. (2/2), para RLB (2/2)
y para Microsporidia (1/2). En resumen, la
Gnica diferencia entre los dos conjuntos de
muestras fue la deteccion de Vibrio en las
zoea afectadas por LBS y WzSV8 en las zoea
sanas.

Microbiologia

Las concentraciones de bacterias
heterotréficas totales (TSA) y Vibrio
presuntivos (TCBS y CHROMagar™ Vibrio) se
muestran en la Tabla 2. Las concentraciones
de bacterias totales en las zoea afectadas
fueron casi un orden de magnitud superiores
a las determinadas para la muestra de zoea
sanas. Los valores de Vibrio presuntivos
fueron casi dos 6rdenes de magnitud mas
altos en las zoea afectadas que en las zoea

sanas. Los Vibrio presuntivos representaron
el 17% y el 6% de la poblacién total de
bacterias en las zoea enfermas y sanas,
respectivamente. Las colonias verdes
(en TCBS) y las colonias moradas (en
CHROMagar™ Vibrio) representaron el 0,2%
y el 82% de las recuperadas de las zoea
afectadas, mientras que se encontré una
imagen inversa del 56% y el 1% en el analisis
de las zoea sanas (Tabla 2).

Se aislé un total de once cepas de las zoea
afectadas por LBS y tres de las zoea sanas
(Tabla 3a). El perfil bioquimico de las once
cepas recuperadas de las zoea afectadas
identificod seis como V. alginolyticus, dos
como V. fluvialis y una como V. vulnificus,
una como Aeromonas (no determinada) y
una como Pasteurella (no determinada). De
las tres cepas aisladas de las zoea sanas
(Tabla 3a), una cepa fue identificada como V.
alginolyticus, una como V. fluvialis y una como
Aeromonas. Curiosamente, las 14 cepas
resultaron positivas para Vibrio por PCR, lo
que sugiere que el 27% de los resultados
devueltos por los perfiles bioquimicos
API 20E fueron falsos negativos. Ninguna
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Tabla 2. Resultados de microbiologia de zoeas afectadas y saludables.

TSA® TCBS 2
. Tanque 7 1.20E x 107 4.40 x 10°
Tanque 19 1.36 % 10’ 4.00 x 10°
Promedio 1.28 x 107 222 x10°
de. 1.13x 10° 252 % 10°
17.3%°
itacio 146 x 10° 7.60 x 10*
Saludable Habitacion 2 ) )
Habitacion 3 8.90 x 10 6.10 x 10
Promedio 1.18x 10° 6.85 x 10*
de. 4.03x 10° 1.06 x 10*
5.8%°

UFC/gde larvas

Verde ® CHROMagar * Pirpura ®
1.00 x 10* 4.80 x 10° 240 x 10°
0.00 x 10° 3.90 x 10° 340 x10°
5.00 x 10° 2.19 x 10° 182 x 10°
7.07 x 10° 242 % 10° 223x10°

0.2%" 83.1%°
7.60 x 10* 6.20 x 10* 2.00 x 10°
0.00 x 10° 5.00 x 10* 1.00 x 10°
380x10* 5.60 x 10* 1.00 x 10°
5.37 x 10* 849 x 10° 141x10°

55.5% 1.8%°

1 Agar Soytrypticase (TSA, Difco); 2 Agar tiosulfato-citrato-bilis-sacarro (TCBS, Difco); 3 Colonias
verdes en TCBS; 4 CHROMagarTM Vibrio; 5 Colonias moradas en CHROMagarTM Vibrio; 6 Porcentaje
de Vibrio presuntivos (TCBS) de la poblacion bacteriana total; 7 Porcentaje de colonias verdes de la

poblacion total de Vibrio presuntivos (TCBS); 8 Porcentaje de colonias moradas de la poblacion total

de Vibrio presuntivos en CHROMagarTM Vibrio.

de las 14 bacterias dio positivo para los
genes especificos de V. parahaemolyticus,
incluidos ToxR, Vhp-1 'y Vhp-2, que codifican
las proteinas altamente virulentas de V.
parahaemolyticus (Tabla 3a). Las cepas
identificadas como Aeromonas y V. fluvialis
por el APl 20E (LBS-9 y H-2) pero como
Vibrio por PCR resultaron positivas para Pir
AB (AHPND). La cepa H-3 identificada por
API 20E como A. hydrophila fue identificada
positivamente como V. harveyi por PCR.

La caracterizacion bioquimica de las 13 cepas
de Vibrio aisladas se muestra en la Tabla 3b.
Esta tabla esta dividida entre dos tipos de
Vibrio aislados de las zoea afectadas por LBS
(V. alginolyticus y Vibrio spp. identificados por
API 20E) y tres especies de Vibrio aisladas
de las zoea sanas. La disponibilidad de
fermentacion/oxidaciéon de arabinosa fue la
principal diferencia entre Vibrio spp. aislados
de zoea con LBS y los otros dos grupos de
bacterias, a saber, V. alginolyticus de LBS
y Vibrio spp. de zoea sanas. Por otro lado,
V. alginolyticus de zoea afectadas por LBS
puede diferenciarse de los otros dos grupos
por su incapacidad para fermentar.

Histopatologia

Ocho diapositivas de microscopia tefidas
con hematoxilina y eosina (H&E) fueron
preparadas, cada una  conteniendo
aproximadamente 120 larvas de zoea 2-3
en estado normal y de tanques enfermos.
Estas diapositivas fueron examinadas

exhaustivamente para identificar diferencias
histopatoldgicas entre larvas saludables y
enfermas.
Observaciones en larvas de zoea 2-3
saludables:

Contenido del tracto digestivo: las larvas
de zoea 2-3 saludables exhibieron restos
de alimento dentro de sus tractos digestivos.
El sistema digestivo en esta etapa aln
esta en desarrollo, y la presencia de restos
de alimento indica procesos normales de
alimentacion y digestion.

Desarrollo del hepatopancreas: el desarrollo
temprano del hepatopancreas se evidencid a
través de la presencia de lébulos laterales,
que son precursores del hepatopancreas
completamente funcional [47]. Estos I6bulos
eran claramente visibles en las secciones de
tejido (Figura 2a,b).

Integridad de la membrana peritréfica: se
observé una membrana peritréfica intacta en
las larvas saludables. Esta membrana juega
un papel crucial en la proteccion del epitelio
digestivo y en la facilitacion de la digestion.
Material algal: el material algal consumido
por las larvas en esta etapa se vio como
pequenos restos marrones dentro del tracto
digestivo (Figura 2c,d). Esto indica que las
larvas estaban alimentandose activamente
de materia algal, lo cual es tipico para esta
etapa de desarrollo.
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Tabla 3. (a). Caracterizacion de bacterias aisladas de zoeas afectadas y saludables. (b). Caracterizacion de bacterias aisladas de zoeas afectadas y salu-
dables mediante APl 20E.

Cepa Fecha AHPND* toxR2 Vibrio® Vibrio* Vhp1® Vhp2° Vhp3° Vp® Vhh’ TCBS CHROMagar APl 20NE code Identificado como
LBS-8 9/18/2023 - - + + . . - - - Yellow Blanco 4047124 V. alginolyticus 97.8%
LBS-1 9/18/2023 - - + + - Yellow Blanco 4047124 V. alginolyticus 97.8%
LBS-10 9/18/2023 - - + + - Yellow Blanco 4047124 V. alginolyticus 97.8%
LBS-11 9/18/2023 - + + E Yellow Blanco 4047124 V. alginolyticus 96.5%
LBS-6 9/18/2023 - - + + - Yellow Blanco 4047124 V. alginolyticus 85.9%
LBS-5 9/18/2023 - - + + - Yellow Blanco 4045120 V. alginolyticus 80.2%
LBS-2 9/18/2023 - - + + - Yellow Claro 1040127 V. fluvialis 76.9%
LBS-12 9/18/2023 - - + + - - - - - Yellow Pdrpura 0040027 V. fluvialis 63.9%
LBS-4 9/18/2023 - - - + " . - - - Green Turquesa 5046005 V. vulnificus 99.9%

Aeromonas nyaropniia /
LBS-9 9/18/2023 i - + + - - - - - Yellow Blanco 0044427 caviae / sobria 1
71 10L

. Pasteurella multocida 2
LBS-7 9/18/2023 - - + + - - - - - Yellow Pdrpura 0044526

98.4%
H-1 9/23/2023 - - + + = = = = = Yellow Blanco 4147125 V. alginolyticus 92.1%
H-2 9/28/2023 & - & & - - - - - Yellow Blanco 1042025 V. fluvialis 84.1%
Aeromonas hyaropnila /
H-3 9/23/2023 - - + i - - - - i Yellow Blanco 5044165 caviae / sobria 1
90 6%

Las cepas identificadas como zoeas LBS fueron aisladas de zoeas afectadas por LBS, y las identificadas como saludables de zoeas aparentemente
saludables o no afectadas. 1 Enfermedad Aguda de Necrosis Hepatopancreatica (AHPND) [42]; 2 Gen toxR [44]; 3 Vibrio spp. [46]; 4 Fragmento del gen
16S rRNA especifico de Vibrio [34]; 5 Gen de proteina altamente virulenta de Vibrio [36]; 6 V. parahaemolyticus [35]; 7 V. harveyi (vhh) [37]. - como negativo
+ como positivo. a Cepas positivas/total de cepas.

Ausencia de células desprendidas:
no se observaron materiales celulares
desprendidos en el lumen del sistema
digestivo en desarrollo de las larvas
saludables. La ausencia de células
desprendidas indica una falta de
degeneracion tisular o patologia dentro del
tracto digestivo (Figura 2c¢,d).
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Desprendimiento de células epiteliales y
necrosis: la mayoria de las zoeas afectadas
por LBS mostraron desprendimiento de a
células epiteliales dentro del lumen vy
pérdida estructural debido a necrosis en
el hepatopancreas (Figura 3a-c). Este
desprendimiento vari6 de minimo a severo
y contrastd de manera pronunciada con los
epitelios intactos en las larvas saludables
(Figura 3d-f).
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Epitelio del intestino medio: en las larvas
afectadas por LBS, se observé un notable
desprendimiento de células epiteliales
del intestino medio hacia el lumen. Esta
caracteristica patolégica estaba ausente en
las larvas saludables, donde el epitelio del  Figura 2. Secciones teiidas con hematoxilina y eosina de larvas normales y afectadas de zoea 2. (a)
intestino medio permanecia intacto. Larva de zoea 2 normal. (b) Vista mas cercana de la imagen a, mostrando la formacion temprana del

hepatopancreas (flecha gruesa). Observe el contenido alimenticio del sistema digestivo y la ausencia

de restos de tejido. (c) Lobulos que formaran el hepatopancreas (flecha delgada). Note la membrana
Membrana peritréfica: se observaron peritrofica intacta y el contenido alimenticio (cabeza de flecha). (d) Vista mas cercana del tracto
células dentro de la membrana peritréfica en  digestivo con particulas marrones de posibles microalgas (flecha gruesa).
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las larvas afectadas por LBS (Figura 3g). Esto
indica una disrupciéon en el papel protector
de la membrana peritréfica.

Bacterias Gram-negativas: la tincion de
Twort revel6 la presencia de bacterias Gram-
negativas, con o sin material desprendido,
en las larvas afectadas (Figura 4a,b).
Este hallazgo fue consistente con los
analisis microbiolégicos que mostraron
concentraciones mas altas de Vibrio spp. en
las zoeas enfermas.

Diferencias intestinales: se observaron
diferencias significativas en el area intestinal
entre las larvas normales y las afectadas por
LBS. En las larvas normales, los intestinos
parecian saludables, sin sobrecrecimiento
bacteriano y con membranas peritréficas
intactas (Figura 2c). En contraste, las

larvas afectadas por LBS presentaban una
abundancia de bacterias Gram-negativas
y membranas peritréficas comprometidas
(Figura 4d).

Figura 3. Secciones teiidas con hematoxilina y eosina de larvas normales y afectadas de zoea 2.
(a) Hepatopancreas de larvas de zoea 2-3 afectadas. Observe el desprendimiento de células dentro
del lumen (flecha delgada). (b) Pérdida estructural debido a necrosis en el hepatopancreas (flecha
delgada). (c) Area del hepatopancreas y del intestino, presencia de material descamado (flecha
delgada). (d) Descamacion de células epiteliales del intestino medio en el lumen, observe el exterior
de la membrana peritrofica (flecha gruesa). (e,f) Area del intestino con material descamado severo
(flecha delgada), incluyendo la membrana basal (cabeza de flecha). (g) Heces con material celular

descamado (flecha gruesa).
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Ausencia de bolitas: durante este estudio,
no se observaron bolitas (esferas) en ninguna
de las diapositivas histolégicas, y dichas
estructuras no estan documentadas en la
literatura [1,2]. Se sugiere que las bolitas
podrian ser de naturaleza lipidica, dado
que la preparacion de muestras de tejido
para histologia implica el procesamiento
a través de varios solventes que podrian
potencialmente disolver estructuras basadas
en lipidos.

Discusion

El presente estudio describe las lesiones
histopatolégicas, los resultados de PCR y
los analisis microbiol6gicos de muestras de
zoea de P. vannamei recolectadas en dos
criaderos diferentes: uno con un brote de LBS
y otro con animales aparentemente sanos.
De todos los patégenos analizados por PCR,
las Unicas diferencias clave entre las zoeas
afectadas por LBS y las saludables fueron la
deteccion de Vibrio y una mayor abundancia
de bacterias similares a Rickettsia (RLB) en
las zoeas enfermas. La presencia del virus
WzSV8 en las zoeas saludables requiere mas
estudio; este virus de ARN se ha encontrado
en una amplia gama de ambientes y
regiones, incluyendo la poblacion silvestre de
reproductores, y su efecto en la produccion
de peneidos necesita ser objeto de estudios
adicionales [48].

Los analisis microbiolégicos mostraron que
el nimero total de bacterias cultivables (TSA)
era un orden de magnitud mayor en las zoeas
afectadas, y el nimero de Vibrio presuntivos
era casi dos Ordenes de magnitud mayor
en comparacion con las zoeas saludables.
Los Vibrio presuntivos representaron el
17% y el 6% de la poblacién bacteriana
total en las zoeas enfermas y saludables,
respectivamente. Las colonias verdes (en
TCBS) y las colonias color malva, que son
presuntivamente V. parahaemolyticus (en
CHROMagar™ Vibrio), representaron el 0.2%
y el 82% del recuento total de Vibrio en las
zoeas afectadas, mientras que se observo
un patrén inverso en las zoeas saludables,
con el 56% y el 2%, respectivamente (Tabla
2). Este hallazgo es interesante porque
la suposicion comiln es que las colonias
verdes en TCBS y las colonias moradas
en CHROMagar™  Vibrio tipicamente
representan V. parahaemolyticus. En este
sentido, Soto-Rodriguez et al. [49], al

. &

Figura 4. Secciones teiidas con Gram de Twort a través de larvas normales y afectadas de zoea 2. (a)

Hepatopancreas de zoea afectada con material descamado (flecha gruesa) y células bacterianas en el

lumen (flecha delgada), color que indica bacterias Gram-negativas. (b) Células bacterianas normales

en el lumen (flecha gruesa). (c) Zoea afectada, area del intestino con una presencia abundante de

bacterias (flecha delgada). (d) Membrana peritrofica intacta de zoea normal. Note la ausencia de

bacterias.

estudiar las caracteristicas fenotipicas y la
cinética de crecimiento de tres cepas de V.
parahaemolyticus con diferentes virulencias
y una cepa no patogena, encontraron que,
independientemente de la virulencia de la
cepa, habia una alta diversidad metabdlica,
lo que resultaba en fenotipos de diferentes
colores en el CHROMagar™ Vibrio.

Es importante destacar que todas las 14
cepas fueron identificadas por PCR como
miembros del género Vibrio, por lo que se
puede concluir que los resultados del API
20E (21% de identificacion errénea a nivel
de género) no fueron confiables y deben
tomarse con cautela (Tabla 3a). Aunque
Overman et al. [50] afirmaron que el API 20E
es un sistema valido para la identificacion
de los miembros mas comunes de la familia
Vibrionaceae, se ha reportado que el sistema
puede resultar en falsos negativos [51,52].
La identificacion por APl se basa en perfiles
bioquimicos, pero se ha encontrado que
los perfiles bioquimicos y el genotipo no
estdn necesariamente asociados con el
potencial de virulencia [53]. La relacién
entre las variaciones o diferencias en las
identificaciones del APl 20E y la posible
virulencia y variacion de género de cada

cepa es algo que requiere una exploracion
mas profunda.

La Tabla 3b proporciona detalles sobre la
caracterizacion de las bacterias aisladas
utilizando el sistema API 20E. Esta tabla esta
dividida en dos grupos: bacterias aisladas en
zoea de LBS (V. alginolyticus y Vibrio spp.,
con seis y cinco cepas, respectivamente)
y bacterias (tres cepas) aisladas de zoea
saludables. La fermentacion/oxidacion de
arabinosayamigdalina fue diferente entre los
tresgruposde Vibrioaislados de zoea afectada
versus saludable (Tabla 3b). La produccién
de acetoina fue la principal diferencia entre
V. alginolyticus y otras especies de Vibrio
aisladas de zoea saludables y afectadas.
La capacidad de produccion de acetoina
por Vibrio spp. aislados de animales
afectados por LBS es interesante, ya que
generalmente este metabolito se produce
cuando los microorganismos utilizan la via
de 2,3-butanodiol para fermentar azlcares,
y esta via genera productos finales menos
acidos y mas neutros, como acetoina y
2,3-butanodiol. Dado que la acetoina es
un producto de fermentacién neutro y esta
reaccién biosintética consume protones
intracelulares, el crecimiento bacteriano
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puede ocurrir en una fuente de carbono
de glucosa sin disminucién del pH [54,55].
Ademas, se ha sugerido que la inhibicion
de la produccion de acetoina podria ser
un mecanismo potencial para controlar V.
cholerae, que se sabe es sensible al acido
[55]. La diferenciacion de cepas de Vibrio
por sus propiedades bioquimicas no es rara.
Por ejemplo, V. anguillarum podria separarse
principalmente en funcién de su reaccion en
la produccion de indol y la fermentacién de
amigdalina y arabinosa [56].

Una comparacion entre la histologia de este
estudioy el primerinforme de LBS descrito por
Morales [1] es imposible. Lamentablemente,
solo se presentaron imagenes de
microscopia electronica de transmision
(TEM) y no se registraron secciones de
tejido tefidas con H&E. La publicacion de
Robertson et al. [2] muestra la presencia
de racimos necréticos melanizados en los
tdbulos hepatopancreaticos (Figura 2 en [2]).
Esta caracteristica nunca se observé durante
la presente investigacion. La razén mas
probable es que los animales utilizados para
la histologia no eran zoea, sino que estaban
al menos en la etapa PL1 al comparar la
anatomia de los que se presentaron con
otras descripciones detalladas sobre el
desarrollo larval de P. vannamei [57]. Las
diferencias importantes entre la patologia
presentada aqui para LBS y para PL-AHPND
[10] es que no hay una descamacion masiva
de células en el hepatopancreas como
se describié para PL-AHPND. Ademas, PL-
AHPND nunca se encontré ni se describié en
zoea [10]. Ademas, no se detectaron PirAB ni
otros genes patogénicos. Un material similar
presente en larvas de camarén criadas en
China y que sufren mortalidades durante
la etapa zoea 2 ha sido descrito por otros
autores; en su caso, esto se asoci6é con una
cepa de V. alginolyticus [58].

Histéricamente, el sector camaronero
latinoamericano ha seguido el modelo
ecuatoriano, donde las postlarvas se
producen a partir de reproductores

obtenidos de estanques de produccion.
Los reproductores se seleccionan en
funcién de su peso y luego se trasladan a
una incubadora para producir la siguiente
generacion de postlarvas. Este proceso
ofrece poco o ningln control a largo plazo
sobre la bioseguridad [59]. Ademas, altas
concentraciones de Vibrio spp. pueden

ser muy comunes en incubadoras de
peneidos no bioseguras o aquellas que no
son libres de patégenos especificos, tanto
libres como adheridos a las larvas. Desde
la incubacién hasta la cosecha, el entorno
microbiol6égico es una sopa de bacterias y
particulas similares a virus (VLPs) [60-62]. A
medida que las larvas transitan de una dieta
basada en algas como zoea a animales que
obtienen proteinas como misis, las larvas
sufren un cambio dramatico en el volumen
del hepatopancreas y la bioquimica de las
enzimas digestivas [63]. En zoea, la filtracion
de particulas es casi indiscriminada. A
medida que las etapas de zoea se exponen
a concentraciones muy altas de bacterias,
tanto libres como adheridas, incluyendo
Vibrio que son facilmente ingeridos vy
capaces de pasar al tracto digestivo [64], se
pueden observar los efectos perjudiciales de
estos dependiendo de varios factores como
el subestado larval involucrado, las especies
de Vibrio presentes y su concentracion [65].

Intriago y Jiménez [66] replicaron el
Sindrome de las Bolitas en zoea de P.
vannamei utilizando una cepa luminiscente
de V. harveyi a concentraciones tan bajas
como 103 células/mL. Curiosamente, esta
cepa fue aislada de P. vannamei enfermo
cultivado en granja, afectado por enteritis
hemocitica. Postularon que los patdégenos
podrian estar rebotando de las incubadoras
hacia los reproductores o viceversa, y que las
diferencias encontradas en la histopatologia
entre las larvas y los adultos podrian
atribuirse, por un lado, a las diferencias en el
grado de desarrollo de los érganos y, por otro,
a las especies de patégenos, su virulencia y
su concentracion.

El evento clave en la aparicion de
enfermedades podria atribuirse al estrés
(temperatura, salinidad, densidad, toxinas,
etc.)debidoaalteracionesenelentorno,loque
ejerce un cambio en la interaccion huésped-
patégeno y la transmision de bacterias
entre especies. Tales modificaciones
actian sobre los patégenos para facilitar
su mayor transmision entre los huéspedes
individuales y su mayor contacto con nuevas
poblaciones o especies de huéspedes, asi
como sobre la presion de seleccion que
lleva a la dominancia de cepas patdégenas
adaptadas a estas nuevas condiciones
ambientales [46,67]. Desafortunadamente,
no hay forma de comparar la histologia de

este estudio con la de informes publicados
anteriormente, aunque la histologia de este
estudio se asemeja al sindrome de zoea 2
reportado por Kumar et al. [14]. Sin embargo,
las diferencias en la patologia podrian ser
el resultado de diferentes respuestas del
huésped a una amplia dindmica de genotipos
bacterianos y la concentracion de patégenos
bacterianos [12]. Ademas, dos patogenos
también podrian producir la misma patologia
macroscopica (LBS), pero las diferencias en
el dano a nivel tisular dependeran de todos
los factores descritos anteriormente.

Conclusiones

A partir de la informaciéon anterior, queda
claro que no se encontrd ningln virus
involucrado en esta enfermedad. Aunque
algunos fueron detectados por PCR, no
se encontraron cuerpos de inclusion ni
lesiones asociadas. También podemos
descartar patologias comunes de Vibrio
como AHPND o la nueva y altamente letal
V. parahaemolyticus descrita para larvas
de P. vannamei que llevan los genes Vhpl-
y Vhp-2. Las 14 cepas bacterianas aisladas
fueron identificadas como Vibrio por PCR. Es
tentador sugerir que Vibrio jugd un papel en
la patogenicidad; sin embargo, no podemos
descartar la posibilidad de RLB o toxicidad
del agua. Sin embargo, podemos concluir que
las especies de Vibrio, ya sea como bacterias
patégenas u oportunistas, juegan un papel
importante tanto en los tanques afectados
por LBS como en los saludables, y en general
se caracterizaron por una alta diversidad
metabdlica, lo que dio lugar a fenotipos de
diferentes colores en el CHROMagar™ Vibrio.
El examen histopatoldgico de las larvas de
zoea etapas 2-3 afectadas por LBS reveld
cambios patolégicos significativos, incluidos
el desprendimiento de células epiteliales,
necrosis hepatopancreatica, membranas
peritréficas alteradas y la presencia de
bacterias Gram-negativas. Estos hallazgos
destacan el grave impacto de LBS en
el sistema digestivo de las larvas de P.
vannamei, contrastando marcadamente
con las estructuras intactas y la ausencia
de caracteristicas patolégicas en las larvas
saludables. Se necesita mas investigacion
para comprender completamente la etiologia
del Sindrome de las Bolitas y desarrollar
intervenciones efectivas para mitigar sus
efectos en los criaderos de camarones ®
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