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Actualizaciéon de EMS: Primer reporte sobre cepas
patoégenas de Vibrio campbellii

La enfermedad de necrosis hepatopancredtica aguda (AHPND, por sus siglas en inglés), también
conocida como Sindrome de Mortalidad Temprana (EMS, por sus siglas en inglés), es una grave
enfermedad global del camardn cultivado que causa disfuncidn del hepatopancreas e infecciones
secundarias de Vibrio, y puede resultar en mortalidad de 100 por ciento en las etapas juveniles de los
animales.

La enfermedad comenzé en China en 2010 y se ha extendido actualmente a instalaciones acuicolas en
Vietnam, Malasia, Tailandia, Filipinas, México y gran parte de América Latina. Se estima que las
pérdidas por EMS superan los 1.000 millones de délares por afo.

La literatura reporta AHPND como causada por una cepa unica de Vibrio pahaemolyticus, una bacteria
omnipresente que coloniza el alimento no consumido y los lodos organicos en los fondos de los
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AHPND es una enfermedad global importante del camarén cultivado que afecta seriamente la industria
en muchos paises de Asia y América Latina. Foto de Darryl Jory.

estanques de cultivo, asi como las mudas quitinosas de los camarones y los revestimientos
estomacales de los animales, y es transmitida horizontalmente de camarén a el camaron y
verticalmente desde reproductores a huevos. Aqui presentamos el primer reporte que describe la
patogenicidad de cepas AHPND no-V. parahaemolyticus.

Aislamiento bacteriano e identificacion de AHPND

Se aislaron cuatro cepas de Vibrio (16-902/1, 16-903/1, 16-904/1y 16-905/1) o de estémagos de
camarén enfermo o de muestras de sedimento de granjas afectadas por AHPND en América Latina
durante 2016. Las identificaciones bacterianas se llevaron a cabo utilizando la secuenciacién de 16S
rRNA y ensayos de PCR especificos a Vibrio dirigidos al gen hly. Estas bacterias se cultivaron en TSB+
(caldo de soya Tryptic mas NaCl al 2%) a 28-29 grados-C con agitacién suave (100 rpm) y se
ensayaron adicionalmente por PCR de AHPND con cebadores dirigidos a pirAB .
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Mediante los ensayos de PCR, estas 4 cepas se identificaron a V. campbellii mediante el analisis de
secuencia del 16S rRNAy por la PCR del gen hly. Estas cepas de V. campbellii tenian ambos genes
pirA,, and pirB,, (Tabla).

Bioensayos de patogenicidad AHPND

Determinamos la patogenicidad de una cepa representativa de AHPND V. campbellii (16-904/1)
mediante bioensayos de camaroén. Tres tanques de 90-L se llenaron con agua de mar artificial
(salinidad de 25 ppt y temperatura a 28 grados-C) y se sembraron P vannamei libres de patdégenos
especificos (SPF) en cada tanque (N = 20, peso: 2.0 g). Para la infeccién, cada cepa se cultivé en TSB+
durante la noche con agitacién suave (100 rpm) para alcanzar 1x10° UFC/mL, y los camarones fueron
expuestos al cultivo bacteriano por inmersién a una concentracién de 2x10° UFC/mL de agua. Los
camarones fueron monitoreados para mortalidad cada 12 horas. Ademas, cepas de AHPND V.
parahaemolyticus, 13-028/A3 (cepa de Vietnam, 2013) se ensayaron como control positivo.

Durante los ensayos, no se observé mortalidad durante el periodo de bioensayo de cinco dias en un
control negativo. Sin embargo, la cepa 16-904/1 de V. campbellii que contenia pirAB,, causé AHPND en
P vannamei'y todos los camarones pasaron a ser moribundos o murieron en dos dias, igual que un
control positivo (Tabla).

Cepa Origen (aiio) VpPirAB (a) Patogenicidad (b)
AHPN?6Yé(c):§711pbellii América Latina (2016) Pos Not determined
AHPN? 6Yé8§/n11pbellii América Latina (2016) Pos Not determined
AHPN? 6Yé82711pbe"“ América Latina (2016) Pos Pathogenic
AHPN? 6Yé8§/r?pbellii América Latina (2016) Pos Not determined
AHPND \q:[g)_%r;g?:;n olyticus Vietnam (2013) Pos Pathogenic
Histopatologia

Para histopatologia, los camarones se fijaron en Davidson de alcohol-formalina-acido acético (AFA), y
se analizaron para histopatologia. Las muestras fijadas por AFA de Davidson se procesaron, se
embebieron en parafina y se seccionaron (4 um de espesor) de acuerdo con métodos estandar.
Después de la tincién con hematoxilina y eosina (H & E), las secciones se analizaron por microscopia
optica.
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El control negativo (no-AHPND V. parahaemolyticus) mostré la apariencia normal del hepatopancreas
(Figura A). Sin embargo, camarones desafiados por la cepa de V. campbellii 16-904/1 que contiene
pirAB,, fueron confirmados para AHPND por examen histolégico (Figuras E&F). Los signos
histolégicos mostraron una grave necrosis de los tubulos del hepatopancreas con un desprendimiento
masivo de células epiteliales e infiltraciones hemociticas en los tibulos gravemente afectados en el
camaron. La mortalidad y los signos histologicos fueron aun mayores que en los controles positivos
(AHPND V. parahaemolyticus) (Figuras G&H).

Figura A — H. Caracteristicas histopatoldgicas del hepatopancreas del
camaron P. vannamei. Los camarones fueron desafiados por cepas
no-AHPND V. parahaemolyticus, AHPND V. campbelliy AHPND V.
parahaemolyticus. (A): El control negativo (no-AHPND V.
parahaemolyticus), mostré la apariencia normal del hepatopancreas;
(E & F): Los camarones desafiados por la cepa AHPND V. campbellii
mostraron la fase aguda tipica con necrosis progresiva y
desprendimiento masivo de células del epitelio de los tubulos
hepatopancreaticos; (G&H): Camarones desafiados por la cepa
AHPND V. parahaemolyticus (control positivo) mostraron una fase
terminal tipica caracterizada por un desprendimiento masivo de
células del epitelio de los tubulos hepatopancreaticos e infiltracion
hemocitica por infeccidn bacteriana masiva. Tincién de
hematoxilina/eosina-floxina de Mayer-Bennett. Barras de escala = 60
pm.

Perspectivas

Nuestros resultados de cepas de contienen V. campbellii que contienen 4 pirAB,, confirman que estas
cepas son patogénicas a camarones en bioensayos y causan AHPND. Este es el primer reporte que
describe la patogenicidad de cepas AHPND no-V. parahaemolyticus. Estos hallazgos confirmaron que
pirAB,, son los genes de virulencia responsables de AHPND y también indican una transferencia
horizontal de genes entre diferentes especies bacterianas (de V. parahaemolyticus a V. campbellii) en
estanques naturales.
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