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El Sindrome de Las Bolitas tiene un impacto severo en el
sistema digestivo de larvas de P. vannamei, en contraste
con la ausencia de caracteristicas patogénicas en larvas
sanas
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Estudio reporta pruebas microbiolégicas y de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) y hallazgos histolégicos de animales sanosy
enfermos a partir de muestras de larvas de P. vannameide dos
criaderos en América Latina. Los hallazgos resaltan el impacto severo
del LBS en el sistema digestivo de las larvas de P. vannameij, en
contraste con las estructuras intactas y la ausencia de caracteristicas
patogénicas en larvas sanas.

Durante finales de los afios 1980, 1990 y principios de los afios 2000, las patologias mas
predominantes en los criaderos de camarones en América Latina fueron el Sindrome Larval de Las
Bolitas (LBS), el Sindrome de Zoea 2 y el Sindrome de Muda de Mysis. Durante el mismo periodo, las
principales patologias reportadas en postlarvas (PL) fueron bacterias luminiscentes. Después de 2015,
brotes de enfermedades con altas tasas de mortalidad se observaron con mayor frecuencia en la
produccion postlarval, por ejemplo, la Enfermedad de Necrosis Hepatopancreatica Aguda postlarval,
AHPND (PL-AHPND), la Enfermedad Postlarval Translucida (TPD) y otras.

El Sindrome de Bolitas Larval (LBS) es una afeccién que inicialmente se caracteriza por una patologia
distintiva del hepatopancreas, donde hay un desprendimiento celular del epitelio del hepatopancreas,
formando esferas, que finalmente se mueven hacia el intestino superior. La patologia macroscépica del
LBS normalmente se desarrolla en cuestion de horas, desde zoea bien alimentada y saludable hasta
animales moribundos vacios. Al mismo tiempo, las larvas se vuelven bioluminiscentes, lo que se
acompafa de cambios en el comportamiento y pérdida de apetito. Aunque el LBS puede ocurrir durante
las etapas postlarvales (PL), se han observado mortalidades masivas, que alcanzan hasta el 90 por
ciento, principalmente en las etapas anteriores de zoea y mysis. Una caracteristica distintiva del LBS es
la presencia de bolitas (“pequefias bolas” o “esferas” en Espafiol) en el hepatopancreas, que
eventualmente migran al intestino.

El LBS se ha asociado con la infeccién de Vibrio spp. El Sindrome de Zoea 2 solo se asoci6 con V/
harveyiy V. alginolyticus, y nunca se identifico la especie patégena asociada con el Sindrome de Mysis.
La luminiscencia nocturna observada en criaderos tanto en Asia como en las Américas se atribuyé
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tipicamente a Vibrio luminiscente. En tiempos mas recientes, los brotes de mortalidades repentinas y
agudas en criaderos de camarones peneidos generalmente comienzan en las etapas PL, desde un
estado activo y aparentemente saludable hasta moribundo y muerto. La velocidad y virulencia con la
que ocurren estas mortalidades masivas se han observado en muchas instalaciones de producciony,
en la mayoria de los casos, se han asociado o vinculado a diferentes cepas de Vibrio.

Intriago et al. (https://doi.org/10.1007/s10499-023-01129-0) presentaron evidencia que la causa de
estos rapidos eventos de mortalidad fue una especie de Vibrio que portaba los mismos plasmidos que
el VpAHPND, que se informo que causaba la enfermedad de Necrosis Hepatopancreatica Aguda
(AHPND) en camarones cultivados en estanques en otros lugares. La afeccién se denominé
provisionalmente AHPND de postlarva (PL-AHPND) para diferenciarla de otras patologias que afectan
a las larvas de camarones peneidos. En Asia, la Enfermedad de Postlarvas Translucidas (TPD) ha sido
la principal causa de enfermedad y mortalidad larvaria, donde el agente causal es una cepa de V.
parahaemolyticus que porta un gen particular. En la India, se ha descrito una afeccién similar conocida
como Sindrome de Zoea 2 que afecta a las zoeas 2 de P vannamei.
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En Septiembre de 2023, algunas instalaciones de produccion de larvas de camardn en la region de
Ameérica Latina experimentaron altas mortalidades en los estadios 2 y 3 de zoea. Dada la alta tasa de
mortalidad, estos tanques fueron descartados. No se ha informado sobre el agente causal asociado a
esas mortalidades. La observacion microscépica de las larvas afectadas revel6 la presencia de
“bolitas” (esferas) en el hepatopancreas. En general, los indicadores clinicos y la apariencia
macroscopica en preparaciones hiumedas se alinearon con lo que se identificé previamente como LBS.

Este articulo — resumido (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). de la publicacién original
(https://doi.org/10.3390/microorganisms12061186) (Intriago, P. et al. 2024. Las Bolitas Syndrome in
Penaeus vannamei Hatcheries in Latin America. Microorganisms 2024, 12(6), 1186) — informa sobre
los estudios microbioldgico y de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), y de los hallazgos
histolégicos de animales sanos y enfermos que padecen esta condicion.

Configuracion del estudio

Se tomaron muestras de larvas de P vannamei de dos criaderos en América Latina (no se revelan los
detalles de la ubicacion exacta debido a que las instalaciones solicitaron confidencialidad). Se
tomaron muestras para microbiologia, PCR e histopatologia de dos tanques de cada criadero. Se
seleccionaron los criaderos porque uno de ellos habia informado de una alta mortalidad en las etapas
2 y 3 de zoea, mientras que el otro criadero, con zoeas 2 y 3 aparentemente sanas, se seleccion6 como
control. Cabe sefalar que los camarones muestreados para PCR e histologia eran individuos diferentes
de las mismas poblaciones. Para proteger la privacidad del cliente, no se revelara el pais ni la ubicacion
precisa de cada instalacion de cultivo de la que se obtuvieron las muestras.

Para obtener informacion detallada sobre la recoleccion, el procesamiento y los analisis de larvas de
camaron realizados en este estudio, consulte la publicacién original.
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Resultados y discusion

Este estudio describe las lesiones histopatoldgicas, PCR y microbiologia de muestras de zoeas de P
vannameirecolectadas de dos criaderos diferentes en América Latina: uno con un brote de Sindrome
de Bolitas Larval, LBS, y el otro con animales aparentemente sanos. De todos los patdégenos que se
analizaron por PCR, las Unicas diferencias clave entre el LBS y las zoeas sanas fueron la deteccion de
Vibrioy bacterias similares a Rickettsia, RLB, mas abundantes en las zoeas enfermas.

La presencia del Virus Wenzhou del camaron — WzSV8 — en las zoeas sanas requiere mas estudios;
este virus ARN se ha encontrado en una amplia gama de ambientes y regiones diferentes, incluyendo
reproductores de camarodn silvestres, y su efecto en la produccion de peneidos necesita ser objeto de

estudios adicionales.

200 pm

200 pm

Fig. 1: Preparacion fresca de larvas de zoea 2. (a) Una larva sana con
un tracto digestivo normal. (b—d) Larva afectada, nétese la falta de
contenido alimenticio y la presencia de “bolitas” (flechas) en el
hepatopdncreas, asi como en el intestino superior (punta de flecha).
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La microbiologia mostré que el numero total de bacterias cultivables (TSA) fue un orden de magnitud
mayor en las zoeas afectadas y el nimero de Vibrio presunto fue casi dos érdenes de magnitud mayor
en comparacion con la zoea sana. El Vibrio presunto representé el 17 por ciento y el 6 por ciento de la
poblacién bacteriana total en las zoeas enfermas y sanas, respectivamente. Las colonias verdes (en
TCBS) y las colonias malva, que son presuntamente V. parahaemolyticus, representaron el 0,2 por
ciento y el 82 por ciento del recuento total de Vibrio en las zoea afectadas, mientras que se observo un
patrén inverso en las zoeas sanas, que tenian el 56 por ciento y el 2 por ciento, respectivamente.

Este hallazgo es interesante porque la suposicion comun es que las colonias verdes en TCBS y las
colonias purpuras en Vibrio CHROMagar™ (un medio selectivo para el aislamiento y la deteccién de
especies particulares de Vibrio) generalmente representan V. parahaemolyticus. En este sentido, los
investigadores que estudiaron las caracteristicas fenotipicas y la cinética de crecimiento de tres cepas
de V. parahaemolyticus con diferente virulencia y una cepa no patdégena descubrieron que,
independientemente de la virulencia de la cepa, existia una alta diversidad metabdlica, lo que produjo
fenotipos de diferentes colores en el medio Vibrio CHROMagar™.

Es importante destacar que las 14 cepas fueron identificadas por PCR como miembros del género
Vibrio, por lo que se puede concluir que los resultados de API 20E (kit de prueba para identificar
bacterias Gram-negativas) (21 por ciento de identificacion falsa a nivel de género) no fueron confiables
y deben tomarse con precaucion. Si bien otros investigadores han informado que API 20E es un
sistema valido para su uso en la identificacion de los miembros mas comunes de la familia
Vibrionaceae, se ha informado que el sistema da como resultado falsos negativos. La identificacién de
API se basa en perfiles bioquimicos, pero se ha descubierto que los perfiles bioquimicos y el genotipo
no estan necesariamente asociados con el potencial de virulencia. La relacion entre la variacion o las
diferencias en las identificaciones de API 20E y la posible virulencia y variacion de género de cada cepa
requiere mas investigacion.
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Fig. 2: Secciones tefiidas con hematoxilina y eosina a través de larvas
de zoea 2 normales y afectadas. (a) Larvas de zoea 2 normales. (b)
Vista mas cercana de la imagen a, que muestra la formacién
temprana del hepatopdancreas (flecha gruesa). Nétese el contenido de
alimentos del sistema digestivo y la ausencia de restos de tejido. (c)
Lébulos que formaran el hepatopdancreas (flecha delgada). Nétese la
membrana peritréfica intacta y el contenido de alimentos (punta de
flecha). (d) Vista mas cercana del tracto digestivo con particulas
marrones de posibles microalgas (flecha gruesa).

No es posible realizar una comparacién entre la histologia de este estudio y el primer informe de LBS
informado por Morales (Memorias del Primer Congreso Ecuatoriano de Acuicultura; Escuela Superior
Politécnica del Litoral: Guayaquil, Ecuador, 1992; pp. 203-207). Desafortunadamente, solo se
presentaron imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM) y no se registraron secciones
de tejido tefiidas con H&E. La publicacion de Robertson et al. (https://www.int-
res.com/abstracts/dao/v32/n2/p151-155/) muestra la presencia de haces necréticos melanizados en
los tubulos hepatopancreaticos, pero no observamos esto en la presente investigacion; la razén mas
probable fue que los animales que utilizaron para la histologia no eran zoea, sino que estaban al
menos en la etapa PL1.
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Una diferencia importante entre la patologia presentada aqui para LBS y para PL-AHPND es que no hay
desprendimiento masivo de células en el hepatopancreas, como se describié para PL-AHPND. Ademas,
PL-AHPND nunca se encontré ni se describié en zoea (https://doi.org/10.1007/s10499-023-01129-0),
y no se detectaron genes PirAB de AHPND, ni otros genes patdgenos. Un material similar presente en
larvas de camardn criadas en China y que sufrieron mortalidades durante la etapa 2 de zoea ha sido
descrito por otros autores; en su caso esto se asocié con una cepa de V. alginolyticus.
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Fig. 3: Secciones tefiidas con hematoxilina y eosina de larvas de zoea
2 normales y afectadas. (a) Hepatopancreas de larvas de zoea 2-3
afectadas. Nétese el desprendimiento de células dentro del lumen
(flecha fina). (b) Pérdida estructural debido a necrosis en el
hepatopancreas (flecha fina). (c) Hepatopancreas y drea del tracto
intestinal, presencia de material desprendido (flecha fina). (d)
Desprendimiento de células epiteliales del intestino medio en el lumen,
nétese el exterior de la membrana peritréfica (flecha gruesa). (e,f)
Area del intestino con material desprendido severo (flecha fina),
incluida la membrana basal (punta de flecha). (g) Hebras fecales con
material celular desprendido (flecha gruesa).

Histéricamente, el sector camaronero Latinoamericano ha seguido el modelo Ecuatoriano, donde las
postlarvas se producen a partir de reproductores obtenidos de estanques de produccién. Los
reproductores se seleccionan en funcion del peso y luego se transfieren a un criadero para producir la
siguiente generacion de postlarvas. Este proceso proporciona poco o ningun control a largo plazo
sobre la bioseguridad. Ademas, las altas concentraciones de Vibrio spp. pueden ser muy comunes en
criaderos de peneidos no bioseguros o en aquellos que no estan libres de patdégenos especificos, tanto
libres como adheridos a las larvas.

Desde la eclosion hasta la cosecha, el entorno microbiolégico es una sopa de bacterias y particulas
similares a virus (VLPs). A medida que las larvas pasan de una dieta basada en algas como zoeas a
animales que se alimentan de proteinas como mysis, las larvas experimentan un cambio drastico en el
volumen del hepatopancreas y la bioquimica de las enzimas digestivas. En zoeas, la filtracion de
particulas es casi indiscriminada. Como las etapas de zoea estan expuestas a concentraciones muy
altas de bacterias, tanto de vida libre como adheridas, incluidas las Vibrio, que se ingieren facilmente y
pueden pasar al tracto digestivo, se pueden observar los efectos perjudiciales resultantes, que
dependen de varios factores, como la etapa larvaria involucrada, las especies de Vibrio presentes y su
concentracion.
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Fig. 4: Secciones tefiidas con Gram de Twort de larvas de zoea 2
normales y afectadas. (a) Hepatopancreas de zoea afectado con
material desprendido (flecha gruesa) y células bacterianas en el lumen
(flecha fina); nétese el color rojo que indica bacterias Gram-negativas.
(b) Hepatopancreas de zoea normal con células bacterianas en el
lumen (flecha gruesa). (c) Zoea afectada, area del intestino con
abundante presencia de bacterias (flecha fina). (d) Membrana
peritréfica intacta de zoea normal. Nétese la ausencia de bacterias.

En 1997, Intriago y Jiménez (informe no publicado) replicaron el sindrome de Bolitas en zoeas de P
vannamei utilizando una cepa luminiscente de V. harveyi a concentraciones tan bajas como 103
células por mL. Curiosamente, esta cepa se aislo de P vannamei de granja enfermos afectados por
enteritis hemocitica. Ellos postularon que los patégenos podrian estar rebotando desde los criaderos a
los reproductores o viceversa y que las diferencias encontradas en la histopatologia entre las larvas 'y
los adultos podrian haberse atribuido a las diferencias en el grado de desarrollo de los érganos, o a la
especie del patégeno, su virulencia y su concentracion.

El evento clave en la aparicién de enfermedades podria ser la presencia de estrés (debido a la
temperatura, salinidad, densidad, toxinas y otros) debido a fluctuaciones en el ambiente, y esto ejerce
un cambio en la interaccion huésped-patégeno y la transmision de bacterias entre especies. Estas
modificaciones actuan sobre los patdgenos para facilitar su mayor transmision entre huéspedes
individuales y un mayor contacto con nuevas poblaciones o especies hospedadoras y sobre la
seleccion, presion que lleva al predominio de cepas de patégenos adaptadas a estas nuevas
condiciones ambientales.

Lamentablemente, no es posible comparar la histologia de este estudio con la de informes publicados
previamente, aunque la histologia de este estudio se asemeja al Sindrome de Zoea 2 reportado por
Kumar et al. (https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2017.07.022). Sin embargo, las diferencias en la
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patologia podrian ser el producto de diferentes respuestas del huésped a un genotipo bacteriano
dinamico amplio y la concentracion de patégenos bacterianos. Ademas, dos patdgenos también
podrian producir la misma patologia macroscoépica, pero las diferencias en el dafio a nivel tisular
dependeran de todos los factores descritos anteriormente.

Evaluacion del riesgo de transmisién en
camarones cocidos infectados con WSSV

Los camarones cocidos exportados infectados con el virus del sindrome
de la mancha blanca (WSSV) y con resultado positivo por PCR se
consideran un factor de riesgo para la introduccién del patégeno.

@ Global Seafood Alliance

Perspectivas

De la informacién presentada aqui, es claro que ningun virus estuvo involucrado en este brote de
enfermedad. Aunque se detectaron algunos virus por PCR, no se encontraron cuerpos de inclusion ni
lesiones asociadas. También podemos eliminar patologias comunes de Vibrio como AHPND o el nuevo
V. parahaemolyticus altamente letal descrito para larvas de P vannamei que portan los genes Vhp1-y
Vhp-2. Las 14 cepas bacterianas aisladas fueron identificadas como Vibrio por PCR.

Es tentador sugerir que Vibrio desempeid un papel en la patogenicidad, sin embargo, no podemos
descartar RLB o alguna toxicidad en el agua de cultivo. Sin embargo, podemos concluir que las
especies de Vibrio como bacterias patdgenas u oportunistas desempefian un papel importante tanto en
LBS como en tanques sanos, y en general se caracterizaron por una alta diversidad metabdlica que
produjo fenotipos de diferentes colores en el Vibrio CHROMagar™.

El examen histopatoldgico de las larvas de zoea de etapas 2 y 3 afectadas por LBS revel6 cambios
patoldgicos significativos, incluido el desprendimiento de células epiteliales, necrosis
hepatopancreatica, membranas peritréficas rotas y la presencia de bacterias Gram-negativas. Estos
hallazgos resaltan el grave impacto de LBS en el sistema digestivo de las larvas de P vannamei, que
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contrasta marcadamente con las estructuras intactas y la ausencia de caracteristicas patdgenas en las
larvas sanas. Se necesita mas investigacion para comprender completamente la etiologia de LBS y
desarrollar intervenciones efectivas para mitigar sus efectos en los criaderos de camarones.

Los clientes enviaron muestras para monitorear el estado de salud de los camarones o los brotes de
enfermedades en sus criaderos. Los animales (zoea) utilizados como controles estaban generalmente
sanosy se recolectaron como especimenes de referencia para compararlos con los animales
afectados. Este estudio no fue un estudio epidemioldgico, sino un simple analisis de prevalencia de
varios patégenos del camardn en muestras proporcionadas al azar de un criadero que informé
mortalidad. Desafortunadamente, los propietarios y administradores no revelan informacion sobre los
protocolos utilizados o los parametros fisicos y quimicos del cultivo, ya que creen que podria danar la
reputacion del criadero. En consecuencia, no podemos realizar un muestreo mas extenso ni brindar
informacién detallada relacionada con el cultivo de larvas.
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