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RESUMEN

Se presenta a continuacién la descripcion de un brote de
Hepatopancreatitis Necrotizante en camarones Lifopenaeus
vannamei cultivados en el Golfo de Nicoya, Costa Rica,
exacerbado por las condiciones climdticas tipicas del fe-
némeno del Nifio caracterizado por las altas temperaturas
y salinidades durante el 2014, se presentan ademds los di-
ferentes tipos de andlisis realizados para su seguimiento y
conservacion, sus resultados y la descripcion de las princi-
pales lesiones observadas por esta enfermedad.
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ABSTRACT

Is presented the most important the description of
Necrotizing Hepatopancreatitis out break in shrimp
Litopenaeus vannamei cultured in the Nicoya Gulf, Costa
Rica, exacerbated by the atypical climatic conditions of the
Niflo phenomena characterized by high temperatures and
salinities during 2014, are also different types of analy-
ses performed for monitoring and conservation, their re-
sults and the description of the main lesions observed by
this disease.
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Histéricamente, el impacto de las enfermeda-
des infecciosas en las producciones acuicolas ha
sido causa de grandes pérdidas econémicas (Peia
et al, 2013). Este factor de riesgo cobra especial
relevancia cuando se presentan condiciones am-
bientales que favorezcan eventos patolégicos, tal
como lo demuestra los brotes del virus WSSV
en épocas de temperaturas bajas (Varela y Peiia,
2014) y la incidencia de la Hepatopancreatitis
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Necrotizante Bacterial en épocas de alta tempe-
ratura y salinidades intermedias y altas (Vincent
y Lotz, 2007; Morales-Covarrubias, 2008;
Morales y Cuellar-Anjel, 2014).

Durante el afio 2014 y como consecuencia
del fendmeno del Nifio, se registraron condicio-
nes andmalas en la mayoria de los estanques de
cultivo del golfo de Nicoya, en los cuales la tem-
peratura del agua super6 los 34 centigrados y las
salinidades fueron superiores a las 35 a 40 ppt.
(Registros de fincas, datos no mostrados).

Coincidiendo con ello, durante los meses de
junio y julio de ese afio se presenté un impor-
tante aumento en la presencia de animales con
signos clinicos consistentes a infecciones por
Hepatopancreatitis Necrotizante o NHP (por
sus siglas en inglés), acompafiado de mortali-
dades variables.

Los signos clinicos de esta enfermedad in-
cluyen hepatopancreas palidos, intestinos vacios
o con contenidos entrecortados, anorexia, letar-
gia, pérdida de tono muscular caudal y cuticula
aspera (Lightner, 1996; Morales. Covarrubias,
2008; Morales y Cuellar-Anjel, 2014).

Esta enfermedad constituye una de las mas
importantes en camarones de cultivo, siendo la
unica de origen bacterial actualmente presente
en la lista de declaracién obligatoria para crus-
taceos ante la Organizacién Mundial de Salud
Animal, OIE, por sus siglas en francés (Varela,
2013), y de reporte obligatorio ante las autorida-
des competentes en nuestro pais, segin el decre-
to 34669 (La Gaceta, 2008).

La enfermedad de la Hepatopancreatitis
Necrotizante fue inicialmente denominada
Hepatopédncreas Granulomatoso, por ser la
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formaciéon de granulomas uno de sus efectos
citopdticos principales en este 6rgano y ha sido
la causa de eventos infecciosos de gran impacto
en América. Se detectd inicialmente en Texas,
USA, en 1985. Para propagarse posteriormente a
Centro y Sur América. Incluyendo los cultivos de
Litopenaeus vannamei en Costa Rica (Lightner,
1996; Morales-Covarrubias, 2008; Morales y
Cuellar—Anjel, 2014; Vincent y Lotz, 2007).

NHP da lugar a una infeccién severa pro-
vocada por bacterias intracelulares obligadas,
pleomérficas, y recientemente clasificadas por
andlisis filogenético de la secuencia 16S rRNA y
la Girasa B gene como rickettsias, bajo el nom-
bre de propuesto de Candidatus Hepatobacter
penaei (Nunan et al, 2013); este tipo de bacte-
rias, por su caracter de intracelulares obligadas,
no puede ser cultivadas en medios artificiales
tipicos, su estructura es Gram negativa, motiles
mediante ocho flagelos localizados en su dpex
basal. Presenta dos variantes morfolégicas, en
forma helicoidal, sus dimensiones son de 0,25
um por 3,5 um, y la forma bacilar predomi-
nante con 0.25 um por 0,9 pm (Lightner, 1996;
Morales y Cuellar—Anjel, 2014; Nunan et al,
2013), las cuales infectan y se multiplican en
el citoplasma de las células epiteliales de los
tibulos del hepatopancreas (Lightner, 1996;
Morales-Covarrubias, 2008). Alcanzando altas
concentraciones en los tejidos afectados, inclu-
so, mediante cuantificacién por de PCR en tiem-
po real se ha determinado que las infecciones
letales contienen 10° a 10’copias/mg de hepato-
péncreas (Vincent y Lotz, 2005).

Los signos clinicos de esta enfermedad no
son especificos y se requiere andlisis laboratorial
de los animales sospechosos para su confirma-
cion. En brotes severos y persistentes es capaz
de causar mortalidades acumuladas superiores
al 90% de las poblaciones de estanques afec-
tados, tanto en sistemas de cultivo de camaron
blanco Litopenaeus vannamei como de camarén
azul Litopenaeus stylirostris (Lightner, 1996:
Morales-Covarrubias, 2013 y 2010; Morales y
Cuellar—Anjel, 2014; Vincent y Lotz, 2007).

En muestras procesadas para andlisis me-
diante montajes en fresco del hepatopdncreas
es comun observar una reduccién o ausencia de

reservas lipidicas con tibulos melanizados, des-
prendimiento de células epiteliales y deforma-
ciones tubulares; por andlisis histopatologicos
tefidos con tincién de hematoxilina y eosina
(H&E), se observan las caracteristicas lesio-
nes granulomatosas multifocales en el hepato-
pancreas, asi como una infiltracién hemocitica
masiva acompafiada de melanosis. Las células
desprendidas muestras citoplasmas basofilicos
por la colonizacién bacterial y atrofia severa
en fase la terminal sin respuesta inflamatoria.
Mediante andlisis moleculares, es posible detec-
tar secuencias especificas del genoma bacterial,
utilizado la Reaccién en Cadena de Polimerasa
(PCR), método de gran valor por su sensibilidad
y especificidad (Brifiez er al, 2003; Lightner,
1996; Morales-Covarrubias, 2008 y 2010;
Morales y Cuellar—Anjel, 2014; Varela, 2007).

Se han desarrollado ademds, métodos al-
ternativos no destructivos, mediante PCR en
tiempo real para cuantificaciéon de NHP en heces
(Vincent y Lotz, 2005).

Dado que los signos clinicos son comunes a
otras enfermedades y ante la necesidad de veri-
ficar la etiologia del brote sospechoso reportado
se realizé una serie de andlisis para confirmar
la etiologia, incluyendo andlisis en fresco, bac-
teriologia, histopatologia y Reaccién en Cadena
de Polimerasa.

Materiales y métodos

Se procesaron muestras selectivas de diez
animales, capturados de estanques que presen-
taban signos clinicos de la enfermedad. Para
el procesamiento de las muestras se siguie-
ron las metodologias descritas por Morales-
Covarrubias (2010) en andlisis en fresco; Bell y
Lightner (1988) para histopatologia y Lightner
(1996) para PCR.

Adicionalmente, se realiz6 bacteriologia en
Agar Tripticasa Soya (TSA) y Agar Tiosulfato,
Citrato y Bilis (TCBS) para Vibrio sp., con el
fin de descartar posibles infecciones bacteriales
secundarias. Seguin la metodologia descrita por
Cuellar-Anjel (2008) modificada para estéma-
gos y hepatopéncreas.
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Resultados
Analisis en fresco

Los tejidos procesados presentaron lesiones
tipicas de infecciones severas en las dos etapas
extremas de la enfermedad. Durante la etapa
aguda se detecto la presencia de tibulos necré-
ticos, fuertemente melanizados, una marcada
disminucién de reservas lipidicas, (Fig. 1). En
muestras procesadas en la etapa crénica no se
observo una disminucién en la respuesta infla-
matoria, con ninguna o pocas lesiones melani-
zadas y necréticas. Los tdbulos se observaban
ectdsicos, con ausencia total de reservas lipidi-
cas, edemas y sin pigmentos asi como una se-
vera atrofia general del hepatopancreas (Fig. 2).

Este tipo de lesion, en especial la necrosis
observada en la figura 1, es facilmente con-
fundible con otras enfermedades bacteriales,
tales como provocada por la Necrosis Séptica
del Hepatopancreas, SHPN (Dr. Pantoja, C;
Comunicacion personal). Por lo que los monta-
jes en fresco requieren de experiencia y gene-
ralmente, ante dudas razonable, se recomienda
la realizaciéon de cortes histopatoldgicos. Del
mismo modo, las infecciones por NHP y SHPN

no son excluyentes, por lo cual es conveniente
realizar andlisis bacterioldgicos en paralelo, ante
la posible coexistencia de infecciones bacteria-
les secundarias.

Resultados de bacteriologia

Se presentan a continuacion los resultados
obtenidos a las muestras de camarones pro-
cesados con sintomatologia clinica de NHP.
Realizados con 5 repeticiones. Se indican los
conteos promedio y las desviaciones estindar
de muestra.

Los andlisis se realizaron en Agar TSA y
Agar TCBS, ambos con salinidades ajustadas
para especies marinas.

Tal como se observa en las tablas 1 'y 2 y
usando como referencia la tabla 3 para conteos
en HP (Morales-Covarrubias, 2008) los resulta-
dos de bacteriologia no sugieren de la presencia
de infecciones secundarias por Vibrio sp., la alta
desviacion estandar de la muestra no indica un
patrén infeccioso estable. No se dispone de ta-
blas de referencia para conteos en estdmagos.

Con respecto a los tiempos de coagulacién
de hemolinfa, los resultados fueron norma-
les (<30 seg) y el conteo de hemograma total

Figura 1. Montaje en fresco de hepatopéancreas, se observa tejido fuertemente afectado, con masiva necrosis y melanosis. Se observan

pocas reservas lipidicas. 400x, sin tincion. Foto A. Varela.
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Figura 2. Montaje en fresco de hepatopéncreas en transicion hacia la fase cronica, se observan nédulos multifocales. Presencia multi-
ple de células hipertrofiadas y escasa respuesta inflamatoria1000x, sin tincion. Foto A. Varela.

Cuapro 1
Resultados de bacteriologia en Hepatopancreas

CuADRO 2
Resultados de bacteriologia en estémago

UFC/HP Desuv. Est. UFC/Estom Desuv. Est.
TSA 7,20Et04 64699,3 TSA 2,00E+05 128945,4
TCBS 5,20Et04 27313,0 TCBS 6,15E+04 46285,0
TCBS, No sacaroliticas <10% TCBS, No sacaroliticas >75%
TCBS, Luminiscentes <10% TCBS, Luminiscentes <25%
Cuapro 3

Tomado de Morales-Covarrubias, 2008

Tipos de colonias

>100000 <100000
100% Verdes luminiscentes Grave Grave
Verdes >50% Serio Serio
Verdes <50% Serio Serio-Normal
Amarillas Normal Normal

presentd resultados normales (TCH=31500 +
2000 cel/mm?) (Cuellar—Anjel, 2008; Morales y
Cuellar-Anjel, 2014).

Histopatologia

Los tejidos procesados mediante histopa-
tologia para NHP, presentan inicialmente una

observan multiples granulomas, con células basofilicas en su
interior y capas de hemocitos rodeandolo. No se observan reser-
vas lipidicas. 400x, Tincion H&E. Foto A. Varela.
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Figura 4. Corte histolégico de hepatopancreas con infeccién por
NHP-B, se observa una fuerte respuesta inflamatoria. Rodeando
los tubulos afectados. Las células desprendidas presentan nu-
cleos picnoticos. 400x, Tincion H&E. Foto A. Varela.

disminucién de las reservas lipidicas, exfolia-
ciones tubulares de células basofilicas, granulo-
mas y necrosis tubular (figuras 3 y 4). Durante la
fase cronica, la respuesta inflamatoria disminu-
ye hasta desaparecer, los tibulos se atrofian y se
presentan regiones edematizadas.

Reaccion en Cadena de Polimerasa PCR

Mediante envio de muestras conserva-
das en etanol al Laboratorio Nacional de
Servicios Veterinarios, LANASEVE, en el
mes de agosto, se confirmé la etiologia del
brote como Hepatopancreatitis Necrotizante,
NHP. Reportado en el protocolo de andlisis
LSE0402-14.

Discusion y recomendaciones finales

La utilizacién de andlisis en fresco al inicio
del brote infeccioso, brindé resultados consis-
tentes con NHP en fases aguda, transicion y cré-
nica, apoyado con resultados bacterioldgicos, se
descarto la participacion de bacterias tipo Vibrio
sp. Como posibles patégenos secundarios.

Los resultados de histopatologia son con-
sistentes a infeccién aguda por NHPB, corro-
borando las observaciones generadas por los
andlisis en fresco y las observaciones de campo
y signos clinicos.

El resultado de la Reaccién en Cadena de
Polimerasa, confirmé la presencia de Candidatus
Hepatobacter penaei como el agente etiol6gico
del brote y a Hepatopancreatitis Necrotizante
como la enfermedad presente.

Determinada la identidad del agente causal,
es posible desarrollar protocolos de manejo y
terapias para los tratamientos de los estanques.
Entre las terapias que se reportan con efecti-
vidad para estas infecciones, se encuentran el
uso de antibidticos (Morales-Covarrubias en
www.oie.int).

Es importante considerar que toda terapia
requiere de identificacion irrefutable del agen-
te causal, del mismo modo, la antibioterapia, su
dosis, tiempo de aplicacién y periodo de retiro,
deben ser supervisados por profesionales res-
ponsables y calificados.

Finalmente, la presencia de NHP en cama-
rones de cultivo, no representa un riesgo para los
consumidores, debido a que esta se concentra en
un 6rgano ubicado en la cabeza de los camaro-
nes, generalmente no son consumidas, ademas,
la bacteria causante de esta enfermedad infec-
ta exclusivamente este tejido y no es capaz de
infectar o enfermar a otras especies, incluyen-
do a la humana, por lo que no representa un
riesgo zoondtico.
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