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ARTIiCULO DE REVISION

Técnicas diagnosticas para enfermedades bacterianas en
camarones. Usos, alcances y limitaciones

Diagnostic techniques for bacterial diseases in shrimp farming.
Uses, scopes and limitations

Alexander Varela'?, Luis F. Choc-Martinez?

RESUMEN

Los camarones de cultivo se encuentran constantemente amenazados por enferme-
dades infecciosas. La creciente presion sobre las producciones exige un alto rendimiento
y eficiencia que unicamente se puede lograr eliminando o reduciendo el impacto de los
patdgenos. La deteccion oportuna de las enfermedades es de gran importancia, por lo
que se requiere poseer un claro dominio de las ventajas y desventajas que conllevan las
diferentes técnicas diagndsticas, con el fin de implementar una respuesta rapida a los
brotes que pueden presentarse. La obtencion de un diagndstico dependera de diversos
factores, incluyendo la deteccion temprana de los signos clinicos y la correcta interpre-
tacion de los resultados. De esta manera se deben elegir las técnicas que permitan un
abordaje preliminar ante una emergencia sanitaria y los ensayos confirmativos que daran
lugar al disefio de acciones. El objetivo de este trabajo fue presentar las ventajas y
desventajas de las técnicas diagndsticas actualmente disponibles para la identificacion
de agentes bacterianos que afectan a los camarones, proporcionando informacién para la
toma de decisiones objetivas que permitan resolver problemas sanitarios en produccio-
nes acuicolas.
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Farmed shrimp are constantly threatened by infectious diseases. The increasing
pressure on production demands high performance and efficiency that can only be
achieved by eliminating or reducing the impact of pathogens. The timely detection of
diseases is of great importance, so it is required to have a clear command of the advantages
and disadvantages of different diagnostic techniques, in order to implement a rapid
response to outbreaks that may occur. Obtaining a diagnosis will depend on various
factors, including the early detection of clinical signs and the correct interpretation of the
results. In this way, the selection of techniques that allow a preliminary approach to a
health emergency and the confirmatory tests that will lead to the design of actions to be
chosen. The aim of this paper was to present the advantages and disadvantages of the
diagnostic techniques currently available for the identification of bacterial agents that
affect shrimp, providing information for objective decision-making that allows solving
sanitary problems in aquaculture production.
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INTRODUCCION

La captura, produccion y consumo de
especies acuicolas presenta un constante y
acelerado incremento global. Segun los da-
tos recopilados por la FAO y presentados en
su reporte sobre el «Estado mundial de la
pesca y la acuicultura» en 2018, la produc-
cion mundial alcanz6 cerca de 171 millones
de toneladas durante el afio 2016, donde la
acuicultura, incluido el camaron, aportd el
47%. Igualmente, en términos de consumo
de peces y mariscos mundial, se present6 un
aumento per capita desde 9.0 kg en 1961
hasta 20.2 kg en 2015, con un incremento
medio aproximado de 1.5% anual (FAO,
2018). Ese reporte indica que el aporte mun-
dial de las capturas de especies acuicolas se
encuentra practicamente estancado, con un
promedio anual de 90.9 + 1.27 millones de
toneladas, en tanto que el aporte de la
acuicultura, en sus diferentes modalidades,
presenta un crecimiento anual promedio de
3.64 millones de toneladas para el mismo pe-
riodo, llegando a los 80 millones de toneladas
(FAO, 2018), tal como se observa en la Figu-
raf.

A pesar de estos datos, la incidencia de
enfermedades infecciosas en los cultivos,
constituyen la principal amenaza para la
camaronicultura (Bondad-Reantaso et al.,
2001; Aguirre-Guzman et al., 2005; Mora-
les-Covarrubias, 2010; Cuéllar-Anjel et al.,
2014; Gomez-Gil et al., 2015; Pena-Navarro
y Varela-Mejias, 2016; Morales-Covarrubias
et al, 2018a). Los camarones de cultivo son
frecuentemente atacados por multiples agen-
tes infecciosos, incluyendo diferentes espe-
cies de virus, bacterias, hongos y parasitos
(Lightner, 1996; Leyva-Ordaz et al., 2010;
Cuéllar-Anjel et al., 2014; OIE, 2018).

El incremento en la incidencia de los
brotes infecciosos y su impacto en la produc-
cion ha dado lugar al desarrollo gradual de
diversas técnicas diagnosticas (Prieto y
Rodriguez, 1993; Lightner, 1996), las cuales
han respondido a las necesidades especifi-
cas del momento de su implementacion. Asi,
de procedimientos basicos, se ha ido evolu-
cionando hacia ensayos diagnosticos mas ri-
gurosos y especificos, lo cual ha facilitado el
abordaje de los eventos infecciosos, siendo
comun la combinacion de técnicas (Lightner,
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Figura 1. Aportes relativos de las capturas naturales y de la acuicultura durante el periodo
2011-2016 (en millones de toneladas métricas). Fuente: FAO (2018)

1996; Cuéllar-Anjel, 2008). Entre estas, se
tienen técnicas y procedimientos para el ana-
lisis clinico y en fresco, pruebas microbiol6-
gicas, histopatologicas, de bioensayo, uso de
anticuerpos, hibridacion in sifu, inmunohisto-
quimica y las técnicas moleculares de PCR
(Bell y Lightner, 1988; Prieto y Rodriguez,
1993; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias,
2013; OIE, 2018).

Delimitando el alcance de este docu-
mento al diagndstico bacteriano, se encuen-
tran una gran diversidad de agentes
involucrados en brotes, incluyendo multiples
especies y cepas de Vibrio spp (Prieto y
Rodriguez, 1993; Lightner, 1996; Morales-
Covarrubias, 2013), asi como bacterias Gram
positivas, incluyendo estreptococos (Hasson
et al., 2009; Morales-Covarrubias et al.,
2018a); espiroplasmas (Nunan et al., 2004;
Heres et al., 2011) y bacterias intracelulares
tipo Rickettsia como la Hepatobacter penaei
(Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2013;
OIE, 2018).
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Esta diversidad etiologica representa un
verdadero desafio para la obtencion de un
diagndstico certero, ya que las técnicas dis-
ponibles no se ajustan, necesariamente, a to-
dos los casos. Asimismo, la aparicion de pa-
tologias emergentes con diferencias
genotipicas o fenotipicas sutiles, asi como los
tropismos y lesiones que presentan (Lightner,
1996; Nunan et al., 2004; Cuéllar-Anjel et
al., 2014; Varela-Mejias, 2018) complican el
panorama. Con el fin de exponer este tema,
se presenta un resumen no exhaustivo de las
principales patologias bacterianas reportadas
para camarones de cultivo durante las eta-
pas de engorda, asi como sus principales ca-
racteristicas, lesiones y técnicas diagnosticas
comunmente utilizadas.

VIBRIOSIS SISTEMICA

Esta es una de las primeras enferme-
dades bacterianas reportada para camarones
en Latinoamérica. Puede causar mortalidades
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superiores al 90% de las poblaciones afecta-
das (Prieto y Rodriguez, 1993; Lightner, 1996).

Como agentes causales, han sido repor-
tadas multiples especies del género Vibrio,
incluyendo, pero no limitandose, a cepas de
Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, V. penaeicida, V. nigripul-
chritudo, V. alginolyticus, V. owensii y V.
campbellii (Lightner, 1988; Prieto y
Rodriguez, 1993; Lightner, 1996; Soto et al.,
2010; Morales-Covarrubias y Gomez-Gil,
2014; Gomez-Gil et al., 2015; Cuéllar-Anjel
y Brock, 2018).

Sus signos clinicos son inespecificos e
incluyen la presencia de camarones nadando
erraticamente en la superficie y al borde de
los estanques, reduccion en el consumo de
alimento, asi como debilidad y mortalidades
crecientes. En algunos brotes es posible el
desarrollo de bioluminiscencia, dependiendo
de la cepa causante (Johnson, 1995; Lightner,
1996; Pefia-Navarro y Varela-Mejias, 2016).

El diagnostico presuntivo de esta enfer-
medad puede realizarse mediante analisis en
fresco. Para ello, es conveniente combinar
las observaciones en campo, asi como las
observaciones macroscopicas y microscopi-
cas de los animales que se van a analizar. Al
microscopio, es posible observar bacterias
motiles en hepatopancreas y hemolinfa
(Lightner, 1996; Morales-Covarrubias y
Gomez-Gil, 2014). Adicionalmente, se puede
afectar el tiempo de coagulacion de la
hemolinfa, extendiendo el tiempo requerido
debido a la presencia de bacterias (Morales
y Cuéllar-Anjel, 2014).

En el cultivo bacteriologico se pueden
utilizar tanto medios generales, como el Agar
Marino, como medios selectivo-diferenciales
como el agar TCBS (Agar Tiosulfato Citrato
Sacarosa, por sus siglas en inglés) y el
Cromagar. Estos andlisis se realizan en mues-
tras de animales; hemolinfa u 6rganos, asi
como en agua, superficies y sedimentos de
los estanques de cultivo (Prieto y Rodriguez,
1993; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias
y Gomez-Gil, 2014; Gomez-Gil et al., 2015).

Histopatoldgicamente, durante la vibrio-
sis sistémica se detectan nédulos hemociticos
que en ocasiones pueden estar melanizados,
con centros sépticos y ubicados en multiples
tejidos, incluyendo branquias, hepatopancreas,
glandula antenal, mtsculo esquelético, cora-
z0n, senos hemales, 16bulos hematopoyéticos,
organo linfoide y gonadas, entre otros
(Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2004;
Pefia-Navarro y Varela-Mejias, 2014).

El hepatopancreas puede presentar da-
fios en las células epiteliales, las cuales en
algunos casos estarian hipertrofiadas, con los
nucleos picndticos y hay necrosis tubular,
unido a una fuerte infiltracion hemocitica. Es
posible observar bacterias extracelulares in-
dividuales o en cumulos, presentes como
masas basofilicas (Martin et al., 2004; Mo-
rales-Covarrubias, 2004; Pefna-Navarro y
Varela-Mejias, 2014; Varela-Mejias, 2018).

NECROSIS AGUDA DEL HEPATOPAN-
CREAS (APHND)

Necrosis Aguda del Hepatopancreas
(AHPND)

Se trata de un caso particular de vibrio-
sis, reportandose inicialmente en Asia en 2009,
causando altas mortalidades en camarones
Penaeus vannamei y P. monodon en China
durante los primeros 35 dias de cultivo, para
luego propagarse a Vietnam en 2010, Malasia
en 2011 y Tailandia en 2012 (NACA, 2012;
Cuellar-Anjel, 2013, FAO, 2013), asi como a
Filipinas (de la Pefia et al., 2015).

Es causada por cepas de Vibrio. La
primera especie identificada fue el V.
parahaemolyticus. Las cepas contienen un
plasmido de aproximadamente 69 kb, portan-
do genes que codifican para una toxina
binaria, llamada Pird y PirB (Tran et al.,
2013; Kondo et al., 2015; Yang et al., 2014;
Han et al., 2015; Lee et al., 2015). Actual-
mente han sido confirmadas cepas de V.
parahaemolyticus, V. harveyi, V. campbellii
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y V. owensii, sin descartar la aparicion de
nuevas especies o cepas (Tran ef al., 2013;
Joshi et al.,2014; Pantoja y Lightner, 2014a;
Han et al., 2015; Kondo et al., 2015; Ahn et
al.,2017; Varela-Mejias et al., 2017; Cuéllar-
Anjely Brock, 2018; Liu et al., 2018; Varela-
Mejias, 2018).

AHPND fue detectado en México en
2013, generando mortalidades cercanas al
100% y disminucion de produccion (Nunan
etal.,2014; Pantoja y Lightner, 2014a), con-
tinuando su avance por el continente, para
detectarse afios mas tarde en América del
Sur (Restrepo et al., 2016; Ahn et al., 2017,
Saavedra-Olivos et al., 2018). En 2016, el
AHPND fue incluido en la lista de enferme-
dades de declaracion obligatoria de la Orga-
nizacion Mundial de Salud Animal (OIE,
2018).

Su signologia clinica no es especifica.
Incluye una marcada palidez en el
hepatopancreas, atrofia del 6rgano, debilidad
¢ intestino vacio o con contenido entrecorta-
do (Tran et al., 2013; Pantoja y Lightner,
2014a; OIE, 2018). Mediante analisis en fres-
co, durante la fase aguda, es posible obser-
var hepatopéancreas con deformaciones
tubulares severas, con desprendimientos ce-
lulares masivos en ausencia de melanosis,
especialmente en las fases avanzadas de la
enfermedad (Morales-Covarrubias et al.,
2018b).

Histopatoldgicamente, el AHPND se
inicia con desprendimientos de las células
epiteliales de los tibulos hepatopancreaticos
y disminucién de la mitosis. Hay una reduc-
cion de las reservas, atrofiando al hepato-
pancreas. Las lesiones avanzan desde las
zonas proximales de los tubulos hacia las zo-
nas distales (Pantoja y Lightner, 2014a). En
fases mas avanzadas se observan bacterias
basofilas, mayormente oportunistas. Luego
continda el desprendimiento celular y se ini-
cian los procesos inflamatorios con acumula-
cion de hemocitos (Cuéllar-Anjel et al., 2012;
Pantoja y Lightner, 2014a; Varela-Mejias y
Pefia-Navarro, 2014). En la fase terminal se
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generaliza la destruccion del hepatopancreas
por los desprendimientos celulares y por la
accion bacteriana. Se observa una severa
melanosis y necrosis multifocal, edema e in-
fecciones bacterianas secundarias (Cuéllar-
Anjel et al., 2012; Lightner et al., 2013; Tran
et al., 2013; Pantoja y Lightner, 2014a). En
esta etapa, es muy dificil distinguir entre
AHPND y una necrosis séptica del
hepatopancreas, requiriéndose de técnicas de
confirmacién adicionales (Cuéllar-Anjel et
al., 2012; Varela-Mejias y Pefia-Navarro,
2016; Varela-Mejias et al., 2017).

El diagndstico molecular del AHPND,
requiere de ir mas alla de identificar a la es-
pecie bacteriana. Se debe basar en la detec-
cion de las secuencias que codifican para las
toxinas PirA y PirB, presentes en un plasmido
extracromosémico (Tran et al.,2013; Han et
al., 2015; Lee et al., 2015).

ESPIROPLASMOSIS

A inicios de 2002 se presentaron fuer-
tes mortalidades atipicas en camarones P.
vannamei cultivados en la costa del Caribe
colombiano. Durante el siguiente periodo de
siembra del mismo aflo, estanques adiciona-
les en la misma granja experimentaron altas
mortalidades. El agente causal identificado
fue una cepa de Spiroplasma patdégena
(Spiroplasma penaei sp. nov.), la cual se
propago a granjas vecinas, generando mor-
talidades de hasta 90% de las poblaciones
afectadas. Este fue el primer caso reportado
de espiroplasmas patogénicas aisladas de
crustaceos (Nunan et al., 2004; 2005;
Altamiranda et al.,2011; Pantoja y Lightner,
2014b).

Estas bacterias poseen formas helicoi-
dales y son mdviles, pese a no presentar
flagelos. De 195 nm de diametro promedio y
sin pared celular verdadera. Su rango de tem-
peratura de crecimiento es de 20a 37 °Cyel
crecimiento 6ptimo ocurre en 28 °C en caldo
de M1D suplementado con 2% cloruro de
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sodio (Nunan et al., 2005; Pantoja y Lightner,
2014b). Clinicamente, los camarones infec-
tados no muestran lesiones especificas. La
condicion de «camarones parados» ha sido
reportada, donde camarones muertos se en-
cuentran flotando como si estuvieran para-
dos sobre la cola (Pantoja y Lightner, 2014b).

Su histopatologia revela la presencia de
lesiones tipicas de una infeccion bacteriana
sistémica. Esta incluye reacciones inflama-
torias como formacion de nodulos hemociticos
y fagocitosis, en ocasiones acompafiada de
melanizaciones y fibrosis. Entre los 6rganos
y tejidos afectados se encuentran el cordon
nervioso ventral, el miisculo esquelético, co-
razon, glandula antenal, 6rgano linfoide y el
tejido conectivo fibroso del hepatopancreas,
branquias y tejido subcuticular de apéndices
(Nunan et al., 2004; Heres et al., 2011,
Pantoja y Lightner, 2014b; Morales-
Covarrubias et al., 2018b).

La presencia de S. penaei puede ser
verificada en las lesiones observadas usando
hibridacion in situ con sondas de ADN espe-
cificas (Heres et al., 2011; Lightner y Pantoja,
2014; Morales-Covarrubias et al., 2018b).
Ademas, se dispone de métodos moleculares
de PCR convencional y PCR en tiempo real
(Nunan et al., 2004, 2005; Altamiranda et al.,
2011; Pantoja y Lightner, 2014b).

HEPATOPANCREATITIS NECROTIZANTE

La hepatopancreatitis necrotizante
(NHP) se detectd inicialmente en Texas,
USA, en 1985, detectandose posteriormente
en Centro y Sur América (Lightner, 1996;
Vincent y Lotz, 2007; Morales-Covarrubias,
2010; OIE, 2018).

El NHP es causado por la bacteria
intracelular Hepatobacter penaei, Gram
negativa, motil mediante flagelos. Presenta
dos morfotipos, la helicoidal de 0.25x 3.5 im
y la forma bacilar predominante de 0.25 x
0.9 im (Lightner, 1996; Nunan et al., 2013;

Morales y Cuellar-Anjel, 2014). Esta bacte-
ria infecta y se multiplica en el citoplasma de
las células epiteliales del hepatopancreas, al-
canzando altas concentraciones en los teji-
dos afectados (Lightner, 1996; Morales-
Covarrubias, 2008; OIE, 2018).

Los signos clinicos para esta enferme-
dad tampoco poseen valor diagnostico y se
requiere analisis especificos. En brotes se-
veros y persistentes puede causar mortalida-
des acumuladas superiores al 90% de las
poblaciones afectadas, tanto en cultivos de
Penaeus vannamei como de P. stylirostris
(Lightner, 1996; Vincent y Lotz, 2007; Mora-
les-Covarrubias, 2010, 2013; Morales y
Cuellar-Anjel, 2014; OIE, 2018).

Estas bacterias, por ser intracelulares
obligadas, no pueden ser cultivadas en los
medios artificiales tipicos, asi que durante el
abordaje de los posibles casos se recurre a
un analisis clinico presuntivo. Los animales
presentan hepatopancreas atrofiados, cuer-
pos delgados y es comun el oscurecimiento
de los bordes de los pledpodos. La textura de
la cuticula es aspera y hay pérdida de tono
muscular (Lightner, 1996; Morales-
Covarrubias, 2010; OIE, 2018). El diagnosti-
co presuntivo del NHP se basa en la
signologia clinica de los animales, la historia
del caso y la observacion mediante analisis
en fresco de reduccion de las reservas en
hepatopancreas, estrangulaciones tubulares,
atrofia, melanizaciones y presencia de
granulomas (Lightner, 1996; Morales-
Covarrubias, 2010).

Histopatolégicamente, el NHP causa
una disminucion inicial de las reservas, acom-
pafiado de un desprendimiento de células
epiteliales de los tiibulos hepatopancreaticos.
En algunas células se observa material granu-
lar en los citoplasmas, compuesto por masas
de bacterias basofilicas. La formacion de
granulomas basofilicos es caracteristica. Ade-
mas, se puede observar estrangulaciones
tubulares, encapsulaciones de tejidos afecta-
dos y necrosis tubular multifocal (Lightner,
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1996; Morales-Covarrubias, 2010; Pefia-Na-
varro y Varela-Mejias, 2016, Varela-Mejias,
2018).

La confirmacion del NHP se da median-
te histopatologia, hibridacion in situ o PCR
(Lightner, 1996, Morales-Covarrubias, 2010;
Varela-Mejias y Pefia-Navarro, 2016; OIE,
2018; Varela-Megjias, 2018).

ESTREPTOCOCOSIS

Estreptococosis

Contrario a lo que ocurre con las pato-
logias causadas por especies Gram negati-
vas, como Vibrio spp o el NHP, las infeccio-
nes por bacterias Gram positivas en crusta-
ceos son poco comunes. Han sido reporta-
das en langostinos de agua dulce Macro-
brachium rosenbergii (Hasson et al., 2009;
Varela-Mejias y Valverde-Moya, 2018) y en
langostas del género Homarus sp (Stewart
et al., 2004). No obstante, son inusuales en
camarones peneidos (Hasson et al., 2009;
Morales-Covarrubias et al., 2018a).

En los brotes infecciosos por estrep-
tococos no se reportan signos clinicos de va-
lor diagnostico. Los animales fuertemente
infectados mueren y quedan en el fondo de
los estanques. En ocasiones, los camarones
muertos parecen tener las cuticulas intactas,
pero presentan sectores del musculo caudal
ausente, lo que supondria una degradacion
de tejidos desde el interior hacia el exterior
(Hasson et al., 2009). Estos autores deter-
minaron por el perfil bioquimico que la cepa
era Gram positiva, no hemolitica, no motil,
oxidasa y catalasa positivas, la cual es reco-
nocida por cebadores (primers) universales
para estreptococos. El perfil bioquimico no
produjo resultados concluyentes, sefialando
entre las posibles especies a Streptococcus
uberis y S. parauberis.
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Por su parte, Morales-Covarrubias et al.
(2018a), describen a la especie Streptococcus
penaeicida, Gram positiva, no formadora de
esporas, anaerdbica facultativa, catalasa ne-
gativa y no motil. Sus colonias, desarrolladas
en agar sangre, son circulares, no pigmen-
tadas, con didmetros de 0.75-1.0 mm, y con
actividad hemolitica a 37 °C. Esta cepa pue-
de crecer en ambientes entre 0 y 5.5% de
cloruro de sodio y con pH entre 5.5 y 10.

Histologicamente, se observa la presen-
cia de cocos Gram positivos libres en la
hemolinfa, senos hemales y tejidos vascula-
rizados. Se pueden presentar pequefios agre-
gados hemociticos y numeros variables de
cocos extracelulares, asi como hemocitos
cargados de bacterias y pequefios nodulos en
el corazon, branquias, musculo esquelético,
intestino anterior y posterior, cordon nervio-
so, tejidos conectivos, senos hemales de la
glandula antenal y hepatopancreas. Se ob-
serva una fuerte vacuolizacion del érgano
linfoide y una pérdida de su estructura nor-
mal (Hasson et al., 2009; Morales-
Covarrubias et al., 2018a).

Usos Y LIMITANTES DE LAS TECNICAS

La diversidad de agentes infecciosos en
los camarones de cultivo, sus mecanismos de
accion y sus particularidades biopatologicas,
constituye sin duda, un desafio en la obten-
cion de diagnosticos rapidos, oportunos y
confiables.

En el abordaje de la diagnosis, basado
en la signologia clinica en camarones, no es
mas que una técnica introductoria que per-
mite suponer que «algo no estd bien». La
falta de especificidad y las similitudes clini-
cas entre las diferentes enfermedades hacen
que su utilidad sea nula para la identificacion
concluyente de algiin agente causal. Lightner
(1996), por ejemplo, cita la presencia de
hepatopancreas palidos o con volumenes re-
ducidos, anorexia y tractos vacios durante los
brotes de vibriosis sistémicas; sin embargo,
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estos signos también han sido descritos para
otras patologias como el NHP (Vincent y Lotz,
2005) y el AHPND (Tran et al., 2013).

El analisis en fresco presenta algunas
caracteristicas que han facilitado su difusion
y aplicacion. Se requiere de poco equipo, la
inversion de recursos es minima y el tiempo
de entrenamiento para el personal es corto.
Este analisis puede ser realizado en granja y
brinda informacion sobre el estado general
de los camarones, principalmente sobre los
parametros relacionados a las condiciones del
hepatopancreas, asi como a las parasitosis
internas o infestaciones por epibiontes. El tiem-
po de respuesta es minimo, lo que permite
procesar un gran numero de animales
(Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010).
Su principal limitante lo constituye la baja sen-
sibilidad y especificidad del método. No obs-
tante, en el caso especifico de patologias
bacterianas, es posible brindar resultados pre-
liminares, con los cuales se pueden iniciar
acciones correctivas en granja, pero requie-
re de otras técnicas mas confiables para la
obtencion de resultados concluyentes. Ade-
mas, se corre el riesgo de no detectar lesio-
nes que se encuentren fuera de los tejidos
procesados.

Las técnicas bacterioldgicas tradiciona-
les, basadas en el uso de medios de cultivo, y
las pruebas de perfil bioquimico, han permiti-
do desarrollar conocimientos de gran valor
en lo referente a brotes por bacterias
extracelulares. Prieto y Rodriguez (1993),
Lightner (1996), Gomez-Gil et al. (2015),
entre otros, presentaron modelos diagnosti-
cos que actualmente contintian siendo de gran
utilidad. La aplicacion de medios de cultivo
se utiliza en forma rutinaria, no solo como
técnica diagnostica, sino ademas, como so-
porte para enriquecimientos de cepas
bacterianas, para su utilizacion posterior en
otras técnicas; asi Hasson ef al. (2009) y Tran
et al. (2013) usaron medios de cultivo para
aislamientos iniciales, previo a las pruebas
moleculares aplicadas a los estreptococos
bioensayos.

Las técnicas de bacteriologia tradicio-
nal ofrecen también herramientas que conti-
nuan siendo de gran aplicabilidad, como lo
son la determinacion in vitro de sensibilidad
o resistencia a antimicrobianos y en ensayos
de minimas concentraciones inhibitorias (Prie-
toy Rodriguez, 1993; Lightner, 1996; Gémez-
Gil et al., 2015). Pese a ello, algunas patolo-
gias bacterianas se salen del rango de accion
y la capacidad diferencial de estos sistemas.
La bacteria causante del NHP (Vincent y
Lotz, 2005; Morales-Covarrubias, 2014; OIE,
2018) y la Spiroplasma penaei (Nunan, 2004;
2005), no permiten ser cultivadas en medios
artificiales generales o diferenciales, o su
cultivo es muy dificil.

Otra limitante sobre las técnicas
bacteriologicas surge con las especies cau-
santes del AHPND, pese a ser cultivables en
medios artificiales (Gomez-Gil et al., 2015).
Nos enfrenta al dilema de no disponer de
medios que permitan establecer la presencia
del plasmido toxigénico, y menos aun, si es-
tan o no presentes las secuencias que codifi-
can para las toxinas Pird y PirB. No basta
identificar la especie, sino que se requiere
conocer su contenido genético especifico
(OIE, 2018). Para el diagnostico del AHPND
se han propuesto diferentes estrategias, mu-
chas de ellas basadas en el uso del PCR, di-
sefladas para detectar los genes que codifi-
can para las toxinas (Tran ef al., 2013; Joshi
et al., 2014; Nunan et al., 2014), las cuales
han demostrado ser sumamente sensibles y
especificas. Asimismo, el PCR también es
util para diagnosticar otras patologias como
el NHP (Lightner, 1996; Vincent y Lotz, 2005;
Morales-Covarrubias, 2014; OIE, 2018).

La sensibilidad del analisis por las dife-
rentes técnicas de PCR depende mucho de
variables relacionadas con la ejecucion de la
técnica, por lo que requiere de un proceso
cuidadoso de estandarizacion y validacion del
procedimiento antes de ser implementada en
un laboratorio. Esto hace que la interpreta-
cion de los resultados deba ser realizada con
cautela y por personal calificado.
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Cuadro 1. Resumen de variables a considerar para la implementacion y seleccion de
técnicas de diagnodstico para enfermedades bacterianas en camarones

Clinica  Fresco  Bacteriologia PCR Histopatologia ISH/IHC'

ilse;?ll;(s)tse Corto Corto Medio Medio  [Extenso Extenso
Entrenamiento Corto Corto Medio Intenso  Intenso Intenso
Costo Bajo Bajo Medio Alto Alto Alto
Especificidad Baja Baja Media Alta Media-alta Alta
Sensibilidad Baja Media  Media Alta Media-alta Media-alta

! Hibridacién in situ / Inmunohistoquimica

|Muestras [

I Anamnesis IHistoria, clinica, condiciones, etc

v v v v
—> | Bactell'iologia | I Histopatologia I gﬁfn fS(I:{R

IHC
General, TSA, Marino, etc

& &

v

Lesiones [ Si No

T N

I Medio especifico ]
TCBS, Cromagar [>

Figura2. Flujograma general de analisis de enfermedades bacterianas en camarones. TSA:
Agar tripticasa-soya; TCBS: Agar tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa; H&E:
Hematoxilina-ecosina; PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa; ISH: Hibridacion
in situ; IHC: Inmunohistoquimica
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En la actualidad, el rapido desarrollo tec-
nolégico en el campo diagnodstico ha permiti-
do la aparicion de diferentes variantes de esta
técnica que se fundamentan en la deteccion
de acidos nucleicos, ya sean ADN o ARN
haciéndose cada vez mas accesible y permi-
tiendo la obtencion de resultados prelimina-
res incluso a nivel de campo con pruebas
amigables faciles de aplicar e interpretar
(Minardi et al. 2019), por lo que en los ulti-
mos afios se ha vuelto muy flexible para ser
aplicada a diferentes condiciones, segun sea
el tipo de patogeno que se desee diagnosticar
0 si unicamente se busca una interpretacion
cualitativa o cuantitativa (Méndez-Alvarez y
Pérez-Roth, 2004; Minardi et al. 2018).

Existen otras herramientas de diagnos-
tico molecular que complementan a la técni-
cade PCR, como lo son el uso de enzimas de
restriccion, el uso de fragmentos de ADN
polimorficos aleatorios (RAPD, por sus si-
glas en inglés), utiles en diagnodstico de
patégenos y en el desarrollo de cebadores
(primers); otras técnicas como LAMP que
amplifica acidos nucleicos por un método
isotérmico sin utilizar el clasico termociclador
de PCR (Kongrueng et al., 2015; Varela-
Mejias et al., 2017; Chakraborty et al., 2019);
FISH o Hibridacion fluorescente in sifu que
detecta ARN o ADN de patdgenos a partir
de hibridacion del acido nucleico diana con
sondas fluorescentes en diferentes tejidos;
MPP o Sondas de candado molecular, que se
conforman por dos cadenas de oligonu-
cleotidos que se fijan a una secuencia de aci-
dos nucleicos diana, a la que una vez unidas,
se cierran en forma circular para el recono-
cimiento especifico de fragmentos que pue-
den contener polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP’s) o bien, fragmentos de
ADN de diferentes patdgenos mediante prue-
bas multiplex. Otra técnica muy util en la ac-
tualidad es el uso de microarrays, que tiene
como ventaja la deteccion de multiples
patogenos de forma mas eficiente que un
PCR multiplex por medio de sondas marca-
das con fluorescencia. Una ventaja adicional
de esta técnica es el uso de pequeiias se-
cuencias de acidos nucleicos por lo que es
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posible obtener resultados, ain con ADN
degradado (Chakraborty et al. 2019).

En el diagndstico molecular, un resulta-
do positivo indica que el patdgeno se encuen-
tra presente; es decir, se detecta la presencia
de acidos nucleicos (un fragmento del
genoma) del agente infeccioso de interés,
pero como en cualquier otra prueba
diagnostica, no se garantiza necesariamente
que exista evidencia clinica de enfermedad.
Esto es muy importante para el diagnostico
precoz de enfermedades, ya que permite ac-
ciones encaminadas a la mitigacion de signos
clinicos, antes que el agente infeccioso esti-
mule la respuesta inmune que desencadena
los procesos patologicos (Pérez-Roth y
Méndez-Alvarez, 2004).

Es en estos casos donde las técnicas
histopatoldgicas presentan gran valor. La pre-
sencia de lesiones permite establecer el es-
tado de infeccion y el grado de compromiso
tisular. Asimismo, las lesiones causadas por
algunas patologias han sido claramente ca-
racterizadas (Lightner, 1996; Pantoja y
Lightner, 2014). Ademas, mediante estas téc-
nicas es factible realizar diagnosticos dife-
renciales (Pantoja y Lightner, 2014; Varela-
Mejias y Pefia-Navarro, 2016; Varela-Mejias,
2018).

Entre las ventajas de la histopatologia
se encuentra la posibilidad de establecer la
identidad de los patdgenos presentes, las
coinfecciones y el estado sanitario general
de los animales. Desafortunadamente, la téc-
nica no es infalible, pues puede darse infec-
ciones latentes o iniciales, en las cuales el
dano celular aun no es evidente, o en el ex-
tremo contrario, infecciones terminales de
AHPND, las cuales son dificiles de distinguir
de infecciones por otras cepas no causantes
de AHPND. Las observaciones histopa-
tologicas brindan especificidad, pero su sen-
sibilidad es limitada. Requiere, ademas de
tiempo y personal altamente calificado
(Pantojay Lightner, 2014). Por otro lado, al-
gunas patologias son dificiles de distinguir
entre ellas; asi, la estreptococosis, la espiro-
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Cuadro 2. Grado de confianza de las diferentes técnicas diagnosticas.

Clinica Fresco Bacteriologia Histopatologia ISH/IHC' PCR
Vibriosis X XX XXX XXX
AHPND X XX XX XXX XXX
NHP X XX XXX XXX XXX
Espiroplasma X X XX XXX XXX
Estreptococos X X XX XXX XXX

x: aplicabilidad limitada; xx; aplicabilidad moderada; xxx; aplicabilidad elevada
ISH: Hibridacion in situ; IHC: Inmunohistoquimica; PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
AHPND: Necrosis aguda del hepatopancreas; NHP: Hepatopancreatitis necrotizante

plasmosis y la vibriosis sistémica poseen gran-
des similitudes anatomopatoldgicos y
tropismos celulares comunes (Lightner, 1996;
Vincent y Lotz, 2005; Hasson et al., 2009;
Heres et al., 2011; OIE, 2018), de modo que
se requiere combinar técnicas adicionales.

Algunas de las limitantes de la histo-
patologia son compartidos con las técnicas
de hibridacion in situ o inmunohis-toquimica.
Enellos, si la presencia del patdgeno no es lo
suficientemente alta, es posible que no sea
posible observar su reaccion con las sondas
usadas, pese a estar presente. Su costo, tiem-
po de obtencion de resultados y necesidad de
personal calificado son también considerables.
Presenta sin embargo, una ventaja sobre la
histopatologia en lo referente a la especifici-
dad de los resultados (Cuéllar-Anjel, 2008;
Lightner, 1996).

Con esta panoramica general, es claro
que todos los métodos de diagnostico poseen
limitantes, su aplicabilidad estd en funcion al
patogeno, a sus caracteristicas y al tipo de dafio
que causan en los camarones. El Cuadro 1 pre-
senta un resumen de las principales variables
a considerar para la implementacion de las
diferentes técnicas en un laboratorio de diag-
nostico.

Rev Inv Vet Peru 2020; 31(3): 18165

No es posible seleccionar una de estas
técnicas excluyendo a las demads. Las técni-
cas desarrolladas incrementan su confiabi-
lidad si se utilizan en forma complementaria,
de alli que conviene combinarlas segin el
caso particular. La experiencia del analista
es fundamental para seleccionar la técnica o
técnicas adecuadas para cada caso. Pese a
no existir rutas rigidas o infalibles de diag-
nostico, es posible desarrollar, a modo de abor-
daje general, pasos secuenciales de analisis,
tal como se presentada en la Figura 2. Este
flujograma es orientativo y pretende sugerir
rutas sobre las técnicas a seguir durante los
analisis; no obstante, puede ser modificada
en funcién a la informacién disponible del
caso y a la experiencia del analista.

En el Cuadro 2 se presentan las princi-
pales técnicas recomendadas para las pato-
logias descritas en este documento. Se debe
considerar que la obtencion de un diagnosti-
co confiable supone del uso de al menos dos
de estas técnicas correctamente aplicadas
con resultados concordantes. Finalmente, se
debe tener claro que estas enfermedades no
son excluyentes entre ellas, y la presencia de
una de ellas, no implica la ausencia de las
demas. Es posible por tanto la ocurrencia de
coinfecciones, tanto entre ellas como con
otras patologias.
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CONCLUSIONES

Las enfermedades bacterianas poseen
una gran importancia en la camaro-
nicultura, tanto por la variabilidad de
agentes causales, como por el impacto
que generan sobre los cultivos.

Se dispone de una variedad de técnicas
diagnosticas, cada una con diferentes
grados y rangos de aplicabilidad y efec-
tividad.

Lasensibilidad y especificidad de las téc-
nicas diagnosticas es variable; sin em-
bargo, la combinacioén de dos o mas de
ellas mejora las posibilidades de obtener
un diagnostico certero.

Cada una de las técnicas requiere de un
entrenamiento adecuado y de equipos
apropiados. La seleccion de las técnicas
a usar dependera del caso particular, de
las posibilidades y recursos del laborato-
rio y del tiempo disponible para su pro-
cesamiento.

Las enfermedades infecciosas en los
camarones no son excluyentes entre
ellas. La deteccion de un agente no im-
plica ausencia de los demas.
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