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Resumen:

Análisis histopatológico en Litopenaeus vannamei infectado con Vibrio parahaemolyticus. El objetivo de este trabajo fue describir
los principales resultados histopatológicos obtenidos de las diversas respuestas inmunológicas y efectos citopáticos en L. vannamei,
después de una infección inducida con V. parahaemolyticus. La inoculación bacterial se realizó en el Centro de Investigación en
Ciencias del Mar y Limnología de la Universidad de Costa Rica, entre junio y agosto del 2011. Para la investigación se utilizaron
40 camarones extraídos de fincas ubicadas en la Península de Nicoya; a cada uno se le inyectó en promedio 2,0x106 UFC de V.
parahaemolyticus. Al finalizar el periodo de infección, se realizaron los análisis histopatológicos en branquias, epitelio subcuticular,
hepatopáncreas, intestino, órgano linfoide, tejido hematopoyético, músculo estriado, tejido nervioso, corazón, entre otras. Los
principales hallazgos a nivel histológico fueron hemocitos melanizados, infiltración hemocítica, melanosis, esferoides tipo A, B
y C, mionecrosis coagulativa, fagocitosis, picnosis, entre otras, útiles para determinar el estado sanitario de los camarones y en
particular, el efecto citopático de V. parahaemolyticus en infecciones sistémicas.
Palabras clave: histopatología, infección bacteriana en camarones, vibriosis.

Abstract:

Histopathological analysis in Litopenaeus vannamei infected with Vibrio parahaemolyticus. e objective of this work was to
describe the main histopathological results obtained from the different immune responses in L. vannamei aer infection induced
with V. parahaemolyticus. Inoculation bacterial was conducted in the Research Center for Ocean Sciences and Limnology at the
University of Costa Rica betwen june to august 2011. e research used 40 shrimp of farms located in the Nicoyan Peninsula; each
was injected an average of 2,0x106 CFU of V. parahaemolyticus. At the end of the period of infection, histopathological analysis
were conducted on gills, subcuticular epithelium, hepatopancreas, intestine, gut lymphoid organ, hematopoietic tissue, striated
muscle, nervous tissue, heart, among others. e main histological findings were melanized hemocytes, haemocyte infiltration,
melanosis, spheroids type A, B and C, coagulative myonecrosis, pyknosis, among others, useful to determining in the health status
of shrimp in particular, cytopathic effect of V. parahaemoltycus in systemic infections.
Keywords: histopathology, bacterial infection in shrimp, vibriosis.

INTRODUCCIÓN

La producción de camarón ha tenido un incremento acelerado a nivel mundial, donde América generó
durante el 2008 el 80,7% de la producción acuícola de camarón blanco Litopenaeus vannamei en el mundo
(FAO, 2010). Lo anterior, se ve reflejado en los principales países dedicados a la producción de camarón,
donde este tipo de actividades se ha convertido en fuente de alimento y trabajo (Balcázar, 2002).
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El incremento en la producción de camarón ha provocado un detrimento en la calidad de aguas,
propiciando que las condiciones presentes en los estanques pueden beneficiar el desarrollo de algunas
comunidades específicas de bacterias; mismas que pueden ser causa de serios problemas patológicos para los
cultivos, especialmente en los estadíos larvales de los camarones (Álvarez et al., 2000; Aguirre et al., 2005).
Ante esto, las patologías de tipo bacteriano (Ibarra et al., 2003) han generado un aumento de la incidencia de
enfermedades infecciosas (Morales-Covarrubias, 2004; Trujillo et al., 2005). El impacto de las enfermedades
bacteriales como Vibrio sp. (Kannapiran et al., 2009; Ganesh et al., 2010; Peña et al., 2013), ha generado
grandes pérdidas económicas (Burge et al., 2007; Decamp et al., 2008), reportándose mortalidades de hasta
el 100% de las producciones afectadas (Trujillo et al., 2005).

En Asia y América, múltiples especies de bacterias se han asociado a patologías; sin embargo, en la mayoría
de los estudios no se ha demostrado que Vibrio sp. participe como agente primario, considerándose parte de la
microflora normal de los animales o del agua de los estanques, y ha sido calificado por ello como un patógeno
secundario u oportunista (Soto et al., 2010). Estos autores citan entre las especies patogénicas de vibriosis a
V. parahaemolyticus, V. penaeicida, V. nigripulchritudo, V. alginolyticus, V. harveyi y V. campbellii. En Costa
Rica, esta situación se ha confirmado en fincas camaroneras ubicadas en el Golfo de Nicoya, vinculado a lo
expuesto por el estudio de Nelapati et al. (2012).

Durante los últimos años, ha emergido un caso particular de vibriosis denominado Síndrome de
Mortalidad Temprana o Síndrome de la Necrosis Hepatopancreática Aguda (EMS/AHPNS, por sus siglas
en inglés), impactando severamente a las producciones en las zonas afectadas. Este fue reportado por primera
vez en el año 2009 en camarones juveniles de cultivo en China (Lightner et al., 2012) en las especies Penaeus
monodon y Litopenaeus vannamei. En los años siguientes se propagó a países cercanos, afectando a Vietnam
en el 2010, Malasia en el 2011, Tailandia en el 2012 y recientemente a México en el 2013 (FAO, 2013).
Los estudios realizados durante el 2013 identificaron como causante de la enfermedad, a una cepa altamente
virulenta de V. parahaemolyticus (FAO, 2013; Tran et al., 2013).

El género Vibrio coexiste normalmente en los animales de cultivo, colonizando principalmente el tracto
digestivo, las branquias y la cutícula (Morales-Covarrubias, 2008). El proceso infeccioso se presenta cuando
las bacterias logran accesar al interior del organismo, se supone que una de las rutas naturales para ello,
es a través del intestino medio y se extiende a los demás órganos vía hemolinfa, causando inicialmente
lesiones tales como hepatopáncreas edémico y un alto grado de vacuolización de las células epiteliales de este
órgano (Morales-Covarrubias, 2013), el proceso infeccioso avanza dando lugar a infecciones generalizadas,
involucrando cutícula, hepatopáncreas, órgano linfoide, glándula antenal, corazón, hemolinfa y músculos
(Morales-Covarrubias, 2008).

Una vez que el organismo ingresa al hospedador, el sistema inmune inicia una serie de respuestas, tales
como la migración de hemocitos al punto de infección, generando una respuesta inflamatoria, donde se
produce la fagocitosis de los patógenos. Cuando la cavidad corporal es invadida por una cantidad masiva
de microorganismos, la fagocitosis no es posible, y se desencadena la formación de nódulos hemocíticos,
que consisten en la agregación de capas de hemocitos rodeando a los patógenos, de modo que se evita su
diseminación y se facilita su destrucción (Barraco et al., 2008).

Estos mismos autores indican que la formación de nódulos está generalmente acompañada por la
producción de sustancias tóxicas para los invasores, tales como la melanina, quinonas y hemoquinonas, que
se dan como resultado de la activación del sistema fenol oxidasa a través de una compleja serie de reacciones
enzimáticas.

Con el fin de comprender los mecanismos patogénicos del género Vibrio, se han realizado algunas
investigaciones en las que se han utilizado desafíos por inyección, tal como se ejecutó en EE.UU. con la
especie Sicyonia ingentis donde se utilizó Vibrio parahaemolyticus en concentraciones de 1x104 UFC por
animal. Este estudio analizó las lesiones generadas en el intestino medio, reportando desprendimientos de las
células epiteliales (Martin et al., 2004). Desafíos similares realizados en México, infectando a L. vannamei
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con Vibrio harveyi, describen en forma detallada los efectos citopáticos observados (Soto et al., 2012), pero
sin determinar el grado de severidad de los mismos.

En este tipo de investigaciones, así como en diagnóstico de rutina, la utilización de análisis histopatológicos
se ha convertido en una de las técnicas más comunes para la detección de patologías, principalmente
debido a que es una herramienta de diagnóstico que permite detectar el grado de daño tisular y posibles
agentes causales de mortalidad (Morales-Covarrubias, 2004; Cuéllar, 2008), de ahí que su implementación
genere información relevante para mantener un monitoreo adecuado de las enfermedades emergentes y
sirva como mecanismo de identificación oportuna ante las diversas patologías como las ocasionadas por V.
parahaemolyticus.

En Costa Rica, se ha aislado V. parahaemolyticus de peces y bivalvos que habitan en el Golfo de Nicoya
(Díaz y Valerio, 2002), aguas costeras que abastecen las fincas camaroneras de la región y que eventualmente
pudieran ejercer negativamente sobre la producción en L. vannamei. Sin embargo, a la fecha no se ha
investigado sobre su relación con la presencia de EMS/AHPND o infecciones sistémicas, debido a que
son limitados los monitoreos y análisis de laboratorio en torno a este tipo de enfermedades, lo que genera
desconocimiento e incertidumbre sobre el tema.

El objetivo de este trabajo fue describir los principales resultados histopatológicos obtenidos de las
diversas respuestas inmunológicas y efectos citopáticos en L. vannamei, ante la infección inducida con V.
parahaemolyticus.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se realizó una inoculación bacterial en el Centro de Investigación en Ciencias del Mar y Limnología
(CIMAR) en la Ciudad de la Investigación, Universidad de Costa Rica, durante los meses de junio y agosto
del año 2011.

La infraestructura destinada al desarrollo de esta investigación consistió en un laboratorio de acuarios
acondicionado con seis tanques de almacenamiento de aproximadamente 900 litros cada uno, aireación
suministrada por un blower de 2,5 hp y un compresor. Los acuarios fueron cubiertos con una tapa de malla
plástica y marco de madera para evitar la fuga de animales y la caída de los mismos en otras peceras o en el suelo.

Este trabajo forma parte de una investigación realizada para evaluar el efecto estimulador de productos
naturales en L.vannamei antes de ser infectado con V. parahaemolyticus (Peña et al., 2013). En este estudio
se puede observar las variables evaluadas y los resultados obtenidos de la fase experimental.

Camarones experimentales: los juveniles de L. vannamei utilizados para el estudio se recolectaron en las
fincas Cerro Mar 3 y Caraito 2, ubicadas en la zona de Colorado de Abangares (10º16’55’’ N y 84º57’42’’
W), Guanacaste, Costa Rica. Previo a su recolección se analizó una muestra de diez camarones por medio de
la metodología de análisis en fresco (Cuéllar, 2008), se implementó el examen clínico como un mecanismo
que avaló un estado de salud óptimo antes del traslado. La muestra para el estudio fue de cuarenta animales;
con intervalos de pesos entre 6,67 a 10,00 g, promedio de 8,32 ± 0,57 (Media ± DE).

Aclimatación y acondicionamiento en acuarios: luego de recolectar los camarones de manera aleatoria por
medio de una atarraya en horas de la mañana (6-7 am), se aclimataron lentamente en bolsas con agua filtrada,
de manera que mantuvieran en promedio 25,5 °C de temperatura, 24 ppm de salinidad y oxígeno disuelto
saturado.

Al recibir los camarones en el área experimental del CIMAR, se aclimataron por espacio de dos días en dos
reservorios de 425 litros, cubiertos con tapas de malla plástica. Luego se igualó paulatinamente la temperatura,
oxígeno y salinidad del agua contenida en las bolsas, las cuales al final fueron de 27 °C, 35 ppm de salinidad
y 6 mg/l de oxígeno disuelto.

Luego se trasladaron a los acuarios con aireación y temperatura controlada, la primera producida por un
sistema central de ventilación y distribuida mediante la utilización de piedras difusoras; mientras el segundo
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implementando termostatos. Se presentaron promedios de oxígeno disuelto y temperatura de 4,50 ± 0,44
y 29,57 ± 0,27 (Media ± DE), respectivamente. La salinidad fue de 35 ppm. Para medir el oxígeno y la
temperatura se utilizó un oxigenómetro portátil, mientras que la salinidad se midió con un refractómetro.
Finalmente, estos camarones fueron sometidos a un fotoperiodo de 12 h de luminosidad y 12 h de oscuridad
(iniciando a las 6:00h y finalizando a las 18:00 h).

Examen clínico y análisis en fresco: de acuerdo a la metodología de Cuéllar (2008), se realizaron análisis en
fresco a muestras representativas de los camarones y se determinó que no existían enfermedades o lesiones en
los animales experimentales. Según la técnica descrita por Morales (2008), se buscaron alteraciones causadas
por parásitos y patógenos en las branquias, hepatopáncreas, intestino y músculo.

Cepas de Vibrio parahaemolyticus: las suspensiones de V. parahaemolyticus fueron donadas por el
Laboratorio de Bacteriología Médica de la Escuela de Microbiología de la Universidad de Costa Rica, las
cuales fueron obtenidas a partir de la cepa ATCC 17802.

Se infectaron los camarones inyectándoles una suspensión bacteriana, obtenida a partir de la dilución en
solución salina estéril de un concentrado bacterial, hasta lograr el estándar de turbidez 0,5 de Mc Farland. Los
camarones se desinfectaron en la zona de inyección con etanol al 70%, y se inocularon mediante aplicación
intramuscular; entre el tercer y cuarto segmento abdominal con una jeringa estéril de 1 cc y con aguja de
calibre 29x½ (se evitaron traumatismos excesivos). La solución de bacterias utilizada contenía en promedio
2,0x106 UFC/camarón, similar a la información presentada por Zhang et al. (2012).

Histología: para la fijación y preparación de los animales e histología, se siguió la metodología descrita
por Bell y Lightner (1988) y Cuéllar (2008). En el bioensayo se realizaron cortes y montajes para
análisis en branquias, epitelio cuticular, glándula antenal, hepatopáncreas, intestino, órgano linfoide, tejido
hematopoyético, músculo, gónadas, tejido nervioso, tejido conectivo y corazón. Por último se realizó la
tinción de los tejidos con Eosina y Hematoxilina (Morales-Covarrubias, 2004; Lightner, 1996). Estos se
analizaron observándolos en un microscopio óptico a aumentos de 100 y 400x.

El procesamiento de los tejidos para histología se realizó en la sección de Patología del Laboratorio
Nacional de Servicios Veterinarios (LANASEVE), Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA) del
Ministerio de Agricultura y Ganadería (MAG) de Costa Rica. Para este análisis, se fijaron en forma aleatoria
un total de cuarenta camarones vivos, mismos que ya presentaban signos clínicos como nado errático o en
espiral, letargia y postración sobre uno de los costados de cuerpo. Estos signos clínicos se presentaron en un
periodo comprendido entre las seis y las doce horas siguientes a la inoculación de bacterias. La observación
de las láminas y su respectivo reporte se realizó en forma conjunta entre el LANASEVE y el Laboratorio de
Patologías y Parasitología de Crustáceos.

Grados de severidad: se tomó como criterio de calificación el descrito por Morales-Covarrubias (2004),
que da un valor numérico cualitativo del grado de severidad de la infección o lesiones observadas a 400X de
magnificación.

Para la clasificación y tipificación de los esferoides en el órgano linfoide o ectópicos, se adaptaron los
criterios descritos por Hasson et al. (1999).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Del análisis histopatológico realizado en los camarones seleccionados, se obtuvo información producto de
las reacciones producidas por la inoculación bacterial, donde se encuentra un grave efecto citopático en los
tejidos procesados de Litopenaeus vannamei debido al desarrollo de la infección por V. parahaemolyticus. Esto
concuerda con los estudios realizados en Penaeus monodon, en los que se encontraron graves daños similares
ante la infección de Vibrio harveyi, siendo los principales efectos la formación de nódulos y la agregación de
hemocitos con presencia inusual en arterias y senos hemales (Intaraprasong et al., 2009).
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El hepatopáncreas (HP) presentó festoneo tubular poco pronunciado en grados 1 y 2, baja a moderada
presencia de bacterias, edemas, nódulos hemocíticos, algunos de ellos melanizados en los senos hemales
intertubulares, se evidenció infiltración hemocítica y exfoliación de células epiteliales necróticas (Figura
1A, B y C). El grado de las lesiones observado fue G1-G2, este órgano fue posiblemente favorecido
por la ruta de infección empleada, en infecciones crónicas se han reportado daños más pronunciados
(Morales-Covarrubias, 2004). Lavilla-Pitogo et al. (1998), mencionan que se sitúa al hepatopáncreas como
el órgano blanco ante la infección grave de vibrios luminiscentes en los estanques de cultivo, caracterizado
por inflamación de los senos intertubulares y presencia de hemocitos, con epitelio tubular necrotizado
y alta presencia bacterial. Igualmente, Esteve y Herrera (2000), hallaron alteraciones histológicas en el
hepatopáncreas de Farfantepenaeus brasiliensis infectado con V. alginolyticus, descritas como degeneración
celular y picnosis extensiva, desaparición de acinos tubulares, infiltración hemocítica, formación de
granulomas, necrosis y alta acumulación de bacterias.

FIGURA 1
Cortes histológicos de hepatopáncreas, órgano linfoide, músculo en
L. vannamei infectados con V. parahaemolyticus. Costa Rica. 2012.

Hepatopáncreas: (A) Los bordes tubulares presentan festoneo y hemocitos picnóticos, el contenido de reservas lipídicas es normal,
en el recuadro se observan algunos núcleos picnóticos. (B) Nódulos hemocíticos basofílicos con centros sépticos y melanizados

en espacios intertubulares. (C) Nódulos hemocíticos y exfoliación de células epiteliales necróticas, estas células desprendidas
presentan núcleos picnóticos (flechas). Órgano linfoide: (D) Nódulos hemocíticos melanizados (flechas), hipereosinofilia,
fuerte presencia bacterial (cabezas de flecha) y picnosis generalizada. (E) Material granular intracitoplasmático (cabeza de

flecha) y presencia de bacterias teñidas basofílicamente en el espacio estromal (flechas) rodeando el tejido endotelial, presencia
de núcleos picnóticos en estroma tubular. (F) Pérdida total de la estructura normal, material eosinofílico, infiltración de

hemocitos y esferoides tipo I (recuadro). Músculo estriado: (G) Necrosis coagulativa de las fibras musculares, infiltración de
hemocitos en espacios interfasciculares, muchos de estos hemocitos lucen degenerados. (H) Bacterias en espacios intermiocíticos

y núcleos picnóticos, se observa la ausencia de las fibras musculares en las zonas de coagulación. (I) Mionecrosis coagulativa
severa, alta presencia de bacteria en espacios intersticiales, licuefacción, agregación hemocítica, fibrosis, hipereosinofilia
tisular y pérdida de estriación en los miocitos con pérdida consecuente de la capacidad de contracción. Tinción H&E.

En el órgano linfoide se generó fibrosis generalizada, dilatación de los senos hemolinfáticos que contenían
abundante material eosinofílico, moderada infiltración hemocítica, melanosis, necrosis y licuefacción
parenquimal con pérdida total de la estructura tisular. Además se observó picnosis parenquimal y endotelial,
presencia de bacterias libres en senos hemolinfáticos y espacios intersticiales, cariomegalia hipocrómica,
colonización bacterial abundante con necrosis coagulativa en regiones endoteliales, células vacuolizadas,
nódulos hemocíticos melanizados y formación de esferoides tipo A, B y C (Figura 1D, E y F). Este tejido fue
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severamente afectado en todos los animales, debido a su alta vascularización y al constante flujo de hemolinfa.
El órgano linfoide ha sido reportado como tejido capaz de capturar patógenos (Hasson et al., 1999; van de
Braak et al., 2002) y la ruta de infección utilizada posiblemente facilitó una rápida presencia bacterial en los
tejidos fuertemente irrigados, lo que haría esperar mayores daños, tal como se evidenció. El grado de afección
de los órganos linfoides fue G4 para todos los animales.

En otro estudio realizado en P. monodon pero inoculado con V. arguillarum, reportó gran cantidad de
hemocitos encapsulando bacterias en el punto de inyección, logrando una disminución de la circulación
de estas en hemolinfa; en este caso el órgano linfoide presentó la mayor cantidad de bacterias acumuladas,
con alta presencia de células fagocíticas, desgranulación provocada por los hemocitos y alto contenido de
esferoides con núcleos picnóticos y células necróticas, esto asociado a la carga infecciosa (van de Braak et al.,
2002). De esta manera, se corrobora en esta investigación, la importancia del órgano linfoide como filtro para
la captura y aislamiento de los materiales extraños que se encuentran presentes en la hemolinfa.

Se destaca la formación de esferoides en el órgano linfoide, que como mencionan Rusaini y Owens (2010),
podría estar relacionado a la tolerancia o resistencia de los camarones ante un agente infeccioso, posiblemente
al controlar o reaccionar a ellos. A pesar de lo anterior, estos autores mencionan que la aparición de esferoides
se debe a infecciones virales y desestiman su formación a procesos bacteriológicos. Ante tal situación y
al analizar las reacciones encontradas en el presente estudio, se sugiere que la formación de esferoides se
vincula también a infecciones por agentes bacteriales. Al comparar el estudio de Rusaini y Owens (2010)
con lo observado, se confirma la formación de nódulos melanizados como respuesta protectora en los tejidos
infectados.

Otro aspecto importante a considerar, es el desempeño del órgano linfoide como las principales estructuras
donde se generan reacciones para combatir las afecciones sistémicas (Barraco et al., 2008). Situación reflejada
en este estudio histopatológico. Los estudios publicados para este tipo de análisis, demuestran una alta
similitud con los hallazgos generados en la presente investigación, confirmando la respuesta del hospedador
y la alta patogenicidad de las bacterias pertenecientes al género Vibrio sp. y para el presente caso en estudio
específico, a las infecciones sistémicas por la especie V. parahaemolyticus.

Con respecto al músculo esquelético, se presentaron áreas extensas de necrosis coagulativa y licuefactiva
de las fibras musculares, nódulos hemocíticos melanizados multifocales, pérdida de estriaciones e
hipereosinofilia, infiltración de hemocitos, alta colonización bacterial, fibrosis, en algunas muestras se
detectaron algunos focos puntuales de infiltración hemocítica en espacios interfasciculares, picnosis difusa
(Figura 1G, H e I). Dada la alta carga bacterial, la cantidad, severidad y tipo de lesiones observadas, el grado
de afección en el punto de inoculación fue de G4, para todos los animales procesados.

Como es de esperarse, la zona más afectada se localiza entre el tercero y cuarto segmento abdominal
coincidiendo con el punto de inoculación y concentraciones bacteriales extremadamente altas, afectando
áreas extensas de tejido muscular, comprometiendo la funcionalidad.

En los cortes realizados en el corazón de los animales procesados y tejidos adyacentes, se observó la
formación de nódulos hemocíticos multifocales melanizados o no, con afección en tejido miocárdico y
epicárdico, proliferación de fibroblastos e infiltración de hemocitos, picnosis periférica y difusa, fagocitos
capturando células picnóticas (Figura 2A, B y C). Este órgano presentó lesiones en grados G1 y G2, sin
comprometer, aparentemente, su funcionalidad.
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FIGURA 2
Cortes histológicos de corazón, branquias, glándula antenal en L.
vannamei infectados con V. parahaemolyticus. Costa Rica. 2012.

Corazón: (A) Nodulación hemocítica, célula necrótica con núcleo picnótico, hemocito proximal e inicio de respuesta inflamatoria.
(B) Nódulo hemocítico sin melanizar en la cámara cardíaca adyacente al miocardio, picnosis y fagocitosis de células necróticas.

(C) Nódulos hemocíticos, uno de ellos melanizado en el tejido miocárdico, cercano al epicardio y presencia de núcleos picnóticos.
Branquias: (D) Región melanizada con masas de bacterias en su interior. (E) Nódulo hemocítico melanizado en lámina branquial

y hemocitos picnóticos en espacios vasculares. (F) Nódulo hemocítico de gran tamaño en lámela branquial, picnosis y necrosis.
Glándula antenal: (G) Nódulo hemocítico, subyacente a la glándula antenal (recuadro). (H) Nódulo hemocítico en glándula

antenal, picnosis periférica. (I) Dilatación de senos hemolinfáticos, hemocitos y nódulos hemocíticos melanizados. Tinción H&E.

Las muestras de branquias mostraron nódulos hemocíticos multifocales, parcialmente melanizados, tanto
en los filamentos primarios como en los secundarios, picnosis periférica, leve infiltración de hemocitos donde
se observaban algunos de estos picnóticos en espacios vasculares, procesos fagocíticos, núcleos picnóticos,
melanosis y necrosis en lámelas branquiales, así como una fuerte presencia de bacterias libres, indicando una
infección activa (Figura 2D, E y F). Se observó con frecuencia moderada, melanosis apical en las lámelas
branquiales. La severidad de las lesiones observadas para estas estructuras fue moderada pero consistente,
calificándose como G2.

Por su parte, en la glándula antenal se desarrollaron nódulos hemocíticos con presencia en el laberinto,
tejidos periféricos y en la región del celomasaco, también se presentó melanosis en tejido conectivo
periférico, podocitos picnóticos, agregación hemocítica melanizada o no, prominente dilatación de los senos
hemolinfáticos, picnosis e infiltración hemocítica difusa (Figura 2G, H e I). Al igual que en las muestras de
los tejidos branquiales, las lesiones fueron moderadas, clasificadas como G2.

En el tejido conectivo se observaron masas de bacterias basofílicas, nódulos hemocíticos melanizados y
picnosis, lo anterior principalmente en áreas del tejido conectivo del labrum y el tejido perigástrico. Por
último se presentó infiltración hemocítica en tejido conectivo estomacal (Figura 3A, B y C) y se consideró
en G3 debido a las lesiones que se presentaron.
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FIGURA 3
Cortes histológicos de tejido conectivo, tejido nervioso, epitelio cuticular, palpo

mandibular en L. vannamei infectados con V. parahaemolyticus. Costa Rica. 2012.
Tejido conectivo: (A) Nódulo hemocítico en tejido conectivo esponjoso de la glándula antenal, perteneciente a la

región del laberinto. (B) Pequeños nódulos hemocíticos multifocales en tejido conectivo perigástrico, melanizados. (C)
Nódulo hemocítico melanizado, en tejido conectivo perigástrico, adyacente al epitelio. Tejido nervioso: (D) Masas de
bacterias en ganglio, necrosis del tejido nervioso con presencia de hemocitos. (E) Nódulo hemocítico melanizado en
láminas paraganglionares del globo ocular. Epitelio cuticular: (F) Flagelo antenal con nódulo hemocítico, adyacente
al epitelio subcuticular. (G) Nódulo hemocítico en epitelio gástrico. Palpo mandibular: (H) Nódulos hemocíticos
multifocales, melanizados. (I) Nódulo hemocítico melanizado formado por hemocitos picnóticos. Tinción H&E.

Las gónadas en general no presentaron muchas lesiones, aunque fueron visibles algunos nódulos
hemocíticos melanizados en ámpula terminal y picnosis en bazo deferente. Mientras que el tejido nervioso
presentó en algunos casos picnosis difusa, hemocitos parcialmente degenerados, nódulos hemocíticos en
nervio ocular y en cordón nervioso posterior al ganglio supraesofágico (Figura 3D y E). En todos estos tejidos,
el grado de lesión fue leve (G1).

En el epitelio cuticular se apreciaron agregaciones hemocíticas, nódulos hemocitos multifocales, picnosis,
además de nódulos hemocíticos en epitelio gástrico y subcuticular (Figura 3F y G). Dada la alta concentración
bacterial inoculada y la facilidad de dispersión vía hemolinfa, las lesiones se presentaron en múltiples regiones
de los espacios sub cuticulares, con un grado de G2 y 3.

Soonthornchai et al. (2010) encontraron en L. vannamei con el mismo tipo de vibriosis, pero infectada
de forma oral, una fuerte perturbación del epitelio intestinal, asociada a necrosis de la membrana
basal e infestación masiva de hemocitos para combatir la infección, además de necrosis de túbulos
hepatopancreáticos y encapsulación bacterial. De este estudio es importante resaltar que no hubo daño
sistémico en branquias ni corazón.

Otros tejidos procesados evidenciaron la presencia de nódulos hemocíticos, picnosis y necrosis, tales
como el palpo mandibular (Figura 3H e I) y pedúnculo ocular (Figura 4B). El tejido hematopoyético
produjo escasos nódulos hemocíticos melanizados, picnosis y melanosis multifocal con bajo impacto en
lóbulos (Figura 4A). En los intestinos fue evidente en algunos casos, la generación de procesos picnóticos,
nódulos hemocíticos melanizados y picnosis en los miocitos longitudinales (Figura 4C). Por otro lado, se
presentaron nódulos hemocíticos melanizados en arteria sub-gástrica (Figura 4D), flagelos antenales (Figura
4F) y entre las glándulas tegumentales. En el globo ocular se desarrollaron nódulos hemocíticos subyacentes
a los rhabdomas, picnosis y melanosis, aunque sin presencia de bacterias intranodulares o externas (Figura
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4E). Estos tejidos presentaron grados G1 y G2. En todos los casos con una prevalencia menor al 10% de las
muestras.

FIGURA 4
Cortes histológicos de tejido hematopoyético, globo ocular y flagelo antenal

en  L. vannamei infectados con V. parahaemolyticus. Costa Rica. 2012.
Tejido hematopoyético: (A) Presencia de nódulos hemocíticos (recuadro). Pedúnculo ocular: (B) Nódulos hemocíticos en

pedúnculo ocular, picnosis y necrosis. Intestino: (C) Exfoliación de células epiteliales, con presencia bacterial, estas células presentan
picnosis y citoplasmas eosinofílicos. Arteria sub-gástrica: (D) Nódulos hemocíticos melanizados. Globo ocular: (E) Nódulo

hemocítico, subyacente a los rhabdomas, picnosis y melanosis. Flagelo antenal: (F) Nódulo hemocítico melanizado. Tinción H&E.

Al considerar los mecanismos de defensa de los camarones, es importante resaltar el papel que cumplen
los hemocitos para combatir a las bacterias patógenas, ya que aparecieron en todas las muestras analizadas en
este estudio; estos resultados son similares a los presentados por Esteve y Herrera (2000), van de Braak et al.
(2002), Morales (2008) y Soonthornchai et al. (2010).

La formación de esferoides es también considerado un sistema de aislamiento de cuerpos extraños en los
camarones, incluyendo agentes virales y bacteriales. Sin embargo, en infecciones severas, es posible que se
generen lesiones que imposibiliten la capacidad funcional del órgano, tal como se observó en estos animales,
debido a la pérdida total de la estructura del órgano linfoide, incluidas sus zonas vasculares.

Los daños observados en el tejido muscular, sugieren la posible producción y liberación de sustancias
citotóxicas por parte de las bacterias, dado el grado de licuefacción y necrosis. Este tipo de lesiones generado
por infecciones naturales, puede dar lugar a confusiones con infecciones de virus miófagos, tal como ha
sucedido en el pasado en otras regiones (Lemos et al., 2008). Costa Rica no ha reportado la presencia de virus
miófagos, a pesar de ser una enfermedad constantemente monitoreada por estar en la lista de declaración
obligatoria de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE).

La picnosis y melanosis son comunes a muchos órganos y tejidos lesionados, los cuales se presentan como
respuesta inespecífica a las infecciones o como consecuencia a los daños tisulares generados por los patógenos.
Igualmente, en episodios infecciosos severos pueden comprometer la integridad y funcionalidad de los tejidos
del hospedador.

En lo referente al V. parahaemolyticus a pesar de que aun no ha sido diagnosticado en Centroamérica y ser
el agente causal de EMS/AHPND, es importante conocer el conjunto de lesiones que ocasiona esta especie
bacterial en los camarones de cultivo, como método de reconocimiento. A la vez, se vuelve de mayor relevancia
el inicio de las investigaciones que generen información vinculada a esta patología en particular y que puedan
generar un diagnóstico oportuno ante un brote, como las mencionadas por Tran et al. (2013).
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