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Resumen

Los cultivos de camarones marinos en América, han sido afectados por brotes de diversos patogenos.
Dichos brotes han sido causados principalmente virus y bacterias, y en menor grado por hongos y
parasitos. Durante los Ultimos afios, se ha incrementado la incidencia de infecciones que lesionan el
hepatopancreas de los camarones, atacando en diferentes etapas de desarrollo de los cultivos y con
diferentes grados y tipos de severidad. Ante ello, el analisis histopatoldgico del estado de salud de los
camarones cobra gran relevancia. La aparicion de nuevas especies y sus posibles similitudes en cuanto a
las lesiones que producen, exige constantes actualizaciones y comparaciones para el reconocimiento de
sus efectos citopaticos. Este trabajo presenta un resumen no exhaustivo sobre las lesiones causadas por
diversos agentes que afectan el hepatopancreas y que han sido reportados en cultivos de camarén marino
en América.
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Summary

Hepatopancreas diseases in marine shrimp cultured in the Americas and its differential
diagnosis by histopathology

Shrimp farming in the Americas has been affected by outbreaks of several pathogens. These outbreaks
have been caused mainly by different species of viruses and bacteria, and to a lesser degree by fungi and
parasites. During the last years, it has increased the incidence of infections that damage the shrimp
hepatopancreas, attacked at different stages of development of the crops and with different degrees and
types of severity. In response, Histopathological analysis of the health status of the shrimp acquires great
relevance. The appearance of new species and its possible similar injuries requires constant updates and
comparisons for the recognition of their cytopathic effects. This paper presents a not exhaustive summary
of injuries caused by various agents affecting the hepatopancreas which have been reported in marine
shrimp farming in the Americas.

Keywords: shrimp, pathogens, hepatopancreas, lesions, histopathology.

Introduccion

El surgimiento y propagacion de enfermedades infectocontagiosas, ha impactado
recurrentemente a la industria del cultivo de camarones marinos. Mlltiples patégenos
han logrado esquivar elaborados sistemas y programas de bioseguridad y cuarentena,
tanto en forma interregional como internacional (Lightner, 1996; 2004; Morales y cols.,
2015; Varela y Pefia, 2017).

Debido a la propagacion de estos patdgenos, la incidencia de brotes afectando a los
cultivos se ha convertido en un problema creciente, y diversos agentes virales,
bacteriales, micéticos y parasitarios han sido reportados en América (Lightner, 1996;
2004; Lightner y Redman, 1991; Lightner y Pantoja, 2001; Morales-Covarrubias, 2010;
Pantoja y Lightner, 2014; Tang y cols., 2017; Varela, 2016; Varela y Pefia, 2016; Zhang
y cols., 2017).
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Anatomopatolégicamente y considerando el tropismo de estos microorganismos, se
pueden establecer dos grandes grupos: un primer grupo de agentes que infectan y
atacan a los camarones de forma sistémica, lesionando mdltiples tejidos, érganos y
sistemas; un segundo grupo de patdgenos presenta un comportamiento mas “selectivo’
sobre su tejido blanco, desarrollando tropismos limitados (Bondad-Reantaso y cols.,
2001; Johnson, 1978; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010; Pena y Varela, 2014;
2016).

Dentro de este segundo grupo de patdgenos, presentan especial relevancia los que
afectan el hepatopancreas de los camarones, debido a la gran importancia del érgano,
su estructura y multiples funciones que cumple (Bondad-Reantaso y cols., 2013). Este
organo posee células altamente especializadas (Bell y Lightner, 1988), las cuales son
particularmente fragiles y susceptibles a ataques por patdgenos (Johnson, 1978; Manan
y cols., 2015).

De este modo, el hepatopancreas es infectado y atacado por diferentes
microorganismos, entre ellos el Virus de la mortalidad encubierta, el Baculovirus penaei,
el Monodon baculovirus, €l Virus de la necrosis de la glandula media y el Parvovirus
hepatopancreatico; agentes bacteriales como los causantes de la Necrosis séptica del
hepatopancreas, la Hepatopancreatitis necrotizante y la Necrosis aguda del
hepatopancreas; hongos como en la Microsporidiosis del hepatopancreas y protozoarios,
como los haplosporidios (Aranguren y cols., 2017; Bonami y cols., 1995; Bondad-
Reantaso y cols., 2001; Cuellar-Anjel, 2015; Johnson,1978; Lightner, 1996; Lightner y
Pantoja, 2001; Morales-Covarrubias, 2010; Morales y Cuéllar-Anjel, 2014; Nunany cols.,
2007; Trany cols., 2013; Tourtip y cols., 2009; Varela, 2016; Varela y cols., 2017; Zhang
y cols., 2017).

Nuestra region, frecuentemente presenta brotes patoldgicos de diversa magnitud,
muchos de ellos asociados a dafios en el hepatopancreas, los cuales pueden presentarse
en forma aislada o como coinfecciones (Cuellar-Anjel y cols., 2012; Lightner, 1996;
Nunan y cols., 2014; Pefa y Varela, 2014; 2016; Tang y cols., 2017).

Por ejemplo, durante los Ultimos afos, la Enfermedad de la necrosis aguda del
hepatopancreas (AHPND por sus siglas en inglés), ha impactado severamente las
producciones en varios paises. Iniciando en China en el afo 2009, expandiéndose desde
ahi a Vietnam, Malasia, Tailandia y Filipinas. Para luego ingresar en el continente
americano, donde ha sido detectada en México y Centroamérica a partir del afo 2013
(Cuellar-Anjel y cols., 2012; Han y cols. 2015; Nunan y cols., 2014; Pantoja y Lightner,
2013; Tran y cols., 2013; Varela y Pena, 2016), detectandose recientemente en
Suramérica (Ahn y cols., 2017; Restrepo y cols., 2016), Incluyendo cultivos de Ecuador
(Saavedra-Olivos y cols., 2018), amenazando asi con continuar su propagacion.

Durante los brotes por AHPND y en concordancia con otros patdgenos, pueden
presentarse coinfecciones con otros agentes, como ha ocurrido con el virus de la
mortalidad encubierta, la microsporidiosis hepatopancreatica, e infecciones secundarias
por Vibrio sp., incrementado asi los niveles de morbilidad y letalidad generados
(Aranguren y cols., 2017; Tang y cols., 2015; Varela, 2016; Varela y Pefia, 2014).

Para el diagndstico de las diferentes patologias, asi como para la realizacion de
monitoreos de rutina, se suelen realizar analisis moleculares como la Reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), de gran sensibilidad y especificidad
(Bondad-Reantaso y cols., 2001; Lightner, 1996; OIE, 2016).

Sin embargo, en muchos casos se requiere, ademas, establecer con certeza el grado de
dafio tisular causado por el agente infeccioso, situacién en la cual la histologia se
presenta como una técnica ampliamente desarrollada y con un uso muy extendido. Esta
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técnica brinda amplia informacién, permitiendo no solamente observar la severidad,
ubicacion y tipo de lesiones, sino en muchos casos, la identificacion del agente o agentes
etioldgicos, y las posibles respuestas celulares del hospedador (Bell y Lightner, 1988;
Bondad-Reantaso y cols., 2001; Howard y cols., 2004; Lightner, 1996; Morales-
Covarrubias, 2010; Morales y Cuéllar-Anjel, 2014; Pena y Varela, 2014).

En el caso de los agentes virales por sus pequefias dimensiones, la realizacion de
observaciones directas mediante microscopia dptica es imposible, y se recurre por lo
tanto a la deteccién de las alteraciones que éstos generan en las células infectadas.
Buscando, por ejemplo, la presencia de inclusiones, oclusiones, cariomegalia, cariorrexis
0 picnosis, entre otras. Por su parte, las dimensiones de patdgenos bacteriales, micdticos
y parasitarios, si permiten su observacidon con ayuda del microscopio, y es posible
combinar dichas observaciones con las lesiones asociadas a cada agente.

Por ello, y basados en esta técnica segun la metodologia descrita por Bell y Lightner
(1988), en secciones a las cuales se les aplico la tincion de Hematoxilina y eosina (H&E),
se presentan las principales caracteristicas de los agentes que afectan el hepatopancreas
de mayor relevancia reportados para América, asi como su efecto citopatico
caracteristico y las principales diferencias entre ellos. Esto con el fin de facilitar su
diagnostico diferencial desde el punto de vista de la histopatologia.

Baculovirus penaei (BP)

El Baculovirus penaei o BP, ha sido reportado por la Organizacion Mundial de Salud
Animal (OIE, por sus siglas en francés), como un agente capaz de causar altas
mortalidades en los estadios larvales y post larvales de camarones peneidos y ha sido
diagnosticado en cultivos de camarones en Estados Unidos, México, Centroamérica,
Colombia, Ecuador, Per(, Brasil y el Caribe (Cuellar-Anjel, 2015; Lightner, 1996; Lightner
y Pantoja, 2001; Morales-Covarrubias y Chavez, 1999; OIE, 2016; Varela, 2018). Este
patdgeno fue renombrado como “Virus de la poliedrosis nuclear con envoltura unica del
Penaeus vanname/' (PvSNPV por sus siglas en inglés), de acuerdo con el Comité
Internacional de Nomenclatura para Virus (Cuellar-Anjel, 2015; OIE, 2016), pero se suele
seguir denominando como BP en los reportes y articulos.

Entre las especies susceptibles a infecciones por BP, se ha reportado a Penaeus
duorarum, P. aztecus, P. setiferus, P. vannamei, P. stylirostris, P. marginatus, P.
penicillatus, P. schmitti, P. paulensis y P. subtilis (Bondad-Reantaso y cols., 2001;
Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010; OIE, 2016).

Sus viriones son baciliformes, con envoltura, las dimensiones de su nucleocapside son
de 286-337 nm por 56-79 nm. Su genoma esta formado por una doble cadena de ADN
(Lightner, 1996; Bonami y cols., 1995; Bondad-Reantaso y cols., 2001; Couch, 1974;
Overstreet, 1994; Summers, 1977). El tejido blanco son las células epiteliales del
hepatopancreas, aunque sus particulas se pueden localizar también en el intestino medio
y heces. Se caracteriza por formar estructuras de naturaleza proteica en las cuales se
acumulan los viriones. Dichas estructuras posen forma de tetraedro y se constituyen de
“poliedring’ (Bondad-Reantaso y cols., 2001; Cuellar-Anjel, 2015; Couch, 1989; Lightner,
1996; Morales-Covarrubias, 2010; OIE, 2016).

El analisis del BP mediante el PCR, es aplicable en muestras de hepatopancreas, larvas
o postlarvas enteras y a muestras de heces. Estas muestras pueden ser frescas,
congeladas o fijadas en sustancias que preserven la integridad de los acidos nucleicos
(Lightner, 1996; OIE, 2016). Histopatoldgicamente, el BP se diagnostica mediante la
observacion de los cuerpos de oclusidn tetraédricos, eosinofilicos, simples o multiples,
dentro de los nucleos de las células epiteliales del hepatopancreas o libres en el lumen
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tubular. Los nucleos de las células infectadas, en muchas ocasiones desarrollan
cariomegalia (Figuras 1a y 1b) y marginaciéon cromatinica. Estas oclusiones piramidales
tienen dimensiones que oscilan entre menos de 0,1 y 20 pm y desde la base de la
piramide al pico, con una longitud vertical modal de 8 pm y son consideradas
patognomanicas para este agente (Bondad-Reantaso y cols., 2001; Cuellar-Anjel, 2015;
Couch, 1989; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010; OIE, 2016). No se reportan
respuestas inflamatorias por parte del hospedador.

Para su diagnostico histopatoldgico, al tratarse de un agente viral, es necesario
contrastarlo con los efectos citopaticas de los otros dos virus incluidos en este trabajo.
Entre las principales caracteristicas diferenciales se debe considerar su ubicacion, la cual
es intranuclear, el tamafo de los nucleos infectados es incrementado, no hay presencia
de picnosis y la principal caracteristica es sin duda, la morfologia caracteristica de las
oclusiones tetraédricas, las cuales son muy particulares y Unicas. Es muy comudn observar
las oclusiones en las regiones medias de los tubulos, infectando especialmente células B
y R. Dado que dichas oclusiones poseen cubiertas proteicas, su reaccion a la tincion H&E
es eosinofilica.

Parvovirus hepatopancreatico (HPV)

El HPV (por sus siglas en inglés) como su nombre lo indica, pertenece a la familia
Parvoviridae, también ha sido denominado Penaeus monodon densovirus, se trata de un
virus icosaédrico, de pequefias dimensiones, entre 22 y 24 nm. Su genoma esta formado
por ADN de cadena sencilla. Actualmente no se considera un agente causal de altas
mortalidades, sin embargo, los animales infectados presentan atrofia severa en el
hepatopancreas y bajo ritmo de crecimiento. Afecta principalmente a post larvas y
juveniles. Al afectarse el sistema digestivo, no se descarta que cause debilidad en los
animales, aumentando la susceptibilidad a otras enfermedades (Bonami y cols., 1995;
Lightner, 1996; Muhammed y cols. 2012).

Inicialmente fue reportado en Asia (Bonami y cols., 1995; Lightner, 1996; Lightner y
Redman, 1985; Muhammed y cols., 2012), para posteriormente ser encontrado en
Ameérica. A partir de 1990, ha sido reportado en la costa Pacifica de México, en
poblaciones silvestres de P. vannameiy P, stylirostris, asi como en poblaciones silvestres
de P. vannamei en la costa de El Salvador (Lightner, 1996; Lightner y Pantoja, 2001),
Honduras, Colombia, Ecuador, Perd, y Brasil (OIE, 2007). Fuera de América el HPV ha
sido reportado en Australia, China, Korea, Taiwan, Filipinas, Indonesia, Malasia,
Singapur, Kenia, Israel, Kuwait, Madagascar y la India por lo que se le considera un
agente cosmopolita (Muhammed y cols., 2012; OIE, 2007).

La deteccion de este virus por la técnica del PCR fue desarrollada eficazmente, pero
generalmente implicaba el sacrificio del animal para su andlisis. No obstante,
posteriormente se han desarrollado protocolos alternativos no invasivos, en los cuales
se procesan muestras de heces de los animales sospechosos (Pantoja y Lightner, 2000).

Para el diagnostico histopatoldgico del HPV, se observan las células epiteliales del
hepatopancreas presentando sendos cuerpos de inclusion fuertemente basofilicos
(Figuras 1c y 1d), dentro de nlcleos cariomegalicos asi como la presencia de nucleolos
marginados y comprimidos contra la membrana nuclear; las inclusiones son
frecuentemente encontradas en las zonas distales de los tubulos, afectando a las células
embrionarias (Bonami y cols., 1995; Catap, 2003; Lightner, 1996; Lightner y Redman,
1985; Lightner y Pantoja, 2001; Sukhumsirichartl y cols., 1999). Se ha reportado ademas
la deteccidn de inclusiones libres, presentes en el lumen tubular, mediante hibridacion
/n situ (Pantoja y Lightner, 2001).
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Para su diferencial se debe considerar su ubicacién, que al igual que en el BP es
intranuclear, del mismo modo el tamano de los nucleos se ve incrementado, no hay
presencia de picnosis, las principales diferencias radican en que no existen oclusiones
tetraédricas, sino inclusiones esféricas, fuertemente basofilicas y la presencia frecuente
nucléolos comprimidos contra la membrana, inusuales para los otros agentes. Es comun
observar las inclusiones presentes desde las regiones distales de los tubulos, infectando
a las células E, asi como en células epiteliales de las regiones mediales y proximales.

Nodavirus de la mortalidad encubierta (CMNV)

También ha sido llamado “Virus de la Mortalidad del Fondo de los Estanques”, ya que
las mortalidades que provoca pueden pasar desapercibidas y en muchas ocasiones son
detectadas hasta la realizacion de la cosecha final. Fue reportado en cultivos de A.
vanname/len China y Tailandia, se presenta cerca de los 60 dias de cultivo (Thitamadee
y cols., 2015; Zhang y cols., 2014).

Su genoma es RNA positivo de cadena sencilla. Sus viriones no poseen envoltura, son
esféricos y presentan un didametro aproximado de 25 nm. Sus primeros reportes datan
del afio 2002 en China (Huang y cols., 2015; Zhang y cols., 2014; 2017).

El CMNV fue recientemente reportado en Ecuador (Zhang y cols., 2017). En
Centroamérica, se han observado casos esporadicos de animales presentando cuadros
clinicos y efectos citopaticos que guardan fuertes similitudes con el CMNV (CMNV-L), en
muestras de animales en etapas de engorde, provenientes como nauplios desde
Ecuador, aun esta pendiente su confirmacién molecular (Varela, 2016), actualmente se
realizan algunas investigaciones al respecto.

El uso de PCR para la deteccion del CMNV ha sido desarrollado y utilizado en
investigaciones en Asia y América. Dado que se trata de un virus de ARN, la muestra
requiere de un paso previo de retrotranscripcion, a partir de la cual se genera la plantilla
de ADN sobre la que actia la PCR, en estos protocolos se han incluido ademas
procedimientos en tiempo real y LAMP, de gran sensibilidad (Zhang y cols., 2015).

Los cortes histopatoldgicos revelan atrofia tubular en los hepatopancreas, presencia de
cariomegalia e inclusiones basofilicas dentro de las células epiteliales (Figuras 1e y 1f),
no se observan respuestas inflamatorias del hospedador. Estas inclusiones
intracitoplasmaticas son pequefas y eosinofilicas en estadios tempranos de desarrollo,
para luego ser basofilicas y de mayor tamafo. Es posible observar las inclusiones
presentes en células rodeadas de tejidos aparentemente sanos (Varela, 2016; Zhang y
cols., 2014; 2017). Adicionalmente, Zhang y cols. (2014) indican que el CMNV también
ha sido ubicado en las células mioepiteliales que rodean a los tubulos del
hepatopancreas, pera para su deteccion se utilizd la técnica de hibridacion in situ por
fluorescencia, no siendo reportada para tinciones generales como H&E.

El diferencial del CMNV se basa en la ubicacion de las inclusiones, que en este caso son
intracitoplasmaticas en contraposicion a los virus BP y HPV. Las células de los tejidos
afectados por CMNV, en ocasiones presentan cariomegalia. La reaccidn de las inclusiones
a la tincién H&E es variable en funcién al estadio de desarrollo de la inclusion, siendo
eosinofilica al principio y basofilica en inclusiones tardias.



Revista AquaTIC, n°® 50 — 2018 18
Revista cientifica de la Sociedad Espafiola de Acuicultura

Figura 1. Patdgenos virales en hepatopancreas. 1a) BP, vista panoramica de corte sagital de post larva de
P. vannamei. Se observan oclusiones intranucleares, eosinofilicas en la mayoria de las células epiteliales,
100X. 1b) BP, ampliacion del recuadro en 1a donde destacan las oclusiones simples y multiples, dentro de
nucleos hipertrofiados (flechas), con marginacion cromatinica; algunas oclusiones parecen estar libres en el
lumen tubular (cabeza de flecha), posterior a la lisis celular, 400X. 1c) HPV, Corte sagital de tubulo
hepatopancredtico, mostrando sendos cuerpos de inclusién intranucleares, fuertemente basofilicos, se
observa una célula desprendida en el lumen tubular (cabeza de flecha), 400X. 1d) HPV, seccion apical de
tubulo hepatopancreatico presentando cuerpos de inclusidn, en algunos ntcleos de 1c y 1d se sefialan los
nucléolos comprimidos contra la membrana nuclear (flechas) y halos claros ubicados entre las inclusiones y
la membrana nuclear, 400X. 1e) CMNV-L, corte transversal de un tdbulo del hepatopancreas, cuerpo de
inclusion intracitoplasmatico, ligeramente basofilico, en una célula epitelial, 400X. 1f) CMNV-L, corte sagital
de tubulos hepatopancreaticos, cuerpo de inclusion intracitoplasmatico, basofilico. No se observan
respuestas inflamatorias en ninguno de los cortes, 400X. Tincion H&E.

Necrosis séptica del hepatopancreas (SHPN)

SHPN es causada por bacterias extracelulares, generalmente pertenecientes al género
Vibrio sp., y pueden provocar mortalidades masivas en los cultivos afectados, generando
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danos severos en los tubulos hepatopancreaticos, asociados a fuertes respuestas de tipo
inflamatorio. Afecta todas las etapas del ciclo de cultivo (Lightner, 1996; Johnson, 1978;
Morales-Covarrubias, 2010; Pefia y Varela, 2014; Prieto y Rodriguez, 1993).

Para el diagnostico de las vibriosis se han desarrollado técnicas de sensibilidad variable,
como los agares generales y agares selectivo diferenciales (Lightner, 1996; Prieto y
Rodriguez, 1993) con sensibilidad limitada y generalmente, de baja especificidad. En el
caso de las técnicas de PCR, éstas deben ser disefiadas para el agente especifico, dada
la alta sensibilidad del método y la diversidad de agentes causales.

Histopatoldgicamente, la SHPN cominmente presenta desprendimientos epiteliales de
los tubulos hepatopancreaticos. Estas células pueden lucir fuertemente eosinofilicas, con
los nuicleos picndticos. Se genera formacion de nddulos hemociticos con centros sépticos,
los cuales pueden estar o no melanizados, el lumen de los tubulos muestra aumento de
tamaiio, se presenta necrosis tubular y una fuerte infiltracion hemocitica como respuesta
inmune del hospedador (Figura 2a). Abundan los depdsitos de melanina, eosinofilicos,
multifocales o diseminados. (Johnson, 1978; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010;
Pantoja y Lightner, 2014; Varela y Pefia, 2016).

En muchos casos se detectan bacterias extracelulares basofilicas individuales o en
cumulos (Lightner, 1996; Varela y Pefia, 2014). En infecciones severas se desarrollan
capsulas hemociticas rodeando tubulos necrosados (Fig. 2b). El progreso de las lesiones
no presenta un patrén definido. La distribucién de las lesiones y nddulos hemociticos es
por tanto “aleatoria” o diseminada en el 6rgano (Pantoja y Lightner, 2014; Varela y Pefia,
2016).

En este caso, el diferencial debe realizarse entre las tres enfermedades bacteriales, ya
que entre ellas se presentan algunas similitudes, como la presencia de respuestas
inflamatorias celulares y humorales.

Para el SHPN se debe enfatizar en la ausencia de un patrén definido de propagacién a
través del hepatopancreas. En muchas ocasiones es posible observar bacterias
individuales o masas bacteriales basofilicas en los espacios hemales, en los intersticios o
en centros sépticos de nddulos hemociticos. Las células epiteliales necroticas presentan
eosinofilia y en muchos casos picnosis. La presencia de tibulos necréticos y melanosis
es comun. La respuesta inflamatoria es evidente, incluyendo infiltracidon hemocitica y
melanosis.

Hepatopancreatitis necrotizante (NHP)

La hepatopancreatitis necrotizante o NHP es causada por alfa Proteobacterias (a-
Proteobacteria), intracelulares obligadas, tipo Rickettsias, bajo el nombre propuesto de
Hepatobacter penaei (Nunan y cols., 2013). Se trata de bacterias Gram negativas,
pleomdrficas, su forma infectiva es movil mediante flagelos (Johnson, 1978; Lightner,
1996; Morales-Covarrubias, 2010).

Estas bacterias infectan, se multiplican y acumulan en el citoplasma de las células
epiteliales de los tubulos del hepatopancreas. Es una enfermedad que puede ser de
curso agudo o crénico, y tiende a afectar mas a animales juveniles y adultos que a post
larvas (Bondad-Reantaso y cols., 2001; Lightner, 1996; Vincent y cols., 2004; Crabtree
y cols., 2006; Morales-Covarrubias, 2010; Morales-Covarrubias y cols., 2006).

Para la deteccién, diagnostico y estudio de este patdgeno, al ser un agente intracelular,
no se dispone aun de lineas celulares para su cultivo y se han desarrollado multiples
métodos moleculares, incluyendo pruebas con anticuerpos monoclonales,
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inmunohistoquimica, hibridacion /n situ'y PCR. Este Ultimo método, puede ser aplicado
ensayos no letales en muestras de heces (Morales-Covarrubias, 2010; OIE, 2016).

Histopatoldgicamente, las lesiones que presenta inicialmente son una disminucién de las
reservas y desprendimiento de células epiteliales de los tubulos hepatopancreaticos
(Figura 2c), cuyos nucleos son desplazados hacia la periferia celular. En algunas células
se observa material granular en los citoplasmas, constituido por masas de bacterias
basofilicas (Figura 2d). La formacion de granulomas fuertemente basofilicos, las
estrangulaciones tubulares, encapsulaciones de tejidos afectados y la necrosis tubular
multifocal son caracteristicas (Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010; Morales-
Covarrubias y cols., 2006; Pefa y Varela, 2016).

La distribucion de las lesiones no sigue un patron definido, los tubulos afectados pueden
estar rodeados de tejido aparentemente sano. Durante la fase cronica de la infeccion, la
respuesta inflamatoria del hospedador disminuye hasta practicamente desaparecer, los
tubulos se atrofian y hay una severa reduccién del tamafo del érgano, pueden o no
presentarse regiones edematizadas, se observa una pérdida de la altura de las células
epiteliales, las cuales pasan de columnares a cubicas (Morales-Covarrubias, 2006;
Morales y Cuéllar-Anjel, 2014; Pefia y Varela, 2016; Varela y Pefa, 2016).

Su diferencial se basa en la observacion de masas de bacterias dentro el citoplasma de
las células infectadas, mismas que pueden ser rodeadas por hemocitos dando lugar a
granulomatosis focal o multifocal, estos granulomas son basofilicos. Al igual en el SHPN,
no existe un patron definido de propagacion a través del hepatopancreas. En la fase
aguda del cuadro infeccioso por NHP la respuesta inflamatoria es evidente, incluyendo
infiltracion hemocitica y melanosis. Sin embargo, en los estadios avanzados de la
infeccidn se da atrofia del hepatopancreas, el epitelio tubular pasa a ser clbico simple y
cesa la respuesta inflamatoria.

Necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND)

La AHPND es causada por cepas altamente virulentas del género Vibrio. Actualmente
han sido confirmadas al menos, cepas de V. parahaemolyticus, V. harveyiy V. campbelli,
sin descartar la aparicion de otras especies o géneros mediante la transferencia del
plasmido que codifica las toxinas. Estas bacterias no se alojan en el hepatopancreas del
camaron sino en su estdmago, lugar desde el cual liberan toxinas que lesionan el
hepatopancreas generando desprendimientos celulares masivos (Ahn y cols., 2017; Han
y cols., 2015; Joshi y cols., 2014; Kondo y cols., 2015; Pantoja y Lightner, 2014; Tran y
cols., 2013).

Esta infeccidén se da generalmente entre los 20 a 30 dias de cultivo, por lo que en sus
inicios se conocid como “Sindrome de mortalidad temprana” y puede causar
mortalidades que ascienden al 100% de las poblaciones afectadas (Aranguren y cols.,
2017; Pantoja y Lightner, 2014; Tran y cols., 2013).

El diagndstico mediante deteccién molecular de las cepas causantes de AHPND, se debe
realizar mediante PCR cuyos primer que estén disefiados para reconocer al plasmido,
especificamente en las secuencias que codifican para la sintesis de la toxina binaria (Han
y cols., 2015; Joshi y cols., 2014; Kondo y cols., 2015, Kongrueng y cols.., 2015; OIE,
2016; Varela y cols., 2017).

Histopatoldgicamente se pueden distinguir tres fases secuenciales, aguda, intermedia y
terminal (Pantoja y Lightner, 2014; Varela y Pefia, 2014; 2016).
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Figura 2. Patologias bacteriales en hepatopancreas. 2a) SHPN, se sefalan algunos de los nddulos
hemociticos presentes, con centros eosinofilicos (flechas), se observan extensas areas de acumulacion de
hemocitos como respuesta a la infeccion (cabeza de flecha), 100X. 2b) SHPN, nddulos melanizados
formados por capas concéntricas de hemocitos (flechas) y areas de melanizacion, eosinofilicas (cabeza de
flecha), 400X. 2c) NHP, corte transversal de tdbulo de hepatopancreas, mostrando tres encapsulaciones
hemociticas fuertemente basofilicas con restos de células (flechas), en su interior se observan células
epiteliales con apariencia granular, y capas de hemocitos concéntricas (cabeza de flecha), 400X. 2d) NHP,
encapsulaciones basofilicas con presencia de células epiteliales en su interior, éstas células presentan
incrementos de tamano, apariencia granular y nucleos desplazados hacia la periferia (flechas), 400X. 2e)
AHPND en fase aguda, corte sagital de tubulo hepatopancredtico, se observan fuertes desprendimientos
celulares en la region tubular medial (flecha), la zona apical aun no presenta lesiones (cabeza de flecha),
400X. 2f) AHPND en etapa terminal. Masas bacteriales basofilicas (flechas) y agregaciones hemociticas
adyacentes (cabeza de flecha), atrofia total de epitelio tubular y ausencia de reservas. Presencia de edemas
intertubulares y pérdida total de la estructura normal del 6rgano (asteriscos), 400X. Tincion H&E.

Durante la fase inicial de la infeccién por el AHPND se presentan desprendimientos
masivos de las células epiteliales de los tubulos hepatopancreaticos, acompafiados de
una disminucion de la actividad mitética de las células embrionarias. Los ntcleos de las
células desprendidas lucen una apariencia normal. Hay una clara disminuciéon de las
reservas, iniciando asi la atrofia del érgano. El avance de las lesiones se desarrolla desde
las zonas proximales o basales de los tubulos y avanzan hacia las zonas distales o
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apicales, caracteristica con valor diagndstico (Figura 2e) (Aranguren y cols., 2017;
Cuéllar-Anjel y cols., 2012; Pantoja y Lightner, 2014; Varela y Pefia, 2014; 2016; Varela
y cols., 2017).

Posteriormente, durante la fase intermedia o de transicion del cuadro infeccioso, es
posible, por primera vez, observar la presencia de masas bacteriales basofilicas y
continda el desprendimiento celular. En esta etapa inician los procesos inflamatorios, y
se observa una fuerte infiltracion hemocitica (Cuéllar-Anjel y cols., 2012; Pantoja y
Lightner, 2014; Varela y Pefia, 2016).

Finalmente, durante la fase terminal, se presenta la destruccién del hepatopancreas por
los desprendimientos celulares masivos, unidos a la accién bacterial, hay una severa
infiltracion hemocitica acompanada de melanosis y necrosis multifocal (Figura 2f), asi
como la presencia de edemas (Cuéllar-Anjel y cols., 2012; Lightner y cols., 2013; Tran
y cols., 2013; Pantoja y Lightner, 2014; Varela y Pefia, 2014; 2016).

Durante la etapa final, es muy dificil distinguir histopatolégicamente entre el AHPND y
una necrosis séptica del hepatopancreas (SHPN), originado por otras cepas diferentes a
las causales de AHPND, por lo que generalmente los resultados histopatolégicos son no
concluyentes y se requiere de técnicas de confirmacion adicionales como el PCR, de
mayor especificidad.

Para su diferencial histopatoldgico es importante procesar animales en estadios iniciales
de la infeccién, momento en que se tiene como principales caracteristicas la presencia
masiva de desprendimientos celulares epiteliales, el patrén de propagacion de dichos
desprendimientos en sentido proximal-terminal de los tubulos del hepatopancreas, asi
como la ausencia de bacterias y de respuesta inflamatoria.

Microsporidiosis del hepatopancreas por Enterocytozoon hepatopenaei (EHP)

Las infecciones causadas por microsporidios en camarones, han sido reportadas en
multiples ocasiones, causadas por diversas especies, entre las que se incluyen algunas
pertenecientes a los géneros Pleistophora, Agmasoma, Ameson, Vavraia, Enterosporay
Perezia. Los cuales tienen diferentes tejidos blancos (Cuéllar-Anjel, 2012; Han y cols.,
2016; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010; Tourtip y cols., 2009).

En el afio 2009, un nuevo microsporidio fue descrito en Tailandia, afectando al
hepatopancreas de camarones marinos, el cual fue reportado en P. monodon, y se
describieron diferentes estadios del parasito (Tourtip y cols., 2009).

Este agente infeccioso es similar a otro reportando anteriormente en Australia, y no se
descarta que sea el mismo microorganismo. Causa la enfermedad Illamada
Microsporidiosis hepatopancredtica, y su agente etioldgico es el Enterocytozoon
hepatopenael, (EHP por sus siglas en inglés) el cual se aloja y replica dentro de los
citoplasmas de las células epiteliales en los tubulos hepatopancreaticos, alcanzando altas
densidades y retardando con ello el crecimiento de los camarones afectados. Esto puede
generar una alta variabilidad de tallas en las poblaciones de camarones infectados.
Afecta principalmente a los camarones juveniles entre los 60 y 80 dias de cultivo, ha sido
detectado infectando cultivos de P. monodony P. vannamei (Putth y cols., 2016; Su y
cols., 2017; Tang y cols., 2016; Tourtip y cols., 2009).

Su presencia en el continente americano ha sido confirmada en camarones de cultivo 2.
vannamei en Venezuela (Tang y cols., 2017) y posteriormente fue detectado en
Nicaragua, por lo que es probable que continiie diseminandose (Su y cols., 2017).
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No se le atribuyen mortalidades directas, pero se ha demostrado que puede actuar como
factor de riesgo para el ingreso de otras enfermedades como el AHPND (Aranguren y
cols., 2017).

Para la deteccidon de este microsporidio se han desarrollado sistemas moleculares de
diferentes tipos, entre ellos la hibridacion /in situ (Tang y cols., 2016), y analisis por PCR
con diversos primer, algunos de los cuales han sido disefados para reconocer las
secuencias que codifican para la sub unidad ribosomal 18s (Biju y cols., 2016; Tourtip y
cols., 2009) y otros sobre secuencias que codifican para proteinas constituyentes de la
pared de la espora (Tang y cols., 2016; Tang y cols., 2017). Existen, asimismo,
protocolos de PCR anidado de mayor sensibilidad y especificidad (Jaroenlak y cols.,
2016).

Mediante analisis histopatoldgico de tejidos afectados, es posible observar diferentes
etapas de desarrollo de este hongo (Figura 3a), desde los plasmodios tempranos, dando
lugar a plasmodios esporogonales tardios, para liberar finalmente las esporas maduras.
Los plasmodios se presentan como estructuras fuertemente basofilicas, irregulares, las
esporas maduras son de forma ovalada, midiendo 0,7-1,1 ym, basofilicas, ubicadas
dentro del citoplasma de las células afectadas o libres en el lumen de los tdbulos (Figura
3b) (Aranguren y cols., 2017; Tourtip y cols., 2009), no se ha documentado ningun tipo
de respuesta inflamatoria por parte del hospedador.

En el caso del EHP pueden observarse similitudes con las haplosporidiosis, ambos
presentan diferentes estadios de desarrollo del microorganismo, pasando por formas
mononucleadas y multinucleadas.

Su diferencial se puede basar en la forma de los plasmodios, los cuales presentan formas
irregulares, fuertemente basofilicas, ademas, no se conocen reportes de respuestas
inflamatorias directas causadas por este agente.

Haplosporidiosis del hepatopancreas (HPH)

Estos parasitos unicelulares han sido reportados pocas veces y en forma esporadica en
América, en muestras de P. vannamei silvestres y de cultivo, en Cuba y en Nicaragua.
También se han documentado en A. vannamei, generando un brote durante los afos
2004 y 2005 en Belice (Nunan y cols., 2007). En muestras de P. stylirostrisy P. setiferus
silvestres en México (Cuellar-Anjel, 2014b; del Rio-Rodriguez y cols., 2013; Johnson,
1978; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010; Nunan y cols., 2007).

La deteccidn de este parasito se puede realizar mediante ensayos de PCR. Para el brote
de Belice, se utilizaron primers disefiados para reconocer la secuencia que codifica la sub
unidad ribosomal 18s (Nunan y cols., 2007).

Mediante analisis histopatoldgico, durante el diagndstico del HPH, se observa la
presencia intracelular del protozoario en las células epiteliales de los tubulos del
hepatopancreas. Este parasito generalmente se ubica apicalmente o lateralmente al
nucleo, sus plasmodios presentan formas regulares (Figura 3c), multinucleados los
cudles se fragmentan en formas mononucleadas. Estas formas mononucleadas
ligeramente basofilicas (Figura 3d), pueden ser localizadas en el lumen de los tubulos
del hepatopancreas, presumiblemente después de haber sido liberadas a partir de células
necréticas (Cuellar-Anjel, 2014b).

Se ha reportado que, en las infestaciones severas por el HPH, es posible observar tubulos
hepatopancreaticos encapsulados por capas multiples de hemocitos, generando
melanizaciones, como respuesta del hospedador ante el parasito. (Cuellar-Anjel, 2013;
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Cuellar-Anjel, 2014b; Johnson, 1978; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010; Nunan
y cols., 2007).

Para la realizaciéon del diferencial se puede recurrir a la forma de los plasmodios, los
cuales presentan formas ovales, mas regulares que los observados en cortes de EHP, su
basofilia es menos pronunciada, ademas, se han reportado respuestas inflamatorias
directas causadas por este agente, incluyendo infiltracion de hemocitos, encapsulaciones
tubulares y melanosis.

Figura 3. Micosis y parasitosis en hepatopancreas. 3a) EHP, en muestra de camarones cultivados en
Tailandia, corte trasversal de tubulo del hepatopancreas, se observan esporas intracitoplasmaticas,
basofilicas, ligeramente ovaladas (flechas), 400X. 3b) EHP, muestra de camaron de Indonesia, en una
seccion de la zona medial del tdbulo, lo que se evidencia por la presencia de células R y F, asi como esporas
libres en el lumen tubular (flechas), se observan plasmodios tempranos, fuertemente basofilicos, de forma
irregular, los cuales alin no presentan estructuras internas evidentes (cabeza de flecha), plasmodio de gran
tamano, en la esquina inferior derecha en el que se perciben algunas estructuras (plasmodio tardio), la
membrana basal del tubulo presenta festoneo leve (borde ondulado), 600X. 3c) HPH, se observan mdltiples
plasmodios, de forma regular oval, presentes en las células epiteliales del hepatopancreas, se perciben
diferentes estadios de desarrollo, desde plasmodios tempranos sin esporas detectables, hasta plasmodios
tardios, con esporas en su interior (flechas) y aparentes esporas libres (cabeza de flecha), 600X. 3d) HPH,
plasmodios esporogonales (flechas), se observan ademas, multiples agregados de plasmodios maduros
(punta de flecha), con ubicacion apical dentro de las células epiteliales, se distinguen las esporas maduras
(cabeza de flecha), 600x. En este caso, no se observan respuestas inflamatorias. Tincion H&E.

Dada que en este trabajo se han expuesto diversos agentes de origen viral, bacterial,
micdtico y parasitario, todos compartiendo el mismo 6rgano como blanco y ante las
posibles similitudes histopatoldgicas existentes entre algunos de ellos, se presenta un
resumen integrado en la Tabla 1. En ella se exponen las principales caracteristicas
diferenciales entre ellos, con el fin de facilitar su utilizacién en el laboratorio.
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Tabla 1. Resumen diferencial de efectos citopaticos de agentes hepatotrdpicos detectados en América.

Etapas de mayor

Acronimo Agente Tipo P Principales efectos citopaticos (Tincion Eosina & Hematoxilina
9 P susceptibilidad P P ( )

BP Baculovirus penaer Virus Larvas y post larvas  Cuerpos de oclusion, tetraédricos, eosinofilicos, intranucleares, simples o multiples.
Hipertrofia y marginacioén cromatinica asociada. afecta todas las zonas del tubulo, infecta
principalmente a las células B y R. Pueden observarse oclusiones libres en el lumen tubular.
Atrofia del hepatopdancreas. Sin respuesta inflamatoria.

HPV Parvovirus Virus Post larvas y Cuerpos de inclusion, basofilicos, intranucleares, fuerte compresion nucleolar, esto da a los

hepatopancreatico juveniles nucléolos una forma caracteristica de herradura. Afecta las zonas distales de los tubulos,
infectando las células E. Sin respuesta inflamatoria.

CMNV Nodavirus de la Virus Juveniles Cuerpos de inclusion, eosinofilicos inicialmente para luego ser débilmente basofilicos. Las

mortalidad encubierta inclusiones son intracitoplasmaticas, simples. En infecciones severas afectan al
hepatopancreas, atrofiandolo. No se observan respuestas inflamatorias asociadas.

SHPND Vibrio sp. Bacterias Todas las etapas Posibles desprendimientos de células epiteliales, las cuales pueden lucir hipertrofiadas con
los nucleos picndticos y citoplasmas fuertemente eosinofilicos. Se da la formacion de
nodulos hemociticos, melanizados o no, se presenta necrosis tubular y una fuerte
infiltracion hemocitica.

NHP Hepatobacter penae/  Bacteria Juveniles y adultos Disminucion de reservas y desprendimiento de células epiteliales, nlcleos desplazados
hacia la periferia celular. Algunas células presentan material granular intracitoplasmatico.
Granulomatosis multifocal basofilica y necrosis tubular. En la fase terminal la respuesta
inflamatoria disminuye hasta desaparecer, los tubulos se atrofian y se presentan edemas.

AHPND V. harveyi. Bacterias Post larvas y Desprendimientos masivos de las células epiteliales y disminucion de actividad mitética en

V.parahaemolyticus juveniles las células E. Avance de lesiones basal-apical. En la fase de transicion hay masas bacteriales

(otras portadoras del basofilicas e inician los procesos inflamatorios. En la fase terminal, se presenta la

plésmido) destruccién del hepatopancreas por desprendimientos epiteliales masivos y accion
bacterial. Severa infiltracién hemocitica, melanosis y necrosis multifocal.

EHP Enterocytozoon Hongo Juveniles Se observan diferentes etapas, se detectan plasmodios esporogonales. Los plasmodios se

hepatopenaer presentan como formas multinucleadas, de formas irregulares, basofilicas, las esporas
maduras son de forma ovalada, miden 0,7-1,1 um, presentes en el citoplasma de las células
afectadas o libres en los intersticios, posterior a la lisis celular. Sin respuesta inflamatoria
documentada.

HPH No determinado Protozoario No reportado Se observan diferentes etapas de desarrollo del parasito. Los plasmodios presentan formas

regulares, ovaladas. Las esporas son basofilicas, ovaladas, presentes en el citoplasma de
las células afectadas o libres en los intersticios, posterior a la lisis celular. Han sido
reportadas infestaciones severas asociadas a encapsulaciones tubulares, generando una
respuesta inflamatoria presente.
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Algunas Consideraciones Finales

La histopatologia se presenta como una poderosa y versatil técnica diagndstica en
camaronicultura, ésta ha experimentado un desarrollo muy importante. Lo cual, unido a
la caracterizacion de las diferentes lesiones y sus detalles diferenciales, posibilita su
utilizacion en diagndsticos presuntivos e incluso confirmatorios, asi como la deteccién de
infecciones o infestaciones secundarias (Howard y cols., 2004; Lightner, 1996; Morales-
Covarrubias, 2010; Morales y Cuéllar-Anjel, 2014; O.1.E, 2016).

Sin embargo, se debe tener claro que la obtencién de un diagndstico confirmatorio
comprende mucho mas que la “simp/e” interpretacion de una lamina histopatoldgica, en
el estudio de un caso, se deben considerar ademas, todas las fuentes de informacion
disponibles, desde la anamnesis del caso, hasta la posible utilizacion de técnicas
alternativas o complementarias de analisis (Morales y Cuéllar-Anjel, 2014), como la
identificacion molecular por PCR, qPCR, LAMP o hibridacién /n sitv (Han y cols., 2015;
Jaroenlak y cols., 2016; Joshi y cols., 2014; Kondo y cols., 2015, Kongrueng y cols.,
2015; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias, 2010; Nunan y cols., 2007; OIE, 2016;
Pantoja y Lightner, 2000; Tang y cols., 2016, 2017; Zhang y cols., 2015).

Como toda técnica analitica, la obtencién de informacidn certera mediante
histopatologia, requiere de una muestra representativa para establecer el estado
sanitario de los animales de estudio. El procesamiento de la muestra debe ser realizado
correctamente, desde la captura, seleccion vy fijacion, hasta el procesamiento de los
cortes (Bell y Lightner, 1988; de Blas y cols., 2007; Lightner, 1996; Morales-Covarrubias,
2010; Morales y Cuéllar-Anjel, 2014). Muestras incorrectamente tomadas o procesadas,
brindan sesgos y resultados incorrectos o nulos.

La experticia del histopatdlogo es de gran importancia, esta sélo puede ser obtenida
mediante la practica constante, la investigacion y las actualizaciones regulares, no sélo
sobre las histotécnicas sino, ademas, de los hallazgos detectados y publicados para los
diferentes patdgenos. Es indispensable conocer profundamente la anatomia normal de
los camarones para que, a partir de ese punto, se puedan detectar las lesiones tisulares
causadas por los diferentes patdgenos y sus caracteristicas (Bell y Lightner, 1988;
Howard y cols., 2004).

Ninguna de las enfermedades presentadas en este trabajo, es excluyente de las demas.
Esto significa que la presencia de un agente viral, bacterial, micético o parasitico no
significa la ausencia de los demas. Por ello, las laminas histoldgicas deben ser sometidas
a observaciones rigurosas y, en caso necesario, el uso de andlisis moleculares
complementarios como los ya citados. Las coinfecciones no son inusuales, y ya han sido
reportadas con anterioridad (Aranguren y cols., 2017; Pantoja y Lightner, 2014; Tran y
cols., 2013).

Finalmente, como se indicé con anterioridad, toda técnica diagndstica, presenta algunos
limitantes. En el caso de la histopatologia, la limitante es la necesidad de presencia de
lesiones, por lo que no es aplicable a infecciones latentes. Los diagndsticos certeros
seran entonces el resultado de la integracion de informacion, su analisis y la combinacién
de técnicas multiples de diagndstico (Lightner, 2014; Morales y Cuéllar-Anjel, 2014).
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