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RESUMEN

ALFARO R, GUEVARA M. 2011. La bacteria de la hepatopancreatitis necrotizante (NHPB) en estanques de
cultivo intensivo de Penaeus vannamei en Tumbes. Inf Inst Mar Perii. 38(4): 385-389.- La investigacién
realizada en el 2007, comprende la patobiologia y sanidad acuicola en langostinos de cultivo y de los canales
de marea de la Region Tumbes, para detectar presencia y distribucién espacio-temporal del agente etiologico
NHPB (Bacteria de la hepatopancreatitis necrotizante). Se analizaron 3360 langostinos de nueve empresas con
cultivo intensivo para detectar la NHBP. Los resultados fueron: (1) prevalencia global de 2% en el periodo
de estudio; (2) NHPB estuvo presente en el 77% de las zonas con cultivo intensivo incluidas en este estudio,
distribuidas a lo largo del litoral tumbesino.

ParaBras cave: NHPB, Penaeus vannamei, prevalencia.

ABSTRACT
ALrArO R, Guevara M. 2011. The necrotizing hepatopancreatitis bacterium (NHPB) in intensive culture
ponds of Penaeus vannamei in Tumbes. Inf Inst Mar Perii. 38(4): 385-389.-The research conducted in
2007, includes the pathobiology and healing cultivated shrimp aquaculture and tidal channels of the Tumbes
region, to detect the presence and spatial-temporal distribution of the etiological agent NHPB (Bacteria of the
NHP). We analyzed 3360 shrimp of nine companies with intensive culture to detect NHBP. The results were:
(1) overall prevalence of 2% in the study period; (2) NHPB was present in 77% of the intensive farming areas

La Bacteria de la Hepatopancreatitis Necrotizante (NHPB)

included in this study, which are distributed along the coastal Tumbes.
Keyworps: NHPB, Penaeus vannamei, prevalence.

1. INTRODUCCION

La necrosis del hepatopancreas
(NHP), fue reconocida por primera
vez en Texas, USA en 1985, luego
se reportd en Brasil, Costa Rica, Pa-
nama, Venezuela, Ecuador y Peru
(Jounson 1989, FreLIER et al. 1992).
Inicialmente, se denomind enferme-
dad del hepatopancreas granuloma-
toso por la caracteristica formaciéon
de granulomas. Su agente causal es
una bacteria intracelular tipo Ric-
kettsia que se observa como un pe-
queno cocobacilo Gram negativo,
que infecta y se multiplica en el ci-
toplasma de las células epiteliales de
los tabulos del hepatopancreas.

La NHP se caracteriza por flacidez
muscular, producir altas tasas de
mortalidad y elevado porcentaje
de ejemplares para el descarte post
cosecha de langostinos en cultivo
intensivo. Estd asociada a tempera-
tura y salinidad elevada por perio-
do prolongado de tiempo; la enfer-
medad se detecta en los sistemas de
cultivo cuando la temperatura varia
entre 29 y 35 °C y la salinidad entre
20 a 38 ups.

La NHP es una enfermedad severa,
que causa mortalidades rapidas en
los langostinos si no es detectada a
tiempo, puesto que ataca al hepa-
topancreas (HP), importante orga-
no encargado de la digestion del
alimento, absorciéon y almacenaje
de nutrientes. La fase inicial de la
enfermedad no es detectable por te-
ner signos clinicos inespecificos. El
diagnostico presuntivo mayormente
se realiza con montajes en fresco de
porciones de HP, en los que se obser-
va ausencia o cantidad reducida de
gotas de lipidos, paredes engrosa-
das y estrangulaciones de los tubu-
los. Para confirmar el diagnostico se
procede al analisis de histopatologia
(H y E) que presenta como caracte-
risticas tipicas atrofia y lesiones gra-
nulomatosas multifocales en el HP
(LiGHTNER 1996). Asi mismo, la NHP
es confirmada histolégicamente por
hibridacién in situ con una sonda
complementaria de ADN probe o
por microscopia electrénica (TEM).

Loy et al. (1996b), detectaron el
agente etiologico en cultivos de Pe-
naeus vannamei mediante el método
de reaccion en cadena de la polime-
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rasa (PCR). Amplificaron por PCR
un segmento definido del gen 16S
rRNA ribosomal usando primers
especificos para las regiones varia-
bles (V5, V8 y V9), pf-1 5" ACG TTG
GAG GTT CGT CCT TCA G 3/, pr-1
5" TCA CCC CCT TGC TTC TCA
TIG T 3, pr-2 5 CCA GTC ATC
ACC TTIT TCT GTG GTC 3’, usan-
do como molde ADN extraido de
tejido de camarones conseguidos de
dos regiones diferentes (Norte y Sur
América), obteniendo segmentos
de 660 y 441 bp especificos de bac-
teria NHP de 16S rDNA. BriNez et
al. (2003) reportaron la presencia de
NHP en P. vannamei por PCR utili-
zando DNA purificado de muestras
fecales infectadas como molde. Los
primeros usados fueron especificos
para la regién 16S del gen rRNA
(pf-1 1:5" ACG TTG GAG GTT CGT
CCT TCA-G 3/ pr- 2:5" TCA CCC
CCTTGCTTCTCATTGT 3'), obte-
niendo como resultados segmentos
positivos de 440 bp.

IMARPE Tumbes, programo para el
2007 efectuar la evaluacion sanitaria
para establecer la prevalencia y dis-
tribucion de la NHPB, que impacta
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al cultivo del langostino. A partir
de febrero del mismo ano, el Labo-
ratorio de Sanidad Acuicola realizo6
muestreos quincenales en las em-
presas langostineras con cultivo in-
tensivo; las muestras fueron proce-
sadas mediante la técnica de la PCR
y el método utilizado por Loy et al.
(1996¢), a fin de realizar el descarte
de la presencia de la NHPB.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. RECOLECCION DE MUESTRAS

Langostinos.- Se analizé un total de
3360 muestras en cultivos intensivos
de nueve empresas langostineras
(densidades de 80 a 150 individuos/
m?) y con invernaderos: Camarones
S.A.C., La Bocana S.A., Pacifico Azul
S.A.C,, La Fragata S.A., Criador El
Guamito S.A., Campo Lan Karina
de INYSA, Marinazul S.A., Isla Be-
lla S.A.C y Domingo Rodas S.A. Se
selecciond un estanque por empre-
sa y las muestras fueron tomadas
al azar realizando cinco lances de
atarraya por estanque para obtener
una submuestra de 25 langostinos,
que se colocaron en bolsas de plas-
tico rotuladas (empresa, nimero de
estanque, temperatura del agua) y se
transportaron en hielo al laboratorio.

En el laboratorio, se tomaron da-
tos individuales de los langostinos
como peso, talla y alguna caracte-
ristica adicional externa de interés
(flacidez, deformacién o necrosis
cuticular). Los HP fueron pesados,
inmersos en etanol al 90% y conser-
vados a —20 °C.

2.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
2.2.1. Extraccion del ADN

Se sigui6 la metodologia segin Gus-
TINCICH et al. (1991). De los hepato-
pancreas conservados se tomd 20
mg, se macerd en presencia de 100
uL de EDTA, 500 mM (pH 8) y 600
uL de soluciéon DTAB [12% dode-
ciltrimetilamonio bromuro, 2,25 M
NaCl, 150 mM Tris-HCI (pH 8.6), 75
mm EDTA], luego se incub¢ por 5
min a 75 °C. Después de la incuba-
cidén se agregd 0,7 mL de cloroformo,
se mezcldé con vortex y centrifugo
a 12000 rpm por 5 min. El sobrena-
dante (250 pL) fue transferido a otro
tubo y adicionando 100 uL de solu-
ciéon CTAB (5% cetiltrimetilamonio
bromuro, 0,4 M NaCl) y 900 pL de
agua destilada autoclavada, se mez-
cl6 y centrifugé a 12000 rpm por 10
min; el sobrenadante fue descartado

y el pellet resuspendido en 150 puL
de solucién disolvente (NaCl 1,2 M),
se incubd a 75 °C por 5 min y cen-
trifugd a 12000 rpm por 5 min. La
solucion fue transferida a un nuevo
microtubo con 300 pL de etanol al
95%, se mezcld y fue centrifugado
nuevamente a 12000 rpm por 5 min,
el pellet fue lavado con etanol al 75%
y resuspendido con buffer TE (10
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8).

2.2.2. Analisis de PCR

Las muestras fueron analizadas me-
diante la técnica de PCR, el volumen
final para cada reaccion fue de 20
uL, conteniendo 2 uL de ADN, 10
mM Tris-HClI (pH 8,3), 50 mM KCJ,
1,5 mM MgCl,, 125 uM dNTPs y 5
pmol de cada primer, pf-1: 5-ACG-
TTG-GAG-GTT-CGT-CCT-TCA-
G-3' y pr-2: 5’-TCA-CCC-CCT-TGC-
TTC-TCA-TTG-T-3" (Loy y FReLIER
1996a). Las muestras fueron some-
tidas a 35 ciclos: desnaturalizacion
a 95 °C por 30 seg, hibridacion a 58
°C por 30 seg, extensiéon a 72 °C por
1 min, con un ciclo adicional de 72
°C por 5 min de reparacion de la he-
bra del ADN; para evitar los falsos
negativos, las muestras que resulta-
ron negativas fueron procesadas por
segunda vez incluyendo en el anali-
sis la (3-actina como control interno.
Las muestras fueron sometidas a 35
ciclos que consistieron en desnatura-
lizacion a 95 °C por 20 seg, hibrida-
cién a 52 °C por 30 seg, extension a
72 °C por 30 seg, con un ciclo adicio-
nal de 72 °C por 4 min.

Los productos de amplificacion fue-
ron analizados por electroforesis en
geles de agarosa al 1% conteniendo
0,5 ug/mL de bromuro de etidio y en
amortiguador TAE al 1X. Obtenién-
dose una banda positiva de 400 pb y
una banda de 424 pb para el control
interno.

2.2.3. Analisis de los datos

Prevalencia.- La prevalencia (P)
cuantifica la proporcion de indivi-
duos de una poblacion que padecen
de una enfermedad, en un momento
o periodo determinado; su célculo se
realiza mediante la expresion:

_N®de casos con la enfermedad en un momento dado
Total de |a poblacitn en ese momento

Tamafio de muestra.- Para fijar el
tamafo de muestra necesario, y es-
timar la cantidad de enfermos en
los estanques de cultivo, se usé la
férmula correspondiente a la estima-
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cién de una proporcion (prevalencia)
para un nivel de confianza del 95%

n=3,8416.P. (1-P)
EZ

Doénde:

n: tamano de muestra necesario
P: prevalencia esperada

E: error absoluto aceptado

Los datos fueron analizados con el
programa estadistico SPSS; la pre-
valencia se determiné usando el
programa Win Episcope 2.0, donde
se determind que para una preva-
lencia esperada del 2% es necesario
150 ejemplares como valor minimo,
teniendo en cuenta que la poblaciéon
es mayor a 100.000 individuos.

Para proposito de este monitoreo se
asumio que sila NHPB esta presente
en los estanques con cultivo intensi-
vo, al menos se encontrara que el 2%
de los animales susceptibles son po-
sitivos a la bacteria, con un 95% de
confianza.

3. RESULTADOS
3.1. Prevalencia

Se realizaron 132 visitas a nueve em-
presas langostineras, de las cuales se
obtuvo un total de 3360 ejemplares
de langostino Penaeus vannamei to-
mados al azar (postlarvas, juveniles
y preadultos). La prevalencia global
a la NHPB para el periodo en estu-
dio fue de 2,05%. Las langostineras
con mayor prevalencia fueron: Do-
mingo Rodas S.A., que proporcion6
238 ejemplares para analizar, de los
cuales 29 resultaron positivos por
PCR para la NHPB con una preva-
lencia de 12,18%; y Langostinera Ca-
marones SAC con el 5,88% (Tabla 1).

En la Tabla 2, se presenta el numero
de muestras colectadas por langos-
tinera y la prevalencia a la NHPB
encontrada en cada ciclo de cultivo.
Las empresas Fragata y Marinazul
se mostraron libres de la NHPB a lo
largo del estudio; pero no participa-
ron en todos los monitoreos por pro-
blemas técnicos. Ademas, la empre-
sa Isla Bella se incluy¢ al final. Por
estas razones, no es posible afirmar
que los estanques de dichas empre-
sas se encontraran libres o con bajas
prevalencia a la NHPB.

La empresa Pacifico Azul, no pudo
controlar la mortalidad en la prime-
ra campana, atribuidas en parte a la
flacidez y a los elevados valores de
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Tabla 1.- Prevalencia global a la NHPB encontrada en

diferentes langostineras. Febrero-diciembre 2007.

Langostinera Positivos ~ Ejemplares  Prevalencia
aNHPB  analizados (%)
Domingo Rodas 29 238 12,18
Camarones 28 476 5,88
Pacifico Azul 4 349 1,15
Lan Karina 3 376 0,80
La Bocana 3 539 0,56
Isla Bella 1 177 0,56
Criador el Guamito 1 538 0,19
La Fragata 0 454 0,00
Marinazul 0 213 0,00
Total 69 3360 2,05

Tabla 2.- Prevalencia a la NHPB en diferentes langostineras
con cultivo intensivo por campana de cultivo. (SD- sin dato)

Densidad de o .
E o . .. Ne¢ de Prevalencia
mpresa Campana siembra Positivos M o
s, uestra (%)
(indiv/m?)
Criador El Guamito  Primera 100 0 191 0,00
Segunda 100 1 163 0,61
Tercera 120 0 184 0,00
La Fragata Primera SD SD SD SD
Segunda 120 0 221 0,00
Tercera 120 0 233 0,00
Pacifico Azul Primera 80 4 225 1,78
Segunda SD SD SD SD
Tercera 150 0 124 0,00
Domingo Rodas Primera SD 5 121 4,13
Segunda SD 5 54 9,26
Tercera SD 19 63 30,16
La Bocana Primera 80 0 199 0,00
Segunda 80 0 156 0,00
Tercera 80 3 184 1,63
Camarones Primera 100 28 150 18,67
Segunda 100 0 188 0,00
Tercera 100 0 138 0,00
Lan Karina Primera 90 1 148 0,68
Segunda 920 2 153 1,31
Tercera 150 0 75 0,00
Marinazul Primera SD SD SD SD
Segunda SD SD SD SD
Tercera 80 0 213 0,00
Isla Bella Primera SD SD SD SD
Segunda SD SD SD SD
Tercera 200 1 177 0,56
Ano 2007 69 3360 2,05
14
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Figura 1.- Prevalencia a la NHPB de las diferentes langostineras monitoreadas

durante el periodo febrero a diciembre 2007.
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nitritos en el agua de los estanques
y debi6 cosechar de emergencia. En
el periodo de estudio se encontr6
1,78% de prevalencia de la NHPB
que tuvo un aparente incremento en
los siguientes dias. La gerencia deci-
di6 postergar las siembras por una
temporada, por lo que no se conto
con datos de la segunda campafia.

Independiente de la fecha o estacion
del afio, la bacteria causante de la
NHP estuvo presente en los cultivos.
Esto fue mas notorio en la langosti-
nera Domingo Rodas en la que estu-
vo presente en todas las campanas
de cultivo (Tabla 2).

3.2. Distribucion

La bacteria causante de la NHP
estd distribuida a lo largo del lito-
ral Tumbesino (Tabla 1, Fig. 1). La
mayor prevalencia se encontré en
la empresa langostinera Domingo
Rodas (12,18%) situada en el distrito
Corrales a la margen izquierda del
rio Tumbes, seguida de la empresa
Camarones (5,88%) del sector Al-
calde, distrito de Tumbes; estas zo-
nas pueden considerarse de mayor
riesgo debido a la mayor presencia
de langostineras informales que no
llevan controles sanitarios (larva
no certificada, manejo inadecuado
del agua). La menor prevalencia se
registrdé en el distrito de Zarumilla,
carretera a Puerto Pizarro, en las
langostineras El Guamito (0,19%) e
Isla Bella (0,56); en el sector El Ben-
dito, carretera Al Salto en la empresa
Pacifico Azul (1,15%), y en el sector
Chacra Gonzales en la empresa Lan
Karina (0,8%) (Fig. 2). Las menores
prevalencias pueden atribuirse al
mejor control sanitario en el ciclo de
cultivo que aplican estas empresas
(desinfeccion de materiales, pedi-
luvios, administracion de personal,
larva certificada libre de NHPB).

4. DISCUSION

Una prevalencia global del 2,05%
indica que la enfermedad no estd
afectando de forma relevante a la
poblaciéon estudiada; sin embargo,
es importante resaltar que esta pre-
valencia no corresponde a todas las
langostineras, ni a todas las campa-
fias de cultivo.

Los valores de prevalencia de 30,16%
en la tercera campana de la langosti-
nera Domingo Rodas y de 18,67% en
la primera campafia de la empresa
Camarones (Tabla 1), estuvieron di-
rectamente relacionados con las ele-
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Figura 2.- Distribucion de la presencia de la NHPB en las zonas de cultivo, de febrero a diciembre 2007. Langostineras
con cultivo intensivo y prevalencia respectiva: 1. Domingo Rodas, 2. La Bocana, 3. Camarones, 4. Criador El

Guamito, 5. Isla Bella, 6. La Fragata, 7. Pacifico Azul, 8. Lan Karina y 9. Marinazul.

vadas mortalidades diarias (de 3000
a 10000 langostinos) (com. per. Jefes
de Produccién), que los llevo a co-
sechar de emergencia los estanques
afectados, registrando para el caso
de camarones un 15% de flacidez en
el producto final posiblemente de-
bido a la NHPB. Las empresas Do-
mingo Rodas, Lan Karina, Criador
El Guamito e Isla Bella reportaron
elevadas mortalidades de forma in-
termitente que finalmente se detu-
vieron, pero que su efecto negativo
se reflejé en las supervivencia al fi-
nal del cultivo o en la eficiencia del
producto en planta, lo que llevé a
sospechar que la sola presencia del
patdgeno en el sistema ya representa
un riesgo para el cultivo.

En las muestras colectadas de la ma-
yoria de los estanques monitorea-
dos, se encontraron langostinos con
flacidez que resultaron negativos a
la NHPB; asi mismo se encontraron
langostinos aparentemente sanos
que resultaron positivos, esto estaria
relacionado al momento de la toma
de muestra, es decir, si los anima-
les fueron muestreados justo al ini-
cio de un brote, sera facil detectar
al patdégeno aunque los langostinos
escasamente muestren sintomas o
lesiones. Sin embargo, si el muestreo
se realiza al finalizar el brote, sera
dificil detectar al patéogeno aun ob-
servando animales lesionados entre
los supervivientes, ya que se supone
que sobreviven porque eliminan el
patdégeno, pero los que mueren sin

eliminar al patégeno desaparecen de
la poblacién y no son muestreados,
a lo que se conoce como sesgo de la
supervivencia. Quizas esto explique
los valores negativos en langostinos
con lesiones caracteristicas de NHP
(flacidez, hepatopancreas degenera-
do, pledpodos melanizados, etc.).

Cabe mencionar que la siembra en
estanques con cultivo intensivo se
realiza con postlarvas provenien-
tes de laboratorios que certifican el
estado sanitario de las mismas. Por
este motivo se presume que las in-
fecciones con NHPB se realizan en
el transcurso del cultivo (presencia
de vectores), asociado con factores
ambientales y fisioldgicos (tempe-
ratura, salinidad, estrés por elevada
densidad de siembra, etc.), los que
juegan un papel importante en el
desarrollo de la enfermedad. Esta
patologia al igual que muchas otras,
puede pasar desapercibida los pri-
meros dias de cultivo (prevalencia
no detectable) y aparecer repenti-
namente (por algun detonante). Por
ello es importante que el monitoreo
de los organismos bajo estudio sea
llevado desde el inicio de la siembra,
lo que ayudaria a un mejor conoci-
miento del desenvolvimiento de los
patogenos, en este caso del NHP, en
los langostinos durante el desarrollo
del cultivo.

Los datos de temperatura y salini-

dad, por lo general, son dificiles de
incluir en este tipo de estudios por
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ser muy variables en el tiempo y sus
efectos se manifiestan posteriormen-
te, siendo necesario la toma de infor-
macion diaria. Es posible sospechar
que el brote de la enfermedad rela-
cionada con estos factores, pueda
deberse a una tercera variable en jue-
go, como es el sistema de manejo de
cada empresa (densidades de siem-
bra de 90 a 120 indiv/m? calidad de
agua, nutricion, etc.) como posible
desencadenante de las mortalidades
reportadas.

5. CONCLUSIONES

— Se registrd 2,05% de prevalencia
global de la NHPB en el periodo
de estudio (febrero-diciembre
2007), lo que indicaria que la en-
fermedad no esta afectando de
forma relevante a los langostinos.
Sin embargo, se registraron eleva-
das mortalidades, lo que llevaria a
deducir que la sola presencia del
patdgeno en el sistema represen-
taria un riesgo para el cultivo, si
los parametros ambientales (tem-
peratura, salinidad, nitritos, etc.)
no permanecen estables.

— La mayor prevalencia a la NHPB
se encontré en la langostinera
Domingo Rodas (1: 30,16%) en la
tercera campana de cultivo, y ha
estado presente en el transcurso
de todo el cultivo.

— En las langostineras Fragata (6)

y Marinazul (9), no se detectd la
presencia de la NHPB.
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— La NHPB se encuentra distribui-
da en el 77% de las zonas con
cultivo intensivo, a lo largo del
litoral tumbesino, lo que estaria
relacionado directamente con los
niveles de bioseguridad que apli-
ca cada empresa en su cultivo.

— No todos los langostinos con
aparente flacidez, anorexia y de-
generacion de hepatopancreas
son positivos a la NHPB. Es ne-
cesario descartar otras patologias
haciendo uso de procedimientos
histolégicos, que son los mas
confiables actualmente.

6. RECOMENDACIONES

Este estudio permitié obtener in-
formacion de la dindmica espacial
y temporal de la NHPB en las es-
tanques de cultivo, por lo tanto es
necesario complementarlo con el
descarte de otras enfermedades de
diferente indole (WSV, IHHNYV, vi-
briosis, toxinas, nutricionales).

Se debe incluir en el estudio un se-
guimiento diario de las variaciones
de los parametros ambientales para

poder relacionarlos con el brote y
evolucion de las enfermedades.
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