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ANALISIS HISTOPATOLOGICO EN Litopenaeus vannamei INFECTADO
CON Vibrio parahaemolyticus'

Nelson Peiia-Navarro?, Alexander Varela-Mejias®

RESUMEN

Analisis histopatolégico en Litopenaeus vannamei
infectado con Vibrio parahaemolyticus. El objetivo
de este trabajo fue describir los principales resultados
histopatolégicos obtenidos de las diversas respuestas
inmunoldgicas y efectos citopaticos en L. vannamei, después
de una infeccién inducida con V. parahaemolyticus. La
inoculacién bacterial se realizé en el Centro de Investigacion
en Ciencias del Mar y Limnologia de la Universidad de Costa
Rica, entre junio y agosto del 2011. Para la investigacion se
utilizaron 40 camarones extraidos de fincas ubicadas en la
Peninsula de Nicoya; a cada uno se le inyecté en promedio
2,0x10° UFC de V. parahaemolyticus. Al finalizar el periodo
de infeccidn, se realizaron los andlisis histopatoldgicos en
branquias, epitelio subcuticular, hepatopancreas, intestino,
organo linfoide, tejido hematopoyético, misculo estriado,
tejido nervioso, corazén, entre otras. Los principales
hallazgos a nivel histolégico fueron hemocitos melanizados,
infiltraciéon hemocitica, melanosis, esferoides tipo A, By C,
mionecrosis coagulativa, fagocitosis, picnosis, entre otras,
utiles para determinar el estado sanitario de los camarones y
en particular, el efecto citopatico de V. parahaemolyticus en
infecciones sistémicas.

Palabras clave: histopatologia, infeccion bacteriana en
camarones, vibriosis.

ABSTRACT

Histopathological analysis in Litopenaeus vannamei
infected with Vibrio parahaemolyticus. The objective of
this work was to describe the main histopathological results
obtained from the different immune responses in L. vannamei
after 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. The research used 40 shrimp of
farms located in the Nicoyan Peninsula; each was injected an
average of 2,0x10° 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. The 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.
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INTRODUCCION

La produccién de camarén ha tenido un incremento
acelerado anivel mundial,donde América generd durante
el 2008 el 80,7% de la produccién acuicola de camarén
blanco Litopenaeus vannamei en el mundo (FAO,
2010). Lo anterior, se ve reflejado en los principales
paises dedicados a la produccién de camarén, donde
este tipo de actividades se ha convertido en fuente de
alimento y trabajo (Balcdzar, 2002).

El incremento en la producciéon de camarén ha
provocado un detrimento en la calidad de aguas,
propiciando que las condiciones presentes en los
estanques pueden beneficiar el desarrollo de algunas
comunidades especificas de bacterias; mismas que
pueden ser causa de serios problemas patoldgicos para
los cultivos, especialmente en los estadios larvales de
los camarones (Alvarez et al., 2000; Aguirre et al.,
2005). Ante esto, las patologias 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; Pefia et
al., 2013), ha generado grandes pérdidas econémicas
(Burge et al., 2007; Decamp et al., 2008), reportdndose
mortalidades de hasta el 100% de las producciones
afectadas (Trujillo et al., 2005).

En Asiay América, multiples especies de bacterias
se han asociado a patologias; sin embargo, en la
mayoria de los estudios no se ha demostrado que Vibrio
Sp. participe como agente primario, considerandose
parte de la microflora normal de los animales o del
agua de los estanques, y ha sido calificado por ello
como un patégeno 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 situacién
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 ultimos afios, ha emergido un caso
particular de vibriosis denominado Sindrome de
Mortalidad Temprana o Sindrome de la Necrosis
Hepatopancredtica Aguda (EMS/AHPNS, por sus
siglas en inglés), impactando severamente a las
producciones en las zonas afectadas. Este fue reportado
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por primera vez en el afio 2009 en camarones juveniles
de cultivo en China (Lightner et al., 2012) en las
especies Penaeus monodon y Litopenaeus vannamei.
En los afios siguientes se propagd a paises 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 cuticula (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
demds o6rganos via hemolinfa, causando inicialmente
lesiones tales como hepatopdncreas edémico y un
alto grado de vacuolizacién de las células epiteliales
de este oOrgano (Morales-Covarrubias, 2013), el
proceso infeccioso avanza dando lugar a infecciones
generalizadas, involucrando cuticula, hepatopédncreas,
organo linfoide, glandula antenal, corazén, hemolinfa
y musculos (Morales-Covarrubias, 2008).

Una vez que el organismo ingresa al hospedador,
el sistema inmune inicia una serie de respuestas, tales
como la migracién de hemocitos al punto de infeccion,
generando una respuesta inflamatoria, donde se
produce la fagocitosis de los patégenos. Cuando la
cavidad corporal es invadida por una cantidad masiva
de microorganismos, la fagocitosis no es posible, y
se desencadena la formacion de ndédulos hemociticos,
que consisten en la agregacion de capas de hemocitos
rodeando a los patégenos, de modo que se evita su
diseminacion y se facilita su destruccién (Barraco et
al., 2008).

Estos mismos autores indican que la formacién
de nddulos estd generalmente acompafiada por la
produccién de sustancias téxicas para los invasores,
tales como la melanina, quinonas y hemoquinonas,
que se dan como resultado de la activacion del sistema
fenol oxidasa a través de una compleja serie de
reacciones enzimaticas.

Con el fin de comprender los mecanismos
patogénicos del género Vibrio, se han realizado
algunas investigaciones en las que se han utilizado
desafios por inyeccion, tal como se ejecuté en EE.UU.

Agron. Mesoam. 26(1):43-53.2015 ISSN 2215-3608



PENA 'Y VARELA: ANALISIS HISTOPATOLOGICO EN L. vannamei

con la especie Sicyonia ingentis donde se utiliz6 Vibrio
parahaemolyticus en concentraciones de 1x10* UFC
por animal. Este estudio analizé las lesiones generadas
en el intestino medio, reportando desprendimientos
de las células epiteliales (Martin et al., 2004).
Desafios similares realizados en México, infectando
a L. vannamei con Vibrio harveyi, describen en forma
detallada los efectos citopaticos observados (Soto et
al., 2012), pero sin determinar el grado de severidad
de los mismos.

En este tipo de investigaciones, asi como en
diagnoéstico de rutina, la utilizacién de andlisis
histopatol6gicos se ha convertido en una de las
técnicas mds comunes para la deteccion de patologias,
principalmente debido a que es una herramienta de
diagndstico que permite detectar el grado de dafo
tisular y posibles agentes causales de mortalidad
(Morales-Covarrubias, 2004; Cuéllar, 2008), de ahi
que su implementacién genere informacién relevante
para mantener un monitoreo adecuado de las
enfermedades emergentes y sirva como mecanismo
de identificacién oportuna ante las diversas patologias
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 (Diaz y Valerio, 2002), aguas costeras que
abastecen las fincas camaroneras de la regién y que
eventualmente pudieran ejercer negativamente sobre la
produccién en L. vannamei. Sin embargo, a la fecha no
se ha investigado sobre su relacién con la presencia de
EMS/AHPND o infecciones sistémicas, debido a que
son limitados los monitoreos y andlisis 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 histopatolégicos obtenidos
de las diversas respuestas inmunolégicas y efectos
citopdticos en L. vannamei, ante la infeccién inducida
con V. parahaemolyticus.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé una inoculacién bacterial en el Centro
de Investigacién en Ciencias del Mar y Limnologia
(CIMAR) en la Ciudad de la Investigacion, Universidad
de Costa Rica, durante los meses de junio y agosto del
afio 2011.
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La infraestructura destinada al desarrollo de esta
investigacion consistié en un laboratorio de acuarios
acondicionado con seis tanques de almacenamiento
de aproximadamente 900 litros cada uno, aireacion
suministrada por un blower de 2,5 hp y un compresor.
Los acuarios fueron cubiertos con una tapa de malla
plastica y marco de madera para evitar la fuga de
animales y la caida de los mismos en otras peceras o
en el suelo.

Este trabajo forma parte de una investigacién
realizadaparaevaluarel efectoestimuladorde productos
naturales en L.vannamei antes de ser infectado con V.
parahaemolyticus (Pefa 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 (10°16°55” N y
84°57°42 W), Guanacaste, Costa Rica. Previo a su
recoleccion se analizé una muestra de diez camarones
por medio de la metodologia de andlisis en fresco
(Cuéllar, 2008), se implement6 el examen clinico
como un mecanismo que avalé un estado de salud
optimo 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).

Aclimatacion y acondicionamiento en acuarios:
luego de recolectar los camarones de manera aleatoria
por medio de una atarraya en horas de la mafiana (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 oxigeno
disuelto saturado.

Al recibir los camarones en el drea experimental
del CIMAR, se aclimataron por espacio de dos dias
en dos reservorios de 425 litros, cubiertos con tapas
de malla plastica. Luego se igualé paulatinamente la
temperatura, oxigeno 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 oxigeno disuelto.

Luego se trasladaron a los acuarios con aireacién
y temperatura controlada, la primera producida por un
sistema central de ventilacién y distribuida mediante
la utilizacién de piedras difusoras; mientras el segundo
implementando termostatos. Se presentaron promedios
de oxigeno disueltoy temperaturade 4,50 £0,44y 29,57
+ 0,27 (Media + DE), respectivamente. La salinidad
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fue de 35 ppm. Para medir el oxigeno y la temperatura
se utiliz6 un oxigendmetro portitil, mientras que la
salinidad se midi6 con un refractometro. 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 clinico y analisis en fresco: de acuerdo a
la metodologia de Cuéllar (2008), se realizaron andlisis
en fresco a muestras representativas de los camarones
y se determiné que no existian enfermedades o
lesiones en los animales experimentales. Segiin la
técnica descrita por Morales (2008), se buscaron
alteraciones causadas por pardsitos y patégenos en las
branquias, hepatopdncreas, intestino y musculo.

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

Se infectaron los camarones inyectdndoles una
suspension bacteriana, obtenida a partir de la dilucién
en solucidn salina estéril de un concentrado bacterial,
hasta lograr el estdndar de turbidez 0,5 de Mc Farland.
Los camarones se desinfectaron en la zona de
inyeccién con etanol al 70%, y se inocularon mediante
aplicaciéon intramuscular; entre el tercer y cuarto
segmento abdominal con una jeringa estéril de 1 cc y
con aguja de calibre 29x% (se evitaron traumatismos
excesivos). La solucion de bacterias utilizada contenia
en promedio 2,0x10° UFC/camar6n, similar a la
informacidén presentada por Zhang et al. (2012).

Histologia: para la fijacion y preparacion de los
animales e histologia, se siguié la metodologia descrita
por Bell y Lightner (1988) y Cuéllar (2008). En el
bioensayo se realizaron cortes y montajes para andlisis
en branquias, epitelio cuticular, glandula antenal,
hepatopdncreas, intestino, o6rgano linfoide, tejido
hematopoyético, musculo, génadas, tejido nervioso,
tejido conectivo y corazén. Por dltimo se realizd
la tincién de los tejidos con Eosina y Hematoxilina
(Morales-Covarrubias, 2004; Lightner, 1996). Estos
se analizaron observdndolos en un microscopio éptico
a aumentos de 100 y 400x.

El procesamiento de los tejidos para histologia
se realiz6 en la seccién de Patologia del Laboratorio
Nacional de Servicios Veterinarios (LANASEVE),
Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA) del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) de Costa
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Rica. Para este andlisis, se fijaron en forma aleatoria
un total de cuarenta camarones vivos, mismos que ya
presentaban signos clinicos como nado erritico o en
espiral, letargia y postracion sobre uno de los costados
de cuerpo. Estos signos clinicos se presentaron en un
periodo comprendido entre las seis y las doce horas
siguientes a la inoculacion de bacterias. La observacion
de las ldminas y su respectivo reporte se realizé en
forma conjunta entre el LANASEVE vy el Laboratorio
de Patologias y Parasitologia de Crusticeos.

Grados de severidad: se tom6 como criterio
de calificacion el descrito por Morales-Covarrubias
(2004), que da un valor numérico cualitativo del grado
de severidad de la infeccion o lesiones observadas a
400X de magnificacion.

Para la clasificacion y tipificacion de los esferoides
en el 6rgano linfoide o ectdpicos, se adaptaron los
criterios descritos por Hanson et al. (1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Del andlisis histopatolégico realizado en los
camarones seleccionados, se obtuvo informacion
producto de las reacciones producidas por la
inoculacién bacterial, donde se encuentra un grave
efecto citopdtico en los tejidos procesados de
Litopenaeus vannamei debido al desarrollo de la
infeccién por V. parahaemolyticus. Esto concuerda
con los estudios realizados en Penaeus monodon, en
los que se encontraron graves dafos similares ante
la infeccién de Vibrio harveyi, siendo los principales
efectos la formacién de nédulos y la agregacion de
hemocitos con presencia inusual en arterias y senos
hemales (Intaraprasong et al., 2009).

El hepatopédncreas (HP) presenté festoneo tubular
poco pronunciado en grados 1 y 2, baja a moderada
presencia de bacterias, edemas, nédulos hemociticos,
algunos de ellos melanizados en los senos hemales
intertubulares, se evidenci6 infiltracién hemocitica y
exfoliacién de células epiteliales necréticas (Figura
1A, B y C). El grado de las lesiones observado fue
G1-G2, este o6rgano fue posiblemente favorecido
por la ruta de infeccién empleada, en infecciones
crénicas se han reportado dafios mds pronunciados
(Morales-Covarrubias, 2004). Lavilla-Pitogo et al.
(1998), mencionan que se sitia al hepatopancreas
como el organo blanco ante la infeccién grave de
vibrios luminiscentes en los estanques de cultivo,
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Figura 1.

caracterizado por

Cortes histologicos de hepatopancreas, organo linfoide, misculo en L. vannamei infectados con V. pa-
rahaemolyticus. Costa Rica. 2012.

Hepatopéncreas: (A) Los bordes tubulares presentan festoneo y hemocitos picnéticos, el contenido
de reservas lipidicas es normal, en el recuadro se observan algunos nicleos picnéticos. (B) Nédulos
hemociticos basofilicos con centros sépticos y melanizados en espacios intertubulares. (C) Nédulos
hemociticos y exfoliacion de células epiteliales necrdticas, estas células desprendidas presentan nticleos
picnéticos (flechas). ()rgano linfoide: (D) Nédulos hemociticos melanizados (flechas), hipereosinofilia,
fuerte presencia bacterial (cabezas de flecha) y picnosis generalizada. (E) Material granular intracito-
plasmatico (cabeza de flecha) y presencia de bacterias teflidas basofilicamente en el espacio estromal
(flechas) rodeando el tejido endotelial, presencia de nicleos picnéticos en estroma tubular. (F) Pérdida
total de la estructura normal, material eosinofilico, infiltracién de hemocitos y esferoides tipo I (recua-
dro). Musculo estriado: (G) Necrosis coagulativa de las fibras musculares, infiltraciéon de hemocitos
en espacios interfasciculares, muchos de estos hemocitos lucen degenerados. (H) Bacterias en espacios
intermiociticos y nicleos picnéticos, se observa la ausencia de las fibras musculares en las zonas de
coagulacion. (I) Mionecrosis coagulativa severa, alta presencia de bacteria en espacios intersticiales,
licuefaccion, agregacion hemocitica, fibrosis, hipereosinofilia tisular y pérdida de estriacién en los mio-
citos con pérdida consecuente de la capacidad de contraccion. Tincion H&E.

inflamaciéon de los senos

infiltracién hemocitica, formacién de granulomas,

intertubulares y presencia de hemocitos, con epitelio
tubular necrotizado y alta presencia bacterial.
Igualmente, Esteve y Herrera (2000), hallaron
alteraciones histolégicas en el hepatopancreas
de Farfantepenaeus brasiliensis infectado con V.
alginolyticus, descritas como degeneracién celular y
picnosis extensiva, desaparicién de acinos tubulares,
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necrosis y alta acumulacion de bacterias.

En el o6rgano linfoide se generd fibrosis
generalizada, dilatacién de los senos hemolinfiticos
que contenian abundante material eosinofilico,
moderada infiltracion hemocitica, melanosis,
necrosis y licuefacciéon parenquimal con pérdida
total de la estructura tisular. Ademas se observo
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picnosis parenquimal y endotelial, presencia de
bacterias libres en senos hemolinfaticos y espacios
intersticiales, cariomegalia hipocrémica, colonizacién
bacterial abundante con necrosis coagulativa en
regiones endoteliales, células vacuolizadas, nédulos
hemociticos melanizados y formacién de esferoides
tipo A, B y C (Figura 1D, E y F). Este tejido fue
severamente afectado en todos los animales, debido
a su alta vascularizacién y al constante flujo de
hemolinfa. El 6rgano linfoide ha sido reportado como
tejido capaz de capturar patégenos (Hasson et al.,
1999; van de Braak et al., 2002) y la ruta de infeccién
utilizada posiblemente facilité una rdpida presencia
bacterial en los tejidos fuertemente irrigados, lo que
harfa esperar mayores dafios, tal como se evidenci6. El
grado de afeccidn de los 6rganos linfoides fue G4 para
todos los animales.

En otro estudio realizado en P. monodon pero
inoculado con V. arguillarum, reporté gran cantidad
de hemocitos encapsulando bacterias en el punto de
inyeccidn, logrando una disminucién de la circulacién
de estas en hemolinfa; en este caso el 6rgano linfoide
presentd la mayor cantidad de bacterias acumuladas,
con alta presenciade células fagociticas,desgranulacién
provocada por los hemocitos y alto contenido de
esferoides con nticleos picnéticos y células necréticas,
esto asociado a la carga infecciosa (van de Braak
et al., 2002). De esta manera, se corrobora en esta
investigacion, la importancia del 6rgano linfoide como
filtro para la captura y aislamiento de los materiales
extrafios que se encuentran presentes en la hemolinfa.

Se destaca la formacion de esferoides en el 6rgano
linfoide, que como mencionan Rusaini y Owens (2010),
podria 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 aparicién de
esferoides se debe a infecciones virales y desestiman
su formacién a procesos bacteriolégicos. Ante tal
situacién y al analizar las reacciones encontradas
en el presente estudio, se sugiere que la formacién
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
formacién de nédulos melanizados como respuesta
protectora en los tejidos infectados.

Otro aspecto importante a considerar, es el
desempeiio del 6rgano linfoide como las principales
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estructuras donde se generan reacciones para combatir
las afecciones sistémicas (Barraco et al., 2008).
Situacion reflejada en este estudio histopatolégico.
Los estudios publicados para este tipo de andlisis,
demuestran una alta similitud con los hallazgos
generados en la presente investigacién, confirmando
la respuesta del hospedador y la alta patogenicidad de
las bacterias pertenecientes al género Vibrio sp.y para
el presente caso en estudio especifico, a las infecciones
sistémicas por la especie V. parahaemolyticus.

Conrespectoal muisculoesquelético,se presentaron
areas extensas de necrosis coagulativa y licuefactiva
de las fibras musculares, nddulos hemociticos
melanizados multifocales, pérdida de estriaciones
e hipereosinofilia, infiltracién de hemocitos, alta
colonizacién bacterial, fibrosis, en algunas muestras
se detectaron algunos focos puntuales de infiltracién
hemocitica 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 afeccién en el punto de inoculacién fue de
G4, para todos los animales procesados.

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

En los cortes realizados en el corazén de los
animales procesados y tejidos adyacentes, se observd
la formacién de nddulos hemociticos multifocales
melanizados o no, con afeccion en tejido miocardico y
epicardico, proliferacién de fibroblastos e infiltracién
de hemocitos, picnosis periférica y difusa, fagocitos
capturando células picnéticas (Figura 2A, B y C).
Este 6rgano presentd lesiones en grados G1 y G2, sin
comprometer, aparentemente, su funcionalidad.

Las muestras de branquias mostraron nddulos
hemociticos multifocales, parcialmente melanizados,
tanto en los filamentos primarios como en los
secundarios, picnosis periférica, leve infiltraciéon de
hemocitos donde se observaban algunos de estos
picnoéticos en espacios vasculares, procesos fagociticos,
ntcleos picnéticos, melanosis y necrosis en lamelas
branquiales, asi como una fuerte presencia de bacterias
libres, indicando una infeccién activa (Figura 2D, E y
F). Se observo con frecuencia moderada, melanosis
apical en las lamelas branquiales. La severidad de
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Figura 2.

molyticus. Costa Rica. 2012.

Cortes histologicos de corazon, branquias, glandula antenal en L. vannamei infectados con V. parahae-

Corazén: (A) Nodulacion hemocitica, célula necrética con nicleo picnético, hemocito proximal e inicio
de respuesta inflamatoria. (B) Nodulo hemocitico sin melanizar en la cdmara cardiaca adyacente al mio-
cardio, picnosis y fagocitosis de células necréticas. (C) Nodulos hemociticos, uno de ellos melanizado
en el tejido miocardico, cercano al epicardio y presencia de nticleos picnéticos. Branquias: (D) Region
melanizada con masas de bacterias en su interior. (E) Nédulo hemocitico melanizado en ldmina bran-
quial y hemocitos picnéticos en espacios vasculares. (F) Nodulo hemocitico de gran tamafio en lamela
branquial, picnosis y necrosis. Gldndula antenal: (G) Nédulo hemocitico, subyacente a la glandula
antenal (recuadro). (H) Nodulo hemocitico en glandula antenal, picnosis periférica. (I) Dilatacién de
senos hemolinfaticos, hemocitos y nddulos hemociticos melanizados. Tincion H&E.

las lesiones observadas para estas estructuras fue
moderada pero consistente, calificindose como G2.

Por su parte, en la gliandula antenal se
desarrollaron nédulos hemociticos con presencia en
el laberinto, tejidos periféricos y en la regién del
celomasaco, también se presenté melanosis en tejido
conectivo periférico, podocitos picnéticos, agregacion
hemocitica melanizada o no, prominente dilatacion
de los senos hemolinfaticos, picnosis e infiltracion
hemocitica difusa (Figura 2G, H e I). Al igual que en
las muestras de los tejidos branquiales, las lesiones
fueron moderadas, clasificadas como G2.
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En el tejido conectivo se observaron masas de
bacterias basofilicas, nddulos hemociticos melanizados
y picnosis, lo anterior principalmente en dreas del
tejido conectivo del labrum y el tejido perigdstrico.
Por tltimo se presentd infiltracion hemocitica en tejido
conectivo estomacal (Figura 3A, B y C) y se considerd
en G3 debido a las lesiones que se presentaron.

Las gonadas en general no presentaron muchas
lesiones, aunque fueron visibles algunos nddulos
hemociticos melanizados en &mpula terminal y picnosis
en bazo deferente. Mientras que el tejido nervioso
presentd en algunos casos picnosis difusa, hemocitos
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Figura 3.

Cortes histoldgicos de tejido conectivo, tejido nervioso, epitelio cuticular, palpo mandibu-
lar en L. vannamei infectados con V. parahaemolyticus. Costa Rica. 2012.

Tejido conectivo: (A) Noédulo hemocitico en tejido conectivo esponjoso de la glandula
antenal, perteneciente a la region del laberinto. (B) Pequefios nédulos hemociticos multi-
focales en tejido conectivo perigastrico, melanizados. (C) N6dulo hemocitico melanizado,
en tejido conectivo perigdstrico, adyacente al epitelio. Tejido nervioso: (D) Masas de
bacterias en ganglio, necrosis del tejido nervioso con presencia de hemocitos. (E) N6dulo
hemocitico melanizado en laminas paraganglionares del globo ocular. Epitelio cuticular:
(F) Flagelo antenal con nédulo hemocitico, adyacente al epitelio subcuticular. (G) Nodulo
hemocitico en epitelio gastrico. Palpo mandibular: (H) N6dulos hemociticos multifocales,
melanizados. (I) Nédulo hemocitico melanizado formado por hemocitos picnéticos. Tin-

cion H&E.

parcialmente degenerados, nédulos hemociticos en
nervio ocular y en cordén nervioso posterior al ganglio
supraesofagico (Figura 3D y E). En todos estos tejidos,
el grado de lesion fue leve (G1).

En el epitelio cuticular se apreciaron agregaciones
hemociticas, noédulos hemocitos multifocales,
picnosis, ademds de nédulos hemociticos en epitelio
gdstrico y subcuticular (Figura 3F y G). Dada la alta
concentraciéon bacterial inoculada y la facilidad de
dispersién via hemolinfa, las lesiones se presentaron
en multiples 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
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infectada de forma oral, una fuerte perturbacién
del epitelio intestinal, asociada a necrosis de la
membrana basal e infestacion masiva de hemocitos
para combatir la infeccion, ademds de necrosis de
tibulos hepatopancredticos y encapsulacién bacterial.
De este estudio es importante resaltar que no hubo
dafio sistémico en branquias ni corazén.

Otros tejidos procesados evidenciaron la presencia
de noédulos hemociticos, picnosis y necrosis, tales
como el palpo mandibular (Figura 3H e I) y pedinculo
ocular (Figura 4B). El tejido hematopoyético produjo
escasos nddulos hemociticos melanizados, picnosis
y melanosis multifocal con bajo impacto en l6bulos
(Figura 4A). En los intestinos fue evidente en
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Figura 4. Cortes histoldgicos de tejido hematopoyético, globo ocular y flagelo antenal en L. vannamei infec-
tados con V. parahaemolyticus. Costa Rica. 2012.
Tejido hematopoyético: (A) Presencia de nédulos hemociticos (recuadro). Pediinculo ocular: (B)
Nodulos hemociticos en pedinculo ocular, picnosis y necrosis. Intestino: (C) Exfoliacion de células
epiteliales, con presencia bacterial, estas células presentan picnosis y citoplasmas eosinofilicos.
Arteria sub-gdstrica: (D) N6dulos hemociticos melanizados. Globo ocular: (E) Nédulo hemocitico,
subyacente a los rhabdomas, picnosis y melanosis. Flagelo antenal: (F) Nédulo hemocitico melani-

zado. Tinciéon H&E.

algunos casos, la generacidon de procesos picnéticos,
nédulos hemociticos melanizados y picnosis en los
miocitos longitudinales (Figura 4C). Por otro lado,
se presentaron nddulos hemociticos melanizados en
arteria sub-gastrica (Figura 4D), flagelos antenales
(Figura 4F) y entre las glandulas tegumentales. En
el globo ocular se desarrollaron nédulos hemociticos
subyacentes a los rhabdomas, picnosis y melanosis,
aunque sin presencia de bacterias intranodulares o
externas (Figura 4E). Estos tejidos presentaron grados
Gl y G2. En todos los casos con una prevalencia
menor al 10% de las muestras.

Al considerar los mecanismos de defensa de los
camarones, es importante resaltar el papel que cumplen
los hemocitos para combatir a las bacterias patégenas, 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 formacion de esferoides es también considerado
un sistema de aislamiento de cuerpos extrafios en los
camarones, incluyendo agentes virales y bacteriales.
Sin embargo, en infecciones severas, es posible que
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se generen lesiones que imposibiliten la capacidad
funcional del érgano, tal como se observd en estos
animales, debido a la pérdida total de la estructura del
organo linfoide, incluidas sus zonas vasculares.

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

La picnosis y melanosis son comunes a muchos
organos y tejidos lesionados, los cuales se presentan
como respuesta inespecifica a las infecciones o como
consecuencia a los dafios tisulares generados por
los patégenos. Igualmente, en episodios infecciosos
severos pueden comprometer la integridad y
funcionalidad de los tejidos del hospedador.
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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 informacién vinculada a esta patologia
en particular y que puedan generar un diagndstico
oportuno ante un brote, como las mencionadas por
Tran et al. (2013).
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