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RESUMEN

Antecedentes: Los cultivos de camaron del noroeste de México han presentado epizootias desde el 2013
con pérdidas de mas del 80%. Como Unico antecedente se conoce la enfermedad de la necrosis hepatopan-
creatica aguda (AHPND), causada en Asia por una cepa nueva de Vibrio parahaemolyticus (VP-AHPND+) que
produce las toxinas PirA y PirB del plasmido pVA1. Objetivos: Caracterizar al agente causal de epizootias
en granjas, realizar comparaciones genomicas de secuenciacion de la region 16S ADNr para identificar la
variabilidad entre las cepas y evaluar la resistencia desarrollada contra antibicticos in vitro. Métodos: Se mo-
nitorearon esteros, drenes y granjas del sur de Sonora, colectandose asépticamente muestras de agua, se-
dimento y camardn. Se realizaron cultivos bacterianos en TCBS y las colonias verdes fueron resembradas en
CHROMagar Vibrio. Los aislados patdgenos se identificaron por PCR-AP3 especifico para la cepa VP-AHPND+.
El polimorfismo de las cepas se analizd mediante secuenciacion de la region 16S ADNr y la técnica de rep-
PCR (GTG)5. La resistencia a antibi6ticos se realizo con oxitetraciclina, florfenicol, enrofloxacina, magnacina
y sulfacloropiridacina-trimetroprim. Resultados: Durante el 2013-2014 se aislaron 444 cepas (82 del 2013y
362 del 2014). Se seleccionaron 83 de estas, de las cuales 16 fueron positivas por PCR. Las secuencias de la
region 16S ADNr se compararon con las del banco de genes y se encontrd que tienen elevada homologia con
las de VP-AHPND-+ de Sinaloa con diferencias de las Tailandia y China, el polimorfismo ocurre principalmente
en 15 secuencias nucleotidicas. Respecto a las pruebas de resistencia a antibidticos se identificaron cepas
resistentes a oxitetraciclina y sulfacloropiridacina-trimetroprim. Conclusiones: El VP-AHPND+ se identifico
como agente causal de la AHPND en granjas de Sonora y presento polimorfismo entre las cepas las cuales
fueron resistentes a antibiéticos aplicados regularmente en las granjas.

Palabras clave: camaron, Litopenaeus vannamei, sindrome de la mortalidad temprana, Vibrio parahae-
molyticus AHPND+.

ABSTRACT

Background: Shrimp farms in northwestern Mexico have had outbreaks since 2013 with losses of more
than 80%. The only background is the acute hepatopancreatic necrosis diseases (AHPND) originated in Asia
for a new strains of Vibrio parahaemolyticus (VP-AHPND+) that produce toxins PirA and PirB of the plasmid
pVA1. Goals: To characterize the causative agent of epizootics in farms; to perform genomic comparisons
of sequencing of the 16S rDNA region to identify the variability that occurs in the strains and evaluate the
resistance developed against antibiotics in vitro. Methods: Estuaries, drains, and farms of southern Sonora
were monitored; samples of water, sediment and shrimps were aseptically sampled. Bacterial cultures were
performed in TCBS and the green colonies were streaked in the selective culture media CHROMagar Vibrio
medium. Bacteria were identified by PCR-AP3 specific for the strains VP-AHPND+. Polymorphism of strains
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were analyzed by sequencing the 16S rDNA region and the rep-PCR
(GTG)5 technique. Antibiotic resistance was examined for oxitetracicli-
ne, florfenicol, enrofloxacin, magnacin, sulfacloropiridacin-trimetroprim
and enrofloxacin. Results: Throughout 2013-2014, 444 strains were
isolated (82 from 2013, and 362 from 2014). Eighty-three were se-
lected, from which 16 were PCR-positives. Sequences from 16S rDNA
region were compared with those deposited at GenBank, and a high
homology was found with sequences from VP-AHPND+ from Sinaloa
with differences of those from Thailand and China, polymorphism oc-
cur mainly in 15 nucleotide sequences. Regards to antibiotic resistance
tests, strains with resistance to oxytetracycline and sulfachloropyridazi-
ne-trimethoprim were found. Conclusions: VP-AHPND+ was identified
as the causative agent of AHPND in shrimp farms from Sonora and the
polymorphism among the strains was confirmed, also antibiotic resis-
tance was found against antibiotics, regularly applied to shrimp farms.

Keywords: bearly mortality syndrome, Litopenaeus vannamei, shrimp,
Vibrio parahaemolyticus AHPND +

INTRODUCCION

El cultivo de camarén es una industria productiva a nivel mundial con
un crecimiento exponencial en la ultima década. El principal estado
productor de camardn en nuestro pais es Sinaloa con mas de 96 mil
toneladas, le sigue Sonora con 75 mil toneladas y Nayarit con 17 mil
toneladas (Garcia, 2020). En el pais existen 1,447 granjas, con un area
total de 45,000 hectareas destinadas al cultivo de camarén; esta ac-
tividad es el sustento de miles de habitantes de las costas de Sonora,
Sinaloa, Nayarit, Baja California Sur y Tamaulipas, ademas de otros 11
estados, lugares donde se concentra la produccion de 237 mil 647 to-
neladas (CONAPESCA, 2018; Garcia, 2020).

El mayor problema al que se habia enfrentado la camaronicultura
en el pais eran las epizootias causadas por infecciones virales. Dentro
de los patdgenos que ocasionan las mayores pérdidas a la industria
mexicana se encuentran los virus de la necrosis hipodérmica y hemato-
poyética infecciosa (IHHNV= Infectious hypodermal and hematopoietic
necrosis virus), del sindrome de Taura (TSV= Taura syndrome virus) y el
virus del sindrome de mancha blanca (WSSV=White spot syndrome vi-
rus) (Lightner & Redman, 1998; Flegel et al., 2008; Lightner, 2011). Sin
embargo, desde el 2009 se presento en Asia una enfermedad bacteria-
na emergente llamada sindrome de la muerte temprana (EMS= Early
mortality syndrome) o enfermedad de la necrosis hepatopancreética
aguda (AHPND= Acute hepatopancreatic necrosis disease), el agente
causal es una cepa nueva de Vibrio parahaemolyticus (VP-AHPND+)
(Flegel, 2012; Tran et al., 2013). La enfermedad EMS/AHPND se propa-
g6 en el 2010 hacia granjas del sur de China y la isla de Hainan; para
principios de 2011 se habia detectado en Vietnam y Malasia (Lightner
et al., 2012), lo que ocasiond pérdidas billonarias en produccion. En el
noroeste de México (Nayarit, Sinaloa y Sonora) se presentaron epizoo-
tias severas en el cultivo de camardn desde el 2013 (SENASICA, 2014)
las cuales generaron grandes pérdidas de hasta el 80% en la produc-
cion en el inicio del cultivo, debido a patologias similares a AHPND (Tran
etal., 2013), en México ya existian reportes en Sinaloa (Soto-Rodriguez
et al., 2015), donde actualmente contindan las epizootias (CESASIN,
2020). Por consiguiente, el comité Estatal de Sanidad Acuicola del Es-
tado de Sonora A. C. (COSAES) reportd pérdidas millonarias, pues si en
el 2009 la produccion alcanzé 81,423 toneladas, en 2013 solo llego
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a 13,192 toneladas, por lo que se recomendd cerrar las granjas en el
siguiente ciclo 2014, aunque ya no es tan grave la enfermedad en la
camaronicultura, la produccioén continta con pérdidas (COSAES, 2017).
Las estimaciones anteriores del impacto econémico acumulativo de
AHPND han oscilado entre $ 8 mil millones de ddlares para Asia y $
4 mil millones para Estados Unidos (Aranguren-Caro et al., 2020), pais
donde iniciaron las mortalidades en el 2017 (Dhar et al., 2019).

La enfermedad AHPND se caracteriza por el desprendimiento ma-
sivo de los tibulos de las células epiteliales del hepatopancreas (HP),
causada por las toxinas PirA y PirB de V-AHPND+. El diagndstico pre-
ciso se bhasa en la deteccion de una region intergénica de PirA para
validar la presencia especifica del patogeno (Sirikharin et al., 2015). Es
importante subrayar la resistencia a antibiéticos que han desarrollado
algunas cepas de VP-AHPND+ a la oxitetraciclina y tetraciclina rela-
cionada con el gen tet, transportado por un plasmido; otros aislados
presentan resistencia a las quinolonas, probablemente por la adquisi-
cion de plasmidos que median la resistencia a las quinolonas (PMQR)
o debido a los cambios en expresion de las bombas de expulsion y
porinas que controlan la cantidad de droga en la célula bacteriana (Han
et al., 2015; Rortana et al., 2018).

Debido a la importancia que tiene AHPND, los objetivos del presen-
te trabajo fueron (1) identificar los aislados bacterianos de las cepas
causantes de epizootias mediante analisis por PCR con los primers AP3
especificos (2) realizar comparaciones gendmicas de secuenciacion de
la region 16S ADNr de las cepas colectadas durante los ciclos de cultivo
2013 y 2014 para determinar si el agente causal de las mortalidades
atipicas del camardn en las granjas del estado de Sonora son la misma
o diferentes cepas de V. parahaemolyticus que causa la VP-AHPND+
en Asia; (3) Determinar el perfil genomico con elementos de PCR pa-
lindrdmicos extragénicos repetitivos, conocido como rep-PCR, con los
primers GTC,y (4) evaluar la resistencia de VP-AHPND+ a antibidticos
comerciales.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: En el ciclo de cultivo del 2013, los sitios de muestreo
fueron nueve, seis de ellos ubicados en la Junta Local de Sanidad Acui-
cola (JLSA) de Cruz de Piedra en el centro de Sonora (27°57°3” Latitud
Norte y 110°40’33” de Longitud Oeste), una en Tobari (27°03°00” LN y
109°53'00” LO) y dos en Atanasia (26° 47’ 2.59” LN y 109° 48’ 48.20”
LO). Las muestras incluyeron camardn (silvestre y de cultivo), sedimen-
toy agua.

Para las muestras del ciclo 2014 se monitorearon cuerpos de agua
(esteros y drenes) circundantes a las granjas que presentaron morta-
lidad en el ciclo 2013, las localidades son en los esteros de Melagos
(27° 09’ 46.90” LN, 110° 15’ 58.49” L0), Atanasia (27° 08’ 08.85” LN,
110° 11’ 27.67” LO) y El Riito (26° 47’ 2.59” LN, 109° 48’ 48.20” LO)
(COSAES, 2017).

Colecta de muestras: Las muestras se colectaron asépticamente en
bolsas estériles (Whirl-pack, Fort Atkinson, Wisconsin) y consistieron en
100 mL de agua y 50 g de sedimento de cada sitio, introduciéndolas
en las columnas de agua o esteros adjuntos al area de suministro de
las granjas. Estas se almacenaron en hieleras para trasportarlas y ana-
lizarlas en el laboratorio como lo recomienda la Norma oficial Mexicana
(NOM-230-SSA1-2002). Para la captura de los camarones silvestres o
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de cultivo, se utilizd el muestreo dirigido con una atarraya convencional,
mediante, en el cual se colectaron organismos con caracteristicas o
signos anormales que presumiblemente estén asociados con alguna
enfermedad (OIE, 2013). Para la transportacion de los organismos vivos
al laboratorio se utilizaron acuarios de plastico limpios con agua del
mismo sitio (Joshi et al., 2014).

Andlisis bacterioldgicos de agua: se sembraron directamente 100
pL de la muestra en placa en el medio de cultivo TCBS (Thiosulfate
Citrate Bile Salts Sucrose; DIFCO, BD, México), posteriormente se in-
cubaron por 18 a 24 h a 28 - 30 °C (Gomez-Gil et al., 1998; Soto-Ro-
driguez et al., 2010). En el caso del sedimento este se mezcld 1:1 con
agua marina estéril y se macerd con un mortero, posteriormente se
centrifugd para separar las bacterias del sedimento para diluirlas en
forma seriadas (10" - 10%), sembrandose 100 ulL en el medio de cultivo
(Galaviz-Silva et al., 2018).

Andlisis bacterioldgico de postlarvas (PL's): se pesé un gramo de
muestra y se macer6 en 10 mL de solucion salina al 2% estéril, des-
pués se sembraron 100 pL en el medio de cultivo TCBS y se incubaron
de 18 a 24 h a una temperatura de 28 a 30 °C (Gomez-Gil et al., 1998;
Soto-Rodriguez et al., 2010). Para el andlisis bacteriologico de HP en
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juveniles, se utilizaron pinzas de diseccion estériles y bajo condicio-
nes asépticas se peso 1 g de cada uno para macerarse en 10 mL de
solucion salina al 2% estéril en mortero; de este se cultivaron 100 pL
en TCBS y se prosiguidé como en el caso de las PL's (Gomez-Gil et al.,
1998; Soto-Rodriguez et al., 2010).

Aislamiento y purificacion de cepas bacteriologicas: Para la pre-se-
leccion de colonias de VP se incluy6 tnicamente las colonias verdes
del agar TCBS (crecimiento tipico de V. parahaemolyticus) con o sin
presencia de bioluminiscencia y se resembrd en agar tripticaseina de
soya (TSA; DIFCO, BD) + 2% de NaCl y en CHROMagar Vibrio que es un
medio diferencial para VP, pero no para VP-AHPND+, donde crece de
color malva (CHROMagar, Paris, Francia), el método que se utilizd fue
por estria cruzada a una temperatura de 35°C por 24 h (Di-Pinto et al.,
2011). Estas cepas de VP fueron agrupadas por area de colecta y tipo
de muestra (sedimento, agua, PL’s o juveniles), seleccionandose solo
una para la identificacion definitiva por PCR con primers especificos
para VP-AHPND+.

En el 2013 se revisaron 106 casos y en el 2014 fueron 496 (Tabla
1y 2, respectivamente).

Tabla 1. Aislados bacterianos de Vibrio parahaemolyticus (no confirmados AHPND+) en agua, sedimento y camaron del ciclo de cultivo 2013 en tres

Juntas Locales de Sanidad Acuicola (JLSA) en el sur de Sonora.

JLSA Agua (N/P?) Sedimento (N/P) Larva (N/P) HP °(N/P) Total (N/P)
Atanasia 8/6* 7/5 5/3* 3/3 2317
Mélagos 8/5* 5/4* 77 3/3* 23/19
El Riito 51 5/2 30/27 20/16 60/46
Total 21/12 17/11 42/37 26/22 106/82

2 (N/P) = (Nimero de casos/Positivos); °HP= Hepatopancreas. Se marcan con (*) el tipo de muestra donde se detectaron los casos AHPND+.

Tabla 2. Aislados bacterianos de V. parahaemolyticus (no confirmados AHPND+) en agua, sedimento y camaron durante el ciclo de cultivo 2014 en

11 Juntas Locales de Sanidad Acuicola (JLSA) en el estado de Sonora.

JLSA Agua (N/P?) Sedimento (N/P) Larva (N/P) HP 5(N/P) Total (N/P)
Aquiropo - - - 7/5 7/5
Atanasia 20/16 5/3 10/4 30/28 65/51
Bahia de Kino 4/2 - 11 7/6 12/9
Bahia de Lobos 40/30* 20/15* - 25/22* 85/67
Cruz de Piedra 10/7 10/5 101 10/5** 40/18
Mélagos 40/39* 15/10 15/11 70/61* 140/121
El Riito 5/3 5/2 - 10/6 20/11
Santa Barbara - - 5/1 5/1 10/2
Siari 2/2 - - - 2/2
Tastiota 10/2 - - 10/9* 20/11
Tobari 15/13* 10/5 10/4* 30/21 65/43
*Sin definir 10/8 - - 20/14 30/22
Total 156/122 65/40 51/22 224/178 496/362

34(N/P) = Nimero de casos/Positivos; ® HP = Hepatopancreas; SM : Sin muestra. Se marcan con (*) el tipo de muestra donde se detectaron los casos AHPND+.
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Patogenicidad de las cepas: Las colonias con crecimiento en CHRO-
Magar Vibrio y positivas por PCR, fueron inoculadas en camarones de
1 g (Megalarvas de Sinaloa, S. de R.L.) para comprobar el segundo y
tercer postulado de Koch (EI microorganismo debe poder ser extraido
y aislado de un organismo enfermo y cultivarse en un cultivo puro y el
microorganismo que se ha cultivado en un cultivo deberia poder causar la
enfermedad una vez introducido en un organismo sano, respectivamen-
te). Se inoculd un grupo de cinco camarones por cada cepa de VP-AHP-
ND+ en acuarios previamente desinfectados y separados en agua marina
sintética (35 %o, Rangen, Buhl, ID, USA); los retos de patogenicidad se
realizaron por inmersion por 15 min con cultivos frescos de las cepas
(incubados 24 h a 30 °C, a una concentracion de 0.5 de la escala de
McFarland). Después de la inmersion, los camarones se regresaron al
acuario correspondiente junto con el indculo (Tran et al., 2013). El caldo
soya tripticaseina (TSB) estéril + 2 % NaCl se us6 como control negativo.
El control positivo consistio en el indculo con la cepa VP-AHPND+ MC32,
proporcionada por Ricardo Sanchez Diaz. Los camarones retados en los
bioensayos se mantuvieron en observacion hasta la manifestacion de los
signos clinicos de la AHPND (anorexia, nado erratico, HP palido, intestino
vacio y letargia (Soto-Rodriguez et al., 2015); de los camarones enfermos
se obtuvieron muestras para histopatologia y PCR.

Caracterizacion molecular: La extraccion del ADN de las cepas bac-
terianas obtenidas de estdmago, HP, agua y sedimento, se realiz6 con
DNAzol (Invitrogen, Carlbad, CA., USA), segln las instrucciones del fa-
bricante. Se utilizaron 100 ng de ADN de las muestras cuantificadas
en el espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA) disueltas en 50 pL de agua estéril y se conservaron
a -20°C hasta su uso (Galaviz-Silva et al., 2018).

Identificacion por PCR: Se realizo la identificacion de VP-AHPND+ por
medio de PCR punto final. El coctel de reaccion se prepar6 con una mez-
cla de amortiguador 5X, 1.5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0.2 uM de
cada primer especifico (AP3F) - 5’-ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC-3’
y (AP3R) - 5’-21 GTGGTAATAGATTGTACAGAA-3’, 3 L de ADN de la mues-
tray 1 U de Taq polimerasa GoTaq (Promega, Madison, WI), para tener
el volumen final de 25 pL con agua bidestilada (H,0d) (Sirikharin et al.,
2015). Se utilizd un programa de precalentamiento de 94° por 5 min,
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion de 94° por 30 s, anillamiento
de 53°C por 30 s, extension de 72°C por 40 s y una extension final de
72 por 5 min en un termociclador (MultiGene thermal cycler, Labnet In-
ternational, Inc., Edison, NJ). Se obtuvieron productos amplificados de
336 pb observados en un transiluminador de luz UV (Bio-Rad) en geles
de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio (Sirikharin et al., 2015).

Analisis genomico de la region 16S rADN: La caracterizacion mole-
cular del polimorfismo de las cepas se analizd amplificandose la region
del gen 16S ADNr de las bacterias PCR positivas con los primers: UTF
(5’-CTYAAAKRAATTGRCGGRRRSSC - 3’) y U1R (5’-CGGGCGGTGTGTR-
CAARRSSC-3’) (Rivas et al., 2004). Se prepard una mezcla de 25 pL
con amortiguador 5X, 1.5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0.2 uM de
cada primer, ADN de las bacterias (100 ng), 1 U de Taq polimerasa (Go-
Tag, Promega) y H,0d. EI programa de amplificacion inicié con un ciclo
de 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
durante 1 min, alineamiento a 55°C por 2 min y extension a 72°C du-
rante 1 min con una extension final a 72°C por 7 min. Los productos se
visualizaron en geles de agarosa al 1%, en un transiluminador UV (Bio-
Rad). Posteriormente los amplicones fueron purificados con el estuche
QIAquick PCR (Qiagen). La secuenciacion se realizo en los Servicios Ge-
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nomicos de CINVESTAV-LANGEBIO, Irapuato, Guanajuato. La secuencia
de los productos amplificados se depositd en el GenBank (https://www.
nchi.nlm.nih.gov/genbank/) para compararlas con las registradas en el
banco de datos y determinar la homologia con Blast (https://blast.ncbi.
nim.nih.gov/). Se elabor6 el dendrograma que determina la evolucion
filogenética y el grado de similitud con las descritas en otras regiones
geograficas. Las ramas corresponden a particiones en al menos 500
réplicas por “bootstrap”. La distancia evolutiva se comput6 con el mé-
todo “p-distance” y son el nimero de diferencia en las bases por sitio,
involucrandose a 17 secuencias de nucledtidos. EI analisis se realizo
con Mega 7 (Saitou & Nei, 1987).

Variabilidad de las cepas por rep-PCR - (GTG),: Para discriminar
entre cepas PirA+ seleccionadas por PCR, se utilizé la técnica de rep-
PCR (GTG),, la cual se basa en la amplificacion de secuencias palin-
drémicas repetidas intercaladas en el ADN. Se preparé una mezcla de
25 L para PCR con amortiguador 5X Taq Green (Promega), 25 mM
MgCl,, 25 mM desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs), 25 uM del
primer (GTG), 5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3’, H,0d, ADN (100 ng/uL) y 1 U
de ADN polimerasa (GoTaq, Promega). La amplificacion comenzd con
una pre desnaturalizacion a 95°C (7 min), seguido por 4 ciclos de 95°C
(2 min), 36°C (2 min) y 72°C (2 min), mas 30 ciclos de 95°C (1 min),
50°C (1 min) y 72°C (1 min). La elongacion final fue a 72°C por 5 min.
Las muestras se analizaron visualmente en electroforesis de geles de
agarosa al 1.5% en 1X TBE (Tris Borato EDTA), a 100V por 1 h'y 30 min
y de estos se seleccionaron las cepas con perfiles o patrones de bandas
diferentes (Matsheka et al., 2005).

Resistencia a los antibidticos: Los antibidticos comerciales AVIMEX
(Cd. De México, México) utilizados para los antibiogramas fueron: Oxi-
blend (Oxitetraciclina: 0XD), Flor-blend (Florfenicol: FLD), Enro-blend
(Enrofloxacina: EBD), Magna-mix (Magnacina: MGX), Tri-mex (Sulfaclo-
ropiridacina y Trimetroprim: TX) y Aviflox (Enrofloxacina: AFX). El gra-
do de sensibilidad se establecié de acuerdo al didmetro de inhibicion:
muy sensible (>17 mm), sensible (12-16 mm), intermedio (8-11 mm)
y resistente (< 12-17 mm, segun el antibiotico), de acuerdo al criterio
establecido de CLSI (2005a; 2005b) ajustandose la turbidez de la sus-
pension bacteriana a 0.5 de la escala de McFarland en el medio de
cultivo Mueller Hinton (DIFCO, DB) con 2% de NaCl por triplicado para
cada antibi6tico y bacteria evaluada (Yano et al., 2014).

Analisis estadistico: Para el analisis de datos de antibiogramas, se
realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) simple para comparar entre las
variables analizadas, con pruebas de rangos mdltiples y la prueba de
(LSD) Fisher con el Paquete estadistico STATISTICA Version 5.0.

RESULTADOS

Andlisis bacteriano: De los muestreos en los esteros y en granja de
camaron se aislaron colonias verdes caracteristica en el crecimiento de
VP en el agar TCBS (se ignoraron las colonias amarillas). Estas colonias
se ordenaron segun el tipo de muestra y localidad, agrupandose en 82
aislados en los ciclos de cultivo del 2013; la mayoria provino de El Riito
con 46 cepas aisladas, 27 de larvas, 16 de HP, 2 de sedimento y una
de agua (Tabla 1). Las muestras analizadas de granjas de cultivo en las
JLSA durante el ciclo de cultivo 2014 ascendieron a 362 cepas de VP, la
mayoria de Mélagos (121), Bahia de Lobos (67), Atanasia (51) y Tobari
(43) sumando en ambos afos 444 muestras procesadas (Tabla 2).
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Todas estas cepas se resembraron en el medio de cultivo CHROMagar
Vibrio y 186 presentaron caracteristicas para VP con coloracion malva,
de los cuales se seleccionaron 83 cepas que representa el 18.6%; se
descartaron aquellas que se repetian el lugar de procedencia y mismo
tipo de muestra (PL’s, juveniles, sedimento o agua) para la identifica-
¢ion por PCR para VP-AHPND+ con el método AP3.

Identificacion por PCR: Las cepas positivas por PCR fueron 16, mos-
trando los amplicones de 336 pb (Fig. 1), la procedencia de las mues-
tras (agua, sedimento, PL's o juveniles) y la localidad donde fueron
obtenidas se describen en la Tabla 3.
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Se obtuvieron nueve cepas VP-AHPND+ de HP de camarones (HP y
PL’s) de granjas que presentaban epizootias. De las muestras de agua se
recuperaron otros cinco aislados y dos de sedimento en los estanques.

Caracterizacion bioquimica de las cepas: El perfil bioquimico de las
cepas VP-AHPND+ muestra tres grupos diferentes. En la Tabla 3 se en-
listan el grupo de cepas que mostraron el mismo perfil bioquimico y PCR
positivo a AP3. El segundo grupo presenta diferencias por fermentar la
ramnosa y una cepa fue positiva a ornitina. El tercer grupo muestra un
perfil idéntico a la cepa de referencia de ATCC 17802 de V. parahae-
molyticus AHPND -, el segundo y tercer grupo fueron descartados en el
proceso de preseleccion de crecimiento en CHROMagar Vibrio.

Figura 1. Cepas AHPND+ con primer AP3, cepas positivas con amplicones de 336 pb

Tabla 3. Cepas positivas para VP-AHPND+ por localidad y tipo de muestra

CLAVE Localidad Ciclode  \ estra  pcrApg  NUmero de acceso

cultivo al GenBank
Vp-B25 Tobari Agua + MH091005.1
Vp-D2 Bahia de Lobos Sedimento + MH091006.1
Vp-D11F  Tobari Larva + MH091007.1
Vp-D12F  Atanasia Larva + MH091008.1
D19F Mélagos Sedimento + MH091009.1
D50 Bahia de Lobos HP + MH091010.1
D74F Mélagos Larva + MH091011.1
D92 Cruz de Piedra HP + MH091012.1
D125 Bahia de Lobos Agua + MH091013.1
D139 Cruz de Piedra HP + MH091014.1
D141 Mélagos HP + MH091015.1
D190 Mélagos HP + MH091016.1
D196F Atanasia Agua + MH091017.1
D236pF Tastiota HP + MH091018.1
D254 Mélagos Agua + MH091019.1
D266 Mélagos Agua + MH091021.1
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Secuenciacion de la region 16S ADNr: Las secuencias de la region
16S ADNr de las cepas aisladas de Sonora se depositaron en el Gen-
Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con los niimeros de acceso cita-
dos en la Tabla 3. En el analisis evolutivo se definen tres grupos (Fig. 1):
Las primeras que se originaron en Tailandia (3HP y 5HP) y China que

Galaviz-Silva L. et al.

surgieron en el 2009 (Fig. 2A) y se caracterizan por tener 15 secuen-
cias (Fig. 2B) diferentes de nucleétidos en las regiones analizadas que
enmarcan el polimorfismo de la region 16S ADNr y separan el origen
evolutivo; en la segunda rama se separan las cepas de Sonora descri-
tas en este trabajo y luego las Sinaloa.

E ITS—D74

ITS
gi 667697176 S1392(SONORA) = JPLU00000000
ITS—D190

ITS—-D2

D125

gi 667698292 S1708(SONORA) = JPLV00000000

ITS—D50
ITS—-D19

ITS—-D92

ITS—D254
ITS—D147
gi 576307520 MO605(SINALOA) = JALL00000000
ITS-D196
ITS—D2E3

ITS—-D2368
ITS—-D12

ITS—139

ITS—-D117

[~ 9t 6697168518 gb SHP TAHI = JPkT00000000

[ gi 669768687 gb CHINA= JPKU00000000

ITS—B25

gi 6697167370 gb 3HP TAHI = JrPKs00000000

Figura 2A. Relacion evolutiva de las taxas: (A) La historia evolutiva fue inferida con el método NJ (Neighbor-Joining) con 500 réplicas, indicandose la distancia de las

cepas asiaticas, las de Sinaloa y Sonora.

5HP-THAI 3HP-TAHI CHINA SINALOA SONORA CEPAS - ITS
REGION (2013) (2013) (2013) (2013) (2013) (SONORA 2014)
18,692 - 18,693 TC CA TC AC TC -
18,710 - 18,711 TC 1 TC GT - -
18,733 - 18,736 TAT GTG TAT TGG GAA GGG
18,776 - 18,777 AT i AT AA cc AA
18,810 - 18,813 TGG TCA TGG CAA CAA T
18,866 - 18,868 TGT ATT TGT CGT cTT T
18,940 - 18,942 GAA GTT GAA GCA CTG GGG
18,969 - 18,977 | TAGACGAAT  AATCCTAGG TAGACGAAT AGTCCAGA  AAATCTTGT | GGGCGTAAA
18,993 - 19,001 | ACACTATGG  SSTGAGTGG ACACTATGG TGCTGGTAA  TGTTCTTGA | GGTTTGTTA
19,009 - 19,013 TAGAG GAACC TAGAG GCAGT TGGGT CAGAT
19,045 - 19,053 | CGCTGTGAT TAAGGTGAA CGCTGTGAT TGCAGCGAT  CACATCAAT | CAACCTCGG
19,437 - 19,446 | TGTATTTACT TGCTCGCGCA TGTATTTACT CGAAAGTAAT CCAGTGTAAG | TGGTTTAATT
19,477 - 19,886 | AGGGTTACTT GCTCTCGCTC AGGGTTACTT ATTCCTAACA GCGTGTACTG | ACTCTTGACA
19,518 - 19,525 | CTACGTTG TITCTCTT ~ CTACGTTG  TCATTCCT TAATGGTG ATGGATTG
19,555 - 19,561 | GCCTCTC GCGCTCA GCCTCTC ACGCTCT GTGGCAC GTGCTGC

Figura 2B. El analisis evolutivo involucrd 15 secuencias de nucle6tidos que marcan el polimorfimo de las cepas. Todas las posiciones que contenian espacios vacios

(gaps) fueron eliminados. Habia un total de 825 posiciones en la hoja de datos. El analisis evolutivo se realizd con MEGA7.
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92 123 139 141 190 196 236 254 263

Figura 3. Perfil de amplicones para las cepas de VP-AHPND+ donde se utilizo la técnica de rep-PCR (GTG),, la cual se basa en la amplificacion de secuencias palin-
drémicas repetidas intercaladas en el ADN , la lectura del gel se realizé con el software GelAnalizer 2010.

Variabilidad de cepas por PCR - (GTG),: El analisis demuestra que
existe polimorfismo entre las cepas de estudio representado primero
por cinco grupos (A, B, C, D y E) que muestran el mismo perfil de am-
plicones (Fig. 3). La distribucion de las cepas, el lugar de procedencia
y la cantidad de cepas por JLSA muestra que la mayor variabilidad de
las cepas VP-AHPND+ ocurrid en el sur de Sonora, donde se obtuvieron
la mayoria de las cepas identificadas en el presente estudio, con una
mayor variedad de biotipos, esto se debe a que se encuentran la mayor
concentracion de granjas de cultivo de camardn en el estado, de las 11
JLSA que se muestrearon, solo en 6 JLSA se obtuvieron las cepas de
VP-AHPND+. En cuatro JLSA al sur de estado se identificaron 15 cepas
positivas, dos cepas para el centro y una para el norte de Sonora (Fig. 4).

Resistencia a los antibidticos: Los resultados de los antibiogramas
con los antibidticos comerciales muestran que algunas cepas presen-
tan un mayor grado de inhibicion o resistencia a algtn antibiético (Fig.
5). Enla Tabla 4 y Fig. 5 se registran los diametros para todas las cepas
evaluadas, incluso también con la cepa de referencia ATCC y MC32.
Todas las cepas presentan diferencias significativas (P< 0.05) entre
los halos de inhibicién de los antibiéticos evaluados, las cepas mos-
traron mayor sensibilidad a EVD, FLD, AFX y MGX. Doce cepas (75 %)
presentaron resistencia a OXD, con halos de inhibicion de 7 a 12 mm,
(Fig. 5y 6). En la Tabla 4 se muestran diferencias significativas entre las
cepas en la inhibicion con EBD, FLD, MGX y AFX. El 62.5 % (10 cepas)
presentaron resistencia al antibiético TX sin mostrar halos de inhibicion.

D2 —-DS50— D125 —= ->.. =

D19 -D7

4—D141—-D190- D:

i — D263

Figura 4. Distribucion de las cepas positivas a AHPND en el estado de Sonora.
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Tabla 4. Antibiogramas de las cepas AHPND+ de Sonora.

Antibiogramas (halos de inhibicién en mm)

Cepas OXD EBD FLD MGX TX AFX
ATCC 24 22 30 26 22 22
B25 12* 26 31 20 0* 28
D2 12* 24 29 19 0* 26
D11F 7* 22 30 22 26 26
D12F 8 22 30 22 26 23
D19F 10* 24 29 19 0* 25
D50 10* 26 30 20 0* 27
D74F 12* 25 31 21 0* 25
D92 24 21 28 19 21 22
D125 12 27 31 24 0* 26
D139 23 22 29 19 21 22
D141 11+ 25 31 22 0* 26
D190 12 25 32 21 0* 26
D196F 24 24 30 23 19 24
D236pF 25 25 30 19 21 24
D254 10* 25 30 20 0* 26
D266 12 23 29 18 0* 24
MC32 9* 22 29 22 0* 23
X 154 248 30°¢ 21° 9k 25°

* = Resistente; OXD= Oxitetraciclina; EBD= Enrofloxacina; FLD= Florfenicol; MGX= Magnacina; TX= Sulfacloropiridacina y Trimetroprim; AFX= Aviflox, Enrofloxacina.

[ Letras distintas presentaron diferencias significativas (P<0.05).

Inhibicion de AHPND
35
C
30 .
o b
£ 25
£ 20 :
S 4
S 15
2 e
€ 10
5
0 : : : : :
OXD EBD FLD MGX TX AFX
Antibiodticos

Figura 5. Diametro de inhibicion (mm) de los antibidticos contra las cepas AHPND+. Letras distintas presentaron diferencias significativas (P<0.05).
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Patogenicidad de las cepas: Los retos con los camarones infectados
demostraron la patogenicidad de las 16 cepas de VP-AHPND+ con va-
riacion en el periodo de incubacion de la enfermedad y mortalidad, re-
conociéndose dos grupos principales; el grupo de los aislados Vp-B25,
Vp-D2, Vp-D11, Vp-12F, D19F y D50 causaron signos clinicos a partir
de las 8 horas de post infeccion con mortalidad que inici6 a las 18 h; en
cambio, los retos con las cepas del segundo grupo (D74F, D92, D125,
D139, D141, D190, D196F, D236pF, D254 y D266) mostraron signos
clinicos a las 25 h con mortalidad inicial a las 72 h. Los signos de los
ejemplares con AHPND incluyeron inicialmente nado erratico, letargia,
el intestino vacio y HP palido (Fig. 7). Los resultados histopatoldgicos
demuestran los tubulos hepatopancreaticos con infiltracion hemocitica,
necrosis epitelial, masas bacterianas dentro del lumen y descamacion
del epitelio de los tubulos HP (Fig. 8).

DISCUSION

De acuerdo al primer objetivo de este estudio, los analisis bacterianos
en CHROMagar y por PCR con el método AP3 (Sirikharin et al., 2015)
confirman la presencia de VP-AHPND+ en Sonora, lo cual se reafirma
por los reportes de la presencia del patdgeno en el vecino estado de
Sinaloa (Soto-Rodriguez et al., 2015). El agente etioldgico se distribu-
y6 en muestras de agua, sedimento y camaron, tanto en las areas de
afuera, asi como en el interior de las granjas de cultivo, debido a que
VP es cominmente encontrado en el medio ambiente marino aunado
a que la bacteria es altamente patdgena, porque contiene un plasmido
facilmente transmisible a otras cepas (Hastuti & Desrina, 2016) e inclu-
S0 otras especies de bacterias como /. harveyi (Muthukrishnan et al.,
2019) V. owensii (Liu et al., 2015), V. campbellii (Dong et al., 2017) y
Vibrio punensis (Restrepo et al., 2018). Estos plasmidos expresan genes
PirA'y PirB que codifican las toxinas proteinicas (12.7 kDa and 50.1
kDa) que lisan el hepatopancreas del camaron y le causan la muerte
(Kondo et al., 2014). Los aislados de VP-AHPND+ de agua y sedimento
explican la alta recurrencia de epizootias de AHPND en las granjas de
camaron, al ser contaminadas con el medio ambiente local (Yang et al.,
2019), debido a que las PL’s son certificadas como negativas por los
laboratorios de diagndstico recomendados por los Comités de Sanidad
Acuicola locales. Estos resultados subrayan la importancia de mejorar
los programas de buenas practicas de manejo incluyendo uso de reser-
vorios de agua tratada antes de la siembra (FAOQ, 2014).

En el transcurso de la identificacion se descartaron las colonias
amarillas que crecen en TCBS por ser de otras especies de Vibrio (V.
cholerae, V. alginolyticus) aunque son muy comunes en el agua de mar
por ser halofilicos, y ademas de ser cepas habituales y oportunistas en
estomago e intestino de camaron, encontrandose frecuentemente en la
fase tardia de la enfermedad junto con las cepas patdgenas AHPND+
que crecen en colonias de color verde (Soto-Rodriguez et al., 2015).

Los signos clinicos macroscopicos e histopatoldgicos que causaron
las cepas AHPND+ concuerdan con las que se describe en las cepas de
Asia y América, asi como la variabilidad en el tiempo en que se presen-
tan los signos y el tiempo de sobrevivencia que oscila de 4 a 10 horas
(cepas M0O904 y M06-07) 6 2-4 dias (BpShHep31 y BpShHep 24) (Tran
et al., 2013; Soto-Rodriguez et al., 2015; Sirikharin et al., 2015; Mu-
thukrishnan et al., 2019). Las comparaciones genémicas de secuencia-
cion de la region 16S ADNr de las cepas colectadas durante los ciclos
de cultivo 2013 y 2014 indican que fueron diferentes las cepas de I/
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Figura 6. Halos de inhibicion de la cepa B25 a los antibi6ticos (EBD, MGX, OXD, TX).
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parahaemolyticus que causaron la VP-AHPND+, respaldado asi mismo
por los andlisis de “DNA fingerprint”, incluso se ha demostrado que
la virulencia depende de la cepa, densidad, ruta de infeccion, tiempo
de exposicion, edad y condicion del camaron (Soto-Rodriguez et al.,
2015; Muthukrishnan et al., 2019) como en otras especies de Vibrio (Al-
day-Sanz et al., 2002). Asi como las cepas de Sinaloa y Thailandia pre-
sentan elevada diversidad de polimorfismo en las cepas patogenas de
V. parahaemolyticus, algunas con la maxima virulencia entre las 7-10
h con mortalidades del 50% y las menos virulentas con mortalidades a
las 17 h en los retos experimentales (Joshi et al., 2014; Soto-Rodriguez
et al.,, 2015). En nuestros resultados se diferencian de las cepas de
Tailandia, China y el Noreste de México (Sinaloa y Sonora) con base en
las secuencias de la region 16S ADNT, lo cual concuerda con reportes
recientes que reconocen tres cladas filogenéticas basado en la alinea-
cion de secuencias nucleotidicas del plasmido pVA1 que hospedan (La-
tinoamericana, Asiatica y Cosmopolita), diferenciandose en la ausencia
del transposon Tn3 en la clada Asiatica y ademas, algunas deleciones
(pérdida de secuencias de ADN o nucledtidos) en la region pirAB encon-
trada en las cepas Latinoamericanas (Gonzalez-Gomez et al., 2020).

Galaviz-Silva L. et al.

La evaluacion de la resistencia a antibiéticos del agente causal in
vitro, mediante pruebas de inhibicion de VP-AHPND+, demostr6 que se
han desarrollado cepas con resistencia a OXD y TX. Las variaciones de
inhibicion obtenidas con el OXD pueden ser debido a que este antibid-
tico es el mas utilizado en el cultivo de camarén en México, donde los
antibiéticos mas comunes para contrarrestar las enfermedades pro-
ducidas por bacterias del género Vibrio son OXD, FLD, trimetormeto-
prim-sulfametoxazol, saraoxacina (SARA) y EBD (Santiago et al., 2009).
Existen escasos reportes de resistencia de VP-AHPND+ en México que
reportan dos cepas resistentes a ampicilina, OXD y tetraciclina (Han
et al., 2015). Los aislados de VP-AHPND+ de China han presentado
perfiles de resistencia mdltiple a antibibiéticos como amikacina, gen-
tamicina, tetraciclina, y ciprofloxacina (Yang et al., 2019). Este trabajo
confirma los resultados de Han et al. (2015) de la resistencia a OXD,
aumentando asi la lista de cepas resistentes y reportamos por prime-
ra ocasion la resistencia a TX. Aunque también se presentaron cepas
sensibles, se sugiere que la aplicacion de farmacos requiere de un
abordaje cuidadoso, con el fin de no incurrir en la generacion de nue-
vas resistencias (Varela-Mejia & Alfaro-Mora, 2018). Por ende, lo mas

Figura 7. Signos macroscopicos caracteristicos de la infeccion con las cepas VP-AHPND+. (7a) con Hepatopancreas palido (A, asterisco) e intestino vacio (flecha)
infectado experimentalmente y (7b) HP palido (A), disectado para histopatologia. Los ejemplares sanos muestran HP rojo, del grupo control y controle negativo (B).
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Figura 8. Histopatologia del hepatopancreas (HP) de camarones infectados con VP-AHPND+. Tabulos del HP con infiltracién hemocitica (flecha corta), necrosis en
epitelio tubular (flecha larga), lumen tubular con masas de bacterias patégenas (*) y limen con descamacion del epitelio de los tibulos del HP (circulo). En el recuadro,
corte histoldgico del control negativo con los tlbuos sanos (vacuolas lipidicas y lumen de tibulos libres de infeccion.

recomendable es minimizar el uso de antibiéticos considerado como un
Ultimo recurso en operaciones de cultivo de camaron. De acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-05-PESC-2002 en la
camaronicultura nacional, se prohibe el uso de cloranfenicol y de fura-
zolidona para la prevencion y tratamiento de enfermedades y cualquier
tratamiento con antibicticos treinta dias antes de realizar la cosecha
(Chavez-Sanchez & Higuera-Ciapara, 2003).
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