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Resumen

Introduccion. La enfermedad de la necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND, por sus siglas en inglés) es
producida por bacterias Vibrio parahaemolyticus que poseen un pldsmido con genes que codifican las toxinas pirA
y pirB. La enfermedad se caracteriza por descamacion masiva de las células epiteliales del hepatopdncreas, asi
como la atrofia y decoloracion de ese 6rgano. Los camarones enfermos presentan anorexia y muestran un intestino
vacio, debilidad, decoloracién del cuerpo y altas mortalidades. Objetivo. Determinar la prevalencia de Vibrio
parahaemolyticus causante de AHPND en fincas de camarones en la zona del Pacifico de Costa Rica. Materiales
y métodos. Durante los afios 2019 y 2020, se recolectaron camarones (Penaeus vannamei) y agua de estanques de
32 fincas localizadas en la costa occidental del golfo de Nicoya (noroeste del pais) y la costa del Pacifico Central
(Puntarenas-Parrita). Los camarones recolectados en los muestreos tenian un peso de entre 7 y 15 g. El diagndstico de
la presencia de la enfermedad se analiz6 a nivel molecular con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) punto
final, y diferentes protocolos e iniciadores para detectar los genes de las toxinas pirA y pirB. Ademds, se hizo una
correlacion lineal entre la presencia de AHPND vy la calidad del agua con el programa estadistico R. Resultados. La
presencia de Vibrio parahaemolyticus causante de AHPND ocurrié en 93,75 % (30/32) de los estanques muestreados
en ambas zonas de cultivo. Conclusiones. Este trabajo confirma la presencia y amplia distribucion de AHPND en agua
y camarones en treinta fincas camaroneras en el Pacifico de Costa Rica.

Palabras claves: camarén blanco, Penaeus vannamei, PCR, pirA/pirB.
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Abstract

Introduction. The acute hepatopancreas necrosis disease (AHPND) is caused by bacteria Vibrio parahaemolyticus
containing a plasmid encoding the toxin genes pirA and pirB. The disease is characterized by massive sloughing of
epithelial cells in the hepatopancreas, also showing atrophy and discoloration of that organ. Diseased shrimp display
anorexia with empty guts, weakness, body discoloration and high mortality. Objective. To determine the prevalence
of Vibrio parahaemolyticus causing AHPND in farms that grow shrimp in the Pacific zone of Costa Rica. Materials
and methods. During the years 2019 and 2020, water and shrimp (Penaeus vannamei) samples were obtained from
32 farms located on the western coast of the Nicoya Gulf (Northwest Costa Rica) and the Central Pacific coast
(Puntarenas-Parrita). The samples were analyzed by endpoint polymerase chain reaction (PCR) using different
protocols and primers to detect the toxins pirA and pirB. Further, a linear correlation between the presence of AHPND
and water quality was done using the R statistical program. Results. The presence of Vibrio parahaemolyticus causing
AHPND occurred in 93.75 % (30/32) of sampled ponds in both farming areas. Conclusion. This work confirms the
presence and wide distribution of AHPND in water and shrimp from thirty shrimp farms in the Costa Rican Pacific.

Keywords: white shrimp, Penaeus vannamei, PCR, pirA/pirB.

Introduccion

La acuicultura es uno de los sectores de produccién alimentaria que ha tenido un crecimiento acelerado a nivel
mundial. Esta actividad representa anualmente 51,7 millones de toneladas de la produccién pesquera global que es
utilizada como fuente de alimento para los humanos (Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura [FAQO], 2022). Para el 2030, los productos pesqueros entrardn en un periodo de baja productividad,
mientras que los obtenidos de la acuicultura (especies de agua dulce y salobre) aumentardn (FAO, 2022).

En Costa Rica, la acuicultura ha incrementado desde el 2019, debido a la demanda nacional y al aumento de las
exportaciones hacia Estados Unidos y Europa (Pefia Navarro & Chacén Guzman, 2019). En cambio, la produccion
pesquera ha disminuido, y los especialistas concuerdan en que la acuicultura serd la actividad que termine por
sustituir la actividad pesquera (Pefia Navarro & Chacén Guzman, 2019). En la produccién acuicola de Costa Rica,
el camardn (Penaeus vannamei) es la segunda especie mds cultivada después de la tilapia (Oreochromis niloticus),
en cuanto al volumen producido. Sin embargo, el camarén tiene el mayor valor comercial y alcanza en el mercado
mayorista un valor por kilogramo pelado de hasta diez délares (Instituto Costarricense de Pesca y Acuicultura, s.f.).

A nivel mundial, en los dltimos quince afios, el cultivo de camarén ha estado amenazado por distintas
enfermedades infecciosas, lo cual ha provocado pérdidas econdmicas estimadas en mds de 15 billones de ddlares
(Lightner, 2011; Pefia-Navarro et al., 2020). Ejemplos de estas enfermedades incluyen el virus del sindrome de
la mancha blanca, el virus de la cabeza amarilla y el virus del sindrome de Taura (Aguirre-Guzmén et al., 2004;
Morales-Covarrubias, 2004; Pena-Navarro et al., 2013; Tinwongger et al., 2014). La emergencia de enfermedades
bacterianas causadas por V. parahaemolyticus se ha reportado en Costa Rica (Varela Mejias & Pefia Navarro, 2014)
y México (Escobedo-Bonilla, 2016).

Las bacterias del género Vibrio han sido asociadas con diversas enfermedades en cultivos camaronicolas,
lo que causa altas mortalidades (Aguirre-Guzman et al., 2004; Morales-Covarrubias, 2004; Pefia-Navarro et al.,
2013; Tinwongger et al., 2014; Varela-Mejias y Pefia-Navarro, 2016). Una enfermedad bacteriana conocida como
el sindrome de la mortalidad temprana (EMS, por sus siglas en inglés), y luego denominada como enfermedad de
la necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND, por sus siglas en inglés), ha sido el objeto de varios estudios, ya
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que ha causado grandes afectaciones a los cultivos de camardn (Pantoja & Lightner, 2014; Tran et al., 2013; Varela
Mejias & Pefia Navarro, 2015).

Los signos clinicos asociados a AHPND incluyen ataxia, nado errdtico, textura blanda, reduccién en
crecimiento, cuticula dspera y anorexia, la cual puede presentarse de manera interrumpida. Ademds, se observa
atrofia y palidez del hepatopédncreas, a causa de la pérdida de los pigmentos de la cdpsula (Hong et al., 2016; Pantoja
& Lightner, 2014; Varela Mejias & Pefia Navarro, 2014).

La enfermedad (AHPND) inicia cuando las bacterias colonizan el tracto digestivo de los camarones, donde se
libera una toxina binaria llamada Pir A/B. Esta toxina afecta las células epiteliales del hepatopancreas, ocasionando
su muerte y su desprendimiento masivo hacia el lumen del tibulo (Pantoja y Lightner, 2014; Tran et al., 2013).

En América, la enfermedad inici6é en México en 2013, causé mortalidades de hasta el 90 % en los estanques y
redujo la produccion camaronicola en los estados de Sonora, Nayarit y Sinaloa hasta un 70 % (Nunan et al., 2014;
Pantoja & Lightner, 2014; Sirikharin et al., 2015). La bacteria se dispersé hacia Centroamérica y fue reportada en
2015 en varios paises por Han et al. (2015). Luego, se identific en Belice en los cultivos de camar6n (Shrimp News
International, 2015). Debido a que AHPND ha sido registrada en varios paises latinoamericanos, el objetivo de este
trabajo fue determinar la prevalencia de Vibrio parahaemolyticus causante de AHPND en fincas de camarones en
la zona del Pacifico de Costa Rica.

Materiales y métodos
Area de estudio y tamafio de la muestra

El drea de estudio comprendi6 la costa occidental del golfo de Nicoya (noroeste de Costa Rica) y la costa del
Pacifico Central (Puntarenas-Parrita) de Costa Rica, durante los afios 2019 y 2020. Estas localidades se encuentran
distribuidas en la Region Chorotega y la Regién Pacifico Central, respectivamente (Figura 1). En estas zonas se
seleccionaron 32 fincas camaroneras de un total de 42 activas y se eligié un estanque con historial de presencia de
enfermedades segtn las bitdcoras de campo de cada establecimiento. Dieciocho fincas se ubicaron en la Region
Pacifico Central y las catorce restantes se encontraron en la Regién Chorotega; estas fueron seleccionadas de
forma aleatoria, con estanques de tierra, sistema extensivo y semi-intensivo, sin aireacién continiia y con recambio
de agua semanal de hasta un 15 %. Ademds, el peso promedio de los camarones (P. vannamei) en los estanques
muestreados fue entre 7 y 15 g (equivalente entre 7-12 semanas).

Las coordenadas geograficas de cada una de las fincas fueron registradas mediante un equipo satelital tipo
GPS. En cada estanque se tomaron quince camarones de forma aleatoria y una muestra de agua de 500 mL a una
profundidad de entre 10-20 cm, recolectada en botellas estériles. Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio
de Andlisis Gendmico y el Laboratorio de Biotecnologia Microbiana de la Escuela de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional, sede Heredia. El andlisis de la calidad del agua se efectud, para sus pardmetros fisico-
quimicos, de manera in situ por la Universidad Técnica Nacional, sede de Puntarenas.

Determinacion de la calidad del agua

El andlisis de la calidad del agua en los estanques seleccionados incluyé mediciones de temperatura (°C), pH
y oxigeno disuelto (mg/L), mediante el uso de multipardmetros Hanna HI9828 (USA) en mg/L. La alcalinidad,
amonio, nitritos, nitratos, potasio, fosfatos, salinidad y dureza, se cuantificaron con un fotémetro portatil LoviBond
MD 200 (Alemania), basado en Boyd & Tucker (1998). Todos los pardmetros de calidad de agua se midieron en
cada estanque de donde se obtuvieron muestras de camardn.
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Figura 1. Distribucion geografica de las fincas productivas de camardn negativas y positivas a genes de las toxinas mediante PCR, que
ocasionan la enfermedad de la necrosis aguda del hepatopancreas. A. Fincas camaroneras ubicadas en el Golfo de Nicoya. B. Fincas
camaroneras ubicadas en Puntarenas-Parrita. Costa Rica, 2019-2020.

Figure 1. Geographic distribution of shrimp farms, negative and positive for toxin genes by PCR, causing acute hepatopancreatic
necrosis disease. A. Shrimp farms located in the Nicoya Gulf. B. Shrimp farms located in Puntarenas-Parrita. Costa Rica, 2019-2020.

Toma de muestras en tejidos

La metodologia usada para la toma de muestras en tejidos fue la propuesta por Xu et al. (2014), con las
siguientes modificaciones: se tomaron 15 individuos de cada estanque al azar para generar una muestra compuesta
o pool. Luego, los camarones fueron sacrificados para extraer el hepatopdncreas y el estémago. No se considerd
su edad como un factor para el muestreo, ya que las fincas cultivan en diferentes momentos del afio y no hay
homogeneidad total de tallas en el pais. Los hepatopdncreas y estomagos fueron transportados, en recipientes
estériles y en el medio de transporte Cary-Blair en hielo (~4 °C), al Laboratorio de Biotecnologia Microbiana,
ubicado en la Sede Omar Dengo de la Universidad Nacional, Heredia.

De cada muestra compuesta por estanque se realizaron diluciones seriadas de base 10 en solucién salina (2 %
de NaCl); se inocularon 100 pL en cajas de Petri de 90 mm x 15 mm con 20 mL de agar tiosulfato citrato, sales
biliares y sacarosa (TCBS), y se incubaron a 30 °C durante 24 h en condiciones aerobias. Después, se seleccionaron
colonias probables de Vibrio parahaemolyticus. Se us6 un control positivo de Vibrio parahaemolyticus (ATCC®
17802™) y medio estéril sin inocular como control negativo.
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Toma de muestras de agua para bacteriologia

Se utilizaron botellas dmbar estériles para tomar muestras de agua compuestas (del centro y los extremos) de
cada estanque. Se extrajo 1 L por estanque a una profundidad de 1 m, y se transportaron las muestras en hielo (~4
°C) al Laboratorio de Biotecnologia Microbiana de la Escuela de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional.
La metodologia utilizada fue la propuesta por Sudrez et al. (2015) con las siguientes modificaciones: 100 mL de
cada muestra fueron filtrados a través de membranas de nitrato de celulosa de Sum de tamafio de poro y 47 mm
de didmetro (Sartorius Stedim®). Las membranas se colocaron en placas Petri de 90 x 15 mm con 20 mL de agar
TCBS, y se incubaron a 30 °C durante 24 h en condiciones aerobias (Kawatsu et al., 2015). Se incluyé un control
positivo de Vibrio parahaemolyticus (ATCC® 17802™ ) y un medio sin inocular estéril como control negativo. Se
seleccionaron las colonias probables de Vibrio parahaemolyticus resultantes.

Deteccion molecular de Vibrio parahaemolyticus

Se efectud una extracciéon del ADN de cepas aisladas a partir de muestras compuesta o pool de tejidos de
camarén de cultivo L. vannamei, las cuales se identificaron morfolégicamente como Vibrio sp., asi como de
muestras de tejidos individuales de hepatopancreas y estémago. El aislamiento de los 4cidos nucleicos se llevé a
cabo utilizando el kit comercial NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel), siguiendo el protocolo recomendado por
el fabricante.

Las reacciones de PCR en tiempo final y la secuenciacién en dos direcciones se obtuvieron del
fragmento parcial del gen Photorhabdus insect related toxin A (pirA), con base en los cebadores VpPirA-
284F 5’-TGACTATTCTCACGATTGGACTG -3’ y VpPirA-284R 5’-CACGACTAGCGCCATTGTTA-3’, que
amplificaron un segmento del gen pirA con un tamafio de 284 bp, asi como los cebadores VpPirB-392F 5’
TGATGAAGTGATGGGTGCTC-3" y VpPirB-392R 5 TGTAAGCGCCGTTTAACTCA-3’, los cuales flanquean
un fragmento del gen pirB de 392 bp (Han et al., 2015).

Como control positivo de amplificacién, se emplearon los mismos cebadores en ADN extraido a partir de
un tejido de L. vannamei certificado por infeccién con necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND, causada
por V. parahaemolyticus), obtenido del Laboratorio de Patologia Acuicola de la Universidad de Arizona. Como
control interno de reaccién se amplificéd el gen parcial de la B-actina de L. vannamei, con los cebadores Actin-F
5’-CCCAGAGCAAGAGAGGTA-3’ y Actin-R3 5’-GCGTATCCTTCGTAGATGGG-3’, con un tamaiio de 339 bp
(Dhar et al., 2001).

La PCR se disefid con un Master Mix 2X (Thermo Fisher Scientific) con concentracién final de 1X, 0.4
#M de cada cebador y 100-400 ng de ADN molde. Se siguieron los siguientes pardmetros en el ciclo de PCR:
desnaturalizacién inicial de 3 min a 94 °C, seguida de 35 ciclos a 95, 60 y 72 °C durante 30 s cada uno. El ciclo
se completd con una extension final a 72 °C durante 7 min (Han et al., 2015). Los resultados de amplificacion se
documentaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5 %. Las muestras que amplificaron productos de
tamafios aproximados a 284 bp (pirA) y 392 bp (pirB) se consideraron positivas. La identidad molecular de los
amplicones de pirA se determiné por medio de secuenciacion Sanger en dos direcciones (Macrogen, Korea).

Las secuencias obtenidas se editaron con el programa Geneious R9 (Dotmatics) y se identificaron mediante la
herramienta bdsica de biisqueda de similitud local (BLASTn, por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 1990) de la
base de datos NCBI, utilizando los pardmetros por defecto.

Se realizé un andlisis de identidad molecular entre algunas secuencias parciales obtenidas en este estudio y las
recuperadas de la base de datos GenBank, por medio de una topologia filogenética. Primero, se elabor6 una matriz
de las secuencias del gen pirA y se alinearon con el programa en linea MAFFT 7.0, con el método de refinamiento
iterativo (G-INS-i) y el parametro 200 PAM / k = 2 (Katoh et al., 2019)). Ademas, se utiliz6 el programa Gblocks
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(Castresana, 2000) para seleccionar bloques conservados, empleando pardmetros menos estrictos de seleccion de
bloques, lo que permitié obtener hasta 284 bases nucleotidicas informativas.

Para determinar el mejor modelo de sustituciéon nucleotidica, las matrices individuales se analizaron con
jModelTest 2.1.10 (Darriba et al., 2012) utilizando la estrategia de seleccion mediante el criterio de informacién
de Akaike (AIC) y un 95 % de intervalo de confianza. El arbol de identidad molecular se realizé con base en el
algoritmo de médxima verosimilitud (ML) con el programa raxmlGUI (version 1.3; Silvestro & Michalak, 2012) y el
modelo reversible en tiempo general (GTR), con un soporte de los nodos derivado del método bootstrapping (5000
réplicas). Los drboles fueron visualizados y editados con el programa FigTree 1.4.4 (Rambaut, 2007).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico del estudio, se llevd a cabo una correlacion lineal a un nivel de confianza del 95
% con el programa estadistico R (R Core Team, 2021), a fin de determinar la relacion entre los datos de presencia
de Vibrio parahaemolyticus por estanque, obtenidos mediante deteccién molecular, y los principales parametros
fisico-quimicos que determinan la calidad del agua. Ademads, se utilizé el coeficiente de correlacion de Spearman
(r) para identificar la fuerza de correlacién, ya que los datos no siguieron una distribucién normal. Los criterios para
interpretar la fuerza de la correlacion fuero los siguientes: 0,00-0,39, sin correlacién a correlaciéon débil; 0,40-0,70,
correlacion moderada, y 0,70 -1,00, correlacién fuerte (Amal et al., 2015).

Resultados

Durante los muestreos, se observaron algunas mortalidades de camarones en los bordes de los 32 estanques.
Los signos clinicos incluyeron nado erratico, hepatopancreas con coloracién blanquecina e intestino con presencia
no continua de alimento. A partir de estos aislados, tejidos y muestras de agua, se obtuvo ADN en concentraciones
que variaron entre 10,9 y 4654 ng/uL. La electroforesis del ADN gendémico mostré bandas de alto peso molecular,
que representan ADN integro y de elevada concentraciéon. Ademds, las reacciones PCR del control interno del gen
parcial de la B-actina de P. vannamei mostraron bandas de 339 bp, como se esperaba, lo que indica que los ensayos
moleculares no presentaron inhibicién enzimatica ni artefactos de la PCR.

Deteccion molecular de fragmentos parciales de los genes pirA y pirB

Se obtuvieron productos de PCR para pirA y pirB con tamafios aproximados a 284 pb y 392 pb, respectivamente
(Figura 2). Del total de 32 fincas muestreadas, el 80,00 % (24/32) resultd con aislamientos positivos a partir de
los 6rganos digestivos, y el 76,66 % de los aislados de agua (23/32) fueron positivos para los genes pirA 'y pirB
(Cuadro 1). Un total de 56,66 % (17/32) de las fincas fueron positivas tanto en los aislamientos de érganos como de
agua. El 21,87 % (7/32) fueron positivas en drganos, pero negativas en agua, y el 18,75 % (6/32) fueron positivas
en agua, pero negativas en los 6rganos.

Solo dos fincas (F29 y F32) fueron negativas a la presencia de los genes analizados tanto en érganos como en
agua, lo que representa un 6,25 % (2/32) de fincas negativas a AHPND.

Al analizar la informacién por region, se observé que, en la Region Pacifico Central, de un total de 18 fincas,
el 55,56 % present6 casos positivos tanto en tejido como en agua, mientras que 33,34 % solo en el agua. En menor
proporcion (5,56 %), las muestras fueron positivas solo en tejido o no se detect6 presencia de la enfermedad. En la
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Figura 2. PCR en tiempo final con productos de amplificacion de 284 pb para pirA (A) y 392 pb para pirB (B) para la deteccion de V.
parahaemolyticus en muestras obtenidas de estanques de fincas de camarones del golfo de Nicoya y Puntarenas-Parrita. Costa Rica,
2019-2020.

Los carriles muestran los resultados de F1 (finca Pochote), F2 (finca Puerto Jests), F3 (finca El Trébol) y F4 (finca La Reina).

Figure 2. PCR endpoint with amplification products of 284 bp for pirA (A) and 392 bp for pirB (B) for the detection of V.
parahaemolyticus in samples obtained from shrimp farm ponds in the Nicoya Gulf and Puntarenas-Parrita. Costa Rica, 2019-2020.

Lanes show the results from F1 (Pochote farm), F2 (Puerto Jesus farm), F3 (El Trebol farm) and F4 (La Reina farm).

Cuadro 1. Evaluacion por PCR punto final de la presencia/ausencia de los genes pirA y pirB mediante los cebadores VpPirA-284F/R
y VpPirB-392F/R, en muestras de aislamientos de érganos y agua de camarén (P. vannamei). Golfo de Nicoya y Puntarenas-Parrita,
Costa Rica, 2019-2020.

Table 1. Evaluation by endpoint PCR of the presence/absence of pirA and pirB genes through primers VpPirA-284F/R and VpPirB-
392F/R, in samples of isolated organs and water of shrimp (P. vannamei). Nicoya Gulf and Puntarenas-Parrita, Costa Rica, 2019-2020.

Tejido Agua
Finca Positiva Negativa Positiva Negativa
F1,F32 - + - +
F2 ,F4.F6 F7,F9,F10F11,F12F13,F18,F19,F20,F26, + - + -
F28, F29,F30,F31
F3,F5.F8,F14 F15F16,F27 + - - +
F17,F21,F22 F23 F24 F25 - + + -
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Regién Chorotega, de un total de 14 fincas, el 50 % tuvo casos positivos tanto en tejido como en agua, el 42,86 %
solo en el tejido, y el resto de fincas no mostré presencia de enfermedad (Cuadro 2).

Cuadro 2. Prevalencia por region de los genes pirA y pirB mediante los cebadores VpPirA-284F/R y VpPirB-392F/R, en muestras de
aislamientos de 6rganos y agua de camardn (P. vannamei). Golfo de Nicoya y Puntarenas-Parrita, Costa Rica, 2019-2020.

Table 2. Prevalence by region of pirA and pirB genes through primers VpPirA-284F/R and VpPirB-392F/R, in samples of isolated
organs and water of shrimp (P. vannamei). Nicoya Gulf and Puntarenas-Parrita, Costa Rica, 2019-2020.

Region Finca Cantidad Tejido Agua Prevalencia (%)
1 - - 5,56
Regién Pacifico Central F6,F8 F9.F10,F11,F12,F13 F17F18,F19, 10 + + 55,56
F20,F21,F22 F23 F24 F25,F31,F32 1 + - 5,56
6 - + 3334
Total 18 100
- - 7,14
L F1,F2,F3,F4 F5F7,F14F15F16,F26, 7 + + 50,00
Region Chorotega F 71;27,F28,§29,F30 6 . i 4286
0 - + 0,00
Total 14 100

Secuenciacion y analisis de identidad molecular

El andlisis de identidad de las secuencias, mediante la herramienta BLASTn, revel6 alta similitud con el gen
pirA de Vibrio parahaemolyticus (nimero de accesion del GenBank MH388411.1 y KU145399.1).

El andlisis de posicionamiento filogenético de las secuencias parciales del gen codificante para la toxina pirA
obtenidas y las extraidas del Genbank confirmaron la identidad de las muestras en estudio. La topologia mostrd
que las cepas analizadas para pirA (Costa Rica) estdn localizadas en el cldster que contiene las secuencias de Vibrio
parahaemolyticus, con un valor de soporte de la rama de un 100 % (Figura 3).

Distribucién geografica de AHPND en fincas camaroneras de Costa Rica

La distribucién geogréfica de las fincas negativas y positivas a AHPND se muestra en la Figura 1. Alrededor de
todo el golfo de Nicoya y en la zona del Pacifico Central Sur, se encontré presencia de fincas positivas a los genes
causantes de AHPND, tanto en tejido como en el agua.

Solo dos fincas (1 y 32), localizadas en el cantén de Lepanto en Puntarenas y el cantén de Abangares en
Guanacaste, resultaron negativas. Otras fincas fueron positivas en hepatopédncreas, pero negativas en muestras
de agua (fincas 3, 5, 8, 14, 15, 16 y 27), mientras que otras fueron positivas en el agua, pero negativas en
hepatopancreas (fincas 17, 21,22, 23,24 y 25). La prevalencia de la enfermedad fue de 93,75 % del total de fincas
muestreadas y de 71,14 % del total de fincas activas durante el periodo de muestreo.
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MH162520 (Vibrio campbellil) TAILANDIA
MH700243.1 COSTARICA
MH685878.1 COSTA RICA
KU145389.1 VIETNAM
KUS56825.1 TAILANDIA
CP043423 MALASIA

AB972427.1 JAPON

KMO035408.1 CHINA

M8 [Costa Rica] " :
Vibrio parahaemolyticus
100 §| MH388408.1 MALASIA

E4_BBe [Costa Rica]
E1_B74 [Costa Rica)]
E3_B76 [Costa Rica]
E2_B77 [Costa Rica]

M5 [Costa Rica]
AP014860.1 TAILANDIA
MHE80583.1 COSTA RICA

GRUPO EXTERNO LC032040.1 FILIPINAS
DQ459368.1 Photorhabdus luminescens

Figura 3. Topologia de identificacién molecular mediante mdxima verosimilitud (ML), basada en secuencias parciales del gen de la
toxina pirA de Vibrio parahaemolyticus (M5, M8,B74,B76,B77, BBe), obtenidas del GenBank. Golfo de Nicoya y Puntarenas-Parrita,
Costa Rica, 2019-2020.

El nimero en los nodos indica el valor de soporte bootstrap (porcentaje derivado de 5000 repeticiones). Photorhabdus luminescens esta
posicionado como grupo externo en el drbol filogenético.

Figure 3. Topology of molecular identification through maximum likelihood (ML) based on partial sequences of the V. parahaemolyticus
pirA toxin gene (M5, M8, B74, B76,B77, BBe), obtained from GenBank. Nicoya Gulf and Puntarenas-Parrita, Costa Rica, 2019-2020.

The node number indicates the bootstrap support value (percentage derived from 5000 repetitions). Photorhabdus luminescens is
positioned as outgroup in the phylogenetic tree.

Calidad de agua

En los valores promedio de todas las fincas analizadas, se observé una correlacion débil y no significativa entre
la presencia de V. parahaemolyticus y los pardmetros de temperatura (r = 0,1050, n = 31, p > 0,05), amonio (r =
-0,1434,n =31, p > 0,05), fosfato (r =0,1672, n =31, p > 0,05) y nitrato (r = 0,2243,n =31, p > 0,05), asi como
una correlacion débil y significativa con la variable salinidad (r = =0,3104, n = 31, p < 0,05) (Cuadro 3). No se
encontrd ninguna correlacion entre la presencia de la bacteria y los pardmetros restantes (pH y oxigeno).

Se realizé un andlisis de correlacion de los componentes principales entre las variables fisico-quimicas y la
presencia de V. parahaemolyticus. Se encontrd una correlacidn significativa entre amonio y salinidad (r = 0,7485,
n=31,p <0,05),y entre oxigeno disuelto y pH (r = 0,3832, n =31, p < 0,05).
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Cuadro 3. Valores de la media y desviacion estandar (SD) para los parametros de la calidad del agua analizados en las 32 fincas
camaroneras y su correlacion con la presencia de V. parahaemolyticus. Golfo de Nicoya y Puntarenas-Parrita Costa Rica, 2019-2020.

Table 3. Average and standard deviation (SD) values for the water quality parameters analyzed from all 32 farms and their correlation
with the presence of V. parahaemolyticus. Nicoya Gulf and Puntarenas-Parrita, Costa Rica, 2019-2020.

Parametro Lectura (media + SD)  Coeficiente de correlacion Fuerza de la P-value
de Spearman correlacion
Temperatura 31,73 + 1,30 0,1050 Débil 0,5740
pH 787 +042 0,0685 Ninguna 0,7143
Oxigeno 550+ 1,87 0 Ninguna 1
Amonio 0,13 +0,19 -0,1434 Débil 04414
Alcalinidad 111,84 + 48,00 -0,1233 Débil 0,5086
Fosfato 1,26 +£234 0,1672 Débil 0,3685
Nitrato 1,69 = 1,13 0,2243 Débil 0,2249
Salinidad 30,50 + 11,24 -0,3104 Débil 0,0892
Discusion

Los camarones de las fincas muestreadas presentaron signos compatibles con las enfermedades de la
necrosis aguda del hepatopancreas, independientemente del estado de recoleccion de las muestras. Entre los
signos observados se incluyeron hepatopancreas de coloraciéon pdlida y misculo abdominal opaco, tal como lo
describieron Morales-Covarrubias y Gomez-Gil (2014). Ademads, en las fincas analizadas se identific6 la presencia
de aves pescando camarones, lo cual es un indicador de mortalidad en esta especie (Nguyen et al., 2021). Estos
mismos autores registraron mortalidades del 60-80 % en camarones juveniles, en granjas de cultivo semi-intensivo
e intensivo en México, mientras que Kumar et al. (2014) describieron mortalidades masivas asociadas a AHPND
en la India.

El uso de técnicas bacterioldgicas en conjunto con técnicas moleculares como PCR en este trabajo para la
deteccion de V. parahaemolyticus, causante de AHPND, en fincas de la costa del Pacifico de Costa Rica, permitié
obtener la identidad del patégeno, tal como ha sido reportado en otros lugares (Dong et al., 2017; Han et al.,
2015; Lai et al., 2015). La pureza y calidad del ADN extraido de camarones y bacterias permitié amplificar el gen
endGgeno de camarén (B-actina) (Dhar et al., 2001) como control de integridad, lo que demuestra que no hubo
inhibicién del PCR debido a impurezas. Esto respalda la confiabilidad de los resultados positivos a la bacteria.

El andlisis de secuencias por medio de BLASTn indica que el agente asociado a la mortalidad en estanques es
Vibrio parahaemolyticus, causante de AHPND (Phiwsaiya et al., 2017; Theethakaew et al., 2017). Las secuencias
obtenidas en este estudio tienen una similitud del 100 % con secuencias provenientes de cepas de tipo asidtico, lo
que coincide con los resultados obtenidos por Pefia-Navarro et al. (2020), quienes determinaron la presencia de
AHPND en cinco fincas del golfo de Nicoya. Sin embargo, esto difiere de otros hallazgos en la regién, que han
indicado que las muestras coinciden con cepas de tipo mexicano (Kumar et al., 2021). Esto podria indicar que
en la region ya se encuentran las dos variantes de las cepas bacterianas, lo que implica que Costa Rica muestra
resultados distintos a los del resto de América (Nunan et al., 2014). Estudios previos, como los realizados por Han
et al. (2015), han desarrollado métodos de PCR para caracterizar AHPND de Vibrio parahaemolyticus aislados de
cepas de tipo mexicano o tipo asidtico, con base en la presencia de un transposén de tipo Tn3. Por lo tanto, este
tipo de andlisis deberfa aplicarse en busqueda del origen del agente infeccioso.
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Este estudio también determind la ubicacién de las fincas positivas a AHPND mediante el diagndstico de los
genes pirA 'y pirB. La presencia de AHPND es relevante a lo largo de la costa del Pacifico, incluyendo el golfo de
Nicoya y la zona del Pacifico Central. Este estudio abarcé el 76,19 % de todas las fincas activas en esta region en
2019 y 2020, y mostr6 una presencia significativa del agente infeccioso (71,42 %). Por regién, la Regién Pacifico
Central (95 %) tuvo mayor cantidad de casos positivos, tanto en tejido como en agua, en comparacién con la
Region Chorotega (93 %). En las fincas ubicadas en la Region Pacifico Central, la presencia del agente infeccioso
fue mayor en muestras obtenidas del agua, lo que podria estar asociado a una mayor cantidad de desembocadura
de rios que descargan sedimentos y contaminacion (Escobar, 2002). Estas dreas son de importancia comercial
debido al cultivo de camardn, y los resultados son similares a los expuestos en otros paises en los que se estudio la
prevalencia de AHPND en diferentes regiones (Eshik et al., 2018; Nunan et al., 2014). Estudios realizados durante
el 2016 y 2017 en México para determinar la prevalencia de AHPND alcanzaron intervalos de 53,30 y 60,60 %,
respectivamente (Morales-Covarrubias et al., 2019), al aplicar técnicas moleculares, microbioldgicas e histoldgicas.

En Costa Rica, la presencia de AHPND adquirié relevancia a partir de 2015. Su impacto negativo en la
produccién de camarén ha ocasionado serios problemas econdémicos en la industria, debido a la alta mortalidad de
los camarones. Segtin estadisticas productivas del Instituto Costarricense de Pesca y Acuicultura, la produccién de
camarén empez6 a reducirse a partir de dicho afio, lo cual estarfa vinculado a la presencia de enfermedades como
AHPND (Ramirez Flores et al., 2023). En una encuesta realizada por los mismos autores a treinta productores de
Costa Rica durante el 2021, se indicé que el 90 % de los casos presentaron AHPND, lo que concuerda con los
resultados de este estudio. Durante los afios 2017 y 2018, se reportaron resultados de hasta 33 % de casos positivos
en una muestra de quince fincas camaroneras en la misma regioén (Peia-Navarro et al., 2020).

Las muestras de agua y de dérganos fueron positivas a AHPND, lo que sugiere que las bacterias causantes de
dicha patologia se encuentran presentes tanto en el ambiente acudtico como en los camarones, lo cual afecta a
los organismos y causa mortalidades, con una clara relacion entre aguas con presencia de bacterias patogénicas y
camarones enfermos, resultados que complementan otros estudios asociados a AHPND en Costa Rica (Pefia-Navarro
et al., 2020).

Una inadecuada calidad del agua es uno de los factores que mds contribuyen a la presencia de patégenos, y las
bacterias son una de las principales causas (Chumpol et al., 2017). Esto, en combinacién con otros factores como
deficiencias nutricionales, estrés y condiciones de crecimiento inadecuadas, puede provocar alta mortalidad. Por
lo tanto, resulta fundamental implementar una mejor gestion de la calidad del agua y buenas pricticas de manejo
en estanques, lo cual se puede lograr mediante el monitoreo de los pardmetros de la calidad del agua, para reducir
la descomposicion de residuos organicos vinculados a altas concentraciones de nitrégeno y fésforo, factores que
promueven la proliferacion de patégenos (Nimrat et al., 2012).

Las muestras de 6rganos que resultaron positivas a AHPND, pero negativas en el agua, se encontraron en baja
proporcién. Este resultado sugiere que el estanque podria estar en las etapas finales de una epizootia.

Con respecto a las fincas que no presentaron AHPND, es posible que se debiera a una situacién causal, por lo
que no se puede confirmar su ausencia en estos sitios, ya que el estudio solo abarc6 un ciclo de cultivo durante el
afio; ademds, el manejo entre las fincas puede variar, al igual que la capacidad de recambio del agua. No se observé
una correlacion significativa entre la presencia de V. parahaemolyticus y los pardmetros fisico-quimicos del agua;
solamente hubo una correlacion débil significativa entre la presencia de la bacteria y la salinidad. Esto sugiere la
necesidad de hacer estudios mds extensos para confirmar una posible relacién entre estos factores.

Niveles de oxigeno disuelto menores a 4 mg/L, acidificacién del agua y fluctuaciones de la salinidad y la
temperatura afectan la capacidad de los camarones para realizar sus funciones vitales, generan estrés y afectan al
sistema de defensa. Esto dificulta que los camarones combatan los patogenos presentes en el estanque (Tendencia
et al., 2010). En este contexto, el género Vibrio es conocido por ser el mayor patdgeno bacteriano causante de
mortalidad en los cultivos de camardén en el mundo (Ananda Raja et al., 2017).
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Conclusiones

Este estudio registré la presencia de la enfermedad de la necrosis aguda del hepatopdncreas (AHPND) en
estanques muestreados en las principales zonas camaronicolas de Costa Rica, mediante bacteriologia y PCR,
con una prevalencia del 93,75 %. Los resultados confirman la presencia de la enfermedad tanto en camarones (P.
vannamei) (hepatopdncreas y estbmago) como en agua, en estanques de la mayoria de las fincas muestreadas.

Ademds, se encontr6 una correlacion significativa entre el amonio, la salinidad, el oxigeno disuelto y el pH, y
la presencia de V. parahaemolyticus en las muestras de agua analizadas. Por lo tanto, se recomienda llevar a cabo
estudios amplios y periddicos en fincas camaronicolas para confirmar una posible relacidn entre estos factores y la
enfermedad AHPND.
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