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Resumen

El capitulo analiza los principales agentes bacterianos que afectan los culti-
vos de camaron blanco del Pacifico (Penaeus vannamei) y tilapia nilotica
(Oreochromis niloticus) en México, destacando el impacto econdmico y so-
cial de estas enfermedades en la acuicultura nacional. Se describen brotes
infecciosos relevantes que permitieron publicar nuevas enfermedades en
México, como la Enfermedad de Rojos Vivos (BRS), causada por cepas pa-
togenas de Vibrio harveyiy la enfermedad de la necrosis aguda del hepato-
pancreas (AHPND), provocada por cepas toxigénicas de vibrios, como
Vibrio parahaemolyticus y Vibrio campbellii, que han generado altas morta-
lidades en el cultivo de camardn. En tilapia, se documenta la presencia de
patogenos bacterianos de peces como Aeromonas dhakensis, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus iniae y Francisella noatunensis, resaltando a
A. dhakensis, bacteria altamente patégena y aislada de tilapias cultivadas en
presas del noroeste de México, asi como la alta prevalencia de S. agalactiae
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en cultivos del suroeste mexicano. Se describen los métodos de diagndstico
utilizados en el c1aD, incluyendo la necropsia, analisis bacterioldgicos, la
histopatologia, la montura himeda y técnicas moleculares como PCRy
la secuenciacién genémica. El capitulo resalta la importancia de una vigilan-
cia sanitaria constante durante los cultivos, el diagndstico temprano y la
caracterizacién molecular de los agentes patégenos para implementar es-
trategias de contencion y mejorar la sostenibilidad de la produccién acuico-
la. Ademas, se destaca el papel del cIAD en la investigacién aplicada y el
desarrollo de herramientas diagnosticas que apoyan y fortalecen al sector
productivo.

Palabras clave: tilapia y camaron, enfermedades bacterianas, sistemas acuicolas.

Introduccion

Los organismos cultivados mas importantes en México, por su alto valor
comercial y por su incidencia social, son el camarén blanco del Pacifico
(Penaeus vannamei) y la tilapia nilética (Oreochromis niloticus). Ambos cul-
tivos generan empleo para cientos de personas de las zonas costeras. México
es el séptimo productor a nivel mundial de camarén y, aunque la produccién
anual ha mostrado una tendencia a aumentar, la actividad ha sufrido graves
pérdidas debido a las enfermedades infecciosas. Entre las enfermedades
listadas por la World Organization Aquatic Health (WoAH) reportadas en
México se encuentran la enfermedad viral infecciosa hipodérmica y hema-
topoyética (IHHNV) [Syn = penstyldensovirus (PstDV1)] en 1989; la he-
paopanceatitis necrotizante (NHP) causada por la bacteria tipo Rickettsia
Hepatobacterium penaei en 1992; el Sindrome de Taura (TSV) de origen
viral en 1995; la enfermedad de la mancha blanca (WSSV), también viral
en 1999; la Enfermedad de Rojos Vivos (BRS, no listada en woaH) causada
por Vibrio harveyi en 2010 y la necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND)
causada por Vibrio parahaemolyticus en 2013.

Respecto a la tilapia, México ocupa el noveno lugar en la producciéon
acuicola mundial. Actualmente, la tilapia se ha convertido en una impor-
tante fuente de proteina en paises tropicales, sin embargo, también es sus-
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ceptible a patégenos. Entre las bacterias mas peligrosas a nivel mundial, y
también reportadas en México para la tilapia cultivada, esta Francisella noa-
tunensis subsp. orientalis, Aeromonas dhakensis, Streptococcus iniae y Strepto-
coccus agalactiae. Adicionalmente, los patégenos Aeromonas hydrophila,
Edwardsiella ictaluri y Aeromonas veronii han sido reportados en otros paises
(Dong et al,, 2015).

Los métodos para el diagndstico de enfermedades bacterianas en camaro-
nes y peces incluyen analisis bacterioldgicos, bioquimicos, histopatolégicos,
genomicos y moleculares por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) y
rt-PCR (PCR en tiempo real). El diagnoéstico correcto de las enfermedades
involucra la integracion de todos esos analisis para identificar el agente
causal y los factores de riesgo. Este trabajo presenta especificamente enferme-
dades causadas por agentes bacterianos que afectan los cultivos de camarén
y tilapia en algunas zonas de México.

Métodos

Los animales con sospecha de enfermedad son transportados con agua del
estanque al laboratorio. Algunos signos clinicos asociados a enfermedades
en camarones incluyen cambios de coloracién en la cuticula o musculatura,
letargia, nado erratico, ausencia de alimento en tracto digestivo, decolora-
cion del hepatopancreas, entre otros (Lightner, 1996; Soto-Rodriguez et al.,
2010; Lozano-Olvera et al., 2024). En peces los signos clinicos como el
comportamiento anormal, la anorexia, el nado erratico o letargico, cambios
de coloracién en la piel o lesiones como descamacion, hemorragias, tlceras,
el abdomen abultado, el prolapso anal o la exoftalmia son indicativos de
infecciones bacterianas (Soto-Rodriguez et al., 2013; Soto-Rodriguez et al.,
2018; woaH, 2023).

Necropsia y fijacion

Previo a la necropsia, los animales deberan ser sacrificados mediante sobre-
dosis de anestésicos como tricaina o eugenol (de Souza Valente, 2022) para
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minimizar el sufrimiento (woaH, 2023). Una necropsia minuciosa iden-
tifica la mayor cantidad de alteraciones en 6rganos internos, las cuales deben
ser registradas en el historial clinico.

Dependiendo del tamario, los camarones se pueden preservar completos
o en secciones (Lightner, 1996); mientras que, en los peces, generalmente
es necesario realizar una diseccion de sus érganos. Secciones de drganos y
tejidos como el higado, bazo, rifién, cerebro, y la sangre son cominmente
usadas para el estudio de infecciones. Sin embargo, también la piel, estoma-
go, intestino, branquias o musculo pueden ser susceptibles de infeccién
bacteriana. Por lo que, con base en la necropsia se debe identificar, selec-
cionar y analizar los tejidos sospechosos de infecciones mediante diferentes
herramientas de diagndstico (incluidos: métodos moleculares, bacteriologi-
cos, histolégicos y montura humeda) para lograr una mayor comprension
del padecimiento.

Métodos moleculares

A partir de muestras de agua, sedimento, heces, aislados bacterianos, tejidos
frescos, congelados o bien preservados en etanol 96°, se extrae el ADN o
ARN para su analisis por diferentes tipos de PCR, utilizando cebadores
especificos (WoAH, 2023). En ocasiones, también se realiza la secuenciacion
masiva del genoma completo de cepas bacterianas seleccionadas a partir de
analisis bacteriologicos.

Métodos bacteriolégicos

Muestras de érganos y tejidos son disectadas bajo condiciones de esterilidad
para su cultivo en medios microbioldgicos generales y/o selectivos. El nime-
ro de unidades formadoras de colonias (UFCs) son cuantificadas mediante
dilucién serial (Soto-Rodriguez et al., 2010). Las colonias dominantes son
aisladas para su caracterizacién bioquimica y susceptibilidad a antibioticos.
Colonias representativas de cada aislado son crio preservadas a —80°C
(Gherna, 1994) para su caracterizacion molecular.
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Método histolégico

Organismos completos o secciones de tejidos son preservados mediante una
inyeccion con formalina neutra al 10% o solucién Bouin’s en el caso de
peces. Mientras que la solucion Davidson AFA (acido acético, formaldehido,
alcohol) es empleada para una preservacion adecuada de los crustaceos
(Lightner, 1996). Entre 24 a 48 h estos son mantenidos en una solucion fija-
dora (1:10) antes del procesamiento histolégico de rutina.

Montura himeda

La montura humeda de tejidos animales es una herramienta presuntiva que
es ampliamente usada in situ en las unidades de produccion (Gomes et al.,
2010; Lozano-Olvera et al., 2024). Se basa en la observacion microscopica
de secciones frescas de tejido animal sobre un portaobjeto con una gota de
agua (Lightner, 1996).

En la Figura 7.1 se muestra un diagrama de las etapas empleadas por
nuestro grupo de trabajo para el estudio de causalidades de procesos infec-
ciosos bacterianos en organismos acuaticos, que incluyen procedimientos
desde la identificacion de epizootias in situ hasta la identificacién y carac-
terizacion del agente causal mediante métodos moleculares.

Resultados y discusion
Enfermedades de camarén

En el 2005, los productores de camaron experimentaron una mortalidad en
los cultivos no asociada con alguna enfermedad conocida en México. Obser-
vaciones de campo mostraron camarones letargicos, anoréxicos, con el cuer-
po flacido y manchas de decoloracion rojiza en la cuticula abdominal y, a
veces, erosiones melanizadas alrededor de las manchas (Figura 7.2A). En
organismos acuaticos, generalmente las observaciones en campo no son
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Figura 7.1. Diagrama que muestra el flujo de trabajo aplicado en el estudio de las enfermedades bacterianas de
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suficientes para identificar una enfermedad, por lo que es vital identificar
los dafios causados en los tejidos.

En el presente caso, el analisis de los tejidos por montura himeda mos-
tr6 un dafio severo en la musculatura adyacente a las erosiones cuticulares
(Figura 7.2B). El andlisis histopatologico confirm¢ la presencia de abundan-
tes bacterias en los tejidos, indicando una infeccidon bacteriana sistémica
que, inicialmente, comprometi6 el musculo estriado de los segmentos ab-
dominales y luego se disemin¢ a través del sistema circulatorio, afectando
severamente 6rganos vitales como el érgano linfoide (Figura 7.2C), la glan-
dula antenal y el corazdén. Los brotes infecciosos se investigaron desde un
enfoque multidisciplinario, lo que permiti6 el aislamiento y la identificacién
molecular de cepas de Vibrio harveyi (entre ellas, CAIM 1792) como agente
causal de la Enfermedad de Rojos Vivos (BRS por sus siglas en inglés, Soto-
Rodriguez et al., 2010). Adicionalmente, las cepas se caracterizaron fenotipi-
camente (por ejemplo, pruebas de motilidad, Gram, oxidasa, catalasa, entre
otras), incluyendo el analisis de sensibilidad a antimicrobianos (Soto-Rodri-
guez et al., 2012).

En la década pasada, el cultivo de camarén en México fue nuevamente
afectado por multiples brotes de AHPND. Tipicamente, los casos se presen-
taban en los primeros 30 dias de cultivo, causando una alta mortalidad con
pérdidas econémicas en nuestro pais y alrededor del mundo (Tran et al,,
2013; Nunan et al., 2014). Los camarones afectados con AHPND desarro-
llan letargia, tienen un hepatopancreas palido, un tracto digestivo vacio
(Figura 7.2D), cromatoforos expandidos, decoloracion, atrofia y disfuncion
generalizada del hepatopancreas, signos acompanados de una mortalidad
aguda en el estanque. Estudios de campo y laboratorio confirmaron su etio-
logia, como cepas especificas de Vibrio parahaemolyticus que secretan una
potente toxina conocida como PirAB (Lee et al., 2015; Soto-Rodriguez et
al,, 2015). Las colonias de V. parahaemolyticus se aislaron en agar TSA (agar
soya tripticaseina), TCBS (agar tiosulfato citrato bilis sacarosa) y se purifi-
caron en medios especificos como CHROMagar™ Vibrio (Figura 7.2E). Es-
tas cepas poseen diferente virulencia, causando mortalidad desde las primeras
horas de infeccion. La enfermedad se caracteriza por ocasionar una disfuncién
generalizada del hepatopancreas debido al desprendimiento masivo de células
epiteliales en los tubulos de los camarones infectados (Figura 7.2F).
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Figura 7.2. Camarones y tejidos de P. vannamei afectados por la Enfermedad de Rojos Vivos (BRS)
(A-C) y AHPND (D-F)

Nota. (A) Signos externos, donde se observan lesiones melanizadas en cuticula (flecha). (B) Microfotografia
por montura hiumeda con melanizacién cuticular (*) y necrosis de las fibras musculares (flecha).
(C) Necrosis severa y proliferacion de bacterias Gram negativas (flecha) en 6rgano linfoide. (D) Cama-
rones afectados por AHPND con hepatopéncreas palido y tracto digestivo vacio (flecha). (E) Colonias
aisladas en CHROMagar™ Vibrio de eventos de AHPND. (F) Microfotografia de hepatopancreas con
severo desprendimiento de células epiteliales en los tibulos pancreaticos. Tincion Gram Humber-
stone (C) y Hematoxilina-eosina-floxina (F).

Fuente: todas las imagenes son inéditas. Las iméagenes A, D, E fueron proporcionadas por Sonia A. Soto Ro-
driguez; las imagenes B, C 'y fueron proporcionadas por Rodolfo Lozano Olvera.
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Se requiere una vigilancia y monitoreo constante para identificar cual-
quier variacién en la condicion de salud en los cultivos (Lozano-Olvera et
al., 2024). Recientemente, fueron identificadas nuevas cepas de Vibrio cam-
pbellii, aisladas de postlarvas de camardn del Noroeste de México. Estas
cepas poseen los genes de la toxina PirAB causante de AHPND (Soto-Ro-
driguez et al., 2024a), las cuales representan un riesgo mas para la produc-
cién camaronicola en el pais.

Enfermedades de tilapia

A continuacion, se presentan algunos de los resultados de los estudios que
hemos realizado con bacterias patdgenas para la tilapia del Nilo. Se diseccio-
naron tilapias enfermas cultivadas en presas de Sinaloa asépticamente para
la toma de muestras de drganos internos para andlisis bacteriologicos (Fi-
gura 7.3A). Se obtuvieron aislados bacterianos en medio TSA que se carac-
terizaron fenotipica y genémicamente. Mediante la secuenciacion del geno-
ma completo se identifico a la cepa Aeromonas dhakensis CAIM 1873. El
estudio del genoma completo identificé genes de virulencia asociados a
hemolisinas, citotoxinas, sider6foros, proteasas y genes de resistencia anti-
bidticos (Soto-Rodriguez et al., 2018) (Figura 7.3B). Durante las pruebas de
desafio con A. dhakensis CAIM 1873 en tilapia hibrida, una dosis de 1.5 x
10° UFC/g causo6 80% de mortalidad a las 13 h pos-inoculacion (Soto-Rodri-
guez et al,, 2018), lo que comprueba la alta virulencia de esta cepa.

Por otro lado, durante un monitoreo sanitario de tilapia cultivada en
jaulas (Figura 7.3C) en el suroeste mexicano (Guerrero, Oaxaca y Chiapas)
en 2018, 2019, 2020y 2022, se analizaron las bacterias Francisella sp., Staphy-
lococcus sp., Staphylococcus aureum, Aeromonas sp., Aeromonas dhakensis,
Streptococcus iniae y Streptococcus agalactiae, mediante técnicas de PCR
punto final y PCR tiempo real. Los signos clinicos de algunas de las tilapias
cultivadas incluyeron nédulos blanquecinos en bazo, higado inflamado y
palido, hemorragias en piel e internas, lesiones necréticas en musculo, ul-
ceras en piel, descamacion, aletas erosionadas, lesiones en ojos y piel (Fi-
gura 7.3D), entre otros. Se detecté alta prevalencia de Staphylococcus sp. y
Streptococcus agalactiae, una de las bacterias patdgenas mas peligrosas para
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la tilapia cultivada (Soto-Rodriguez et al., 2024b). También se encontré una
baja prevalencia de Aeromonas sp.y Streptococcus iniae. Estos patégenos
fueron detectados en los tres estados durante el periodo de muestreo, lo que
indica un proceso de coinfeccién que representa un riesgo mayor para el
cultivo sostenible de la tilapia en México.

Figura 7.3. (A) Diseccién y toma de muestras de érganos internos de tilapia (O. niloticus) con
sospechas de enfermedad. (B) Diagrama circular del genoma completo de Aeromonas dhakensis
CAIM 1873. (C) Cultivo de tilapia en jaula durante el muestreo sanitario en Chiapas. (D) Tilapia con
signos de enfermedad como lesiones en piel y ojo. Todas las imdgenes son inéditas.

Fuente: las imagenes A, Cy D fueron proporcionadas por Francis Marrujo Lopez, la imagen B fue proporcio-
nada por Bruno Gémez Gil.



AGENTES PATOGENOS EN CULTIVOS DE CAMARON Y TILAPIA

Conclusiones

La importancia del estudio de las enfermedades infecciosas radica, principal-
mente, en identificar y caracterizar las enfermedades de mayor impacto en
la produccioén acuicola, con el objeto de implementar programas de detec-
cién, monitoreo y contencion, y asi evitar su dispersion a otras regiones o
nuevas especies. En el caso de las enfermedades bacterianas, nuestro equi-
po logro caracterizar el curso natural de AHPND mediante la evaluaciéon
clinica y andlisis por montura himeda, que permite la detecciéon temprana
de brotes de enfermedad a nivel de granja.

Estos resultados apoyan el conocimiento de la patogenia de AHPND y
brindan criterios utiles al productor que puede utilizar en programas de
monitoreo para una deteccidén temprana en campo. Respecto a la tilapia,
identificamos y evaluamos el grado de virulencia de A. dhakensis, bacteria
que, a la fecha, no habia sido considerada como patdgeno para la tilapia cul-
tivada. También detectamos recientemente una alta prevalencia de S. aga-
lactiae, uno de los patégenos mas importantes a nivel mundial en tilapias
enfermas cultivadas en jaulas flotantes en el suroeste mexicano, que puede
detonar brotes infecciosos y mortalidad en la produccién. La identifica-
cién de los agentes causales de cada enfermedad infecciosa bacteriana mencio-
nadas en este trabajo fue confirmada por las diversas metodologias de ana-
lisis que, en conjunto, permitid identificar el agente causal utilizando los
criterios del postulado de Koch.

En los estudios con camardn y tilapia, se obtuvieron y analizaron los
genomas completos de las cepas bacterianas aisladas de brotes infecciosos,
que permitieron detectar genes de virulencia y diferencias genéticas entre
cepas. Lo anterior facilita la identificacion de tratamientos mas eficientes y
amigables con el medio ambiente, favoreciendo una produccién mas sus-
tentable que beneficie al sector primario de las comunidades rurales depen-
dientes de estos cultivos en las zonas costeras del pais.
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