Hepatopancreatitis
necrotizante (NHP)

Hepatopancreatitis necrotizante de
Texas (TNHP),

Sindrome de mortalidad de los
estanques de Texas (TPMS),

Hepatopancreatitis necrotizante de
Pert (PNHP) o

Hepatopancreatitis necrotizante de
ecuador (ENHP)

Autor: Jorge Cuéllar-Anjel

Ultima actualizacién:
Agosto de 2013

the Center fox
J Food Securi
&Public Health

IOWA STATE UNIVERSITY®

College of Veterinary Medicine
lowa State University

Ames, lowa 50011

Phone; 515.294.7189

Fax: 515.2¢

cfsph@iastate.edu

59

www.cfsph.iastate.edu

INSTITUTE ror
INTERNATIONAL
COOPERATION 1N
ANIMAL BIOLOGICS

<,

wa State University

je of Veterinary Medicine

www.cfsph.iastate.edu/IICAB/

2015-0306

Importancia

La hepatopancreatitis necrotizante (NHP) es una importante enfermedad
bacteriana, que afecta el hepatopancreas de los camarones infectados; fue reportada
por primera vez en 1992, en Texas, aunque se piensa que pudo ser la causante de las
afecciones presentadas en cultivos de camardn desde 1985. Debido a la importancia
del hepatopancreas para la nutricion del camarén, la enfermedad NHP pueden
producir lesiones con consecuencias que van desde disminucién del crecimiento de
los camarones afectados, hasta mortalidades acumuladas que pueden llegar al 90%.
La NHP guarda relacion con ciertas temperaturas y salinidades presentes en el
ambiente acuatico de cultivo y es muy importante la deteccién temprana con el fin de
poder tomar medidas terapéuticas a tiempo.

Etiologia

La bacteria intracelular obligada conocida como Hepatobacter penaei, es el
agente patogeno causante de la NHP. EI H. penaei es una bacteria dimorfa, cilindrica
(es la mas importante en la patogenesis de la enfermedad) o helicoidal; posee flagelos
en el apice y se considera como una Alfa-ptoteobacteria, Gram- negativa y tipo
rickettsia. Infecta todo tipo de células del hepatopancreas y se encuentra libre en el
citoplasma de las células infectadas, lugar en donde se multiplica. La aparicion de la
enfermedad puede verse favorecida por altas temperaturas (29 a 31°C) y, en algunos
casos, por la salinidad del agua del estanque (>16 ppt).

Especies afectadas

La NHP es una enfermedad que se presenta en la mayoria de las especies de
camarones penaeidos, de agua dulce y de agua salada, entre ellos el L. vannamei en
etapas juveniles y adultos; también L. stylrostris. Las etapas del ciclo de vida de L.
vannamei afectadas por NHP son juvenil, subadulto y adulto (reproductores). Se han
encontrado alteraciones parecidas a la NHP se en otras especies como P. setiferus, P.
aztecus y P. californiensis.

Distribucion geogréfica

Inicialmente la enfermedad fue diagnosticada en Texas hacia 1992 pero
posteriormente se fueron presentando bacterias similares en fincas camaroneras de
Brasil, Venezuela, Ecuador, Perd, Colombia, Panama, Belice, Nicaragua, Guatemala,
México, El Salvador, Costa Rica y Vietnam. Se encuentra presente tanto en
camarones salvajes como de cultivo.

Transmision

Es posible que algunos sobrevivientes de las epizootias permanezcan como
portadores de por vida, favoreciendo la transmision horizontal de la enfermedad. De
igual forma, el canibalismo y el agua contaminada con heces, contribuyen a la
transmision horizontal. Es posible también que se presente la transmision vertical.

La prevalencia de la NHP en camarones silvestres oscila entre 5.6 y 15% en
P. duorarum y entre 5y 17% en P. aztecus en México. Para el caso del Perq,
las prevalencias son en L. vannamei 0.77% y en L. stylirostris 0.43%. En fincas
camaroneras de Belice, Brasil, Guatemala, Honduras, Meéxico, Nicaragua y
Venezuela, la prevalencia en camarones L. vannamei de cultivo oscilan entre 0.6% y
1.3%.

Signos clinicos

Durante la aparicion de la enfermedad, se presenta disminucion de la ingesta de
alimento que progresa hasta anorexia, aumenta la tasa de conversiéon de alimento,
letargia, intestino vacio, cromatdforos expandidos, flacidez, caparazén blando,
palidez generalizada, branquias amarillas o café, hepatopancreas atréfico y
blanquecino con melanizacién , colas delgadas, superficies con mal olor por presencia
de epicomensales, lesiones bacterianas en la superficie, o apéndices melanizados,
bordes oscuros en urépodos y pleépodos.
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Mortalidad y morbilidad

En L. vannamei, la enfermedad NHP tiene un curso
agudo y puede llegar a producir mortalidades del 90% al
100%. Cuando el proceso se presenta como una patologia
de curso crénico, se observan camarones con flacidez, bajo
crecimiento y exoesqueleto blando.

Diagnostico

La anatomopatologia microscopica de la NHP incluye
el facil diagnéstico de la enfermedad en fase aguda o
cronica tanto en L. vannamei como en L. stylirostris
mediante histopatologia de rutina. Como apoyo diagndstico
para el estudio de la enfermedad, se ha estructurado en las
siguientes 4 fases:

Fase inicial. Es dificil de diagnosticar mediante
histologia usando tincion con Hematoxilina y Eosina. Para
infecciones iniciales, se recomiendan métodos moleculares
como PCR o sondas de ADN especificas para NHP (Dot
blot o hibridacién in-situ.

Fase aguda. Se caracteriza por atrofia del
hepatopancreas, presencia de bacterias y hemocitos
infiltrados en los tdbulos del 6érgano con encapsulaciones
multifocales, células hipertréficas y epiteliales individuales
que asemejan estar separadas de las vecinas, necrosis y
descamacion celular en la luz de los tibulos y contenido
variable de vacuolas lipidicas.

Fase de transicion. En esta fase hay inflamacion
caracterizada por infiltracion de los hemocitos en los
espacios intertubulares, como respuesta a la bacteriosis
secundaria que sigue a la necrosis, citolisis 'y
desprendimiento de las células epiteliales de los tabulos
afectados. El hepatopancreas contiene muy pocas vacuolas
lipidicas y en algunos casos se hacen evidentes las masas de
bacterias. También es frecuente observar nddulos
hemociticos y n6dulos melanizados con masas de bacterias
en su interior.

Fase cronica. Se caracteriza por una disminucién
marcada del nimero y severidad de las lesiones en los
tlbulos del hepatopancreas, de la encapsulacion multifocal
y de las zonas edematosas, procesos patoldgicos que son
reemplazados por zonas de infiltraciéon y acumulacion de
hemocitos. Suele presentarse fibrosis, tibulos melanizados
y necroticos, pocas células con masas bacterianas y pocos
nodulos hemociticos.

Diagna@stico presuntivo

Se considera un caso como sospechoso, cuando se
presentan mortalidades altas de forma subita en poslarvas
(pls) avanzadas, juveniles o subadultos de L. vannamei o L.
stylirostris, dentro de camaroneras ubicadas en zonas donde
la NHP se considere como enzodtica. Se podran ver
también aves marinas (gaviotas, cormoranes, garzas,
golondrinas de mar, etc.) capturando camarones enfermos
en los estanques. Estos, al ser sacados del agua para examen
clinico, pueden presentar signos macroscopicos sugestivos
de la NHP en fase aguda o croénica tales como atrofia del
hepatopancreas, color rojizo u obscuro azulado, letargia,
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caparazén blando, tracto intestinal vacio y algunas veces
puntos negros o marrén oscuro de forma irregulares sobre
varias partes de la cuticula.

En instalaciones de maduraciéon y larvicultura que
utilizan reproductores silvestres o infectados por NHP, se
puede observar una baja tasa de eclosién de los huevos,
baja supervivencia y bajo rendimiento en los estadios de
larva y de postlarva.

Como una herramienta para llegar a una impresion
diagnéstica inicial diagndstico presuntivo), el montaje en
fresco del hepatopancreas suministra informacion valiosa
cuando se examinan camarones enfermos de una poblacion
endémica o sospechosa. Esta técnica de aplastamiento del
tejido, se lleva a cabo para detectar la NHP de manera
presuntiva y se puede observar durante el montaje que el
hepatopancreas esté atrofiado, blando y acuoso, lleno de
liquido en el centro, palido con lineas negras (tdbulos
melanizados) o centro palido en vez del color naranja
natural.

En base a la estructuracion de la NHP en 4 fases, se
puede considerar que la fase inicial presenta escasa
deformacion (estrangulamiento) de los tibulos (de 1 a 5 por
campo y por camarén) y muy poca descamacion de las
células de los tubulos. La fase aguda incluye infiltracion de
hemocitos, mayor cantidad de tabulos deformados (de 6 a
10 por campo y por camaron) y encapasulacion en varias
partes del oOrgano (tGbulos atrofiados cubiertos por
hemocitos). En la fase de transicién hay presencia de
infiltracion hemocitica, alin mas tdbulos deformados (de 11
a 15 por campo y por camaron), tdbulos necroticos,
melanizacién en los tdbulos y encapsulacion marcada.
Algunas veces se observan nddulos hemociticos con masas
de bacterias en el interior. Durante la fase cronica se
pueden observar zonas del hepatopancreas con fibrosis,
tibulos melanizados o necréticos muy escasos y baja
cantidad de células hipertrofiadas con masas bacterianas en
el citoplasma.

Diagnéstico diferencial
El diagndstico diferencial de la hepatopancreatitis
necrotizante incluye bacteriosis sistémicas en fase aguda,
asi como otras posibles condiciones patoldgicas en las que
se produzca anorexia y coloracion obscura por causas
quimicas o biologicas.

Diagnadstico confirmatorio

Se considera que un caso sospechoso o un diagndstico
presuntivo son confirmados, cuando se consiguen
resultados positivos al utilizar una prueba molecular (PCR o
sonda genética) y una prueba morfolégica (histologia),
realizando minimo dos de los siguientes métodos:

a) Confirmacion histoldgica de lesiones diagndsticas de
la NHP en fase aguda con atrofia moderada de la mucosa
tubular, bacterias visibles y procesos inflamatorios
(infiltracion hemocitica) en los tdbulos con encapsulaciones
multifocales
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b) Reaccion positiva mediante hibridacion in situ
utilizando sondas genéticas especificas para deteccion
genémica de NHP

c) Reaccioén positiva a la prueba de PCR utilizando
primers especificos para la deteccion genémica de NHP

Toma de muestras para laboratorio

Histopatologia. Para este tipo de técnica se requiere
que los camarones capturados se encuentren visiblemente
enfermos (con presencia de los signos clinicos mencionados
anteriormente) y que se estén adn vivos. Los animales
enfermos seleccionados para histopatologia, deben ser entre
5y 10 por poblacién (estanque o cuerpo de agua) y deben
ser fijados mediante inyeccion con solucién fijadora de
Davidson-AFA. La inyeccion de debe realizar en el
cefalotorax (cabeza) y especialmente el hepatopéancreas. El
proceso de fijacion se debe hacer siempre utilizando
guantes, lentes protectores y estando en un lugar abierto y
bien ventilado para evitar inhalar estos gases. Este fijador
puede ser carcinogénico por su contenido de formaldehido.

Pruebas moleculares. Tanto la hibridacion Dot Blot
como la PCR, requieren el uso de hepatopancreas para la
deteccion gendmica de NHP. La técnica de Dot Blot
usualmente requiere someter el tejido a maceracion con un
buffer de lisis, que rompe las células y expone el DNA
bacteriano quedando libre en la solucion de extraccion.

La hibridacion in situ equivale a una Dot Blot, pero
realizada directamente sobre un corte histolégico que no ha
sido tefiido y que se ha desparafinado previamente. Dicho
corte debe corresponder a un camaron enfermo previamente
fijado en Davidson-AFA segun el protocolo normal para
histologia. Los resultados se dan en funcion de la reaccion
colorimétrica que se observa en las células en las que el
virus esta contenido y, como evidencia de ello, se pueden
ver zonas pardas u oscuras (casi negras) indicando la
existencia de genoma de las bacterias causantes de la NHP.

La técnica de PCR en cualquiera de sus formas (un
paso, anidada (nested PCR), tiempo real, LAMP, etc.), debe
realizarse a partir de una muestra del hepatopancreas de un
camaron enfermo y sospechoso. En el caso de postlarvas, se
utilizan 5 a 20 organismos enteros habiéndoles retirado
cuidadosamente los ojos, ya que éstos interfieren con la
PCR.

Medidas recomendadas ante la sospecha
de hepatopancreatitis necrotizante

Notificacién a las autoridades

La hepatopancreatitis necrotizante es una enfermedad
de camarones penaeidos que debe ser notificada ante la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE, por sus
siglas en francés). Los requisitos para la notificacion de la
enfermedad a las naciones miembro de la OIE y las pautas
de importacidn/exportacion pueden consultarse en el
Cadigo Sanitario para los Animales Acuaticos de la OIE
http://www.oie.int/es/normas-internacionales/codigo-
acuatico/acceso-en-linea/. Los veterinarios que detecten un
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caso de la NHP deben seguir las pautas nacionales y/o
locales para la notificacion y las pruebas de diagndstico
correspondientes. Sin embargo, se debe recalcar que esta es
una enfermedad catalogada como endémica en las
Américas, donde esta ampliamente distribuida en los paises
productores de camaron de cultivo.

Medidas de Control

Se han utilizado con éxito variable los antibiticos
Oxitetraciclina (5,000 ppm) y Florfenicol (250 ppm) en
alimentos medicados (peletizados) cada 8 horas durante 10
dias, mostrando en algunos casos mejoria de a poblacion
frente a la NHP. Esto es en la medida en que la enfermedad
sea detectada en una fase inicial.

Como estrategias de prevencion para evitar la infeccién
de los camarones de la camaronera con NHP, se pueden
incluir las siguientes:

. Deteccion temprana (fase inicial) para que la
terapia medicada sea efectiva y se evite el
canibalismo que conllevaria a diseminacion de la
enfermedad

. Subalimentacién o ayunos prolongados pueden
conducir al canibalismo y la subsecuente
diseminacion de la enfermedad en poblaciones
infectadas con la bacteria causante de la NHP en L.
vannamei

. Utilizar cal hidratada (Ca(OH)2) para cubrir los
fondos de los estanques durante la preparacion y
antes del llenado

. Rastrillado, arado, eliminacién de sedimentos del
fondo, encalado abundante y secado al sol por
varias semanas, acompafiado esto de la
desinfeccion de los elementos de cosecha y otros
equipos de la camaronera utilizados durante el
ciclo de produccién

. Reproductores libres de patdgenos especificos
(SPF)

. Certificacion individual de reproductores y de
nauplios o postlarvas mediante la técnica de PCR

Luego de que el H. penaei causante de NHP se ha
introducido a un pais, no se deben comprar nauplios o pls
en laboratorios que podrian estar o que estan infectados con
esta bacteria. Es probable que el yodo y el agua de lavado
puedan retirar y destruir la bacteria cuando se usa en
huevos, nauplios y pls de camardn infectados. Es esencial
que este proceso sea consistente. Las granjas deben
mantener buenas medidas de bioseguridad y examinar cada
lote de animales antes de su compra y siembra en los
estanques.

Se deben utilizar pruebas de diagnostico sensibles y
confiables para la deteccion y seguimiento de la NHP. Estas
suelen ser tecnologias basadas en DNA, tales como la PCR
y la hibridacion in situ (ISH).

Es importante comprar pls que han sido analizadas por
PCR para NHP luego de que han pasado la prueba de estrés.
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Aunque se sabe que el uso de formalina ayuda a
eliminar las pls mas débiles, las granjas nunca deben
sembrar pls que se sabe son portadoras de la bacteria
causante de NHP.

Si se detecta la infeccion en la etapa inicial, lo cual es
muy importante, se debe iniciar tratamiento con
Oxitetraciclina (5,000 ppm) por 14 dias o Florfenicol (250
ppm) por 10 dias.

Salud publica
Los humanos no son propensos a contraer la
hepatopancreatitis necrotizante

Recursos en internet

http://www.oie.int/esp/normes/fmanual/2.2.04 NECR
OTISING _HEPATO.pdf

http://www.oie.int/fileadmin/Home/esp/Health standar
ds/aahm/2010/2.2.04 NECROTISING HEPATO.pdf

http://www.fao.org/docrep/003/x9199e/x9199e03.htm
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