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Baculovirus penaei como factor de riesgo para infecciones
bacterianas en hepatopancreas de Penaeus vannamei

Baculovirus penaei as a risk factor for bacterial infections in the hepatopancreas
of Penaeus vannamei

Alexander Varela-Mejias'?, José Valverde-Moya**

RESUMEN

La incidencia de infecciones bacterianas en hepatopancreas de camarones cultiva-
dos en el Golfo de Nicoya, Costa Rica, presentd un alto impacto en los cultivos en 2016-
2017, afectando la sobrevivencia de los animales y las producciones de las granjas
camaroneras. Ademas, se presentaron incidencias importantes de Baculovirus penaei,
detectado en poslarvas utilizadas en parte de los estanques. Se realizé un analisis Odds
Ratio en un estudio observacional de tipo Caso-Control para determinar la posible parti-
cipacion de este virus como factor de riesgo hacia bacteriosis ulteriores. El estudio
demuestra la activa participacion de Baculovirus penaei como un importante factor de
riesgo. Se presentan datos de sobrevivencias por estanques infectados por el virus vs
estanques libres.
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The incidence of bacterial infections in shrimp hepatopancreas cultivated in the Gulf
of Nicoya, Costa Rica, presented a high impact on yields in 2016-2017, affecting the
survival of the animals and shrimp farm production. In addition, important incidences of
Baculovirus penaei, detected in post-larvae used in part of the shrimp ponds, were
reported. An Odds Ratio analysis was performed in an observational case-control study
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to determine the possible participation of this virus as a risk factor for subsequent
bacterioses. The study demonstrates the active participation of Baculovirus penaei as
an important risk factor. Survival data are presented by ponds infected by the virus vs

free ponds.
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INTRODUCCION

Los cultivos de camardon en
Latinoamérica han presentado frecuentes
brotes de enfermedades, muchas veces aso-
ciados a dafios en el hepatopancreas. Estos
brotes pueden presentarse con la participa-
cion de etiologias individuales o como
coinfecciones por varios agentes causales
(Cuéllar-Anjel et al.,2012; Nunan et al, 2014,
Pefiay Varela, 2016; Aranguren et al., 2017,
Tang et al., 2017), como puede ocurrir ante
la combinacion del Baculovirus penaei (BP)
y diversas cepas de Vibrio spp (Varela-
Mejias, 2018a).

BP ha sido reportado en los estadios
larvales, poslarvales, juveniles y adultos de
camarones peneidos cultivados en paises de
Norte, Centro y Sur América (Morales-
Covarrubias y Chavez, 1999; Cuéllar-Anjel,
2015; OIE, 2016; Varela-Megjias, 2018a). Este
virus fue renombrado como «Virus de la
poliedrosis nuclear con envoltura unica
del Penaeus vannamei» (PvSNPV, por sus
siglas en inglés) (Cuéllar-Anjel, 2015); no
obstante, dada la gran difusién del nombre
previo, se le suele seguir denominando como
Baculovirus penaei o BP, y se le considera
un agente de baja o moderada virulencia
(Lightner, 1996; Lightner y Pantoja, 2002).

Practicamente todas las especies de
camarones peneidos en el continente ameri-
cano han sido reportadas como susceptibles
al BP (Lightner, 1996; Bondad-Reantaso et
al., 2001; Morales-Covarrubias, 2004). El
mecanismo de transmision utilizado por este
agente es horizontal, mediante el contacto con
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heces, cuerpos de oclusion, agua o detritos
contaminados con el virus (Bondad-Reantaso
et al.,2001; Morales-Covarrubias, 2004; OIE,
2016). Sus signos clinicos no son especificos,
carecen de valor diagnostico e incluyen re-
ducciones en la tasa de crecimiento y alimen-
tacion, asi como incrementos de infestaciones
secundarias por epibiontes (Morales-
Covarrubias y Chavez, 1999). Los animales
severamente afectados pueden presentar una
coloracion palida en el tracto digestivo
(Lightner, 1996; Cuéllar-Anjel, 2015).

Entre los métodos utilizados para el diag-
nostico de BP estan el analisis en fresco, la
histopatologia, el uso de sondas moleculares,
la microscopia electronica, los bioensayos y
el PCR (Lightner, 1996; Morales-
Covarrubias, 2004; Cuéllar-Anjel, 2015; OIE,
2016; Varela-Mejias, 2018a). De estos, la
observacion microscopica de tejidos en fres-
co o de cortes histopatologicos en tejidos pro-
cesados han sido los mas utilizados por su
sensibilidad, costo y accesibilidad. El diagnos-
tico se fundamenta en la deteccion de los
cuerpos de oclusion piramidales dentro de los
nucleos de las células epiteliales del
hepatopancreas o libres en el lumen tubular e
intestino (Lightner, 1996; Bondad-Reantaso
et al., 2001; Morales-Covarrubias, 2004;
Cuéllar-Anjel, 2015; OIE, 2016; Varela-
Mejias, 2018a).

Por su parte, los brotes bacteriales son
causados principalmente por especies y ce-
pas de Vibrio spp (Lightner, 1996; Morales-
Covarrubias, 2004; Varela y Pefia, 2015; Pefia
y Varela, 2016; Valverde-Moya y Varela-
Mejias, 2018a). Las bacteriosis en hepato-
pancreas se han reportado en numerosas
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ocasiones y regiones. Al igual que en el BP,
los animales afectados presentan signos cli-
nicos inespecificos como anorexia, nado erra-
tico y debilidad (Lightner, 1988; Prieto y
Rodriguez, 1993; Lightner, 1996; Morales-
Covarrubias, 2004; Morales-Covarrubias y
Gomez-Gil, 2014; Gomez-Gil et al, 2015;
Pefiay Varela, 2016). Histopatologicamente,
en los casos de necrosis séptica del
hepatopancreas se observa atrofia tubular y
focos de acumulacion de hemocitos rodean-
do tejidos lesionados, siendo comin la pre-
sencia de encapsulaciones y necrosis tubular
focal o multifocal (Lightner, 1996; Morales-
Covarrubias, 2004; Varela-Mejias, 2018a).

Un caso especial de bacteriosis es la
Necrosis Aguda del Hepatopancreas
(AHPND, por sus siglas en inglés), siendo
esta una infeccion causada por cepas de
Vibrio, entre ellas V. parahaemolyticus. Se
reportd por primera vez en China en 2009,
propagandose en varias regiones de Asia.
Genera desprendimientos celulares masivos
en los tibulos del hepatopancreas causando
alta mortalidad (NACA, 2012; FAO, 2013;
Lightner et al., 2013; Tran et al., 2013; de la
Pena et al., 2015). En el continente america-
no, AHPND se diagnostico por primera vez
en 2013 en México (Lightner et al., 2013;
Nunan et al., 2014), y posteriormente fue
identificado en Centroamérica (Han et al.,
2015) y mas recientemente en América del
Sur (Restrepo et al., 2016; Ahn et al., 2017,
Saavedra-Olivos et al., 2018).

En los tltimos afios, Costa Rica ha pre-
sentado un incremento en casos de infeccio-
nes en sus cultivos, incluyendo a estos
patdgenos. La incidencia y prevalencia del
BP ha sido particularmente alta (Varela-
Mejias, 2018b), unido a la participacion de
brotes por diferentes especies de Vibrio, in-
cluyendo V. parahaemolyticus, V. harveyi y
Vibrio spp (Varela-Mejias y Elizondo-Ovares,
2018). Son pocas las granjas camaronicolas
que realizan monitoreos regulares sobre el
estado sanitario de sus cultivos y estos se
realizan principalmente mediante analisis en
fresco y bacteriologia diferencial, y con me-
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nor frecuencia, especialmente en casos sos-
pechosos o de dificil diagnostico, se recurre
a la histopatologia o PCR (Varela y Pefia,
2015; Pefia y Varela, 2016). Los casos de-
tectados son comunicados al Servicio Nacio-
nal de Salud Animal (SENASA) mediante
reportes oficiales.

Con estos antecedentes y con la inten-
cion de encontrar posibles correlaciones en-
tre la incidencia del BP y el impacto de las
bacteriosis, se presentan datos de
sobrevivencia de 137 estanques de camaro-
nes cultivados en el Golfo de Nicoya, Costa
Rica, afectados por BP y bacteriosis en 2016
y 2017. Se correlaciono el estado sanitario
de las poslarvas y el impacto generado en
infecciones bacteriales presentes durante el
cultivo.

MATERIALES Y METODOS

El estudio abarcé desde el inicio del pri-
mer ciclo de cultivo de 2016 hasta el cierre
del ultimo ciclo de cultivo de 2017. Se anali-
zaron 14 granjas, totalizando 137 estanques,
ubicadas en las zonas de Colorado de
Abangares y Jicaral de Puntarenas, a ambas
margenes del Golfo de Nicoya, Costa Rica
(Figura 1). El estado sanitario de los lotes de
poslarvas y poblaciones de estanques de en-
gorda fue determinado en el Laboratorio de
Patologias y Parasitologia de Crustaceos,
Costa Rica. Los animales analizados durante
el estudio fueron capturados en forma
aleatoria y se transportaron con vida hacia el
laboratorio para su analisis.

Las muestras utilizadas para la detec-
cion de BP se procesaron por analisis en fres-
co y analisis histopatoldgico, seglin las técni-
cas descritas por Bell y Lightner (1988) y
Lightner (1996). Se realizaron capturas de
muestras durante la recepcion de las
poslarvas. Los analisis se basaron en la de-
teccion de los cuerpos de oclusion virales,
mediante microscopia, con o sin tincion de
contraste, usando verde malaquita. El proce-
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samiento de los tejidos para el analisis
histopatologico se realizo en el Laboratorio
Nacional de Servicios Veterinarios
(LANASEVE), donde los cortes de los teji-
dos se hicieron con 5 um de espesor y se
tifieron con hematoxilina y eosina. Las lami-
nas procesadas se enviaron y analizaron en
el Laboratorio de Patologias y Parasitologia
de Crustaceos. La cantidad de poslarvas pro-
cesadas por muestra fue de al menos 100
individuos, capturados en forma aleatoria de
los lotes recibidos.

Se consideré como muestra positiva a
BP a aquellas en las cuales se detecto al
menos un animal infectado. Las muestras en
las cuales no se detectaron lesiones u
oclusiones o durante su seguimiento en la eta-
pa de engorda se consideraron como «No
detectado».

Los analisis bacteriologicos se realiza-
ron durante muestreos de seguimiento y
monitoreo general en los estanques de en-
gorda. Se realizaron analisis semanales de
por lo menos 10 animales por estanque utili-
zando muestras de hepatopancreas y culti-
vandolas en agar selectivo-diferencial TCBS,
especifico para Vibrio sp, segun lo descrito
por Prieto y Rodriguez (1993) y Gomez-Gil
et al. (2015).

Los datos de sobrevivencia fueron ob-
tenidos a partir de los registros zootécnicos
facilitados por los bidlogos y productores de
las granjas sometidas al estudio. Se estable-
ci6 la sobrevivencia promedio general de los
estanques del estudio a la cosecha como el
punto de corte para el analisis de datos y se
determind su desviacion estandar.

Adicionalmente, a partir de los datos
obtenidos, se generaron dos subgrupos: a)
estanques afectados por BP y por bacteriosis
y b) estanques no afectados por BP, pero
afectados por bacteriosis. Para ambos subg-
rupos se calculo la cantidad relativa de estan-
ques con sobrevivencia inferior, igual o supe-
rior al promedio de sobrevivencia general, asi
como su respectiva desviacion estandar.
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Figura 1. Ubicacién de las granjas
camaroneras en Colorado de Abangares (a)
y Jicaral de Puntarenas (b) en el Golfo de
Nicoya, Costa Rica

Se realiz6 un analisis transversal
observacional de tipo caso:control, mediante
una evaluacion Odds ratio. La interpreta-
cion de este tipo de analisis se basa en el
calculo de la razon existente entre los casos
y controles expuestos y los casos y controles
no expuestos. Segun el valor obtenido, un re-
sultado menor a 1 es considerado como fac-
tor de proteccion y un resultado superior a 1
es considerado como factor de riesgo. Un
Od(ds ratio igual a 1 indica que no existe re-
lacion entre el factor en estudio y el resulta-
do obtenido, segin la metodologia descrita por
de Blas et al. (2007).

Para los fines de este analisis, se consi-
deraron como «expuestos» los animales diag-
nosticados con BP y como «no expuestos» a
los animales no diagnosticados con BP. Asi
mismo, se considerd como «casos» los es-
tanques cuya sobrevivencia fue menor al pro-
medio general, y como «controles» aquellos
cuya sobrevivencia fue igual o superior al
promedio general. Este procedimiento
englob6 137 estanques a cuyos registros de
cosecha se tuvo acceso. Para el calculo del
Odds ratio, se establecié un nivel de con-
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Cuadro 1. Sobrevivencias en granjas camaroneras con estanques “expuestos”, afectados por
Baculovirus penaei (BP) y bacteriosis en el Golfo de Nicoya, Costa Rica

Laguna Total Sobr.  Animales Laguna Total Sobr. Animales
1 520,000 15.0 78,000 67 253,000 44.5 112,585

2 216,000 15.0 32,400 60 392,000 47.4 185,808
3 234,000 15.0 35,100 50 580,000 48.0 278,400
4 650,000 16.0 104,000 66 240,000 48.3 115,920
5 198,000 19.0 37,620 63 713,000 51.5 367,195
6 250,000 22.0 55,000 65 552,000 53.6 295,872
62 233,000 23.5 54,755 89 219,415 58.0 127,261
64 320,000 25.3 80,960 117 401,000 69.0 276,690
9 187,995 26.0 48,879 127 150,000 73.0 109,500
61 196,000 32.1 62,916 133 385,500 76.0 292,980
23 428,130 39.0 166,971 135 550,000 78.0 429,000
33 500,000 43.0 215,000 137 150,000 79.0 118,500

Sobrevivencia %
424+2.17

fianza de 99% y se utiliz6 el software libre
«WinEpi» (http://www.winepi.net/).

RESULTADOS Y DISCUSION

La sobrevivencia general fue de 52%,
con una desviacion estandar de 15.2%. Los
datos de los dos grupos del estudio se pre-
sentan en los Cuadros 1y 2.

La sobrevivencia disminuy6 a 42.0% en
el subgrupo de 24 estanques expuestos al BP
(Cuadro 1), lo que significé una reduccion del
10% con respecto a la sobrevivencia gene-
ral; ademas de presentar una gran variabili-
dad (desviacion estandar de 21.7%).

En el caso de los 113 estanques del
subgrupo no expuestos al BP (Cuadro 2) se
presento una sobrevivencia de 53.9 £ 12.3%,
ligeramente superior al promedio general.
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Estos datos se resumen en el Cuadro 3, los
cuales fueron utilizados para alimentar la
matriz para el calculo del Odds ratio. Los
resultados obtenidos, asi como los respecti-
vos valores de significancia, se presentan en
el Cuadro 4.

El valor calculado de Odds ratio fue
de 3.5373, indicando que la exposicion al BP
represento un factor de riesgo a los lotes ex-
puestos y una menor posibilidad de
sobrevivencias por infecciones secundarias,
especificamente para este caso, de bacteriosis
en hepatopancreas. Adicionalmente, mediante
el uso de WinEpi, se determino, con un nivel
de confianza de 99%, que los estanques ex-
puestos al BP (n=24) presentan entre 1.01 y
12.44 mas probabilidades de concluir con
sobrevivencias por debajo del promedio ge-
neral debido a bacteriosis ulteriores que los
estanques no expuestos al virus (n=113),
usando los limites de aproximacion
logaritmica.
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Cuadro 2. Sobrevivencias en granjas camaroneras con estanques que no presentaron
infecciones por Baculovirus penaei (BP), pero que fueron afectadas por bacteriosis
en el Golfo de Nicoya, Costa Rica

Laguna Total Sobr. Animales Laguna Total Sobr. Animales
7 300,000 25.7 77,100 77 720,000 56.0 403,200
8 550,000 26.0 143,000 78 1,372,000 56.0 768,320
10 532,000 28.2 150,024 79 900,000 56.2 505,800
11 375,000 29.0 108,750 80 1,045,000 56.3 588,335
12 320,000 32.0 102,400 81 400,000 56.7 226,800
13 428,000 33.0 141,240 82 448,000 57.0 255,360
14 801,000 33.0 264,330 83 462,000 57.0 263,340
15 400,000 34.0 136,000 84 714,000 57.0 406,980
16 672,000 34.0 228,480 85 240,000 58.0 139,200
17 300,000 36.0 108,000 86 540,000 58.0 313,200
18 400,000 36.0 144,000 87 480,000 58.0 278,400
19 220,000 36.0 79,200 88 206,000 58.0 119,480
20 600,000 37.0 222,000 90 660,000 58.2 384,120
21 760,000 37.0 281,200 91 895,000 59.0 528,050
22 375,000 38.0 142,500 92 382,000 59.2 226,144
24 320,000 39.0 124,800 93 352,000 59.5 209,440
25 420,000 40.0 168,000 94 513,000 59.7 306,261
26 280,000 40.0 112,000 95 567,692 60.0 340,615
27 380,000 40.0 152,000 96 380,000 60.0 228,000
28 420,000 41.0 172,200 97 120,000 60.0 72,000
29 100,000 41.0 41,000 98 817,000 60.0 490,200
30 420,000 41.2 173,040 99 540,000 60.1 324,540
31 700,000 42.0 294,000 100 300,000 60.8 182,400
32 180,000 42.0 75,600 101 700,000 61.0 427,000
34 180,000 43.0 77,400 102 352,000 61.6 216,832
35 1,080,000 44.0 475,200 103 320,000 63.0 201,600
36 693,000 44.4 307,692 104 363,000 63.9 231,957
37 900,000 44.8 403,200 105 400,000 64.0 256,000
38 82,666 45.0 37,200 106 750,000 64.0 480,000
39 373,000 45.0 167,850 107 800,000 64.0 512,000
40 1,020,000 45.1 460,020 108 384,000 65.0 249,600
41 300,000 46.0 138,000 109 910,000 66.0 600,600
42 961,000 46.0 442,060 110 420,000 66.0 277,200
43 750,000 46.2 346,500 111 720,000 66.2 476,640
44 1,171,000 47.0 550,370 112 400,000 67.0 268,000
45 1,040,000 47.7 496,080 113 240,000 67.0 160,800
46 250,000 48.0 120,000 114 175,000 68.0 119,000
47 240,000 48.0 115,200 115 434,000 68.0 295,120
48 1,330,000 48.0 638,400 116 636,000 68.0 432,480
49 1,140,000 48.0 547,200 118 560,000 69.0 386,400
51 720,000 49.0 352,800 119 300,000 69.2 207,600
52 240,000 49.4 118,560 120 513,000 69.4 356,022
53 525,000 49.9 261,975 121 721,000 70.0 504,700
54 1,101,000 50.0 550,500 122 339,000 70.2 237,978
55 180,000 50.6 91,080 123 570,000 71.0 404,700
56 207,000 51.0 105,570 124 350,000 71.0 248,500
57 673,000 52.0 349,960 125 240,000 72.1 173,040
58 1,652,000 52.0 859,040 126 712,000 73.0 519,760
59 1,200,000 53.1 637,200 128 427,000 73.2 312,564
68 600,000 53.3 319,800 129 300,000 74.0 222,000
69 300,000 54.0 162,000 130 400,000 74.0 296,000
70 576,000 54.0 311,040 131 330,666 74.0 244,693
71 900,000 54.8 493,200 132 350,000 74.1 259,350
72 900,000 54.9 494,100 134 180,000 77.8 140,040
73 481,000 55.0 264,550 136 240,000 78.0 187,200
74 1,239,000 55.0 681,450
75 963,000 56.0 539,280 Sobrevivencia %

76 160,000 56.0 89,600 53.9+12.6
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Cuadro 3. Resultados generales de los estanques del estudio entre los estanques “expuestos” y
los estanques que no presentaron infecciones por BP durante los afios 2016 y 2017 en el Golfo

de Nicoya, Costa Rica

Total Expuestos No expuestos
Estanques (n) 137 24 113
Sobrevivencia + DE (%) 52+15.2 42.0+21.7 53.9+12.6
Casos 17 46
Controles 7 67

Cuadro 4. Resultados de significancia del
Odds ratio, presentando las diferencias
entre los grupos “expuestos” y no expuestos
a BP durante el periodo de estudio

Limites Limites validos
Significacion Resultado
g significativo
Aproximacion
logaritmica (IC (1.0059; 12.4395)
99%)
Aproximacion X*>  (1.0501; 11.9150)
Odds ratio 3.5373
Prevalencia entre o
expuestos (24) 70.83%
Prevalencia entre
no expuestos 40.71%

(113)

La prevalencia de estanques con mor-
talidad por encima del promedio general, cau-
sada por diversas bacterias en los estanques
con animales expuestos previamente al BP
fue de 70.83% contra 40.71% de prevalen-
cia en estanques no expuestos a este virus,
indicando un incremento significativo de mor-
talidad.

El hecho de que las infecciones previas
por BP sean un factor de riesgo para ataques
bacteriales posteriores era de esperarse,
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considerando que este virus reduce la
funcionalidad del hepatopancreas, uno de los
principales organos del camaron (Bell y
Lightner, 1988), lo cual afecta la digestion,
retardando su crecimiento e incrementando
la vulnerabilidad a los ataques por patogenos
oportunistas (Aranguren et al., 2017). Los
resultados indican que es altamente recomen-
dable utilizar Ginicamente lotes de poslarvas
negativas al BP, con el proposito de reducir
el riesgo o impacto de las enfermedades
bacterianas que reduzcan o comprometan la
sobrevivencia y el rendimiento productivo.
Esto es especialmente importante para gran-
jas que cuentan con historial de problemas
bacteriales.
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