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RESUMEN

Las especies del género Vibrio actian como patdgenos oportunistas de
langostinos, ya que pertenecen a su microbiota residente. Ademas, son agentes
etioldgicos de gastroenteritis y septicemias en humanos. En el Per( no se cuenta
con informacién sobre estas especies, que afectan a la industria langostinera,
haciéndose necesaria la identificacion de éstas mediante pruebas bioguimicas y de
biologia molecular. El objetivo del estudio fue la deteccion, tanto fenotipica como
molecular de estas especies en la acuicultura langostinera. Se obtuvieron 61
aislados de Vibrio de langostinos de crianza de la regién Tumbes. Se realizaron
dos pruebas bioguimicas para la diferenciacion presuntiva a nivel de especie:
Fermentacion de Sacarosa y Halotolerancia, obteniéndose 8 cepas de Vibrio
cholerae, 3 cepas de V. mimicus, 11 cepas de V. harveyi, 9 cepas de V. vulnificus,
8 cepas de V. parahaemolyticus y 9 cepas de V. alginolyticus. Mediante PCR
Mudltiple, usando cebadores especificos para cada especie, se obtuvieron: 8 cepas
de Vibrio mimicus, 17 cepas de V. parahaemolyticus y 4 cepas de V. alginolyticus.
Los resultados obtenidos permiten actualizar la informacion referente a las
especies de Vibrio presentes en la acuicultura langostinera. Finalmente, la
implementacion del protocolo de PCR Mudltiple permitird conocer de manera
precisa y con mayor rapidez la presencia de especies de Vibrio con potencial
patogénico para la industria langostinera, realizar estudios de prevalencia y

toxicidad de estos microorganismos y tomar adecuadas medidas preventivas.

Palabras claves: langostino blanco, Vibrio, Tumbes, PCR multiple, acuicultura



ABSTRACT

Vibrio species act as opportunistic prawns pathogens, since they belong to their
resident microbiota. In addition, they are etiological agents of gastroenteritis in
humans. In Peru there is no information on these species, which affect the shrimp
industry, making it necessary to identify them through biochemical and molecular
biology tests. The objective of the study was the detection, both phenotypic and
molecular, of these species in shrimp aquaculture. Sixty-one Vibrio isolates of
prawns from the Tumbes region were obtained. Two biochemical tests were
carried out for presumptive differentiation at the species level: Fermentation of
Sucrose and Halotolerance, obtaining 8 strains of Vibrio cholerae, 3 strains of V.
mimicus, 11 strains of V. harveyi, 9 strains of V. vulnificus, 8 strains of V.
parahaemolyticus and 9 strains of V. alginolyticus. Using PCR Multiplex, and
specific primers for each species, we obtained: 8 strains of Vibrio mimicus, 17
strains of V. parahaemolyticus and 4 strains of V. alginolyticus. The results
obtained allow to update the information regarding the Vibrio species present in
shrimp aquaculture. Finally, the implementation of the PCR Multiplex protocol
will allow to know more accurately and more quickly the presence of Vibrio
species with pathogenic potential for the shrimp industry, to carry out studies on
the prevalence and toxicity of these microorganisms and to take appropriate

preventive measures.

Key words: white shrimp, Vibrio, Tumbes, PCR Multiplex, aquaculture



l. INTRODUCCION

La producciéon de langostino blanco, Litopenaeus vannamei, es una de las
principales actividades acuicolas del pais. En el hemisferio occidental, los
principales paises langostineros son Ecuador, Brasil, Honduras y México,
contribuyendo con el 20% del total mundial (Lightner, 2011). En el Perd, la
acuicultura langostinera se realiza mayoritariamente en el departamento de
Tumbes, el cual ha adquirido notoriedad los ultimos afios, alcanzando una
produccion a gran escala (mayor de 50 toneladas al afio), aunque en algunos casos
se desarrollan cultivos de menor escala (2 a 50 toneladas al afio) (PRODUCE,

2015).

Sin embargo, el impulso de esta actividad acuicola ha sufrido problemas debido a
la Vibriosis, siendo ésta, una de las enfermedades bacterianas que mas afectan a la
produccion langostinera. Las bacterias del género Vibrio, frecuentemente, son
encontrados en camarones peneidos silvestres y de cultivo, tanto en fase larvaria,
como de engorde, produciendo un impacto economico importante en la industria
langostinera, debido a que ocasiona la saca innecesaria de animales por fallos en
el diagnostico, tanto de animales enfermos como de portadores. Las especies que
producen las diferentes presentaciones de Vibriosis son patdgenos oportunistas,
manifestandose los signos clinicos cuando se deprime el sistema inmunitario

(Cuellar-Anjel, 2013).



Es de gran relevancia el diagnéstico temprano de Vibriosis ya que la enfermedad
es de importancia en Salud Publica, teniendo como una de las vias de transmision
el consumo del recurso langostino, que puede derivar en un cuadro de

Gastroenteritis en Humanos (Franco-Monsreal et al., 2010).

En la presente investigacion se identificd las principales especies patogénicas del
género Vibrio, fenotipicamente, mediante pruebas bioquimicas, asi como
molecularmente, adaptando un protocolo de PCR Multiple, para detectar
simultaneamente varias especies, a partir de muestras de tejidos de langostinos. Se
aporta a la identificacion mas rapida y precisa las especies de Vibrio causantes de
cuadros clinicos en el langostino, que, por métodos microbiologicos tradicionales,
lo que contribuird a un mejor tratamiento y evitando el uso indiscriminado de
antibidticos, asi como conocer las especies de Vibrio presentes en la region

Tumbes.



1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1 Planteamiento del Problema

Es conocido que las especies causadoras de las diferentes presentaciones de
Vibriosis actan como patdgenos oportunistas, ya que hacen parte de la
microbiota autoctona de los langostinos, ocasionando la manifestacion de signos
clinicos cuando el sistema inmunitario estd deprimido. En nuestro pais no se
cuenta con informacion actualizada sobre las especies de Vibrio spp, que afectan a
la industria langostinera, haciéndose necesaria la identificacion de estas especies
mediante pruebas bioquimicas convencionales, o empleando herramientas de
biologia molecular. Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, se hace
necesario emplear un método rapido, sensible y de facil aplicacion que ayude a
disminuir las pérdidas econdémicas por saca de animales antes de la presentacion
clinica de la enfermedad, optimizando la implementacién del tratamiento y/o de

medidas preventivas, asi como generar datos para estudios epidemioldgicos.



I1l.  MARCO TEORICO

3.1 Biologia del Langostino blanco

Litopenaeus vannamei (langostino blanco) es un crustaceo originario de la costa
americana del Océano Pacifico, encontrandose desde el norte de México
(provincia de Sonora) hasta el norte del Perd (departamento de Tumbes). La

taxonomia del Litopenaeus vannamei, detallada por Feijoo (2009) es la siguiente:

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Subfilo: Crustacea (Pennant, 1777)
Clase: Malacostraca (Latreille, 1806)
Subclase: Eumalacostraca (Grobben, 1892)
Superorden: Eucarida (Calman, 1904)
Orden: Decapoda (Latreille, 1803)
Suborden: Dendrobranchiata (Bate, 1888)
Superfamilia: Penaeoidea (Rafinesque, 1815)
Familia: Penaeidae (Rafinesque, 1815)
Subfamilia: Penaeinae (Dana, 1852)
Género: Litopenaeus (Pérez-Farfante & Kensley, 1997)

Especie: Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

Los habitats comunes de este recurso acuicola son las aguas con una temperatura
que supera los 20 ° C, preferencialmente las areas de fondos fangosos y

encontrandose en profundidades de hasta 72 m, tanto en estuarios como en aguas



marinas. El desarrollo del langostino blanco se da en tres etapas: primero
habitando en aguas oceénicas, refugiandose luego en aguas costeras y/o estuarios,
hasta la etapa de juveniles, donde finaliza la etapa de crecimiento, retornando al

mar para reproducirse (Feijo, 2009), como se detalla en la imagen 1.

Figura 1. Ciclo de Vida de Litopenaeus vannamei (FAO, 1974)

3.2 Acuicultura Langostinera

La FAO (2006), sefial6 que, en Tumbes - Per(, se utiliza el sistema de crianza
semi-intensiva, con una densidad de siembra entre 10 y 30 post larvas/mz,
teniendo dos cosechas al afio. La produccion se inicia con postlarvas en estadios
10 — 12 teniendo como caracteristicas la rapida adaptacion a los piensos
comerciales, crecimiento rapido, buena tolerancia a los cambios ambientales y

resistencia a estrés y/o enfermedades.

El tamafio comercial es de 18-23 cm, con un peso de 10-25 gramos. El recurso
langostino es un producto de exportacién a Europa y paises como Japéon y Estados
Unidos. En el afio 2015, en el departamento de Piura, se obtuvo una produccion

total de 4,037.640 toneladas meétricas, y en el departamento de Tumbes, la



produccién del recurso langostino alcanzé 18,001.540 toneladas métricas

(PRODUCE, 2015).

3.3 Sistema de Crianza

3.3.1 Crianza Extensiva

Este tipo de crianza es muy utilizada en Latinoamérica. Los cultivos se desarrollan
en zonas intermareales, donde no hay aireacion ni bombeo de agua. Los estanques
tienen, por lo general, una superficie de entre 5 y 10 ha (o hasta 30 ha), con una
profundidad de entre 0,7 a 1,2 m, de forma irregular. Anteriormente se
aprovechaba la marea alta, que traia semilla silvestre que ingresaba a los
estanques, cambiandose esa modalidad por la utilizacion de PL (postlarva)
obtenida de las incubadoras. La alimentacion consiste en alimentos obtenidos de
forma natural mediante fertilizacion, y administrando piensos con bajo valor
proteico una vez al dia. Se realizan una o dos cosechas al afio, cada 4 0 5 meses,
con rendimientos de 150-500 kg/ha/cosecha, obteniéndose langostinos pequefios

deentre 11y 12 g (FAO, 2009).

3.3.2 Crianza Semi-intensiva

En este tipo de crianza los estanques presentan una superficie de 1-5 ha, con una
profundidad de entre 1 y 1,2 m, empleando semillas producidas en incubadoras,
obteniéndose una densidad de siembra entre 10 y 30 PL/m2. El agua es cambiada
mediante bombeo, empledndose un minimo de aireacion artificial. La
alimentacion consiste en alimentos naturales obtenidos mediante fertilizacion del

estanque, dieta complementada con pienso 2 o 3 veces/dia. Se realizan dos



cosechas por afo, con rendimientos de produccion que oscilan entre 500 y 2 000

kg/ha/cosecha (FAO, 2009).

3.3.3 Crianza Intensiva

Este tipo de crianza se realiza mayoritariamente en Asia y en centros de elevada
produccién en Latinoamérica. Los centros de cultivo intensivos se encuentran
alejados de las zonas intermareales, preparando los estanques, drenandolos en su
totalidad, secandolos y alistandolos antes de cada produccion. Los estanques
generalmente son de tierra, pudiéndose también adaptar membranas de
recubrimiento para mejorar la calidad del agua y reducir la erosion. Los estanques
son pequefios (0,1-1,0 ha), con una profundidad media de 1,5 m. La densidad de
siembra va de 60 a 300 PL/m?. Se requiere aireacion, para la oxigenacion y
circulacion del agua. La dieta estd basada en piensos comerciales

suministrandolos 4 a 5 veces al dia (FAO, 2009).

Debido a la prevalencia y diseminacion de agentes virales, se estan usando
semillas de reproductores libres de patdgenos (SPF) o semillas resistentes a
patogenos especificos (SPR). Se logra una produccion variada entre 7 y 20 000
kg/ha/cosecha, realizandose alrededor de 2 a 3 cosechas por afio, con un maximo

de 30 a 35 000 kg/ha/cosecha (FAO, 2009).



3.4 Especies del género Vibrio

Las especies del género Vibrio son bacterias gram negativas, habitantes naturales
de la microbiota marina y de langostinos silvestres y de cultivo (Thompson et al.,
2004). Los vibrios son comunmente aislados del sedimento marino, columna de
agua, fitoplacton y zooplacton, moluscos bivalvos, cefalépodos y gasterépodos,
crustaceos y peces. Asimismo, es frecuente la presencia de vibrios en meses

calurosos (Silva et al., 2008).

Las especies que tienen potencial patdgeno, y, por lo tanto, causantes de Vibriosis,
son: Vibrio alginolyticus, V. campbellii, V. fischeri, V. harveyi, V.
parahaemolyticus, V. pelagicus, V. penaeicida, y V. vulnificus (Garrity et al.,
2005). La clasificacion taxonémica del género Vibrio es la siguiente, como lo

estipula Garrity et al. (2005):

Phylum XIV: Proteobateria
Clase I1l: Gammaproteobacteria
Orden: Vibrionales
Familia: Vibrionaceae

Género: Vibrio

Se conoce que las especies bacterianas del género Vibrio se encuentran con
frecuencia en langostinos; aunque, no siempre causan patogenicidad, como lo
demostraron Rodriguez-Camacho et al. (2014), en un estudio realizado en

México, donde encontraron, mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa



(PCR), la presencia de Vibrio parahaemolyticus en langostinos blancos, pero

negativos a los trazadores de toxigenia.

Respecto a lo anterior, Cuellar-Anjel (2013), ademas refiere que la
bioluminiscencia de algunas especies de Vibrio, anteriormente asociada con
patogenicidad, no es excluyente de estas y que esta caracteristica también puede

estar presente en no patdgenas.

3.5 Vibriosis en Langostinos

La Vibriosis es una enfermedad bacteriana, que tiene como agentes etioldgicos a
diferentes especies del género Vibrio, produciéndose la enfermedad mediante la
multiplicacién de cepas patogenas extracelulares y la expresion de factores de
virulencia. La Vibriosis ha sido causa de mortalidad en poblaciones de langostinos
a escala mundial, afectando durante la fase larvaria como de engorde (Liu et al.,
2014). Las fases larvaria y postlarvaria son las etapas mas susceptibles a las
infecciones por especies patdgenas del género Vibrio (Gémez-Gil et al., 2017).
Las Vibriosis en langostinos pueden denominarse, segun el area anatdmica donde
se presentan los signos clinicos, como Vibriosis Oral, Necrosis de la Cola,
Vibriosis Entérica, Enfermedad del Intestino Blanco (WGD), Necrosis Séeptica del
Hepatopancreas, Enfermedad Roja, Vibriosis Cuticular y de los Apéndices y
Vibriosis Sistémica (Gémez-Gil et al., 2011). El desarrollo de la patogenicidad
del genero Vibrio esté influenciado por los cambios fisicoquimicos (temperatura y
salinidad) y disponibilidad de nutrientes, siendo el rango de temperatura idonea de

la enfermedad entre los 21-37 °C (Franco et al., 2010).



El ingreso de los vibrios al organismo se puede dar por dos vias principales: la
primera sucede a través de heridas (soluciones de continuidad), debido a la accion
de bacterias quitinoliticas en el exoesqueleto. La segunda via es por el intestino,
considerado como el de mayor ingreso de patdgenos, debido a la presencia de
vibrios en el sedimento, agua y alimentos consumidos por los langostinos

(Cuellar-Anjel, 2013).

Esta enfermedad, durante la etapa larvaria, tiene diferentes nhominaciones, como
Vibriosis y Vibriosis luminiscente, diferenciandose en la propiedad luminiscente
de las cepas causadoras. Se le suele denominar también Enfermedad de las bolitas
blancas, teniendo como lesion caracteristica la descamacion del epitelio hepato-
intestinal, que puede ser de etiologia bacteriana por Vibrio o de otra indole. En
postlarvas, las especies de Vibrio ingresan via oral, formando colonias en el
intestino medio y el hepatopancreas, produciendo septicemia y alta mortalidad en

la poblacion (Lightner y McVey, 1993; Bauer, 2018).

La transmision puede ser del tipo vertical, en producciones de larvicultura y
maduracion, ademas del tipo horizontal, en las pozas de engorde. Otra via de
transmision puede ser por contaminacion de los huevos y nauplios, con desechos

fecales de los progenitores, durante el desove y la eclosion. (Cuellar-Anjel, 2013).

Generalmente, las especies del género Vibrio mas prevalentes en la acuicultura

langostinera son las siguientes: Vibrio cholerae, V. mimicus, V. vulnificus, V.

parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. furnissii, como lo identificaron Jeyasanta
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et al. (2017). Ademas, se tiene el dato que la infeccion general por Vibrio spp., en
langostinos blancos de crianza, tiene una prevalencia media de 29 %, como lo

detallaron Biju & Gunalan (2016).

3.5.1 Signos clinicos

La Vibriosis, en la etapa de larvicultura, presenta signos clinicos como: coloracion
rojiza, acompafnada de cromatoforos expandidos, arrastre de muda y masculo
abdominal opaco. Ademas, hay colonizacion por vibrios en la region oral
(Hameed et al., 1996; Bauer et al., 2018). En algunos animales se puede observar
bioluminiscencia ya que presentan infeccion por cepas de Vibrio harveyi y V.
campbellii (Baticados et al., 1990; Soto-Rodriguez et al., 2006; Pang et al.,
2006). Las larvas o postlarvas moribundas suelen ir al fondo del estanque y se
observa una “capa” luminiscente sobre este (Lavilla-Pitogo et al., 1990; Zhou et
al. 2012). Durante la época de lluvia, son méas frecuentes los brotes por cepas
luminiscentes (Sunaryanto y Mariam, 1986; Morales y Cuellar-Anjel, 2014) y en
presencia de bajas salinidades (Prayitno y Latchford, 1995; Morales y Cuellar-

Anjel, 2014).

En la etapa de engorde, la Vibriosis puede presentar diversos signos clinicos,
dependiendo de la patogenicidad del agente: nado errético, letargo, edema y
coloracion rojiza en los urépodos, perdida del reflejo de huida, presencia en la
orilla de la poza, anorexia, opacidad del musculo intestinal, perforaciones del
exoesqueleto, melanizacion de la cuticula o apéndices rojos. Esto puede

observarse en juveniles y adultos (Lightner y McVey, 1993).

11



3.5.2 Diagndstico Diferencial

Otras enfermedades como el Sindrome de la Mancha Blanca y el Sindrome de
Taura se tienen como diagnostico diferencial de Vibriosis (Cuellar-Anjel, 2013).
El Sindrome de Taura es causado por un virus RNA, teniendo mortalidades
acumulativas del 40 al 90 % en todos los estadios de L. vannamei mientras el
agente etiologico del virus de la Mancha Blanca es un virus dsDNA,
produciéndose la enfermedad en épocas frias donde, generalmente, el virus puede

desenvolverse a temperaturas menores a 25 ° C (Lightner, 2011).

3.5.3 Vibriosis ante la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)

La Vibriosis, no es de notificacion obligatoria ante la Organizacién Mundial de
Salud Animal - OIE. Sin embargo, la Enfermedad de la Necrosis Aguda del
Hepatopancreas (AHPND), causada por las toxinas Pir® y Pir® del Vibrio
parahaemolyticus, es de notificacion obligatoria, por lo que el Organismo
Nacional de Sanidad Pesquera - SANIPES lo incluye en el Plan de Vigilancia
Sanitaria de los Recursos Hidrobioldgicos — Capitulo Crustaceos, presentando

informe solo de langostinos silvestres (SANIPES, 2018).

3.5.4 Medidas de control

Las principales medidas de control son referidas a la bioseguridad, principalmente
en las pozas. Luego de la saca de animales y excrecion del agua, se rastrilla y
eliminan los sedimentos del fondo, se encala abundantemente y seca al sol por
varias semanas. Otra medida a tomar es la desinfeccidn de los equipos utilizados

durante todo el ciclo de produccién. Se pueden disminuir las pérdidas mediante el
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cambio con animales reproductores libres de patdgenos especificos (SPF), asi
también la aplicacién de yodo en el agua de lavado de huevos y nauplios, lo cual
ayuda a atenuar y destruir los vibrios evitando la siembra de postlarvas infectadas.
Por otro lado, cada vez es mas comun, el uso de probioticos cuya efectividad haya
sido comprobada contra Vibriosis. (ej. a base de Lactobacillus spp.) (Cuellar-

Anjel, 2013).

Minimizar las causas de estrés, mediante el mantenimiento estable de los
parametros fisicoquimicos y bioldgicos del agua de cultivo, asi como el
mantenimiento optimo de la calidad del agua y la salud de los langostinos, son

posiblemente las medidas mas eficientes de control (Cuellar-Anjel, 2013).

3.5.5 Métodos de Diagndstico de Vibriosis
Para el diagnostico de Vibriosis, se dispone de varias pruebas, tales como:
Histopatologia, bacterioldgicas y moleculares, siendo estas dos ultimas, las que

tienen mayor fidelidad.

Las técnicas bacteriologicas se basan en referenciar los valores de conteo de
unidades formadoras de colonias (UFC), utilizando el agar Tiosulfato Citrato Bilis
Sacarosa (TCBS), medio de cultivo selectivo para vibrios. En larvas sanas, en
conteos de bacterias totales de hasta 10° UFC/g, menos del 10 % de bacterias
totales son vibrios. En las larvas y postlarvas enfermas y/o sospechosas de
enfermedad, la proporcion de vibrios puede superar el 50 %, presentando

similares conteos de bacterias totales. En el caso de juveniles, preadultos o
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adultos, el conteo de colonias desde 10> UFC/g has 10* UFC/g de bacterias
luminiscentes en Hepatopancreas se toma como referencia para individuos sanos,
mientras que los individuos enfermos se obtienen conteos de 103 UFC/mL en
hemolinfa y 10° UFC/g en hepatopancreas, utilizando el mismo medio de cultivo

(GOomez-Gil et al., 1998).

La adicion de sacarosa en el agar TCBS ayuda a diferenciar bioquimicamente las
especies de Vibrio, ya que colonias amarillas denotan fermentacion de esta,
reaccion propia de las especies Vibrio cholerae, V. harveyi y V. alginolyticus,
mientras que V. mimicus, la mayoria de V. vulnificus y V. parahaemolyticus,

presentan colonias verdes indicando que no la han fermentado (Silva et al., 2008).

También se tiene como prueba molecular la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), que cuando utiliza cebadores universales para bacterias, requiere el
posterior secuenciamiento del producto amplificado ocasionando una pérdida

considerable de tiempo y dinero (Cuellar-Anjel, 2013).

Para facilitar la identificacion de especies de Vibrio patégenas humanas, Tebbs et
al. (2011), disefiaron y validaron un PCR mudltiple en tiempo real, altamente
sensible y especifico para identificar Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus y V.
cholerae, detectandolos individualmente o en mezclas de 30 copias genomicas. El
ensayo mostro una especificidad del 100 % para todos los objetivos analizados, y

cada ensayo presento una eficacia del 100 + 10%.
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En el Perd, Dulanto (2013), realizd una identificacion rapida de las especies del
género Vibrio, (patdégenas para langostinos, como de importancia en Salud
Publica), mediante el método ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis), reportando tres especies con similitud al Vibrio core group, siendo
éstos: Vibrio harveyi, V. communis y V. parahaemolyticus. Su principal resultado
fue la incorporacién de este método, junto a los medios de cultivo, cdmo métodos

usados para el diagndstico de especies del género Vibrio.

Kim y Bang (2007) también emplearon la técnica de PCR para lograr una
deteccidn rapida y precisa de algunas especies de Vibrio. Los cebadores disefiados
para la regidn espaciadora intergénica 16S-23S rDNA (IGS) exhibieron una buena
especificidad para diferentes especies de Vibrio spp siendo méas sensible que el
método de cultivo convencional. Este PCR Multiple logro la identificacion
simultanea de las 5 especies de Vibrio: Vibrio fluvialis, V. parahaemolyticus, V.
cholerae, V. proteolyticus y V. vulnificus, ademas de la deteccién de Vibrio spp

desde muestras ambientales.

Caipang y Aguana (2013) hicieron una revision de los PCR Multiples utilizados
para detectar vibrios patdégenos que infectaron langostinos en las Filipinas. Estos
PCR utilizaron un conjunto de diferentes cebadores para la amplificacion de los
genes de hemolisina y toxR en las cepas tipo de Vibrio harveyi y V. campbellii.
Los productos de PCR resultantes, cuando se resolvieron en geles de agarosa
después de la electroforesis, mostraron clara diferenciacion de las cepas de Vibrio.

Asi, los cebadores disefiados por Castroverde et al (2006) amplificaron 320 pb del
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gen de la hemolisina de aislamientos filipinos de Vibrio spp., que eran
patogénicos para los langostinos. Los cebadores de Conejero y Hedreyda, (2003),
para el gen toxR de la cepa tipo de V. harveyi, amplificaron un fragmento de 390
pb mientras que los cebadores que amplificaron un fragmento de 245 pb del gen
toxR en la cepa tipo de V. campbellii fueron disefiados por Castroverde et al
(2006). Todos los conjuntos de cebadores eran especificos de los respectivos

genes y amplificaron a una temperatura de hibridacién de 65 °C.

Mas recientemente, Kim et al. (2015), realizaron pruebas de deteccion de nuevos
marcadores genéticos utilizando genémica comparativa y desarrollaron un PCR
multiple para el diagnostico fiable de las principales especies patdgenas del
género Vibrio: V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus y

V. mimicus.

3.6 Importancia de las bacterias del género Vibrio en Salud Publica

El género Vibrio incluye mas de 30 especies, de las cuales 12 son patdgenas para
el ser humano. Las especies que mas se identifican con el consumo de alimento y
el agente etioldgico son: Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V.
alginolyticus, V. fluviales y V. mimicus. Las bacterias del género Vibrio pueden
encontrarse mas frecuentemente en eépocas de verano. Vibrio parahaemolyticus es
uno de los principales agentes etiologicos de Gastroenteritis en humanos

(Santiago et al., 2009).
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Franco-Monsreal et al. (2010) identificaron especies patogenas del género Vibrio
en alimentos marinos, en Campenche, México. El estudio determind que Vibrio
parahaemolyticus, V. carchariae, V. alginolyticus y V. vulnificus estan presentes
en cuatro tipos de preparacion de alimentos de origen marino (crudos, marinados
sin calor, parcialmente cocidos y totalmente cocinados), representando un factor

de riesgo para el desarrollo de gastroenteritis aguda y septicemia primaria.

3.6.1 Vibriosis como Enfermedad de Transmision Alimentaria en el Peru

Gil et al (2007), determinaron las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de la
gastroenteritis causada por Vibrio parahaemolyticus en el Pert, mediante registros
de laboratorio e historias clinicas, evaluando la gravedad de la Enfermedad por
Transmisién Alimentaria (ETA), relacionandola con la presencia de cepas del
grupo pandémico, encontrando como resultado que, las cepas de este grupo
causan cuadros clinicos mas severos, recomendando que V. parahaemolyticus sea

incluido como agente etioldgico en los diagndsticos para ETA.

Asimismo, Gavilan y Martinez-Urtaza (2011), realizaron un estudio retrospectivo
sobre los aspectos ecologicos asociados a las epidemias causadas por Vibrio
parahaemolyticus y V. cholerae en el Perd, investigacion que detalla que hay
correlacion entre las epidemias causadas por vibrios y los cambios ambientales,
citando principalmente, el Fenomeno EI Nifio, como evento para transmision de

enfermedades
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IV. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Actualmente, se hace necesario el conocimiento de las especies patdgenas del
género Vibrio, ya que producen patologias (Vibriosis) en el langostino blanco,
siendo unas especies notificables ante la OIE, ademéas que algunas son zoondticas
y han causado pandemias. Por lo tanto, es necesario contar con un registro de la
presencia de especies de Vibrio patogénicas, mediante un método eficaz y rapido
de diagndstico. Para ello, existen protocolos de PCR que utilizan cebadores
universales para bacterias, los cuales son poco practicos ya que requieren el
secuenciamiento del producto para identificar a la especie involucrada. La
aplicacion de un PCR Multiple especifico para la identificacion de las especies
patdgenas prevalentes del género Vibrio, aporta un método de diagnostico rapido,
que permita disminuir las pérdidas econémicas, pueda ser usado por la industria
langostinera nacional, ademas de inocuidad de los alimentos y en el tratamiento
antimicrobiano temprano, disminuyendo el tiempo de espera de resultados,
principalmente para conocer la especie predominante de Vibrio en los centros de

produccion del recurso langostino.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

e Detectar especies patogénicas de Vibrio spp, presentes en la acuicultura
langostinera de la region Tumbes.

5.2 Objetivos especificos

e Aislar e identificar presuntivamente, del hepatopancreas de langostinos,

especies patogénicas del género Vibrio por métodos microbioldgicos y
bioguimicos convencionales.

e Identificar, a nivel molecular, las especies patogénicas del género Vibrio
previamente aisladas, mediante PCR Mdltiple.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Lugar de Estudio

El aislamiento inicial se realizd en el Laboratorio de Microbiologia y Analisis del
Organismo Nacional de Sanidad Pesquera (SANIPES) — Tumbes. El siguiente
analisis microbiologico, asi como el estudio bioquimico fue realizado en el
Laboratorio de Microbiologia, mientras que la identificacion molecular fue
realizada en el Laboratorio de Parasitologia, ambas unidades pertenecientes a la

Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

6.2 Tipo de Estudio
La investigacion es del tipo descriptiva y el disefio es un estudio observacional del

tipo transversal.

6.3 Poblacién objetivo
Langostinos blancos (Litopenaeus vannamei) procedentes de centros de crianza de

la region Tumbes.

6.4 Tamafo de muestra

El muestreo se llevo a cabo junto con la toma de muestra mensual llevada a cabo
por SANIPES, referente al Plan Nacional de Vigilancia Sanitaria de Recursos
Hidrobiologicos — Componente Crustaceos. Se colectaron un total de 130
langostinos de 17 centros de produccion de la Region Tumbes. Estos centros de

produccidn son Acuiculturas de Mediana y Gran Empresa (AMYGE). En total, se
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muestrearon 26 pozas de produccién. Las muestras se recolectaron de pozas de los
sistemas productivos, tanto intensivos como semi-intensivos, de la etapa
productiva de engorde, teniendo los animales como minimo 3 meses de edad y 10
gramos de peso. La coleccién fue mediante pesca directa, usando una atarraya,
directo de las pozas de produccion. El muestreo se hizo por conveniencia tomando
5 individuos de cada poza, esta toma de muestra esta estipulada por la autoridad
competente en instalaciones langostineras para estudios especificos. La capacidad
de deteccion, de especies patogénicas del género Vibrio en langostinos, es de al

menos del 2%.

6.5 Analisis Microbiol6gico y Bioquimico

6.5.1 Aislamiento de Vibrio spp desde hepatopancreas.

La eutanasia se desarroll6 siguiendo los lineamientos del método de dos pasos, de
las pautas de la AVMA (2013), contemplando lo siguiente: el primer paso; se
sumergio a los langostinos durante 5 minutos en una bandeja con un litro de agua,
conteniendo eugenol, a una concentracion de 0.125 mL/L. Producida la anestesia,
el segundo paso para la eutanasia se realizé por método fisico, mediante puncion
directa al ganglio supraesofagal, o “cerebro”. Una vez sacrificado el animal, se
extrajo el hepatopancreas, retirando primero la cuticula del exoesqueleto, bajo
condiciones de esterilidad, para luego realizar un corte en direccion latero-
ventral, entre el cefalotérax y la base de los pereiopodos, en seguida, se expuso el
hepatopancreas y se diseccioné del intestino, del resto de 6rganos y tejidos del

cefalotérax. Posteriormente, el hepatopancreas se coloco en una placa Petri estéril.
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La necropsia y extraccion del hepatopancreas fue realizado segun el protocolo

realizado por Gomez-Gil et al. (2017).

En tubos de 15 mL, se agregaron 10 mL de Suero Fisiologico estéril al 2%, en los
que se prepararon un pool con 5 hepatopancreas extraidos de los individuos de
cada grupo de muestra. Posteriormente, se agitaron los tubos para homogenizar el

contenido y fueron llevados a un Vortex para lograr la homogenizacion completa.

Figura 2. Pools de Hepatopancreas homogenizados, listos para ser sembrados en

agar TCBS

La siembra se realiz6 con un hisopo estéril, sumergiéndolo en cada tubo y
agitandolo suavemente, para despues, extenderlo en forma de estria, por toda la
superficie del agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa -TCBS (Liofilchem, Italia),
enriquecido al 2 % de Cloruro de Sodio (NaCl). Una vez completada la siembra
de los tubos de cada grupo muestral, se procedié a incubarlos a temperatura de 37
°C £0.9, durante 18 a 24 horas. Luego del tiempo determinado, se observaron las
colonias que habian crecido, seleccionandose las representativas de cada forma de

aislado (forma, color, tamafio), tomando aislados presuntivos de Vibrio spp.

22



Figura 3. Colonias presuntivas de Vibrio, en agar TCBS

Los aislados seleccionados fueron resembrados en agar Tripticasa Soja-TSA
(Liofilchem, Italia), enriquecido al 2% de NaCl. Luego de la resiembra, se
procedid a colocarlos en la incubadora, a 37 °C +0.9, durante 12 a 18 horas. Los
aislados puros fueron colocados en tubos Eppendorf conteniendo 850 pL de caldo
Tripticasa Soja-TSB (Liofilchem, Italia), enriquecido al 2 % de NaCl, incubando a
37 °C £0.9, durante 18 horas. Luego, se agregaron 150 uL de glicerol para su
congelamiento y posterior traslado al Laboratorio de Parasitologia de FAVEZ, de

la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

6.5.2 Reactivacion de Aislados, resiembray purificacion

Una vez transportados a Lima, los aislados fueron reactivados mediante alicuota
en Agua Peptonada Alcalina al 1 % de NaCl, con una escala de pH 8.6,
incubandose durante 24 horas a 35 °C. Después de esto, los aislados fueron
resembrados en agar TCBS (Liofilchem, Italia), al 2 % de NaCl, durante 18 horas,

a 35 °C. Luego, fueron resembrados en agar no selectivo TSA (Liofilchem, Italia)
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enriquecido al 2 % de NaCl, durante 16 horas, para poder realizar la tincion Gram,
asi como las pruebas bioguimicas, a fin de reconocer fenotipicamente las especies

del género Vibrio.

Figura 4. Reactivacion de aislados, resiembra en agar TCBS y posterior

purificacion en agar Tripticasa Soja

6.5.3 Pruebas bioquimicas convencionales e identificacion fenotipica de

Vibrio spp

Se realizaron las tinciones Gram para determinar el género Vibrio (Gram ).

.-A-_J",;",]

——

E

E

Figura 5. Pruebas de Oxidasa y Catalasa. Se observa reaccidn positiva en ambas,

lo cual es indicativo de Vibrio spp
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Las pruebas bioguimicas que se realizaron fueron las de Oxidasa y Catalasa. Una

vez determinados los aislados Gram’, Oxidasa® y Catalasa®, se procedié a evaluar

las pruebas bioquimicas especificas para especies del género bacteriano Vibrio:

e Fermentacion de la Sacarosa, la cual se observaba y anotaba previamente

en el crecimiento en agar TCBS, como se observa en las figuras 6a y 6b:

o) Sacarosa® (Colonias amarillas): Vibrio cholerae, V. harveyi

y V. alginolyticus.

o) Sacarosa” (Colonias verdes): Vibrio mimicus, V. vulnificus y

V. parahaemolyticus.

Figura 6a. Aislado de Vibrio sp. con
fermentacion de la Sacarosa
(Sacarosa®), compatible con las
especies V. cholerae, V. harveyi y

V. alginolyticus.

25

Figura 6b. Aislado de Vibrio sp. sin
fermentacion de la Sacarosa
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e Halotolerancia, crecimiento en Caldo de Peptona a diferentes salinidades.

Se prepararon 800 pL del caldo en crioviales, ajustando el pH a 8.6+0.1 y

llevando al autoclave. Luego se sembrd una colonia en agua peptonada, sin

agregacion de NaCl, para después alicuotar 200 pL en cada uno de los

crioviales con diferentes salinidades, finalmente incubandolo por 48 horas

a 35 °C, realizdndose la lectura confirmatoria por desarrollo de turbidez:

O

O

NaCl 2%: para Vibrio cholerae y V. mimicus.
NaCl 6%: para Vibrio harveyi y V. vulnificus
NaCl 8%: para Vibrio parahaemolyticus

NaCl 10%: para Vibrio alginolyticus

La prueba de Halotolerancia se realizd segun el protocolo descrito por Kaysner y

DePaola (2004) y realizado por Silva et al (2008).

Figuré 7. Prueba dé Halotolerancia, a salinidades 2%, 6%, 8% y 10%.

Luego de las pruebas bioquimicas, reconocidas las cepas positivas al género

Vibrio, se procedio a realizar la identificacion molecular.
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6.6 Analisis Molecular

6.6.1 Extraccion de ADN bacteriano

Las cepas identificadas como especies del género Vibrio se sembraron en tubos de
ensayo conteniendo 3 mL de infusion Cerebro-Corazén-BHI (Liofilchem, Italia),
incubandolos durante 18 horas, a 35 °C. Se observo turbidez pasado el tiempo de
incubacion, y se procedid a conseguir los pellets de cada cepa, mediante
centrifuga Spectrafuge 16 min, a 12 000 rpm. Posterior a esto, se conservé cada

pellet en congelacion para la extraccion del DNA.

Figura 8. Crecimiento de cepas de Vibrio en BHI, para la extraccion de DNA.

El DNA microbiano de cada cepa aislada se extrajo con el kit comercial Wizard®

Genomic DNA Purification (Promega, USA), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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6.6.2 Identificacion genotipica de Vibrio spp por PCR Mdltiple

La identificacion molecular de las cepas reconocidas fenotipicamente como Vibrio
spp se realizd mediante un PCR Muiltiple, segun el protocolo estandarizado por
Kim et al. (2015), utilizando los cebadores detallados en la tabla 1. Los productos
de amplificacion resultantes del PCR fueron obtenidos en volimenes finales de 25
puL conteniendo: 12,5 puL de GoTag® G2 Green Master Mix, 1 pL de cada
cebador (10 mM), 3.5 uL de agua libre de nucleasa y 1 uL de DNA (10 ng/uL).
La amplificacion fue realizada en el termociclador Eppendorf - Mastercycler
(USA), programado de la siguiente manera: 1 ciclo de 95°C (2 min); seguido de
30 ciclos de 95 °C (1 min), 58 °C (30 seg) y 72 °C (1 min), finalizando con 1 ciclo
de 72 °C (5 min), y conservando las reacciones de amplificacién a 4°C. Los
productos finales de PCR fueron llevados y analizados en electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%, usando como buffer TAE 1X, y llevando a campo eléctrico
mediante voltaje de 80 V/cm durante 90 minutos, usando como marcadores de
peso molecular el 100 bp Innustar DNA Ladder y el 1Kb plus Innustar DNA
Ladder (Analytik Jena, Alemania). Finalmente, fueron tefiidos con bromuro de
etidio (0,5 mg/mL), durante 20 minutos y fotografiados en transiluminador de UV

DNR Bio-Imaging Systems (USA).
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Tabla 1. Cebadores del PCR Multiple para especies del género Vibrio usados en

este estudio (Kim et al., 2015)

Oligonucledétidos

Proteina del Gen

Cebador Especie Amplicén bl
5 > 5 anco
AGCTT ATTGG CGGTT TCTGT
VP 1155272 F Vibrio 297 CGG Hipotética proteina VPA
parahaemolyticus 1095
VP 1155272 R CKCAA GACCA{_ éGAAA AGCCG
VV 2055918 F CAGCC GGACG TCGTC CATTT S .
Vibrio vulnificus 484 TG Hipotética proteina VV
2055
VV 2055918 R ATGAG TAAGCTGTCCG ACGCG
VA 1198230 F ACGGC ATTGG AAATT GCGAC
TG Secuencia contig del
Vibrio alginolyticus 199 enoma com I?eto
VA 1198230 R g P
TACCC GTCTC ACGAG CCCAAG
ATAAA GCGGG CTTGC GTGCA
VM C727581 F . .
Vibrio mimicus 249 Contig43, Secuencia del

VM C727581 R

GATTT GGRAA AATCC KTCGT

GC

genoma completo

Se usaron como controles positivos las cepas ATCC® 27562™ de Vibrio

vulnificus, ATCC®

17749™ de V. mimicus,

ATCC® 17802™ de V.

parahaemolyticus y ATCC® 33653™ de V. mimicus y como control negativo

agua libre de nucleasa.
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6.7 Plan de analisis de datos

Los resultados obtenidos de los analisis microbiolégicos, y biogquimicos
(identificacion fenotipica), asi como del analisis molecular, se ordenaron y fueron

almacenados en un libro de Excel y organizados en cuadros.

6.8 Consideraciones éticas

El proyecto fue ejecutado con la aprobacion del Comité Instituacional de Etica
para la Investigacion en Animales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia,
mediante Constancia 003-02-19 CEIA. La eutanasia de langostinos se realiz6
mediante el método de dos pasos, descritos en las Pautas de AVMA para la
Eutanasia en Animales (2013), a fin de producir el minimo estrés y dolor al

animal.
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VIl. RESULTADOS

En el aislamiento inicial, se obtuvieron 170 aislados (100 %), procedentes de cada

pool de poza muestreada. Lograndose reactivar 72 aislados (42 %), se identifico,

mediante bioquimica, que 61 aislados (36%) eran cepas presuntivas del género

Vibrio (ver cuadro 1).

Cuadro 1. Especies patogénicas del género Vibrio, identificadas mediante

bioquimica en este estudio (n=61).

_ Fermentacion N° de Especie
Halotolerancia % .
Sacarosa Cepas Identificada
Positivo 9 14.8 V. cholerae
2%
Negativo 4 6.6 V. mimicus
Positivo 11 18 V. harveyi
6%
Negativo 9 14.8 V. vulnificus
Positivo 0 -
8% V.
Negativo 12 19.7 )
parahaemolyticus
Positivo 16 26.2 V. alginolyticus
10%
Negativo 0 -
TOTAL 61 100
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Del total de cepas reconocidas mediante bioguimica presuntivamente como Vibrio
spp (n=61), se encontraron 29 cepas positivas (48 %) pertenecientes a las especies
Vibrio mimicus, V. parahaemolyticus y V. alginolyticus, a nivel molecular
mediante PCR Multiple, obteniéndose los resultados que se observan en el cuadro

2:

Cuadro 2. Especies patogénicas del género Vibrio, identificadas mediante PCR

Multiple

N° de cepas
Especie % Amplicon
identificadas

Vibrio mimicus 8 27.6 249 bp

Vibrio
17 58.6 299 bp
parahaemolyticus

Vibrio alginolyticus 4 13.8 199 bp

TOTAL 29 100

Del total de cepas presuntivas de Vibrio spp (n=61), identificadas mediante
bioquimica y molecularmente por PCR Multiple, distribuidas en tres especies, se

resumen los resultados de la investigacion en el cuadro 3:
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Cuadro 3. Identificacion fenotipica y molecular de Vibrio spp.

NUmero de cepas  Numero de cepas

Especie presuntivas por identificadas por
bioquimica PCR
Vibrio mimicus 4 8
Vibrio
12 17

parahaemolyticus

Vibrio
16 4
alginolyticus
TOTAL 32 29

Respecto a las 29 cepas detectadas molecularmente, se observd que 9 cepas
concuerdan en la identificacion, tanto bioquimica como molecularmente (Anexo
1). Por lo tanto, 20 cepas presentan diferencias en la identificacion fenotipica y

genotipica (Anexo 2).
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V. V.p. V.a.
484 297 199

bp PP bp

Figura 9. PCR Mdltiple para cepas control. V. v.: Vibrio vulnificus, V. p.: V.
parahaemolyticus, V. a.: V. alginolyticus, V. m.: V. mimicus, Mix V: mix de
controles. PAL 6, DR 11-4, SG 1: cepas presuntivas de Vibrio sp. 100 bp:

marcador de peso molecular

Figura 10. PCR Multiple para cepas control. V. p.: V. parahaemolyticus, V. m.: V.
mimicus, Mix V: mix de controles, agua libre de nucleasa: controles negativos,
100 bp - 1 kb: marcadores de peso molecular
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300 bp

Figura 11. PCR Multiple para cepas control. V. p.: V. parahaemolyticus, V. a.: V.

alginolyticus, 1 kb: marcador de peso molecular

Figura 12. PCR Mudltiple para cepas presuntivas de Vibrio sp.
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VIII. DISCUSION

El tiempo de incubacién para la reactivacion de las cepas, estipulado por Silva et
al. (2010), donde se recomienda realizar la incubacion entre 6 a 8 horas, no parece
favorecer a estas, por lo tanto, se optd incubar hasta por 24 horas los aislados,

obteniéndose la reactivacion de las cepas usadas en este estudio.

Asimismo, siguiendo el enunciado anterior, se podria evaluar la reactivacion de
cepas mediante el protocolo realizado por Franco-Monsreal et al (2010), donde
se documenta la reactivacion de cepas del género Vibrio, mediante el uso de agua
peptonada alcalina, al 3% de Cloruro de Sodio (NaCl), y no al 1%, como se
realizd en este estudio. Sin embargo, se debe de tomar en cuenta, que no todas las
especies del género Vibrio tienen un nivel de halotolerancia alto, como es en el
caso de V. mimicus y V. cholerae, por citar las de mayor importancia en

acuicultura langostinera y salud pablica, respectivamente.

Los resultados que identifican mayor presencia de cepas fermentadoras de
sacarosa (y luminiscentes), concuerda con lo manifestado por Sunaryanto y
Mariam (1986), quienes enfatizan que la mayor presencia de estas especies se da
en épocas o estaciones de lluvias. Como el muestreo del presente estudio se
realizd en el verano, usual época de lluvias en la region Tumbes, se justifican los
resultados obtenidos por la prueba bioquimica de halotolerancia que identificé una
mayor presencia de cepas con este fenotipo: V. cholerae, V. harveyi y V.

alginolyticus.
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Para la identificacibn molecular, se propuso detectar las siguientes especies:
Vibrio mimicus, V. vulnificus, V. parahaemolyticus y V. alginolyticus, debido a
que son especies que se presentan en aguas marinas y presuntivamente en
acuicultura langostinera (aguas salobres). No se identific6 la especie Vibrio
cholerae, debido a que esta ya ha sido descrita anteriormente, y es mas frecuente
su aislamiento y deteccion en aguas continentales (ya sean tratadas o servidas), y
una minima proporcion en aguas marinas (Robert-Pillot et al., 2014). Ademas, V.
cholerae no tiene importancia en produccion langostinera, ya que no produce
patologias en el langostino blanco, por lo tanto, no afecta la produccion de este

recurso acuicola (Robert-Pillot et al., 2014).

Segun el estudio realizado por Dulanto (2013), en el cual se identificd por el
método ARDRA Vibrio parahaemolyticus, entre otras especies del género Vibrio
(V. communis y V. harveyi, relacionadas al Vibrio core group), a partir de
langostino blanco criado en la region Tumbes, se demostrd la ventaja de ser de
facil aplicacién, rapido y econdmico, radicando su desventaja en que es necesario
realizar el secuenciamiento para concluir la identificacion. Comparando ARDRA
con el método usado en el presente estudio, se logrd identificar también Vibrio
parahaemolyticus aislado de langostino blanco de la misma procedencia, siendo

tambiéen un método répido y fiable.

El PCR Multiple usado en el estudio, es ademas un método molecular de facil

aplicacion y, en concordancia con Caipang y Aguana (2011), considerado como
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método de deteccidn primordial de agentes etioldgicos, ya que, en otros estudios,
se tiene como deteccion molecular primaria identificar género o especie mediante
gen ARN 16s o uso de cebadores universales, para luego realizar la identificacion

de la especie blanco mediante el uso de cebadores especificos.

Mediante un PCR Multiple, se identificd, a partir de muestras marinas (ostras,
pulpos, conchas anadaras y agua de mar) especies del género Vibrio, siendo
Vibrio parahaemolyticus la especie mas prevalente de este género bacteriano
(Kim et al., 2007; Tebbs et al., 2011). De acuerdo con la deteccion molecular de
este estudio, Vibrio parahaemolyticus es la especie con mas cepas identificadas,
aisladas de langostino blanco, por lo que se confirma que también, es una de las

especies del género Vibrio mas prevalente en la acuicultura langostinera.

Las bacterias del genero Vibrio son frecuentemente asociadas con patologias en
especies acuicolas y marinas, asi como agentes etioldgicos de infecciones médicas
de diversa indole, sobre todo de enfermedades de transmision alimentaria. En
ambos casos, la vibriosis se manifiesta por signos clinicos agudos y elevada
mortalidad. Las especies mas frecuentes y que producen patologias tanto en
recursos hidrobioldgicos (marinos y continentales), asi como en el humano son las
siguientes: Vibrio mimicus, V. vulnificus, V. parahaemolyticus y V. alginolyticus,
reportado por Kim et al. (2015), usando PCR Mdiltiple, a partir de aislados de
agua del mar de diferentes localidades de Corea del Sur. En el Perd, la Unica

especie estudiada y descrita como agente etioldgico de Vibriosis en Langostinos y
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en Humanos es Vibrio parahaemolyticus (Gavilan y Martinez-Urtaza, 2011; Gil
et al., 2007), identificando también Vibrio cholerae como otra especie causante de
ETA, pero sin ocasionar patologias en el langostino blanco. En concordancia a lo
sefialado, las especies patogénicas del género Vibrio son conocidos como agentes
etioldgicas en enfermedades intestinales y extraintestinales, por citar algunos;
otitis y conjuntivitis, infecciones cutaneas localizadas, como la celulitis, e

invasivas, como la fasceitis necrotizante, y septicemias (Silva et al., 2008).

En el estudio, se usod el protocolo de PCR Multiple sefialado, detectando
mayormente Vibrio parahaemolyticus, V. mimicus y V. alginolyticus (en ese
orden), y no V. vulnificus, a partir de langostino blanco, por lo que se sugiere que
esta técnica molecular, puede aplicarse a otros recursos hidrobioldgicos, tantos
marinos como continentales, que pueden sufrir infecciones por bacterias del

género Vibrio.

El PCR Multiple no detectd la presencia de Vibrio vulnificus, lo cual puede
deberse a que la temperatura de alineamiento del cebador no es la indicada para
esta especie, a diferencias en la secuencia (mutaciones) o0 por
inserciones/deleciones no reportadas, o a que el gen blanco, una proteina

hipotética, no sea muy prevalente en esta especie.
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Mediante el andlisis de las caracteristicas bioguimicas identificamos en total 61
aislados, presuntivos de ser especies del género Vibrio, mientras que por la técnica
molecular apenas 29 aislados fueron confirmados a ese nivel. Esta diferencia entre
los resultados de la identificacion bioquimica respecto a la deteccion molecular
concuerda con los obtenidos por Bauer et al. (2018), quienes realizaron
identificacion bioquimica, mediante el sistema API20E, luego molecular,
mediante PCR y secuenciamiento de los genes 16S y pyrH, y finalmente por
MALDI-TOFF, indicando que la identificacion fenotipica (bioquimica) es util
para clasificar a nivel de género, y solo de forma presuntiva especie. Esto,
explican ellos se debe a la gran variabilidad de los miembros del género Vibrio en

los tests microbiol6gicos clésicos.

Con base en lo anterior, para estudios de un nimero grande de aislados y donde
no se cuente con equipamiento sofisticado, se puede recomendar la identificacion
bioquimica para identificar facilmente hasta Vibrio sp (Vilcapoma et al., 2014;
Bauer et al., 2018), mientras que para analisis de riesgos y epidemioldgicos, asi

como deteccidn de especies patogénicas, se hace necesario un método molecular.

Se encontr6 una marcada diferencia de los resultados de la identificacion
fenotipica versus la deteccion molecular, esto ocurre ya que las especies del
género comparten caracteristicas bioquimicas variables que pueden dar falsos

positivos, por lo que se requiere una confirmacion por técnicas moleculares.
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El PCR Multiple usado en el estudio, es un método eficaz de deteccion de
especies patogénicas, tanto en el langostino blanco, como de especies del género
Vibrio de importancia en salud publica. Asimismo, es una herramienta molecular
fiable no solo para la identificacion de una especie, sino de otras especies en

simultaneo, siendo esta su principal ventaja.

En concordancia con lo expuesto anteriormente, las principales actividades
acuicolas y recursos hidrobiol6gicos de exportacion son el langostino blanco
(Comex Peru, 20182) y la concha de abanico (Comex Peru, 2018®), recursos que
se producen en agua salobre y agua marina, respectivamente. Se sabe que Vibrio
spp. pertenece a la microbiota comun de estas dos especies (Urakawa y Rivera,
2006), por lo que en situaciones de inmunodeficiencia o cuando la poblacion
bacteriana crece, en épocas de cambio climéatico o anomalias naturales (como el
Fendmeno del Nifio) (Austin y Zhang, 2006; Haldar et al., 2010), pueden
producirse infecciones en humanos por contacto con agua contaminada, o
consumo de estos recursos acuicolas contaminados y/o con alta proporcion de
especies del género Vibrio, produciéndose enfermedades de transmision
alimentaria, como lo describe Buller (2014). Es por esto, que el uso de la
herramienta molecular en el estudio, puede ser usado en pro de la salud publica,
para el diagndstico de especies patogénicas, asi como en seguir identificando las
especies en otros recursos hidrobioldgicos, para elaborar un mapa epidemioldgico,
estudio de poblaciones bacterianas, inocuidad de recursos pesqueros y acuicolas,
ademas de reconocer que especie 0 especies, son las que estan causando la

enfermedad en determinados brotes epidemiolégicos, tanto en langostinos, como
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en humanos, a sabiendas que ya se han reconocido tres especies en la acuicultura

langostinera: Vibrio parahaemolyticus, V. mimicus y V. alginolyticus.

En nuestro pais, se ha descrito con anterioridad que Vibrio parahaemolyticus es la
especie del género Vibrio que mas se conoce como agente etiolégico en
infecciones de humanos y langostinos. Acerca de las otras dos especies, V.
mimicus y V. alginolyticus, se tiene poca certeza de su potencial zoonético, debido
a la poca capacidad diagndstica sobre estas especies. A partir de este estudio, se
espera que estas dos especies, sean incluidas como agentes etioldgicos, en
concordancia con lo documentado por Guardiola et al. (2015), asi como facilitar

su diagndstico mediante el PCR Mudltiple usado en la investigacion.

La vibriosis puede causar elevadas mortalidades en la poblacion de langostinos
(Chandralaka y Priya, 2017; Bauer et al., 2018), produciendo una baja cosecha
al término del ciclo de produccién. Respecto a las especies, se conoce que V.
alginolyticus es patogénica en el langostino blanco, como sefiala Liu et al. (2004),
ademas de la ya mencionada V. parahaemolyticus, detectadas junto a otras
especies de Vibrio que causan altas mortalidades, en muchas incidencias (Chen et
al., 2000; Chandralaka y Priya, 2017). Llevando estas premisas a la realidad
langostinera del Per(, no se tiene un detalle exacto de las poblaciones de Vibrio en
la produccion del recurso langostino, por lo que la deteccidon de tres especies
patogénicas realizadas en el estudio permite conocer, de forma primaria, las

especies de este género bacteriano que estan presentes en el sector langostinero, y
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que pueden causar patologias, llevando a una mortalidad masiva, y baja en la

produccion.

Asimismo, Ultimamente ha aparecido una enfermedad que produce mortalidades
de hasta 100% en producciones langostineras, la Necrosis Aguda del
Hepatopancreas (AHPND), la cual es producida por las toxinas Pir* y Pir®,
presentes en el Vibrio parahaemolyticus, y notificable ante la OIE (Han et al.,
2015). Sin embargo, se ha demostrado ultimamente que las toxinas pueden estar
en otras especies del género Vibrio, como lo enunciado por Dong et al. (2017),
Han et al (2017) y Dong et al. (2019). Para el diagnostico de la enfermedad se
realiza, primero, en detectar las toxinas, para después realizar la identificacion de
género y luego especie. Debido a esto, el PCR Multiple puede apoyar en la
deteccion, a fin de reconocer la especie que presenta las toxinas productoras de la

enfermedad.

Desde el punto de vista productivo, la deteccién temprana de Vibriosis, o de
alguna especie que pueda ocasionar un problema enzodtico o epizético, mediante
el uso del PCR Muiltiple, puede ayudar a prevenir un masivas pérdidas
economicas en la produccion de langostinos, evitando a tiempo una baja en la
produccion, alta mortalidad, o cierre parcial del mercado, y posterior exportacion
del recurso langostino, por no controlar a tiempo la diseminaciéon de la AHPND,
debido a dictamen de la OIE. Asimismo, resulta un método fiable, de facil
aplicacion, reduciendo tiempo de espera, y de costos, ademas de ser aplicable a

grandes poblaciones.
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IX. CONCLUSIONES

El hepatopancreas de los langostinos contiene diversas especies de Vibrio
con potencial patogénico para esta especie acuicola, como se pudo aislar e

identificar de forma bioquimica y molecular.

Algunas de las especies de Vibrio identificadas son patégenos de
importancia para la salud publica, por ser agentes causadores de

enfermedades de transmision alimentaria (ETA), principalmente.

El PCR Multiple puede ser usado para la deteccion de especies del género
Vibrio, permitiendo identificar Vibrio parahaemolyticus, V. mimicus y V.
alginolyticus, en langostino blanco, como también en otros recursos

hidrobiolégicos.

Mediante metodologia molecular, Vibrio parahaemolyticus es la especie
mas frecuentemente identificada. Asimismo, por PCR Multiple se
identificaron mas aislados de V. mimicus y V. parahaemolyticus que las

pruebas bioguimicas.

La técnica molecular permite detectar, en un corto periodo de tiempo,
especies patogénicas, reduciendo ademas costos, presentando facilidades

para el operario, productor y autoridades competentes.
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X. RECOMENDACIONES

1. Se debe determinar la presencia, a través de pruebas fenotipicas y
genotipicas, de otras especies bacterianas patogénicas que pueden afectar
el recurso langostino, como Proteus sp., Aeromonas hydrophila,

Enterobacter sp.

2. Se recomienda estudiar los serotipos y factores de virulencia de las
especies de Vibrio detectadas en esta investigacion, a fin de conocer su

potencial patogénico, a través de trazadores de toxigenia.

3. El PCR Multiple usado en el estudio puede aplicarse para la deteccion de

especies patogénicas del géenero Vibrio, a partir de la extraccién de DNA

directamente de los tejidos.
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XIl.  ANEXOS

Anexo 1

Cuadro 4: Concordancia entre la identificacion presuntiva y deteccién molecular

de 9 cepas reconocidas como especies del género Vibrio

Especie presuntiva Especie detectada
Cepa mediante identificacion ~ molecularmente por PCR
bioquimica Madltiple
ELZ 4 V. parahaemolyticus
HG 1-2 V. mimicus
HG 19-1 V. parahaemolyticus
H 4-4 V. alginolyticus
PA 4-1 V. alginolyticus
PA 12-1 V. parahaemolyticus
PAL 1 V. parahaemolyticus
PAL 2 V. parahaemolyticus
PAL 8 V. parahaemolyticus
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Anexo 2

Cuadro 5: Diferencia entre la identificacion presuntiva y deteccion molecular de
20 cepas reconocidas como especies del género Vibrio

Especie presuntiva

Especie detectada

Cepa mediante identificacion  molecularmente por PCR
bioquimica Mdltiple
Ccb V. mimicus V. parahaemolyticus
DR 5-4 V. alginolyticus V. mimicus
DR 11-4 V. vulnificus V. parahaemolyticus
DR 12-3 V. harveyi V. mimicus
DR 12-6 V. alginolyticus V. mimicus
G 2-2 V. cholerae V. parahaemolyticus
G 2-3 V. cholerae V. parahaemolyticus
G 3-13 V. alginolyticus V. parahaemolyticus
G 3-14 V. harveyi V. mimicus
HG 19-3 V. harveyi V. alginolyticus
H 5-2 V. alginolyticus V. mimicus
LK 5 V. harveyi V. alginolyticus
PA 4-6 V. vulnificus V. parahaemolyticus
PA 12-2 V. cholerae V. parahaemolyticus
PAL 5 V. vulnificus V. parahaemolyticus
PAL 6 V. vulnificus V. vulnificus
PAL 12 V. vulnificus V. parahaemolyticus
SG1 V. cholerae V. parahaemolyticus
SG3 V. parahaemolyticus V. mimicus
Uull V. parahaemolyticus V. mimicus
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