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Fagos aislados evaluados como efectivos en el control de principal
enfermedad del camaron cultivado, inhibiendo el crecimiento
bacteriano

La enfermedad de necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) es causada por una bacteria Vibrio (V. parahaemolyticus)
que ha causado mortalidades sustanciales (hasta un 100 por ciento) en camarones peneidos cultivados afectados en
varios paises.

Esta enfermedad se informé por primera vez en China en 2009 y se produjeron brotes posteriores en Malasia, Tailandia,
Filipinas, México y varios otros paises de América Latina, y en 2017 también en Bangladesh y los Estados Unidos. Las
pérdidas debidas a AHPND se han estimado en mas de $ 1 mil millones por afio. Por lo tanto, es importante desarrollar e
implementar efectivamente medidas de control para evitar pérdidas catastréficas en la industria de cultivo de camarén.

Los bacteriéfagos, cominmente llamados fagos, son virus ubicuos que infectan bacterias y se pueden usar para controlar
enfermedades infecciosas en humanos, animales y plantas. El nombre se basa en la palabra bacterias y el Griego phagein,
que significa “devorar.”

Los fagos pueden replicarse dentro de las bacterias después de inyectar su genoma en la bacteria. Los fagos se han
propuesto como un método alternativo ya que muestran una actividad bacteriolitica efectiva y poseen ventajas sobre los
antibiéticos convencionales: los fagos son naturales y son mas comunes y diversos, y ampliamente distribuidos en el
medio ambiente, incluido el agua de mar, y también son relativamente baratos. Los fagos se han utilizado durante muchos
aflos como una alternativa a los antibidticos en varios paises, y son un posible tratamiento contra las cepas resistentes a
multiples medicamentos de muchas bacterias.
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Los fagos aislados probados son efectivos para controlar la infecciéon por AHPND en camarones peneidos
cultivados e inhiben el crecimiento bacteriano. Foto de Darryl Jory.

Resultados de infectividad de fagos

Para el bacteriéfago pVp-1, se analizé su infectividad en 22 cepas de Vibrio parahaemolyticus (abreviadas como Voappnp)
causantes de AHPND. Estos aislados bacterianos se obtuvieron del agua del estanque, las muestras de sedimentos y los
estdmagos de camarones afectados por AHPND/EMS en el sudeste de Asia y paises de América Latina. Los cultivos
puros se obtuvieron por formacion de rayas en placas de agar de soja triptico (TSA) NaCl al 2 por ciento. Este fago pudo
infectar el 91 por ciento (20 cepas) del Vpanpnp Probado y demostré una fuerte actividad bacteriolitica contra 3 cepas

altamente patégenas (Fig. 1).

Fig. 1: Actividad bacteriolitica de pVp-1 y su morfologia aumentada
frente a tres cepas representativas de AHPND/EMS V. parahaemolyticus:
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13-028/A3 (a), aislado de Vietnam; 13-511/A1 (b) y 13-306D/4 (c),
aislados de México.

Evaluando la efectividad

Ademas, se evaluo su efectividad en los estudios de desafio en laboratorio con juveniles SPF (libre de patégenos
especificos) de camarén blanco del Pacifico (Penaeus vannamei). Los animales de prueba (n = 96, peso promedio = 1,02
g) se mantuvieron en condiciones apropiadas (temperatura del agua 25 grados-C, salinidad 25 por ciento) y tres tanques
se disefaron para los controles.

El tanque 1 se designé como control negativo sin desafio bacteriano o tratamiento con fagos; el tanque 2 se designé
como control de fagos con tratamiento de fagos mediante inmersion en bafio (1,5 x 106 PFU/ml) y alimentacién (1,5 x 108
PFU/camarones) usando granulos (5 por ciento de peso corporal) que habian sido impregnados con la suspensién de
fago, pero no desafiados bacterianamente Y el tanque 3 se designé como control positivo con un desafio bacteriano, pero
no tratado con fago.

Para la prueba de desafio, se trataron camarones en varios tiempos (24, 6 y 1 hora antes del desafio bacteriano, y 1 hora
después del desafio bacteriano) y se expusieron a V. parahaemolyticus 13-028/A3 (5,0 x 10° CFU/ml) durante 24 horas
por el método de inmersién. Cada grupo se controld para detectar sintomas de infeccién y la mortalidad acumulada se
registré diariamente durante cinco dias después del desafio bacteriano.

De los resultados, los camarones tratados con pVp-1 mostraron una proteccion significativa, mas del 25 por ciento
(mortalidad méxima del 50 por ciento), mientras que los grupos de control positivo (no tratados con fago pVp-1, solo
expuestos a Vpanpnp) mostraron una mortalidad del 100 por ciento. Las caracteristicas histopatoldgicas del
hepatopancreas del camarén se muestran en la Fig. 2.

Fig. 2: Caracteristicas histopatoldgicas del hepatopancreas del camarén
a las 48 horas de tratamiento del fago. El camarén fue desafiado por
AHPND-V. parahaemolyticus cepa 13-028/A3 y tratada con el fago pVp-
1. El control negativo (a) y el control del fago (b) mostraron la apariencia
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normal del hepatopancreas. El control positivo (c), desafiado, pero no
tratado, mostré el desprendimiento agudo de células epiteliales
tubulares hepatopancreaticas. El camardn tratado con fagos demostro
la morfologia protegida del hepatopancreas. Barras de escala 30 [Jm.

Las cepas de V. campbellii que llevan genes pirABvp de camarones enfermos fueron identificadas recientemente como
agentes causantes de AHPND, y probamos estas cepas para el segundo bacteriéfago, pVp-2, aislado de Penaeus
vannamei. El fago pVp-2 lisaba eficazmente varios Vibrio parahaemolyticus (Vpanpnp) Y también Vibrio campbellii
(Veappnp) Y formaba placas en placas TSA + (Fig. 3).

v -

Fig. 3. Actividad bacteriolitica de pVp-2 frente a la cepa representativa
AHPND / EMS V. campbellii.

Perspectivas

En nuestro estudio, demostramos que los fagos aislados evaluados son efectivos para controlar la infeccién por AHPND e
inhibir el crecimiento bacteriano cuando se aplica al camardn. Se necesitan mas estudios para evaluar la eficacia de los
bacteriéfagos contra AHPND en ensayos de laboratorio y de campo.
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