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RESUMEN 

El cultivo de langostinos es una actividad productiva muy importante en el norte del Perú 

y que puede verse afectada por diversos tipos de enfermedades, dentro de las cuales se 

tiene la enfermedad de la necrosis aguda del hepatopáncreas (AHPND), producida por la 

toxina PirA-B presente en bacterias del género Vibrio y que puede generar hasta la 
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pérdida total de la producción en otros países. En el presente artículo, se muestra la 

metodología de detección de la AHPND, utilizando un sistema de Nested-PCR para 

amplificar los genes para la toxina PirA-B tanto a partir de muestras de hepatopáncreas 

como de cepas de Vibrio aisladas a partir de animales enfermos.  Los resultados muestran 

la presencia de los genes para la toxina PirA-B en un 45.16% de las cepas bacterianas 

aisladas, discutiendo las posibles causas que detienen una mayor propagación.  
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Molecular detection of acute hepatopancreas necrotic disease  

in shrimp samples of tumbes 

 

ABSTRACT 

Shrimp farming is a very important productive activity in the north of Peru, afected by 

several diseases, such as acute hepatopancreas necrotic disease (AHPND), due to the 

PirA-B toxin from bacterias of the Vibrio genus and it could generate a total loss of the 

production in several countries.  In this paper, the method to detect AHPND is showed, 

using a Nested-PCR system in order to amplify the PirA-B toxin genes both from 

hepatopancreas samples or Vibrio strains isolated from ill shrimps.  Results indicate a 

presence of PirA-B toxin genes in 45.16% of the isolated strains, allowing a discussion 

about the possible causes about why the disease is not spread. 

 

Key words: vibrio; shrimps; AHPND; nested-PCR. 
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1.- INTRODUCCIÓN  

El cultivo de langostinos es una actividad económica muy importante en el mundo y 

especialmente en Latinoamérica, región que contribuye aproximadamente al 15% de la 

producción mundial (Morales-Covarrubias et al., 2019).  En el Perú, se han registrado 8 

especies de langostinos peneidos con potencial productivo, 5 del género Penaeus y una 

especie para los géneros Protrachypene, Rimapenaeus y Xiphopenaeus, respectivamente 

(Santamaría et al., 2018).  Esta actividad se puede ver afectada por diversos factores, 

como por ejemplo el fenómeno de El Niño (Valverde-Moya y Varela-Mejías, 2018), 

temporada en donde el área de influencia en nuestro país se extiende más al sur de los 

manglares y esteros de Tumbes (Pretell-Monzón et al., 2019), o infecciones, 

principalmente de origen viral o bacteriano, que pueden afectar a los diferentes estadios 

de desarrollo del langostino (Tabla 1).   

Tabla 1. 

Distintos tipos de infecciones bacterianas según los estadios de desarrollo del langostino 

(género Penaeus). Se adjuntan las referencias de las enfermedades registradas en el Perú 

 

Dentro de las infecciones bacterianas, sobresalen aquellas producidas o relacionadas a la 

presencia del género Vibrio, microorganismos que viven principalmente en ambientes 

Larva Post-larva Adultos 

Vibriosis luminiscente “Black splinter” 

Necrosis Hipodérmica y 

Hematopoyética infecciosa 

(VNHHI, Pretell-Monzón et al., 

2019) 

Bolitas blancas Manchas marrones 

Necrosis bacteriana del 

hepatopáncreas (NHPB, Alfaro et 

al., 2010) 

Síndrome Zoea II Vibriosis sistémica 
Síndrome de la mancha blanca 

(WSSV, Alfaro et al., 2010) 

Epibiontes bacterianos Vibriosis luminiscente “Black splinter” 

Baculovirus penaei (BP, 

Alfaro et al., 2010) 
Síndrome gaviota Vibriosis sistémica 

 
Epibiontes bacterianos 

Hepatobacter penaei ( Pretell-Monzón 

et al., 2019) 

 Hepatopancreatitis 

necrotizante 

 

 Baculovirus penaei 

(BP, Alfaro et al., 

2010) 
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marinos pero que contienen especies patógenas para los langostinos e incluso para el ser 

humano (Tabla 2). 

Tabla 2. 

Especies del género Vibrio asociadas a las principales patologías en langostinos. 

 

Patología Especie huésped Referencia 

Vibriosis luminescente 

V. campbellii , V. 

harveyi, V. 

splendidus 

P. vannamei,  P. 

monodon, P. 

indicus 

Zhang et al., 

2020 

Enfermedad del caparazón V. penaeicida P.  stylirostris 
Rubio et al., 

2012 

Vibriosis sistémica V. parahaemolyticus 
P. vannamei, P. 

monodon 

De Souza & 

Wan, 2021 

“Black splinter” V. alginolyticus P. monodon 
Selvin y Lipton, 

2003 

Síndrome gaviota V. campbellii P. vannamei 

Morales-

Covarrubias et 

al., 2019 
 
 

Una de las enfermedades generadas por este género microbiano y de gran importancia 

debido a su impacto en la industria langostinera, es el síndrome de la necrosis aguda del 

hepatopáncreas (AHPND por sus siglas en inglés), que apareció en el sur de China el año 

2009, propagándose rápidamente hacia Vietnam el 2010, Malasia el 2011 y finalmente 

Tailandia el año 2012.  Esta enfermedad infecciosa llegó a generar en estos países 

pérdidas de cultivos tempranos de langostinos de las especies Penaeus monodon y 

Penaeus vannamei (Varela-Mejías et al., 2017).  En China, por ejemplo, en el año 2011 

la AHPND produjo una pérdida del 80% de la producción en las 4 provincias dedicadas 

al cultivo de langostinos.  En Malasia, se ha calculado que las pérdidas económicas en 

ese año fueron de 100 millones de dólares americanos (de la Peña et al., 2015).  La 

AHPND fue reportada por primera vez en América el año 2013 en México, afectando 

13000 hectáreas de espejo de agua y generando una disminución de la productividad de 

hasta un 65% (Varela-Mejías y Peña-Navarro, 2014).  Desde esa fecha, se ha reportado 

la presencia de esta enfermedad en Costa Rica (De Guía et al., 2020), Ecuador (Saavedra-

Olivos et al., 2018) y Perú (Ramirez et al., 2020).   

Lightner et al. (2012) observaron que la AHPND generaba una disfunción progresiva del 

hepatopáncreas por degeneración de las células epiteliales de los túbulos, iniciándose en 

la parte proximal hasta progresar a la parte distal. El primer signo es la pérdida de reservas 

de grasa, luego se produce un gran desprendimiento de las células a la luz de los túbulos 
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y una respuesta inflamatoria debido a infiltración por hemocitos.  Estos autores 

interpretaron correctamente que los hallazgos descritos podrían asociarse a una patología 

de etiología tóxica.  Casi al mismo tiempo, Zhang et al. (2012) aislaron en agar TCBS 

bacterias del género Vibrio provenientes del hepatopáncreas de especímenes enfermos 

del camarón blanco Litopenaeus vannamei, identificando a la especie Vibrio 

parahaemolyticus.  Al año siguiente Tran et al. (2013) aislaron el potencial agente 

infeccioso, identificando no sólo cepas de esta especie sino también de Vibrio harveyi.   

Han et al. (2015) identificaron un plásmido de 69 kb en cepas de V. parahaemolyticus 

que causaban AHPND. El secuenciamiento del plásmido mostró la presencia de 92 

marcos de lectura (ORF por sus siglas en inglés), que codificaban además de proteínas de 

movilidad, enzimas de replicación, transposasas y algunas proteínas de virulencia, genes 

para una toxina binaria similar a la que produce la bacteria Photorhabdus, un comensal 

de nemátodos entomopatógenos, por lo que la toxina fue llamada Pir y los dos genes 

asociados, pirA y pirB.  

Los genes pirA y pirB codifican una toxina binaria Pir formada por las proteínas 

correspondientes PirAvp y PirBvp. Esta toxina fue descrita primeramente en bacterias de 

la especie Photorhabdus luminescens, que viven en forma simbiótica con nemátodos 

entomopatógenos de la familia Heterorhabditidae (Han et al., 2015; Lee et al., 2015). La 

proteína relacionada con PirA tiene 111 aminoácidos, mientras que la proteína PirB tiene 

438 aminoácidos. La región media de PirB de Vibrio parahaemolyticus es altamente 

similar a PirB de Photorhabdus luminescens. La bioquímica de la toxicidad de la proteína 

binaria se puede resumir en tres pasos: unión al receptor, oligomerización y formación de 

poro en la membrana celular. Estos tres procesos bioquímicos inducen la muerte celular.  

Saavedra-Olivos et al. (2018) detectaron una proteína asociada a la enfermedad AHPND 

en cultivos semi-intensivos de camarón en Ecuador.  Dicha proteína presentó un alto 

porcentaje de similitud con la proteína pirB, lo que permite concluir que el diagnóstico 

confirmativo de la enfermedad AHPND está relacionado con la detección de los 

fragmentos genéticos para las proteínas PirA y PirB. 

El objetivo del presente trabajo es evaluar la presencia del síndrome de la necrosis aguda 

del hepatopáncreas mediante la detección de los genes asociados a la toxina PirA-B. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

Toma de muestras y aislamiento de ADN 

Mediante el uso de una cartilla sintomatológica (Figura 4), se analizaron muestras de 

estadios juveniles de camarones provenientes de pozos de mantenimiento de diferentes 

centros de cultivo del departamento de Tumbes, a fin de identificar posibles ejemplares 

afectados por necrosis aguda del hepatopáncreas (AHPND). 

Figura 1. 

Cartilla sintomatológica para identificación de langostinos afectados por el síndrome de 

necrosis aguda del hepatopáncreas 

 

Luego de una desinfección externa con alcohol al 75% antes de iniciar la disección in situ 

de los animales potencialmente infectados a fin de extraer de ellos el hepatopáncreas.  

Estas muestras fueron procesados de dos maneras.  Un grupo de muestras fue colocado 

en tubos de microcentrífuga de 1.5 mL que contenían solución salina al 2%.  Luego de 

un tiempo de macerado, se sembraron 20 mL de cada muestra en placas que contenían 

agar tiosulfato citrato bilis sucrosa (TCBS).  Las placas fueron incubadas a 37°C por 24 

horas.  Se usaron las colonias de color verde (no fermentadoras de sacarosa) para proceder 
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al aislamiento de ADN.  Por otro lado, otras muestras de hepatopáncreas fueron colocadas 

en una solución de alcohol al 50% como preservante.  En el laboratorio, estas muestras 

fueron centrifugadas, eliminándose el sobrenadante y dejando evaporar el alcohol 

residual.   

La extracción del ADN en ambos tipos de muestra se realizó siguiendo estrictamente los 

pasos del protocolo del sistema PureLink Genomic DNA Kit (Invitrogen).  Se tomaron 

muestras de 25 mg de hepatopáncreas o una supensión de colonias verdes en el agar 

TCBS, agregando luego el buffer de digestión del kit, se incubaron estas muestras toda la 

noche, homogenizando periódicamente para facilitar la digestión.  Se centrifugaron las 

muestras al día siguiente y se agregó el buffer de lisis y buffer de unión, para luego 

homogenizar utilizando un vórtex.  Se agregó etanol absoluto, se homogenizó por 

inversión y el lisado fue transferido a una columna de sílica con un tubo colector.  Se 

centrifugó la columna por 1 minuto y se retiró el tubo colector, colocando uno nuevo.  Se 

repitió 3 veces para luego agregar el buffer de elución.  Se incubó a temperatura ambiente 

y se centrifugó.  El ADN fue almacenado a -50° C hasta su utilización. 

Amplificación de los genes pirA y pirB 

A partir de las muestras de ADN purificadas, se procedió a realizar la amplificación de 

los genes para la toxina pirA-B mediante la técnica de Nested-PCR (Dangtip et al., 2015), 

empleando los cebadores específicos mostrados en la Tabla 3.  El protocolo de 

amplificación para la técnica del Nested-PCR, siguió la preparación y el procedimiento 

mostrados en la Tabla 4 y, una vez terminada la amplificación, los productos fueron 

revisados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2.5%, a un voltaje de 100 

voltios por 60 minutos.  

Tabla 3. 

Características de los cebadores específicos diseñados para la amplificación de los 

genes para la toxina pirA-B mediante la técnica de Nested-PCR. 

Oligos Secuencia (5`a 3`) 
Amplicón 

(pb) 

AP4-F1 ATG-AGT-AAC-AAT-ATA-AAA-CAT-GAA-AC 
1269 

AP4-R1 ACG-ATT-TCG-ACG-TTC-CCC-AA 

AP4-F2 TTG-AGA-ATA-CGG-GAC-GTG-GG 
230 

AP4-R2 GTT-AGT-CAT-GTG-AGC-ACC-TTC 
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Tabla 4.   

Preparación de la mezcla de reacción y el programa de amplificación para el Desarrollo 

del Nested-PCR para amplificación de los genes de la toxina pirA-B. 

 

 

Primera reacción 
   

Componentes 
Vol. 

(uL) 
Concentración  Programa de PCR 

10x PCR mix (Invitrogen) 2,5 1x  

Desnaturalización:94°C, 2 min 

Desnaturalización:94°C, 30 seg. 

Hibridación: 55 °C, 30 seg. 

Polimerización: 72°C, 90 seg., 30 

ciclos 

Polimerizaciòn final: 72°C, 2 min. 

Conservación: 4ºC  

50 mM MgCl2 1,5 3 mM  

10 mM dNTPs 0,5 0,2 mM  

10 µM AP4-F11 0,5 0,2 µM  

10 µM AP4-R12 0,5 0,2 µM  

5U/µl Taq DNA polymerase 0,3 1,5 U  

ADN Muestra 2 100 ng/µl  

Agua 17,2    

Total 25    

 

Segunda reacción 
   

 
 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El uso de cartillas sintomatológicas permitió identificar ejemplares posiblemente 

afectados por AHPND en diferentes zonas langostineras de Tumbes, considerando 

principalmente el color y la apariencia necrótica del hepatopáncreas (Tabla 5).   

 

 

 

 

Componentes 
Vol. 

(µL) 
Concentración  Programa de PCR 

10x PCR mix (Invitrogen) 2,5 1x  

Desnaturalización inicial: 94°C, 2 

min 

Desnaturalización: 94°C, 20 seg. 

Hibridación: 55 °C, 20 seg. 

Polimerización: 72°C, 20 seg., 25 

ciclos 

Polimerización final: 72°C, 2 min 

50 mM MgCl2 1,5 3 mM  

10 mM dNTPs 0,5 0,2 mM  

10 µM AP4-F2 0,375 0,15 µM  

10 µM AP4-R1 0,375 0,15 µM  

5U/µl Taq DNA 

polymerase 
0,3 1,5 U  

ADN de la Muestra 2   

Agua 17,45   

Total 25   
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Tabla 5. 

Ejemplo de Tabla resumen de evaluación sintomatológica de langostinos con AHPND. 

 

N° Observaciones 

 Movimientos Coloración Malformaciones Estómago Hepatopáncreas 
Estado del 

hepatopancreas 

1 No Pálida No Difuso Pálido Necrótico 

2 No Pálida No Difuso Pálido Necrótico 

3 No Pálida No Difuso Pálido Necrótico 

4 Si Pálida No Difuso Pálido Necrótico 

5 No Pálida No Difuso Pálido Necrótico 

6 Si Rojizo No Difuso Pálido Necrótico 

7 No Pálida No Difuso Pálido Necrótico 

8 No Pálida No Difuso Pálido Necrótico 

9 No Pálida No Difuso Pálido Necrótico 

10 No Pálida No Difuso Pálido Necrótico 

11 Si Rojizo No Difuso Pálido Necrótico 

12 No Pálida No Difuso Pálido Necrótico 

13 No Pálida No Difuso Pálido Necrótico 
 
 

La técnica de amplificación por Nested PCR utilizando cebadores para los genes de las 

proteínas pirA y pirB, permite visualizar en la electroforesis un fragmento de 230 pb, que 

contiene 209 pb del gen para la proteína pirA y un segmento de 21 pb que representa a la 

secuencia espaciadora con el gen para la proteína pirB y uno de 1269 pb, que contiene la 

secuencia completa del gen para la proteína pirA (921 pb) y parte del gen para la proteína 

pirB (que tiene un total de 1317 pb) (Figura 2).   

Muchas veces, la banda de 1269 pb puede estar rodeada de bandas inespecíficas, por lo 

que, en la práctica, se considera muestra positiva si se observa el amplicón de 230 pb, 

puesto que se detecta un segmento de ADN intermedio entre los dos genes (Dangtip et 

al., 2015).   

Figura 2. Detección de los genes para la toxina pirA-B mediante Nested PCR en lisados 

de hepatopáncreas de langostino provenientes de 5 granjas acuícolas (A-E). 
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La Tabla 6 muestra los resultados del análisis de cepas de Vibrio sp. aislados en diferentes 

zona de cultivo de langostino en el departamento de Tumbes, respecto a la presencia de 

los genes para la toxina PirA-B.  Se puede mostrar que, en total, se han detectado 14 

(45.16%) cepas positivas para esta toxina, mientras que 17 (54.84%) cepas resultaron 

negativas.  Esta frecuencia de cepas positivas es menor a la reportada en Asia o en 

México, donde se reportaron masivas pérdidas de producción (en algunos casos de hasta 

el 100%) implicando una alta presencia de cepas toxigénicas (Varela-Mejías et al., 2017; 

Varela-Mejías y Peña Navarro, 2014).  A diferencia de este cuadro, en Perú y Ecuador, 

no se ha reportado muerte masiva de langostinos, aun cuando se han identificado cepas 

generadoras de la enfermedad (Aranguren et al., 2020).  Es importante realizar un 

seguimiento periódico de la incidencia de la AHPND en el Perú, a fin de poder explicar 

esta limitación de la presencia de cepas de Vibrio positivas a la toxina PirA-B, por 

ejemplo, considerando la posibilidad de la expresión de una patología crónica más que 

aguda (Aranguren et al., 2020).   

Tabla 6. 

Número de cepas de Vibrio sp. en función de la presencia de genes para la toxina PirA-

B aisladas en diferentes zonas de cultivo de langostino en el Departamento de Tumbes. 

 

Esteros Zona Norte Positivos Negativos  

Algarrobos 4 1  

El Bendito 3 3  

Esteros zona Centro    

El Alcalde 1 4  

La Ramada 2 3  

Estero Hondo 3 2  

Esteros Zona sur    

Corrales 1 4  

Total 14 17  

 

4. CONSIDERACIONES FINALES 

Se debe evaluar también la potencial posibilidad de transmisión horizontal del plásmido 

que alberga los genes para esta toxina.  Lee et al. (2015) demostraron la posibilidad que 

este plásmido de 69-70 Kb puede trasmitirse de una bacteria del género Vibrio productora 

de AHPND a otra que no genera esta enfermedad y volverla patogénica, por lo que queda 

https://doi.org/10.37811/cl_rcm.v6i1.1594
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latente el riesgo que esto pueda pasar en nuestro medio, favoreciendo una mayor 

prevalencia de cepas toxigénicas. 
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