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QUE CONTIENEN LOS GENES pirAY pirB AISLADOS
DE Penaeus vannamei DE CULTIVO
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THE pirA AND pirB GENES ISOLATED FROM CULTURED Penaeus vannamei
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RESUMEN
Ramirez B, GuEvARA M, MonNToyA V, SERNA M. 2020. Evaluacién de la patogenicidad de cepas de Vibrio sp.
que contienen los genes pirA y pirB aislados de Penaeus vannamei de cultivo. Bol Inst Mar Perii. 35(2): 242-
256.- Los vibrios son considerados principales patdégenos bacterianos de langostinos. Se han reportado
diferentes cepas de Vibrio parahaemolyticus que poseen genes pirA 'y pirB como causantes de la enfermedad
de la necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND). En este trabajo, utilizando muestras de langostinos
cultivados en la region Tumbes, se aislaron cinco cepas V. parahaemolyticus que son positivas por PCR
para los genes pirA y pirB. Mediante ensayos de infeccién experimental con cuatro de estas cepas en
langostinos de 1,8 +0,3 g, se logrd detectar que dos cepas producen mortalidad y dafios histolégicos en
el hepatopancreas que son caracteristicos a la AHPND. Sin embargo, también se observé que a pesar
que las dos cepas restantes son positivas por PCR para los genes pirA y pirB, no son patogénicas en
los langostinos. Estos resultados muestran que las cepas V. parahaemolyticus presentes en el cultivo de
langostinos de la regiéon Tumbes tienen diferentes patrones de patogenicidad a pesar de ser positivos por
PCR para los genes pirA y pirB, lo que sugiere que existen bacterias con factores adicionales a los genes
pirA'y pirB para causar la AHPND.
Keyworps: AHPND, experimental infection, histopathology

ABSTRACT
Ramirez B, Guevara M, MoNTovA V, SERNA M. 2020. Evaluation of the pathogenicity of Vibrio sp. strains
containing pirA and pirB genes isolated from cultured Penaeus vannamei. Bol Inst Mar Peru. 35(2): 242-256.-
Vibrio species are considered the major bacterial pathogens affecting shrimps. It has been reported that
acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) is caused by different strains of Vibrio parahaemolyticus
with pirA and pirB genes. In this paper, we isolated five V. parahaemolyticus strains that were positive
by PCR for the genes pirA and pirB, from shrimps cultured in the Tumbes region. We detected that two
strains produce mortality and histological damage in the hepatopancreas, characteristic of AHPND,
through experimental infection assays with four of these strains in 1.8 +0.3 g shrimps. Nevertheless, we
also observed that although the two remaining strains are positive by PCR for the genes pirA and pirB,
they are not pathogenic in shrimps. These results indicate that V. parahaemolyticus strains present in the
shrimp culture from the Tumbes region have different patterns of pathogenicity despite being positive
by PCR for the genes pirA and pirB. This suggests that there are bacteria with additional factors to the
genes pirA and pirB to cause AHPN.
Keyworps: AHPND, experimental infection, histopathology

INTRODUCCION 1. INTRODUCTION
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El langostino blanco (Penaeus vannamei Boone,
1935) es una de las principales especies acuicolas
del Pert, cuya produccion durante el 2017
alcanzé a 27.491,66 toneladas (PRODUCE, 2018)
representando 27,37% de la produccion acuicola
total de ese afo. A pesar del crecimiento sostenido
que viene teniendo esta actividad durante los
ultimos afnos, la aparicion de nuevas enfermedades
es un factor que pone en riesgo su produccion en
las diferentes etapas del cultivo.

The whiteleg shrimp (Penaeus vannamei Boone,
1935) is one of the main aquaculture species of
Peru. In 2017, its production reached 27,491.66
tons (PRODUCE, 2018) representing 27.37% of
the total aquaculture production of that year.
Regardless of the sustained growth of this activity,
the appearance of new diseases is a factor that
puts at risk its production in the different stages
of the culture.

1 Instituto del Mar del Perti, Laboratorio Costero de Tumbes, Zorritos, Perti. bramirez@imarpe.gob.pe
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Entre los patogenos de langostino reportados
en el Pert se encuentran agentes intracelulares
como el virus del sindrome de la mancha blanca
(VSMB), virus de la necrosis hepatopancredtica y
hematopoyética infecciosa (VNHHI), Baculovirus
penaei (BP) y Hepatobacter penaei (NHP-B). Ademas,
también se reporta frecuentemente infecciones por
bacterias oportunistas del género Vibrio que causan
la enfermedad conocida como vibriosis.

En el contexto mundial, histéricamente las
enfermedades han generado un fuerte impacto en
el cultivo de langostinos causando importantes
pérdidas econdmicas. Respecto a las enfermedades
causadas por Vibrio, éstas han sido responsables
de altas mortalidades con grados de afectacion y
virulencia variables (AGUIRRE-GUZMAN et al., 2005;
TrujiLLo et al., 2005; Soto et al., 2010). También, se ha
reportado en diferentes paises de Asia, Norteamérica
(Nunan et al., 2014) Centroamérica (Han, Tanc &
LIGHTNER, 2017) y Sudamérica (ResTrEPO et al., 2016)
una nueva infeccion conocida como la enfermedad
de la necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND,
por sus siglas en inglés) que causa una elevada
mortalidad en langostinos durante los primeros 20 a
30 dias de cultivo (LIGHTNER et al., 2012).

De acuerdo con TraN et al. (2013) los langostinos
infectados con AHPND presentan signos clinicos de
flacidez, intestinos vacios y hepatopancreas palido
y atrofiado. Estos mismos autores identificaron al
agente causal del AHPND en el 2013 como una cepa
de Vibrio parahaemolyticus mediante bioensayos de
inmersion. A partir de entonces, se han reportado
nuevas cepas de Vibrio capaces de producir la
AHPND que en su mayoria son de la especie V.
parahaemolyticus (GoMEz-JIMENEZ et al., 2014; KoNpo
et al., 2014; YANG et al., 2014; ResTrEPO ef al., 2016)
y en menor proporcion V. campbelli, V. harveyi en
Vietnam (Konbpo et al., 2015) y V. owensii en China
(L1u et al., 2018).

Todas estas cepas tienen un plasmido que contiene
una region codificante para genes de toxinas
binarias denominadas PirA y PirB homodlogas de
las toxinas Photorhabdus insect-related (Pir). Estas
toxinas han sido identificadas como responsables
de la infeccion por AHPND en langostinos (LEe
et al., 2015; SirikHARIN et al., 2015). De acuerdo
con LIGHTNER et al. (2012) y TraN et al. (2013) la
cepa bacteriana causante de la AHPND ingresa al
estdmago del langostino y produce las toxinas PirA
y PirB que traspasan las barreras epiteliales del
estdmago hacia el hepatopancreas, donde genera un
desprendimiento masivo y agudo de las células del
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Among the pathogens reported to affecting
shrimps in Peru are intracellular agents such as
the white spot syndrome virus (WSSV), infectious
hematopoietic necrosis virus (IHNV), Baculovirus
penaei (BP), and Hepatobacter penaei (NHP-B).
There are frequent reports of infections caused
by opportunistic bacteria of the genus Vibrio
(vibriosis).

Worldwide, historically diseases have generated
a strong impact on shrimp farming causing
important economic losses. Regarding the diseases
caused by Vibrio, these have been responsible
for high mortalities with variable degrees of
affectation and virulence (AGUIRRE-GUZMAN ef al.,
2005; TrujiLLo et al., 2005; Soto et al., 2010). Also,
a new infection known as acute hepatopancreatic
necrosis disease (AHPND) has been reported
in different countries in Asia, North America
(NunaN et al., 2014), Central America (Han, Tanc
& LI1GHTNER, 2017), and South America (RESTREPO
et al., 2016) causing high mortality in shrimp
during the first 20-30 days of culture (LIGHTNER et
al., 2012).

According to Tran et al. (2013), AHPND-infected
shrimp show clinical signs of flaccidity, empty
bowels, and pale and atrophied hepatopancreas.
These same authors identified, by immersion
bioassays, the causal agent of AHPND in 2013
as a strain of Vibrio parahaemolyticus. Since
then, new Vibrio strains capable of producing
AHPND have been reported, most of which are
V. parahaemolyticus (GoMEz-JIMENEZ et al., 2014;
Konpo et al., 2014; YANG et al., 2014; ResTrEPO et al.,
2016) and to a lesser extent V. campbelli, V. harveyi
in Vietnam (Kownbo et al., 2015), and V. owensii in
China (L1u et al., 2018).

All these strains have acquired a plasmid
encoding the binary toxins PirA and PirB,
homologs with the Photorhabdus insect-related
toxins (Pir). These toxins have been identified as
responsible for AHPND infection in shrimps (LEe
et al., 2015; SIRIKHARIN et al., 2015). According
to LiGHTNER ef al. (2012) and TraN ef al. (2013),
the bacterial strain causing AHPND enters the
shrimp stomach and produces the toxins PirA
and PirB that cross the epithelial barriers of
the stomach to the hepatopancreas, where it
generates a massive and acute detachment of the
cells of the tubular epithelium to finally produce
tissue necrosis and invasion of opportunistic
bacteria.
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epitelio tubular para producir finalmente necrosis
del tejido e invasion de bacterias oportunistas.

A pesar de los reportes que indican actualmente
que otras especies de Vibrio diferentes a V. parahae-
molyticus también contienen los genes pirA y pirB,
la Organizacion Internacional de Sanidad Animal
(OIE, 2016) solo reconoce a V. parahaemolyticus
como el agente causal de la AHPND. Asi mismo,
esta institucion recomienda para los andlisis por
PCR el uso de los iniciadores VpPirA (Han et al.,
2015), TUMSAT (TINWONGGER, et al., 2014) y AP4
(DangGTrP et al., 2015) que reconocen y amplifican
una region especifica de los genes pirA y pirB.

Adicionalmente a los métodos desarrollados para
detectar los genes pirA y pirB en el plasmido de las
cepas de V. parahaemolyticus causantes de la AHPND,
también se ha desarrollado un método para
diferenciar por PCR las cepas de V. parahaemolyticus
causantes de la AHPND que provienen de Asia y de
Centroamérica (Han, TanG & LiGHTNER, 2017). Este
método utiliza como diana una region denominada
Tn3-like transposon ubicado en el ORF4 del mismo
plasmido que contiene los genes pirA y pirB.

Utilizando los iniciadores de PCR recomendados
por la OIE, en el 2017 el Laboratorio de Sanidad
Acuicola del IMARPE obtuvo resultados positivos
durante un monitoreo sanitario en muestras de
langostinos de cultivo obtenidas por el Organismo
Nacional de Sanidad Pesquera (SANIPES). Con
base en los resultados obtenidos en el 2017, se
ejecuto el presente trabajo durante el 2018 en el que
se aislo diferentes cepas de Vibrio en muestras de
tejido del hepatopdncreas de langostino de cultivo
para detectar por la PCR la presencia de los genes
pirA y pirB y evaluar su potencial para producir
enfermedad en P. vannamei.

2. MATERIAL Y METODOS

Cultivo y aislamiento de bacterias

Las bacterias fueron aisladas de langostinos
cultivados en sistema semi-intensivo de las
provincias de Tumbes y Zarumilla (Fig. 1), con un
peso entre 2 y 22 g, que fueron muestreados en los
meses de marzo, abril, agosto y noviembre 2018.
Loslangostinos seleccionados presentaban flacidez,
coloracion rojiza de pledpodos e intestino vacio.
Estos ejemplares fueron trasladados vivos hasta el
Laboratorio de Sanidad Acuicola del IMARPE.

En el laboratorio, cada ejemplar de langostino fue
desinfectado externamente con alcohol (75%) y
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The World Organization for Animal Health
(OIE, 2016) only recognizes V. parahaemolyticus
as the causal agent of AHPND, despite current
reports that other Vibrio species also contain the
genes pirA and pirB. Likewise, this institution
recommends for PCR analyses the use of the
initiators VpPirA (Han et al., 2015), TUMSAT
(TINWONGGER, et al., 2014), and AP4 (DaNgGTIP ef
al., 2015) that recognize and amplify a specific
region of the genes pirA and pirB.

In addition to the existing methods developed
to detect the genes pirA and pirB, there is also
a method to differentiate by PCR the strains of
V. parahaemolyticus that cause AHPND from Asia
and Central America (Han, TaANG & LIGHTNER,
2017). This method uses as a target a region
called Tn3-like transposon located in the ORF4
of the same plasmid that contains the genes pirA
and pirB.

In 2017, the IMARPE’s Aquaculture Health
Laboratory obtained positive results during
sanitary monitoring of cultured shrimp samples
obtained by the National Fisheries Health Agency
(SANIPES in Spanish) by using the PCR initiators
recommended by the OIE. Based on these results,
this work was carried out in 2018. We isolated
different Vibrio strains in tissue samples from
the hepatopancreas of cultured shrimp to detect
the presence of genes pirA and pirB by PCR and
evaluate their potential to produce disease in P.
vannamei.

2. MATERIAL AND METHODS

Bacterial culture and isolation

We isolated the bacteria from shrimp cultured in
a semi-intensive system in Tumbes and Zarumilla
(Fig. 1), with a weight between 2 and 22 g. They
were sampled in March, April, August, and
November 2018. The selected shrimp presented
flaccidity, the reddish coloring of pleopods,
and an empty bowel. These specimens were
transported alive to the IMARPE’s Aquaculture
Health Laboratory.

Each shrimp specimen was externally disinfected
with alcohol (75%) and placed near a burner.
While maintaining aseptic conditions, we
removed the cephalothorax from five shrimp and
placed 30 to 50 mg of hepatopancreatic tissue
from each in a 1.5 mL microtube for pool testing.
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colocado cerca de un mechero. Manteniendo las
condiciones asépticas se removio el cefalotérax de
cinco langostinos y en un microtubo de 1,5 mL se
coloco de 30 a 50 mg de tejido de hepatopancreas, de
cadauno deellos, para ser analizados en forma de pool.
La mezcla de tejido obtenido fue homogenizada con
un macerador de propileno estéril, agregando luego 1
mL del medio microbioldgico caldo de tripticasa soya
(TSB, Oxoid) e incubado durante 24 horas a 30 °C.
Transcurrido el tiempo de incubacion, 100 uL de este
cultivo fue colocado en 900 pL de nuevo medio TSB
e incubado nuevamente durante 24 horas a 30 °C. La
cantidad restante del primer cultivo fue utilizado para
extraer ADN y analizarlo por la PCR para detectar la
presencia de los genes pirA'y pirB.

Los cultivos que produjeron resultados positivos
por la PCR, fueron diluidos en soluciéon de CINa
al 0,85% (Merck) hasta 10¢. Una alicuota de 100 uL
de cada dilucion fue cultivada mediante barrido
en placas en los medios microbiologicos TCBS
(Oxoid) y Chromatic Vibrio (Liofilchem) por 24
horas a 30 °C. En ambos casos se seleccionaron
las placas que presentaban colonias separadas
para recuperar hasta 50 colonias; seleccionandose
las colonias de color verde o sacarosa negativas
del medio TCBS y las colonias de color malva del
medio Chromatic Vibrio que nuevamente fueron
cultivadas mediante estria en nuevas placas con
su respectivo medio. Mediante la PCR se identifico
a las colonias positivas para los genes pirA y pirB
siendo sub-cultivadas hasta obtener colonias puras.

Then, we added 1 mL of the microbiological
medium trypticase soybean broth (TSB, Oxoid)
to the mixture and incubated it for 24 hours at
30 °C. After the incubation time, we placed 100
uL of this culture in 900 puL of new TSB medium
and incubated again for 24 hours at 30 °C. The
remaining amount of the first culture was used
to extract DNA and analyze it by PCR for the
presence of the pirA and pirB.

The cultures that produced positive results by
PCR were diluted in CINa from 0,85% (Merck) to
10¢. From each dilution, we cultured an aliquot
of 100 pL, through sweeping in plates, in the
microbial media TCBS (Oxoid) and Chromatic
Vibrio (Liofilchem) for 24 hours at 30 °C. In both
cases, we recovered up to 50 colonies from the
plates that had separate colonies. The green or
sucrose negative colonies of the TCBS medium
and the mauve colonies of the Chromatic Vibrio
medium were selected and, again, they were
cultivated with striae sowing in new plates
with their respective medium. Through PCR,
we identified the positive colonies for the
genes pirA and pirB, which were subcultured
until obtaining pure colonies.

The isolated bacteria strains were stored in
freezing at -20 °C in TSB medium with 25%
glycerol (Applichem) until their use in subsequent
analyses.

Figura 1.- Ubicacion de los campos de cultivo de donde se recolectaron las muestras. Al: Campos de
cultivos muestreado en la provincia de Tumbes, A2: Campos de cultivo de la provincia de Zarumilla

Figure 1. Location of the fields from which the samples were collected Al: Sampled fields in Tumbes province, A2:
Fields in Zarumilla province
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Las cepas de bacterias aisladas fueron guardadas
en congelamiento a -20 °C en medio TSB con
glicerol (Applichem) al 25% hasta su utilizacion en
los analisis posteriores.

Extraccion de ADN

Para seleccionar las colonias de interés, durante la
etapa de aislamiento se realiz6 una extraccion rapida
de ADN por el método de ebullicion. Las bacterias
del cultivo en el medio TSB fueron recuperadas
mediante centrifugacion a 12000 g por 2 min,
mientras que en el caso de las bacterias de cultivo
en placas se recuper6 un aproximado de 15 mg de
colonias bacterianas con un asa estéril y se coloco
en un microtubo de 1,5 mL. En ambos casos se lavo
inicialmente con 1 mL de solucién salina (0,85%) y
luego con 500 uL de solucion PBS 1X (Sigma Aldrich).
El pellet de bacteria fue resuspendido con TE 1X ph
8.0 (Biobasic) y se incubo a 95 °C por 10 minutos e
inmediatamente se coloco a -20 °C por 5 minutos, se
centrifugd a 12000 g por 1 min, se transfirié 10 puL de
sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 mL y se agrego
90 uL de agua libre de nucleasas (Ambion). Este
ADN fue conservado a -20 °C, hasta su analisis por
la PCR en tiempo real.

Para la identificacion y caracterizacion molecular
de las bacterias aisladas, el ADN fue extraido con el
método DTAB/CTAB (GusTiNciIcH ef al., 1991) con
modificaciones. Se recogié de una placa de cultivo
un aproximado de 15 mg de colonias bacterianas
con un asa estéril y se colocé en un microtubo de
1,5 mL que contenia 600 pL de solucién DTAB
(dodeciltrimetilamonio bromuro (Merck) 8%, NaCl
1,5 M, Tris HCl 100 mM pH 8,8 y EDTA 50 mM
(Merck)). Se incub6 a 75 °C por 5 min, se agregd 700
uL de cloroformo (J.T. Baker), se mezcld en vortex
y centrifugd a 12000 g por 5 min. Se transfirié 250
uL de sobrenadante a un nuevo microtubo de 1,5
mL que contenia 100 uL de solucion CTAB (5%
cetiltrimetilamonio bromuro (Merck) y 0,4 M (NaCl)
y 900 uL de agua destilada, se mezclo e incubd a 75
°C por 5 min y centrifugé a 12000 g por 10 min. El
sobrenadante fue descartado y se resuspendio el
precipitado con 150 uL de soluciéon NaCl al 1,2 M,
se incubd a 75 °C por 5 min y centrifugé a 12000
g por 5 min. El sobrenadante fue transferido a un
nuevo microtubo con 300 uL de etanol al 95%, se
mezcld y centrifugd nuevamente a 12000 g por 5
min, el precipitado fue lavado con etanol al 75%,
secado por 15 min y resuspendido en agua libre de
nucleasas (Ambion). El ADN extraido en esta etapa
fue conservado a -20 °C hasta su analisis por PCR
simple.

246

DNA extraction

In the isolation stage, we performed a rapid DNA
extraction using the boiling method. Bacteria
from the culture in TSB were recovered by
centrifugation at 12000 g x 2 min. We recovered
about 15 mg of colonies from the culture in plates
with a sterile handle that were placed in a 1.5 mL
microtube. In both cases, it was washed with 1
mL of saline solution (0.85%) and 500 pL of 1X
PBS solution (Sigma Aldrich). The bacterial pellet
was resuspended with 1X TE ph 8.0 (Biobasic) and
incubated at 95 °C for 10 minutes, then placed at
-20 °C for 5 minutes, centrifuged at 12000 g for
1 min. We transferred 10 uL of supernatant to a
new 1.5 mL tube and added 90 pL of nuclease-
free water (Ambion). This DNA was stored at
-20°C until analysis by real-time PCR.

For the identification and  molecular
characterization of the isolated bacteria,
we extracted the DNA with the DTAB/

CTAB method (Gustincicu et al.,, 1991) with
modifications. Approximately 15 mg of bacterial
colonies were collected from a culture plate
with a sterile handle and placed in a 1.5 mL
microtube containing 600 uL of DTAB solution
(dodecyltrimethylammonium bromide (Merck)
8%, NaCl 1.5 M, Tris HCI 100 mM pH 8.8, and
EDTA 50 mM (Merck)). Then, we incubated it at
75 °C for 5 min and added 700 pL chloroform
(J.T. Baker). It was vortexed and centrifuged at
12000 g for 5 min. 250 pL of supernatant was
transferred to anew 1.5 mL microtube containing
100 uL of CTAB (5% cetyltrimethylammonium
bromide (Merck) and 0.4 M (NaCl) solution and
900 pL of distilled water, mixed and incubated
at 75°C for 5 min and centrifuged at 12000 g for
10 min. The supernatant was discarded and the
pellet was resuspended with 150 uL of 1.2 M
NaCl solution, incubated at 75 °C for 5 min, and
centrifuged at 12000 g for 5 min. We transferred
the supernatant to a new microtube with 300 uL
of 95% ethanol, mixed and centrifuged again at
12000 g for 5 min, washed the precipitate with
75% ethanol, dried for 15 min and resuspended
in nuclease-free water (Ambion). The DNA
extracted at this stage was stored at -20 °C until
analysis by simple PCR.

PCR assays

Real-time PCR assays were performed in a
QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific) on a 10
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Ensayos de lIa PCR

Los ensayos de la PCR en tiempo real fueron
realizados en un equipo QuantStudio 5 (Thermo
Fisher Scientific) en un volumen de 10 puL de reaccion,
conteniendo 5 uL de PowerUp SYBR Green Master
Mix (Appplied Biosystems), 1 pL de cada iniciador
VpPirA-F y VpPirA-R de 5 uM (Han et al.,, 2015),
7uL de agua libre de nucleasas (Ambion) y 1 puL de
ADN extraido mediante el método de ebullicion.
La programacion del termociclador fue realizada
siguiendo las recomendaciones del kit PowerlUp
SYBR Green Master Mix.

Los ensayos de la PCR simple fueron desarrollados
en un equipo Mastercicler pro 6325 (Eppendorf) en
un volumen de reaccion de 25 pLL que contenia 12,5
uL HotStarTag Master Mix 2X (Qiagen), 1 uL de cada
iniciador de 5 uM, 9,5 uL de agua libre de nucleasas
y 1 uL de ADN extraido. En estos ensayos se
utilizaron en total 9 juegos de iniciadores descritos
en la Tabla 1, para amplificar los genes pirA y pirB
(iniciadores TUMSAT-Vp3), relacionar el origen
de las cepas de Vibrio (Iniciadores MX-345 y Asia-
482) e identificar molecularmente cada cepa aislada
mediante analisis multilocus (Iniciadores para los
genes 165 ARNTr, rpoA, rpoB, pyrH y recA).

A excepcion de la amplificacion de los genes pyrH y
recA, el resto de ensayos de la PCR fueron realizados
mediante un ciclo de Pre-PCR a 95 °C por 15 min, 35
ciclos de la PCR a 95 °C por 30 s, una temperatura de
hibridacién (T°h) de acuerdo a cada juego de iniciado-
res por 30 s y 72 °C por un tiempo de polimerizacion
(T"p) de acuerdo a cada juego de iniciadores y final-
mente se programo 1 ciclo de polimerizacion final a
72 °C por 5 minutos. Los valores de T°h y T'p para
cada juego de iniciadores son mostrados en la Tabla 1.

La PCR para los genes recA y pyrH tuvo la misma
programacion de Pre-PCR y polimerizacion final
descrita anteriormente, pero varié en los ciclos
de etapa de PCR, para el gen recA fue de 3 ciclos
iniciales de 95 °C por 60 s, 55 °C por 135 s y 72 °C
por 75 s, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 55
°C por 105 s y 72 °C por 75 s. Mientras que para el
gen pyrH fue de 3 ciclos iniciales de 95 °C por 45 s,
55 °C por 120 s y 72 °C por 60 s, seguido de 35 ciclos
de 95 °C por 20's, 55 °C por 60 s y 72 °C por 60 s.

Los productos de PCR obtenidos en estos ensayos
de PCR han sido secuenciados en el Laboratorio
de Genética de la Sede Central del IMARPE vy las
secuencias fueron alineadas en la base de datos
GenBank utilizando el programa on line BLAST.
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uL reaction volume containing 5 uL of PowerUp
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems),
1 uL of each 5 uM VpPirA-F and VpPirA-R
initiator (Han et al., 2015), 7 puL of nuclease-free
water (Ambion) and 1 pL of DNA extracted by
the boiling method. The programming of the
thermal cycler was carried out following the
recommendations of the PowerUp SYBR Green
Master Mix kit.

The single PCR assays were developed in a
Mastercicler pro 6325 (Eppendorf) kit in a 25 pL
reaction volume containing 12.5 uL HotStarTaq
Master Mix 2X (Qiagen), 1 uL of each 5 uM
initiator, 9.5 uL of nuclease-free water, and 1
uL of extracted DNA. In these assays, we used
a total of 9 sets of primers described in Table 1,
to amplify the pirA and piraB genes (TUMSAT-
Vp3 primers), to relate the origin of the Vibrio
strains (MX-345 and Asia-482 primers) and to
molecularly identify each isolated strain by
multilocus analysis (primers for genes 16S ARNr,
rpoA, rpoB, pyrH y recA).

Except for the amplification of pyrH and recA
genes, the rest of the PCR assays were performed
by a Pre-PCR cycle at 95 °C for 15 min, 35
PCR cycles at 95 °C for 30 s, a hybridization
temperature (T°h) according to each set of primers
for 30 s and 72 °C for a polymerization time (Tp)
according to each set of primers. Finally, 1 final
polymerization cycle was programmed at 72 °C
for 5 minutes. Table 1 shows the values of T°h
and T’p for each starter set.

The PCR for the recA and pyrH genes had
the same pre-PCR and final polymerization
schedule described above but varied in the
PCR stage cycles. For the recA gene, it was
3 initial cycles of 95 °C for 60 s, 55 °C for 135
s, and 72 °C for 75 s, followed by 35 cycles
of 95 °C for 30 s, 55 °C for 105 s, and 72 °C
for 75 s. While for the pyrH gene, it was 3 initial
cycles of 95 °C for 45 s, 55 °C for 120 s, and 72 °C
for 60 s, followed by 35 cycles of 95 °C for 20 s,
55 °C for 60 s, and 72 °C for 60 s.

We have sequenced the PCR products obtained
in these PCR assays in the Genetics Laboratory at
IMARPE’s headquarters and the sequences were
aligned in the GenBank database using the online
software BLAST.
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Tabla 1.- Iniciadores utilizados durante los analisis por PCR

Table 1.- PCR primers

producto T°h  T'p

Nombre Secuencia 3’ -5 (pb) Q) ©) Referencia
TUMSAT-Vp3 F GTGTTGCATAATTTTGTGCA 360 56 30 TINWONGGER et al.,
TUMSAT-Vp3 R TTGTACAGAAACCACGACTA 2014

APA4-F1 TTGAGAATACGGGACGTGGG

1269 55 90 Dangrrp et al., 2015

APA4-R1 GTTAGTCATGTGAGCACCTTC

MX-345F TACCAGCTCTAACAAGGCCA 345 60 45

MX-345R AACGTTCCAAGGAGTCGAGT

X Han et al., 2017
Asia-482F TGAACCGTTCCTCATGCTCT 482 5 45
Asia-482R TCAAAGCAGCCCAGACAAAC
8F AGAGTTTGATYMTGGCTCA
1508 52 90  WEISBURG et al., 1991
R1509 GNTACCTTGTITACGACTT
rpoA-01-F ATGCAGGGTTCTGTDACAG 931 55 9%
rpoA-03-R GHGGCCARTTTTCHARRCGC
pyrH-02-R GTRAABGCNGMYARRTCCA 599 55 60 T 1 200
pyrH-04-F ATGASNACBAAYCCWAAACC HOMPSON ¢ al,, 2005
recA-01-F TGARAARCARTTYGGTAAAGG 783 55 75
recA-02-R TCRCCNTTRTAGCTRTACC
rpoBF1721 AACATCGGTCTGATCAACTC
1523 55 90 Kiet al., 2009
rpoBR3202 ACACCCTTGTTACCGTGACGACC

Infeccion experimental

Estos ensayos fueron realizados a temperatura am-
biente (25,3 1,4 °C) y controlada a 30 0,3 °C, utili-
zando 4 cepas de bacterias aisladas. Antes de iniciar
la experimentacion se aclimataron langostinos de 1,8
+0,3 g por 7 dias en un tanque con 400 L de agua de
mar filtrada con sistema Pentair A6000-100 (Aquatic
Eco-System) y tratada con UV. En este periodo de
tiempo los langostinos fueron alimentados con ba-
lanceado de 35% de proteina (Skretting) en 2 raciones
diarias (9:00 am y 4:00 pm), los parametros del agua
se mantuvieron a 35%o de salinidad, temperatura am-
biente y oxigeno entre 4 y 4,6 ppm. Durante los en-
sayos de infeccion experimental se mantuvieron las
mismas condiciones de alimentacion, asi como los pa-
rametros del agua a excepcion de la temperatura del
ensayo que fue realizado a temperatura controlada.

Las 4 cepas de Vibrio fueron cultivadas durante la
noche en medio TSB a 30 °C, a partir del cual se
prepard, por triplicado, una solucion bacteriana de
150 mL a una concentracion aproximada de 1x10®
UFC/mL utilizando como medio de dilucion agua
de mar estéril. La estimacion de la concentracion
bacteriana fue realizada previamente mediante
lecturas de absorbancia a una densidad optica de
600 nm de un cultivo en TSB y su correlacion con el
conteo de colonias en placas de TCBS. En cada una
de estas soluciones preparadas, asi como también
en 150 mL de medio TSB estéril (control negativo)
se sumergieron 15 langostinos, por 15 minutos y
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Experimental infection

These tests were conducted at room temperature
(25.3 £1.4 °C) and controlled at 30 +0.3 °C, using
4 strains of isolated bacteria. Before starting the
experiment, we acclimatized 1.8 0.3 g shrimp for
7 days in a tank with 400 L of filtered seawater
with Pentair A6000-100 system (Aquatic Eco-
System) and treated with UV. Over this period, the
shrimps were fed 35% balanced protein (Skretting)
in 2 daily rations (9:00 am and 4:00 pm), the water
parameters were kept at 35% of salinity, room
temperature and oxygen were between 4 and 4.6
ppm. We maintained the same feeding conditions
during the experimental infection trials, as well as
the water parameters except for the temperature
of the trial which was conducted at a controlled
temperature.

The 4 Vibrio strains were cultured overnight in
TSBmedium at30 °C. Then, we prepared a 150 mL
bacterial solution in triplicate at a concentration
of approximately 1x108 CFU/mL using sterile
seawater as a dilution medium. The bacterial
concentration was previously estimated using
absorbance readings at an optical density of 600
nm from a TSB culture and its correlation with
the colony count in TCBS plates. We immersed
15 shrimp in each of these prepared solutions,
as well as in 150 mL of sterile TSB medium
(negative control), for 15 minutes and then
transferred them and their medium to a tank
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luego fueron transferidos junto con su medio a una
pecera a un volumen final 15 litros con agua de mar
tratada con UV y evaluadas hasta 72 horas.

Analisis histopatoldgico

Para estos analisis se recolectaron 3 langostinos antes
delainfeccionexperimental (condicionesnormales),
3 langostinos moribundos (solo en los tratamientos
en el cual se presentd la mortalidad) y después de
72 horas, 3 langostinos de los tratamientos que no
presentaron mortalidad incluido el control negativo.
El procesamiento histopatoldgico fue realizado
siguiendo las recomendaciones de LIGHTNER (1996)
con modificaciones. Las muestras de tejido fueron
fijadas con solucion Davidson por 48 horas y luego
procesadas mediante 2 bafios separados de 1 hora
cada uno en estaciones de alcohol al 70%, 80%, 95%,
alcohol absoluto, xilol y parafina en un procesador
de tejidos automatico (Leyca). El corte del tejido
fue realizado a un grosor de 5 um en un micrétomo
semiautomatico (Leyca) y tefiido con Hematoxilina
y Eosina Y/Floxina B de Harris.

3. RESULTADOS

En total se aislaron cinco cepas de Vibrio positivas
por PCR con los iniciadores VpPirA, TUMSAT y
AP4, los que amplifican una region especifica de
los genes pirA y pirB. El cultivo de estas cepas en
los medios TCBS y Chromatic Vibrio presentaron
colonias de color verde y malva respectivamente
(Fig. 2) caracteristicos de Vibrio parahaemolyticus.
La identificacion final de estas cepas como V.
parahaemolyticus fue confirmada mediante andlisis
de secuencias multilocus con los genes 165 ARN,
rpoB, rpoA, recA y pyrB (Tabla 2).

with a final volume of 15 liters with UV-treated
seawater, where they were evaluated for up to
72 hours.

Histopathological analysis

We collected 3 shrimps before the experimental
infection (normal conditions), 3 dying shrimps
(only in the treatments in which mortality
occurred) and after 72 hours, 3 shrimps from
the treatments that did not present mortality
including the negative control. We followed
the recommendations of LiGHTNER (1996) with
modifications for the histopathological processing.
Tissue samples were fixed with Davidson solution
for 48 hours and then post-processed by 2 separate
baths of 1 hour each in stations of 70%, 80%, 95%,
absolute alcohol, xylol, and paraffinin an automatic
tissue processor (Leyca). The tissue was cut at a
thickness of 5 pum in a semi-automatic microtome
(Leyca) and dyed with Harris” Hematoxylin and
Eosin Y/Floxin B.

3. RESULTS

We isolated a total of five PCR positive Vibrio
strains with the primers VpPirA, TUMSAT, and
AP4, which amplify a specific region of the genes
pirA and pirB. The culture of these strains in the
TCBS and Chromatic Vibrio media showed green
and mauve colonies, respectively (Fig. 2) which
were characteristic of Vibrio parahaemolyticus.
Multilocus sequence analysis of the genes 165
ARN, rpoB, rpoA, recA, and pyrB confirmed the final
identification of these strains as V. parahaemolyticus
(Tabla 2).

Figura 2.- Cultivo de una cepa representativa de Vibrio parahaemolyticus aislada de langostinos
de cultivo. A: Cultivo en agar TCBS (Oxoid) y B: Cultivo en Chromatic Vibrio (Liofilchem)

Figure 2. Culture of a representative strain of Vibrio parahaemolyticus isolated from cultured shrimp. A: Culture
on TCBS agar (Oxoid) and B: Culture on Chromatic Vibrio (Liofilchem)
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De las 4 cepas de V. parahaemolyticus que se utilizaron
para los ensayos de desafio experimental, se
observo que 2 cepas (C-Av7 y C-Av8) son capaces
de producir una mortalidad de hasta 100% en los
langostinos (Fig. 3) tanto en temperatura ambiente
como en temperatura controlada en 30 °C. En ambos
experimentos la mortalidad se observo desde las 12
horas post infeccion (hpi), pero a 30 °C alcanza el
100% entre las 36 y 48 hpi, mientras que a temperatura
ambiente fue entre las 36 y 60 hpi.

El examen histopatoldgico en los langostinos del grupo
control negativo mostr6 que los tibulos y células epi-
teliales del hepatopancreas presentan una estructura
normal (Fig. 4A), mientras que, el grupo de langostinos
expuestos a las cepas en la cual se observo mortalidad
mostraron degeneracion de los tibulos de forma pro-
gresiva desde la zona proximal a la zona distal (Fig.
4B). La zona afectada de los tibulos present6 despren-
dimiento de las células epiteliales (Fig. 4C, D) y pre-
sencia de infiltraciones hemociticas (Fig. 4E, F). Estos
mismos danos histoldgicos fueron también observados
con bacterias Vibrio aisladas de langostinos moribun-
dos que fueron expuestos a las cepas C-Av7 y C-Av8.

Of the 4 strains of V. parahaemolyticus used for
experimental challenge trials, two of them (C-
Av7 and C-Av8) were able to produce up to
100% mortality in shrimps (Fig. 3) both at room
temperature and at controlled temperature of 30 °C.
We observed mortality from 12 hours post-
infection (hpi) in both experiments, but at 30 °C, it
reached 100% between 36 and 48 hpi, while at room
temperature it was between 36 and 60 hpi.

Histopathological examination of the shrimp in
the negative control group showed that the tubules
and epithelial cells of the hepatopancreas have
a normal structure (Fig. 4A), while the group of
shrimps exposed to the strains in which mortality
was observed showed a progressive degeneration
of the tubules from the proximal to the distal area
(Fig. 4B). The affected zone of the tubules showed
a detachment of the epithelial cells (Fig. 4C, D) and
the presence of hemocyte infiltrations (Fig. 4E, F).
The same histological damage was also observed
with Vibrio bacteria isolated from dying shrimp

exposed to C-Av7 and C-Av8.

Tabla 2.- Resultados del alineamiento de los productos de PCR obtenidos del ADN de las cepas
aisladas en la base de datos de GenBank

Table 2. Results of the alignment of the PCR products obtained from the DNA of the strains isolated in the
GenBank database

Origen Tamafio se

Descripcién de V. parahaemolyticus

Cepa (Provincia y Gen secuencia dPeOsrii?ltiigle f] alineado del GenBank
fecha) alineada (pb) Cepa N° Accesion
165 ARNr 1493 99% FORC_071 CP023485.1
rpoA 939 99% FORC_071 CP023485.1
C-Tu  Tumbes-marzo rpoB 1152 99% 20130629002501 CP020034.1
recA 815 99% FORC_023 CP012950.1
pyrH 590 100% BB220OP CP003972.1
16S ARNr 1491 99% FORC_071 CP023485.1
rpoA 938 100% FORC_071 CP023485.1
C-St Tumbes-abril rpoB 1337 99% 20130629002501 CP020034.1
recA 763 99% FORC_023 CP012950.1
pyrH 590 100% BB220OP CP003972.1
165 ARNr 1496 99% 160807 CP033142.1
rpoA 939 99% FORC_071 CP023485.1
Zarumilla- 0
C-A7 agosto rpoB 1337 99% FORC_022 CP013248.1
recA 705 99% 17 RecA EU051542.1
pyrH 590 99% ATCC 17802 CP014046.2
16S ARNr 1498 99% 160807 CP033142.1
rpoA 938 100% FORC_071 CP023485.1
Zarumilla- o
C-A8 agosto rpoB 1002 99% FORC_022 CP013248.1
recA 735 98% FORC_023 CP012950.1
pyrH 591 99% ATCC 17802 CP014046.2
165 ARNr 1493 99% 160807 CP033142.1
rpoA 938 100% FORC_071 CP023485.1
. Zarumilla- o
C-Si . rpoB 1337 99% FORC_022 CP013248.1
noviembre
recA 814 99% FORC_071 CP023485.1
pyrH 590 99% ATCC 17802 CP014046.2
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Figura 3.- Mortalidad post infeccién de P. vannamei de 1,8 + 0,3 g con cepas de V. parahaemolyticus
positivas por PCR para los genes pirA y pirB. A: Ensayo realizado a temperatura ambiente (25,3 +1,4
°C). B: Ensayo realizado a temperatura controlada (30 +0,3 °C). C-Av8, C-Av7, C-Tum y C-Stal: Cepas

de V. parahaemolyticus evaluadas. C-: Control negativo

Figure 3. Post-infection mortality of P. vannamei of 1.8 + 0.3 g with PCR positive for pirA and pirB genes. A: Test
performed at room temperature (25.3 +1.4 °C). B: Test performed at controlled temperature (30 +0.3 °C). C-Av8,
C-Av7, C-Tum, and C-Stal: V. parahaemolyticus strains evaluated. C-: Negative control

Figura 4.- Cortes histologicos tefiidos con Eosina y Hematoxilina de una seccion del hepatopancreas de
langostinos infectados experimentalmente. A: langostinos sanos del grupo control sin bacterias. B-F:
langostinos infectados con cepas de V. parahaemolyticus positivas por PCR para los genes pirA y pirB. B:
Dafios de los ttibulos del hepatopancreas desde la zona proximal (ZP) a la zona distal (ZD). C y D: Las
flechas de color rojo muestran las células epiteliales que se desprenden de los tibulos. E y F: las flechas
de color blanco sefialan la presencia de infiltraciones hemociticas en una seccién del hepatopancreas

Figure 4. Eosin and Hematoxylin stained histological slices of a section of the hepatopancreas of experimentally
infected shrimp. A: healthy shrimps from the control group without bacteria. B-F: shrimps infected with PCR positive
V. parahaemolyticus strains for pirA and pirB genes. B: Damage to the tubules of the hepatopancreas from the proximal

zone (ZP) to the distal zone (ZD). C and D: The red arrows show the epithelial cells that are detached from the
tubules. E and F: The white arrows indicate the presence of hemocytic infiltrations in a section of the hepatopancreas
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4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Reportes previos muestran que la AHPND ha cau-
sado elevadas mortalidades en el cultivo de langos-
tinos peneidos de Asia y América central y que el
agente patdgeno corresponde a cepas de Vibrio que
contienen los genes pirA y pirB.

En este estudio se logré determinar el nivel de pa-
togenicidad de cuatro cepas de bacterias aisladas
de campos de cultivo de la region Tumbes e iden-
tificadas como Vibrio parahaemolyticus mediante
analisis multilocus de una region de los genes 165
ARNFr, rpoA, rpoB, recA y pyrH. El ADN de estas
bacterias es positivo por la PCR con los iniciadores
TUMSAT-Vp3 F/R (TINWONGGER et al., 2014), APA4
(Dangrip et al., 2015), considerados por la OIE como
marcadores moleculares de los genes pirA y pirB de
vibrios que causan la AHPND en langostinos. Sin
embargo, solo se observd que 2 de estas cepas pro-
ducen mortalidad en condiciones experimentales.

Ademas, de acuerdo a comunicacién personal con
los profesionales de los campos de cultivo de los
cuales se tomaron las muestras, sus producciones
presentaron mortalidad acumulada de 20% a 40%,
que esta dentro del rango normalmente esperado,
a diferencia de las mortalidades subitas y masivas
causadas por la AHPND (OIE, 2016), que de acuer-
do a KoNGRUENG et al. (2014) puede exceder el 70%
en Tailandia o mayores al 95% en México (NuNaN
et al.,, 2014).

En los tratamientos con las dos cepas que produjo
mortalidad, se observo que el 100% de esa mortali-
dad fue alcanzada entre las 36 a 60 hpi. De acuerdo
alabibliografia consultada, el tiempo post infeccion
que se tarda para alcanzar el 100% de mortalidad es
variado. El menor tiempo reportado para este tipo
de Vibrio ha sido de 12 hpi (FENnG et al., 2017), mien-
tras que en algunos casos el 100% de mortalidad se
obtuvo a las 96 hpi (Tran et al., 2013; NunaN ef al.,
2014; Lkk et al., 2015). Estas variaciones se deberian
a las diferentes condiciones en el cual realizan los
ensayos de infeccion experimental. Como ejemplo
en este trabajo, se observé que a 30 +0,3 °C el 100%
de mortalidad se alcanza a las 36 hpi, en cambio a
temperatura ambiente (25,3 +1,4 °C) el porcentaje
de mortalidad se obtuvo entre las 48 y 60 hpi.

Independientemente del tiempo post infeccion, los
langostinos moribundos mostraron dafos histolo-
gicos con los mismos patrones descritos por LiGHT-
NER et al. (2012), TrRaN et al. (2013) para la AHPND.
Los tabulos presentaron degradacion desde la zona
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4. DISCUSSION AND CONCLUSIONS

Previous reports show that AHPND has caused
high mortalities in cultured penaeid shrimps from
Asia and Central America and that the pathogen
corresponds to Vibrio strains containing the genes
pirA and pirB.

We were able to determine the pathogenicity level
of four bacterial strains isolated from culture
fields of the Tumbes region and identified them
as Vibrio parahaemolyticus through a multilocus
analysis of a region of 165 ARNr, rpoA, rpoB,
recA, and pyrH. The DNA of these bacteria is
positive by PCR with the primers TUMSAT-Vp3
F/R (TiNwONGGER et al., 2014), APA4 (DaNcrTiIP et
al., 2015), considered by the OIE as molecular
markers of the pirA and pirB genes that cause
AHPND in shrimp. However, only 2 of these
strains were observed to produce mortality under
experimental conditions.

Also, according to personal communication with
the staff of the fields from which the samples
were taken, their yields showed accumulated
mortality of 20% to 40%, which is within the
normally expected range, unlike the sudden
and massive mortalities caused by the AHPND
(OIE, 2016), which according to KoNGRUENG et al.
(2014) may exceed 70% in Thailand or over 95%
in Mexico (NuNaN et al., 2014).

In the treatments with the two strains that
produced mortality, we observed that 100% of
that mortality was reached between 36 and 60
hpi. According to the consulted bibliography,
the post-infection time that takes to reach 100%
mortality is varied. The shortest time reported for
this type of Vibrio was 12 hpi (FEnc et al., 2017),
while in some cases 100% mortality was obtained
at 96 hpi (Tran et al., 2013; NunaN et al., 2014; Lee
et al., 2015). These variations can be explained
by the different conditions under which the
experimental infection trials are conducted. As
an example, in this work, we observed that at 30
+0.3 °C 100% mortality is reached at 36 hpi, while
at room temperature (25.3 1.4 °C) the percentage
of mortality was obtained between 48 and 60 hpi.

Regardless of the post-infection time, the dying
shrimp showed histological damage with the
same patterns described by LiGHTNER ef al. (2012),
Tran et al. (2013) for the AHPND. Tubules showed
degradation from the proximal to the distal area
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proximal a la zona distal con desprendimiento ma-
sivo de las células del epitelio. Estos mismos dafos
histolégicos también fueron observados con los
desafios de las bacterias Vibrio aisladas de langos-
tinos moribundos que fueron expuestos a las cepas
C-Av7 y C-AvS, confirmando asi que estas cepas
son patogénicas en langostinos y causan signos his-
topatoldgicos tipicos de la AHPND.

Por otro lado, en este trabajo se observo que, bajo
las mismas condiciones de infeccion experimen-
tal, cuatro de las seis cepas aisladas no producen
mortalidad en langostinos a pesar que sus ADNs
resultan positivos por la PCR para una region espe-
cifica de los genes pirA y pirB. El secuenciamiento
y posterior alineamiento de los productos de PCR
en el ADN de estas cuatro cepas, mostré que los
iniciadores TUMSAT-Vp3 (TINWONGGER et al., 2014)
amplificaron una region de 360 pb que compren-
de 322 pb del gen pirA y 38 pb antes de este gen.
Del mismo modo, los productos obtenidos con los
iniciadores AP4 (Dancrrp et al., 2015) amplificaron
una regién de 1269 pb que comprende a 336 pb de
la secuencia completa del gen pirA, 12 pb que sepa-
ra el gen pirA del pirB y 921 pb iniciales de las 1317
pb que tiene el gen pirB.

La ausencia de mortalidad observada en los ensayos
de infeccion experimental con estas cuatro cepas,
sugiere que algunas cepas de Vibrio de esta region
dependen de factores adicionales ademas de la
simple presencia de los genes pirA y pirB para causar
la AHPND en langostinos. Resultados similares han
sido reportados por ARANGUREN et al. (2017) en dos
cepas de V. parahaemolyticus denominadas R13 y R14.
Estas bacterias fueron aisladas de América Latina y
resultaron positivas por PCR para pirA y pirB pero
no produjeron mortalidad en langostinos infectados
experimentalmente. Kanrar & Dnar (2018)
secuenciaron el genoma completo de la cepa R14 y
corroboraron que contiene los genes pirA y pirB. En
otro trabajo FENG ef al. (2017) también detectaron una
cepa de V. parahaemolyticus que fue positiva por la
PCR para el gen pirA, con un nivel de expresion alto
de este gen; sin embargo, la mortalidad solo alcanzo
el 40% después de 4 dpi a diferencia de otras cepas
que produjeron 100% de mortalidad bajo las mismas
condiciones experimentales. Ademas de la presencia
de cepas de Vibrio positivas a los genes pirA y pirB
con diferentes capacidades patogénicas, también se
han reportado cepas que pierden su patogenicidad
cuando son cultivadas en los medios solidos TSA,
Agar marino y Agar sangre a diferencia que cuando
son cultivadas en el medio liquido TSB (Tran et
al., 2013), sugiriendo una diferencia en el espacio
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with the massive detachment of epithelial cells.
These same histological damages were also
observed with the challenges of Vibrio bacteria
isolated from dying shrimp that were exposed to
C-Av7 and C-AvS8 strains, thus confirming that
these strains are pathogenic in shrimp and cause
histopathological signs typical of AHPND.

On the other hand, we observed that, under
the same conditions of experimental infection,
four of the six isolated strains do not produce
mortality in shrimps despite their DNA being
positive by PCR for a specific region of the
genes pirA and pirB. Sequencing and subsequent
alignment of PCR products in the DNA of these
four strains showed that the primers TUMSAT-
Vp3 (TINWONGGER et al., 2014) amplified a 360 pb
region comprising 322 pb of the pirA gene and
38 pb before this gene. Similarly, the products
obtained with the primers AP4 (Dancrip et al.,
2015) amplified a region of 1269 pb comprising
336 pb of the complete sequence of the pirA gene,
12 pb separating the pirA gene from the pirB gene,
and 921 pb of the 1317 pb of the pirB gene.

The absence of mortality observed in experimental
infection trials with these four strains suggests
that some Vibrio strains from this region depend
on additional factors beyond the simple presence
of the pirA and pirB genes to cause AHPND in
shrimp. Similar results have been reported by
ARANGUREN et al. (2017) on two V. parahaemolyticus
strains called R13 and R14. These bacteria were
isolated from Latin America and tested positive
by PCR for pirA and pirB but did not produce
mortality in experimentally infected shrimp.
KaNrRAR & Dnar (2018) sequenced the entire
genome of the R14 strain and confirmed that
it contains the genes pirA and pirB. In another
work, Feng et al. (2017) also detected a V.
parahaemolyticus strain that was positive by PCR
for the gene pirA, with a high expression level of
this gene. However, mortality only reached 40%
after 4 dpi unlike other strains that produced
100% mortality under the same experimental
conditions. In addition to the presence of Vibrio
positive strains to the pirA and pirB genes with
different pathogenic capacities, it has also been
reported that strains lose their pathogenicity
when they are cultured in the solid media TSA,
marine agar, and blood agar unlike when they
are cultured in the liquid media TSB (Tran et
al., 2013), suggesting a difference in the space
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disponible para la sefalizacion de célula a célula de
las bacterias cultivas en medio sélido frente al medio
en caldo.

Anivelmolecular TinwoNGGERet al. (2014) observaron
por qPCR que el numero de copias del plasmido
que contiene los genes pirA y pirB de diferentes
colonias variaba a pesar de que todas derivaban de
una misma colonia causante del AHPND, lo que
hacia sugerir una delecién natural de los genes pirA
y pirB debido a transposoasas que flanquean estas
secuencias. De acuerdo con el manual acudtico de la
OIE (2016) estas deleciones naturales no afectarian
los métodos para la deteccion cuando se utilice como
diana la secuencia de la toxina Pir para detectar
cepas de V. parahaemolyticus causante de la AHPND,
debido a que las cepas que presenten tal supresion
daran resultados negativos por mas que las bacterias
deriven de una cepa causante de la AHPND.

El uso de métodos de la PCR basados en la
detecciéon de las secuencias de los genes pirA y
pirB que se ha desarrollado en este trabajo, han
permitido detectar que en los campos de cultivo
de langostinos de Tumbes existe la presencia de
cepas de Vibrio parahaemolyticus, que contienen
los genes pirA y pirB, que producen mortalidad
en langostinos y causan dafos histolégicos en el
hepatopancreas caracteristicos a la AHPND. Sin
embargo, también se demuestra la presencia de
bacterias no patogénicas con resultados positivos
por la PCR para los genes pirA y pirB.

Basandonos en estos resultados es necesario
profundizarlasinvestigacionesconlascepasaisladas
de V. parahaemolyticus patogénicas y no patogénicas
para determinar que otros factores ademas de los
genes pirA y pirB intervienen en la patogénesis
de estas bacterias. Asi mismo, desarrollar nuevos
métodos de la PCR para diferenciar estas cepas
evitando tener resultados falsos positivos, sobre
todo en muestras de langostinos congelados en el
cual no es posible aislar las bacterias.
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available for cell to cell signaling of the bacteria
cultured in solid media versus the medium in
broth.

At the molecular level, TINWONGGER et al. (2014)
observed by qPCR that the number of plasmid
copies containing pirA and pirB from different
colonies varied even though they were all
derived from the same AHPND-causing colony,
which suggested a natural deletion of the pirA
and pirB genes due to transposases flanking
these sequences. According to the OIE Aquatic
Manual (2016), these natural deletions would
not affect detection methods when the Pir toxin
sequence is used as a target to detect AHPND-
causing V. parahaemolyticus strains, because
strains with such deletion will be negative even
if the bacteria are derived from an AHPND-
causing strain.

In this work, the use of PCR methods based on the
detection of the sequences of the genes pirA and
pirB has allowed detecting the presence of Vibrio
parahaemolyticus strains in the shrimp culture
fields of Tumbes, which contain the genes pirA
and pirB, which produce mortality in shrimp and
cause histological damage in the hepatopancreas,
which are characteristic of AHPND. But it also
demonstrates the presence of non-pathogenic
bacteria with positive PCR results for the genes
pirA and pirB.

Based on these results, further research with
pathogenic and non-pathogenic isolated strains
of V. parahaemolyticus is necessary to determine
which other factors besides the genes pirA and
pirB are involved in the pathogenesis of these
bacteria. Likewise, we need to develop new PCR
methods to differentiate these strains avoiding
false-positive results, especially in frozen shrimp
samples in which it is not possible to isolate the
bacteria.
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