CAPITULO 2.2.1.

ENFERMEDAD DE LA NECROSIS
HEPATOPANCREATICA AGUDA

1. Ambito de aplicacién

La necrosis hepatopancreatica aguda (NHPA) es una infeccion por cepas de Vibrio parahaemolyticus (Vpnrrea) que
contienen un plasmido de ~70 kpb con genes que codifican homoélogos de toxinas relacionadas con el insecto
Photorhabdus (Pir), concretamente, PirA y PirB.

2. Informacion sobre la enfermedad

21.

Factores del agente

21.1.

21.2.

21.3.

El agente patégeno, cepas del agente

La NHPA tiene una etiologia bacteriana (Kondo et al., 2015; Kwai et al., 2014; Tran et al., 2013a; 2013b).
Esta causada por cepas virulentas especificas de V. parahaemolyticus (Vpanpnp), que contienen un
plasmido de ~70-kpb con genes que codifican homdlogos de la toxina binaria relacionada con el
insecto Photorhabdus, concretamente, PirA y PirB (Gomez-Gil et al., 2014; Gomez-Jimenez et al.,
2014; Han et al., 2015a; Kondo et al., 2014; Lee et al., 2015; Yang et al., 2014). El plasmido de Vpanpnp
se hadenominado pVA1,y sutamafio puede variar ligeramente. La eliminacién (o “curacién”) de pVA1
termina con la capacidad de las cepas de Vpaneno de causar NHPA.

Dentro de una poblacion de bacterias Vpareno, puede tener lugar una supresion natural del operén
Pir'? en unos pocos individuos (Lee et al., 2015; Tinwongger et al., 2014). Esta supresion se debe a la
inestabilidad causada por las secuencias repetidas de transposasa que flanquean el operén de la
toxina Pir. Cuando se produce una supresion, la cepa de Vpanpno perderd su capacidad de inducir
NHPA. No obstante, si la secuencia de la toxina Pir se utiliza como diana para la deteccion, las
colonias con tal supresion daran un resultado negativo por mas que deriven de una cepa de Vpaxprno
causante de NHPA. Un informe reciente describe un mutante de delecién natural de Vpauxeno que no
causa una manifestacion clinica de NHPA (Aranguren et al., 2020a).

El plasmido pVA1 también es portador de un conjunto de genes relacionados con la transferencia
conjugativa, lo cual significa que este plasmido puede llegar a transferirse a otras bacterias.

Supervivenciay estabilidad en muestras procesadas o conservadas

La NHPA no se puede transmitir desde muestras infectadas que se hayan conservado por
congelacion (Tran et al., 2013). Algunas especies de Vibrio son sensibles a la congelacion (Muntada-
Garriga et al., 1995; Thomson y Thacker, 1973).

Supervivenciay estabilidad fuera del hospedador

Se considera que Vpanrnp tiene propiedades similares a las de otras cepas de V. parahaemolyticus
halladas en productos alimentarios marinos que se ha comprobado que sobreviven hasta 9 a 18 dias
en agua filtrada de estuarios y en agua de mar filtrada a una temperatura ambiente de 28 + 2°C
(Karunasagar et al., 1987).

En la seccion 2.4.5 se pueden consultar los métodos de inactivacion.
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2.2. Factores del hospedador

23.

2.21.

222.

223.

224.

2.25.

2.2.6.

Especies hospedadoras susceptibles

Las especies que cumplen los criterios para su inclusion en la lista de especies susceptibles a la
NHPA segun el Capitulo 1.5 del Cdédigo Acudtico son las siguientes: el langostino jumbo (Penaeus
monodon) y el camarén patiblanco (P. vannamei).

Especies con pruebas insuficientes de susceptibilidad

Las especies en las que no se dispone de pruebas suficientes de susceptibilidad a la NHPA segun el
Capitulo 1.5 del Cédigo Acuatico son las siguientes: langostino carnoso (Penaeus chinensis).

Ademas, se han hallado resultados positivos en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
especifica del agente patdégeno en el camarén tigre (Penaeus japonicus), aunque no se ha
demostrado su infeccion activa.

Probabilidad de infeccién por especie, estadio de vida del hospedador, poblacién o sub-
poblaciones

Aparece mortalidad a los 30-35 dias, e incluso apenas 10 dias después de repoblar los estanques de
cria de camarones con postlarvas (PL) o juveniles (Joshi et al., 2014b; Leafio y Mohan, 2012; Nunan et
al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013b). De la Pena et al. (2015) indicaron brotes de
enfermedad en Filipinas incluso 46-96 dias después de repoblar los estanques.

Distribucion del agente patdégeno en el hospedador

Intestino, incluido el estdmago, y hepatopancreas.

Animales acuaticos reservorios de la infeccion

Ninguno conocido.

Vectores

No se conoce ninguno, aunque dado que Vibrio spp. es ubiquitario en el medio marino, no se descarta
la posibilidad de que existan especies que actien como vectores.

Patrén de la enfermedad

23.1.

23.2.

233.

Mortalidad, morbilidad y prevalencia

La NHPA se caracteriza por mortalidades subitas y masivas (de hasta el 100%) normalmente en un
plazo maximo de 30-35 dias tras la repoblacion de estanques de engorde con PL o juveniles (Hong
et al.,, 2016). También puede estar afectados los juveniles de mas edad (de la Pena et al., 2015.

En las regiones en las que la NHPA es enzodtica en camarones de piscifactoria, los datos indican
cerca de un 100% de prevalencia (Tran et al., 2014).

Signos clinicos, incluidas alteraciones conductuales

La aparicién de signos de enfermedad y mortalidad puede comenzar apenas 10 dias después de la
repoblacion. Los signos de enfermedad en langostinos moribundos pueden incluir hepatopancreas
(HP) pélido a blanco debido a la pérdida de pigmento en la cdpsula de tejido conjuntivo (NACA, 2014).
También pueden observarse alteraciones conductuales, como el hundimiento frecuente en el fondo
de los tanques.

Lesiones macroscoépicas

Las lesiones macroscoépicas incluyen un hepatopancreas de pdlido a blanco, atrofia significativa del
hepatopancreas, caparazones blandos, visceras con contenido discontinuo o sin contenido y
manchas o rayas negras visibles dentro del hepatopancreas (debido a tubulos melanizados).
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24.

2.34.

2.3.5.

2.3.6.

Ademas, el hepatopancreas no se aplasta facilmente entre el pulgar y el indice (probablemente
debido al aumento del tejido conjuntivo fibroso y de hemocitos) (NACA, 2014).

Mecanismos de transmisién y ciclo de vida

El VNHPA se ha transmitido experimentalmente por inmersién, ingesta (via oral) y alimentacion
forzada inversa (Dabu et al., 2017; Joshi et al., 2014b; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015;
Tran et al., 2013), simulando la transmision horizontal natural por via oral y la cohabitacion.

Factores ambientales

Las fuentes de agua con baja salinidad (<20 ppt) parecen reducir la incidencia de la enfermedad. El
pico de incidencia parece producirse durante la estacion cdlida y seca, de abril a julio. La
sobrealimentacién, la mala calidad de los inéculos, la mala calidad del agua, la mala calidad de los
piensos, las floraciones de algas o los choques también son factores que pueden provocar la
aparicion de NHPA en zonas endémicas (NACA, 2014).

Distribucion geografica
La enfermedad se notificé inicialmente en Asia en 2010. Desde entonces, se ha notificado en América
(2013) y en Africa (2017).

Véase la plataforma WAHIS de la OMSA (https://wahis.woah.org/#/home) para informacion reciente
sobre la distribucién a nivel nacional.

Estrategias de bioseguridad y de control de la enfermedad

241.

24.2.

24.3.

24.4.

24.5.

24.6.

24.7.

Vacunacion

No se dispone de ninguna.

Tratamiento con sustancias quimicas incluidos agentes bloqueantes

Ninguno disponible.

Inmunoestimulacion

No se conoce ninguna efectiva.

Seleccidén genética a favor de la resistencia

No se realiza.

Métodos de inactivacion

Estudios experimentales mostraron que Vpaneno NO podia transmitirse a través de camarones
infectados congelados (Tran et al, 2013). Del mismo modo, se sabe que otras cepas de V.
parahaemolyticus son sensibles a la congelacion, la refrigeracion, el calentamiento y desinfectantes
comunes (Muntada-Garriga et al., 1995; Thomson y Thacker, 1973).

Desinfeccion de huevos y larvas

Ninguna conocida.

Practicas generales de manejo

Como ocurre con otras enfermedades infecciosas de los camarones, es probable que resulte
ventajoso establecer buenas practicas sanitarias y de bioseguridad, como la mejora de las
condiciones sanitarias del vivero y el cribado de las PL; un buen manejo de los reproductores, el uso
de post-larvas de calidad y un buen manejo de la piscifactoria de camarones, incluido un estricto
control de la tasa de alimentacion, una densidad de poblacién adecuada, etc. son estrategias que se
sabe reducen el impacto de las enfermedades, incluida la NHPA. Recientemente, se ha descrito una

Manual Acuatico de la OMSA 2023 3


https://wahis.woah.org/#/home

Capitulo 2.2.1. - Enfermedad de la necrosis hepatopancredtica aguda

linea de P. vannamei tolerante a la NHPA, pero en la actualidad (2022) no se comercializan lineas
mejoradas genéticamente (Aranguren et al., 2020b).

3. Eleccidn del tipo de muestra y obtencién, transporte y manipulacion de las muestras

Esta seccion se basa en la informacion de las secciones 2.2, 2.3 y 2.4 para identificar las poblaciones, los individuos
y las muestras que tienen mas probabilidades de estar infectados.

3.1

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

Eleccién de la poblacién y de los ejemplares

Para el diagnéstico de la NHPA deben escogerse camarones moribundos o camarones que presenten
signos clinicos (véase la Seccién 2.3.2). Se considera que los adultos (reproductores) pueden ser portadores
de cepas de Vpanreno (Lee et al., 2015; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013). Por lo
tanto, para las pruebas de diagnéstico también pueden escogerse reproductores sin signos clinicos.

Eleccion de 6rganos o tejidos

Pueden tomarse muestras de tejidos y organos asociados al intestino, como el hepatopancreas, el
estdmago, el intestino medio o el intestino posterior.

Muestras o tejidos que no son adecuados para detectar el agente patégeno

Toda muestra distinta de los tejidos y 6rganos asociados al intestino sera inadecuada (NACA, 2014; Nunan
et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013).

Muestreo no letal

Se puede recoger materia fecal de valiosos reproductores para el diagnéstico de la NHPA. Sin embargo, en
comparacion con el muestreo de tejidos, no se ha evaluado la utilidad comparativa de las muestras fecales
para detectar bacterias causantes de NHPA.

Si los tipos de muestras de tejidos cuyo muestreo no letal difieren de los tejidos recomendados (véase la
seccion 3.2.), o de las muestras de tejidos utilizadas en los estudios de validacién, debera tenerse en cuenta
el efecto sobre el rendimiento del diagndstico.

Conservacion de muestras para el envio

Para mas informacién sobre los métodos de conservacion de las muestras para cada método analitico,
consultese el Capitulo 2.2.0.

3.5.1. Muestras para el aislamiento del agente patégeno

Para el éxito del aislamiento de agentes patégenos y el bioensayo es fundamental disponer de muestras
de calidad. La calidad de las muestras depende principalmente del tiempo transcurrido desde su
recogida y del tiempo de almacenamiento. Las muestras frescas deben conservarse en hielo vy,
preferiblemente, enviarse al laboratorio en las 24 horas siguientes a su recogida. Para evitar la
degradacion de las muestras, pueden usarse métodos de almacenamiento alternativos solo tras
consultar con el laboratorio receptor.

3.5.2. Conservacion de muestras para la deteccion molecular

Las muestras de tejido para la PCR deben conservarse en etanol de grado analitico/regenerativo (no
desnaturalizado) al 90% (v/v). La proporcion recomendada de etanol respecto a tejido es de 10:1 segun
estudios en animales terrestres y de salud humana. No se recomienda el uso de etanol de grado inferior
(de laboratorio o industrial). Como alternativa, las muestras pueden conservarse en un conservante de
ADN para PCR. Si el material no puede fijarse, puede congelarse, pero debe evitarse la congelacion y
descongelacion repetidas de las muestras.
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Los métodos normalizados de recogida, conservacion y procesamiento de muestras para técnicas
moleculares figuran en la Seccion B.5.5. del Capitulo 2.2.0 Informacién general (enfermedades de los
crustaceos).

3.5.3. Muestras para histopatologia, inmunohistoquimica o hibridacién /in-situ

Las muestras de tejido para histopatologia, inmunohistoquimica o hibridaciéon in situ pueden
conservarse en el fijador AFA de Davidson para histologia (Joshi et al., 2014a; 2014b; Nunan et al., 2014;
Sirikharin et al., 2015; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013).

3.5.4. Muestras para otras pruebas

No es aplicable.

3.6. Combinacioén de varias muestras

La combinacién de muestras de mas de un animal para una finalidad definida sélo debe recomendarse cuando
se hayan evaluado datos de respaldo solidos sobre la sensibilidad y la especificidad diagndsticas y se hayan
considerado adecuados. No se ha evaluado a fondo el efecto de la combinacién en la sensibilidad diagnéstica,
por lo que las muestras de mayor tamafio deben procesarse y analizarse individualmente. Los estadios de vida
pequefios pueden combinarse para obtener la cantidad minima necesaria de material para el aislamiento
bacteriano o la deteccion molecular.

4. Métodos de diagnéstico

Los métodos actualmente disponibles para la deteccién de agentes patégenos que pueden utilizarse en i) la
vigilancia de animales aparentemente sanos, ii) el diagnéstico preliminar en animales afectados clinicamente vy iii)
con fines de diagndéstico confirmativo se enumeran en la Tabla 4.1. por estadio de vida del animal.

Calificaciones segun las finalidades de uso. Para cada ensayo recomendado se proporciona una clasificacion
cualitativa para la finalidad definida de uso. Las calificaciones se determinan segun multiples factores de
rendimiento y operacionales relevantes para la aplicacion de un ensayo para una finalidad definida. Estos factores
son: si el ensayo tiene las caracteristicas apropiadas de rendimiento diagnéstico, el nivel de validacion del ensayo,
el coste de la disponibilidad, la puntualidad, y el rendimiento y operatividad de la muestra. Para una finalidad de uso
definida, cada ensayo se clasifica como:

+++ = Métodos son mas adecuados con un rendimiento y unas caracteristicas operativas
deseables.

++ = Métodos adecuados con un rendimiento y unas caracteristicas operativas aceptables en la
mayoria de las circunstancias.

+= Métodos adecuados, pero el rendimiento o las caracteristicas operativas pueden limitar su

aplicacion en algunas circunstancias.
Recuadros sombreados = Métodos no adecuados para esta finalidad.

Etapa de validacioén. La etapa de validacion corresponde al proceso de desarrollo y validacidon del ensayo, como se
explica en el capitulo 1.1.2. La etapa de validaciéon es especifica para cada finalidad de uso. Cuando se dispone de
ella, en la seccion 6.3 se ofrece informacidn sobre el rendimiento diagndstico de los ensayos recomendados.

Los Laboratorios de Referencia de la OMSA agradecen todo comentario sobre el rendimiento diagndstico de los
ensayos recomendados, en particular las PCR. Son de especial interés los factores que afectan a la sensibilidad
esperada (por ejemplo, componentes tisulares que inhiben la amplificacion) o a la especificidad esperada (por
ejemplo, no deteccion de genotipos particulares, deteccién de secuencias homélogas dentro del genoma del
hospedador) del ensayo. Estas cuestiones deberan comunicarse a los Laboratorios de Referencia de la OMSA para
que se pueda asesorar a los laboratorios de diagnéstico y modificar las normas en caso necesario.
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Tabla 4.1. Métodos de diagndstico recomendados por la OMSA y su nivel de validacion para la vigilancia de animales aparentemente sanos y
para la investigacion de animales con signos clinicos

A. Vigilancia de animales aparentemente sanos B. Diagnéstico preliminar de animales con C. Diagnostico confirmativo' de un resultado
signos clinicos sospechoso en la vigilancia o del diagnéstico
preliminar
Método
Estadios de Estadios de Estadios de
vida Juveniles? Adultos | NV vida Juveniles? Adultos NV vida Juveniles? Adultos NV
tempranos? tempranos? tempranos?
Preparaciones humedas
Histopatologia + + NA + + NA
Aislamiento + + + NA
PCR en tiempo real ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1 ++ ++ ++ 1
PCR convencional ++ ++ ++ 2 ++ ++ ++ 2
PCR convencional seguida de
B gy +++ +++ +++ 2
secuenciaciéon del amplicon
Hibridacién in-situ
Bioensayo + + + NA
LAMP ++ ++ 1
ELISA -Ac
ELISA-Ag + ++ 1 + ++ 1 + ++ 1
Otros métodos de deteccion
de antigeno 3
Otros métodos

NV = nivel de validacion, hace referencia al estadio de vida en el proceso de la OMSA (Capitulo 1.1.2); PCR = reaccién en cadena de la polimerasa; LAMP = amplificacién isotérmica mediada por bucle;
ELISA-Ac= enzimoinmunoanalisis de deteccién de anticuerpo; ELISA-Ag = enzimoinmunoanalisis de deteccién de antigeno; NA = No disponible.
'Para el diagndstico confirmativo, deben aplicarse varios métodos combinados (véase la Seccion 6). 2La susceptibilidad de los estadios de vida temprano y juvenil se describe en la Seccién 2.2.3.

El sombreado indica que la prueba no es adecuada o no debe utilizarse para esta finalidad.
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41.

4.2,

4.3.

44.

Preparaciones humedas

No es aplicable.
Histopatologia y citopatologia

El examen histolégico de los camarones infectados por HPNA revela que las lesiones se limitan al
hepatopancreas (HP). La enfermedad tiene tres fases distintas:

i) La fase aguda se caracteriza por una degeneracién masiva y progresiva de los tubulos del HP de
proximal a distal, con un redondeo significativo y desprendimiento de las células epiteliales de los
tubulos del HP hacia el interior de los tubulos del HP, los conductos colectores del HP y el estdbmago
posterior. No se observan células B, F ni R en el tubulo hepatopancreatico y algunos nucleos de las
células epiteliales del tubulo estdn agrandados (cariogénesis). Durante esta fase no aparece una
participacion bacteriana significativa (Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013;
2014).

ii) La fase terminal se caracteriza por una marcada inflamacion hemocitica intratubular e infecciones
bacterianas secundarias masivas que se producen en asociacion con las células tubulares del HP
necroéticas y desprendidas (NACA, 2014; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013;
2014).

iii)  Enlaslineas de Penaeus vannamei tolerantes a la HPNA se observa una fase cronica. La fase crénica se
caracteriza por unos pocos tubulos con necrosis epitelial acompafiada de bacterias e inflamacion. Esta
fase se asemeja a una necrosis hepatopancreatica séptica (NHPS) (Aranguren et al., 2020b).

Aislamiento

4.3.1. Enriquecimiento de las muestras antes de la extraccion del ADN

El cultivo de enriquecimiento preliminar para la deteccién de Vpaxeno puede realizarse utilizando
cualquier medio bacteriolégico adecuado (por ejemplo, caldo de soja-triptico o agua de peptona
alcalina con un suplemento de NaCl al 2,5%) incubado durante 4 horas a 30°C con agitacién. A
continuacion, después de dejar sedimentar los detritus, las bacterias presents en el caldo de cultivo
precipitan por centrifugacién. Una vez desechado el sobrenadante, se puede extraer ADN del
sedimento bacteriano para prepararlo para el analisis por PCR.

4.3.2. Aislamiento del agente

Vpanpnp puede aislarse de camarones enfermos utilizando medios microbiolégicos estandar para el
aislamiento de especies de Vibrio de tales fuentes (Lightner, 1996; Tran et al., 2013). La confirmacion
de laidentificacién de Vpanrno puede llevarse a cabo mediante PCR.

Amplificacion de acido nucleico

Las PCR deberan realizarse siempre con los controles especificados en la Seccién 5.5 Uso de técnicas
moleculares y basadas en anticuerpos para pruebas de confirmacion y diagndstico del Capitulo 2.2.0
Informacion general (enfermedades de los crustaceos). Cada muestra debera analizarse por duplicado.

Extraccion de dcidos nucleicos

Se pueden utilizar diferentes kits y procedimientos para la extraccion de acidos nucleicos. La calidad y la
concentracién del acido nucleico extraido son importantes y pueden comprobarse mediante un método
adecuado a las circunstancias.

Se han desarrollado PCR dirigidas a los genes de la toxina de Vpareno. EIl método AP3 es una PCR de un solo
paso dirigida al gen PirAvp, de 12,7 kDa (Sirikharin et al., 2015). Se valido para cepas de Vpareno Y bacterias
no patoégenas (incluidas otras especies de Vibrio y no de Vibrio) que se habian analizado previamente
mediante bioensayo (Sirikharin et al., 2015). Posteriormente, Soto-Rodriguez et al. (2015), utilizando 9
Vpanenpy 11 cepas no patdgenas de V. parahaemolyticus informaron de que el método AP3 arrojo los valores
predictivos positivos (90%) y negativos (100%) mas altos de los cinco métodos de PCR probados.
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Las PCR de un solo paso, como el método AP3 y otros, por ejemplo, VpPirA-284, VpPirB-392 (Han et al.,
2015a) y TUMSAT-Vp3 (Tinwongger et al., 2014), tienen una sensibilidad relativamente baja cuando se
utilizan para la deteccidén de Vpanrno @ niveles bajos (por ejemplo, infecciones subclinicas). Para tales
muestras, se recomienda un paso de enriquecimiento preliminar (véase la seccion 4.3.1. Enriquecimiento de
las muestras antes de la extraccion de ADN)

Como alternativa, se ha desarrollado un método de PCR anidada, AP4, con un valor predictivo positivo del
100% para Vpareno utilizando las mismas 104 cepas bacterianas aisladas que se utilizaron para validar el
método AP3 anteriormente (Dangtip et al., 2015), y tiene una mayor sensibilidad (1fg de ADN extraido de
Vpanpnb), I0 que permite utilizarlo directamente con tejido sin enriquecimiento.

Ademas, las PCR en tiempo real, por ejemplo, la PCR en tiempo real TagMan especifica de Vpanxpno
desarrollada por Han et al. (2015b), y un protocolo de amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP)
desarrollado por Koiwai et al. (2016) también tienen una sensibilidad alta y pueden utilizarse directamente
con tejido sin enriquecimiento.

Se puede utilizar un método general de extraccion de ADN para extraer ADN del estbmago o del tejido
hepatopancreatico de camarones supuestamente infectados, de cultivos de cepas bacterianas aisladas
purificadas o de pellets bacterianos de cultivos de enriquecimiento (véase la Seccion 4.3). La cantidad de
ADN molde en un volumen de reaccién de PCR de 25 ul debe ser del orden de 0,01-1 ng de ADN cuando se
extrae de cepas bacterianas aisladas (es decir, directamente de un cultivo purificado) y del orden de 10-100
ng de ADN total cuando se extrae de tejidos de camarones o de un precipitado bacteriano derivado de un
cultivo de enriquecimiento.

4.41. PCRentiempo real

LRI Parametros del
patégeno/ Cebador/sonda (5°>3’) Concentracion .
. ciclado
gen diana
Método 1: Han et al., 2015b; N.2 de acceso a GenBank: KMO67908
Dir VpPirA-F: TTG-GAC-TGT-CGA-ACC-AAA-CG . o . .
A Inv VpPirA-R: GCA-CCC-CAT-TGG-TAT-TGA-ATG :?]'\:j g’g “m % gfg P 4i§é°'°s
P Sonda VpPirA: FAM-AGA-CAG-CAA-ACA-TAC-ACC-TAT- ber 0 :‘ M 60°C /309’56
CAT-CCC-GGA-TAMRA probe:B.1u 9
4.4.2. PCR convencional
Agente
patégeno/ Cebador/sonda (5°>3’) Concentracion Parametros del ciclado
gen diana
Método 1(AP3): Sirikharin et al., 2015; N.2 de acceso a GenBank: JALLO1000066.1; tamafio del amplicén: 333 pb
Dir AP3-F: ATG-AGT-AAC-AAT-ATA- 94°C/5 min; 30 ciclos de 94°C/30 seg,
. AAA-CAT-GAA-AC 53°C/30 seg, 72°C/40 seg; paso de
vp
pirA Inv AP3-R: GTG-GTA-ATA-GAT-TGT- | C2daunca02uM 1 acién final a 72°C/7 min; la mezcla de
ACA-GAA reaccion puede conservarse a 4°C

Método 2 (TUMSAT-Vp3): Tinwongger et al., 2014; N.2 de acceso a GenBank: AB972427; tamarfio del amplicén: 360 pb

pVA1

Dir TUMSAT-Vp3 F: GTG-TTG-CAT- 95°C/2 min; 30 ciclos de 95°C/30 seg,
AAT-TTT-GTG-CA 56°C/30 seg, 72°C/30 seg

Inv TUMSAT-Vp3 R: TTG-TAC-AGA- Cadaunoa 0,6 uM
AAC-CAC-GAC-TA
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Agente
patégeno/
gen diana

Cebador/sonda (5’->3’) Concentracion

Parametros del ciclado

Método 3 (VpPirA-284): Han et al., 2015a; N.2 de a

cceso a GenBank: KMO67908; tamafio del amplicén: 284 pb

pirA

Dir VpPirA-284F: TGA-CTA-TTC-TCA-
CGA-TTG-GAC-TG
Inv VpPirA-284R: CAC-GAC-TAG-CGC-
CAT-TGT-TA

Cadaunoa0,2 uM

94°C/3 min; 35 ciclos de 94°C/30 seg,
60°C/30 seg, 72°C/30 seg; extension final
T72°C/7 min

Método 4 (VpPirB-392): Han et al., 2015a; N.2 de a

cceso a GenBank: KMO67908; tamafio del amplicén: 392 pb

pirB*®

Dir VpPirB-392F: TGA-TGA-AGT-GAT-
GGG-TGC-TC

Inv VpPirB-392R: TGT-AAG-CGC-CGT-
TTA-ACT-CA

Cadaunoa0,2uM

94°C/3 min; 35 ciclos de 94°C/30 seg,
60°C/30 seg, 72°C/30 seg; extension final
T2°C/T min

Método 5(AP4): Dangtip et al., 2015; N.2 de acceso a GenBank: JPKSO1000000; tamafio del amplicén: 1269 pb

Genes de
toxinas PirA
y PirB

Primaria
Dir AP4-F1: ATG-AGT-AAC-AAT-ATA-
AAA-CAT-GAA-AC
Inv AP4-R1: ACG-ATT-TCG-ACG-TTC-

CCC-AA
Cadaunoa0,2uM
Anidada

Dir AP4-F2: TTG-AGA-ATA-CGG-GAC-
GTG-GG

Inv AP4-R2: GTT-AGT-CAT-GTG-AGC-
ACC-TTC

Primaria
94°C/2 min; 30 ciclos de 94°C/30 seg,
55°C/30 seg, 72°C/90 seg; paso de
extension final a 72°C/2 min; conservar a
4°C

Anidada
94°C/2 min; 25 ciclos de 94°C/20 seg,
55°C/20 seg, 72°C/20 seg; conservar a 4°C

4.4.3. Protocolo de amplificacion isotérmica mediada por bucl

e (LAMP)

Agente
patégeno/
gen diana

Cebador/sonda (5°>3’)

Parametros del

Concentracion .
ciclado

Método: Koiwai et al., 2017; N.2 de acceso a GenBank: AB972427.1

Toxina similar
a PirAB

F3: TGA-TAA-TGC-ATT-CTA-TCA-TCA-GC
B3: ATT-TGA-AAG-ACC-AAA-TGA-AAC-C
FIP-Fic: GTG-AGC-ACC-TTC-TTA-GTG-GTA-ATA
FIP-F2: GTT-GTA-ATT-AAC-AAT-GGC-GCT-AG
BIP-Blc: TGA-CGG-AAT-TTA-ACC-CTA-ACA-ATG-C
BIP-B2: GCT-TTG-AAA-GCA-TAG-TTA-GGA-TC

F3: 5,0 pmol

B3: 5,0 pmol 65°C/60 miny
FIP: 40 pmol 80°C/5 min
BIP: 40 pmol

4.5.

4.4 4. Otros métodos de amplificacion de acidos nucleicos

Cruz-Flores et al. (2019) desarrollaron una PCR muiltiple en tiempo real con tincién SYBR green para
la deteccidn simultanea de pirA, pirB, ARNr de 16S y ARNr de 18S, y un ensayo con sonda Tagman
para PCR duplex en tiempo real que muestra una especificidad y sensibilidad altas - el limite de
deteccion fue de 10 copias tanto para pirA como para pirB. Mai et al. (2021) desarrollaron un ensayo
de amplificacion con recombinasa polimerasa. Este ensayo tiene un limite de deteccion de cinco
copias del gen pirABy una especificidad alta.

Secuenciacion del amplicén

Debe verificarse el tamafio del amplicon de la PCR, por ejemplo, mediante electroforesis en gel de agarosa.
Las dos cadenas de ADN del producto de la PCR deben secuenciarse y analizarse respecto a las secuencias
de referencia.
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4.6. Hibridacion in-situ
No disponible.

4.7. Inmunohistoquimica

Kumar et al. desarrollaron un ensayo inmunohistoquimico para detectar la NHPA (2019). Sin embargo, este
ensayo requiere una mayor validacion.

4.8. Bioensayo

Vpanpnp S€ ha transmitido experimentalmente por inmersion y por alimentacién forzada inversa (Joshi et al.,
2014b; Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013), simulando la transmision horizontal
natural por via oral y convivencia. Asi, tras el aislamiento y purificacion de una bacteria sospechosa de
causar NHPA, se puede realizar un bioensayo para confirmar la presencia del agente causal. El
procedimiento de inmersion se lleva a cabo sumergiendo 15 camarones durante 15 minutos, con aireacion,
en una suspensién (150 ml de agua de mar artificial limpia) de 2 x 108 células de la bacteria cultivada por ml.
Tras este periodo inicial de 15 minutos, los camarones y el indculo se transfieren a un tanque mas grande
con unvolumen de agua de mar artificial limpia suficiente como para que la concentracion final de la bacteria
sea de 2 x 106 células ml". Los camarones se controlan a intervalos de 6 a 8 horas. Los camarones muertos
pueden procesarse para llevar a cabo una PCR para Vpanenp Y un andlisis de la secuencia. Los camarones
moribundos o supervivientes se procesan para histologia, reaislamiento bacteriano, PCR y andlisis de la
secuencia. Un bioensayo positivo significa la deteccién de lesiones histologicas caracteristicas y de Vpaneno
mediante PCR y andlisis de la secuencia del amplicén.

4.9. Meétodos de deteccion de anticuerpo o antigeno

Un enzimoinmunoanadlisis indirecto (I-ELISA) para la deteccion de NHPA desarrollado por Mai et al. (2020)
mostré una sensibilidad y especificidad altas (el limite de deteccidn fue de 0,008 ng ul" para PirA" y de
0,008 ng ul™' para PirB").

4.10. Otros métodos
Ninguno.

5. Prueba(s) recomendada(s) para la vigilancia destinada a demostrar la ausencia de la
enfermedad en poblaciones aparentemente sanas

Para demostrar la ausencia de NHPA en una poblacion aparentemente sana, se recomienda la PCR en tiempo real
(Han et al., 2015b) y la PCR convencional (Dangtip et al., 2015).

6. Criterios de diagnéstico confirmativo

Esta seccion soélo aborda los resultados de las pruebas de diagnéstico para la deteccion de la infeccion en ausencia
(Seccion 6.1.) o en presencia de signos clinicos (Seccién 6.2.), pero no evalua si el agente infeccioso es la causa del
episodio clinico.

Las definiciones de caso sospechoso y caso confirmado se han fijado para respaldar la toma de decisiones
relacionadas con el comercio y la confirmacion del estatus sanitario a nivel de pais, zona o compartimento. Las
definiciones de caso parala confirmacién de la enfermedad en zonas endémicamente afectadas pueden ser menos
estrictas. Si una Autoridad Competente no puede realizar las pruebas de diagndstico necesarias, debera pedir
asesoramiento al Laboratorio de Referencia de la OMSA apropiado y, si es necesario, remitir muestras a dicho
laboratorio para que realice pruebas de confirmacién de las muestras del caso indice en un pais, una zona o un
compartimento que se considere libre de la enfermedad.
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6.1. Animales aparentemente sanos o animales que no se sabe si estan infectados !

Las poblaciones aparentemente sanas pueden caer bajo sospecha, y por lo tanto ser objeto de muestreo, si
existe algun vinculo epidemiolégico con una poblacion infectada. La proximidad hidrografica a una
poblacién infectada o el desplazamiento de animales o productos de origen animal o equipos, etc., desde
una poblacién que se sabe que esta infectada equivalen a un vinculo epidemioldgico. Como alternativa, se
toman muestras de poblaciones sanas en estudios cuyo objetivo es demostrar la ausencia de enfermedad.

6.1.1. Definicion de caso sospechoso en animales aparentemente sanos

Se sospechara la presencia de infeccion por NHPA si se cumple al menos uno de los siguientes

criterios:

i)  Unresultado positivo por PCR en tiempo real
ii)  Un resultado positivo por PCR convencional
iii)  Un resultado positivo por LAMP

iv) Histopatologia compatible con la enfermedad
v)  Unresultado positivo por ELISA-Ag

6.1.2. Definicion de caso confirmado en animales aparentemente sanos

La presencia de infeccion por Vibrio parahaemolyticus (Vpaurno) Se considera confirmada si se
cumple al menos uno de los siguientes criterios:

i)

ii)

iii)

Resultados positivos por PCR en tiempo real y PCR convencional seguida de andlisis de la
secuencia del amplicon

Resultados positivos por LAMP y PCR convencional seguida de analisis de la secuencia del
amplicén

Resultados positivos por ELISA-Ag y PCR convencional seguida de analisis de la secuencia del
amplicén

6.2 Animales con signos clinicos

Los signos clinicos no son patognomaonicos de una unica enfermedad; sin embargo, pueden reducir el
abanico de posibles diagndsticos.

6.2.1. Definicion de caso sospechoso en animales con signos clinicos

Se sospechara la presencia de infeccion por Vibrio parahaemolyticus (Vpareno) si se cumple al menos
uno de los siguientes criterios:

i) Lesién macroscoépica o signos clinicos asociados a la enfermedad
ii)  Un resultado positivo por aislamiento del agente
iii)  Un resultado positivo por PCR en tiempo real
iv)  Un resultado positivo por PCR convencional
v)  Unresultado positivo por bioensayo
vi)  Unresultado positivo por LAMP
vii) Unresultado positivo por ELISA-Ag
1 Por ejemplo, instalaciones transfronterizas.
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6.3.

6.2.2. Definicion de caso confirmado en animales con signos clinicos

La presencia de infeccion por Vibrio parahaemolyticus (Vpaurno) Se considera confirmada si se
cumple al menos uno de los siguientes criterios:

i)

ii)

iii)

Resultados positivos por PCR en tiempo real y PCR convencional seguida de andlisis de la

secuencia del amplicon

Resultados positivos por LAMP y PCR convencional seguida de analisis de la secuencia del
amplicén

Resultados positivos por ELISA-Ag y PCR convencional seguida de analisis de la secuencia del
amplicén

Sensibilidad y especificidad diagnéstica de las pruebas de diagndstico

El rendimiento diagndstico de las pruebas recomendadas para la vigilancia o el diagnéstico de la infeccién
por Vibrio parahaemolyticus (VpAHPND) se proporciona en las Tablas 6.3.1. y 6.3.2 (actualmente no se
dispone de datos). Esta informacion puede utilizarse para el disefio de estudios sobre la infeccion por Vibrio
parahaemolyticus (VpAHPND), sin embargo, debe tenerse en cuenta que el rendimiento diagndstico es
especifico de las circunstancias de cada estudio de la exactitud diagnédstica (incluidos la finalidad de la
prueba, la poblacion de origen, los tipos de muestras de tejido y las especies hospedadoras) y que el
rendimiento diagndstico puede variar segun las condiciones. Solo se presentan datos cuando las pruebas
estan validadas al menos en el nivel 2 del proceso de validacion descrito en el Capitulo 1.1.2. y se dispone de

la informacion en estudios de exactitud diagndstica publicados.

6.3.1. Para el diagnéstico preliminar de animales con signos clinicos

Tipo de Finalidad Poblacione | Tipos de tejidos . DSe | DSp Prueba de Cita
dela . Especie . G
prueba s de origen o muestras (n) (n) referencia bibliografica
prueba
Camarones Cep.a S
. bacterianas
consignos aisladas
PCR Diagnostic | clinicosy Penaeus . Sirikharin et
} causantes de , 100 100 Bioensayo
convencional o camarones vannamei al., 2015
NHPAy no
aparentem
ente sanos causantes de
NHPA
Camarones Cep.a S
. bacterianas
con signos aisladas
PCR. Diagnéstic | clinicos y causantes de NA 100" | 100 Bioensayo Tinwongger
convencional o camarones etal., 2014
NHPA'y no
aparentem
ente sanos causantes de
NHPA
DSe = Sensibilidad diagndstica, DSp = Especificidad diagndstica, NA= No disponible,
PCR: = reaccién en cadena de la polimerasa.
00% de sensibilidad para el conjunto de cebadores TUMSAT-Vp3.
6.3.2. Para lavigilancia de animales aparentemente sanos
Tipo de Finalidad Poblaciones TIBOS de . DSe | DSp Prueba de Cita
dela . tejidos o Especie . W g
prueba de origen (n) (n) referencia bibliografica
prueba muestras

DSe = Sensibilidad diagndstica, DSp = Especificidad diagndstica, NA= No disponible,
PCR: = reaccién en cadena de la polimerasa.
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early mortality syndrome/acute hepatopancreatic necrosis disease in shrimp in China and Thailand. Genome
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NB: Existen Laboratorios de Referencia de la OMSA para la enfermedad de la necrosis pancreatica aguda
(puede consultarse la lista actualizada la pagina web de la OMSA:
https://www.woah.org/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3).
Para mas informacién sobre la enfermedad de la necrosis pancreatica aguda, por favor contactar con los
Laboratorios de Referencia de la OMSA.

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 2017. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2023.
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