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RESUMEN: La finalidad del presente trabajo fue estudiar las alteraciones macroscópicas, esto es, comportamiento general
y coloración externa, y las microscópicas, localizadas en el hepatopáncreas, ocurridas al exponer juveniles machos de
Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1817) a agua de mar que contenía 1,44x107 células de Vibrio alginolyticus por
mililitro. Esta concentración bacteriana provocó en los camarones  la aparición de los síntomas típicos de la vibriosis a las 8
horas de exposición. Los organismos exhibieron letargo, pérdida del sentido de orientación, enrojecimiento de los bordes de los
pleópodos, urópodos, telson, escamas antenales y pleuras, y opacidad del tejido muscular abdominal. A partir de las 24 horas
postinfección, los camarones permanecieron inmóviles, respondiendo al ser tocados con una varilla de vidrio. Posteriormen-
te, la reacción de escape cesó, sobreviniendo la muerte antes de las 48 horas postinfección. Durante este lapso el hepatopáncreas
sufrió un proceso degenerativo progresivo por la destrucción de las células que lo componen con la pérdida de la estructura
normal. De acuerdo con el criterio citológico, se observaron los periodos de agonía, muerte y lisis celulares. En el primero el
citoplasma se fluidifica y el edema celular y la vacuolización se hacen evidentes. Los espacios intertubulares se comprimen, las
células pierden su forma y estallan, los núcleos se retraen hasta que el contenido nuclear se fragmenta y es expulsado. Luego
de la muerte celular, mucho antes de que ocurra la muerte del organismo, comienza la fase de lisis caracterizada por la
autodigestión del tejido debida a la acción de enzimas liberadas  por los lisosomas. Las alteraciones de la glándula digestiva son
útiles para indicar tempranamente infecciones por Vibrio sp.  Tanto los hemocitos como las bacterias fueron escasos en los
hepatopáncreas observados.
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ABSTRACT: He purpose of this work was to study the macroscopic alterations, i.e. general behavior and external
coloration, and the microscopic alterations, located in the pancreas, that took place when male juveniles of Farfantepenaeus
brasiliensis (Latreille, 1817) were immersed in seawater that contained 1.44x107 cells of Vibrio alginolyticus per milliliter.
After 8 hours of exposure, this bacterial concentration caused in the shrimp the appearance of the typical clinical symptoms
of vibriosis: lethargy, loss of orientation, reddening of the borders of pleopods, uropods, telson, antennal scales and pleurae,
and opacity of the abdominal muscular tissue. 24 hours after exposure, the shrimp remained motionless, though they still
responded when prodded with a glass rod. This escape response then ceased, and death occurred within 48 hours of exposure.
During this period, the hepatopancreas underwent a progressive degenerative process, through the destruction of the cells that
compose it, and a loss of the normal structure. We observed the periods of agony, death and cellular  lisys from the cytological
point of view. In the first period, the cytoplasm becomes fluid, and cellular edema and vacuolization become obvious. The
intertubular spaces become compressed, the cells lose their shape and, burst and the nuclei contract themselves and the nuclear
content fragments itself and is expelled. After cellular death, much before the death of the organism, the lisys  phase begins,
characterized by the autodigestion of the tissue, due to the action of the enzymes liberated by the lysosomes. The alterations
of the digestive gland are useful as an early warning symptom of infections by Vibrio sp.. Haemocytes as well as bacteria were
"scarce in the hepatopancreata observed by us".

KEY WORDS: Farfantepenaeus brasiliensis, Vibrio alginolyticus, Vibriosis, Hepatopancreas.

INTRODUCCIÓN

La incidencia de enfermedades ha plagado el culti-
vo de camarón desde  sus inicios. Dicho factor ha oca-
sionado grandes pérdidas a la industria y ha restringi-
do considerablemente la expansión de este rentable
sector productivo.  De acuerdo con Rosenberry (1997,
1998) la incidencia de  enfermedades, entre éstas la
vibriosis, ha tenido efectos devastadores en Taiwán

(1987-1988), China (1993-1994), Indonesia (1994-1995),
India (1994-1995), Ecuador (1993-1996) y Honduras
(1994-1997), representando el obstáculo más grande
para el futuro de la actividad. Son diversas las citas
bibliográficas sobre dramáticos episodios de mortali-
dades masivas por vibriosis en varios países, hecho
que ha cambiado el rumbo de la producción mundial
de camarón (Baticados et al., 1990; Liao, 1990; Chen et
al., 1992; Lavilla-Pitogo, 1993; Limsuwan, 1993;
Mohney et al., 1994; Lightner, 1996).––––––––––
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 Las bacterias del género Vibrio son patógenos opor-
tunistas omnipresentes en los ecosistemas marinos y
estuarinos, y son parte de la flora normal de la mayoría de
especies en cultivo, moluscos, crustáceos y peces y de las
respectivas instalaciones. Su presencia ha sido asociada
con diversas infecciones de origen bacterial (Anderson et
al., 1987; Nottage y Birkbeck, 1990; Sindermann, 1990).
Aislamientos a partir de camarones con signos clínicos de
septicemia bacterial han permitido identificar a V.
anguillrum, V. alginolyticus y V. parahaemolyticus, como
agentes etiológicos (Lightner, 1988). Comparaciones de la
patogenicidad de las tres especies en ejemplares juveniles
de Penaeus japonicus  demostraron que V. alginolyticus
era la más patógena (Vera et al., 1992).

 De los diferentes órganos afectados por la vibriosis,
el hepatopáncreas   resulta ser alterado en considerable
grado. Las descripciones de alteraciones histológicas cau-
sadas por Vibrio spp. parecen indicar patologías comu-
nes, pero las mismas están basadas en observaciones clí-
nicas más que en estudios experimentales sistemáticos
(Lewis, 1973; Quijada, 1992; Lightner, 1996). Dada la multi-
plicidad de funciones fisiológicas que realiza la glándula
digestiva, cualquier proceso que afecte la salud del cama-
rón debería evidenciarse como una alteración en el funcio-
namiento y/o histología del órgano vital, aún antes de que
el organismo muestre síntomas clínicos de enfermedad
(Gibson y Barker, 1979; Bautista et al., 1994).

Con la finalidad de ampliar la utilidad del hepatopán-
creas como órgano indicador de infección por Vibrio, en el
presente trabajo fue establecida una secuencia temporal
de las alteraciones histológicas en el hepatopáncreas de
Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1817), causadas
por una cepa de Vibrio alginolyticus.

MATERIALES Y MÉTODOS

    Los camarones utilizados en las experiencias, perte-
necientes a la especie nativa Farfantepenaeus brasiliensis,
fueron colectados en el sector La Punta de La Gaviota,
Laguna La Restinga, Isla de Margarita, Venezuela, median-
te un chinchorro playero, durante el mes de julio de 1995.
Una vez en el laboratorio, los ejemplares fueron examina-
dos descartándose aquellos individuos que presentaban
lesiones, carencia de apéndices o coloración anormal. Fue-
ron seleccionados camarones machos con tallas compren-
didas entre 60 y 70 mm de longitud total, los cuales fueron
colocados individualmente en cilindros de malla plástica.
Los cilindros fueron sumergidos colectivamente en acua-
rios que contenían agua de mar filtrada (1 µm) y tratada
con luz ultravioleta. Todos los ejemplares utilizados tuvie-
ron un periodo de aclimatación a las condiciones de labo-
ratorio (35‰, 25±1 ºC, pH de 8,2) de al menos cuatro días,
estaban dentro de la fase de intermuda del ciclo de ecdisis

y fueron sometidos a un periodo de ayuno de 48 horas,
previa exposición a la bacteria.  La alimentación fue ad
libitum constituida por  misidáceos frescos.

La cepa de Vibrio alginolyticus fue aislada de un ma-
cerado de nauplios moribundos de Litopenaeus vannamei
(Boone, 1939) y caracterizada bioquímicamente mediante
el sistema API-NFT BioMèrieux. La bacteria fue utilizada a
las 20 horas de la siembra, cuando se encontraba en fase
exponencial de crecimiento. El contaje de células
bacterianas fue realizado mediante un hematocitómetro bajo
un microscopio, luego de efectuar las diluciones apropia-
das (Esteve y Quijada, 1995). El control de patogenicidad
de la bacteria requería que camarones inyectados
intramuscularmente con 107 células bacterianas, murieran
dentro del lapso de 8 horas.

 Los camarones fueron infectados mediante la técnica
de inmersión con una suspensión conteniendo 1,44x107

células bacterianas por mililitro, la cual   fue directamente
añadida al agua. El tiempo de exposición fue de 24 horas.
Cada camarón fue incubado individualmente en un vaso
de precipitado de 500 ml. Fueron establecidos tres grupos
experimentales: un grupo control no expuesto a la bacte-
ria, un grupo infectado y un grupo silvestre control, este
último constituido por ejemplares silvestres sometidos a
48 horas de ayuno y sacrificados para análisis del
hepatopáncreas. Cada grupo estuvo formado por al me-
nos diez ejemplares. Para establecer la secuencia de altera-
ciones patológicas, fueron considerados camarones “me-
nos moribundos”, los cuales ejecutaban la respuesta típi-
ca de escape al ser tocados con una varilla de vidrio, cama-
rones “más moribundos”, los cuales no exhibían tal res-
puesta, y finalmente, camarones “recién muertos”.

El cuerpo de los camarones fue separado en cefalotórax
y abdomen, y el hepatopáncreas obtenido al ejercer pre-
sión con los dedos sobre la región proximal del primero. La
glándula así obtenida fue fijada en solución de Bouin du-
rante 24 horas, luego transferida a etanol 50% y preserva-
da en etanol 70%. La rutina histológica y la coloración
practicada, hematoxilina férrica-orange G, siguen las reco-
mendaciones de Culling et al. (1985) y Stevens (1990)   con
modificaciones de los autores. Para controlar mejor la de-
coloración, una vez cumplido el periodo de inmersión en
hematoxilina, el tejido se decoloró con ácido pícrico satu-
rado en lugar de la solución al 2% de alumbre de hierro
indicada en el método.

RESULTADOS

 Los ejemplares de F. brasiliensis infectados experi-
mentalmente con V. alginolyticus desarrollaron la sintoma-
tología clínica típica de la vibriosis. A partir de las 8 horas
postinfección, los camarones alternaban entre periodos
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de hiperactividad y nado rápido desorientado, y episo-
dios de letárgicos  con pérdida de la posición normal (el
camarón se balancea y reposa sobre un lado del cuerpo).
A las observaciones de comportamiento anómalo, siguie-
ron cambios de la coloración del cuerpo. Los bordes de los
pleópodos, los urópodos, el telson, las escamas antenales
y las pleuras se tornaron rojizos, mientras que la muscula-
tura abdominal se volvió opaca. A medida que la infección
avanzaba, la actividad de los camarones se redujo, la res-
puesta de escape cesó, observándose una inmovilización
progresiva de los apéndices, paralización del movimiento
branquial y muerte súbita. El gradiente de respuestas en-
tre “menos moribundos”, “más moribundos” y “recién
muertos” tuvo lugar entre las 24 y 48 horas postinfección.

    La Figura 1 corresponde a la preparación de un
hepatopáncreas proveniente de un camarón sano. Se mues-
tran cortes transversales de los acinos hepatopancreáticos
a diferentes niveles con el lumen tubular en forma de estre-
lla. La superficie luminal de las células del epitelio  de los
túbulos está cubierta por microvellosidades que le mere-
cen el nombre de ribete en cepillo. En los túbulos cortados
a diferentes niveles pueden observarse los cuatro tipos
celulares: E (células embrinarias), R (células absortivas cuyo
citoplasma contiene múltiples vacuolas), F (células fibrosas
con un núcleo grande que posee un nucleólo prominente)
y B (células secretoras las cuales contienen una gran
vacuola).

Figura 1. Preparación de un hepatopáncreas proveniente de un
ejemplar F. brasiliensis sano, seccionado transversalmente, mos-
trando la estructura acinosa del órgano. Los túbulos hepato-
pancreáticos que conforman los acinos tienen una disposición com-
pacta. Se observan los cuatro tipos de células clásicamente descri-
tas: embrionarias (E), absortivas (R), fibrosas (F) y secretoras (B),
el lumen tubular (LT) en estrella y el “ribete en cepillo” (RC).
Coloración hematoxilina férrica/orange G. Barra=20 µ

Figura 2. Preparación de un hepatopáncreas proveniente de un
ejemplar F. brasiliensis en estado "menos moribundo", seccio-
nado transversalmente, mostrando la fase inicial de degenera-
ción celular. Se observa extensa vacuolización de las células
acinares en toda la figura. Desaparición de los espacios
intertubulares.  El lumen tubular pierde la forma de estrella.  Las
células alteran su forma.  Coloración hematoxilina férrica/orange
G. Barra=20 µm.

    La glándula digestiva de camarones "más moribundos"
presenta áreas mostrando marcada degeneración celular
con la consiguiente desaparición de los acinos tubulares.
La citólisis y la picnosis son extensivas. Puede notarse el
desprendimiento de las células del epitelio tubular o
"sloughing off". Se observan los restos de las envolturas
de tejido conectivo que contenían a los túbulos
hepatopancreáticos ahora disgregados (Figura 3).

Tras la muerte del organismo se inicia la fase de lisis
celular. Se observan los restos del tejido hepatopancreático
disgregados, en los cuales pueden notarse algunos nú-
cleos tanto de las células hepatopancreáticas como de las
mioepiteliales que rodeaban a cada túbulo en el tejido aún
no afectado  (Figura 4).

El hepatopáncreas proveniente de camarones en esta-
do "menos moribundo" presenta alteraciones de la morfo-
logía acinosa, desaparece el lumen en estrella, la degene-
ración celular se evidencia en las áreas donde la luz tubular
aparece totalmente dilatada. Dentro de los espacios
luminales queda disperso el contenido celular. En algunos
casos se conservan los núcleos aún cuando la picnosis es
extensa. Los núcleos se retraen hasta que el contenido
nuclear se fragmenta y es expulsado. Hay un alto grado de
vacuolización. Las abundantes vacuolas contienen un
material de aspecto granuloso. Los espacios intertubulares
están comprimidos a consecuencia del edema celular. La
envoltura de tejido conjuntivo que rodea a cada túbulo
permanece bien conservada (Figura 2).
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Se observó consistentemente que a medida que la in-
fección avanza, las alteraciones histológicas proceden
desde la región proximal de la glándula hacia la apical.
Igualmente, en todas las muestras analizadas la presencia
de hemocitos y de células bacterianas fue escasa.

DISCUSIÓN

Los organismos infectados mostraron la sintomatología
considerada propia de la vibriosis por diversos autores,
en especial con relación a las características macroscópicas
como los cambios de comportamiento y coloración. Este
hecho valida el uso del término de “vibriosis” para referir-
se a todas aquellas patologías cuyo agente etiológico es
el género Vibrio, independientemente de la especie o cepa
y de la especie de camarón. La simple inmersión en la sus-
pensión bacterial fue suficiente para infectar a los camaro-
nes, corroborando la utilidad de la técnica para estudios
de sintomatología y de secuencia patológica.  Esta, ade-
más de ser más rápida, no requiere la manipulación de los
organismos, lo cual puede generarles estrés y oportunida-
des adicionales de infección (Esteve y Quijada, 1995). En
cuanto a las características microscópicas, la observación
general consiste en alteraciones de la estructura de los
acinos hepatopancreáticos por destrucción de las células
que forman el epitelio tubular, infiltración hemocítica, for-
mación de granulomas y acumulación de bacterias (Lightner
y Lewis, 1975; Conroy y Conroy, 1990;  Lavilla-Pitogo,
1993; Song et al., 1993; Lightner, 1996; Esteve y Herrera,
1997). Al igual que lo referido por Lightner (1996) para
Penaeus monodon y P. vannamei infectados con Vibrio
sp., en el presente caso la infección también avanzó desde
la región proximal de la glándula digestiva hasta la distal.
Tanto los hemocitos como las bacterias resultaron esca-
sos en los cortes analizados contrario a lo observado por
otros autores en otras especies de penaeidos pero similar
a lo encontrado en la especie en cuestión experimental-
mente infectada con V. anguillarum (Quijada, 1992). Las
enzimas liberadas durante la fase de necrosis celular po-
drían afectar tanto  a los hemocitos, disminuyendo la ca-
pacidad de defensa del organismo, como a las bacterias
presentes.

    El comportamiento letárgico es síntoma de otras in-
fecciones tales como aquellas ocasionadas por rickettsias,
mollicutes y virus de acuerdo con Anderson et al. (1987),
Krol et al. (1991) y Brock et al. (1995).  Los autores descri-
ben las siguientes patologías para los hepatopáncreas de
P. marginatus, P. monodon y P. vannamei infectados con
los microorganismos mencionados: inclusión de células
epiteliales en el lumen tubular, necrosis celular, acumula-
ción de hemocitos en los senos hemales asociados con

Figura 3. Preparación de un hepatopáncreas proveniente de un
ejemplar F. brasiliensis en estado "más moribundo", seccionado
transversalmente, mostrando un mayor grado de degeneración ce-
lular. El epitelio se ha desprendido de su basamento conjuntivo. Un
túbulo muy alterado conserva su luz en estrella (región centro iz-
quierda). Se pierde totalmente la estructura acinosa del ógano. Los
túbulos que restan están rotos y escasamente se distinguen los cua-
tro tipos de células. El "sloughing off" es extensivo, especialmente
en el acino localizado abajo y a la izquierda.  Coloración hematoxilina
férrica/orange G. Barra=20 mm.

Figure 4. Preparación de un hepatopáncreas proveniente de un
ejemplar F. brasiliensis en estado "recién muerto", seccionado
transversalmente. Se observa desintegración total de la estructura
tisular. Restos celulares en acúmulos que recuerdan la estructura
acinar, con algunos núcleos de células mioepiteliales en su periferia
(zona central y superior izquierda). Restos celulares en espacios que
corresponden al edema intersticial (abajo y a la derecha). Colora-
ción hematoxilina férrica/orange G. Barra= 8 µm.
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2. Los ejemplares de F. brasiliensis infectados experi-
mentalmente con V. alginolyticus  desarrollaron el
gradiente de respuestas de “menos moribundos”, “más
moribundos” y “recién muertos” entre las 24 y 48 horas
postinfección.

3. Los hepatopáncreas de los ejemplares de F.
brasiliensis infectados experimentalmente con V.
alginolyticus  exhibieron  las alteraciones histológicas tí-
picas de la vibriosis descritas para otras especies de
penaeidos,  a excepción de la infiltración hemocítica y la
presencia de bacterias.

4. La secuencia histológica obtenida permitió distin-
guir los periodos de agonía, muerte y lisis celulares.
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