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Penaeus vannamei challenged with a Vibrio parahaemolyticus AHPND strain 
shows hepatopancreatic microbiota imbalance

Penaeus vannamei desafiado con una cepa de Vibrio parahaemolyticus NHPA 
muestra un desequilibrio de la microbiota hepatopancreática 
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Abstract. White shrimp, Penaeus vannamei, farming represents one of the most important aquaculture activities in the world with a high 
growth rate. However, intensification processes induce negative side effects on the health of the organism, associated with a dysbiosis phe-
nomenon. Consequently, illnesses, mainly attributable to Vibrio genus bacteria, have been reported in shrimp ponds. Studying the diversity 
and ecology of the associated bacteria in aquaculture systems is essential to prevent and control diseases. Therefore, the present study analyzes 
the bacterial load and microbial population variation in P. vannamei hepatopancreases infected with a pathogenic Vibrio parahaemolyticus 
strain (so-called CVP2) associated with acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) under controlled conditions. The results showed 
an important change in the microbial community structure of the P. vannamei hepatopancreas. Furthermore, the presence of the Vibrio genus 
considerably increased and clearly dominated compared with the control. Dysbiosis of the hepatopancreatic microbiota and constrictions in the 
hepatopancreatic tubules (characteristic signs of in the early stage of AHPND) could be observed before the visible manifestation of the disease.

Key words: Vibrio parahaemolyticus, AHPND, metagenomic analysis, shrimp farming, dysbiosis.

Resumen. El cultivo de camarón blanco Penaeus vannamei representa una de las actividades acuícolas más importantes del mundo, con una 
elevada tasa de crecimiento. Sin embargo, el proceso de intensificación induce efectos secundarios negativos sobre la salud del organismo, rela-
cionados con un fenómeno de disbiosis. Como consecuencia, se han reportado enfermedades en los estanques de camarón atribuibles princi-
palmente a las bacterias del género Vibrio. Es fundamental estudiar la diversidad y ecología de las bacterias asociadas en los sistemas acuícolas 
para prevenir y controlar enfermedades. Por ello, el presente estudio analiza la carga bacteriana y la variación de la población microbiana en el 
hepatopáncreas de P. vannamei infectado con una cepa patógena de Vibrio parahaemolyticus (denominada CVP2) asociada a la enfermedad de 
la necrosis hepatopancreática aguda (NHPA) en condiciones controladas. Los resultados mostraron un cambio importante en la estructura de 
la comunidad microbiana del hepatopáncreas de P. vannamei. Además, la presencia del género Vibrio aumentó considerablemente y fue clara-
mente dominante en comparación con el control. Los resultados muestran una disbiosis de la microbiota del hepatopáncreas y constricciones 
en los túbulos hepatopancreáticos (signos característicos de la NHPA en etapas tempranas) antes de la manifestación visible de la enfermedad.

Palabras clave: Vibrio parahaemolyticus, NHPA, análisis metagenómico, cultivo de camarón, disbiosis.
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Introduction

Aquaculture has been the fastest-growing food produc-
tion system in the world. In particular, shrimp farming rep-
resents one of the most important aquaculture activities and 
has been established as an important socioeconomic pro-
moter (Ahmed and Thompson 2019). Shrimp farming condi-
tions promote the rapid growth of opportunistic bacteria, such 
as many Vibrio species, which naturally live in coastal and 
estuarine waters, in sediments, and as part of the microbiota 
of cultured organisms (in gills, intestines, hepatopancreas, 
and shrimp cuticle) (Jiravanichpaisal et al. 1994). These spe-
cies generally do not represent a risk for shrimp production 
(Gómez-Jiménez et al. 2005). However, the intensification of 
production systems increases the stress of the organisms and 
leads to water eutrophication; this promotes the proliferation 
of these opportunistic bacteria, which can colonize the diges-
tive system and cause diseases in cultured animals (Johnson 
2013, Engle et al. 2017). 

Due to their high incidence in shrimp aquaculture, the 
most important losses due to pathogenic bacteria are related 
to Vibrio species, whose infections are generally known as 
vibriosis (Flegel 2012, de Souza-Valente and Wan 2021). 
Initially, this infection can be limited to specific tissues; 
nevertheless, in organisms with compromised immune sys-
tems, it turns rapidly into a systemic disease that can cause 
death (Jiravanichpaisal et al. 1994, Gómez-Jiménez et al. 
2005).

Vibrio parahaemolyticus is a pathogen that infects 
Penaeus vannamei cultures, causing mortality events by 
vibriosis (Hong et al. 2016, Raja et al. 2017) and the acute 
hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) (Han et al. 
2015). AHPND is an emergent disease characterized by a 
high mortality rate, which in some cases reaches 100% of 
the shrimp population in pond outbreaks during the first 30 
days after its appearance (de Schryver et al. 2013). Identi-
fying the disease signs in an early stage, which in some cases 
is asymptomatic, is crucial to be able to apply a timely treat-
ment and counteract its progress. However, this can be com-
plex under production conditions because certain signs may 
correspond not only to disease conditions but also to typical 
growth behaviors or stress (Egan and Gardiner 2016). Egan 
and Gardiner. (2016) proposed that many diseases in marine 
systems (natural and cultured populations) must be studied 
from the point of view of microbial dysbiosis (a microbial 
community shift that has a negative impact on the host), 
similar to what has been demonstrated in several chronic 
human diseases (Vijay and Valdes 2022). Stressors in the 
environment and the weakening of the host’s defense system 
can lead to the proliferation of opportunistic pathogens from 
the surrounding environment, which promote the develop-
ment of the disease.

Currently, one of the most effective and precise tools 
to analyze microbial communities used in the aquaculture 
sector is the metagenomic analysis. Metagenomics is an 

Introducción

La acuicultura ha sido el sistema de producción de 
alimentos de más rápido crecimiento en el mundo. En parti-
cular, el cultivo de camarón representa una de las activi-
dades acuícolas más importantes y se ha establecido como un 
importante promotor socioeconómico (Ahmed y Thompson 
2019). Las condiciones de cultivo de camarón permiten el 
rápido crecimiento de bacterias oportunistas, como lo son 
muchas especies de Vibrio, que habitan naturalmente en 
las aguas costeras y estuarinas, en los sedimentos y como 
parte de la microbiota de los organismos cultivados (en las 
branquias, el intestino, el hepatopáncreas y la cutícula de 
camarón) (Jiravanichpaisal et al. 1994). En general, estas 
especies no representan ningún riesgo para la producción de 
camarón (Gómez-Jiménez et al. 2005). Sin embargo, la inten-
sificación de los sistemas de producción aumenta el estrés de 
los organismos y conduce a la eutrofización del agua; esto 
promueve la proliferación de estas bacterias oportunistas que 
pueden colonizar el sistema digestivo y causar enfermedades 
en los animales cultivados (Johnson 2013, Engle et al. 2017).

Debido a su alta incidencia en la acuicultura de camarón, 
las pérdidas más importantes debidas a bacterias patógenas 
están relacionadas con especies de Vibrio, cuyas infecciones 
se conocen generalmente como vibriosis (Flegel 2012, de 
Souza-Valente y Wan 2021). Inicialmente, esta infección 
puede limitarse a tejidos específicos; sin embargo, en orga-
nismos con el sistema inmune comprometido, se convierte 
rápidamente en una enfermedad sistémica que puede causar 
la muerte (Jiravanichpaisal et al. 1994, Gómez-Jiménez et 
al. 2005).

Vibrio parahaemolyticus es un patógeno que infecta los 
cultivos de Penaeus vannamei, causando eventos de morta-
lidad por vibriosis (Hong et al. 2016, Raja et al. 2017) y la 
enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda (NHPA) 
(Han et al. 2015). La NHPA es una enfermedad emergente 
caracterizada por una alta tasa de mortalidad, la cual en 
algunos casos alcanza el 100% de la población de camarones 
en brotes en estanques durante los primeros 30 días tras su 
aparición (de Schryver et al. 2013). Identificar los signos de 
la enfermedad en una etapa temprana, que en algunos casos 
es asintomática, es crucial para poder aplicar un tratamiento 
oportuno y contrarrestar su avance. Sin embargo, en condi-
ciones de producción, esta situación se complica porque 
ciertos signos pueden corresponder no solo a condiciones de 
enfermedad sino también a comportamientos típicos de creci-
miento o estrés (Egan y Gardiner 2016). Egan y Gardiner 
(2016) propusieron que muchas enfermedades en sistemas 
marinos (poblaciones naturales y cultivadas) deben estu-
diarse desde el punto de vista de la disbiosis microbiana (un 
cambio en la comunidad microbiana que tiene un impacto 
negativo en el hospedero), similar a lo que se ha demostrado 
en varias enfermedades crónicas humanas (Vijay y Valdés 
2022). Los factores de estrés ambiental y el debilitamiento 
del sistema de defensa del hospedador pueden conducir a 

http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas


3

Zermeño-Cervantes et al.: Dysbiosis diagnostics in shrimp by metagenomics analysis

la proliferación de patógenos oportunistas del entorno que 
promueven el desarrollo de la enfermedad.

Actualmente, una de las herramientas más eficaces y 
precisas para el análisis de la comunidad microbiana aplicada 
al sector acuícola es el análisis metagenómico. La metagenó-
mica es una herramienta emergente en acuicultura que ayuda 
a comprender la relación entre el hospedero, la microbiota y 
los patógenos mediante el seguimiento de la dinámica de la 
diversidad microbiana en los sistemas de producción (Tello 
et al. 2019). Aunque se sabe que la NHPA es causada por el 
patógeno V. parahaemolyticus y otras especies de Vibrio que 
albergan el gen de la toxina binaria PirAB, las alteraciones 
del microbioma en el tracto digestivo de P. vannamei durante 
los brotes de NHPA comenzaron a estudiarse recientemente 
(Chen et al. 2017, Cornejo-Granados et al. 2017). En parti-
cular, el análisis de la estructura microbiana del tracto diges-
tivo en camarones podría servir como diagnóstico oportuno 
de disbiosis antes de observar los signos macroscópicos de 
la NHPA. Esto permitiría implementar acciones de manejo 
oportunas y estar preparados, de ser necesario, para adminis-
trar un tratamiento posterior. Por ello, en el presente estudio 
se realizó un análisis metagenómico de la estructura de la 
comunidad microbiana del hepatopáncreas de P. vannamei 
tras un desafío con una cepa patógena de V. parahaemolyticus 
asociada a NHPA en condiciones controladas. Los resultados 
mostraron un cambio importante de la estructura de la comu-
nidad microbiana en el hepatopáncreas de P. vannamei y 
constricciones en los túbulos hepatopancreáticos (un signo 
característico de la NHPA en etapas tempranas), antes de la 
manifestación visible de la enfermedad.

Materiales y métodos

Declaración de ética 

El manejo de los organismos se realizó siguiendo la 
Norma Oficial Mexicana NOM-030-PESC-2000 que esta-
blece los requisitos para determinar la presencia de enfer-
medades virales en crustáceos acuáticos vivos y muertos, 
sus productos o subproductos en cualquier presentación, 
y Artemia (Artemia spp.) para su introducción al territorio 
nacional y movilización en el mismo.

Cepas bacterianas

Zermeño-Cervantes et al. (2018) aislaron la cepa de 
V. parahaemolyticus CVP2 (en adelante denominada CVP2) 
utilizada en el presente estudio de un brote de NHPA en 
Sinaloa, México, y reportaron sobre ella previamente. Como 
tratamiento de control, se utilizó Escherichia coli genotipo 
DH5α (Thermo Fisher Scientific, Cleveland, OH, EE. UU.) 
como bacteria halotolerante y no patógena para P. vannamei. 
La CVP2 se cultivó en agar marino (5.000 g de peptona, 
1.000 g de extracto de levadura, 0.002 g de Fe3SO4 y 17.000 g 
de agar por litro de agua de mar) a 35 °C durante 24 h. La 

emerging tool in aquaculture that helps to understand the 
relationship between the host, microbiota, and pathogens 
by monitoring the microbial diversity dynamics in produc-
tion systems (Tello et al. 2019). Although AHPND is known 
to be caused by the pathogenic V. parahaemolyticus and 
other Vibrio species hosting the binary toxin gene PirAB, 
microbiome alterations in the digestive tract of P. vannamei 
during AHPND outbreaks only recently began to be studied 
(Chen et al. 2017, Cornejo-Granados et al. 2017). In partic-
ular, the analysis of the microbial structure in the digestive 
tract of shrimp could serve as a timely diagnosis of dysbi-
osis before the macroscopic signs of AHPND are observed; 
this would allow timely management actions to be imple-
mented and preparations to be made to administer a subse-
quent treatment, if necessary. Therefore, the present study 
performed a metagenomic analysis on the microbial com-
munity structures of P. vannamei hepatopancreases after a 
challenge with a pathogenic strain of V. parahaemolyticus 
associated with AHPND under controlled conditions. The 
results showed an important change of the microbial com-
munity structure in P. vannamei hepatopancreases and con-
strictions in the hepatopancreatic tubules (a characteristic 
sign of the AHPND in early stages) before the visible man-
ifestation of the disease.

Materials and methods

Ethics statement

The management of the organisms was carried out fol-
lowing the Official Mexican Standard NOM-030-PESC-2000 
that establishes the requirements to determine the presence 
of viral diseases in live and dead aquatic crustaceans, their 
products or by-products in any presentation, and Artemia 
(Artemia spp.) for their introduction into the national terri-
tory and mobilization in it

Bacterial strains

Zermeño-Cervantes et al. (2018) isolated the 
V. parahaemolyticus CVP2 strain (subsequently called 
CVP2) used in the present study from an AHPND outbreak in 
Sinaloa, Mexico, and previously reported on it. As a control 
treatment, Escherichia coli genotype DH5α (Thermo Fisher 
Scientific, Cleveland, OH, USA) was used as a halotolerant 
and non-pathogenic bacterium for P. vannamei. CVP2 was 
cultured in marine agar (5.000 g of peptone, 1.000 g of yeast 
extract, 0.002 g of Fe3SO4, and 17.000 g of agar per liter of 
seawater) at 35 °C for 24 h. The E. coli strain DH5α was 
cultured in Luria-Bertani (10.000 g of tryptone, 10.000 g 
of NaCl, and 5.000 g of yeast extract per liter of distilled 
water) at 37 °C for 24 h. The bacterial suspensions from both 
strains were prepared at OD585 of 1.0 (approximately 1.8 × 
109 colony forming units [CFU·mL–1] in saline solution NaCl 
2.5% [w/v]).

http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas
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cepa de E. coli DH5α se cultivó en Luria-Bertani (10.000 g de 
triptona, 10.000 g de NaCl y 5.000 g de extracto de levadura 
por litro de agua destilada) a 37 °C durante 24 h. Las suspen-
siones bacterianas de ambas cepas se prepararon a una DO585 
de 1.0 (aproximadamente 1.8 × 109 unidades formadoras de 
colonias por mililitro [UFC·mL–1] en solución salina NaCl 
2.5% [p/v]).

Verificación del gen de la toxina PirA mediante reacción 
en cadena de la polimerasa de punto final

La presencia del gen codificante de la toxina PirA (AP3, 
asociada a NHPA) se confirmó mediante amplificación por 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en 
inglés) utilizando ADN genómico aislado de la cepa CVP2. 
El método AP3 para la amplificación del ADN se llevó 
a cabo según lo descrito por Sirikharin et al. (2015). Los 
productos de la amplificación por PCR fueron secuenciados 
por Macrogen (Seúl, Corea del Sur).

Manejo y mantenimiento de los organismos 

Los organismos se obtuvieron de una granja camaro-
nera en La Paz, Baja California Sur, México. Los camarones 
fueron aclimatados por 3 semanas en agua de mar filtrada y 
tratada con radiación ultravioleta a 28 °C, 35 de salinidad y 
con aireación constante. Los organismos fueron alimentados 
2 veces al día (09:00 y 17:00 h), en una proporción del 5% 
del peso total de la biomasa de los camarones por recipiente, 
con el alimento comercial formulado con >35% de proteína, 
5% de lípidos, <12% de humedad y <4% de cenizas. El peso 
medio de los organismos fue de 2.5-2.9 g.

Prueba de desafío para Penaeus vannamei 

Se realizó un diseño experimental que consistió en 2 
tratamientos (organismos desafiados con CVP2 y E. coli) 
y un control negativo (sin tratamiento [CN]) por triplicado. 
Tras la aclimatación de los organismos, los bioensayos se 
realizaron en unidades experimentales de 4 L con agua de 
mar a 35 ppm de salinidad, previamente filtrada y esterili-
zada, con 10 camarones por unidad experimental. Los orga-
nismos se lavaron por inmersión en agua de mar estéril para 
reducir las bacterias superficiales y luego se colocaron en las 
unidades experimentales. El alimento fue impregnado con 
20 mL de las suspensiones bacterianas (CVP2 o DH5α). Los 
organismos se mantuvieron a una temperatura controlada 
de 28 °C, con aireación constante y sin recambios de agua 
por razones de bioseguridad (evitar la liberación del pató-
geno). En el quinto día de tratamiento, tras 5 h de la primera 
administración de alimento, se sacrificaron 4 organismos de 
cada unidad experimental para realizar la disección del hepa-
topáncreas y evaluar la carga de V. parahaemolycticus. Se 
registraron diariamente la tasa de supervivencia y los signos 
visuales de la enfermedad.

PirA toxin gene verification by single-step polymerase 
chain reaction

The presence of the encoding gene for the PirA toxin (AP3; 
associated with AHPND) was confirmed by polymerase 
chain reaction (PCR) amplification using genomic DNA 
isolated from the CVP2 strain. The AP3 method for DNA 
amplification was carried out as described by Sirikharin et al. 
(2015). The PCR amplification products were sequenced by 
Macrogen (Seoul, South Korea).

Organism management and maintenance

The organisms were obtained from a shrimp farm in La 
Paz, Baja California Sur, Mexico. To acclimate the organ-
isms, shrimp were kept for 3 weeks in filtered and ultravio-
let-treated seawater, with temperature and salinity of 28 °C 
and 35, respectively, and constant aeration. The organisms 
were fed twice per day (09:00 and 17:00 h) in a proportion of 
5% of the total shrimp biomass weight per container with the 
commercial food formulated with >35% protein, 5% lipids, 
<12% humidity, and <4% ash. The average weight of the 
organisms was 2.5–2.9 g.

Challenge test for Penaeus vannamei

An experimental design consisting of 2 treatments 
(organisms challenged with CVP2 and E. coli) and one 
negative control (without treatment [NC]) was performed 
in triplicate. After organisms were acclimated, bioassays 
were performed in 4-L experimental units with seawater 
with salinity of 35 ppt, which had been previously filtered 
and sterilized, with 10 shrimp per experimental unit. The 
organisms were washed by immersion in sterile seawater 
to reduce surface bacteria, and then placed into the experi-
mental units. Food was impregnated with 20 mL of bacte-
rial suspensions (CVP2 or DH5α). The organisms were kept 
at a controlled temperature of 28 °C, with constant aeration, 
and with no water exchange for biosafety reasons (to pre-
vent the release of the pathogen). On the fifth day of treat-
ment, after 5 h of the first feeding, 4 organisms of each 
experimental unit were sacrificed to dissect the hepatopa-
ncreas and evaluate the load of V. parahaemolycticus. The 
survival rate and visual signs of the disease were recorded 
daily.

Dissection and tissue sample preparation

The organisms were sacrificed by thermal shock induced 
by freezing for 10 min and dissected in a sterile area. The 
exoskeleton was removed by a longitudinal cut from head to 
telson. Using a phase contrast microscope (Axio Scope.A1; 
Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), hepatopancreas samples 
were obtained from a dorsal transversal cut and embedded 
in isotonic solution (0.85%) for fresh analysis, according to 
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Disección y preparación de muestras de tejido

Los organismos se sacrificaron mediante choque térmico 
inducido por congelación durante 10 min y se diseccionaron 
en una zona estéril. El exoesqueleto se retiró mediante un 
corte longitudinal desde la cabeza hasta el telson. Usando 
un microscopio de contraste de fases (Axio Scope.A1; Carl 
Zeiss, Oberkochen, Alemania), se obtuvieron muestras 
de hepatopáncreas a partir de un corte transversal dorsal y 
se embebieron en una solución isotónica (0.85%) para su 
análisis en fresco, según la metodología establecida por 
Cuéllar-Anjel (2014). Para analizar la carga bacteriana y 
realizar los análisis metagenómicos, los tejidos se homoge-
neizaron individualmente en 500 µL de solución salina estéril 
utilizando un disruptor de tejidos DragonLab modelo D-160 
(DLAB Scientific Inc., Riverside, CA, EE.UU.).

Análisis de la carga bacteriana 

Las muestras de los organismos desafiados con la cepa 
CVP2 y las del control negativo se sembraron en medios 
selectivos para corroborar el aumento de V. parahaemolyticus 
en el hepatopáncreas después de la administración oral, en 
contraste con el control negativo sin tratamiento. Se realizó 
una determinación preliminar de la carga bacteriana tanto de 
los organismos como del alimento antes del procedimiento 
experimental para descartar la presencia inicial de especies 
de Vibrio. La estimación de la carga de V. parahaemolyticus 
se realizó con 100 μL de cada hepatopáncreas homogenei-
zado, diluido a 1 × 10–4 en solución salina estéril y sembrado 
en placas de agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) por 
triplicado. Las placas de agar TCBS se incubaron a 35 °C 
durante 12 h y se contaron las colonias verdes. Para los 
análisis estadísticos de las UFC por hepatopáncreas resul-
tantes de los tratamientos CVP2 y CN se tomaron las UFC 
totales de todas las diluciones y se usó la función t.test del 
lenguaje de programación estadística R (www.r-project.org). 
Los resultados se visualizaron en un gráfico de barras con el 
paquete ggplot2 (Wickham 2011).

Extracción de ADN y análisis metagenómico 

La composición de la microbiota asociada al hepatopán-
creas de los camarones se determinó mediante un análisis 
metagenómico a través de la secuenciación del gen de ADNr 
16S (región V4). El ADN total, ya fuera del control nega-
tivo (CN, no sometido a tratamiento), del tratamiento con 
V. parahaemolyticus (CVP2, administrado en la dieta) o del 
tratamiento con E. coli (Eco, administrado en la dieta), se 
obtuvo directamente del macerado del hepatopáncreas utili-
zando el kit Miniprep Fungal/Bacterial Quick-DNA (Zymo 
Research, CA, EE.UU.) y se mezcló según cada tratamiento. 
El ADN total extraído se envió al Next Generation Sequen-
cing Core del Laboratorio Nacional Argonne (Argonne, IL, 
EE.UU.), para la secuenciación de amplicones. Brevemente, 

the methodology established by Cuéllar-Anjel (2014). For 
the bacterial load and metagenomic analyses, tissues were 
homogenized individually in 500 µL of sterile saline solution 
using a tissue disruptor DragonLab model D-160 (DLAB 
Scientific Inc., Riverside, CA, USA).

Bacterial load analyses

Samples from organisms challenged with the CVP2 strain 
and those from NC were plated on selective media to cor-
roborate the increase of V. parahaemolyticus in the hepato-
pancreas after oral administration in contrast to NC without 
treatment. To discard the initial presence of Vibrio species, a 
preliminary determination of the bacterial load in the organ-
isms and food was performed before the experimental pro-
cedure. To estimate the load of V. parahaemolyticus, 100 μL 
of each homogenized hepatopancreas was diluted to 1 × 10–4 
in a sterile saline solution and spread on thiosulfate citrate 
bile salts sucrose (TCBS) agar plates in triplicate. The TCBS 
agar plates were incubated at 35 °C for 12 h, and green col-
onies were counted. The CFUs per hepatopancreas that 
resulted from the CVP2 treatment and NC were statistically 
analyzed using the total CFUs of all the dilutions with the 
t.test function of the R statistical programming language 
(www.r-project.org). The results were visualized in a bar plot 
with the package ‘ggplot2’ (Wickham 2011).

DNA extraction and metagenomic analysis

The composition of the microbiota associated with shrimp 
hepatopancreases was determined by a metagenomic anal-
ysis using 16S gene rDNA sequencing (V4 region). Total 
DNA, either from the NC, the V. parahaemolyticus treatment 
(CVP2, administered in the diet), or the E. coli treatment 
(Eco, administered in the diet), was directly obtained from 
the mash of hepatopancreases by using the Miniprep Fungal/
Bacterial Quick-DNA kit (Zymo Research, CA, USA) and 
pooled according to each treatment. The total extracted 
DNA was sent to the Next Generation Sequencing Core at 
Argonne National Laboratory (Argonne, IL, USA) for ampl-
icon sequencing. Briefly, the microbial 16S rDNA gene V4 
regions were amplified using the primer set 515F and 806R 
following the method described by Kozich et al. (2013). We 
used the Illumina MiSeq 500-cycle kit (Illumina, San Diego, 
CA) and an Illumina MiSeq sequencer for the paired-end 
sequencing (150 × 150 bp) of 16S rDNA gene amplicons 
of the V4 regions. Primer trimmed pair-ended bacterial 16S 
rDNA gene sequences were merged using the Ribosomal 
Database Project (RDP) paired-end reads assembler. Assem-
bled sequences with an expected maximum error adjusted Q 
score less than 25 (Q > 25) over the entire sequence were 
eliminated (Cole et al. 2014). VSEARCH (v2.4.3, 64 bit) was 
used to remove chimeras de novo, followed by removing chi-
meras by reference using the RDP 16S rDNA gene (Rognes 
et al. 2016). High quality and chimera-free sequences were 
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las regiones V4 del gen de ADNr 16S microbiano se ampli-
ficaron utilizando el conjunto de cebadores 515F y 806R 
siguiendo el método descrito por Kozich et al. (2013). Utili-
zamos el kit Illumina MiSeq 500-cycle (Illumina, San Diego, 
CA) y un secuenciador Illumina MiSeq para la secuenciación 
de lectura pareada (150 × 150 pb) de los amplicones de las 
regiones V4 del gen del ADNr 16S. Las secuencias pareadas 
de los genes bacterianos de ADNr 16S recortadas de los 
cebadores fueron fusionadas utilizando el ensamblador de 
lecturas pareadas (Paired-end Reads Assembler) del Proyecto 
de Base de Datos Ribosomal (Ribosomal Database Project 
[RDP]). Se eliminaron las secuencias ensambladas con una 
puntuación Q ajustada de error máximo esperado inferior a 
25 (Q > 25) (Cole et al. 2014). Se utilizó VSEARCH (v2.4.3, 
64 bits) para eliminar quimeras de novo, seguido de la elimi-
nación de quimeras por referencia utilizando el gen de ADNr 
16S RDP (Rognes et al. 2016). A continuación, las secuen-
cias de alta calidad y libres de quimeras se agruparon con una 
similitud de secuencia del 97% mediante CD-HIT (v4.6.1) y 
RDP Classifier con un corte de confianza del 50%, lo que dio 
lugar a la identificación de unidades taxonómicas operativas 
(UTO) únicas y su abundancia en cada muestra (Wang et al. 
2007, Bonder et al. 2012, Fu et al. 2012, Chen et al. 2013). La 
tabla de las UTO resultante se procesó a continuación para 
ser analizada con el lenguaje de programación R utilizando 
diversos paquetes y scripts personalizados (www.r-project.
org). Los índices de biodiversidad alfa Chao1, Shannon y 
Simpson se estimaron con el paquete vegan (Oksanen et al. 
2014). Posteriormente, se comprobó si las distribuciones de 
la estructura de la comunidad bacteriana presentaban diferen-
cias significativas entre los distintos tratamientos mediante 
la prueba de Kruskal-Wallis. Para evaluar las diferencias 
entre las estructuras de las comunidades bacterianas de las 
muestras de los tratamientos CVP2, Eco y CN, se realizó 
un análisis de componentes principales (ACP) utilizando 
la función prcomp con el paquete ggfortify (Oksanen et al. 
2014, Coleman-Derr et al. 2016, Castañeda y Barbosa 2017).

Resultados

No se registró la muerte de ningún organismo en ninguno 
de los grupos experimentales en los 5 días posteriores al 
bioensayo, por lo que la tasa de supervivencia en este expe-
rimento fue del 100%. Además, los organismos no mostraron 
dificultades para nadar, letargo, intestino vacío ni hepato-
páncreas pálido después de los tratamientos. Se realizó una 
preparación en fresco de los túbulos hepatopancreáticos de los 
camarones desafiados con las cepas de V. parahaemolyticus 
(CVP2) y E. coli (Eco) para determinar algunas alteraciones 
morfológicas presuntivas relacionadas con la NHPA. Como 
se esperaba, el CN no mostró alteraciones de los túbulos 
hepatopancreáticos (Fig. 1a). El tratamiento Eco no indujo 
alteraciones morfológicas ni comprometió la integridad de 
los túbulos hepatopancreáticos de P. vannamei (Fig. 1b). El 
grupo con el tratamiento con CVP2 mostró una constricción 

then clustered at 97% sequence similarity using CD-HIT 
(v4.6.1) and the RDP Classifier with a confidence cutoff at 
50%, which resulted in the identification of unique opera-
tional taxonomic units (OTU) and their abundance in each 
sample (Wang et al. 2007, Bonder et al. 2012, Fu et al. 2012, 
Chen et al. 2013). The resulting OTU table was then pro-
cessed to be analyzed with R programming language using 
a variety of packages and custom scripts (www.r-project.
org). The alpha biodiversity indices Chao1, Shannon, and 
Simpson were estimated with the vegan package (Oksanen 
et al. 2014). The distributions of the bacterial community 
structure were subsequently tested for significant differences 
between the different treatments using the Kruskal–Wallis 
test. To assess differences between the bacterial community 
structures from the hepatopancreas samples of the CVP2, 
Eco, and NC treatments, a principal component analysis 
(PCA) was performed using the prcomp function with the 
ggfortify package (Oksanen et al. 2014, Coleman-Derr et al. 
2016, Castañeda and Barbosa 2017). 

Results

No death of any organism in any of the different exper-
imental groups was recorded within 5 days of the bioassay, 
thus, the survival rate in this experiment was 100%. In addi-
tion, the organisms did not show swimming difficulties, leth-
argy, empty intestines, or pale hepatopancreases after the 
treatments. A direct fresh analysis from shrimp hepatopancre-
atic tubules challenged with strains of V. parahaemolyticus 
(CVP2) and E. coli (Eco) was performed to determine some 
presumptive morphological alterations related to AHPND. 
As expected, the NC showed no alterations of the hepatopa-
ncreatic tubules (Fig. 1a). The Eco treatment did not induce 
morphological alterations neither compromised the hepato-
pancreatic tubule integrity of P. vannamei (Fig. 1b). How-
ever, the CVP2 treatment group showed a hepatopancreatic 
tubular constriction, which is a presumptive characteristic of 
the acute stage of AHPND (Fig. 1c). 

As a first approach to assess the CVP2 strain load in 
shrimp hepatopancreases after the bacterial challenge, the 
CFUs from this organ were estimated using a selective 
media (TCBS) for the Vibrio genus. The results showed a 
significant (P = 0.0004438) increase in CVP2 load of more 
than one order of magnitude (>10-fold) compared to the NC 
(Fig. 2).

To infer whether the structure of the bacterial commu-
nity in the hepatopancreas was affected by the treatments, a 
next-generation sequencing (NGS) coupled with 16S rDNA 
metagenomic exploratory analysis was performed. The bac-
terial community in hepatopancreases with the CVP2 and 
Eco treatments showed a marked and characteristic struc-
ture that was dominated by a particular genus (Fig. 3a). The 
samples of hepatopancreases with the CVP2 treatment were 
dominated by the Vibrio genus. Hepatopancreases in the 
Eco treatment group were dominated by Acinetobacter and 
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tubular hepatopancreática, la cual es una característica 
presuntiva de la fase aguda de la NHPA (Fig. 1c). 

Como primera aproximación para evaluar la carga de la 
cepa CVP2 en el hepatopáncreas de los camarones tras el 
desafío, las UFC de este órgano se estimaron utilizando un 
medio selectivo (TCBS) para el género Vibrio. Los resul-
tados mostraron un aumento significativo (P = 0.0004438) 
en la carga de CVP2 de más de un orden de magnitud (>10 
veces), en comparación con el CN (Fig. 2).

Para inferir si los diferentes tratamientos afectaron a las 
estructuras de la comunidad bacteriana del hepatopáncreas, 
se realizó la secuenciación de nueva generación (SNG), 
junto con el análisis exploratorio metagenómico del ADNr 
16S. Las comunidades bacterianas en los hepatopáncreas 
con los tratamientos CVP2 y Eco mostraron una estructura 
marcada y característica, dominada por un género en parti-
cular (Fig. 3a). En la muestra de los hepatopáncreas con 
CVP2 predominó el género Vibrio. En la muestra de los hepa-
topáncreas con Eco predominaron los géneros Acinetobacter 
y “Candidatus Pelagibacter”. La muestra de los hepatopán-
creas en el CN mostró una diversidad más rica y mayor que 
la observada en la muestra de los hepatopáncreas con CVP2 
y Eco: Roseibacillus, Lewinella, Pseudoalteromonas, Vibrio, 
Algoriphagus y Formosa se encontraron entre los géneros 
más abundantes sin una dominancia obvia para ningún género 
en particular (Fig. 3a). Para apoyar nuestras observaciones, 
se realizaron estimaciones de diversidad alfa para las mues-
tras CVP2, Eco y CN. La estimación de la riqueza (índice de 
Shannon) reveló que la muestra CN tuvo la mayor riqueza 
bacteriana y la muestra CVP2 la menor; esto se relacionó con 
la dominancia del género Vibrio en la muestra CVP2 (Tabla 1, 
Fig. 3a). Resultó interesante que los índices de diversidad 
alfa mostraron un rango estrecho para las UTO observadas e 
incluso una similitud estrecha entre las muestras CVP2 y CN 

a b c

500 µm 500 µm 500 µm

Figure 1. Fresh preparation of hepatopancreatic tubules from Penaeus vannamei. Hepatopancreatic tubules from (a) organisms without treat-
ment (NC) and (b) organisms challenged with Escherichia coli DH5α strain (Eco). (c) Hepatopancreatic tubule constriction (highlighted with 
arrows) from organisms challenged with the Vibrio parahaemolyticus CVP2 strain (CVP2). 100× magnification.
Figura 1. Preparación en fresco de los túbulos hepatopancreáticos de Penaeus vannamei. Túbulos hepatopancreáticos de (a) organismos sin 
tratamiento (NC) y (b) organismos desafiados con la cepa Escherichia coli DH5α (Eco). (c) Constricción de los túbulos hepatopancreáticos 
(resaltada con flechas) de organismos desafiados con la cepa de Vibrio parahaemolyticus CVP2 (CVP2). Aumento 100×.
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Figure 2. Vibrio parahaemolyticus load estimation expressed as 
colony forming units (CFU) per hepatopancreas from organ-
isms challenged with V. parahaemolyticus CVP2 strain and from 
non-challenged organisms (negative control [NC]). The results 
are represented as mean ± standard deviation. Statistical signif-
icance was determined using a Student unpaired, 2-tailed t test 
(***, P < 0.001).
Figura 2. Estimación de la carga de Vibrio parahaemolyticus 
expresada como unidades formadoras de colonia (CFU) por hepa-
topáncreas, a partir de organismos desafiados con la cepa CVP2 de 
V. parahaemolyticus y de organismos no desafiados (control nega-
tivo [NC]). Los resultados se representan como media ± desvia-
ción estándar. La significancia estadística se determinó mediante 
una prueba t de Student no pareada de 2 colas (***, P < 0.001).
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(índice de Chao1; Tabla 1). El índice de Simpson reveló que 
todas las muestras eran uniformes y que estaban compuestas 
mayoritariamente por organismos bacterianos; el índice de 
cobertura de Good mostró que la cobertura de secuencias de 
todas las muestras se realizó correctamente (>99%; Tabla 1). 
La prueba de Kruskal-Wallis mostró que los tratamientos ejer-
cieron un efecto significativo (P = 0.0002927) sobre la distri-
bución de la estructura de la comunidad bacteriana. Además, 
el ACP mostró que no hubo ninguna agrupación entre todas 
las muestras; estas se localizaron en un cuadrante diferente en 
el gráfico del ACP (Fig. 3b). El APC coincidió con la determi-
nación de las estructuras de la comunidad bacteriana (Fig. 3a), 
las estimaciones de la diversidad alfa (Tabla 1) y los resul-
tados de la prueba de Kruskal-Wallis.

‘Candidatus Pelagibacter’ genera. Compared to the diversity 
observed in the samples from hepatopancreases with CVP2 
and Eco treatments, the diversity in hepatopancreases in the 
NC was richer and higher: Roseibacillus, Lewinella, Pseu-
doalteromonas, Vibrio, Algoriphagus, and Formosa were 
among the most abundant genera with no obvious dominance 
for any particular genus (Fig. 3a). To support our observa-
tions, alpha-diversity estimations were performed for CVP2, 
Eco, and NC samples. The richness estimation (Shannon 
index) showed that the NC sample had the highest bacterial 
richness and the CVP2 sample the lowest; this was associ-
ated with the dominance of the Vibrio genus in the CVP2 
sample (Table 1, Fig. 3a). Interestingly, the alpha- diver-
sity indices showed a narrow range for the OTUs observed 

Figure 3. Metagenomic analysis through 16S rDNA gene sequencing (V4 region) from shrimp hepatopancreases challenged with the 
Vibrio parahaemolyticus CVP2 strain. (a) Shrimp hepatopancreas bacterial community structures compared between treatments (CVP2, 
Eco, and NC) at genus taxonomic level; (b) Principal components analysis of the bacterial community structures between treatments: 
V. parahaemolyticus (CVP2), Escherichia coli (Eco), and organisms without treatment (NC).
Figura 3. Análisis metagenómico mediante la secuenciación del gen de ADNr 16S (región V4) del hepatopáncreas de camarones desafiados 
con la cepa de Vibrio parahaemolyticus CVP2. (a) Estructuras de las comunidades bacterianas del hepatopáncreas de camarón comparadas 
entre tratamientos (CVP2, Eco y NC) al nivel taxonómico de género. (b) Análisis de componentes principales de las estructuras de las comu-
nidades bacterianas entre tratamientos: V. parahaemolyticus (CVP2), Escherichia coli (Eco) y organismos sin tratamiento (NC).
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Discusión

En camarones sanos, se ha demostrado que las bacterias 
residen en diferentes órganos internos, incluso en el sistema 
circulatorio, durante unos minutos u horas. Por lo tanto, 
frecuentemente se encuentran bacterias en cantidades de 
hasta 1 × 103 UFC·mL–1 en la hemolinfa de organismos sanos 
(Gómez-Gil et al. 2016). En Asia y América, varias especies 
bacterianas se asocian con enfermedades del camarón blanco. 
Sin embargo, el papel de Vibrio no se ha demostrado como 
un agente primario y se considera un patógeno secundario 
u oportunista (Flores-Miranda et al. 2012). Las especies de 
Vibrio se consideran un componente de la microbiota normal 
en los organismos de cultivo. Sin embargo, bajo condiciones 
de estrés o manejo deficiente en los sistemas de produc-
ción, las especies de Vibrio han generado problemas críticos 
relacionados con la aparición de enfermedades asociadas 
(Peña-Navarro y Varela-Mejías 2015, de Souza-Valente y 
Wan 2021).

Bajo las condiciones experimentales del presente estudio, 
demostramos los signos presuntivos de la NHPA, con las 
alteraciones morfológicas distintivas en el hepatopáncreas 
de camarón (Fig. 1c) que se relacionan directamente con 
esta enfermedad, tal como fue reportado previamente por 
Peña-Navarro y Varela-Mejías (2015). Para determinar el 
impacto del desafío con la cepa CVP2 en el hepatopáncreas 
de P. vannamei, se estimó la carga de V. parahaemolyticus 
(UFC·hepatopáncreas–1) utilizando TCBS. Estos resultados, 
junto con el análisis metagenómico, mostraron la misma 
tendencia tanto para las UFC por hepatopáncreas como para 
las lecturas del género Vibrio por muestra, con una dife-
rencia de más de un orden de magnitud (>10 veces) para el 
tratamiento CVP2 en comparación con el CN (Figs. 2, 3a). 
Sin embargo, cabe destacar que, a través del análisis meta-
genómico, determinamos que las especies relacionadas con 
Vibrio no estuvieron presentes en el tratamiento Eco. Por otro 
lado, las especies relacionadas con el género Escherichia 
estaban presentes en el hepatopáncreas con recuentos de 
lecturas extremadamente bajos (solo 4 lecturas). El enfoque 
de utilizar un medio selectivo, como el TCBS, y estimar 
las UFC por hepatopáncreas es restringido para la detec-
ción de especies de Vibrio. Esto nos permitió determinar si 

and even high similarity between CVP2 and NC samples 
(Chao1 index; Table 1). The Simpson index showed that 
all the samples were uniform and composed mainly of bac-
terial organisms; the Good’s coverage index showed that 
sequence coverage for all samples was properly conducted 
(>99%; Table 1). The Kruskal–Wallis test showed that the 
treatments exerted a significant effect (P = 0.0002927) on 
the distribution of the bacterial community structure. Fur-
thermore, the PCA analysis showed no clustering among all 
the samples; these were located in a different quadrant in the 
PCA plot (Fig. 3b). The PCA was consistent with the bacte-
rial community structures determined (Fig. 3a), the alpha- 
diversity estimations (Table 1), and the Kruskal–Wallis test 
results.

Discussion

In healthy shrimp, bacteria have been shown to reside 
in different internal organs, even in the circulatory system, 
for a few minutes or hours. Therefore, bacteria are com-
monly found in abundances of up to 1 × 103 CFU·mL–1 in the 
hemolymph of healthy organisms (Gomez-Gil et al. 2016). 
In Asia and America, several bacterial species are associ-
ated with white shrimp diseases. Nevertheless, the role of 
Vibrio has not been demonstrated as a primary agent and is 
considered a secondary or opportunistic pathogen (Flores- 
Miranda et al. 2012). Vibrio species are considered a com-
ponent of normal microbiota in farmed organisms. However, 
under stress conditions or deficient management in produc-
tion systems, Vibrio species have caused critical problems 
related to the appearance of related diseases (Peña-Navarro 
and Varela-Mejías 2015, de Souza-Valente and Wan 2021).

Under the experimental conditions used in the present 
study, we were able to demonstrate the presumptive signs 
of AHPND with the distinctive morphological alterations 
in shrimp hepatopancreases directly associated with this 
disease (Fig. 1c), as reported previously by Peña-Navarro 
and Varela-Mejías (2015). To determine the impact of 
challenging P. vannamei hepatopancreases with the CVP2 
strain, V. parahaemolyticus load (CFU·hepatopancreas–1) 
were estimated using TCBS. These results, together with 
the metagenomic analysis, showed the same trend for both 

Table 1. Alpha diversity estimations. Organisms challenged with the CVP2 strain (CVP2). Organisms challenged with the Escherichia coli 
strain (Eco). Organisms without treatment (NC).
Tabla 1.  Estimaciones de diversidad alfa. Organismos desafiados con la cepa CVP2 (CVP2). Organismos desafiados con de la cepa de 
Escherichia coli (Eco). Organismos sin tratamiento (NC).

Sample Treatment Observed OTU Chao1 index Shannon index Simpson index Good’s coverage
CVP2 Vibrio parahaemolyticus 157 185.0000000 2.886180166 0.996649153 99.57%

Eco Escherichia coli 191 215.8965517 3.909714410 0.934122365 99.77%

NC Negative Control 172 184.2500000 5.686276534 0.996264740 99.84%
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efectivamente se había producido un aumento en la carga 
de V. parahaemolyticus (colonias verdes), con respecto al 
control negativo (CN). Sin embargo, se necesita más infor-
mación para determinar una disbiosis, ya que los datos sobre 
la proporción de especies de Vibrio en la microbiota son 
nulos.

Se evaluó el efecto del desafío con la cepa CVP2 en la 
estructura de la comunidad microbiana del hepatopáncreas 
de P. vannamei, mediante un enfoque de análisis explora-
torio metagenómico. Las comunidades bacterianas del hepa-
topáncreas del camarón experimentaron un cambio drástico 
en todos los organismos suplementados en la dieta con una 
bacteria específica (CVP2 o Eco). El género Vibrio dominó 
las muestras de los hepatopáncreas de los organismos desa-
fiados con CVP2. En la muestra de Eco predominaron los 
géneros Acinetobacter y “Candidatus Pelagibacter”, lo que 
demuestra el impacto ejercido por E. coli, que se introdujo en 
la microbiota del hepatopáncreas y estimuló la proliferación 
de otros géneros. 

Las estructuras de la comunidad bacteriana en varios 
órganos de camarones (P. vannamei, Penaeus monodon y 
Litopenaeus stylirostris) se encuentran en un delicado equi-
librio que se modifica fácilmente por el desarrollo y estado 
de salud del camarón (Rungrassamee et al. 2013, Cardona et 
al. 2016, Chen et al. 2017, Cornejo-Granados et al. 2017). 
La caracterización de la microbiota de un organismo es 
crucial para comprender las interacciones y relaciones entre 
el hospedero y sus microorganismos colonizadores (Gao et 
al. 2019).

En conjunto, los datos del presente estudio mostraron una 
alteración de la estructura de la microbiota en el hepatopán-
creas del camarón blanco (P. vannamei) inoculado mediante 
la alimentación con la cepa CVP2 de V. parahaemolyticus, 
la cual se asocia con NHPA. Estos resultados, obtenidos en 
condiciones controladas, concuerdan con estudios de campo 
durante brotes de NHPA que describen un enriquecimiento 
en el tracto digestivo de especies del orden Vibrionales que a 
su vez provoca cambios en la abundancia relativa en la comu-
nidad bacteriana, específicamente, una simplificación de la 
diversidad microbiana (reducción del índice de Shannon) 
(Chen et al. 2017, Dong et al. 2021).

Por otro lado, aunque no se observaron signos de enfer-
medad a nivel macroscópico ni mortalidad durante el periodo 
de evaluación, a nivel microscópico la morfología de los 
túbulos hepatopancreáticos cambió en los organismos desa-
fiados (Fig. 1). Este cambio es un signo característico obser-
vado en los organismos infectados con cepas asociadas a 
NHPA (Carrillo-Méndez et al. 2019).

El presente estudio proporciona información sobre 
el desequilibrio de la microbiota del hepatopán-
creas de P. vannamei tras un desafío con una cepa de 
V. parahaemolyticus asociada a NHPA en condiciones 
experimentales. Los resultados muestran una disbiosis de 
la microbiota del hepatopáncreas y alteraciones en este 
órgano antes de la manifestación visible de la enfermedad. 

CFUs per hepatopancreas and Vibrio genus reads per sample 
with a difference of more than one order of magnitude (>10-
fold) for the CVP2 treatment compared to the NC (Figs. 2, 
3a). However, it is worth noting that, through the metag-
enomic analysis, we determined that Vibrio-related spe-
cies were not present in the Eco treatment. On the other 
hand, Escherichia-related species were present in hepato-
pancreases with extremely low read counts (only 4 reads). 
The approach to use a selective media, such as TCBS, and 
estimate CFUs per hepatopancreas is restricted for Vibrio 
species detection and allowed us to determine if indeed an 
increase in the V. parahaemolyticus content (green colonies) 
had taken place with respect to the negative control (NC). 
However, more information is needed for determining a dys-
biosis, since the data on the proportion of Vibrio-related spe-
cies in the microbiota are null.

The effect of challenging P. vannamei with the CVP2 
strain on the hepatopancreas microbial community structure 
was assessed through a metagenomic exploratory analysis 
approach. The bacterial community structure of the hepatopa-
ncreas underwent a drastic change in all the organisms supple-
mented with a specific bacterium (CVP2 or Eco) in the diet. The 
hepatopancreas samples from the CVP2-challenged organisms 
were dominated by the Vibrio genus. The Eco sample was 
dominated by Acinetobacter and “Candidatus Pelagibacter” 
genera; this shows the impact exerted by E. coli, which was 
fed into the hepatopancreas microbiota and stimulated the 
proliferation of other genera. 

In shrimps (P. vannamei, Penaeus monodon, and 
Litopenaeus stylirostris), bacterial community struc-
tures in several organs are in a delicate balance that shifts 
with the development and health status of the organism 
(Rungrassamee et al. 2013, Cardona et al. 2016, Chen et al. 
2017, Cornejo-Granados et al. 2017). The characterization of 
microbiota in an organism is crucial to understand the inter-
actions and relationships between the host and its colonizing 
microorganisms (Gao et al. 2019).

Altogether, the data in the present study displayed an 
altered microbiota structure in the hepatopancreases of 
white shrimp (P. vannamei) inoculated by feeding with the 
V. parahaemolyticus strain CVP2, which is associated with 
AHPND. These results, obtained under controlled condi-
tions, are consistent with field studies during AHPND out-
breaks which report an enrichment in the digestive tract 
of species of the order Vibrionales that leads to changes in 
the relative abundance in the bacterial community, specifi-
cally, a simplification of microbial diversity (reduction in the 
Shannon index) (Chen et al. 2017, Dong et al. 2021). 

On the other hand, although no signs of disease were 
observed at the macroscopic level or mortality during the 
evaluation period, at a microscopic level (Fig. 1), hepato-
pancreatic tubule morphology changed in the challenged 
organisms. This change is a characteristic sign observed 
in the organisms infected with AHPND-associated strains 
(Carrillo-Méndez et al. 2019). 
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Se necesitan más estudios para establecer la línea base de lo 
que es una estructura microbiana saludable del tracto diges-
tivo del camarón en condiciones de cultivo para discriminar 
qué magnitud del cambio en la estructura microbiana sería un 
indicador de disbiosis.
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The present research study provides insight into the imbal-
ance of microbiota in the hepatopancreas of P. vannamei 
following a challenge with an AHPND-associated 
V. parahaemolyticus strain under experimental conditions. 
The results show dysbiosis of the hepatopancreas microbiota 
and alterations in this organ before the visible manifestation 
of the disease. More studies are needed to establish the base-
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magnitude of change in microbial structures would be a dys-
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