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Presencia de microsporidio hepatopancreatico hace al
camaron blanco del Pacifico susceptible a AHPND, SHPN
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EI EHP ha estado afectando a la industria del cultivo de camarén
antes de la aparicion de brotes de AHPND, por lo que es posible que el
EHP favorece el establecimiento de AHPND y otras enfermedades
bacterianas, tales como SHPN.

El microsporidio hepatopancredtico intracelular Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) ha sido reportado
en el cultivo de camaron tigre negro (Penaeus monodon) y de camardn blanco del Pacifico (P
vannamei) en China, Indonesia, Malasia, Vietnam, Tailandia y la India, asi como en otros paises del
sudeste asiatico.

EHP causa retardo en el crecimiento y mayor variabilidad de tallas, y en estadios mas avanzados, los
camarones infectados tienen cascaras blandas y exhiben letargo, alimentacion reducida y tractos
digestivos-medios vacios. Actualmente, el EHP se diagnostica por histologia, hibridacion /In-situ'y PCR.

Durante el afio 2009-2012, una nueva enfermedad emergente llamada Enfermedad de Necrosis
Hepatopancreatica Aguda (AHPND), también conocida como Sindrome de Mortalidad Temprana
(EMS), comenzd a provocar mortalidades significativas en el camarén y pérdidas de produccién en la
mayoria de los paises donde se habia reportado EHP. En algunos casos, el AHPND también fue
reportado en co-infeccion con EHP. Se determiné que los agentes causales de AHPND eran bacterias
Vibrio incluyendo Vibrio parahaemolyticus, V. campbellii, V. owensiiy V. harveyi.
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Algunos paises asiaticos
productores de camaron,
especialmente India e
Indonesia, sélo han sido
afectados por EHP y
hasta el momento no se
han notificado casos de
AHPND. Estos paises
han visto un aumento de
los problemas
bacterianos que
contribuyen a la Vibriosis
del hepatopancreas, que
ha sido ” sindrome de
mortalidad en marcha” y
“sindrome de heces
blancas.” Los camarones
afectados por estas
condiciones muestran
necrosis
hepatopancreatica
séptica (SHPN).

Coam VoA

Debido a que el EHP ha Camarones que muestran WFS presentan EHP y SHPN; EHP + SHPN=WFS.

estado afectando a la

industria del cultivo de

camaroén antes de la

aparicion de brotes de AHPND, es posible que el EHP favorezca el establecimiento de AHPND y otras
enfermedades bacterianas, como SHPN. Para determinar la relacién de EHP con AHPND y SHPN -y
apoyados por el Instituto Nacional de Alimentacion y Agricultura de los Estados Unidos bajo el
proyecto N © ARZT - 5704190 — A50-126 — evaluamos el factor de riesgo de EHP con estas
enfermedades: AHPND a través de pruebas experimentales, y SHPN por un analisis de casos y
controles. Este articulo resume la publicacion original [Aquaculture 471 (2017) 37-42)].

Configuracion del estudio

Se utilizaron animales Penaeus vannamei libres de patégenos especificos (SPF) de una instalacion
comercial (Shrimp Improvement Systems en Islamorada, Fla.). Las infecciones experimentales se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Patologia Acuicola (APL), Universidad de Arizona (EE.UU.).
Consulte la publicacién original o pédngase en contacto con el primer autor para obtener una
descripcién detallada de los diversos experimentos para propagar la infeccion por EHP en camarones
SPF en el APL; las cepas bacterianas y cultivo de AHPND; los bioensayos de patogenicidad e
histopatologia de AHPND; los conteos bacterianos e histopatologia en un curso de infeccién de 12
horas; la relacién entre la microsporidiosis hepatopancreatica (HPM) y la necrosis hepatopancreatica
séptica (SHPN) a nivel de granja; la histopatologia e hibridacién /n situ (ISH) para EHP; ensayos de PCR
para EHP y AHPND; y los analisis estadisticos utilizados en este estudio.

Resultados
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En relacion a la infeccion por EHP antes de la infeccién por AHPND, EHP se confirmé mediante
histopatologia en muestras de camaron pre-infectado de EHP y en el grupo de control EHP negativo. La
severidad de la infeccion varié entre G1 y G2 basandose en una escala semi-cuantitativa. La infeccidn
fue mas prominente en las regiones medial y proximal que en la region distal. Antes de la infeccion
experimental, no se observaron lesiones de AHPND en ningun animal.

La Tabla 1 muestra los resultados de la infeccion experimental con VPaHpnp. NO se observd mortalidad
en los tanques de control negativo en los dos experimentos. Confirmado por PCR e histopatologia, el
VPanpnp Utilizado en este experimento causé AHPND en los animales infectados. Los grupos
expuestos a una dosis alta de V parahaemolyticus tuvieron una alta mortalidad (83 por ciento y 64 por
ciento).

Aranguren, EHP, Tabla 1

. No.
Dosis ° .
. Grupo . camarones Mortalidad
Experimento . Tratamiento (CFU/mL N
Experimental muertos/No. (%)
agua)
total
1 AHPND Dosis baja 24X 10 (5th 0/5 0
poder)
1 EHP-AHPND Dosis baja 24 X10 (5th 3/5 60
poder)
1 Control positivo Dosis alta 24 X710 (6th 5/6 83
poder)
1 Control de tanque Control negativo 0 0/5 0
EHP
Control negativo
1 Control de tanque 0 0/5 0
SPF
2 AHPND Dosis baja 24 X10 (5th 2/11 18
poder)
2 EHP-AHPND Dosis baja 24 X170 (5th 4/9 44
poder)
2 Control positivo Dosis alta 2.4 X10 (6th 7/11 64
poder)
Control negativo
2 Control de tanque 0 0/5 0
EHP
Control negativo
2 Control de tanque SPF 0 0/5 0

Tabla 1. Mortalidad comparativa de camarones pre-infectados por EHP (EHP-AHPND) frente a no pre-
infectados (AHPND), infectados con VP-AHPND.

Cuando los juveniles del grupo EHP-AHPND (camarones pre-infectados por EHP infectados con
VPanpnp) fueron desafiados con una dosis baja, tuvieron mortalidades mas altas — 60 por ciento
frente a 0 por ciento y 44 por ciento frente a 18 por ciento en los experimentos No. 1y No. 2,
respectivamente — que los del grupo AHPND (camarones infectados con VPaHpND)-
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La Fig. 1 muestra una comparacion de las curvas de supervivencia entre los grupos AHPND frente a
EHP-AHPND vy se encontré una diferencia significativa (P <0,05).

Fig. 1: Comparacién de la curva de supervivencia acumulada entre los
grupos AHPND versus EHP AHPND infectados por AHPND.
Experimento No. 2.

Los animales moribundos examinados por histologia tenian lesiones tipicas de AHPND, incluyendo un
desprendimiento masivo de células epiteliales de tubulos hepatopancreaticos en las regiones medial y
proximal del hepatopancreas, y progresando hacia afuera a la regién distal. La fase terminal
(caracterizada por un SHPN tipico) fue observada en algunos animales.

Los animales muertos se analizaron por PCR para AHPND y EHP. En el grupo AHPND vy los tanques de
control positivo, sélo se encontraron resultados positivos de AHPND. En el grupo EHP-AHPND, los
camarones fueron positivos tanto para AHPND como para EHP. Los camarones sobrevivientes del
experimento no presentaron ninguna lesién histopatoldgica de AHPND.

En el experimento de histopatologia y conteo bacteriano (curso de infeccién de 12 horas), no se
observaron lesiones histolégicas de AHPND en el grupo AHPND durante las primeras 6 horas después
de la infeccion (h.p.i.); dos animales mostraron una fase temprana de lesiones de AHPND con un grado
de gravedad G1 a las 12 h.p.i.

En el grupo EHP-AHPND, a las 0 h.p.i s6lo se observaron lesiones leves de EHP y fueron confirmadas
mediante ISH; y se observaron lesiones histopatolégicas leves de AHPND durante las primeras 6 h.p.i.

En comparacién con la ISH, no todas las células desprendidas tuvieron una reaccion positiva para EHP,
lo que sugiere que el desprendimiento estaba presente en células infectadas con EHP y células no
infectadas con EHP. A las 12 h.p.i., hubo una ausencia de células B, la necrosis progreso hacia la region
distal y ocurrié un desprendimiento masivo. A las 12 h.p.i., el 57 por ciento de los camarones del grupo
EHP-AHPND mostraron AHPND frente al 11 por ciento del grupo AHPND. No se encontraron signos
histolégicos de AHPND en camarones del control negativo.

En el estudio de control de casos (EHP y SHPN a nivel de granja), durante el periodo 2015-2016, se
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Ala izquierda: Histologia de WFS, Heces Blancas — H&E. Derecha: hibridacion In situ para EHP en WFS
[Heces Blancas - ISH (EHP)]. De: Tang et al. (2016).

analizaron los registros de 100 camarones juveniles de P vannamei de 19 estanques de crecimiento en
granjas del sudeste asiatico con antecedentes de EHP. Nuestros datos muestran una fuerte asociacién
entre los casos de SHPN y camarones infectados con EHP. Y la frecuencia de SHPN fue mayor en
animales con EHP que en aquellos camarones sin EHP.

Perspectivas

La fuerte asociacién encontrada entre los casos de SHPN y EHP sugiere que EHP aumenta la
susceptibilidad del camarén a la infeccidon por bacterias Vibrio — patdégenos oportunistas conocidos
que causan enfermedad cuando la salud del camarén estda comprometida. La infeccién por EHP
perturba las células de los tubulos del hepatopancreas y permite al Vibrio spp. ya presentes el colonizar
las células desprendidas y la membrana basal expuesta.

Utilizando dos métodos independientes, nuestro estudio demostré que los camarones blancos del
Pacifico infectados con EHP estaban co-infectados con AHPND y SHPN. Los efectos significativos de
estas co-infecciones se explican muy probablemente por las acciones sinérgicas de los patégenos
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microsporidianos y bacterianos en el tejido del hepatopancreas. A través de sus acciones combinadas,
la co-infeccion de VPanpnp Y EHP aumenta dramaticamente el dafio al hepatopancreas, hasta el punto
de causar la falla y morbilidad totales del tejido.

Analisis de casos y controles: Casos de necrosis hepatopancreatica
séptica (SHPN) y asociacién con EHP en camarones juveniles de P.
vannamei en el sudeste asiatico en 2015-2016. De: Aranguren et al.
(2017).

Nuestros resultados pueden ayudar a explicar los patrones observados de aparicion de brotes de
enfermedades en los paises productores de camarén en todo el mundo. Por ejemplo, paises de Asia
Sudoriental — como China, Vietnam, Tailandia y Malasia — que han sufrido brotes de EHP durante la
ultima década, también sufrieron brotes de AHPND afios después. Otros paises como Indonesia e India
han reportado recientemente la presencia de EHP, pero aun no han experimentado brotes de AHPND.

Sin embargo, en Indonesia una enfermedad emergente conocida como sindrome de heces blancas
(WFS) parece ser debida a la co-infeccion de EHP con otros Vibrios spp. oportunistas que causan
SHPN. Del mismo modo, en la India, el sindrome de mortalidad en marcha (RMS) se ha reportado
recientemente, con los animales afectados teniendo lesiones graves del hepatopancreas.

El desarrollo de medidas para prevenir EHP o para tratar los estanques afectados podria reducir
considerablemente las pérdidas de produccion de camaron de cultivo, y fomentamos esta
investigacion.

Referencias disponibles del primer autor.
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