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En este estudio se analizaron muestras de camarones infectados con
microsporidios, incluido el camarén tigre negro (Penaeus monodon),
recolectadas en Madagascar, Mozambiquey el Reino de Arabia
Saudita y con signos clinicos de enfermedad del camardén de algodon.
Foto de Darryl Jory.

Los microsporidios son pardsitos intracelulares obligados en una variedad de huéspedes, desde invertebrados hasta
humanos. La investigaciéon de microsporidios se ha centrado mas en hospedadores terrestres, pero
aproximadamente el 50 por ciento de los géneros conocidos de microsporidios infectan hospedadores acuaticos
como crustaceosy peces. Estas infecciones microsporidianas de huéspedes acuaticos se consideran un peligro
potencial para la salud, asi como un riesgo financiero en la acuacultura.

Una de las enfermedades criticas que afectan el cultivo del camarén es la “enfermedad de algodén del camarén”
(CSD), y los agentes causantes asociados con esta enfermedad son los microsporidios que se encuentran en al menos
cinco géneros, incluidos Pleistophora, Thelohania, Perezia, Agmasomay Ameson. Estos parasitos microsporidianos
infectan principalmente el misculo esquelético, haciendo que las regiones del cuerpo afectadas sean blancas u
opacas, lo que le da el nombre comun a esta enfermedad. Los camarones ligeramente infectados pueden versey
comportarse normalmente, pero las infecciones graves hacen que los camarones no sean comercializables o no sean
comestibles. En los camarones, el aspecto blanco opaco del musculo esta relacionado principalmente con infecciones
microsporidianas. Sin embargo, otros agentes causales como los dinoflagelados, las bacterias o los virus también
pueden estar relacionados con esta enfermedad.

Este estudio se centro en el microsporidio asociado con CSD en camarones recolectados de Madagascar,
Mozambiquey el Reino de Arabia Saudita. Investigamos sus caracteristicas histopatoldgicas y determinamos su
clasificacion taxonémica por secuenciacion de subunidades pequefias de rADN (SSU de rADN). Estas secuencias se
usan ampliamente para dilucidar las relaciones evolutivas entre organismos, ya que son de origen antiguo y se
encuentran en todas las formas de vida conocidas.

Ademas, se desarrollaron métodos de diagndstico especificos para esta enfermedad basados en: 1. hibridacién in situ
[ISH; un tipo de hibridacién usando una cadena marcada complementaria de ADN, ARN o &cidos nucleicos
modificados (es decir, sonda) para localizar una secuencia especifica de ADN o ARN en una porcién o seccién de
tejido]; y 2. reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), un método ampliamente empleado en biologia molecular para
hacer numerosas copias de un segmento de ADN especifico) dirigido a la secuencia de SSU de rADN.

Configuracion del estudio

Un total de 298 muestras de camarones con signos clinicos de CSD fueron enviadas desde Madagascar, Mozambique
y Arabia Saudita Laboratorio de Patologia Acuicola de la Universidad de Arizona durante un periodo de varios afos.
La Tabla 1 resume la informacion relevante.

Han, CSD, Tabla 1

Pais y especies Estadio Grado or.ga.n ° Nq..muestras PCR
objetivo positivas/totales
Madagascar (P. Adult G3-G4 Musculo 3/3 NA
monodon)
Madagascar (P. Juvenil G3-G4 Musculo/HP 6/30 NA
monodon)
Madagascar (P. Sub-adulto NA Musculo/HP NA pos.
monodon)
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. . . drgan No. muestr
Pais y especies Estadio Grado 0 .ga. 0 9 . uestras PCR
objetivo positivas/totales
Madagascar (P Sub-adulto 63-G4 Msculo/HP 4/19 NA
monodon)
Madagascar (P. Adulto G2-G3 Mdsculo 3/5 NA
monodon) /HP/corazon
Madagascar (P. Sub-adulto G1-G3 Musculo/HP 6/28 NA
monodon)
Madagascar (P. Juvenil NA Musculo NA pos.
monodon)
Madagascar (P. Juvenil G3-G4 Musculo/HP 35/35 NA
monodon)
Madagascar (P. Juvenil NA Musculo/HP NA pos.
monodon)
. G3-G4 Musculo
Mozambique (P Juvenil G3-G4 /HP/agallas/ 4/23 NA
monodon) 5
corazon/LO
) G3-G4 Mdusculo
Mozambique (P. PL G3-G4 /HP/agallas/ 2/50 NA
monodon) °
corazén/LO
. G3-G4 Musculo
Mozambique (P. Adulto G3-G4 /HP/agallas/ 4/4 NA
monodon) °
corazon/LO
. . G3-G4 Musculo
Saudi Arabia (P. Adulto G4 /HP/agallas/ 3/3 NA
indicus) °
corazén/LO
Saudi Arabia (P Adulto G2-G4 Musculo/HP 30/93 NA
indicus)
Sau.di Arabia ® Adulto NA Mdusculo NA pos.
indicus)
Saudi Arabia (P. Juvenil G2-G4 Musculo/HP 5/5 NA

indicus)

Tabla 1. Muestras de la enfermedad de algoddn del camarén utilizadas en este estudio (modificado de la tabla
original). Las muestras se analizaron mediante examen histopatoldgico (para presencia de microsporidios) y
ensayos de PCR. El sistema de grado G varia de GO (negativo) a G4 (gravedad mds alta). La columna de PCR
indica el 6rgano diana positivo para Perezia sp. (HP: hepatopancreas; LO: érgano linfoide). PL: postlarvas; pos:
positivo; na: no disponible.

Resultados y discusion
Examen de histopatologia

En camaronesy otros crustaceos, Perezia spp. destruye los musculos y reemplaza gradualmente la musculatura por
masas de etapas de desarrollo de parasitos y esporas. En las Gltimas etapas de la infeccion, los parasitos pueden
invadir otros tejidos y 6rganos, como los cardiomiocitos, las células epiteliales y del tejido conectivo de las glandulas
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antenales, en el mismo camardn. En este estudio, varios tejidos del mismo camarén se vieron afectados por este
microsporidio. El examen de histopatologia revelé numerosas esporas de microsporidios en muestras recolectadas de
Madagascar, Mozambique y Arabia Saudita. La infeccién afecté principalmente al hepatopancreas y al musculo, en el
nivel de gravedad correspondiente a grados que van desde G1 a G4.

Se observaron esporas maduras entre las fibras del muisculo esquelético (Fig. 1A, B) y las etapas previas a las esporas
y las esporas del epitelio infectado de los tubulos del hepatopancreas (Fig. 1C, D). En las infecciones graves, también
se observaron esporas dentro de las células epiteliales del filamento branquial (Fig. 1E, F), fibras musculares
cardiacas (Fig. 1G) y células parenquimatosas del 6rgano linfoide (Fig. TH). Las esporas que se extienden por todo el
organismo en las etapas avanzadas de la infeccién podrian haberse derivado de la infeccidon muscular: los musculos
se deterioraron gradualmentey las esporas contaminaron los tejidos circundantes. Ademas, la mayoria de los casos
(90 por ciento) de CSD fueron acompafados por infecciones de la enfermedad de ensuciamiento de las branquias
causadas por Zoothamnium sp. o Epistylis sp., que indicd que los animales que sufren microsporidiosis
probablemente eran débiles y susceptibles a infecciones secundarias o infestaciones.

Fig. 1: Lesiones representativas caracteristicas de la enfermedad
causada por el microsporidio encontrado en camarones peneidos de
Madagascar, Mozambique y Arabia Saudita. (A, B) Esporas maduras
acumuladas entre las fibras musculares esqueléticas; (C, D)
preesporas (flechas) y etapas de esporas (puntas de flecha) dentro de
las células epiteliales del tubulo del hepatopancreas (el recuadro
muestra células desprendibles); (E, F) acumulaciones
intracitoplasmaticas de esporas maduras dentro de las células
epiteliales del filamento branquial; (G) esporas maduras dentro de las
fibras musculares del corazén; (H) células parenquimatosas de
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tubulos de érganos linfoides. Tincion: (A, C, E, G, H) hematoxilina /
eosina-floxina de Mayer-Bennett; (B, D, F) Giemsa. Barras de escala =
30 um.

Secuencia de SSU de rADN del nuevo microsporidio que causa CSD

Realizamos una PCR dirigida a las secuencias de SSU de rADN de los camarones que exhibian CSD, recolectados en
Madagascar, y se obtuvo un fragmento de 1,2 kbp y se secuenciaron. La secuencia de nucleétidos de SSU de rADN se
depositd en Genbank. Segun los resultados de la prueba, la secuencia de nucleétidos tenia una identidad del 94 por
ciento con la secuencia de SSU de rADN de Pleistophora sp. infectando a Penaeus setiferus,y 93 por ciento de
identidad con la de un microesporido no identificado de Metapenaeus joineri. En 2002, Pleistophorasp. de P,

setiferus fue re-identificado como Perezia nelsonimediante exdmenes morfoldgicos. En base a la informacion de
secuencia, por lo tanto, ahora consideramos que el microsporidio recién identificado pertenece al género Perezia, y
nos referiremos a él como Perezia sp. lo sucesivo. La CSD causada por Pereziasp. parece extenderse a varios paises
productores de camarones, incluidos Madagascar, Mozambique, Arabia Saudita (el presente estudio), Estados Unidos
y Japén, pero no se ha estudiado lo suficiente.

En este estudio, los ADN gendmicos extraidos de las muestras de Madagascar y Arabia Saudita se sometieron a PCR
con cebadores especificos dirigidos a SSU de rADN. Las secuencias obtenidas fueron 100 por ciento idénticas para
ambas muestras. Casualmente, el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) detectado en estos mismos 3
paises (Madagascar, Mozambique y Arabia Saudita) también mostré patrones genémicos idénticos.

Perezia sp. — ISH especifico

La sonda reaccion6 fuertemente tanto al misculo esquelético como al hepatopancreas (Fig. 2A-C), y también a otros
érganos como las branquias, el corazén y los érganos linfoides (datos no mostrados), correspondientes a los
resultados de histopatologia. La sonda disefiada a partir de la secuencia de SSU de rADNr de Perezia sp. parecia ser
especifico para camarones con sintomas de CSD de Madagascar, Mozambique y Arabia Saudita.

Al principio, identificamos erréneamente la infeccién de Perezia sp. como infeccidén por EHP mediante examen
histopatoldégico normal. Sin embargo, esta sonda ISH no reaccioné a P, stylirostrisinfectado con E. hepatopenaei (Fig.
2D). No se observo reaccion en ninguno de los tejidos preparados a partir de P vannameilibre de patdgenos.
Tampoco P. vannameiy P. monodon, asi como los poliquetos infectados con un microsporidio similar a Agmasoma no
identificado, no reaccionaron a las sondas ISH (datos no incluidos aqui).
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Fig. 2: Ensayo de hibridacion in situ (ISH) con una sonda génica
marcada con digoxigeno especifica para la deteccion del
microsporidio que causa la enfermedad de algodén del camarén. El
precipitado azul oscuro indica la presencia del pardsito (A) dentro de
las células epiteliales del tubulo hepatopancreas de Penaeus

indicus de Arabia Saudita, (B) entre las fibras musculares esqueléticas
de P monodon de Mozambiquey (C) dentro de las células epiteliales
del tubulo hepatopdncreas de P monodon de Madagascar. (D) Parte
del hepatopancreas de P. stylirostris de Brunei infectada por
Enterocytozoon hepatopenaeique muestra resultados
representativos, enfatizando la especificidad de la sonda como lo
demuestra la ausencia de precipitado azul oscuro. Mancha:
contratincién Bismark-Brown. Barras de escala = 30 pm.

Perezia sp. — PCR especifica

Para fines de diagndstico, disefamos un par de cebadores de PCR dirigidos al ADN de Perezia sp. y generamos un
amplicon de 443 pb (término de biologia molecular para designar una pieza de ADN o ARN que es la fuentey/o
producto de los eventos de amplificacion o replicacién), que se muestra en la Fig. 3. Esta reaccién de PCR es
especifica del microsporidio Perezia sp. que causa CSD, y por lo tanto puede ser Util para monitorear este parasito.
Estos cebadores no reaccionaron al ADN microsporidiano de los camarones infectados con E. hepatopenaei(datos
no mostrados). Ademads, no hubo reaccién cruzada al ADN genémico de los camarones (P. vannameij, P monodon, P,
indicus, P. stylirostrisy Macrobrachium rosenbergii), poliquetos, calamares y Artemia spp. (datos no mostrados).
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No analizamos las muestras de Mozambique por PCR, pero la sonda reaccion6 intensamente a ISH depositando los
productos de reaccién en las células objetivo en las muestras de Mozambique. En este estudio, describimos
microsporidios que infectan los muisculos y el hepatopancreas que causan CSD en camarones de Madagascar,
Mozambiquey Arabia Saudita en la regién del Mar Rojo-Océano indico.

Fig. 3: Resultados de PCR especificos de Perezia sp. Carriles 1-2:
Hepatopdancreas de Penaeus monodon de Madagascar; Carriles 3-6:
musculo de P monodon de Madagascar; Carriles 7-8: musculo de P,
indicus de Arabia Saudita; Carril 9: Enterocytozoon

hepatopenaei (EHP); Carril 10: control libre de patégenos especificos
(SPF); Carril 11: control negativo (NC).

Perspectivas

Las infecciones microsporidianas se confirmaron mediante analisis histopatoldgico y los parasitos se identificaron
como Perezia sp. Ademas, desarrollamos ensayos de ISH y PCR capaces de detectar este parasito. Estos métodos
pueden ayudar a los productores de camarones en el diagndstico y manejo de la CSD causada por el microsporidio
Perezia sp.

Referencias disponibles de la primera autora.
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