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Es crucial minimizar el riesgo de propagacion de los patéogenos
EHP / tipo-EHP

Camarén blanco del Pacifico (Penaeus vannamei) de un pais
latinoamericano y que muestra sintomas de WFS.

El Sindrome de Heces Blancas (WFS, por sus siglas en inglés) se refiere a la presencia de filamentos fecales blancos
flotantes en los estanques que crian camarones (Penaeus monodony P vannameli) en los paises del sudeste asiatico. Se
encuentra que el sindrome esta asociado con varios problemas a nivel de granja, que incluyen el retraso en el crecimiento
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del camaron, las disparidades en el tamafio, la reduccion de la alimentacion y la mortalidad crénica.

En los paises donde se ha reportado WFS, también se han reportado otros patdégenos entéricos que también afectan el
hepatopancreas del camarén. Estos incluyen el microsporidio Enterocytozoon hepatopenaei (EHP), la necrosis
hepatopancredtica aguda que causa Vibrio parahaemolyticus (VpAHPND) y la necrosis hepatopancredtica séptica (SHPN)
causada por Vibrio sp. La Fig. T muestra los paises del sudeste asiatico donde se han reportado WFS y otras
enfermedades entéricas.
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Fig. 1: Distribucion de enfermedades entéricas, incluido el Sindrome de
Heces Blancas (WFS), EHP, AHPND y SHPN en los paises del sudeste
asiatico.

EHP, un microsporidio intracelular que se replica dentro del citoplasma de las células epiteliales del tibulo afectado en el
hepatopancreas, es un patégeno emergente que afecta principalmente al camardn P vannamei en varios paises del
sudeste asiatico, como Indonesia, Vietnam, China, Tailandia, India y Malasia. Los principales signos clinicos de los
camarones infectados con EHP son el retraso del crecimiento, lo que conduce a una mayor variabilidad en el tamafo. En
una etapa mas avanzada, los camarones infectados con EHP generalmente muestran caparazones suaves, letargo,
consumo reducido de alimento y tractos gastrointestinales vacios. La histologia de los tejidos infectados revela varias
etapas de desarrollo, incluidas las etapas de plasmodio y esporas.

Varias publicaciones han atribuido la causa de la WFS a diferentes etiologias, como Vibrio cholera, organismos similares
a gregarinas, Bacilloplasma sp. y Phascolarctobacterium sp. También se ha propuesto que EHP no es el agente causal de
WFS. Sobre la base de estas discrepancias relacionadas con WFS, llevamos a cabo un estudio sistematico para
determinar cualquier relacién potencial entre WFS y patégenos entéricos, incluido el EHP, en dos regiones diferentes del
mundo donde se ha informado sobre EHP.

La primera parte del trabajo se llevé a cabo en un pais asiatico con un historial de EHP y WFS. Se recogieron muestras de
estanques de crecimiento, uno que mostraba WFS y otro donde los camarones no mostraban WFS. Se recogieron
muestras de hepatopancreas y de heces fecales y se analizaron por histologia y gPCR para EHP.
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Fig. 2: Muestras de camarones que muestran WFS (arriba a la izquierda);
Se observa una decoloraciéon blanca de un tracto gastrointestinal
extirpado (derecha); los montajes humedos de hepatopancreas que
muestran WFS revelan la severa deformidad y la melanizacion de los
tubulos de hepatopéncreas afectados y la ausencia de células R (parte
inferior izquierda).

El tejido de hepatopancreas de los camarones de cada estanque de crecimiento se analizé individualmente mediante PCR
cuantitativa (qPCR). La Fig. 3 muestra los resultados de las cargas de EHP en animales de estanques que experimentan
WFS en lugar de WFS. Cuanto menor sea el valor del umbral de Ciclo (Ct), mayor serd la carga de EHP en una muestra.
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Fig. 3: PCR en tiempo real para EHP en camarones que muestran WFS (N
= 10) frente a camarones que no muestran sintomas de WFS (N = 10).
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Hay una clara diferencia en el nimero de copias de EHP entre los dos grupos de animales. El nimero promedio de copias
en el grupo WFS fue de 4x107 copias por ul de ADN frente a 1x10° copias por ul de ADN en estanques sin WFS, lo que
representa una diferencia de mas de 2 logs. Esto indica que los camarones con WFS podrian ser potencialmente mas
infecciosos de EHP que los camarones sin WFS. La gPCR en los filamentos fecales del mismo camarén muestra
resultados similares; es decir, los camarones que exhiben WFS presentaron un mayor nimero de copias de EHP en los
filamentos fecales que en las cadenas fecales de camarones sin WFS.

Mads adelante, en la misma drea endémica de EHP, determinamos el nimero de copias de EHP en muestras de estanques
con tres historias diferentes: estanques sin historial de WFS; estanques que muestran WFS; y estanques con una historia
de WFS. La Fig. 4 muestra el nimero de copias de EHP en animales de tres estanques diferentes.
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Fig. 4: Numero de copias de EHP en el tejido hepatopancreas de
camarones que se originan en estanques sin historial de WFS, estanques
que experimentaron WFS y estanques con un historial de WFS.

Una vez mads, encontramos resultados similares a los obtenidos en el primer experimento. El nimero de copias de EHP
fue mayor en los camarones de los estanques que experimentaron WFS (aproximadamente 1 x 107 copias), seguidos de
los estanques con antecedentes de EHP (aproximadamente 4x10% copias) y en los estanques donde no hubo WFS ni se
observé ningun signo clinico de enfermedad (alrededor de 4x102 copias).

WFS en las Américas

En el hemisferio occidental, en 2016 informamos la presencia de patégenos EHP y tipo-EHP en camarones de cultivo. El
camaron infectado con EHP exhibid signos clinicos similares a los que se muestran en los paises del sudeste asiatico,
incluida la reduccion de la alimentacion, el crecimiento severamente retrasado y la disparidad de tamafio. Dos afnos
después, describimos el primer caso de WFS en areas donde previamente informamos la presencia de infeccién de EHP
en Penaeus vannamei cultivado en América Latina. Los filamentos fecales blancos y los camarones que muestran heces
blancas a lo largo del tracto gastrointestinal son similares a los encontrados en algunos paises del sudeste asiatico
donde WFS esta presente en las regiones endémicas de EHP.

Los camarones que exhiben WFS fueron analizados por H&E y PCR para determinar el agente etioldgico asociado a esta
patologia. Los resultados de PCR y H&E se muestran en la Fig. 5.
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Fig. 5: Confirmacion de EHP en camarones Penaeus vannamei
experimentando WFS en América Latina. La PCR se realizé para
amplificar el gen de la proteina de la pared de las esporas (SWP)
(izquierda) y se muestra H&E de muestras paralelas en el panel derecho
(20X).

La histopatologia del camarén que muestra WFS revela la presencia de estadios de plasmodio y esporas tipicos de EHP
(Fig. 5b). Las muestras examinadas por PCR anidada para amplificar el gen de la proteina de la pared de la espora (SWP)
confirmaron la presencia de EHP.

Papel de SHPN en WFS

Tanto en el sudeste asiatico como en América Latina, donde se ha reportado WFS, EHP no es el Unico patdégeno asociado
con WFS. Los camarones analizados por H&E muestran, ademas de EHP, lesiones de Necrosis Hepatopancreatica Séptica
o SHPN (Fig. 6).

Fig. 6: Ejemplo de lesiones de Necrosis Hepatopancreatica Séptica
(SHPN) en el hepatopdancreas de P. vannamei (10X) de un estanque que
experimenta WFS.
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SHPN es una enfermedad bacteriana causada principalmente por Vibrio spp., ya sea patdgeno u oportunista. El Vibrio
oportunista esta siempre en el hepatopancreas; sin embargo, cuando un patégeno entérico primario causa lesiones en el
hepatopdancreas, estos Vibrio spp. oportunistas ganan entrada para colonizar el hepatopancreas afectado y causar SHPN.
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Fig. 7: La combinacion de un patégeno entérico primario, Vibrio spp.
oportunista y posiblemente uno o mas factores ambientales
desconocidos puede causar WFS en regiones endémicas de EHP.

Como muestra la Fig. 7, y en base a nuestro analisis, encontramos una asociacién entre WFS, EHP y SHPN en estanques
de crecimiento, lo que sugiere que WFS es una posible respuesta fisiolégica en camarones afectados por una
combinacion de patdgenos entéricos y posiblemente factores ambientales desconocidos.

El hallazgo de WFS en camarones de cultivo en el hemisferio occidental es importante, ya que podria utilizarse como un
predictor de la presencia de EHP. Ademds, ayudara a dilucidar la fuerte asociacién entre un agente similar a EHP / tipo-
EHP con la aparicion de heces blancas. Como la infecciéon con EHP en etapas tempranas no muestra signos clinicos
evidentes, los camarones cultivados en la region deben ser monitoreados de cerca para detectar la presencia de EHP y
heces blancas.

Perspectivas

Segun nuestro estudio, existe una fuerte asociacion entre el sindrome de heces blancas (WFS) y EHP en las regiones
endémicas de EHP. El EHP en combinacién con otros patdgenos entéricos (incluido SHPN) y un posible factor
desconocido puede causar el Sindrome de Heces Blancas.

En las areas endémicas de EHP, los camarones que muestran signos clinicos de Sindrome de Heces Blancas indican un

proceso de infeccion por EHP muy activo en estanques de crecimiento. El Sindrome de Heces Blancas en la industria
camaronera en las Américas podria ser un espejo de lo que sucedié en el sudeste asiatico hace 15 afios, donde EHP
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ocurrié esporadicamente, pero ahora se ha convertido en uno de los principales factores de riesgo sanitario para la
industria camaronera en esta region. Se deben implementar estrategias de bioseguridad para minimizar el riesgo de
propagacion de patdgenos como EHP y tipo-EHP en las Américas.
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