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Los resultados muestran por primera vez que los hilos
fecales de camarones pueden ser una ruta de
contaminacioén infecciosa

La enfermedad Hepatopancreatic Microsporidiosis (HPM), causada por el microsporidio intracelular
Enterocytozoon hepatopenaei (EHP), se ha informado en varios camarones peneidos, incluido el

camarén tigre negro (Penaeus monodon) y el camarén blanco del Pacifico (P vannamei). Se ha
reportado EHP en diferentes regiones, incluidos paises asiaticos como China, Indonesia, Malasia,

’

Vietnam, Tailandia e India. Recientemente, también se ha reportado EHP en Venezuela en el hemisferio

occidental.

El EHP causa lesiones en las células epiteliales del tibulo del hepatopancreas (HP), y su principal signo
clinico es el retraso del crecimiento que conduce a una mayor variabilidad de tamano. Los hilos fecales

blanquecinos que flotan en la superficie del agua del estanque y la presencia de camarones que
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Esta investigacion evalué el efecto de diferentes salinidades sobre la infeccién por el microsporidio
intracelular Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) en camarones blancos del Pacifico bajo condiciones
experimentales. Los resultados muestran por primera vez que los hilos fecales de los camarones (la
foto muestra el intestino blanco en los camarones) pueden ser una ruta de contaminacién infecciosa, y
que una infeccién por EHP puede ocurrir a salinidades tan bajas como 2 ppt, pero la prevalenciay la
gravedad de la infeccion por EHP son mas altas a 30 ppt de salinidad.

muestran una decoloracion blanca del tracto gastrointestinal (tracto Gl) en estos estanques también se
han asociado con EHP. En etapas avanzadas de la enfermedad, los camarones infectados con EHP
generalmente muestran caparazones blandos, letargo, consumo reducido de alimento, intestino medio
vacio y mortalidad crénica.

En paises donde se ha reportado EHP — como India, China, Vietnam y Venezuela — el cultivo de
camaron se lleva a cabo en una amplia gama de condiciones ambientales, incluidas areas marinas
costeras, areas estuarinas y areas del interior. Por ejemplo, en algunos estados de la parte oriental de la
India, como Andhra Pradesh, los estanques se llenan con agua de pozo mezclada con agua de
estuario, lo que hace que la salinidad de los estanques de crecimiento fluctie entre 0 y 30 ppt con una
salinidad promedio de unos 10 ppt. Por el contrario, en estados ubicados en la parte occidental del
pais, como Gujarat, la salinidad en el agua de los estanques puede variar entre 30 y 44 ppt. En el
noroeste de Venezuela, algunas granjas camaroneras estan ubicadas alrededor del lago de Maracaibo,
donde la salinidad oscila entre 2 y 5 ppt, mientras que en el noreste de Venezuela las granjas
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camaroneras estan ubicadas en un ambiente marino donde la salinidad oscila entre 20 y 40 ppt, y EHP
ha sido reportado en ambos ambientes de alta y baja salinidad. En ambos paises, la incidencia de EHP
parece ser mayor en ambientes de alta salinidad, pero hasta ahora ningun estudio ha evaluado la
posible relacion entre la salinidad y la presencia de EHP.

Este articulo — adaptado y resumido de la publicacién original (https://doi.org/10.1186/s12917-021-
02778-0) [Aranguren Caro, L.F. et al. 2021. The effect of salinity on Enterocytozoon hepatopenaei
infection in Penaeus vannamei under experimental conditions. BMC Vet Res 17, 65 (2021)] - informa
sobre los resultados de un estudio para comparar la infectividad de EHP utilizando hilos fecales como
inéculo en tres salinidades diferentes en condiciones experimentales.

FIRST PROCESS

in fish processing

(https://marel.com/en/news/marel-and-mmc-first-process-unveil-strategic-
partnership/https://marel.com/en/news/marel-and-mmc-first-process-unveil-strategic-partnership/?
source=Globalseafoodalliance)

Configuracién del estudio

Los bioensayos se realizaron en el Laboratorio de Patologia Acuicola (UA-APL) de la Universidad de
Arizona. Se obtuvieron P vannameilibres de patégenos especificos (SPF) de un proveedor comercial en
Florida, EE. UU. La poblacion SPF ha sido pesquisada durante los ultimos dos afios en la UA-APL sin
presencia de ninguna de las enfermedades listadas y no listadas por la Organizaciéon Mundial de
Sanidad Animal (OIE), incluyendo EHP,

El aislado de EHP utilizado en este estudio se obtuvo de una poblacién de P vannamei originaria de
Tailandia. Se realizaron dos desafios EHP independientes. En ambos desafios, los camarones se
mantuvieron a tres salinidades diferentes de 2 ppt, 15 ppt y 30 ppt. Para cada desafio experimental, se
llenaron seis tanques de 90 litros con agua de mar artificial que correspondia a los tres niveles de
salinidad con dos repeticiones para cada tratamiento de salinidad. La temperatura se ajusté a 25
grados-C (+0,6) con mediciones cada mafiana; el pH se midi6é una vez por semana con un rango de 7,5
a 8,0.

La salinidad se ajusté cambiando tres partes de la salinidad cada hora desde 25 ppt (salinidad inicial
de la poblacién SPF de P vannamei) hasta 5 ppt. Para lograr una salinidad de 2 ppt desde 5 ppt, la
parte de salinidad se cambié cada dos horas. Una vez configurada, se midi6 la salinidad con un
refractometro de sal una vez por semana durante la duracion de los desafios. Se sembraron diez (10)
SPF P vannamei (2.0-2.1 gramos) en cada tanque para la infeccién experimental, respectivamente. Se
instalaron tres tanques de control de 90 litros para cada salinidad como tratamiento de control
negativo.

Para obtener informacion detallada sobre el disefio experimental y la cria de animales; preparacién de
indculo; pruebas de histopatologia y reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccién y
cuantificacion de EHP; y analisis estadisticos, consulte la publicacion original.

Resultados y discusion
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Investigamos la prevalencia y la gravedad de EHP en tres salinidades: alta (30 ppt), media (15 ppt) y
baja (2 ppt) en condiciones de laboratorio. Los hilos fecales utilizados como fuente de inéculos de EHP
en los desafios experimentales fueron suficientes para causar la enfermedad en camarones
mantenidos a diferentes salinidades, segun lo confirmado por histopatologia y PCR. Los resultados de
este estudio proporcionan un nuevo método de infeccion por EHP a través de hilos fecales por via
fecal-oral.

La supervivencia final al terminar el desafio EHP fue alta, con un rango de 90 a 100 por ciento, en las
tres salinidades en cada uno de los dos desafios experimentales independientes (Tabla 1). Los
porcentajes de supervivencia en los tratamientos de control fueron del 100 por ciento en todas las
salinidades en los dos experimentos de desafio independientes. No observamos ningun signo clinico
en los camarones expuestos a EHP en las 3 salinidades diferentes.

Aranguren, Salinidad, Tabla 1

Desafio Duracién Tratamiento Control Tratamiento Control Tratamient
experimental 2 ppt EHP 2 ppt 15 ppt EHP 15 ppt 30 ppt EHP
1 20 dias 95+7 100+ 0 100+ 0 10040 100+ 0
2 26 dias 90+0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 90+ 7

Supervivencia final en P. vannamei desafiado con hilo fecal como inéculo de EHP en dos desafios
experimentales independientes a tres salinidades diferentes. Los datos se representan como media + SD.

Las hebras fecales se recolectaron diariamente de tanques conocidos como infectados con EHP. Las
muestras diarias de heces fecales dieron positivas para EHP en ambos desafios. El peso promedio de
las hebras fecales agregadas a cada tanque fue de 1.17 + 0.52 gramos y 0.32 + 0.24 gramos para los
desafios 1y 2, respectivamente. El nimero de copias de EHP en las hebras fecales utilizadas como
indculo fue significativamente mayor en el desafio n.° 2 (p <0,05). El nimero de copias de EHP en la
hebra fecal en el desafio 1 fue de 1,6 x 103 + 2,1 x 10° copias/ng de ADN en comparacién con 1,1 x 10°
+2,0 x 10% copias/ng de ADN en el indculo del desafio 2.

La prevalencia y la gravedad de EHP en los camarones que desaflamos experimentalmente usando
hebras fecales como indculos en los dos desafios independientes se evaluaron mediante histologia de
H&E. En ambos desafios experimentales, las hebras fecales utilizadas como inéculo fueron capaces de
provocar la enfermedad en camarones SPF. La prevalencia de EHP fue del 28,5 por ciento en el desafio
1 frente al 50,0 por ciento en el desafio 2. Los datos confirman que las hebras fecales son una fuente
confiable de in6culo para la infeccion experimental de EHP.

La prevalencia de EHP a salinidades de 2 ppt, 15 ppty 30 ppt en el desafio 1 fue del 25, 33,3y 25 por
ciento, respectivamente. En el desafio 2, la prevalencia de EHP a 2 ppt, 15 ppt y 30 ppt fue de 33,3, 30,0
y 87,5 por ciento, respectivamente. El grado de severidad fue mayor a una salinidad de 30 ppt en el
segundo experimento. En el desafio 2, el 50 por ciento de la poblacién infectada con EHP a 30 ppt
mostro lesiones de grado G3 (moderadas a graves) y G4 (graves) causadas por la infeccion por EHP.
Encontramos una fuerte asociacion entre las salinidades y los camarones infectados con EHR y Ia
prevalencia de EHP en camarones expuestos a alta salinidad (30 ppt) fue mayor que en camarones
expuestos a baja salinidad (2 ppt y 15 ppt combinados). Los diferentes grados de severidad en este
estudio se muestran en la Figura 1.
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Fig. 1: Tincién H&E (hematoxilina y eosina-floxina de Mayer-Bennet) del tejido del hepatopéancreas de P,
vannameique muestra la presencia de diferentes etapas de infeccion por EHP a-c: grado 0; d-f: grado 1;
g-i: grado 2; j-I: grado 3; m-o: grado 4 de infeccién por EHP. Las esporas maduras se indican con estrellas
azules. El cuadrado negro muestra la tipica etapa de plasmodio regular-irregular. Los circulos negros
muestran areas donde esta presente EHP. El cuadrado rojo destaca las regiones que se amplian desde
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el aumento inferior. Las barras de escala se encuentran en la parte inferior derecha de cada figura.
Adaptado del original.

Los paneles A, By C de la Fig. 1 muestran secciones de tejido de HP con una magnificacién baja,
media y alta de camarones sanos del tanque de control sin mostrar ninguna lesion histolégica de EHP
ni ningun otro patégeno conocido. Por el contrario, los paneles D, E y F muestran secciones de tejido
HP que muestran el grado G1 de una infeccién por EHP. Se observo una region focalizada dentro del
HP (Fig. 1d). El tubulo afectado muestra los cuerpos de inclusion citopldsmicos distintivos en el
citoplasma de las células del tubulo epitelial afectado que corresponden a la etapa de meront
uninucleado (Fig. 1e-f). Los paneles G, H e | de la Fig. 1 muestran el grado G2 de una infeccién por EHP
(de baja a moderada). Se observé la presencia focal de una infeccion por EHP en pocas células
epiteliales de los tubulos HP afectados. Se observaron tanto la etapa de meront como las esporas
liberadas en el lumen (Fig. 1i). Los paneles J, Ky L de la Fig. 1 muestran un grado G3 tipico de una
infeccién por EHP.

Se observaron lesiones multifocales en las células epiteliales de los tibulos HP (Fig. 1j). En los tdbulos
afectados se observo la presencia tanto de plasmodio multinucleado irregular como de esporas dentro
del citoplasma de las células del epitelio cuticular (fig. 1). Los paneles M, Ny O de la Fig. T muestran el
grado G4 de una infeccion por EHP con tdbulos multifocales que contienen células HP infectadas (Fig.
1m). Se observaron tanto plasmodio multinucleado como esporas dentro del citoplasma de las células
afectadas, asi como esporas dentro de la luz de los tubulos (Fig. 10).

El hepatopancreas de los camarones SPF desafiados con hebras fecales obtenidas de camarones
infectados con EHP tuvo resultados positivos para EHP usando PCR anidada en todos los tanques en
las tres salinidades diferentes. Esto confirma la presencia de EHP en los tanques de tratamiento para el
desafio 1y el desafio 2. Se detectd EHP en las tres salinidades evaluadas (2 ppt, 15 ppt y 30 ppt). El
tejido de hepatopancreas recolectado de los animales del tratamiento de control negativo criados con
salinidades de 2 ppt, 15 ppt y 30 ppt resulté negativo para EHP usando PCR anidada.

Estudios previos han demostrado que algunas rutas de infeccién incluyen la cohabitacién, la sonda
inversa y la inyeccion directa en el hepatopancreas con inéculo de EHP. En este estudio, informamos
por primera vez que las heces pueden ser una ruta de contaminacion infecciosa. Debido al
comportamiento detritivoro y a la presencia de alimento no digerido dentro de las heces que podria
estar entre el 25 y el 30 por ciento, los camarones en los tanques de tratamiento consumian esta fuente
de alimento junto con las esporas infectadas con EHP que imitaban la transmision horizontal
observada a nivel de granja.

Lesiones de EHP incluida la presencia de plasmodio en el citoplasma de las células infectadas; y
encontramos esporas maduras dentro del citoplasma o esporas liberadas en la luz por histopatologia
en camarones desafiados con EHP criados a diferentes salinidades. Esto confirma inequivocamente
que EHP puede causar una infeccidén en una amplia gama de salinidades, que varian tanto como 2 ppt
a 30 ppt. Cuando el inéculo inicial utilizado para el desafio experimental fue bajo (es decir, 1 x 103
copias de EHP/ng de ADN fecal total), la prevalencia de HPM fue similar (es decir, 25 por ciento)
independientemente de la salinidad.

Sin embargo, la prevalencia de la infeccidén por EHP aumentd a 30 ppt de salinidad (87,5 por ciento de
prevalencia), en comparacién con 15 ppt (30,0 por ciento de prevalencia) y 2 ppt de salinidad (33,3 por
ciento de prevalencia), cuando el nivel de inéculo aumenté de 1x 103 a 1 x 108 copias de EHP/ng de
ADN fecal total en el experimento de desafio (es decir, desafio 2). El desafio dependiente de la dosis ha
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sido bien documentado para otros patégenos de camarones como AHPND y Hepatobacter penaei. En
el presente estudio, el inéculo con bajo nimero de copias (1,6 x 10° copias de EHP/ng de ADN fecal
total) utilizado en el desafio 1 causé infecciones leves en los camarones desafiados. Sin embargo, se
produjeron infecciones graves (Grados G3 a G4) y una mayor prevalencia en el desafio 2 cuando el
nimero de copias de EHP en el in6culo fue mayor (1,1 x 108 copias de EHP/ng de ADN fecal total).

Ingredientes funcionales impulsan la
innovacion de alimentos para camarones

Los ingredientes y aditivos funcionales promueven el crecimiento,
mejoran la salud, y refuerzan la respuesta inmune y otras necesidades
fisiol6gicas de los camarones cultivados.

@ Global Seafood Alliance

Las lesiones histolégicas en camarones mantenidos a 30 ppt de salinidad fueron mas severas. Se
encontré un grado de infecciéon de moderado a severo (G3-G4) en el 50 por ciento de los camarones
afectados. En contraste, solo el 16 por ciento de los camarones criados a una salinidad de 2 ppt mostré
un nivel de infeccién de grado G3 y el 0 por ciento de los camarones criados a una salinidad de 15 ppt
mostré un nivel de infeccion de grado G2-G4. La diferencia en la severidad de la infeccion por EHP en
las tres salinidades diferentes probablemente se debié al efecto diferencial de la salinidad en la
germinacion de esporas. Una de las fases criticas en la germinacién de las esporas es el aumento de la
presion osmatica intra-esporas. La diferencia en las salinidades condujo a un ambiente hipotdnico
(menor concentracion) a 2 ppty 15 ppt en comparacién con un ambiente hiperténico (mayor
concentracion) a 30 ppt. Es posible que la solucién hiperténica mejore la germinacién de la espora
aumentando el proceso de activacion de la espora.

La dureza del agua es otra variable que fue diferente en las tres salinidades utilizadas en este estudio y
pudo haber sido un factor que afecté la germinacién de las esporas. La dureza en baja salinidad (2
ppt) fue de unos 240 mg/L vs el agua marina preparada artificialmente a 15 ppt y 30 ppt que rondaron
los 787 y 1575 mg/L, respectivamente. Se ha reportado que el calcio es un segundo mensajero
importante que activa muchos eventos celulares y que la entrada de calcio podria ser, en parte,
responsable de la activacién de la descarga de esporas de microsporidios a salinidades mas altas.
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En los estanques de engorde de algunas areas endémicas de EHP en Asia, las condiciones de salinidad
varian ampliamente. Por ejemplo, en India hay algunas areas de cultivo de camarén en salinidad alta 'y
baja, y la prevalencia de EHP parece ser menor en salinidades mds bajas (por debajo de 5 ppt), como
se observd durante una encuesta sobre la enfermedad del camarén en Andhra Pradesh en 2019.
Condiciones similares se registraron en dos areas importantes de cultivo de camardn en Venezuela, a
saber, el lago de Maracaibo, donde la salinidad es de alrededor de 4-6 ppty en el estado Falcon, donde
la salinidad varia de 36 a 40 ppt. En Venezuela, la camaronicultura no esta completamente integrada y
el movimiento de nauplios y postlarvas entre el estado de Falcon y el area del Lago de Maracaibo es
una practica comun. Esto sugiere que las PL y/o los reproductores infectados con EHP se han movido
entre estas dos zonas. Sin embargo, EHP solo se ha detectado en el area de Falcén, donde las
salinidades son altas. En el lago de Maracaibo, donde los niveles de salinidad son bajos, no se ha
reportado EHP. Una posibilidad que ha limitado la propagacién de EHP podria ser la diferencia en la
salinidad del agua.

Conclusion

Los resultados de nuestro estudio demostraron que las hebras fecales de camarones infectados con
EHP podrian usarse como una fuente confiable de indculo para realizar infecciones experimentales de
EHP a través de la ruta fecal-oral. Una infeccién por EHP puede ocurrir a baja salinidad (es decir, 2 ppt),
aunque la prevalencia y la gravedad de la infeccion son mayores a una salinidad de 30 ppt. Estos
hallazgos tienen implicaciones en el manejo de enfermedades en areas endémicas de EHP.
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