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Laboratorio de Patologia Acuicola encuentra evidencia
concluyente de que EHP no es el unico patégeno asociado
con la presencia del Sindrome de Heces Blancas en
Litopenaeus vannamei

La microbiota intestinal del camarén es fundamental para la nutricidn, el crecimiento, la resistencia a
los patégenos y el mantenimiento del estado estable interno u homeostasis del huésped. Las
caracteristicas de alimentacién de los camarones, como el pastoreo activo y el canibalismo, hacen que
el huésped sea vulnerable a la invasion de patégenos. La colonizacién por microorganismos
alternativos desestabiliza la microbiota intestinal, lo que conduce a infecciones y co-infecciones en un
tracto gastrointestinal (Gl) taxonémicamente diverso.

Aunque existe informacion limitada sobre los mecanismos inmunoldgicos especificos proporcionados
por la microbiota intestinal del camaron, existe evidencia de su interaccion con las actividades
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Cefalotérax (cabeza + térax) de camaroén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannameil) que muestra una
decoloracién blanca del tracto gastrointestinal. Los resultados de este estudio demostraron por
primera vez la reproduccion experimental de WFS en condiciones de laboratorio cuando los camarones
se infectan simultdneamente con EHP y V. parahaemolyticus.

digestivas que afectan directamente el crecimiento del camarén y la gravedad de las enfermedades.
Asimismo, se encontraron nuevas enfermedades emergentes que afectan el hepatopancreas [glandula
digestiva] del camardn y causan inhibicion del crecimiento, disparidad de tamario, pérdida de apetito y
mortalidad crénica. Las enfermedades del camardn recientemente identificadas que presentan estos
signos clinicos son la microsporidiosis hepatopancreatica (HPM) causada por Enterocytozoon
hepatopenaei (EHP) y el Sindrome de Heces Blancas (WFS), cuyo agente o agentes causales
permanecen sin identificar.

La HPM es una enfermedad del hepatopdncreas en los camarones peneidos causada por varias
especies de microsporidios [parasitos unicelulares formadores de esporas], incluido el EHP. Esta
especie de microsporidio se ha encontrado en varios paises asiaticos como China, Vietham, Malasia,
Indonesia, Tailandia e India. Recientemente, se ha reportado EHP en el Hemisferio Occidental en
América del Sur. El principal signo clinico de EHP a nivel de granja es el retraso en el crecimiento del
camarén, lo que lleva a una mayor variabilidad de tamafio y tasa de conversion alimenticia (FCR). En
etapas avanzadas de la enfermedad, los camarones infectados con EHP generalmente muestran
caparazones blandos y mortalidades crénicas. Se ha reportado EHP en varias especies de camarones
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peneidos de cultivo, incluido el camardn tigre negro P monodon, L. vannamei'y P, stylirostris. EHP es un
parasito intracelular que prolifera dentro del citoplasma de las células epiteliales de los tubulos
afectados en el hepatopancreas.

A nivel de granja, WFS se manifiesta como hilos fecales blancos que flotan a lo largo de la superficie
del agua en los estanques de engorde. Los camarones en estos estanques muestran signos clinicos
inusuales, como una tasa de crecimiento deficiente, disparidad de tamafo, tracto gastrointestinal con
decoloracion amarillenta a blanquecina, caparazon blando y mortalidad crénica. Aunque durante
mucho tiempo se ha sugerido una asociacion entre EHP y WFS, ninguin estudio ha reproducido con
éxito este sindrome en un entorno de laboratorio controlado. Incluso cuando ocurren infecciones
graves por EHRP, WFS no siempre se manifiesta, y estas observaciones sugieren que WFS es el resultado
de una interaccion de mas de un microorganismo y aun no se han identificado otros agentes causales.
Se ha reportado una fuerte asociacion entre WFS y EHP en regiones endémicas de EHP en el sudeste
asiatico y Venezuela. En estos casos, WFS y EHP se detectaron junto con otro patégeno oportunista,
Vibrio spp., que causa Necrosis Hepatopancreatica Séptica (SHPN).
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Este articulo — adaptado y resumido de la publicacién original
(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0261289), (Aranguren, LF et al. 2021. Experimental reproduction
of White Feces Syndrome in whiteleg shrimp, Penaeus vannamei. PLoS ONE 16(12): e0261289) -
reporta sobre nuestro estudio para aislar e identificar una cepa de Vibrio parahaemolyticus como el
eslabon perdido entre EHP y WFS. La co-infeccion de camarones infectados con EHP mediante un
desafio de inmersidn con una cepa Unica de V. parahaemolyticus que se aislé del intestino de un
camarén (L. vannamei) que mostraba WFS nos permitié proporcionar la primera evidencia
experimental de reproduccion de WFS. Hasta donde sabemos, esta es la primera demostracion de la
reproduccién de WFS en condiciones de laboratorio controladas utilizando dos patégenos unicos.

Configuracion del estudio

Se obtuvieron L. vannameilibres de patdégenos especificos (SPF) del Oceanic Institute (Oahu, Hawai).
Durante al menos dos afios consecutivos, esta poblacion ha dado negativa por PCR para todos los
patégenos de la lista de la OIE, asi como para los patdgenos no incluidos en la lista de la OIE, incluido
el EHP. El bioensayo se llevé a cabo en el Laboratorio de Patologia Acuicola de la Universidad de
Arizona. Todos los procedimientos para el muestreo y la eutanasia de los camarones se realizaron
siguiendo las pautas establecidas por la Asociacion Médica Veterinaria Estadounidense.

Para obtener informacion detallada sobre el disefio experimental y la cria de animales; aislamiento de
Vibrio parahaemolyticus de camarones L. vannamei mostrando WFS y preparacion de indculo; desafio
experimental para reproducir WFS; histopatologia e hibridacion in situ; PCR y PCR cuantitativa para
deteccion de V. parahaemolyticusy cuantificacion de EHP; y analisis estadisticos, consulte la
publicacion original.

Resultados y discusion

https://www.globalseafood.org/advocate/estudio-sindrome-de-heces-blancas-en-camarones-puede-sercausado-pormas-de-un-pat... 3/11


https://www.o3illc.com/seafood
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0261289

3/14/2022 Estudio: Sindrome de Heces Blancas en camarones puede ser causado por mds de un patégeno - Responsible Seafoo...

Los resultados de nuestro estudio describen por primera vez la reproduccion experimental de WFS en
camarones, L. vannamei pre-infectados con EHP (patdgeno primario) y desafiados con un V.
parahaemolyticus particular (patégeno secundario) aislado del tracto Gl de un camarén que muestra
WEFS. Nuestros datos brindan respaldo empirico de una fuerte asociacion de EHP con WFS segun lo
registrado en diferentes regiones del mundo. En Indonesia, de 2016 a 2018, y en Venezuela en 2019,
observamos camarones con signos clinicos de WFS que mostraban lesiones histoldgicas tipicas de
EHP y SHPN. Nuestros hallazgos histologicos revelaron un escenario similar, ya que los camarones que
experimentaron manifestaciones clinicas de WFS en condiciones de desafio de laboratorio también
mostraron lesiones histologicas que recuerdan la patologia EHP y SHPN.

Fig. 1: Aislamiento de Vibrio parahaemolyticus del tracto Gl de
Litopenaeus vannameique muestra WFS. Un camarén L. vannamei
juvenil que muestra un tracto gastrointestinal (Gl) blanco, una
manifestacion clinica de WFS. Se sembro una seccion del tracto Gl en
una placa TCBS (a). CFU Sacarosa negativa que indica crecimiento de
V. parahaemolyticus en placa TCBS (b). Crecimiento de V.
parahaemolyticus en medio TSA+2,5% NaCl (c).

Aranguren, WFS, Tabla 1
Numero Numero . .
... Supervivencia
Ensayo Tanque Grupo inicial de final de If)'lnal (%) CV% WFS
. . (]
animales animales
Control negativo
1 1 SPF 7 6 85.7 214 No
1 2 SPF+V.. 7 6 85.7 276 No
parahaemolyticus
Control positivo
1 3 EHP 8 8 100 41.6 No
1 4 EHP+V. 7 4 57.1 40 Yes
parahaemolyticus
Control negativo
2 1 SPF 10 9 90 12 No
2 2 SPF+V.. 10 8 80 10.1 No
parahaemolyticus
Control positivo
2 3 EHP 9 4 44.4 30.8 No

https://www.globalseafood.org/advocate/estudio-sindrome-de-heces-blancas-en-camarones-puede-sercausado-pormas-de-un-pat... 4/11



3/14/2022 Estudio: Sindrome de Heces Blancas en camarones puede ser causado por mds de un patégeno - Responsible Seafoo...

EHP + V.
parahaemolyticus

8 2 25 40.7 Yes
Tabla 1. Disefio experimental y supervivencia comparativa de camarones pre-infectados con EHP y desafiados
con V. parahaemolyticus (aislado WFS) en dos ensayos independientes.

Fig. 2: Reproduccion exitosa de WFS en Litopenaeus vannameibajo
condiciones experimentales de laboratorio. Camarones que muestran
signos clinicos del Sindrome de Heces Blancas (WFS) en camarones
pre-infectados con EHP y desafiados con Vibrio parahaemolyticus a
través de la ruta de inmersion. Se observan hilos fecales de color
blanco a amarillento en animales en diferentes tratamientos. La
flecha negra indica hilo fecal blanco adherido a la abertura anal en
camarones infectados con EHP que fueron desafiados con V/
parahaemolyticus. Adaptado del original.

El Sindrome de Heces Blancas ha demostrado tener una de las etiologias mas esquivas de cualquiera
de las enfermedades del camardn que se han caracterizado hasta la fecha. Ha pasado mas de una
década desde que se publico el primer informe formal de camarones infectados con EHP que muestra
WFS, aunque la evidencia anecddtica sugiere que se ha observado WFS en estanques de engorde de
camarones antes de esta publicacion. A pesar de la presencia de WFS durante una década, la etiologia
[causalidad] del sindrome sigue sin ser concluyente.

También hay varias publicaciones con afirmaciones contradictorias con respecto al papel de EHP en
WES. Por ejemplo, algunos autores reportaron que WFS no es causado por EHP, mientras que otros
encontraron una fuerte evidencia de un vinculo claro entre EHP y WFS. Hay un informe que afirma que
Vibrio cholerae es el agente etioldgico de WFS, aunque este hallazgo no ha sido confirmado por otros
investigadores de ningun otro lugar a pesar de que WFS es un problema emergente en todo el mundo.

Varios otros estudios con el objetivo de investigar el fendmeno WFS también han encontrado alguna
asociacion entre WFS y diferentes etiologias. Se ha reportado que las hebras fecales que contienen
estructuras vermiformes llamadas microvellosidades transformadas agregadas (ATM) son uno de los
agentes causantes de WFS en Tailandia (https://doi.org/10.1371/journal.pone.0099170). WFS parece
estar correlacionado con la coinfeccién con EHP y otros Vibrio spp. oportunistas que causan SHPN
(https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2016.12.038). En India, se ha informado el Sindrome de
Mortalidad por Carrera (RMS) en camarones que muestran WFS y SHPN. Investigadores que estudian
el microbioma en camarones afectados por WFS reportaron que un aumento significativo de bacterias
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Candidatus Bacilloplasmay Phascolarctobacteriumy disminuciones en Paracoccusy Lactococcus
pueden contribuir a WES en camarones (https://doi.org/10.1007/s00253-018-8855-2). Una fuerte
infestacion de gregarinas [parasitos intestinales], vibriosis y enteritis hemocitica, algtn taxéon
bacteriano especifico o “patobioma” [grupos de especies asociadas con un huésped que, cuando estan
presentes, reducen la fuerza del huésped en condiciones ambientales adecuadas], y diferentes
condiciones ambientales (https://doi.org/10.1016/}.jip.2020.107458). en un estanque de engorde se
han propuesto como los factores que contribuyen (https://doi.org/10.1038/s41598-020-68891-6). a
causar WFS.

Si bien varios autores han intentado estudios para reproducir WFS en un entorno de laboratorio, pocos
han tenido éxito en reproducir este sindrome de manera consistente y determinar la etiologia. Huang_et
al. (https://doi.org/10.1186/s40168-020-00802-3). descubrieron recientemente que el trasplante de la
microbiota intestinal de camarones que muestran WFS a camarones sanos conduce a
manifestaciones clinicas similares a las de WFS. Propusieron que WFS es causado por disbiosis
[desequilibrio microbiano] en la microbiota intestinal y esta enfermedad compleja podria ser causada
por patdgenos particulares. Si bien una etiologia no infecciosa merece una mayor investigacion, no
podemos ignorar el hecho de que WFS se ha asociado constantemente con patégenos particulares, en
particular EHP. Ademas, la constante co-ocurrencia de ciertos patrones de las comunidades
bacterianas (https://doi.org/10.1038/s41598-020-68891-6) en camarones que presentan WFS nos
lleva a plantear la hipotesis de que WFS es el resultado de los efectos sinérgicos de dos patdgenos con
EHP posiblemente actuando como un patégeno primario y una bacteria no caracterizada perteneciente
a la familia Vibrionaceae actuando como patégeno secundario.

Mediante experimentos de desafio de laboratorio, pudimos confirmar la presencia de hilos fecales
blancos solo en camarones pre-infectados con EHP y posteriormente expuestos al aislado de V.
parahaemolyticus. Esto demuestra que, para inducir manifestaciones clinicas de WFS, se requieren
tanto EHP como este aislado de V. parahaemolyticus en particular. Los camarones expuestos solo a
EHP o V. parahaemolyticus no desarrollaron WFS. Por lo tanto, la manifestacion de WFS implica una
combinacién unica de dos patdgenos que no se habian observado previamente para ninguna
enfermedad infecciosa del camarén conocida hasta la fecha.

Aranguren, WFS, Tabla 2
Deteccidn Deteccion Deteccion
. Numero de EHP % de SHPN
. Signos o de EHP por
Ensayo Tratamientos clinicos de por % por hibridacién
muestras histologia histologia in sity
H&E H&E
Control negativo
1 SPF No WFS 6 0 0 0
1 SPF+V. No WFS 6 0 0 0
parahaemolyticus
1 Control positivo EHP No WFS 8 100 37.5 100
1 EHP + V. WFS 6 100 833 100
parahaemolyticus
2 Control negativo No WFS 6 0 0 NT

SPF
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SPF + V.

2 . No WFS 6 0 0 NT
parahaemolyticus

2 Control positivo EHP No WFS 5 100 60 NT

2 EHP + V. WFS 5 100 60 NT

parahaemolyticus

Tabla 2. Un resumen de los datos de histopatologia y PCR de Penaeus vannamei pre-infectados con EHP y
desafiados con Vibrio sp. NT: no probado.

Por lo general, en un estanque de engorde de camarones, la poblacién cultivada comienza a mostrar la
presencia de EHP primero. Mas tarde, durante el ciclo de crecimiento, los camarones comienzan a
desarrollar una decoloracién blanca en el tracto gastrointestinal y comienzan a aparecer hilos fecales
blancos flotantes en el estanque. Por histologia de H&E [una de las principales tinciones para estudiar
tejidos], observamos un orden secuencial similar en la patologia celular durante el proceso de
infeccion. Un patégeno primario, en este caso EHP, causé las lesiones histologicas tipicas y, mas tarde,
los camarones afectados mostraron SHPN causado por V. parahaemolyticus oportunista que se usé
para desafiar a los camarones infectados con EHP. La imagen de histopatologia en la Fig. 3D muestra
claramente la co-infeccidén de EHP representada por una inclusion tipica de plasmodio y bacterias en el
mismo tubulo de HP. Esto establece el papel de un patdégeno primario como EHP para acentuar el
impacto de bacterias oportunistas como Vibrio sp. resultando en WFS.

Camarones en el grupo de tratamiento EHP+ V. parahaemolyticus en nuestros dos ensayos mostraron
una gran disparidad de tamafo, que es mayor o comparable a los camarones infectados con EHP o V.
parahaemolyticus solo (Tabla 1). Un hallazgo similar también fue informado por Liu et al. (2015.
Development of real-time PCR assay for detection of microsporidian Enterocytozoon hepatopenaei and
detection in shrimp samples under different. Prog Fish Sci. 2015.). Estos autores informaron el impacto
de EHP en la variacion de tamafio de los camarones en una granja de engorde cuando se encontré que
la carga de patégenos era > 102 copias/ng de ADN total en el tejido hepatopancreatico. En nuestro
estudio, la carga media de EHP en camarones que mostraban signos clinicos de WFS fue de 1,4 x 107
copias/ng de ADN extraido, que es superior a lo que Liu et al. (2015) mencionaron se requiere para
observar una gran variacion de tamano. En estudios previos, los camarones que muestran WFS
muestran un nimero de copias del orden de ~ 10° copias/ng de ADN de hepatopancreas
(https://doi.org/10.3354/dao03522) extraido.

Es muy probable que la reproduccién de WFS en camarones infectados con EHP y desafiados con V.
parahaemolyticus se deba a las acciones sinérgicas del microsporidiano y una cepa bacteriana
particular en los tubulos hepatopancreaticos. Como se mencioné anteriormente, Huang y sus colegas
sugirieron que WFS es causado por la disbiosis de la microbiota intestinal y esta propuesta tiene
algunas similitudes con nuestro hallazgo. Nuestras observaciones durante la etapa temprana de la
infeccién por EHP en camarones que muestran WFS incluyen un alto contenido de lipidos en el tubulo
hepatopancreatico, pero algunas células del hepatopancreas estan muy infectadas. Sin embargo, en
este punto, no hay una respuesta inmunitaria celular obvia del camardn, como inflamacién o
congestion hemocitica. Mas tarde, a medida que avanza la infeccidn, las células epiteliales infectadas
con EHP en el tubulo HP se desprenden y exponen la membrana basal subyacente del tubulo a
bacterias oportunistas que colonizan rapidamente los tubulos afectados.

La colonizacién bacteriana luego conduce a una respuesta celular del huésped que resulta en una
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Fig. 3: Analisis histopatoldgico del tejido del hepatopancreas. Tincion H&E (hematoxilina y eosina-
floxina de Mayer-Bennet) del tejido hepatopancreas de Litopenaeus vannameide cuatro grupos
experimentales: control negativo SPF (A), SPF+V. parahaemolyticus (B), control positivo EHP (C) y
EHP+V. parahaemolyticus (D). Se muestra la presencia de cuerpos de inclusién citoplasmaticos (flechas
negras) que corresponden a un estadio de plasmodio y esporas (punta de flecha) tipicas de la infeccion
por EHP. Se indican las barras de escala de 200 pm (A), 50 um (B) y 10 pm (C-D). Adaptado del original.

inflamacion hemocitica, melanizacion [pigmentacidn] posterior y mas desprendimiento. Hay una
atrofia de moderada a grave de las células del tubulo hepatopancreas que conduce a una disfuncién
parcial o total del hepatopancreas. En un camardn sano, la mayor parte de las heces generadas por la
digestién del alimento consiste en vacuolas residuales de las células del hepatopancreas, que implican
un proceso importante para empaquetary eliminar los productos de desecho del sistema digestivo. En
los camarones infectados con EHP, cuando el grupo de células del hepatopancreas se libera del tubulo
al tracto gastrointestinal, la combinacion de lipidos, alimento digerido/no digerido, EHP y la masa
bacteriana contribuiran a la formacién de una hebra blanquecina. Es posible, debido a la presencia de
lipidos en las heces, que la masa fecal se vuelva mas ligera en comparacién con las heces de un
camarén sano y flote en la superficie del agua en lugar de hundirse al fondo del estanque.
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Las alteraciones que involucran el tracto gastrointestinal, donde un signo de la enfermedad son las
heces blanquecinas, son comunes a todos los animales, incluidos los humanos. En los humanos, las
heces blanquecinas son causadas por cambios en el microbioma intestinal o por patégenos
particulares como Cryptosporidium spp. Este también podria ser el caso de WFS de camarones, donde
la enfermedad, y por lo tanto los signos particulares, son causados por dos etiologias distintas.
Nuestro estudio muestra claramente que los dos patdgenos inducen heces blancas en camarones y
muestra de manera decisiva que EHP juega un papel central en el desarrollo de este sindrome, como
propuso nuestro grupo de investigacion en investigaciones anteriores
(https://www.globalseafood.org/advocate/white-feces-syndrome-shrimp-predictor-ehp/).

Nuestro estudio proporciona evidencia concluyente de que EHP no es el Unico patdgeno asociado con
la presencia del Sindrome de Heces Blancas. En Tailandia, algunos estudios han demostrado la
asociacion de WFS en la poblacién de camarones con un aumento de Vibrio spp. donde se analizaron
los intestinos en camarones, con y sin WFS. Un aumento de la poblacién intestinal de Vibrio de un
camarén normal con 1,8 x 107 CFU [unidades formadoras de colonias]/g de poblacién frente a
camarones WFS con 6,1 x 107 CFU/g. Algunos de estos Vibrio spp. encontrados en esas muestras
fueron V. parahaemolyticus, V. vulnificusy V. damsela. Esto corrobora nuestra identificacion de una
cepa de V. parahaemolyticus como el patdgeno no identificado que co-infecta con EHP en camarones
que manifiestan WFS. Sin embargo, es posible que otras especies de Vibrio ademas de V.
parahaemolyticus puedan inducir WFS.

Conclusiones

EHP es un patdgeno entérico primario de camarones peneidos. La infeccion con EHP en asociacion
con una cepa particular de V. parahaemolyticus conduce al desarrollo de WFS. Estos hallazgos
también corroboran y brindan una explicacion de por qué WFS se manifiesta en areas donde EHPy V.
parahaemolyticus también son endémicos.
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