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  Resumen

  
    La
      camaronicultura enfrenta desafíos crecientes debido al impacto de 
      enfermedades emergentes, entre ellas la microsporidiosis, que afecta el 
      hepatopáncreas de los camarones. En los últimos años, Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) se ha consolidado como el microsporidio de mayor relevancia 
      sanitaria y económica, debido a su amplia dispersión geográfica y a su 
      capacidad de transmisión horizontal entre camarones, lo que dificulta 
      las medidas de control. Las infecciones por microsporidios suelen 
      asociarse con retraso en el crecimiento, disparidad de tallas y mayor 
      susceptibilidad a coinfecciones bacterianas. Sus signos clínicos carecen
      de valor diagnóstico debido a su inespecificidad. Ante esta situación, 
      resulta esencial contar con sistemas de vigilancia y detección 
      confiables. Actualmente se dispone de técnicas rápidas como el análisis 
      en fresco y las improntas teñidas, métodos histopatológicos que permiten
      evaluar la infección en tejidos y herramientas moleculares, como PCR, 
      que aportan sensibilidad y especificidad. Sin embargo, ninguna técnica 
      por sí sola asegura un diagnóstico concluyente, por lo que se recomienda
      combinar al menos dos enfoques para mejorar la calidad de los 
      resultados. El fortalecimiento de los sistemas de bioseguridad, unido a 
      la capacitación de personal en granjas y laboratorios, es clave para 
      implementar programas efectivos de monitoreo y diagnóstico temprano. 
      Estos esfuerzos son fundamentales para mitigar el riesgo sanitario y 
      preservar la sostenibilidad de la producción camaronera.
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  Abstract

  
    Shrimp
      farming faces increasing challenges due to the impact of emerging 
      diseases, among them microsporidiosis affecting the shrimp 
      hepatopancreas. In recent years, Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) has become the most significant microsporidian in terms of health 
      and economic impact, owing to its wide geographic distribution and its 
      ability to undergo horizontal transmission among shrimp, which 
      complicates control measures. Microsporidian infections are often 
      associated with growth retardation, size disparity, and greater 
      susceptibility to bacterial coinfections. Their clinical signs lack 
      diagnostic value due to their nonspecificity. Given this situation, it 
      is essential to have reliable surveillance and detection systems. 
      Currently, rapid techniques such as fresh mounts and stained smears are 
      available, as are histopathological methods that enable evaluation of 
      tissue infection, and molecular tools such as PCR, which provide 
      sensitivity and specificity. However, no single technique ensures a 
      definitive diagnosis; therefore, the combination of at least two 
      approaches is recommended to improve the quality of results. 
      Strengthening biosecurity systems, along with training farm and 
      laboratory personnel, is key to implementing effective monitoring and 
      early diagnosis programs. These efforts are fundamental to mitigating 
      sanitary risks and preserving the sustainability of shrimp production.
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      Introducción

       ⌅
      Uno
        de los principales desafíos que enfrenta la camaronicultura, a nivel 
        global, es el impacto generado de las patologías sobre sus producciones (OMSA, 2019).
        Esto es especialmente palpable al surgir nuevos patógenos, o cuando 
        estos ingresan en áreas geográficas en las cuales no se habían detectado
        previamente. Desafortunadamente, esta dispersión de patógenos ha sido 
        frecuentemente documentada y muchas veces facilitada por la actividad 
        humana (Arthur et al., 2008; López-Carvallo et al., 2022; Nunan et al., 2014; Pantoja y Lightner, 2014; Tang et al., 2017; Varela y Peña, 2017).

      Del mismo modo, la 
        movilización y dispersión de los hospedadores potenciales en una 
        metapoblación generan una estructura espacial que puede facilitar el 
        establecimiento inicial de un patógeno exótico. La influencia de esta 
        estructura depende tanto de la biología del patógeno como de las 
        características del entorno. En general, los patógenos que se dispersan 
        mediante el movimiento de hospedadores infectados pueden colonizar 
        fácilmente nuevas regiones. Así, la probabilidad de propagación de 
        enfermedades está determinada por la interacción entre el rango de 
        dispersión, la biología del patógeno y la estructura espacial del 
        entorno (North y Godfray, 2017).

      Durante los últimos 
        años, el descubrimiento, descripción, detección y dispersión de nuevas 
        especies de microsporidios, afectando particularmente al hepatopáncreas 
        de los camarones, han cobrado relevancia. Siendo Enterocytozoon hepatopenaei la especie que ha generado mayor interés. Desde su descripción inicial (Tourtip et al., 2009),
        ha sido detectado y documentado en países como Tailandia, Vietnam, 
        India, China, Indonesia, Malasia y Venezuela, se prevé que su dispersión
        continúe a otras regiones de producción de camarones (López-Carvallo et al., 2022; Tang et al., 2017).

      Previo al descubrimiento del E. hepatopenaei, la incidencia de microsporidiosis en camarones se atribuía a géneros como Agmasoma sp., Ameson sp., Perezia sp., Pleistophora sp. y Tuzetia sp., que comparten la característica de utilizar a los camarones como 
        hospedadores intermediarios y a otra especie, generalmente peces, como 
        hospedadores definitivos. Estos microsporidios generan un cuadro clínico
        muy característico en los camarones, denominado “camarón de algodón” o “camarón de leche” (Canning et al., 2002; Cuéllar-Anjel, 2014; Ibarra-Gámez et al., 2023; Jaroenlak et al., 2016; Johnson, 1995; Lightner, 1996).

      Sin embargo, para E. hepatopenaei,
        los estudios realizados demostraron su capacidad para propagarse de 
        forma horizontal, directamente entre camarones, sin necesitar de los 
        peces como hospedadores y transmitiéndose oralmente mediante canibalismo
        y cohabitación entre animales infectados y sanos, lo cual dificulta su 
        manejo y prevención (Chaijarasphong et al., 2020; Jaroenlak et al., 2016; Munkongwongsiri et al., 2021; Tangprasittipap et al., 2013).

      Para
        las infecciones de microsporidios en hepatopáncreas, los signos 
        clínicos son inespecíficos y carecen de todo valor diagnóstico. Entre 
        ellos, se ha observado un crecimiento retardado de los camarones 
        afectados, ocasionando una elevada dispersión de tallas (Figura 1a), así como hepatopáncreas e intestino con coloración pálida (Figura 1b),
        y en ocasiones se ha asociado a la presencia del Síndrome de las heces 
        blancas, en especial cuando se presentan en coinfecciones con bacterias,
        generalmente Vibrio (Aldama-Cano et al., 2018; Cruz-Flores et al., 2019; Ha et al., 2010; Munkongwongsiri et al., 2021; Piamsomboon y Han, 2022; Shen et al., 2021; Tang et al., 2017).

      Los microsporidios son parásitos 
        intracelulares que se desarrollan en el citoplasma o, en algunos casos, 
        en el núcleo. Carecen de mitocondrias y dependen del ATP producido por 
        la célula invadida. Sus estrategias patogénicas varían, mientras algunas
        especies forman vesículas protectoras o estructuras denominadas complejos xenoparasíticos,
        reconfigurando a la célula parasitada, otras se desarrollan en contacto
        directo con el entorno intracelular, evadiendo, en ambos casos, el 
        reconocimiento por parte del sistema inmune del hospedador (Stentiford et al., 2017).

      Adicionalmente, en el caso de E. hepatopenaei,
        se ha demostrado que puede actuar como factor de riesgo, incrementando 
        la susceptibilidad a infecciones bacterianas posteriores (Aranguren et al., 2017), y no se han encontrado tratamientos
        eficaces para su eliminación, siendo en muchas ocasiones costosos e 
        inviables para estanques con camarones, por sus costos o por las 
        condiciones extremas requeridas (Munkongwongsiri et al., 2021; Piamsomboon y Han, 2022).

      Paralelo a la implementación de sistemas 
        de bioseguridad, entre los que se incluye el uso de post larvas libres 
        de patógeno y medidas de control y reducción de riesgo de ingreso de 
        patógenos a centros de producción, es importante mantener sistemas de 
        vigilancia activos que faciliten el monitoreo de poblaciones de 
        camarones, verifiquen la eficacia de los sistemas de bioseguridad y 
        permitan la detección de infecciones tempranas. Esto facilita y agiliza 
        el manejo y toma de decisiones por parte del personal de producción (de Blas y Muniesa, 2014; Cuéllar-Anjel, 2014).

      Ahora
        bien, para cualquier abordaje sanitario se debe considerar el tamaño y 
        tipo de muestra a utilizar, para que esta sea representativa de la 
        población en estudio. Se debe definir el tipo de muestra, ya sea 
        dirigida o al azar, el tamaño de dicha muestra, el nivel de confianza en
        la técnica diagnóstica utilizada y su sensibilidad, así como el número 
        esperado de animales potencialmente infectados y el tamaño de la 
        población en estudio (de Blas y Muniesa, 2014; Lightner, 1996; Lightner y Pantoja, 2001).

      Por
        ello, con el fin de facilitar la planeación y establecimiento de 
        sistemas de vigilancia y detección en los centros de producción, se 
        presentan a continuación, las principales técnicas diagnósticas 
        disponibles en la actualidad y sus características, así como sus 
        alcances y limitaciones.

    
    
      Montajes en fresco e improntas

       ⌅
      Por
        los equipos, entrenamiento, personal y tiempo de respuesta requerido, 
        el análisis en fresco suele ser el método realizado con mayor frecuencia
        en granjas. Además, su aplicación rutinaria permite el desarrollo de 
        pericia por parte de los analistas (Jithendran et al., 2021; Lightner. 1996; Morales-Covarrubias, 2013; Varela y Choc, 2020). 

      Mediante el uso de esta 
        técnica, se puede realizar un monitoreo exploratorio y preliminar de 
        microsporidiosis. Para ello, se debe disgregar suavemente el tejido 
        hepatopancreático en un portaobjetos con agujas o pinzas finas y colocar
        un cubreobjetos con una presión muy ligera. En casos de infecciones 
        moderadas o altas, es posible observar a las esporas, ovoides y 
        regulares (Figura 1c). 
        Sin embargo, puede resultar difícil identificar dichas estructuras 
        debido a su pequeño tamaño (1,1 ± 0,2 por 0,6-0,7 ± 0,1 µm). El 
        diagnóstico presuntivo se realiza mediante la observación de las esporas
        características al microscopio con el lente de 100X y utilizando aceite
        de inmersión. Este método puede ser ineficaz cuando la presencia de 
        esporas es baja. Además, se requiere personal capacitado o con 
        experiencia para la identificación específica de estos microorganismos (Chaijarasphong et al., 2020).

      Para facilitar la detección 
        de las esporas, se puede recurrir al uso de improntas teñidas, 
        utilizando colorantes convencionales. Las preparaciones del frotis a 
        partir de la muestra fecal o de hepatopáncreas se colocan en un 
        portaobjetos, formando una capa delgada de tejido y se dejan secar a 
        temperatura ambiente, para luego fijar con metanol durante 15 minutos y 
        teñirlas con colorantes como Floxina B, Verde malaquita, Giemsa o Eosina
        y hematoxilina, se deja penetrar al colorante y se lava con agua 
        corriente, para retirar el exceso (Figura 1d). Nuevamente, se observa el frotis con el lente de 100X y aceite de inmersión (Chaijarasphong et al., 2020; Jithendran et al., 2021). 

      Se
        debe tener claro que las técnicas de análisis en frescos y el uso de 
        improntas teñidas constituyen análisis rápidos, útiles para la toma de 
        decisiones o monitoreos de rutina. Pero que representan técnicas 
        preliminares, no confirmatorias, ya que poseen baja especificidad y 
        sensibilidad, asimismo, los analistas deben estar familiarizados con las
        esporas (Chaijarasphong et al., 2020; Jithendran et al., 2021; Piamsomboon y Han, 2022). 

      Por su naturaleza y alcance, este tipo de técnicas es propensa a generar falsos negativos.
        Para diagnósticos definitivos es necesario recurrir a otros métodos de 
        mayor confiabilidad. En el caso de personal ya familiarizado con este 
        tipo de patógenos mediante histopatología, es posible detectar esporas 
        mediante análisis en fresco con mayor facilidad. Sin embargo, esto no es
        un condicionante obligatorio. 

      Finalmente, existen cuadros 
        clínico-lesionales en hepatopáncreas con fuertes similitudes a los 
        causados por las microsporidiosis en hepatopáncreas, por ejemplo, las 
        generadas por infecciones de haplosporidios (Cuéllar-Anjel, 2014; Johnson, 1995; Lightner, 1996; Varela, 2018). Pudiendo
        originar falsos positivos. Ante ello, en casos sospechosos se pueden 
        enviar muestras a laboratorios externos especializados.

    
    
      Técnicas histopatopatológicas

       ⌅
      Su
        utilización, permite no solamente detectar a los microsporidios, sino, 
        además, observar los diferentes estadios de desarrollo del parásito y 
        determinar el grado de infección y afectación en los tejidos, así como 
        la posible presencia de otras patologías o estado físico general del 
        organismo (Lightner, 1996; Varela, 2023), lo que le confiere gran aplicabilidad.

      
        
          
          
            
               
            
            
        

      

      Figura 1.  a) Disparidad de tallas, signo clínico 
        que podría estar ocasionado por presencia de microsporidios en 
        hepatopáncreas. b) Juvenil de Penaeus vannamei mostrando palidez en 
        hepatopáncreas. c) Observación microscópica de hepatopáncreas, sin 
        tinción, presencia de posibles microsporidios. 100X. d) Impronta de 
        hepatopáncreas fijada con metanol, presencia elevada de estructuras 
        basofílicas, ovoides y regulares (flechas), compatibles con 
        microsporidios. 100X. H&E

      Existen protocolos 
        ampliamente utilizados para el procesamiento de muestras de camarones. 
        Presentando algunas variaciones, pero todos enfatizando en la 
        importancia de la adecuada fijación de la muestra, generalmente 
        utilizando para ello el Davidson AFA y en el posterior procesamiento de 
        los tejidos de interés (Bell y Lightner, 1988; Howard et al., 2004; Lightner, 1996; Varela, 2023). 

      Histopatológicamente, los camarones 
        afectados por microsporidiosis en hepatopáncreas, muestran presencias 
        variables de esporas, las cuales se pueden observar dentro de las 
        células epiteliales de los túbulos, así como libres en el interior del 
        lumen tubular (Figura 2a).
        Estas esporas son ovoides, ligeramente basofílicas y dependiendo del 
        estadio de desarrollo, es posible observar plasmodios multinucleados 
        esporogonales (Figura 2b),
        los cuales son inicialmente eosinofílicos y posteriormente se tornan 
        fuertemente basofílicos. No se observan respuestas inmunes como 
        agregación hemocítica o melanosis (Tourtip et al., 2009; Varela, 2018; Tang et al., 2017). 

      
        
          
          
            
               
            
            
        

      

      Figura 2.  Secciones histopatológicas de 
        hepatopáncreas infectados por microsporidios. a) Corte sagital de la 
        región medial de un túbulo: se observan estructuras basofílicas 
        (flecha), dentro del citoplasma de una célula epitelial. b) Corte axial 
        de túbulo en el cual se observan esporas libres en el lumen (asterisco),
        plasmodios basofílicos (flechas); se observa, además, el 
        desprendimiento epitelial de su membrana basal (cabezas de flecha), 
        atrofia, desprendimientos celulares y algunas células picnóticas. 
        Ninguna de las dos imágenes muestra respuestas inflamatorias por parte 
        del hospedador. Tinción H&E. 100X.

      Sin embargo, dadas
        las dimensiones de los microsporidios y considerando los límites de 
        definición de la histopatología, no es posible identificar la especie 
        particular presente mediante esta técnica. Para ello, la especificidad 
        puede ser incrementada con la inclusión de herramientas como la 
        hibridación in situ o confirmación mediante técnicas moleculares como el PCR (López-Carvallo et al., 2022; Munkongwongsiri et al., 2021; Tang et al., 2017). 

      No obstante, se debe considerar que, aun
        sin reconocer en forma concluyente la especie de microsporidio 
        presente, todo microsporidio en hepatopáncreas es potencialmente 
        patogénico y, por tanto, indeseable. Por lo tanto, la histopatología 
        presenta alta aplicabilidad y suficiente sensibilidad para detectar sus 
        infecciones.

    
    
      Técnicas moleculares

       ⌅
      Se
        han desarrollado múltiples metodologías y protocolos para la detección 
        de microsporidios en el hepatopáncreas, como PCR convencional, PCR en 
        tiempo real, PCR anidada, LAMP, qPCR, etc. (Jithendran et al., 2021; Jaroenlak et al., 2016; Rajendran et al., 2016). 

      Muchas de estas metodologías han 
        demostrado ser altamente específicas para el diagnóstico de EHP, sin 
        embargo, en algunos casos se han demostrado ser menos selectivas en la 
        detección de otros microsporidios que infectan a camarones. Por ejemplo,
        los métodos que utilizan cebadores dirigidos al gen SSU-rRNA del E. hepatopenaei pueden presentar reacción cruzada con microsporidios estrechamente relacionados, como Enterospora canceri, Vitafforma sp. y Hepatospora eriocheir (falsos positivos), lo que los hace inadecuadas para la detección exclusiva de E. hepatopenaei.
        En estos casos, el uso de cebadores que detectan el gen que codifica la
        proteína de la pared de las esporas y el gen de la beta-tubulina se 
        considera de gran utilidad diagnóstica para la detección específica de 
        esta especie (Jaroenlak et al., 2016; Jithendran et al., 2021; Peña-Navarro et al., 2023; Rajendran et al., 2016). 

      Se debe tener claro, además, que la 
        técnica de PCR posee como sus principales fortalezas su alta 
        sensibilidad y especificidad, por lo que constituye una herramienta 
        poderosa de detección de patógenos, pero no distingue per se entre la presencia de un agente y su infección o patología. Un resultado
        positivo indica que la secuencia blanco de los cebadores se encuentra 
        presente y seria una verdadero positivo. Pero también puede ser por 
        contaminación de la muestra o selección de secuencias no específicas, lo
        cual no implica, necesariamente, que exista enfermedad (falso positivo)
        (Varela y Choc, 2020). 

      Con este enfoque, las 
        técnicas moleculares constituyen, por tanto, una herramienta de 
        detección y no de diagnóstico. Esta limitante puede solucionarse 
        fácilmente combinándola con otras técnicas, de modo que el PCR, en sus 
        diferentes modalidades, pasa a ser una herramienta ideal y necesaria 
        para confirmar la identidad de agentes detectados por otros medios, como
        la histopatología o los análisis en fresco.

    
    
      Consideraciones finales

       ⌅
      Sin
        duda, la presencia de microsporidios en hepatopáncreas ha alcanzado un 
        creciente interés durante los últimos años, se han descubierto nuevas 
        especies, en diversas regiones geográficas. Los estudios de muchas de 
        estas especies son limitados o ausentes, pero algunos de ellos se han 
        relacionado con reducciones en la capacidad de crecimiento de los 
        camarones y en incrementos en su susceptibilidad a infecciones 
        secundarias. Esto representa una gran amenaza para los centros 
        productivos, ya que su presencia puede generar incrementos sustanciales 
        en los factores de conversión alimenticia y menores sobrevivencias, con 
        la consecuente reducción directa de utilidades.

      Se requiere 
        establecer mecanismos de prevención, como el uso de post larvas 
        certificadas como spf para este agente. Una vez que los animales se 
        encuentran en los centros de producción, es necesario establecer 
        programas de detección temprana y de monitoreo. Esto implica la 
        necesidad de capacitar constantemente al personal sanitario de las 
        granjas, instituciones académicas y personal oficial a cargo del 
        monitoreo sanitario. Esto es especialmente importante si se considera la
        frecuencia con la que se han descubierto nuevas especies, lo que obliga
        al desarrollo, a la mejora y al entrenamiento en técnicas diagnósticas. 

      Las diferentes modalidades de detección, desde la observación 
        clínica hasta el análisis en fresco, el uso de improntas, histopatología
        y PCR, podrían ser insuficientes para lograr un diagnóstico definitivo 
        cuando se utilizan de forma individual. Por lo tanto, se recomienda 
        ampliamente, la combinación de al menos dos técnicas para la obtención 
        de resultados concluyentes. 

      Independientemente de la técnica 
        utilizada, es importante considerar que todas las especies de 
        microsporidios en hepatopáncreas, son potencialmente dañinos, afectando 
        la capacidad de crecimiento de los camarones y su respuesta ante 
        infecciones secundarias, por lo que es necesario conocerlo y 
        monitorearlo. No es posible controlar lo que no conocemos. 

      Claramente,
        la prevención de esta o cualquier patología en camarones, es menos 
        costosa y más eficaz que la corrección una vez que estas ingresan a los 
        centros de producción. No obstante, en caso de estar presente y 
        detectarse a tiempo, brinda la posibilidad de tomar acciones 
        correctivas, como la decisión de cosechas tempranas en organismos que no
        presentarán la capacidad de crecimiento necesaria. Evitando incurrir en
        el incremento de costos de producción infructuoso. 

      La constante 
        comunicación entre los centros de producción con instituciones de 
        investigación, laboratorios diagnósticos especializados, comités de 
        sanidad y autoridades competentes es crucial, facilitando el flujo de 
        información verificada y la retroalimentación epidemiológica, así como 
        la asistencia en medidas de control o atenuación de eventos infecciosos. 
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