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El microsporidio Enterocytozoon hepatopenaei(EHP) infecta a los camarones peneidos y se ha
considerado una amenaza crítica para la acuacultura del camarón, causando graves pérdidas
económicas en las granjas camaroneras de varios países asiáticos. Los órganos diana incluyen el
hepatopáncreas y el intestino medio, por lo que la infección por EHP puede afectar la función digestiva
y de absorción, lo que produce un retraso en el crecimiento. Los camarones podrían infectarse con EHP
por canibalismo o alimentándose de alimentos vivos contaminados con EHP.

Métodos de diagnóstico de EHP dirigidos a la secuencia SSU ARNr

Se han desarrollado varios métodos de diagnóstico de EHP basados   en la subunidad pequeña (SSU)
ARNr, incluyendo PCR, qPCR, hibridación in situy ensayos de ampli�cación isotérmica mediada por
vuelta. Sin embargo, las secuencias SSU ARNr no son muy especí�cas para la detección de
microsporidios y los métodos de PCR basados   en el SSU ARNr pueden generar falsos positivos en
muestras que no son de camarón. Por ejemplo, la secuencia del SSU ARNr de EHP compartió una
similitud del 90 por ciento con la de Enterospora cancerique infecta a los cangrejos marinos. Por lo
tanto, se necesita un método de PCR más especí�co para los diagnósticos de EHP.

Nuevo método de diagnóstico de EHP dirigido al gen de β-tubulina de EHP

En consecuencia, desarrollamos un nuevo método de diagnóstico de EHP con dos conjuntos de
cebadores diseñados en base a la secuencia del gen de la β-tubulina (GenBank No. KX842357, Tabla
1).

Han, detección de EHP, Tabla 1

Se realizó una PCR de primer paso con los cebadores EHP-618F/R en las siguientes condiciones de
ciclado: desnaturalización inicial a 94 grados-C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 94 grados-C
durante 30 segundos, 58 grados-C durante 30 segundos y 72 grados-C durante 30 segundos, y una
extensión �nal a 72 grados-C durante 7 minutos.

Este estudio desarrolló un método de PCR anidado que utiliza
secuencias de genes de β-tubulina que son especí�cas de EHP y se
pueden usar en diagnósticos de rutina.

Nombre del cebador Secuencia (5’ to 3’) Tamaño de amplicón (bp)

β-tubulina 1er-paso PCR

EHP-618F CAGCTGGTTGAAAATGCAAA 618

EHP-618R GTGCAAAAATGCCTTTCGTT 618

β-tubulina 2do-paso PCR (anidado)

EHP-237F GATATGCGCCTCTGTGTTCA 237

EHP-237R TGTTTGGAATCCACTCGACA 237

Tabla 1. Cebadores de PCR utilizados para la detección de Enterocytozoon hepatopenaei (EHP).
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Luego, se realizó una PCR (anidada) de segundo paso con los cebadores internos EHP-237F/R en las
siguientes condiciones de ciclado: desnaturalización inicial a 94 grados-C durante 3 minutos, seguido
de 20 ciclos de 94 grados-C para 30 segundos, 58 grados-C durante 30 segundos y 72 grados-C
durante 30 segundos, y una extensión �nal a 72 grados-C durante 7 minutos.

La PCR de segundo paso (anidada) es 100 veces más sensible que la PCR de primer paso (Fig. 1) y, por
lo tanto, es adecuada para detectar una infección de EHP de bajo nivel.

Estudio de muestras de campo – ensayo de PCR de primer paso

Para comparar la sensibilidad en muestras de campo, aplicamos varias muestras de camarón
infectadas con EHP (n = 22) recolectadas de países del sudeste asiático (Vietnam, India, Tailandia e
Indonesia) y de camarón de salmuera artemia spp. positiva para EHP (n = 6; todos en la etapa adulta)
determinado por una PCR de SSU ARNu de EHP (los productos de PCR corresponden al no. de acceso
KP759285) al ensayo de PCR de primer paso. Después de la primera etapa de la PCR, se generaron
amplicones de 618 pb a partir de todas las muestras de EHP (n = 22) de varias granjas de camarones
en los países mencionados anteriormente (Fig. 2).

Fig. 1: Comparación de sensibilidad entre el primer paso y el segundo
paso (anidado) de PCR determinada por una dilución de 10 veces (de
10-1 a 10−5) de ADN positivo a EHP a una concentración inicial de
100 ng/μl.

Fig. 2: Amplicones representativos generados por los ensayos de PCR
de primer paso dirigidos al gen de la β-tubulina. Amplicones de 618 pb
de muestras de la India, Vietnam y Tailandia, pero los amplicones no
se generaron a partir de muestras de artemia spp. por PCR de primer
paso.
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El ensayo de PCR de primer paso es simple y rápido. Sin embargo, no generó ningún amplicón a partir
de las muestras de biomasa de artemia EHP positiva (n = 6), lo que podría deberse a las bajas
cantidades de EHP presentes en estas muestras (Fig. 2).

Estudio de muestras de campo – ensayo de PCR de segundo paso (anidado) 

Fig. 3: Amplicones representativos generados por los ensayos de PCR de segundo paso (anidados)
dirigidos al gen de la β-tubulina. Amplicones de 237 pb de muestras de artemia EHP positiva.
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Después de la PCR (anidada) de segundo paso, se observó un fragmento de ADN de 237 bp en todas
las muestras de EHP (n = 22), incluidas las de las muestras de biomasa de artemia (Fig. 3). Los
resultados diagnósticos obtenidos por este método de PCR anidado son bene�ciosos para el
monitoreo de camarones con bajos niveles de infección por EHP. Además, este método es útil para
detectar EHP en alimentos en vivo (como la artemia), que es importante en el campo porque los
alimentos en vivo son un riesgo potencial de infección por EHP.

Perspectivas

En este estudio, desarrollamos un método de PCR anidado utilizando secuencias de genes de β-
tubulina. Este nuevo método de PCR es especí�co al EHP y se puede utilizar en diagnósticos de rutina.
Además, este método es útil para detectar una infección por EHP de bajo grado. Además, detectamos
EHP en muestras de artemia mediante este método de PCR anidado. Sugiere la posibilidad de
transferencia de EHP desde alimentos en vivo a los reproductores de camarón. En el campo, los
camarones podrían infectarse con EHP alimentándose de alimentos vivos contaminados con EHP,
como la artemia. Se requieren experimentos de laboratorio adicionales para determinar la infectividad
de la artemia infectada por EHP en camarones.
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