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RESUMEN

Objetivo. Determinar la presencia de Spiroplasma penaei en el plancton, bentos y fauna
acompanante en 2 fincas comerciales de camarones. Materiales y métodos. Fueron
colectadas 200 muestras para identificacion de lesiones caracteristicas de Spiroplasma,
a través de la técnica de histologia, mientras que para la técnica de PCR se tomaron
326 muestras de plancton, bentos y fauna acompafnante. Las muestras colectadas fueron
preservadas en tubos estériles con etanol al 95% para analisis de PCR y en solucion
Davidson para analisis histoldgicos. Resultados. En los muestreos realizados en las dos
fincas camaroneras fue detectada la presencia de Spiroplasma en una muestra de un
representante de los dipteros (mosca de agua) a través de la técnica de PCR en tiempo
real, el cual arrojo una Tm=84, similar a la del control positivo de Spiroplasma utilizado.
Esta muestra fue secuenciada y comparada con secuencias de bacterias almacenadas en
el banco de datos GenBank usando el algoritmo BLAST, encontrando 100% de homologia
con un fragmento de los genes ribosomales 16S de la bacteria Spiroplasma penaei.
Conclusiones. La mosca de agua es portadora de Spiroplasma penaei, sin embargo no
se puede afirmar que este organismo sea el transmisor de la infeccidon, por lo que se
recomienda realizar ensayos de tipo experimental con moscas de agua infectadas con
Spiroplasma penaei, en camarones libres de patdégenos, para evaluar si en realidad es el
vector de infeccidn.

Palabras clave: Bentos, PCR, Penaeus vannamei, plancton, Spiroplasma. (Fuente: AIMS).
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ABSTRACT

Objective. To determine the presence of Spiroplasma penaei on plankton, benhtos and
fauna samples, in two commercial shrimp farms. Material and methods. A total of
526 samples of plankton, benthos and fauna were collected; 200 samples were used for
histological examination to identify the typical lesions of Spiroplasma, and 326 samples
were used for PCR. The samples collected were keep in sterile tubes and preserved in
Davidson solution for histological analyses and in 95% ethanol solution for PCR. Results.
The presence of Spiroplasma was detected in a water fly through the technique of real time
PCR with a melting temperature Tm=84, similar to the positive control used. This sample
was sequenced and compared with sequences of bacteria stored in the GenBank database
using the BLAST algorithm, founding 100% homology with a fragment of the 16S ribosomal
genes of the bacterium Spiroplasma penaei. Conclusions. The water fly can carry the
Spiroplasma penaei, however more experimental assays are required, using water flies
infected with Spiroplasma penaei and pathogen-free shrimp to prove this findings.

Key words: Benhtos, PCR, Penaeus vannamei, plankton, Spiroplasma. (Source: AIMS).

INTRODUCCION

En el comercio internacional el producto
acuicola de mayor importancia es el
camardén marino. Aproximadamente el
26% del producto total proviene de las
especies de Peneidos criados en estanques
(1), siendo el predominante el Penaeus
(litopenaeus) vannamei, por lo que la
industria camaronera colombiana es
generadora de importantes divisas para
el pais a través de las exportaciones de
camarones cultivados (2).

El cultivo de estos animales en estanques
a altas densidades conlleva a situaciones
de enfermedad por confinamiento (3).
Por lo general las enfermedades mas
severas del camardén son causadas por
virus y bacterias, ocasionando de este
modo grandes pérdidas econdmicas a los
cultivadores (4).

La causa de las enfermedades bacterianas
esta relacionada con el tipo de manejo
que se aplique y a las condiciones
medioambientales presentes. En sistemas
semi-intensivo e intensivo, el incremento
de la densidad de cultivo, las heces y el
recambio inapropiado de agua, hacen
susceptibles a los peneidos para que sean
atacados por bacterias (5).

Dentrodelgrupodelasbacterias que afectan
el monocultivo de camardn encontramos al

Spiroplasma. La mayoria de las especies de
Spiroplasma son naturalmente patdgenos
de plantas y artrépodos, principalmente
insectos (6-7), la cual se ha aislado de la
hemolinfa de los mismos (6).

La deteccion de Spiroplasma en crustaceos
es relativamente nueva. El primer reporte
de este patégeno fue hecho por Wang et
al (7-8) quienes demostraron la presencia
de este patdgeno en el cangrejo Eriocheir
sinensis, el cual causa la enfermedad de
“tremor” (7). Wang y Gu (9) encontraron
que esta enfermedad se presenta en
temperaturas relativamente altas (28°C)
y las principales sintomatologias son
debilitamiento, anorexia y muerte. En el
mismo afio Zbinden y Cambon-Bonavita
(10) reportaron Spiroplasma en el
camardén Rimicaris exoculata. Mortalidades
atipicas y severas aparecieron en una finca
camaronera colombiana localizada en la
costaAtlantica. Durantelosmesessiguientes
estanques adicionales experimentaron
altas mortalidades, donde la sobrevivencia
fue de 40%. El diagndstico presuntivo para
las mortalidades sufridas fue atribuido a
una infeccidon bacteriana severa. Este fue
confirmado a través de la hibridacion in situ
y bioensayos. La infeccion fue causada por
una nueva especie del género Spiroplasma,
denominada S. Penaei. Esta especie de
Spiroplasma es considerada como el agente
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causal del “sindrome del muerto parado”, el
cual ocasiona sintomatologias como: tracto
digestivo vacio, nado erratico y produccion
de gas en el cefalotérax, lo que origina
una flotacion vertical anormal del animal
(11). El dltimo reporte acerca de este
género fue realizado por Wang et al (12),
catalogandolo como causante de patologias
en la langosta de agua dulce Procambarus
clarkii, el cual produjo severas mortalidades
estimadas entre 92 y 96% en el sudeste de
China. De este mismo modo Nunan et al
(13) reportaron mortalidades en cultivo de
camaron Penaeus (litopenaeus) vannamei
en piscinas que presentaban valores de
salinidad bajos y altas temperaturas

Spiroplasma es una bacteria gram positiva
que por estar asociada con artrépodos,
principalmente insectos (6), es probable
gue estos animales sean los transmisores
de esta enfermedad en camarones
teniendo en cuenta que la dieta de estos es
omnivora (14-15).

Debido a que en la columna de agua y sobre
la superficie de las piscinas camaroneras se
encuentra ademas de plancton y bentos,
una gran variedad de insectos, es posible
que estos estén actuando como vectores
de infeccion, por lo que el objetivo de este
trabajo fue la identificacién de los vectores
de Spiroplasma.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El estudio fue realizado
en dos fincas camaroneras ubicadas en el
municipio de San Antero, en el norte del
departamento de Coérdoba, Colombia, a
5 metros sobre el nivel del mar y cuyas
coordenadas geograficas son 09° 23’ de
latitud Norte y 75° 46’ de longitud oeste
de Greenwich con temperatura promedio
de 280°C.

Toma de muestras. Fueron muestreadas
piscinas que presentaron antecedentes de
Spiroplasma, y dos piscinas control en cada
finca. Se tomaron muestras de plancton,
bentos y fauna acompanante cada 15 dias
durante dos ciclos de cultivo (240 dias). Las
muestras colectadas fueron colocadas en

REVISTA MVZ CORDOBA  Volumen 16(2), Mayo - Agosto 2011

tubos eppendorf estériles con etanol al 95%
para analisis de PCR y se fijaron camarones
con solucion Davidson para histopatologia.
También se tomaron muestras de plancton
y fauna acompafiante del manglar y del
canal de entrada que surte de agua a las
piscinas.

Identificacion de las muestras. Las
muestras de plancton fueron montadas
al microscopio con el fin de identificar los
organismos hasta el nivel taxonémico mas
bajo posible. Las muestras de bentos, fauna
acompafante e insectos, fueron observadas
individualmente al estereoscopio para
su identificacion. Parte de las muestras
fueron enviadas al laboratorio de biologia
molecular, para la extraccion del ADN vy
respectiva amplificacion con los iniciadores
especificos para Spiroplasma.

Extraccion y amplificacion de ADN. El
ADN extraido y la PCR fueron realizados
conforme a lo propuesto por Nunan et al
(11). ElI fragmento fue amplificado por
el par de primers CSF: 5' TAG CCG AAC
TGAGAG GTT GA 3" y CSR 5 GAT AAC
GCT TGC CACCTA TG 3’ con 520 pares de
bases aproximadamente. El volumen de la
reaccién de PCR fue de 25 ul, conteniendo
Tris-KCl (20 mM Tris-HCI pH 8.4 com 50
mM KCl), 2.0 mM MgCl2, 2.5 pM de cada
primer, 0.1 mM de cada dNTP, 2.5 U de
Taq DNA polimerasa, 15 ng de ADN e agua
Milli-Q para completar el volumen a 25 pL
el mix fue colocado en termociclador y el
DNA desnaturado a 94°C por 5 minutos.
La amplificacion fue en 35 ciclos a 94°C
por 30 segundos, 55°C por 30 segundos
e 72°C por 30 segundos, seguido de una
extension final de 72°C por 4 minutos.

El ADN de las muestras que presentaron
fragmentos amplificados de tamafo similar
al control positivo de Spiroplasma fueron
amplificadas por PCR en tiempo real en
un termociclador Opticon (MJ Research,
Hatboro, USA). Como fluorometro se
empled Sybr Green el cual se une a la
hebra de ADN de doble cadena y emite
fluorescencia a una longitud de onda de
530nm. Fueron realizados analisis de las
curvas de disociacion para verificar la
especificidad del producto amplificado.
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Secuenciamento. Las muestras que
mostraron curvas de disociacion similares
al del control positivo del Spiroplasma
fueron secuenciadas en un secuenciador
automatico MegaBace (Amersham) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante,
utilizando el primer CSF: 5 TAG CCG
AAC TGAGAG GTT GA 3'. Las secuencias
obtenidas fueron alineadas utilizando el
programa CLUSTAL W (16) y editadas
manualmente con el programa BIOEDIT
(17). Estas secuencias fueron comparadas
con las bases de datos publicas, usando la
herramienta Blast2-NCBI (18).

Histologia. Los camarones y poliquetos
respectivamente fijados en solucion
Davidson, fueron remitidos al laboratorio de
histologia de CENIACUA en Cartagena, en
donde fueron realizados micropreparados
coloreados con eosina y hematoxilina segiin
el protocolo estandarizado por CENIACUA.

RESULTADOS

Reaccion en cadena de la polimerasa.
Un total de 326 muestras fueron analizadas
por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Fue detectada la presencia de
Spiroplasma en: 4 muestras de musculo
de camarén, 1 muestra de plancton
y en 10 de insectos (mosca de agua,
Hesperocorixa, Uca, Callinectes sapidus,
Orthdéptera spl y Lepiddptera sp2). Los
camarones que fueron positivos por PCR
también presentaron las lesiones tipicas
de espiroplasma por histopatologia
(Figura 1).

Las muestras de plancton, bentos, fauna
acompafiante e insectos de los muestreos
realizados durante los dos ciclos de
cultivo, usando iniciadores especificos
de 16S de rRNA de Spiroplasma mostré
la presencia de la bacteria en las
muestras de Hesperocorixa, mosca de
agua perteneciente al orden Diptera,
representantes del orden Lepiddptera
(sp2) y representantes del orden
Orthoptera (spl). Resultados no
detectables fueron encontrados en las
muestras de Upogebia y Uca.
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Figura 1. Corte trasversal del musculo de un
camardén con lesiones tipicas de
Spiroplasma: A (la flecha indica cuerpos
eosindfilos en el musculo), B (la flecha
indica infiltracion en el musculo).

PCR en tiempo real. Los resultados
positivos por PCR fueron procesados
a través de PCR en tiempo real. El
organismo en el que se observd presencia
de Spiroplasma por PCR en tiempo real
fue la mosca de agua con una Tm =
84, similar a la del control positivo de
Spiroplasma utilizado (Figura 2). Esta
muestra fue secuenciada para verificar la
presencia de esta especie de bacteria.

Secuenciacién - Blast. En este estudio
sb6lo se procesaron las muestras de la
mosca de agua puesto que fue la Unica que
resulto positiva a través de PCR en tiempo
real. Esta muestra fue comparada con
secuencias de bacterias pertenecientes
al GenBank usando el algoritmo BLAST,
encontrando 100% de homologia con un
fragmento de los genes ribosomales 16S
de la bacteria Spiroplasma penaei.
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Control positivo .
Mosca de agua ()]
Hesperocorixa ()

Control negativo O

Orthéptero (spl) ®

Figura 2. Curva de disociacion de las muestras en las que se detectd Spiroplasma, a través de PCR.
La mosca de agua (color azul) es un resultado que coincide con el control positivo de
Spiroplasma (color rojo), con una Tm = 84; mientras que Hesperocorixa (color verde) y
el orthdptero spl (color fucsia) son resultados que coinciden con el control negativo de
Spiroplasma (color naranja), con una Tm = 73.

DISCUSION

Las piscinas comenzaron a presentar
mortalidades en la época de lluvia,
momento en el cual la salinidad bajo
considerablemente en el primer ciclo de
27.6 £ 0.86 UPS hasta 16 y 17 UPS en todas
las piscinas, ademas para este periodo la
temperatura en las horas de la tarde no bajé
de los 30.8°C, mientras que en el segundo
periodo la salinidad llegd a bajar hasta 11
UPS y la temperatura no bajé de 31.7°C en
las horas de la tarde, lo que coincide con
lo reportado por Wang y Gu (9), quienes
encontraron mortalidades hasta del 90% en
cultivo del cangrejo de agua dulce Eriocheir
sinensi, con temperaturas relativamente
altas, al igual que lo reportado por Wang
et al (12) quienes detectaron la presencia
de Spiroplasma en la langosta de agua
dulce Procambarus clarkii, en periodo
de verano, donde las temperaturas son
elevadas. De este mismo modo Nunan et al
(13) reportaron mortalidades en cultivo de
camaron Penaeus (litopenaeus) vannamei
en piscinas que presentaban valores de
salinidad bajos y altas temperaturas.

En las fincas muestreadas los valores de
temperatura variaron entre 28.9 + 1.36°Cy
35.1 £ 0.94°C, observandose altos valores
en los meses de junio y julio, mientras
que los valores de salinidad variaron entre
21.0 £ 1.73 UPS y 29.5 £ 0.50 UPS. Los

valores mas bajos se observaron en el
mes de junio y julio. En el mes de julio
se presentaron mortalidades ocasionadas
por Spiroplasma, lo que confirma que esta
bacteria se encuentra presente en aguas de
baja salinidad con elevadas temperaturas.

En los muestreos realizados se detect6 la
presencia de Spiroplasma en el (4.6%) de
las muestras procesadas, dentro de estos
sobresalieron los insectos pertenecientes
al orden  Orthoptera, Lepiddptera,
espécies del género Hesperocorixa y un
representante de los Dipteros (mosca
de agua). Hesperocorixa fue positivo por
PCR en todas las piscinas muestreadas,
al igual que las moscas de agua. En todas
las piscinas muestreadas se detectd
Spiroplasma por PCR en las muestras
de musculo de camardn Litopenaeus
vannamei.

CENIACUA en muestreos realizados en
afios anteriores detectd Spiroplasma en
muestras de callianassa; sin embargo en
el presente estudio en ningln momento
se encontraron callianassas sintomaticas y
no se detectd la presencia de la bacteria
por las técnicas de histologia y PCR, por lo
que se descarta la posibilidad de que las
callianassas sean vectores de infeccion.
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Aunque se piensa que el manglar de
algun modo influye con la incidencia de la
bacteria, dado que las primeras piscinas en
presentar sintomas de la enfermedad son
las cercanas a este, no se pudo detectar
la presencia de Spiroplasma al igual que
en el canal reservorio; sin embargo no se
descarta la posibilidad de que la bacteria
esta asociada al manglar.

La PCR de bacterias utilizando iniciadores
de genes 16S pueden presentar
coamplificacion con otros géneros como
Micoplasma hominisy Micoplasma mycoides
que poseen homologia con la secuencia de
Spiroplasma en algunos pares de bases
Gasparich et al (19). Ademas, debido
a la elevada sensibilidad del método, el
riesgo de contaminacién es considerable,
por lo que existe la posibilidad de obtener
resultados falsos positivos (20). Por esto es
necesario procesar los resultados positivos
a través de PCR en tiempo real, debido a
gue por medio de esta técnica ademas de
cuantificar la cantidad de ADN amplificado,
se puede evaluar la especificidad al calcular
la fluorescencia versus temperatura en
una curva de disociacién. Estas curvas
dan lugar a la temperatura de disociacion
(Tm) que depende sobre todo de la
composicion de las bases y de la longitud
de la secuencia amplificada, pudiéndose
diferenciar la secuencia blanco de otras
secuencias amplificadas como dimeros
de iniciadores que se disocian a menores
temperaturas (21-22).

El organismo en el que se observod presencia
de Spiroplasma por PCR en tiempo real fue la
mosca de agua. A pesar que Hesperocorixay
el representante del orden orthoéptera (sp1)
arrojaron resultados positivos por PCR, no se
pudo comprobar que estos eran portadores
de la bacteria por PCR en tiempo real. Otro
aspecto a tomar en cuenta es el hecho
de que los primers estan disefiados para
secuencias del género Spiroplasma a partir
de una regidén 16S, por lo que no se puede
asegurar que el Spiroplasma detectado en
la mosca de agua, sea el mismo que afecta
a los camarones de cultivo. Por tal razén
fue necesario secuenciar esta muestra para
verificar la presencia de esta especie de
bacteria.
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Al comparar esta muestra con secuencias
de bacterias pertenecientes al GenBank
usando el algoritmo BLAST, se encontro
100% de homologia con un fragmento de
los genes ribosomales 16S de la bacteria
Spiroplasma penae,accesogb|AY771927.1.

A través de este método se comprobd
que la mosca de agua es portadora de S.
penaei; sin embargo no se puede afirmar
que este organismo sea el vector de la
infeccion, puesto que para comprobarlo se
sugiere realizar ensayos experimentales
con moscas de agua infectadas con
Spiroplasma penaei en camarones libres
de patdégenos, y asi determinar si son
transmisores de la enfermedad.

El género Spiroplasma se ha logrado aislar
de varias especies de plantas y de insectos
pertenecientes a los ordenes Diptera,
Himendptera, Coledptera, Lepiddptera,
Homoéptera y Hemiptera (6-23-24).
Fletcher et al (23) reportaron a los insectos
Circulifer tenellus, Circulifer hematoceps y
Circulifer opacipennis como vectores de
infeccidon de S. citri en arboles citricos;
mientras que Tsai (25) encontré que S.
kunkelli, patdogeno del maiz es transmitido
a través del género Dalbulus. En general los
insectos son infectados con Spiroplasma a
través del polen de la flor, causando de este
modo grandes pérdidas econémicas a mas
de 300 especies de plantas agricolamente
importantes (26).

Como conclusién, se plantea la probabilidad
de que la mosca de agua sea el vector
de infeccién de S. penaei en camarones,
teniendo en cuenta que el camardn es
omnivoro (14-15) y que la mayoria de
los vectores de Spiroplasma son los
insectos (6-23-24). Como los organismos
involucrados con Spiroplasma fueron los
insectos, se hace recomendable evaluar
las muestras pertenecientes a este grupo
con bioensayos ex situ. Ademas de tomar
ciertas medidas de bioseguridad en las
fincas tales como limpiar la maleza que
se encuentra en el terraplén y alrededor
de las piscinas, para destruir el habitat
de organismos indeseables en el ciclo de
cultivo de camaron.
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