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GLOSARIO

ADN: Acido Desoxirribonucleico: Acido nucleico compuesto de dos cadenas
nucleotidicas que se disponen alrededor de un eje central formando una doble
hélice, capaz de autorreplicarse y codificar la sintesis de ARN. La molécula
bicatenaria esta formada por dos cadenas antiparalelas y complementarias
entre si. Es el soporte fisico de la herencia en casi todas las especies. Los
nucleétidos estan constituidos por azucar (desoxirribosa) y las bases

nitrogenadas: adenina, timina, citosina y guanina.

ARN: Acido Ribonucleico: Macromolécula de una sola cadena formada por
mondmeros, los ribonucledtidos, que contienen un azlcar de cinco atomos de
carbono, ribosa, &cido fosférico y bases nitrogenadas: citosina, guanina,
adenina y uracilo.

La estructura primaria se debe a un encadenamiento 3-5 de los
ribonucledtidos. Se cree que la estructura secundaria presenta segmentos en
parte arrollados en hélice y otros segmentos totalmente lineales. La estructura

terciaria obedeceria a una cierta orientaciéon de las zonas helicoidales.

Antigeno (del griego anti = contra; genos = origen): Moléculas, generalmente
extrafias al organismo receptor, que inician la produccién de anticuerpos,
generalmente son proteinas o combinaciones de proteinas con polisacaridos,

presentes en la superficie de un microorganismo (patégeno o parasito).

XX



Bacterias: Micro-organismos unicelulares con nucleo desprovisto de
membrana, con cromosoma unico, generalmente con una pared exterior y
capaces de multiplicarse por divisibn celular. Microorganismo unicelular
procariota. Ocupan todos los habitats conocidos, desde los hielos de la

Antértica hasta las profundidades de los océanos.

Especificidad: Propiedad de los participantes en la respuesta inmune
(antigeno, anticuerpo o células sensibilizadas) de combinarse en forma
selectiva con el reactante correspondiente. En un sentido mas amplio implica

un reconocimiento molecular.

Etiologia: Estudio del origen de una enfermedad.

Exoesqueleto: Estructura que se encuentra por fuera del cuerpo de los
organismos, que les sirve como proteccion y sostén, tal como en el caso de los

invertebrados.

Hibridacién: Caracteristica que permite la unidén entre elementos que se
pueden complementar. A nivel molecular, la hibridacién puede ser utilizado
para buscar y encontrar complementos entre secuencias. De utilidad en

diagnéstico.

Hospedero: Organismo que representa la fuente de alimento, abrigo u otras
ventajas para un organismo de otra especie. El término refleja claramente la

interaccion con patégenos (hospedero — patégeno).
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Infeccion: Capacidad de un agente extrafio microscopico (microbio, virus,

hongo) de proliferar dentro o sobre un hospedero.

Inmunidad: Capacidad de un hospedero de resistir, protegerse o inmunizarse
frente a agentes infecciosos. La inmunidad se debe a sistemas defensivos
propios de los organismos: Barrera de la piel, tubos digestivos asépticos y el
especifico sistema inmunologico basado en células especializadas y la
actividad quimica de los anticuerpos. Tal resistencia puede ser innata o

adquirida.

Inmunologia: Rama de la Biologia que estudia los fendmenos inherentes a la
respuesta inmune y, de una forma general, a todos los procesos que tienen

relacion con la respuesta de defensa del hospedero.

Inmunoldgico: Relativo a los mecanismos que los hospederos poseen para

defenderse de las enfermedades infecciosas.

In situ: Término en latin que significa en el lugar. Acciones que se llevan

adelante en el lugar de interés.

Invertebrado: Organismo sin huesos y sin columna vertebral. Este grupo se

extiende desde los protozoos hasta los insectos, crustaceos, gusanos,

caracoles y ostras.
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In vitro: Locucion latina que se aplica a todo fendbmeno observado fuera del

organismo y en particular, en laboratorio.

Micra (um): Unidad de longitud para seres microscopicos correspondiente a la

milésima parte del milimetro.

Necrosis: Muerte de tejido. La necrosis muscular es un trastorno caracterizado
por: dafiar tejido muscular estriado del camaréon, presentar opacidad focal del
tejido muscular (areas blanquecinas) y en grado severo puede ocasionar

mortalidades.

Organo Linfoide (OL): Filtro con capacidad de retener en la hemolinfa

particulas virales circulantes, conduciendo a la formacion de esferoides.

Patégeno: Agente que genera una enfermedad.

Patoldgico: Término utilizado para los residuos provenientes de servicios de
salud, veterinarias o laboratorios de analisis clinicos, compuestos de guantes,

gasas, algodones, agujas hipodérmicas, restos de intervenciones quirdrgicas.

Patogenicidad: Capacidad de un agente patdgeno de multiplicarse en el

organismo y desarrollar la enfermedad.

PCR: (PCR, de las iniciales en inglés Polymerase Chain Reaction): Método de

amplificacion de una secuencia de bases del ADN, ideado por Kary Mullis a
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mediados de la década de 1980, usando una polimerasa termoestable y dos
iniciadores (primers) de 10 - 25 bases de largo de la secuencia a ser
amplificada, uno complementario a la secuencia 5" - 3" y otro a la secuencia 3"
- 5. En razon que las nuevas cadenas de ADN sintetizadas pueden
subsecuentemente servir de moldes adicionales para la misma secuencia de
cebadores, sucesivos “ciclos” de anillado de cebadores, alargamiento de la
cadena y disociacion del ADN bicatenario formado, producen rapidamente
grandes cantidades de la secuencia original (amplificacion). La PCR puede

utilizarse para detectar una secuencia definida en una muestra de ADN.

pH: Valor numérico que describe la intensidad de acido o base (alcalina) de
una solucién. Técnicamente, pH es un logaritmo reciproco (negativo) de la
concentracion de iones en el hidrégeno (actividad hidrégeno i6n) en moles por

litro.

Per os: Locucion latina que significa “por la boca” o “via oral”.

Picnosis: Condensacién de la cromatina que acaba por formar una masa

homogénea e intensamente pigmentada. A menudo constituye un signo de

alteracion del nucleo celular.

Poblacion: Numero de individuos (plantas y animales) con caracteristicas

similares, que viven en un area dada y por un tiempo determinado.
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Prueba de Desafio: Bioensayo en el que bajo dosis y periodos determinados,
un hospedero es expuesto a un agente infeccioso, el cual puede ser

bacteriano, viral, fingico, etc.

Salinidad: Es una medida de la cantidad de sales minerales en el agua o en el

suelo. Se representa en partes por mil (parts per thousand).

Sarcémero: Fragmento de una miofibrilla limitada por dos estrias.

Transmision Horizontal: A través del agua, es la que se produce entre dos
segmentos de una poblacion (ejemplos, canibalismo, cohabitacién y las

secreciones).

Transmision Vertical: Es la transmision producida por los individuos de una

generacion a su descendencia.

Virion: Unidad estructural de los virus. Consta fundamentalmente de dos
estructuras imprescindibles: un &cido nucleico (ADN 6 ARN) y una envoltura
proteica (capside). A estas estructuras basicas se afiade en algunos casos una
envoltura lipidica y/o espiculas de glucoproteina. Representa su estado

extracelular, donde se muestra inerte.
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Virus (del latin virus = veneno): Agente infeccioso de naturaleza
obligatoriamente intracelular para sintetizar su material genético,
ultramicroscépico y ultrafiltrable. Consta de un &cido nucleico (ADN 6 ARN) y
un recubrimiento proteico. Entidad no celular de muy pequefio tamafio (medido

en nandmetros).

Virulencia: Potencial de un agente para producir cuadros graves que derivan

en muerte.
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ADN
ARN
APT

°C

Ca ++
CENAIM
CNA

d

FAO

HIS

IHHNV

IMNV

INH

Kb
KDa
Km

Kpb

ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Acido fosfotungstico

Grados celsius

ion calcio

Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas
Camara Nacional de Acuicultura

dias

Food and Agriculture Organization of the United Nations
gramo

Horas

Hibridacion in situ

Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética
(por sus siglas en inglés)

Virus de Mionecrosis Infecciosa (por sus siglas en inglés)
Instituto Nacional de Higiene

In6culo Experimental

Inéculo Original

Kilo base

Kilo Daltones

Kilébmetros

Kilo par de base
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MET
mg
min
mL
MrNV
NBT
nm
Oy
OIE
oL
PBS
PBS 1X
PCR
pH
p.i.
ppt
PVNV

RDS

litros

Microscopia Electrénica de Transmision

miligramo

minutos

mililitro

Macrobrachium rosenbergii nodavirus

Nitro blue tetrazolium

nanémetro

Anion superdéxido

Oficina Internacional de Epizooties

Organo Linfoide

Tampon fosfato salino sin Ca™ y Mg™™

Tampon fosfato salino con Ca™ y Mg*™, dilucion 1/10
Reaccion de Polimerizacién en Cadena (por sus siglas en inglés)
Potencial de Hidrégeno

Post-infeccion

partes por mil (part per thousand)

Penaeus vannamei nodavirus (por sus siglas en inglés)

Sindrome de la Deformidad y Enanismo (por sus siglas en inglés)

Real-time PCR PCR en Tiempo Real (por sus siglas en inglés)

nm

RT-PCR

revoluciones por minuto
Reaccion de Polimerizacion en Cadena por Transcripcion
Reversa (por sus siglas en inglés)

segundos
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SG
SSC
TN
TS
TSV

UAZ

M9

ML

pum

uU. V.
[\
WSSV
WTD

viv

Sindrome de la Gaviota

Tampédn de Citrato sédico salino

Tampédn Tris-HCI Cloruro de Sodio

Sindrome de Taura (por sus siglas en inglés)

Virus del Sindrome de Taura (por sus siglas en inglés)
Universidad de Arizona

microgramo

microlitro

micras

ultravioleta

microwatts

Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (por sus siglas en inglés)

Enfermedad de la Cola Blanca (por sus siglas en inglés)

volumen/volumen
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion ha sido estudiar la necrosis muscular en el
camardn blanco Penaeus (Litopenaeus) vannamei cultivado en Ecuador,
mediante técnicas de diagndstico en laboratorio y bioensayos, para determinar
su etiologia y el desarrollo de la enfermedad.

La hipétesis de trabajo propuso que la necrosis muscular observada en el
cultivo de camarén blanco P. vannamei en Ecuador, ha sido causada por un
agente infeccioso.

Esta investigacion constdé de 3 bioensayos tipo prueba de desafio. En el
primero se observd, que los camarones desafiados con Inéculo Experimental
(IE) via ‘per os' mostraron los dos signos clinicos tipicos de una necrosis
muscular infecciosa. Esto indica que el estudio ha permitido obtener la
reproduccion de la enfermedad (necrosis muscular), bajo condiciones
experimentales en camarones cultivados localmente. Tales resultados
confirman, en base a la reproducibilidad de la enfermedad, que la necrosis
muscular observada en el cultivo de camarén P. vannamei en Ecuador es de
origen infeccioso.

Complementariamente, en el segundo bioensayo se realizé el estudio de
determinacién del agente causal de la necrosis muscular descrita en Ecuador,
mediante la aplicacién de 4 técnicas de laboratorio: Histologia, Reaccién de
Polimerizacién en Cadena por Transcripcion Reversa (RT-PCR, por sus siglas
en inglés), Hibridacion in situ (HIS) y Microscopia Electronica de Transmision
(MET). En particular, se analizaron por HIS a 25 camarones individuales
enfermos, previamente confirmados por Histologia. EI 52% (13/25) presento
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sefal positiva (precipitados de color azul) para IMNV en sus tejidos (cefalotérax
y abdomen).

Finalmente, se realiz6 un tercer bioensayo tipo prueba de desafio con un
in6culo conformado por 6 aislados bacterianos (Vibrio pelagicus, V. splendidus,
V. vulnificus, V. alginolyticus, V. harveyi y V. fischeri), al que se incorporaron
dos fuentes de estrés: variacion de temperatura del agua de cultivo (AT: £ 6 °C)
y reduccién de la concentracion de oxigeno disuelto (1 mg/L). Los resultados
obtenidos indicaron que los camarones desafiados con inéculo bacteriano (1 x
10* UFC/camardn) via ‘inyeccién’ y sometidos a baja temperatura (T = 17°C),
evidenciaron signos clinicos caracteristicos de necrosis muscular infecciosa.
De lo observado, las fuentes de estrés o el in6culo bacteriano no son
suficientes por si solos para inducir los signos clinicos caracteristicos de la
necrosis muscular en P. vannamei. Por otra parte, estos resultados sefialan
preliminarmente que bacterias del género Vibrio junto al estrés por baja
temperatura también estarian involucradas en la expresién de un tipo de
necrosis muscular en P. vannamei, bajo condiciones experimentales.

En conclusion, las evidencias proporcionadas por HIS en camarones P.
vannamei con necrosis muscular sugiere que el IMNV es uno de sus agentes

etiolégicos a nivel local.
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1. INTRODUCCION

En el comercio internacional, uno de los productos mas importantes obtenidos
en Acuicultura es el camaron marino, con mas de US$ 11.000 millones en
exportaciones al afio. Por ello, la Acuicultura representa un importante sector
de la produccion alimenticia mundial constituyendo una valiosa fuente de
proteinas, empleo, ingresos fiscales y de divisas para los paises en desarrollo
que cultivan camarén marino (FAO, 2006). ElI camardén blanco Penaeus
vannamei (taxonomia segun Holthius, 1980), es una de las especies

predominantes para el cultivo en granja a nivel mundial.

Sin embargo, el cultivo de camarén marino se ha visto afectado por problemas
graves relacionados con brotes de enfermedades infecciosas. Estas
enfermedades, han sido sefialadas como la mas grande fuente de pérdidas
econdémicas para la industria acuicola (Meyer, 1991). Al respecto, se ha
reportado que la cercania entre si de piscinas de camarones cultivados

incrementa la dispersion de tales enfermedades (Kautsky et al., 2000).

En particular, los camarones son susceptibles a patégenos virales, rickettsiales,
bacterianas, fungicos, protozoos y metazoos (Lightner, 1993; Flegel, 2006). Sin
embargo, la mayoria de las enfermedades severas descritas en cultivos de

camaron son de origen viral y bacterianas (Lightner et al., 1992; Flegel, 2006).

La Industria ecuatoriana del cultivo del camar6n marino P. vannamei, no ha
sido la excepcion, puesto que ha sido enormemente afectada por la aparicion
de enfermedades de tipo viral. El patbgeno mas devastador hasta el momento
es el Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV, por sus siglas en
inglés), el cual ha sido responsable de mortalidades elevadas en numerosas
camaroneras provocando pérdidas por alrededor de US$ 1.200 millones y

130.000 empleados despedidos (Camara Nacional de Acuacultura, 2001).

Actualmente, siguen presentandose brotes de WSSV en ciertas zonas de

cultivo, ratificando que el WSSV se ha vuelto un patégeno endémico y sus
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efectos nocivos se pueden volver evidentes si las condiciones ambientales

afectan negativamente al camaron.

En este contexto, se han observado brotes esporadicos de un sindrome
(trastorno de etiologia desconocida), con signos clinicos similares a los de una
necrosis muscular de origen infeccioso. Este sindrome se caracteriza por
presentar pérdida de la transparencia de los segmentos abdominales
volviéndolos opacos de acuerdo al grado de severidad, algunas &reas con
aspecto lechoso y en estados mas avanzados se observa una necrosis de las
areas infectadas, produciendo bajas mortalidades cronicas que podrian

alcanzar 20-30% durante el ciclo de cultivo (Melena, 2007)

Este hallazgo, fue hecho en una instalacion comercial de la provincia del
Guayas, donde se encontraron camarones adultos con signos clinicos

semejantes a una necrosis muscular infecciosa.

Anteriormente, la necrosis muscular a nivel local, no era considerada un gran
problema para los cultivos, debido a que dicho trastorno podria ser una
expresion metabdlica causada por algun agente de tipo no infeccioso. En la
actualidad, existen evidencias obtenidas en campo y en laboratorio que
demuestran que la necrosis muscular puede originarse por estrés ambiental
(Rigdon & Baxter, 1970; Nash et al., 1987; Lightner, 1988) o por la accién de
agentes infecciosos (Arcier et al., 1999; Ramasamy et al., 2001; Poulos et al.,
2006; Vijayan et al., 2005; Tang et al., 2007; Ridgway et al., 2007; Lightner et
al., 2008).

Por ello, el objetivo de esta investigacion es determinar la etiologia de la
necrosis muscular observada en el camar6on marino Penaeus vannamei
cultivado en Ecuador, a través de la demostracion de los postulados de Koch
(para el caso de microorganismos como bacterias, hongos, protozoos, etc.) o
de Rivers (para el caso de virus). En esencia, ambos grupos de postulados
proponen reproducir una enfermedad en condiciones experimentales, aislando
al potencial agente infeccioso recuperado a partir de un hospedero enfermo e
inoculandolo para inducir la misma enfermedad en un hospedero sano de la

misma especie (Koch, 1891; Rivers, 1937).
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Complementariamente, se realizé un bioensayo en el cual se aplicaron dos
fuentes de estrés estrechamente asociadas con la aparicion de necrosis
muscular: variacion de temperatura (AT:x 6 °C) y reduccion de la concentracion
de oxigeno disuelto (1 mg/L), y un desafio bacteriano, a fin de determinar si
existen otros agentes patogenos involucrados en la expresion de esta

enfermedad.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la necrosis muscular en el camarén Penaeus
(Litopenaeus) vannamei cultivado en Ecuador, mediante
técnicas de diagnostico en laboratorio y bioensayos, para

determinar su etiologia y el desarrollo de la enfermedad.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la etiologia de la necrosis muscular en camarén P.
vannamei, mediante la demostracion de los Postulados de
Koch o de Rivers, utilizando bioensayos, Histopatologia y
Microscopia Electronica de Transmision (MET), para

establecer si su agente causal es infeccioso.

Determinar si la necrosis muscular observada en P. vannamei
cultivado localmente, es inducida por las condiciones
ambientales descritas en la literatura cientifica, mediante
bioensayos, para establecer si su expresion obedece a la

presencia de tales factores ambientales durante su cultivo.
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3. HIPOTESIS

La necrosis muscular observada en el cultivo de camardn blanco Penaeus

(Litopenaeus) vannamei en Ecuador, es causada por un agente infeccioso.
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4. ANTECEDENTES

4.1. LA PRODUCCION CAMARONERA ECUATORIANA

La produccion camaronera ecuatoriana, en todas sus fases de cultivo, ha sido
atrayente para la inversion economica debido a los niveles de ganancias y a la
creciente demanda del mercado internacional. Esto se ha visto reflejado en el
crecimiento progresivo del cultivo de camarones P. vannamei durante las tres
ultimas décadas, alcanzando en el afio 2008 una produccidon de 277‘827.192
libras, el valor mas alto en la historia de la industria nacional de camaron
cultivado (CNA, 2009). Sin embargo, esta misma industria se ha visto afectada
por problemas graves relacionados con brotes de enfermedades infecciosas
(Lightner, 1993).

4.2. Impactos negativos sobre la produccion camaronera ecuatoriana.

4.2.1. Sindrome de la Gaviota (SG)

Una de las primeras enfermedades de tipo infecciosa reportadas en la historia
de la produccion camaronera ecuatoriana es el Sindrome de la Gaviota (SG,
por sus siglas en inglés), asociado con la presencia de bacterias del género
Vibrio (Lightner et al., 1992; Stern, 1995) que durante los afios 1989-1990
causo pérdidas econémicas por alrededor de US$ 200 millones (FAO, 2002). El
diagnéstico de esta enfermedad estuvo marcado por altas concentraciones de
bacterias en la hemolinfa y el hepatopancreas del camarén. Ademas, era
posible apreciar nddulos hemociticos con centros sépticos, los cuales podrian o

no estar melanizados (Stern, 1995).

4.2.2. Sindrome de Taura (TS)

Posteriormente, en el afio 1992 se presento el Sindrome de Taura (TS, por sus
siglas en inglés), el cual fue descubierto por primera vez en camarones
infectados de granjas camaroneras cerca de la desembocadura del rio Taura
(Jiménez, 1992; Rosenberry,1993; Wigglesworth, 1994), provocando pérdidas
por alrededor de US$ 300 millones (FAO, 2002) y controversia en cuanto a la

determinacibn de su etiologia, ya que surgieron dos hipoétesis
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con las que se relacionaba este sindrome: la primera basada en un origen de
tipo infeccioso y la segunda atribuida a la toxicidad de los fungicidas utilizados
en las plantaciones de banano adyacentes a las granjas de camaron con este
sindrome (Wigglesworth, 1994). Sin embargo, en 1995 se determiné que el
origen de esta enfermedad era de tipo viral y que su agente causal era el Virus
del Sindrome de Taura (TSV, por sus siglas en inglés) (Hasson et al., 1995). La
enfermedad causada por el TSV, es diagnosticada durante la fase aguda como
una necrosis multifocal en el epitelio cuticular de los apéndices, branquias,
estbmago e intestino, acompafada de elevada mortalidad (Lightner et al.,
1995).

Los camarones infectados presentan necrosis (muerte de tejido) y picnosis
(condensacion de nucleo celular) nuclear de células epiteliales, pero durante
esta fase el Organo Linfoide (OL) no presenta ninguna lesion (Lightner & Chen,
2000). La etapa de transicibn se caracteriza por la presencia de lesiones
melanizadas en la cuticula mientras que en la fase crénica los organismos
presentan melanizacion multifocal en el exoesqueleto, pueden o no presentar
cuticula suave y expansion de los cromatéforos rojos. Su comportamiento es el
de portadores asintomaticos, solo se observan regiones melanizadas en vias
de recuperacion (Morales-Covarrubias, 2004). Ademas, puede ser identificada

por la formacion de esferoides del OL (Lightner & Chen, 2000).

4.2.3. El Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética

(IHHNV)

Otra de las enfermedades infecciosas reportadas en la produccién camaronera

ecuatoriana es la causada por el Virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y
hematopoyética (IHHNV, por sus siglas en inglés). Esta enfermedad se conoce
como el Sindrome de la deformidad y enanismo (RDS, por sus siglas en
inglés), caracterizada por deformidad cuticular y reduccion del crecimiento en
P. vannamei. El IHHNV no causé problemas significativos hasta que aguas
templadas y abundante semilla silvestre (actuando como portadores latentes
de la enfermedad) asociados con el fuerte efecto del Fenémeno “EL NINO* de
1997-1998, causaron una epidemia (Jiménez et al., 1999).



El IHHNV, es letal en P. stylirostris, causando mortalidades por alrededor del
90%, especialmente en estadios juveniles (Lightner, 1996). Sin embargo, en la
actualidad no se han reportado indices de mortalidades masivas de P.
stylirostris, debido a la seleccién genética de camarones resistentes al virus
(Lightner, 1999; Tang et al., 2000; Tang et al., 2003).

Los signos clinicos externos de la enfermedad no son especificos, en la fase
aguda, en juveniles de P. stylirostris y P. vannamei, se aprecian una reduccién
en el consumo de alimento y nado lento hacia la superficie, con la parte ventral
hacia arriba. En P. stylirostris es posible observar manchas de color
blanquecino en la cuticula, las cuales desaparecen al entrar a la fase cronica.
En esta fase, en las dos especies de camarones se observan deformidades en

el rostrum y telson (Morales-Covarrubias, 2004).

El diagnostico de la enfermedad estuvo marcado por cuerpos de inclusién
intracelulares tipo Cowdry A. Estos cuerpos de inclusién se encuentran dentro
de nucleos hipertrofiados con cromatina marginal en células de branquias,
epitelio cuticular, epitelio del estbmago, cordon y ganglios nerviosos, asi como
también es posible observarlo en tejido hematopoyético, glandula antenal,
gonadas, érgano linfoide, tejido conectivo y muasculo estriado. En infecciones
severas se observan cuerpos de inclusion en el tejido conectivo entre los

tubulos del hepatopancreas (Morales-Covarrubias, 2004).

4.2 4. El Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)

Finalmente, en la provincia de Esmeraldas se detect6 al Virus del Sindrome de
la Mancha Blanca (WSSV), en Mayo de 1999, el cual constituye el patégeno
mas devastador conocido en camarones peneidos (Lo et al., 1996; Lightner,
1996; Flegel, 1997). Este virus se propagl rapidamente al resto de las
provincias costeras ecuatorianas (Calderén et al., 1999), provocando pérdidas
por alrededor de US$ 1.200 millones (CNA, 2001). Los camarones afectados
con esta enfermedad muestran un decrecimiento en el consumo de alimento,
comportamiento letargico, coloracion rojiza y en ocasiones manchas blancas

sobre la superficie interna de la cuticula previo a su muerte (Wang et al., 1999).



4.2.4.1. Generalidades del WSSV

Las caracteristicas mas importantes del WSSV son los altos niveles de
infecciosidad, patogenicidad y virulencia. Con respecto a la infecciosidad
(capacidad de un agente patdgeno de introducirse, multiplicarse y transmitirse
en los tejidos del hospedero), se ha encontrado que entre las 24 y 35 horas (h)
post-infeccion (p.i.) el virus se puede multiplicar hasta 140 veces en los tejidos
del individuo (Tang & Lightner, 2000).

EI WSSV, presenta una baja especificidad de hospedero y por su capacidad de
invadir y afectar tejidos (Chang et al., 1996) puede ser virtualmente transmitido
a cualquier especie de crustaceos, los cuales se comportan en la mayoria de
los casos, como portadores asintomaticos (Lo et al., 1996; Supamattaya et al.,
1998). Sin embargo, es extremadamente patogénico (capacidad de un agente
patdbgeno de multiplicarse en el organismo y desarrollar la enfermedad) y
virulento (potencial de un agente para producir cuadros graves que derivan en

muerte) en camarones.

La literatura reporta que la patogenicidad, en contraste con la transmision, es
afectada por la temperatura, siendo éste un factor critico para la supervivencia
de una poblacion de camarones en cultivo (Vidal et al., 2001; Sonnenholzner et
al., 2002; Rodriguez et al., 2003).

En cuanto a las mortalidades, en condiciones de laboratorio, pueden alcanzar
100% entre los 3 y 10 dias después de la aparicién de los primeros sintomas
(Nakano et al., 1994; Chou et al., 1995; Wongteerasupaya et al., 1995; Mohan
et al., 1998; Wang et al., 1999).

A nivel experimental, el WSSV puede ingresar en camarones por tres vias:
inyeccion de un extracto de tejido infectado, inmersion en agua conteniendo
extracto viral (Chou et al., 1995; Chang et al., 1999) e ingestion de tejido
infectado (Lightner & Redman, 1998). El método de infeccién por ingestion es
el mas utilizado porque recrea la via de transmision natural del virus durante los
brotes epidémicos (Lotz & Soto, 2002).



4.2.4.2. Mecanismos de Transmisién del WSSV

Los mecanismos de transmisién constituyen las formas en que el agente
patdgeno se pone en contacto con el portal de entrada de los individuos
susceptibles (camardn sano), lo que esta relacionado con el portal de salida de
los infectados (camardon enfermo). Los portales corresponden a los sitios, a
través de los cuales el agente infeccioso ingresa al hospedero vy, a través de

los cuales sale al medio (Thrusfield, 1995).
Los mecanismos de transmision se clasifican en: horizontal y vertical.

Transmision horizontal a través del agua, es la que se produce entre dos
segmentos de una poblacion. Por ejemplo, a través del canibalismo de
animales mas débiles, moribundos o de la muda; por la cohabitacién de

animales sanos con los enfermos, y por las secreciones.

Transmision vertical, es la transmisién producida por los individuos de una

generacion a su descendencia.

Se ha comprobado que el WSSV, utiliza un mecanismo de transmision
horizontal, a través del contacto con el medio acuatico (Flegel, 1997; Flegel et
al., 1998; Wang et al., 1999) e ingestion oral (Mohan et al., 1997; Chou et al.,
1998). La transmision vertical ha sido probada por Lo et al. (1997) y Mohan et
al. (1997).

Ademas, varios autores (Chou et al., 1998; Wu et al., 2001; Lotz & Soto, 2002)
plantean que la transmision oral es la forma predominante de transmision,
debido principalmente al comportamiento canibal de los animales, siendo
estimado en un orden de magnitud superior a la transmisién por cohabitacion
(Lotz & Soto, 2002)

4.2.4.3. Técnicas de Deteccion del WSSV



Las técnicas de diagnostico de enfermedades para camarones peneidos se
basan en métodos tradicionalmente usados en el diagndstico de enfermedades

en salud humana y animal (vertebrados).

En el caso del WSSV, las técnicas de diagnostico mas utilizadas son: el
analisis de Reaccion de Polimerizacion en Cadena (PCR) (Kimura et al., 1996),
Real-Time PCR (Durand & Lightner, 2002), reacciones histopatolégicas por
Hibridacion in situ (HIS) con sondas moleculares (Nunan & Lightner, 1997), e
Inmunohistoquimica, empleando anticuerpos especificos para las proteinas del

virus (Poulos et al., 2001).

Ademas, estudios ultraestructurales han sido conducidos con ayuda de la
Microscopia Electrénica de Transmision (MET) (Durand et al., 1996).

4.3. Necrosis Muscular en la Industria Acuicola

La recopilacion bibliografica sobre la necrosis muscular ha dejado al
descubierto varias evidencias que la sefialan como una enfermedad presente

en la industria acuicola desde hace mas de tres décadas.

Anteriormente, la necrosis muscular, pasaba desapercibida por no ser
considerada un gran problema para sus cultivos, debido a que dicho trastorno
era una expresibn metabdlica causada por algun agente de origen no
infeccioso (parametros ambientales como la temperatura y/o concentraciéon de

oxigeno disuelto), de efecto reversible y sin mortalidad asociada.

Por ello, uno de los primeros casos documentados de necrosis muscular no
infecciosa se describi6 en el camaron Penaeus aztecus en la Bahia de
Galveston (Texas) que al ser sometido a bajas de oxigeno present6 areas de
color blanco irregular en diferentes segmentos del abdomen (Rigdon &
Baxter,1970).

Otro caso de necrosis muscular inducida por un parametro de tipo ambiental es
el ocurrido en Tailandia en el afio 1987, en donde se presentaron eventos de
mortalidades del camaron Macrobrachium rosenbergii, debido a que en los
tanques de cultivo los camarones eran mantenidos con bajos niveles de

oxigeno (Nash et al., 1987).
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Sin embargo, el tema de la necrosis muscular, ha ido recobrando interés con el
transcurso del tiempo. Hoy, la industria acuicola esta consciente que dicha
expresion en sus cultivos de camaron no solo se debe a algun agente de
origen no infeccioso, sino también se suman agentes infecciosos que recobran
interés por causar mortalidades como: microsporidios que afectan los cultivos
de camaron (Ramasamy, 1985; Ramasamy et al., 2001); bacterias, como las
Pseudoalteromonas spp y Vibrio spp identificadas en la langosta Nephrops
norvegicus (Ridgway et al., 2007) y los virus: Macrobrachium rosenbergii
nodavirus (MrNV) (Arcier et al., 1999); el Virus de Mionecrosis infecciosa
(IMNV) (Poulos et al., 2006) y el Penaeus vannamei nodavirus (PvNV) (Tang et
al., 2007).

Al respecto, es importante sefalar que Evans et al. (1999) han estudiado la
necrosis muscular en crustaceos y determinaron que existen dos tipos de
necrosis muscular: la necrosis acompafiada de una extensa infiltracion
hemocitica (respuesta inflamatoria) y la necrosis que no presenta respuesta
inflamatoria. Complementariamente, esta investigacién asevera que la necrosis
muscular sin respuesta inflamatoria ocurriria como consecuencia de estrés de
origen ambiental, mientras que la infiltracibn hemocitica ocurriria en respuesta

al dafio causado por patogenos.

Los indices de mortalidad causados por necrosis muscular en cultivos de
camarén han ido variando segun el tiempo. Uno de los primeros indicios de
mortalidades fue el suscitado en la Bahia de Galveston (Texas) en donde un
10% de la poblacién de camardn P. aztecus moria entre las primeras 18 y 24 h

al ser mantenida en tanques con baja aireacion (Rigdon & Baxter, 1970).

Otro caso similar, fue el de M. rosenbergii en Tailandia, en donde las
mortalidades alcanzaron un 60% de la poblacion durante los primeros 28 dias
luego de presentada la enfermedad. Posteriormente los mortalidades se

redujeron debido al incremento de los niveles de oxigeno (Nash et al., 1987).



Por otro lado, en 1985, al sur de India se presentaron mortalidades bajas en
camaron gigante de agua dulce M. rosenbergii, causadas por microsporidios

(Ramasamy, 1985).
4.3.1. El Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV)

Conocida también como la enfermedad de la cola blanca o White Tail Disease
(WTD, por sus siglas en inglés), es una enfermedad que afecta a los cultivos de
camardon gigante de agua dulce Macrobrachium rosenbergii (Figura 1).
Aparecid, en la isla de Guadalupe (El Caribe), y rapidamente se propago a
Puerto Rico, Taiwan, China e India, registrando pérdidas de produccion y
econémicas en el sector dedicado al cultivo del camardén gigante de agua
dulce. El MrNV es un virus de ARN (Acido ribonucleico), cuya simetria es
eicosaedral de 27 nm de diametro. Su genoma estd compuesto por 2
fragmentos, una linea de una sola hebra de ARN (ss-RNA) de 2.9y 1.3 kb
respectivamente, y una capside expuesta con un solo polipéptido de 43 KDa.
Ademas, el MrNV pertenece a la familia Nodaviridae (OIE, 2006; OIE, 2007,
Bonami et al., 2008).

Figura 1. Camarones gigantes de agua dulce Macrobrachium rosenbergii (juveniles). Observese opacidad
muscular (camarones enfermos ver flecha blanca) como signo clinico externo de la enfermedad de la

cola blanca (WTD) . Camarones con apariencia sana (flecha negra).

4.3.1.1. Hospederos



Hasta el momento, la especie M. rosenbergii ha demostrado ser el Unico
hospedero natural susceptible a la infeccion de MrNV. Sin embargo, existen
evidencias in vitro que sefialan que este virus es capaz de replicarse
parcialmente en lineas celulares de peces, lo cual constituye el primer estudio
que reporta evidencias citopaticas en un hospedero no crustaceo (Hernandez-
Herrera et al., 2007).

Por otro lado, recientes investigaciones tratan de determinar que la Artemia es
un posible vector de este virus, que al ser utilizada como alimento para

camarones podria provocar infecciones de MrNV (Sudhakaran et al., 2006).
4.3.1.2. Mecanismos de Transmision

Los mecanismos de transmisién del MrNV son de dos tipos: horizontal a través
del agua, por canibalismo y vertical, producida por los individuos de una

generacion a su descendencia (Sahul Hameed et al., 2004).

Sin embargo, estudios recientes tratan de determinar si el MrNV puede
transmitirse de forma vertical en M. rosenbergii y Artemia (Sudhakaran et al.,
2007).

4.3.1.3. Métodos de Diagndstico

Para el caso del MrNV las técnicas de diagnostico mas utilizadas son: el
analisis de la Reaccion de Polimerizacibn en Cadena por Transcripcion
Reversa (RT-PCR) (Widada et al., 2003; Sahul Hameed et al., 2004), Dot-blot
(Widada et al., 2003; Widada et al, 2004), ELISA (Romestand & Bonami, 2003),
HIS (Widada et al.,, 2003) y las observaciones de lesiones caracteristicas a

nivel histolégico con microscopia 6ptica y MET (Qian et al., 2003; OIE, 2007).

4.3.2. El Virus de Mionecrosis Infecciosa (IMNV)

El IMNV apareci6 por primera vez en el afio 2002 en granjas de engorde de P.

vannamei, localizadas en el municipio de Parnaiba, Estado de Piaui al noreste
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de Brasil. Sin embargo, no fue hasta febrero del afio 2004 cuando el Dr. Donald
Lightner, profesor y cientifico de la Universidad de Arizona “UAZ", confirmo el

origen viral de esta infeccion (Figura 2).

Posteriores estudios han permitido determinar sus caracteristicas moleculares
de este virus. EI IMNV es de ARN de doble cadena, de simetria eicosaedral y
de 40 nm de didmetro. Genoma de 7.5 Kpb. Ademas, ha sido tentativamente
clasificado como miembro de la familia Totiviridae (Poulos et al., 2006; OIE,
2007).

Figura 2. Camarones juveniles P. vannamei. Se observan signos clinicos externos de la enfermedad de la
mionecrosis infecciosa (IMNV) reportada al noreste de Brasil. Tomado del Atlas de Histopatologia de P.
vannamei. Volumen | (Panchana, 2009).

4.3.2.1. Hospederos

La informacion disponible al momento sobre IMNV indica que éste no tiene una
gran diversidad de hospederos. Las especies P. stylirostris y P. monodon, han
sido consideradas como hospederos experimentales, ya que al ser sometidas a
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pruebas de desafio han demostrado ser susceptibles a IMNV (Tang et al.,
2005).

La especie P. vannamei ha demostrado ser el Unico hospedero mas

susceptible a la infeccidn del virus de manera natural.
4.3.2.2. Mecanismo de Transmision

El mecanismo de transmision del IMNV es de tipo horizontal, producido por

canibalismo de animales enfermos y por las excreciones infectadas.
4.3.2.3. Métodos de Diagndstico

En el caso de IMNV las técnicas de diagnostico méas utilizadas son: el analisis
de la Reaccion de Polimerizacién en Cadena por Transcripcion Reversa (RT-
PCR) (Senapin et al., 2007); Real Time RT-PCR (Andrade et al., 2007), HIS
(Tang et al., 2005), e Inmunohistoquimica; empleando Anticuerpos
Monoclonales, especificos para las proteinas de IMNV (Kunanopparat et al.,
2009). Ademas, de las observaciones de lesiones caracteristicas a nivel
histoldgico con microscopia 6ptica y MET (Poulos et al., 2006).

4.3.3. El Penaeus vannamei nodavirus (PVNV)

El PVNV aparecié por primera vez en Belice en el afio 2004, en granjas de
engorde de P. vannamei. Sin embargo, no fue hasta el afio 2007 cuando la
Dra. Kathy Tang, cientifica de la Universidad de Arizona, confirmé6 esta nueva

enfermedad de origen viral.

Recientemente, se han podido determinar las caracteristicas moleculares de
este virus. El PVNV es de ARN, de simetria eicosaedral y de 22 nm de
diametro. Ha sido clasificado como miembro de la familia Nodaviridae (Tang et
al., 2007).
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4.3.3.1. Hospederos

Al ser un virus recientemente identificado poco se conoce de PvNV. Hasta el
momento, solo se tiene evidencia que la Unica especie susceptible a una

infeccion de este virus es P. vannamei.
4.3.3.2. Mecanismos de Transmisioén

El mecanismo de transmision del PvNV es de tipo horizontal, es decir, que se
transmite entre los miembros de una misma poblacion (canibalismo, heces y

agua infectada).
4.3.3.3. Métodos de Diagndstico

En el caso de PvVNV las técnicas de diagndstico mas utilizadas son: el analisis
de la Reaccion de Polimerizacién en Cadena por Transcripcion Reversa (RT-
PCR) (Tang et al., 2007) e HIS (Tang et al., 2007). Ademas, de las
observaciones de lesiones caracteristicas a nivel histolégico con microscopia
Opticay MET (Tang et al., 2007).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material Biolégico (poblacion stock)

En este estudio se utilizaron 400 camarones juveniles de la especie P.
vannamei (peso promedio individual = 7.5 g), provenientes de la Estacién
Experimental del Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas
(CENAIM-ESPOL), ubicada en la localidad de Palmar a 45 Km. de Santa
Elena, los mismos que fueron mantenidos en una sala experimental del Centro
(Anexo 1).

Finalmente, el material biologico fue examinado, utilizando analisis
histopatolégico. Al menos 2 muestras (n=10 camarones) tomadas
aleatoriamente fueron fijadas con solucion de Davidson y procesados para su
observacion directa al microscopio. Este analisis permitié confirmar la condicién
inicial de salud de la poblacién stock, particularmente a nivel del tejido muscular

estriado.
5.2. Recoleccion de tejidos de camarones sospechosos (Indculo Original)

Se realizaron 3 muestreos de camarones con necrosis muscular (Afio 2008),
particularmente con evidentes lesiones en la cola, los cuales provinieron de
camaroneras con antecedentes de este problema ubicadas en la Provincia del
Guayas. El material fue procesado (eliminacion de hepatopancreas), cortado
en pedazos y almacenado a —80 °C hasta su uso. Este inGculo original fue
identificado como (1O).

5.3. Confirmacion de signos clinicos en 10

El material colectado 10 fue examinado, utilizando analisis histopatolégico. Al
menos 2 muestras (n=10 camarones) fueron fijadas con solucién de Davidson y

procesados para su observacion directa al microscopio.
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La confirmacion de la presencia de infiltracion hemocitica junto a la necrosis

muscular fueron los criterios para confirmar la utilidad del inéculo original.

5.4. Protocolo de aislamiento del agente causal de la necrosis muscular

por ultracentrifugacion

El aislamiento del eventual patogeno fue realizado mediante
ultracentrifugaciones diferenciales en la ultracentrifuga “SORVALL®“ modelo
Discovery 90SE (Figura 3). Inicialmente, 100 g del material proveniente del 10
fueron macerados, homogenizados y centrifugados a 10.000 rpm (revoluciones
por minuto) por 10 min. Este paso elimind los restos celulares presentes en la
suspension preparada. El sobrenadante fue sometido a una ultracentrifugacion
de 25.000 rpm por 10 min y finalmente se realizd una fase de
ultrasedimentacion a 40.000 rpm por 20 min. Este material fue resuspendido en
tampon TN (0.02 M Tris-Hcl; 0.4 M NacCl, pH 7.4) y dividido en alicuotas para
su almacenamiento a —80 °C. El almacenamiento en frio se realizd previo al
uso de IO para el desafio via inyeccién intramuscular de un grupo de
camarones seleccionados a partir de la poblacion stock para la elaboracion de

papilla con necrosis muscular.

Figura 3. Ultracentrifuga “Sorvall modelo Discovery 90SE®. Se observa que el material proveniente del 10
es colocado en la ultracentrifuga para realizar el aislamiento del eventual agente causal de la necrosis

muscular.
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5.5. Protocolo para la elaboracion de papilla (camarones cortados en
pedazos) con necrosis muscular para los desafios per os (In6culo

Experimental)

Se sembraron 50 camarones (peso promedio = 8 g) en acuarios de vidrio de 40
L distribuyendo 10 camarones por acuario, a temperatura ambiente,
considerando un periodo de aclimatacion de 3 dias. Se suministré alimento
peletizado ad libitum desde el primer dia de aclimatacion hasta el final de la
prueba. Se desafiaron los camarones con un in6culo viral (10) via inyeccion
intramuscular con una dosis equivalente a 150 puL en el segundo segmento
abdominal. Se realiz6 la observacion diaria de los camarones inyectados
durante al menos 21 dias post-desafio, hasta observar la aparicion de regiones
opacas focalizadas en los segmentos abdominales. Posteriormente, los
camarones que mostraron necrosis muscular fueron colectados y almacenados
en frio (=80 °C), previo a su uso como inoculo experimental (IE) para los
desafios via per os. Finalmente, se fijaron 2 muestras (n=10) de camarones
individuales (tejido muscular) en solucion de Davidson para el analisis

histoldgico.
5.6. Bioensayos
5.6.1. Bioensayo 1 (reproduccién de la enfermedad)

El bioensayo 1 consisti6 de un tratamiento (grupo desafiado per 0s) y un
control negativo, los cuales fueron mantenidos durante 4 semanas en una sala
experimental del CENAIM (Figura 4). Para el tratamiento/control se utilizaron 8
y 2 acuarios respectivamente, en donde se sembraron 10 camarones por
acuario (peso promedio individual = 7.5 g). Cada acuario con capacidad
individual de 40 L representd una unidad experimental. Las unidades
experimentales contenian agua de mar filtrada con filtros de piola (0.25 pm) y
esterilizada por luz U.V. (300.000 pW.s/cm?), a temperatura ambiente 27.5 °C,
salinidad 35 %o y provistos de aireacion.
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Figura 4. Sala experimental con bandejas de fibra de vidrio. Contienen acuarios con camarones para la

siembra y pruebas tipo desafio de este estudio.

El grupo desafiado per os fue alimentado con IE (tejido de camardn cortados en
pedazos) al tercer dia post-aclimatacion, utilizando una dosis equivalente al
10% de la biomasa -cultivada, suministrada en dos raciones diarias
sucesivamente por tres dias. A partir del cuarto dia luego de la entrega del IE,
se proporcion6 alimento balanceado hasta el final de la prueba.

El control negativo del bioensayo se les suministré alimento balanceado desde

el inicio de la prueba.

Al final de la prueba, todos los camarones del tratamiento desafiado fueron
cosechados y procesados para el andlisis histopatolégico prioritariamente, el
mismo que determiné la confirmacion de dos signos clinicos asociados
tipicamente a la necrosis muscular: la aparicion de una opacidad focal a nivel

del tejido muscular y la infiltracién hemocitica.

Adicionalmente, se tom6 al azar una muestra (n= 5 camarones) del control

negativo para realizar el respectivo analisis histopatologico (Figura 5).

Bioensayo 1
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Figura 5. Esquema del bioensayo 1 (reproducir la enfermedad).

5.6.1.1. Andlisis Histopatoldgico

Todos los camarones sobrevivientes del tratamiento desafiado fueron fijados
en Solucion de Davidson y analizados individualmente para la deteccion de la
necrosis muscular en cortes histolégicos utilizando la tinciébn de Hematoxilina-
Eosina (H&E) segun Bell & Lightner (1988).

Esta técnica provee una vision global del estado de salud del camaron. Los
animales seleccionados vivos para efectuar el examen de Histopatologia
fueron cortados sagitalmente, inyectados y sumergidos en Solucién de
Davidson (330 mL de alcohol etilico, 220 mL de formol, 115 mL de acido
acético glacial y 335 mL de agua destilada), el cual es toxico por contacto e
inhalacion. Por ello, para la fijacidbn se utilizaron guantes de latex y el

procesamiento fue realizado en ambiente ventilado.

Se Inyectdé al menos 1 mL de Solucion de Davidson en cada una de las

siguientes regiones del camaron utilizado: a cada lado del hepatopancreas y a
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cada lado de la cola en cada uno de los segmentos abdominales. Luego
debieron ser sumergidos en Solucion de Davidson durante 24-48 h y luego
transferidos al etanol al 70%. Una vez que se completd este procedimiento de
fijacion, los tejidos fueron colocados en las canastas metalicas que permitieron
su deshidratacibn por inmersibn en varios alcoholes de diferentes
concentraciones. La secuencia de alcoholes durante la deshidratacion se
presenta a continuacién: alcohol al 70% por 1 h, al 80% por 1 h, al 90% por 1 h,
al 95% por 1 h, al 100% por 1 h (dos veces) y en xileno por 1 h (dos veces).

La siguiente etapa del procesamiento de los tejidos deshidratados fue efectuar
el embebido en parafina. Esta etapa se efectué manteniendo la parafina a una
temperatura entre 56 y 58 °C. Las muestras fueron mantenidas en estructuras
plasticas denominadas “cassettes”, los cuales sirvieron de molde para
conformar los bloques de parafina previo al corte de los tejidos y su
observacion. Para el corte de los tejidos, los bloques fueron desmoldados y
cortados utilizando un equipo denominado micrétomo de marca “SHANDON”
(Figura 6).

Figura 6. Micrétomo “Shandon”. Se observa el corte de un camarén en bloque de parafina.

Se coloco el bloque de parafina en el equipo, bajando el sujetador hacia
adelante de forma lenta y rebanandolos con una cuchilla de acero inoxidable.
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La medida del grosor que se utilizé para efectuar el corte fue 4 um. A medida
gue las muestras eran cortadas, se colocaban en portaobjetos y puestas en la

plancha térmica “Electrothermal” para su posterior secado.

Finalmente, se efectu6 el montaje de los cortes sobre placas portaobjetos y se

procedid a su observacion al microscopio.

5.6.2. Bioensayo 2 (confirmacion de la reproduccion de la enfermedad)

El bioensayo 2 consistio6 de un tratamiento (grupo desafiado per 0s) y un
control negativo, los cuales fueron mantenidos durante 4 semanas en una sala
experimental del CENAIM. Para el tratamiento/control se utilizaron 8 y 2
acuarios respectivamente, en donde se sembraron 10 camarones por acuario
(peso promedio individual = 8.5 g). Cada acuario con capacidad individual de
40 L representd una unidad experimental. Las unidades experimentales
contenian agua de mar filtrada con filtros de piola (0.25 um) y esterilizada por
luz U.V. (300.000 uW.s/cm?), a temperatura experimental de 32 °C, salinidad

35 %o y provistos de aireacion (Figura 7).

Figura 7. Sala experimental con bandejas de fibra de vidrio. Contienen acuarios con camarones para la

siembra y pruebas tipo desafio de este estudio.

El grupo desafiado per os fue alimentado con IE al tercer dia post-aclimatacion,
utilizando una dosis equivalente al 10% de la biomasa cultivada, suministrada

en dos raciones diarias sucesivamente por tres dias. A partir del cuarto dia

-18-



luego de la entrega del IE, se proporcioné alimento balanceado hasta el final de

la prueba.

El control negativo del bioensayo se les suministré alimento balanceado desde

el inicio de la prueba.

Al final de la prueba, todos los camarones del tratamiento y del control fueron
cosechados y procesados para los respectivos analisis. Los tejidos de todos los
camarones provenientes del grupo desafiado fueron fijados para el analisis
histopatoldgico prioritariamente, el mismo que determiné la confirmacion de dos
signos clinicos exclusivamente: la aparicion de una opacidad focal a nivel del
tejido muscular y la infiltracion hemocitica. Posteriormente, solo los camarones
que presentaban ambos criterios fueron procesados para 3 tipos de analisis:
RT-PCR para la deteccion de IMNV segun el protocolo del Kit comercial
IQ2000™, HIS y MET que permitan identificar el agente involucrado.
Adicionalmente, se tomdé al azar una muestra (n= 5 camarones) del control

negativo para realizar el respectivo analisis histopatoldgico (Figura 8).

Bioensayo 2
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Figura 8. Esquema del bioensayo 2 (confirmacién de la reproduccién de la enfermedad).

5.6.2.1. Protocolo para la deteccion de agente etiolégico de necrosis

muscular en camarén marino mediante Hibridacion in situ (HIS).

Para la deteccion del agente etiolégico de necrosis muscular en camarén
marino, se procedié a deshidratar las muestras de camardn (secciones de
tejidos) montadas en placas positivas pasandolas por dos bafios de Xilol (6 min
cada uno) y Etanol a diferentes concentraciones desde 100, 95, 90, 80 hasta
70% (3 min cada uno). Finalmente, las placas fueron bafadas con agua

destilada durante 5 min.

Una vez deshidratadas cada una de las muestras, los cortes fueron bafados
con PBS 1X (750 pL) durante 15 min a fin de estabilizar los tejidos. Acto
seqguido, los tejidos fueron tratados con Proteinasa K (400 pL), previamente
disuelta (1 mL PBS + 8 pL Proteinasa K por placa) por 18 min a 37.5 °C.
Posteriormente, se realizé un bafio de PBS glicina al 0.2% (600 pL) durante 10
min a temperatura ambiente, seguido de un bafio de fijacion con PBS
paraformaldehido al 0.4% con el fin de fijar y reestructurar el esqueleto celular,
durante 10 min a 4 °C. Durante este tiempo la sonda fue desnaturalizada en
bafio Maria a 100 °C. La sonda utilizada para HIS, se disefié con un tampon de
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hibridacién de SSC (3 M NaCl, 300 mM Citrato de Sodio, pH 7.0) al 4%
concentracion final, formamida al 50%, solucion de Denhart al 1%
concentracion final, 0.5 mg/mL de ADN de esperma de salmon, que contenia
0.2 yg/mL ADN marcado con Dig_oxigenina (Roche™), amplificado a partir de
iniciadores que generan un fragmento de 328 pb, basado en el siguiente par:
328F (5"-CGACGCTGCTAACCATACAA-3) y 328R (5°-
ACTCGGCTGTTCGATCAAGT-3").

Posteriormente, las placas fueron drenadas recibiendo un bafio de agua
destilada por 5 min a 4 °C, para luego colocar 60 pL de sonda disefiada para
reconocer IMNV, previamente marcada con Dig-oxigenina, cubriendo las
secciones con un cubreobjetos y sometidas a ebullicion 100 °C durante 8 min
permitiendo asi la hibridacién. Las placas fueron incubadas toda la noche a una

temperatura de fusién de 42 °C en camara humeda.

Al dia siguiente, las placas recibieron dos bafios sucesivos de 5 min cada uno
en SSC 2X, SSC 1X y SSC 0.5X respectivamente, con el fin de permitir la
acomodacion y fijacion de la sonda. Posteriormente, las placas fueron
equilibradas en dos bafios con tampon TBS 1X (500 pL) durante 5 min y
bloqueadas durante 15 min utilizando 500 uL de solucién de bloqueo “Blocking

Buffer” por placa, previo a la aplicacion del anticuerpo.

Una vez drenadas las placas procurando no secar las secciones, se afadio
500 pL del anticuerpo antidigoxigenina “Anti_Dip AP conjugate“ llevandolas a
incubar durante 45 min a 37 °C. Concluido el tiempo de incubacién, las placas
recibieron dos bafios de TBS 1X durante 5 min, para después ser reveladas
empleando, NBT/BCIP en Solucion de Fosfatasa Alcalina (100 mM Tris HCL
pH 9.5; 100mM CINa; 0.5 mM NBT; 0.46 mM BCIP), para la posterior

incubacion de 3 h a temperatura ambiente y en ausencia de luz.

Las placas fueron bafadas con solucion “Stop Buffer® durante 5 min
permitiendo parar la reaccion de revelado. Ademas, se realiz6 un bafio rapido
con agua destilada durante 5 min y uno con solucién de contracoloracion
“Bismarck Brown Y“, durante 1 min. Finalmente, cada una de las secciones

fueron deshidratadas y montadas segun el protocolo rutinario de histologia.
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5.6.2.2. Extraccién de ARN

La aplicacion de los protocolos de PCR requiri6 de una fase previa de

extraccion de ARN de las muestras a utilizar.

Las muestras (pledpodos) individuales fueron lavadas con agua destilada. Se
les adicion6 400 pL de una solucién de Isotiocianato de Guanidina. Las
muestras fueron maceradas hasta destruir por completo el tejido. A
continuacion, fueron incubadas a 60 °C por 30 min y luego fueron dejadas a
temperatura ambiente por 5 min. Se centrifugaron a 8.000 rpm por 5 min y se
recuperé el sobrenadante. Se adicion6 un volumen equivalente de Isopropanol
frio y se centrifugd por 15 min a 14.000 rpm. Se elimin6 el sobrenadante y se
agrego un volumen de Etanol al 70% para centrifugar a 13.000 rpm por 5 min.
Posteriormente, se elimind el sobrenadante, se secaron a 40 °C por 30 min y
se agregdb 50 pL de agua estéril para resuspender el pellet de ARN.

Finalmente, el material genético fue resuspendido a -20 °C.
5.6.2.2.1. Protocolo del Kit IQ2000™ para deteccién de IMNV

El protocolo de RT-PCR para la deteccion de IMNV es el descrito por el Kit
comercial IQ2000™, el cual efectua una conversién previa del material genético
inicial ARN a ADN. La amplificacion se realiz6 siguiendo las instrucciones del
fabricante, las cuales estaban basadas en las siguientes condiciones: 1 ciclo a
42 °C por 30 min 'y 94 °C por 2 min respectivamente, seguidos de 20 ciclos de
94 °C por 20 s, 62 °C por 20 s y 72 °C por 30 s, con una extension final de 72
°C por 30 s y 20 °C por 30 s. Finalmente, una segunda etapa (Nested RT-PCR)
de 30 ciclos con 94 °C por 20 s, 62 "C por 20 sy 72 °C por 30 s, con una
extension final de 72 °C por 30 s y 20 °C por 30 s (Figura 9).

-22 -



Figura 9. Termociclador “Eppendorf‘ . Se observan las muestras de camarones sospechosos que fueron

amplificadas por RT-PCR para la detecciéon de IMNV (Kit IQ2000™).

El resultado de la amplificacion fue migrado mediante electroforesis en un gel
de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio (10 mg/mL) y visualizado por

transiluminacion con luz U.V.

Finalmente, el criterio utilizado por el Kit comercial 1Q2000™ para el
diagnéstico de cada una de las muestras amplificadas se basé en los
siguientes perfiles: Las muestras resultaron negativas cuando presentaron un
amplicén de 680 pb, exclusivamente. Muestras positivas severas para IMNV
presentaron amplicones de 284 y 476 pb. Finalmente, muestras positivas leves
para IMNV presentaron un amplicon de 284 pb.

5.6.2.3. Protocolo para Microscopia Electrénica de Transmision (MET)

Las muestras de tejido muscular fueron cortadas y fijadas en solucién de
Glutaraldehido al 2% en 0.1 M de solucion tampon fosfato (PSB, pH 7.4).
Posteriormente, fueron sometidas a tetroxido de osmio al 1%. A continuacion,
las muestras fueron deshidratadas y embebidas en resina de Spurr,
seccionadas Yy tefiidas con acido fosfotungstico (APT) al 2%. Finalmente, las
secciones fueron observadas y fotografiadas en un Microscopio Electronico de
Transmisiéon JEOL, JEM 1010. El Dr. Yasuji Amano, investigador responsable

del andlisis MET y del equipamiento requerido para este analisis, forma parte
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del Instituto Nacional de Higiene (INH-Guayaquil) y colabor6 en esta

investigacion.
5.6.3. Bioensayo 3 (Aplicacion de estrés ambiental e inGculo bacteriano)

5.6.3.1. Aislamiento y caracterizacion bioquimica de bacterias (inoGculo

bacteriano)

Se realizd el aislamiento y caracterizacién bioguimica de cepas bacterianas
(26119, 26122, 26126, 26128, 26129) colectadas en campo a partir de
camarones con necrosis muscular. Los criterios bioquimicos utilizados para su
caracterizacion fueron: fermentacion de las descarboxilasas (Arginina, Lisina y

Ornitina) y caracterizacion Indol y Voges.
5.6.3.2. Preparacion de Inoculo Bacteriano e Inyeccién

Las cepas bacterianas aisladas a partir de camarones con necrosis muscular
colectados en campo, se cultivaron en placa de Agar TSA (2% NaCl) por
rayado y se incubaron por 24 h a 28-30 °C. Posteriormente, para la preparacion
del in6culo bacteriano se empled solucion salina al 0.85% para resuspender el

cultivo y realizar el ajuste de la suspensién bacteriana a la densidad deseada.

Una vez preparada la suspensién bacteriana a la densidad deseada (1 x 10*
UFC/camardén) se procedi6 a inyectar a todos los camarones de los
tratamientos ventralmente, a nivel del segundo segmento abdominal (50
pL/camardn) con jeringuillas de insulina. Los camarones fueron distribuidos en
la caramelera correspondiente a medida que se iba aplicando la inyeccion con
el inéculo bacteriano. Finalmente, los camarones de los controles fueron

inyectados con igual volumen de solucion salina al 0.85%.
5.6.3.3. Bioensayo

Se realizd un bioensayo tipo prueba de desafio (bacteriano) via inyeccién, el
cual incluyo factores de estrés ambiental (variacion de temperatura y baja
concentracion de oxigeno disuelto). Se utilizaron 6 tratamientos los cuales
fueron: T1= bacterias + alta temperatura (30 °C), T2= bacterias + baja
temperatura (17 °C), T3= bacterias + baja concentracion de oxigeno (1 mg/L)
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(Anexo 2), T4= bacterias + alta temperatura (30 'C) + baja concentracién de
oxigeno (1 mg/L), T5= bacterias + baja temperatura (17 °C) + baja
concentracion de oxigeno (1 mg/L), T6= bacterias y 6 controles sin infeccion
(uno por cada tratamiento), los cuales fueron mantenidos durante 7 dias en una
sala experimental. Para cada tratamiento/control se utilizaron 5 carameleras, en
donde se sembré un camardén (peso promedio individual = 8.0 g) por

caramelera (Figura 10).

Figura 10. Sala experimental con bandejas de fibra de vidrio. Contienen carameleras con camarones para

la siembra y prueba tipo desafio (bacteriano) de este estudio

Cada caramelera con capacidad individual de 2 L representé una unidad
experimental. Las unidades experimentales contenian agua de mar filtrada con
filtros de piola (0.25 pm) y esterilizada por luz U.V. (300.000 pW.s/cm?), a
temperatura ambiente 23 °C, salinidad 35 % y provistas de aireacion.

Los camarones de los tratamientos y controles fueron expuestos a las fuentes
de estrés mencionadas, durante 3 h al dia por 3 dias consecutivos para todos
los casos. Los camarones fueron observados durante 6 dias. Posteriormente,
solo los camarones que presentaban regiones opacas focalizadas en los
segmentos abdominales fueron procesados para el andlisis histopatoldgico.
Todos los animales de los tratamientos fueron colectados al final de la prueba
para su fijacion con solucién de Davidson para el analisis histopatologico.
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Se colectd una muestra que representd el 10% de la poblacion del grupo
control para el respectivo andlisis (Figura 11).

Bioensayo

y \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 A Contr0|e
Q
\ 4 \4
¢/ tratamiento constd de n=5 ¢/ Control const6 de n=5
camarones, mantenidos en camarones, mantenidos en
carameleras individuales carameleras individuales
v \4
Aplicacion de Inéculo Aplicacion de Solucion
bacteriano via “inyeccion” salina via “inyeccion”
N Y,
\ 4 \4
, . é , . )
Estrés aplicado Estrés aplicado
durante 3/h por 3 dias durante 3/h por 3 dias
N Y,
\ 4
Alimentados con Alimentados con
balanceado balanceado

A 4

Analisis:
Histologia
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Figura 11. Esquema del bioensayo 3 (estrés ambiental e inéculo bacteriano).

6. RESULTADOS

6.1. Analisis histopatoldgico del material biologico

El analisis histopatologico de 10 camarones P. vannamei tomados
aleatoriamente de la poblacion stock (n=400) utilizada para este estudio,
mostré que el 100% de los camarones analizados no presentaron lesiones
(apariencia normal) en tejido muscular, lo cual confirmé el buen estado de

salud de la poblacion stock (Figura 12).

Figura 12. Secciones longitudinales de tejido muscular de camarones P. vannamei. A-B.- Observacion de

estructuras sarcoméricas normales (ver flechas). Tincion de H&E. Objetivo de 10X.

6.2. Observacién macroscopica de camarones sospechosos

Se recolectaron 40 camarones juveniles P. vannamei con signos externos
(Figura 13) de necrosis muscular (opacidad de los segmentos abdominales),
provenientes de granjas camaroneras, los cuales fueron utilizados como

in6culo original (I10) durante la prueba de desafio via Inyeccion intramuscular.
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Figura 13. Camarones P. vannamei del 0. A-D.- Se observa opacidad muscular en diferentes segmentos
intermedios y distales de la cola (flecha), la cual es un signo clinico externo que esta asociado con

necrosis muscular.

6.3. Andlisis histopatoldgico de tejidos de camarones sospechosos (10)

El andlisis histopatolégico de 10 camarones P. vannamei del IO confirmé que el
70% de los camarones analizados (7/10) mostraron necrosis muscular e

infiltracion hemaocitica, con diferentes grado de lesion (Figura 14).
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Figura 14. Secciones longitudinales de tejido muscular de camarones P. vannamei del 10. A.- Necrosis
coagulativa con grado de lesion medio. Objetivo de 4X. B.- Infiltraciones hemociticas con grado de lesiéon
leve. Objetivo de 4X. C-D.- Extensas infiltraciones hemociticas (flecha) y pérdida de la estructura
sarcomérica normal. Seccion de parafina 4 um de grosor. Tincion H&E. Objetivo de 10X.

El diagnéstico histopatolégico de cada una de las muestras de camarones
estuvo basado en la descripcidon visual de las lesiones (dafios) observadas a
nivel de las regiones utilizadas para este estudio (cefalotérax y abdomen), con
particular énfasis en la presencia de los dos signos clinicos de una necrosis
muscular infecciosa. Una vez detectadas las lesiones, se elaboraron indices
histopatolégicos que permitieron cuantificar el grado de lesion causado por los

dos signos antes mencionados.

El grado de lesion se basé en la técnica descrita por Lightner (1996), cuya
valoracion (1-4), fue establecida segun el numero de células observadas por
campo: menor de 3 células / campo = Muy Leve (1); 3-20 células / campo =
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Leve (2); 20-60 células / campo = Medio (3) y 60 6 mas células / campo =

Severo (4) (Tabla 1).

Tabla 1. Niveles histopatoldégicos que cuantifican los grado de lesiébn que muestran los camarones P.

vannamei en cada una de las pruebas tipo desafio.

Grado de Lesién

Niveles Histopatolégicos (1-4)
Menor de células/campo Muy Leve
3-20 células /campo Leve

20-60 célula/campo Medio
60 0 mas células/campo Severo

6.4. Andlisis histopatologico del In6culo Experimental (IE)

La figura 15 detalla el grado de lesién que presentaron los camarones del IE

respecto a los dos signos clinicos asociados a necrosis muscular infecciosa. De

los 10 camarones analizados, 7 exhibieron ambos signos clinicos,

especificamente el 57% de los camarones (4/7) mostraron un grado de lesion

severo, 29% de los camarones (2/7) un grado de lesion medio y 14% de los

camarones (1/7) un grado de lesion leve.

Estas evidencias obtenidas a partir del andlisis histopatologico del IE,

permitieron confirmar su utilidad en las pruebas de desafio del bioensayo 1y 2

respectivamente.
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Analisis del In6culo Experimental (IE)
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Figura 15. Grado de lesion que mostraron los camarones P. vannamei del |IE respecto a los dos signos

clinicos asociados a necrosis muscular infecciosa: Escala 1= Muy Leve; 2= Leve; 3= Medio y 4= Severo.

6.5. Bioensayo 1 (reproduccién de la enfermedad)
6.5.1. Histologia

En concordancia con los postulados de Koch y Rivers que establecen como
condicion esencial que animales sanos desarrollen enfermedad luego de ser
expuestos al IE (agente sospechoso), los resultados histopatologicos de este
bioensayo sefialaron que el 70% de los camarones analizados (14/20)
mostraron la sintomatologia tipica de una necrosis muscular infecciosa (Figura
16).

El bioensayo 1 estuvo basado en una prueba de desafio (bioensayo en el que
bajo dosis y periodos determinados, un hospedero es expuesto a un agente

infeccioso, el cual puede ser bacteriano, viral, fungico, etc).
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Bioensayo 1
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Grado de lesion

Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 Ci12 C13 C14 C15 Ci16 C17 C18 C19 C20

Cédigo de Camaron

Figura 16. Grado de lesion que presentaron los camarones P. vannamei del bioensayo 1 respecto a los

dos signos clinicos asociados a necrosis muscular infecciosa (necrosis muscular e infiltracién hemocitica).

Por otro lado, no se observaron signos clinicos de necrosis muscular en la
muestra de 5 camarones correspondiente al control negativo de este

bioensayo.
6.6. Bioensayo 2 (confirmacién)

En el bioensayo 2 se hicieron 4 tipos de analisis para determinar la etiologia del
agente causal de la necrosis muscular en camarén P. vannamei cultivado a

nivel local:
1. Histologia.
2. PCR por Transcripcién Reversa (RT-PCR).
3. Hibridacién in situ (HIS).

4. Microscopia Electronica de Transmision (MET)

6.6.1. Histologia
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En este bioensayo se observo que el 70% (48/69) de camarones P. vannamei
presentaron los dos signos clinicos de la necrosis muscular infecciosa (Figura
17).

Figura 17. Secciones longitudinales de tejido muscular de camarones P. vannamei. A-D.- Se observan
grado de lesion severo de necrosis coagulativa y extensas infiltraciones hemociticas (flecha). Ademas, de
la pérdida de la estructura sarcomérica normal. Seccién de parafina 4 pm de grosor. Tincién H&E.
Objetivo de 10X.

El diagnéstico histopatolégico realizado a este grupo de camarones mostrd que
el 44% (21/48) presentaron dafios en tejido muscular (necrosis e infiltracion
hemocitica) con grado de lesion 4 (severo), 37% (18/48) mostraron grado de
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lesion 3 (medio) y 19% (9/48) grado de lesion 2 (leve). En promedio, el 71 +
18.7% de la poblacion desafiada mostré necrosis muscular infecciosa (Tabla 2).

Tabla 2. Grado de lesién que mostraron los camarones P. vannamei del bioensayo 2 expuestos a prueba

de desafio via “per os".

Total de
camarones Grado de
fijados (CF) Camarones con signos clinicos de Lesion (GL)
No. de acuario Post-desafio necrosis muscular infecciosa (CNMI)) Post-desafio
1 9 419 (45%) Leve
2 9 5/9 (56%) Medio
3 10 6/10 (60%) Medio
4 8 5/8 (63%) Leve
5 10 7/10 (70%) Medio
6 7 6/7 (86%) Severo
7 8 7/8 (88%) Severo
8 8 8/8 (100%) Severo
Promedio 71%
Desviacion Estandar 18,7

CF: Numero total de camarones colectados y fijados post-desafio para el respectivo analisis
histopatolégico. CNMI: Numero total de camarones que mostraron evidencias histopatoldgicas de una
necrosis muscular Infecciosa (necrosis e infiltracion hemocitica) con diferente grado de lesion. GL: Grado
de lesion que se observd en tejido muscular de los camarones con los dos signos clinicos de una necrosis

muscular infecciosa.

Finalmente, evidencias del analisis histopatolégico de los camarones del
control negativo (5/5) utilizado para este bioensayo revelaron la ausencia de

signos clinicos caracteristicos de necrosis muscular.

6.6.2. PCR por Transcripcion Reversa (RT-PCR)

El resultado del analisis de RT-PCR para la deteccion de IMNV (Kit IQ2000™),
mostré que al ser amplificadas las muestras de camarones sospechosos
(n=25) recolectados durante la prueba tipo desafio, todas resultaron negativas
para este virus (Figura 18).
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476 pb
284 pb

Figura 18. Gel de electroforesis presenta los productos amplificados por RT-PCR para la deteccion de
IMNV (kit 1Q2000™). Pozos 1-6: camarones negativos con un amplicon de 680 pb (Control interno).
Control positivo (+) corresponde a ARN de camarén infectado con IMNV, el cual presenta dos amplicones

de 284 y 476 pb, respectivamente. El marcador de peso molecular (M) es de 1 Kb (Invitrogen™).

6.6.3. Hibridacion in situ (HIS)

Las muestras utilizadas para la deteccién de IMNV mediante el analisis de HIS
fueron seleccionadas en base a presentar los dos signos clinicos, confirmados

por Histologia.

Se analizaron 25 camarones en total, de los cuales el 52% (13/25) present6
sefial positiva (precipitados de color azul) en sus tejidos (cefalotérax y
abdomen). Especificamente, 7 presentaron sefial en el tejido muscular
(abdomen) y 6 mostraron sefial en el tejido conectivo del cefalotérax (Figura
19).

La sonda utilizada para HIS, se disefié con un tampén de hibridacién de SSC al
4% concentracion final, formamida al 50%, solucion de Denhart al 1%
concentracion final, 0.5 mg/mL de ADN de esperma de salmén, que contenia
0.2 pg/mL ADN marcado con Dig_Oxigenina (Roche ™), amplificado a partir de
iniciadores de 328 pb, basado en el siguiente par 328F (5-
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CGACGCTGCTAACCATACAA-3") y 328R (5"-ACTCGGCTGTTCGATCAAGT-
3), para la deteccion de IMNV.

Figura 19. Hibridacién in situ (HIS) en secciones longitudinales de tejidos de camarones P. vannamei. A.-
Sefial positiva en mudsculo del control positivo de IMNV. Objetivo de 10X. B-C.- Tejidos musculares de
camarones desafiados localmente muestran sefial positiva para IMNV. Objetivo de 10X. D.- Tejido
conectivo del cefalotérax muestra sefial positiva de IMNV en camarones desafiados localmente. Objetivo
de 10X.

Los resultados obtenidos por HIS, condujeron a realizar un segundo analisis
para la confirmacion de las sefiales positivas mostradas en 13/25 camarones
analizados. Por tal motivo, se decidié tomar aleatoriamente (6/13) camarones
cuyos codigos fueron (159-3, 162-2, 162-8, 164-15, 165-1, 165-3, 165-4), para
realizar dicha confirmacion (Figura 20).

Finalmente, los 6 camarones analizados por segunda ocasibn mostraron
nuevamente la sefnal positiva para IMNV (Anexo 3).
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Figura 20: Esquema del numero total de muestras analizadas por HIS. Los codigos marcados con

negrillas corresponden a los camarones analizados 2 veces consecutivas por el mismo método.

6.6.4. Microscopia Electronica de Transmision (MET)

En las muestras de tejido muscular de 6 camarones sospechosos (colectados

del IE) analizados por MET, no se encontro particula viral alguna asociada con

la familia Totiviridae (Figura 21).
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Figura 21. Microscopia Electronica de Transmision (MET). Se observa tejido muscular necrosado con

presencia de viriones de WSSV (ver flecha), vistos transversalmente con tincién negativa.

Finalmente, la tabla 3 muestra el nimero total de camarones (n= 25) del
bioensayo 2 analizados por las 4 técnicas de laboratorio (histologia, RT-PCR,
HIS y MET) utilizadas en este estudio para la determinacion del agente causal
de la necrosis muscular. El criterio de seleccion fue la presencia de necrosis e
infiltracion hemocitica a nivel de los dos tejidos de estudio (cefalotérax y
abdomen) con grado de lesion severo (4).

Tabla 3. Tipos de andlisis para la deteccion de IMNV, que se realizaron a los camarones que presentaron

signos clinicos de necrosis muscular infecciosa (necrosis e infiltracion hemocitica).

Tipos de Analisis

No. de camarones Histologia RT-PCR HIS MET
1 + - + -
2 + - + -
3 + - - -

- 38 -



4 + - + -

5 + - - -

6 + - + -

7 + NA - NA
8 + - + NA
9 + - + NA
10 + - - NA
11 + - + NA
12 + - - NA
13 + NA - NA
14 + - - NA
15 + - + NA
16 + - - NA
17 + - + NA
18 + - + NA
19 + NA - NA
20 + - + NA
21 + - - NA
22 + - - NA
23 + - + NA
24 + - - NA
25 + - + NA

(1-25): Total de camarones analizados por histologia, RT-PCR, HIS y MET debido a la presencia de
necrosis e infiltracion hemocitica a nivel de los dos tejidos de estudio (cefalotérax y abdomen). (+):
Diagnéstico y sefial positiva para el virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV), presente en los camarones
seleccionados en base a presencia de los dos signos clinicos antes mencionados. (-): Diagnostico y sefial

negativa para el virus del IMNV. (NA): muestras no analizadas.

6.7. Bioensayo 3 (Aplicacion de estrés ambiental e inGculo bacteriano)
En este bioensayo se realizé 1 tipo de analisis:

1. Histologia.

6.7.1. Histologia

El andlisis histopatologico reveld6 que 2/3 camarones sobrevivientes del
tratamiento T2 (bacterias + baja temperatura 17 °C), mostraron los dos signos
clinicos de necrosis muscular infecciosa, mientras que 1/4 camarones del
tratamiento T5 (bacterias + baja temperatura 17 °C + baja concentracion de

oxigeno disuelto 1 mg/L) mostraron tales signos. En el tratamiento T6 (solo
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bacterias), no se observaron los dos signos clinicos en tejido muscular (Figura
22).

Onecrosis Binfiltracién hemocitica Opicnosis Okaryorrhexis motros
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Figura 22. Grado de lesién que presentaron los camarones P. vannamei del bioensayo 3. En el T2
(bacterias + baja temperatura 17 °C), 2/3 camarones mostraron los dos signos clinicos de necrosis
muscular infecciosa. T1= bacterias + alta temperatura (30 °C), T2= bacterias + baja temperatura (17 °C),
T3= bacterias + baja concentracion de oxigeno disuelto (1 mg/L), T4= bacterias + alta temperatura (30 °C)
+ baja concentracion de oxigeno disuelto (1 mg/L), T5= bacterias + baja temperatura (17 °C) + baja

concentracién de oxigeno disuelto (1 mg/L), T6= bacterias.

Complementariamente, se determiné que el grupo de camarones analizados de
T2 mostraron la presencia de lesiones tipicas producidas por bacterias a nivel
del tejido muscular, como: nodulacidon hemocitica, melanizacion e infiltracion
hemocitica, acompafiadas de la pérdida de la estructura sarcomérica normal
(Figura 23).

Los tratamientos T1 (bacterias + alta temperatura 30 °C), T3 (bacterias + baja
concentracion de oxigeno disuelto 1 mg/L) y T4 (bacterias + alta temperatura
30 °C + baja concentracion de oxigeno disuelto 1 mg/L) no mostraron tales

signos clinicos.
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Figura 23. Secciones longitudinales de tejido muscular de camarones P. vannamei del T2 (bacterias +
baja temperatura 17 °C). A.- Presencia de nédulos hemociticos (ver flechas), con pérdida de la estructura
sarcomérica normal. Objetivo de 10X B.- Presencia de nodulos hemociticos con melanizacion interior.
Objetivo de 10X. C.- Pérdida de la estructura sarcomérica normal con grandes infiltraciones y
nodulaciones hemociticas. Objetivo de 4X. D.- Presencia de melanizacién, nodulacién e infiltraciones

hemaociticas. Seccidn de parafina 4 um de grosor. Tincién H&E. Objetivo de 4X.

Finalmente, los camarones de los controles negativos correspondientes a cada

tratamiento no mostraron lesiones en tejido muscular.

DISCUSION

El camaron marino Penaeus (Litopenaeus) vannamei es la especie mas

cultivada a nivel mundial, con un incremento de 1000% en su produccion total,
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al pasar de 145.387 T en el aflo 2000 a 1'599.423 T al concluir el afio 2005
(FAO, 2006).

Al ser la especie de camaron mas relevante con fines acuicolas, se ha
establecido un gran énfasis en la identificacion y control de los agentes
patdbgenos causantes de enfermedades que afectan su cultivo. Segun lo
reportado en la literatura cientifica, al menos 8 virus han sido asociados con su
produccién: Baculovirus penaei (BP) (LeBlanc & Overstreet, 1990),
Hepatopancreatic parvovirus (HPV) (Lightner & Redman, 1992; Bonami et al.,
1995), Infectious Hypodermal and Haematopoietic necrosis virus (IHHNV)
(Bonami et al., 1991), Taura Syndrome Virus (TSV) (Hasson et al., 1995;
Bonami et al.,, 1997), White Spot Syndrome Virus (WSSV) (Lightner, 1996),
Yellow Head Virus (YHV) (de la Rosa-Vélez et al., 2006), Infectious
Myonecrosis Virus (IMNV) (Poulos et al., 2006) y Penaeus vannamei nodavirus
(PVNV) (Tang et al., 2007).

En los sistemas de produccién de camaroén cultivado en Ecuador, la mayoria de
tales patdégenos han sido reportados, con excepcion de YHV, IMNV y PvNV.
Respecto a los reportados, el WSSV sigue siendo notorio por estar asociado
con mortalidades en los cultivos de camardn, las cuales han pasado de ser
frecuentes y considerablemente altas a esporadicas y moderadas. Los registros
de camaron exportado durante los dltimos afios corroboran este
comportamiento (CNA, 2009).

En este panorama de evidente bienestar, se aprecia poco interés del sector
productor para estar preparado ante posibles eventos de problemas infecciosos
emergentes (ingreso de patégenos exoticos), lo cual podria tener serias

repercusiones sobre la produccién nacional actual.

En 2006 se produjo el hallazgo y descripcion inicial de signos clinicos
asociados con un trastorno denominado necrosis muscular en cultivos de
camarén marino al sur de la provincia del Guayas. Por las consecuencias
derivadas de la presencia de patdégenos virales asociados a la expresion de
necrosis muscular en Brasil (Poulos et al., 2006) y Belice (Tang et al., 2007), se

volvié imprescindible plantear y desarrollar una investigacion cientifica para
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determinar la etiologia de la necrosis muscular observada localmente en

cultivos de P. vannamei.

Para este proposito se planificaron y ejecutaron 2 bioensayos a fin de realizar
la demostracion de la reproduccién de la enfermedad en una poblacién sana de
camarones P. vannamei bajo condiciones experimentales, complementada con
la aplicacion de técnicas de laboratorio para dilucidar el tipo de agente
etiologico involucrado. En forma adicional se realizd un tercer bioensayo, el
cual consistié en un desafio bacteriano (cepas de Vibrios aislados a partir de
camarones con necrosis muscular) y dos fuentes de estrés asociadas con la
aparicion de este trastorno: variacion de temperatura y reduccion de la

concentracion de oxigeno disuelto.

Los resultados obtenidos en el Bioensayo 1, desarrollado en un periodo de 4
semanas, muestran que la enfermedad pudo ser reproducida en hospederos
sanos (determinados por Histologia) por medio de un desafio per os con tejidos
de camarones con necrosis muscular provenientes del indculo experimental
(IE). De 80 camarones desafiados, 20 (25% de la poblacion total) mostraron
signos clinicos externos de la enfermedad (necrosis muscular), confirmandose
por andlisis histopatoldgico el estado de necrosis en 14 camarones (17.5% del
total).

En el Bioensayo 2, efectuado en iguales condiciones que el anterior, se
encontré un mayor numero de camarones enfermos (69/80 = 86% del total),
confirmandose por andlisis histopatolégico los signos clinicos asociados a
necrosis muscular en 48 camarones (60% del total). Para la identificacion del
patbgeno se emplearon 3 técnicas de laboratorio de amplio uso en
investigaciébn patolégica: Reverse-transcriptase PCR (RT-PCR), in situ

Hybridization (HIS) y Microscopia Electronica de Transmision (MET).

El protocolo de RT-PCR para IMNV, basado en el Kit comercial IQ2000™, se
utilizé para evaluar el ARN de los camarones individuales desafiados, siendo
negativas todas las muestras. Aunque estos resultados deben ser
considerados como correctos, existen circunstancias que podrian explicar lo

obtenido. Por una parte, los virus son el grupo de organismos que evolucionan
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mas rapidamente por los procesos de seleccion natural y mutacién (Suttle,
2005). En tales circunstancias, los genomas virales experimentan cambios en
Sus secuencias que pueden ocasionar alteraciones importantes en sitios
genomicos utilizados por los iniciadores durante el proceso de construccion de
los amplicones de IMNV. Al respecto, Senapin et al. (2007) reportaron que al
analizar mediante Kit IQ2000 ™ para IMNV a 4 camarones P. vannamei con
evidente necrosis muscular cultivados en Indonesia, se obtuvieron resultados
negativos en 3 de 4 casos. Los autores consideraron la necesidad de
desarrollar un protocolo alterno basado en iniciadores disefiados sobre la
region del ARN polimerasa dependiente de ARN, enzima utilizada por el IMNV
para su proceso de proliferacion. Se trata de una region idonea para esta
aplicacion al ser altamente conservada. Los resultados obtenidos luego de la
aplicacion del protocolo permitieron obtener 100% de resultados positivos,

comprobandose que el Kit IQ2000™ produjo falsos negativos.

Un protocolo de HIS fue desarrollado para la deteccion de IMNV utilizando
como sonda nucleica un fragmento de 328 pb, el cual provino del protocolo de
RT-PCR desarrollado por Poulos et al. (2006). A partir de 25 muestras
(camarones individuales) seleccionadas por su grado de severidad de lesiones
asociadas con necrosis muscular, se obtuvo un total de 13 muestras positivas
por HIS, 6 de las cuales fueron analizadas por segunda ocasion para confirmar
los resultados previos. Las restantes 12 muestras resultaron negativas. En
todos los casos, se aplicaron controles positivos y negativos adecuados de

acuerdo con lo establecido por la técnica.

Para el caso de MET, es necesario sefalar que su aplicacién se efectué en el
Laboratorio de Microscopia Electrénica del Instituto Nacional de Higiene (INH)
Leopoldo Izquieta Pérez en Guayaquil, inico lugar en el pais donde se realiza
la aplicacion de la técnica en Salud Humana y Animal. El Dr. Yasuji Amano,
experto en MET, colaboré con la examinacién de 6 muestras (tejido muscular
necrosado). En todos los casos no se registrd presencia de viriones de IMNV.
El uso de esta técnica ha permitido desarrollar estudios ultraestructurales de
IHHNV (Bonami et al., 1991), TSV (Bonami et al., 1997), WSSV (Huang et al.,
2001; Amano et al., 2010), entre otros. Para este estudio, un problema ligado
con los analisis constituyo6 el limitado nimero de muestras observadas, lo cual
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estuvo intrinsicamente ligado a la disponibilidad de tiempo del investigador del
INH.

Finalmente, el Bioensayo 3 se extendidé por 7 dias y utilizO dos fuentes de
estrés: variacion de temperatura y reduccion de la concentraciéon de oxigeno
disuelto, y un inéculo bacteriano (Vibrio pelagicus, Vibrio splendidus, Vibrio
vulnificus, Vibrio alginolyticus, Vibrio harveyi, Vibrio fischeri) suministrado via
inyeccion. Los analisis histopatologicos revelaron que 2 camarones
sobrevivientes del tratamiento T2 (bacterias + baja temperatura), mostraron
signos clinicos caracteristicos de una necrosis muscular de origen infeccioso,
debido a la infiltracion hemocitica y destruccién del tejido muscular estriado del
camaron. De los resultados obtenidos, también se desprende que los factores
de estrés utilizados o el indculo bacteriano por si solos no bastaron para inducir
los signos clinicos caracteristicos de la necrosis muscular en P. vannamei. Por
otra parte, estos resultados son interesantes porque ofrecen la posibilidad de
seflalar a otros agentes involucrados (bacterias) en el desarrollo de esta
enfermedad. Al respecto, existen evidencias que sefialan la presencia de
elevadas cargas bacterianas en hepatopancreas y hemolinfa de camarones
infectados previamente con IMNV, lo cual demostraria que luego de producirse
la inmunodepresion de los camarones infectados por el virus, quedarian
propensos a ser vulnerados por patégenos oportunistas, promoviendo el

proceso de mortalidad (Vieira et al., 2006).

La literatura especializada sefiala que existen 2 tipos de necrosis muscular: la
de origen no infeccioso y la infecciosa (Evans et al., 1999). Estos autores han
estudiado la necrosis muscular en crustaceos y han determinado que existen
dos tipos de necrosis muscular: la necrosis acompafiada de una extensa
infiltracion hemocitica (respuesta inflamatoria) y la necrosis que no presenta
respuesta inflamatoria. Complementariamente, esta investigacion ha aseverado
gque la necrosis muscular sin respuesta inflamatoria ocurriria como
consecuencia de estrés de origen ambiental, mientras que la infiltracion

hemocitica se presentaria en respuesta al dafio causado por patégenos.

En el caso de la necrosis no infecciosa, como expresion metabdlica causada

por algun parametro ambiental como la temperatura y/o concentracion de

-45 -



oxigeno disuelto, de efecto reversible y sin mortalidad asociada, tenemos lo
ocurrido con poblaciones de camardén Penaeus aztecus en la Bahia de
Galveston (Texas) que al ser sometidos a bajas concentraciones de oxigeno,
se observaron areas de color blanco irregular en diferentes segmentos del
abdomen (Rigdon & Baxter, 1970). Un caso similar se present6 en
Macrobrachium rosenbergii, debido a que en los tanques de cultivo los

camarones eran mantenidos con bajos niveles de oxigeno (Nash et al., 1987).

En cuanto a la necrosis muscular causada por agentes infecciosos se pueden
citar casos en donde han intervenido microsporidios (Ramasamy, 1985;
Ramasamy et al., 2001); bacterias, como las Pseudoalteromonas spp y Vibrio
spp identificadas en la langosta Nephrops norvegicus (Rigdway et al., 2007) y
los virus Macrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV) (Arcier et al., 1999); el
Virus de Mionecrosis infecciosa (IMNV) (Poulos et al., 2006) y el Penaeus

vannamei nodavirus (PvNV) (Tang et al., 2007).

En definitiva, este estudio demostré que la necrosis muscular manifestada en
P. vannamei es de origen infeccioso, y por las evidencias obtenidas a partir de
HIS se sugiere la presencia de IMNV en 13 muestras analizadas. Por otra
parte, la aplicacion de factores de estrés ambiental bajo nuestras condiciones
de trabajo no inducen la aparicion de la necrosis muscular en camarén P.
vannamei. Sin embargo, el estrés por baja temperatura (17 °C) acompafado de
un desafio bacteriano (Vibrio) pueden inducirla. Las implicaciones derivadas de
la presencia de un patdégeno no reportado en los sistemas locales de
produccion de camarén marino vuelven imprescindible una verificacion ulterior
de los resultados de HIS con el mismo material analizado en esta investigacion.
Tal verificacion debera realizarse en un laboratorio externo que cuente con la
aprobacion de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), para

confirmar los resultados obtenidos.
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CONCLUSIONES

Este estudio ha permitido obtener la reproduccién de la enfermedad
(necrosis muscular), bajo condiciones de laboratorio, en el camarén

blanco P. vannamei.

En base a la reproducibilidad de la enfermedad, la necrosis muscular
observada en el cultivo de camarén blanco P. vannamei en Ecuador

es de origen infeccioso.

Las evidencias histopatologicas concernientes a las lesiones

observadas en el tejido muscular de los camarones desafiados
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experimentalmente, son muy similares a las causadas por el Virus de

la mionecrosis infecciosa (IMNV).

Las evidencias obtenidas por HIS, bajo nuestras condiciones de
trabajo, sugieren que las muestras locales de camarones con

necrosis muscular, son positivas para IMNV.

Los andlisis de RT-PCR por Kit 1Q2000™ y MET no detectaron la

presencia del virus IMNV en los camarones enfermos.

Bacterias del género Vibrio junto al estrés por baja temperatura (T =
17 °C) inducirian la expresién de necrosis muscular en P. vannamei

bajo condiciones experimentales.

Las fuentes de estrés o el inGculo bacteriano no son suficientes por si
solos para inducir los signos clinicos caracteristicos de la necrosis

muscular en P. vannamei.

RECOMENDACIONES

Implantar un protocolo alterno de RT-PCR, tal como el sugerido por
Senapin et al. (2007), para disponer de una herramienta molecular de
diagnéstico que permita confirmar los resultados obtenidos por el Kit
IQ2000™. En particular, la confirmacion corresponderia a los

resultados negativos.

Realizar una confirmacion posterior de los amplicones obtenidos por

RT-PCR, mediante su secuenciacion.
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e En el caso de MET, serd necesario analizar exclusivamente el
Organo Linfoide (OL) de otro grupo de muestras, mas amplio que el

analizado en este estudio.

e Realizar la confirmacién del diagnéstico por ISH de las muestras
positivas para IMNV, en un laboratorio externo que cuente con la

aprobacion de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE).
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ANEXO 1

Protocolo para mantenimiento de camarones juveniles P. vannamei

(poblacién stock) para el estudio de la necrosis muscular en Ecuador

Se sembré una poblacién stock conformada por 400 camarones juveniles P.
vannamei en tanques plasticos de 200 L, con un volumen operacional de 150 L
por tanque. En total, la poblacion de camarones fue distribuida en 8 tanques a

razon de 50 camarones/tanque.

Se efectuo el sifoneo y recambio de agua (10%) diariamente, para remover el

exceso de alimento, mudas y heces.

Se realizaron controles diarios de mortalidad en cada uno de los tanques y se
aliment6 con peletizado comercial ad libitum. Las raciones fueron intercaladas

cada 8 horas.

Complementariamente, se efectuaron muestreos de crecimiento a partir de la
segunda semana de cultivo. Estos muestreos fueron realizados semanalmente
por 5 semanas consecutivas hasta llegar al tamafio adecuado (7.5 g) para cada

una de las pruebas de desafio de este estudio.

Finalmente, el agua de desecho, mudas y restos de alimento fue tratada con
una solucion de cloro (100 ppm) diariamente.
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ANEXO 2

Protocolo parareducir la concentracion de oxigeno disuelto

Para la reduccion de la concentracion de oxigeno disuelto (protocolo segun
Boyd, 1998), se procedio a colocar 500 L de agua de mar en un tanque plastico
con capacidad de 1 T previamente tomando la medicion del valor de oxigeno

presente (7.5 mg/L) en ese volumen operacional.

Se agreg6 sulfito de sodio: 8-10 mg/L por cada ppm (mg/L) de oxigeno disuelto
presente en el volumen de agua utilizado durante 2 h, hasta llegar a un nivel de
1 mg/L y luego con ayuda de un recipiente se llené cada una de las
carameleras (2 L). Posteriormente, se colocaron los camarones tanto de los
tratamientos y controles, para ser expuestos durante 3 h al dia por 3 dias

consecutivos.
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ANEXO 3

Hibridacién in situ en camarones juveniles P. vannamei desafiados

localmente

Hibridacion in situ (HIS) en secciones longitudinales de tejidos de camarones P. vannamei. A.- Control
negativo para IMNV. Objetivo de 10X. B.- Tejido muscular de camardn desafiado localmente muestra
sefial positiva para IMNV. Objetivo de 10X. C-D.- Tejido conectivo del cefalotérax muestran sefiales
positivas de IMNV en camarones desafiados localmente. Objetivo de 10X.
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