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Introduccion

® Problema mas comun en monocultivos
industriales: enfermedades.

® | a intensidad de la actividad y la cercania
de las unidades de produccién favorecen la
dispersion de agentes patdgenos.

® El camar6n no es excepcion. Susceptible a
enfermedades causadas por virus,
bacterias, hongos, protozooarios y
metazooarios.

® | as enfermedades mas severas son
causadas por virus y bacterias.

Organizacion mundial de sanidad
animal (OIE)

® Objetivo: Prevenir la dispersion de
enfermedades de origen animal para
proteger el comercio internacional

® Revisién mas reciente de la lista de
enfermedades de crustaceos: Julio del 2007
vYWSSV vBP  v'Mourilyan virus ! ic
vYIHHNV v MBV v'Aphanomyces astaci !
VTSV vNHP* vMINV
VYHV  VIMNV vHPV*
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Necrosis muscular infecciosa (IMNV)

Necrosis muscular infecciosa — IMNV
Familia Totiviridae

« Tamafio: ~40 nm, particula desnuda,
icosaédrica. b

« Densidad (CsCl):1.369 g/ml

« Polipéptidos: 1 mayor (approx. 106
kDa)

« Genoma: dsRNA,~7.7 Kb

« Hospedero: P. vannamei; enfermedad
crénica con altas mortandades

« Otras especies susceptibles (Exp.): P.
stylirostris & P. monodon

Distribucién de IMN [
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: Necrosis del mdsculo esquelético |
UAZ Caso ID# 03-176B i
P i j

Esferoides ectopicos
UAZ Caso ID# 03-176B

P. vannamei (Exp. 39-03)

'mphoid organ spheroids (LOS)
UAZ Case ID# 03-161
LO with G3 LOS
P.vannamei Clinical sample




IMNV infeccién aguda en el musculo (H&E)
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IMNV
Métodos moleculares: Hibridacion in situ
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on and Prevention for Shrimp Farming

Reportes de IMNV en
Indonesia y China

® May 2006 - Indonesian government lab reports
IMNV in East Java in P. vannamei.

® |Q 2000 kit used for diagnosis.

® Gross signs, histopathology & mortality consistent
with IMN disease.

® August 2006 — IMNV confirmed by RT-PCR,
histopathology & ISH tests at UAZ.

® August 2006 — Reports of positive 1Q2000 tests
for IMNV in Hainan Island, China.

® Current situation — suspected in other SE Asian
countries.
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Penaeus vannamei nodavirus (PvNV)

INTRODUCCION

Durante 2004, se recibieron muestras de camarén Penaeus
vannamei provenientes de una granja en Belice, las cuales
presentaban necrosis del muasculo esquelético.

Analisis histopatolégico: Presencia de necrosis multifocal del
musculo esquelético acompafiado de inflamacion fibrocitica y
esferoides en el érgano linfoide. Inclusiones citoplasmicas —de
tipo basofilico- dentro de células del masculo esquelético, el
6rgano linfoide y el tejido conectivo.

Estos resultados sugerian que los camarones estaban
infectados por el virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV),
cuya presencia se habia confirmado Unicamente en NE Brazil.
No fue posible confirmar la presencia de IMNV a través de
pruebas de RT-PCR e hibridacion in situ.

SIGNOS DE LA ENFERMEDAD

HISTOPATOLOGIA
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Esferoides del érgano Linfoide e inclusiones citoplasmicas baséfilas

Inclusiones citoplasmicas basofilas en el musculo esquelético




COMPARACION DE SEQUENCIAS (BLAST)
(Fragmento de 928 bp traducido del clon PvNV-4)
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69% de similaridad: gene de la proteina de la capside del nodavirus de
Macrobrachium rosenbergii (MrNV)

Confirmacion de los 2 segmentos del
genoma ssARN (caracteristico de la
familia Nodaviridae)

M PYNV

ARN total corrido en gel de agarosa
e hibridizado con las sondas
genéticas preparadas a partir de la
coleccion de clones cADN
(“Northern blot hybridization”)

e 32KD

(RNA-1)

1.2kb
(RNA-2)

PRUEBA DE HIBRIDACION in situ

Sonda genética preparada a partir del fragmento de 928 bp (clon PvNV-4)
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INFECCION EXPERIMENTAL
(23 ppt & 26-28°C)

Especie Método de Resultados
infeccion
Histologia| PVNV PVNV RT-PCR
(H&E) ISH
P.vannamei | Inyeccién | Positivo |Positivo Positivo (1st-step, 9/9)
Peros |Nose No se Positivo (1%t & 2™ step, 3/5)
hizo hizo
P. monodon | Inyeccién No Positivo Positivo (1% step, 5/5)
detectado | débil
Per os No se No se Positivo (1% & 2 step, 3/5)
hizo hizo

* No se observé mortandad despues de 4
semanas.

Resumiendo...

Un virus previamente desconocido puede causar necrosis
del muasculo esquelético (“colas blancas”) en P. vannamei la
cual, a nivel histoldgico, es practicamente idéntica a aquella
causada por el virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV).

Las caracteristicas moleculares y ultrastructurales de este
nuevo virus lo colocan tentativamente dentro de la familia
Nodaviridae. Se propone llamarlo: Penaeus vannamei
nodavirus (PvVNV).

El efecto real en granja no ha sido completamente evaluado.
Hasta la fecha, no se le ha podido asociar con episodios de
mortandades subitas o pérdidas importantes en la
produccion.

Se cuenta ya con métodos de RT-PCR y de hibridacién in
situ, los cuales seran de utilidad para detectar niveles bajos
de infeccién (subclinicos) y para diferenciar entre PNV y
IMNV.
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HEPATOPANCREATITIS
NECROTIZANTE (NHP)




NHP: Alfa-proteobacteria
Morfologia: Pleomorfica, “rickettsia-like”, gram
negativa.
Bacilo: sin flagelos
Helicoide: 8 flagelos apicales

Dimensiones: Bacilo: 0.25 x 0.90 um
Helicoide: 0.25 x 2-3.5 um

Replicacion: Citoplasmica.

Tejido blanco: Hepatopancreas.

Limitante en su estudio:

NHP es una bacteria no cultivable. Hasta el momento no ha sido
posible propagarla en ningin medio de cultivo o linea celular. La Unica
manera de estudiarla es manteniendo camarones infectados en el
laboratorio.
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Epizootiologia

v’ Se desconoce el mecanismo por medio del
cual se dispersa la enfermedad.

‘/Aunque se tiene la sospecha, no se ha
encontrado evidencia de un posible vector o
reservorio de la enfermedad.

v Observaciones de campo sugieren la
posibilidad de dispersién a través del agua.

Ciclo hipotético de infeccion

Camarén con NHP

Camarén

. Columna de
“-agua/Sedimento

-

Vector/Reservorio

Diagnéstico
\/Diaqn()stico presuntivo:

v'Historial de temperaturas (>29-35°C) y salinidades (> 20-
40%o) elevadas.

v'Cuticula blanda, manchas negras, orillas negras en los
pleépodos y urépodos.

v'Hepatopancreas atrofiado, blanquecino, melanizado, o lleno
de fluido.

v'Preparaciones en fresco muestran disminucién o ausencia
de lipidos, atrofia de la mucosa epitelial y tabulos
melanizados.

\/Diaqnéstico confirmatorio:

v'Histologia: Tinciones de H&E, Giemsa, etc.
v'Hibridacioén in situ con sondas de ADN especificas.
vPCR.




Diagndstico confirmatorio

v Analisis histol6gico con tinciones de
H&E, Giemsa, etc.

Hibridacion in situ con sondas genéticas
v'PCR
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Hepatopancreatitis séptica
causada por vibriosis! F
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Método no letal para la deteccion
de NHP-B

Muestreo de heces
fecales

HIS cm-qondés de ADI‘\l-rﬁ’arcadas
“‘con.digoxigenina @c)
o %
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Visualizacién del fragmento
ﬂ amplificado de ADN
The Usavessery o Assonsa.
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Manejo de la enfermedad
v Disefio de estanques mas profundos para mitigar el efecto de
las altas temperaturas.

Surgimiento de cepas de Vibrio spp.
resistentes a varios antibiéticos
v'Recambios de agua para reducir la salinidad.
v'Uso meta}filéctico de alimentos medicados (OTC de 1.5 a 4 kg/t * Analisis bacteriolégico e histolégico para
por 10-14 dias). algunas granjas en el estado de Sonora.

»>anticiparse en base a historial de la granja. * Octubre 2007 (4 granjas)
»>tener una fuente rapida de suministro de alimento. ® Junio 2008 (5 granjas; 3 mismas del afio
anterior)
® Muestras de hemolinfa y hepatopancreas
Aislamiento en TCBS

® |dentificacion por el método API-NE; prueba
Kirby-Bauer (sensidiscos) para sensibilidad a
antibiéticos

»revisar constantemente a los animales y aplicar el
tratamiento cuando se observen los primeros signos de la
enfermedad.

»Obedecer los tiempos de retiro establecidos legalmente.

v Hasta el momento no se ha reportado desarrollo de resistencia
de NHP-B a la OTC. Sin embargo, se ha documentado ya la
aparicion de cepas patégenas de Vibrio sp. resistentes a OTC.

Octubre 2007 Junio 2008 Aislado # Identificacion
® Crecimiento bacteriano | |® Crecimiento bacteriano Octubre | 07-330D/1 Bacilo Gram positivo 4
en ambos tipos de en ambos tipos de 2007 07-331/E3 V?br!o alg|nolytlcuslpa_rahaemolytlcus
muestra muestra 07-332/B3 Vibrio spp. (V. harveyi?)
. . . . 07-333/F1 Vibrio/Aeromonas
® Mismos tipos de ® Mismos tipos de 07-333/F2 V. alginolyticus
colonias en las 4 colonias en las 5 Ninguno es predominante
ranjas ranjas
° g . ) . 9 . J Junio Pendiente Resultado preliminar:
5 aislados 6 aislados 2008 4 de 6 V. vulnificus
seleccionados como seleccionados como 1 de 6 V. parahaemolyticus
representativos representativos 1 de 6 Vibrio spp.
Ninguno es predominante




Resultados

PRUEBA DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

Resultados

Octubre |5 aislados sensibles a Florfenicol & Acido oxolinico

2007 5 aislados RESISTENTES a Ampicilina & Estreptomicina
5 aislados sensibilidad intermedia a Eritromicina & SSS
2 aislados RESISTENTES a Oxytetraciclina
4 aislados RESISTENTES a Romet-30

HISTOPATOLOGIA

Junio 6 aislados sensibles a Enrofloxacin, Florfenicol, Romet-30
2008 |&SSS

6 aislados RESISTENTES a Ampicilina, Estreptomicina &
Oxytetraciclina

3 aislados sensibles a Fosfomicina, 2 RESISTENTES, 1
intermedio

4 aislados RESISTENTES a Amoxi-blend, 2 intermedios

Octubre | +Patologia predominante:

2007 v'Vibriosis (HP y sistémica).
*Otros hallazgos:
v'"NHP (infeccién activa en algunos camarones y
probablemente en remision en otros)
v'Ensuciamiento de branquias y apéndices por epibiontes
(Zoothamnium spp.)

Junio En proceso.

2008 Resultados preliminares de 2 granjas no muestran ninguna
patologia importante

Interpretacion

* Probable causa de mortandades en 2007:
Vibriosis de tipo secundario, y NHP.

« Factores ambientales extremos (baja calidad
de agua, altas densidades, etc.)
probablemente contribuyen a debilitar el
sistema inmune.

» Necesidad de contar con otro antibi6tico
autorizado para el tratamiento de NHP. La
rotacién de estos tratamientos puede ayudar
a prevenir el desarrollo de resistencia.

Reconocimiento

Soporte financiero para investigacion y

Serviclos:

® USDA: Consorcio Americano para el Cultivo de
Camar6n Marino (Marine Shrimp Farming
Consortium- USMSFC) y la Cooperativa de Servicios
Estatales para la Investigacion y la Educacion
(Cooperative State Research Education & Extension
Services-CSREES).

® |ndustria camaronicola internacional a través de
cuotas por servicios de diagndstico y contratos de
asistencia técnica




