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En 2006, aleunas evidencias anecddticas revelnor la
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lircalinenle con pressucle de sipaos clliieos sarnbeisdos por
lesiones apacas en la cala, asociadas con necresis muscular ¥
morlalidades  bajus pero persislenles. Bstag lesiones v
mwtalidiedze luusuales fueren abssovades o cans@rones
cultivados en cizras instalaciones comercialzs de la provinsia
el Guayds, particularmente e sonas cercanas al Golfo de
Cuavaquil. Signos cliniges simiares han sido descritos
frecucnlemente en camarones marines cultivados, los cuales
Man side ambuides al eféato de varion factores ambientales
seneradores de esreés, mles como: llipoxia, hacicamisnm o
repentines cambios de temperatura o salhidad (Lightner,
14980), 5m cobaneo, |8 expresidn de esle tpo de necrosis
rauscudar no obedece a una etiologia infecciosa

Por su parte, log siznos clinicos exteécrnos presentes en
muesiras de camarin local cultivado ¥ las lesicnes obaervadas
mediante  andlisis  histelogico, fueron - atribuldas
prelimimsrments 8 fo infeccidn caunsada por el Vims de la
Mecrosis Muscular [nfeccinsa (INNY por sus siglas eninglés)
Fste vitus v los sinfomas asociados con osuinfeecion Taerom
deseritos por primera ves en P ovannamed cultvado en gran)ay
canuroneris del nordeste ds Brasil (Poulos L al., 20063,

Sin embargoe, camarones aleclados con reglones apacas o
blanguacings en su coly han sido anabrados on CENAIM
entre 2006 v N7 per la técnica de TReaccidn de
Polimerizacion en Cadens por Transcripeisn Reversz (RT-
PCR) para la deteccidn de IMINGY, v ex todos los casos los
anitnales analisedos hun sido nepalivos pore este virua, Bai
evidencia malecular obrenide consistentemente ha conducico

i descarial, wl menos e loles weslis, la presencia do cste
virns a nivel local

Consecucttemente, log evidentes signos clinicos ¥ las lesiones
clselviclas o vel e eiides en camarnacs sospechosos
suzieren quea la necrosis museular reportada locelmente podiria
ser altibuida a ur agente, posiblemente infecciosn, distinto de
MY,

En efecto, al mencs ofros 2 virns han s'do reportados como
agentes etinldgicos de pecrosizs muscular 2n camardn: el
Macrabrachinm rosenberaii nodaviros (MINS 2n el camardm
de agia dulce M. rosenbergii (Argizretal., 19997 vy el Penaeus
vannamel nodavirag (PN an cultives comerciales de
carpardn % vannamesl en Helice (Tang e al., 2007),
Interesantements, los signos climicos v las evidencias
hisiuldgz-_‘nﬁ de camaranes infectados con PYNY presentan una
grar similitud con los alnsomas ¥ lesiones en wejido muscular
abservadas en camaronss irfectados con IMINY (Tang et al.,
2, 'l semejansa con IMNY en la expresion de su
patceenicidad ha comducido ol esuulic de PyNY 4 nivel
ultrasstiucmral por Microscopia Electmdnica de Transmision
(MET) v al desarollo de protocolos basados en técnicas

“maleculares gue permitan detecturlo en forme especifive, lales

cormn BRT-PCR o Hibridaciom In situ (D8H ) Tanz e al., 2007),
Bo comsideracion a los anccedenes mencionados, las
evidencias ohservadas en muestias locales han snzarido que el
patdgeno mvoloerado en la expresion ce la neerosis muszular
podria ser el YNV o un agente desconocido que afecte ol
hospedero en forma similar,

En este contexta, CENAIM emprendid ung serie de
nefividode: pora dilucidar lo etiologia de Ta necrosis muscalar
deserita recientemante cn camaroncs cultivados en Eeuador,

Foto 1.- Camarpnes adultos L. vannamei pl'l!.'!ilﬁl'.llﬂllﬂfll opacidad en los segmentos abdominales (A y B
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Lstudios realivados en CENAD
En febrero de este afio, 1a Tundacién CONAIM-ESPOL inicit
varigs actividades cienificas destinadas a caracterizar al
agenle: viiolégico de la necrosis muscular observada en
muestras de camardn coliivado en el Ceundor - Entre lay
actvidades desarrolladas e encueniran:
| Vizitas 3 granjas camaroneras (provincia del Guawag) para
recoleccion de muyestras sospechosas,
2. Batudio de muestras provementes de camaromes sospechinsos
mediante andlizsis de MET.
3. Pruchas de desafio suminiztrande maferial con necrosis
mnscolar 4 camarones Povannamel liboes de patdgenos
especilicos, para reproducir le enfermedad v confirmar la
naturaleza del agente etiologico myvolucrade,
Inplantaeidn de protocelos para la deteccidn del PvNW por
RT-PCIL y por [51L

_.Il-.

Visitag a pranjss camarnneras
Investigaderes del CONAILM han visitado enire febrera v junio
dil presents afio 12 ieslalaciones comerciales ubicadas en la
provineia del Guayas, 4 fin Jde recolectar muestras de
purmarones (miseuly ¥ pledpodos) o necrosis twsculal. La
revision de muestras de camardo e campe determing la
presencis de smmales von signoes clindeos asoeiados a necrosis
mustular en dl menes § caruaroleias,
Er particular, el CENAIM recibid a iricioy de febrere de 2007
un lote de 9 muestras de camarones, procedenies de una
cumaronzra Jde Guayas, con necrosis cel tejide muscular
{cals) semejante externamente a releroncias bibillograficas de
camdrones infectades con IMNW Se analiwaron § eamaronas
por RT-PCR para ¢l IMNY v 4 camarones por Tlistologia
Tedas las mucstras cxaminadas resullaron ser negativas para
THNY por RT-PCR mediante ¢l Kit IO2000, Bin embarga, las
4 mucstras analizadas por Histologiy mosiaron necrosis
muscukar.
Debido a la particularided de las lesiones observadas, cl
CEMATA realich o (oes de biero w musstren o la misma
camaronerit, Las muestras fucron conformadas por camannes
adulles individuales con un peso promedio individual de 16 g
{Fulos LA v |3) omades durante la cosechn de 2 piscinas de
engTde.
Un total de 10 camarones individuales lucron examinados
mcdiante RT-PCR pera IMINY, wilizando branquias como
tejido objetive, Por otro lado, 19 camatones individuales
fueron examinades mediants Histologia, Al jgual que en el
caso anterior, todos los animales fueron neputivos para PMNY
por RT-PCR, micniras que el 42% (819 de los camaranes
presemtazon neerosis muscular por Histelogia, Bnoagquellos
animaies con necrosis muscular conlismada por Histologia,
lox dafios sobre el tejido muscular eran evidentes a simple
visty (Folo 2],
Para corroborar la qaturalesa del agente  infecciosu
invelnerado en la aparicion de la necrosis muscular
identificada cn eamurones caldvados localmente, ¥ muestras
cizgas individuales correspondicmies a branguiay de 3
camarones adultos de diferente origen fueron enviadas en
marro al Lakoratorio de Patologin Acuiatica de la Universidad
de Arizona, Estados Unidos de Nortcamdtica, para so anpdlisis
por RI-PCR para lox siguicntes virus: IMNY, Yellow head

Foto 2.- Corte sagital de camardn adulto P. vannamei con
necrosis mus_'l;u'[ﬁl".

Virus (Y HW), Tiprd Syndrome Vims (TSV) v PWNV. Los
resullados de lod andlizls sracticados 3 las 3 muesiras
determinaron qué 2 de ellas fieron negativas a lodos lus virus
cxaminados, Thidniiag gu= la muestra restante, la el '
perienece al loté de amimales abtenides a fines de Jebrero di
la camnaronerd, referida, fue pesitiva a PNV, El cumardn del
cual proving la moestra anclizada presento necrosis muscular
{Folw 33,

Fato 3,- Camarén adulte P, vannamei con necrosis muscular
La muestra de branyuias de este camaréo resultt
proliminarmente positiva para PrNY,

Postellormente, CENAIM solicitd al Laberatone de o
Unjversidad de Arizong que proceda al anihsiy per RT-PUR
de un nuevo lote de muesiras ds camaromnes cultivados,
conformade por 13 muestras de diversos tojidos provementes
de camaromes individuales, particula-menle branquins: Rste
material fae enviado w Ardzona a fines del mes de abril Cama
parte del grupo de muesivas sometidas al analisis, se mcluyo
uia muzsta testiga conformado por une poreiin dilerente de
hranquias del mismo camardn gque fue reportado comia
positive anlerionments pur el inisme laboratorio. Esta muesiza
testigo fue enviado como una muestrs regular al Laboratorie
de Patologla Acuitica Jde la Universidad de Arnzona. En cae
segnndo enalisis, todas las muestas resultaron sor negativis,
mcluyendo el festizo,

= Oolubredel 2007
T e et




Foto d- lofiltraci6n hemocitica y destruceion del tejido muoseular (cola) en camarén cullivado (4A). Signes clinicas
simnilares som observados en tejido muscular de un camardn infectado con PyINY (malerial adquoiride al Lab. de Arizona)
utilizado coma cantrol positive (4B}, Tincido por Hematoxilina y Eosina (& L), Barea= 10 pm,

Hme sty loeonsiscrcia de oresultados, ¢ Laboratorio de
Patologia Acuitica de la Universidad de Arizona voivié a
analizar ¢l fegide de la rmuestra inicial diaprosticada cumo
posifiva 3 ahmacenadys desde marzo resultando esta ver ser
negative pard PeNY. L1 Laboratorio de Patologia Acuatica de
b Universidad de Arizona sugicre 3 posibles explicociones a
la discrepancia observada entre los resultados ablenidos;

- Pajo nivel de infeczion del PN en la mucstes ung sy

- Bl P no estove presende en Lo branguia auelizada,

- Fl primer resultado diagnosticads cerno positivo para PvNW
fue causado por ung contaminacidn durante la prueha
clectuada en marzo,

Complamenteriamente, ¢l D DV Lishiner, Dhirectr del
Luboratorio de Palolopin Acudtice de la Universidad de
Arizona, ha sefalrdo oue Tas branguigs para ol andlisiz do RT-
T probablemente no sean e epide mas adecunds pam (a
deleveion de vins que atecian el misculo.

A mesar de la inconsistencia del resultado obtenido por RI-
bty |2 presencia de Jes sigoos clioeos asociados von la
nearostis museular fueron cortoborados en aguella muesra por
arifiligis histoldgico al compararla con un contrel positivo
apropiade (Fotos A v 4B L .
Estudiv de mucslres provenicnies do material mﬁpech-.:ﬂn
wediauls autlisis por MET, material consisteate on tejido
muscuar tomado en campo & partit de camarones con
necross muscular fue fjado oo glutaraldebido al 2% v
procesado postericrmente pam suanalisis por MET,

los resultados del analisis han detenminado gue las muestoas
presenuron virus del sindrome de Te manchys Blancy (WS5Y)
entre las fihras de misculo esquelelico ¥ ausenciz de
particuias virales semcjantes a PvNY (Foto 5).

Pruebas de desalio utilizando material con necrosis
mmscolar cn camarones P vannamed
El CEN AN wealizd un biognsave tipo prueba de dzsatio para
infcitar seprodacie la neeresiz mascular baje eondicioncs
experimenlales, Para @l efecto, dos grupos, eads uno de 8

Fata 5.- Tejido museular necrosade con presencia de
viriones de WESY, vistoy iransversalmente, analizado
por MET con tincién negativa,

camarnnes Specific Pathogen-Free (8PFs), levantados oo
CEMAIN v libres de putdgencs virales, Neron infeclacos
cxpetimenialmente por dos vias; invecciom ¢ inzestion, con
material provenizote de camarenes con necresis owscular
recolectados oo campo.

Este Woensavo leveo uoa durscidn de 5 semanas v al final de
esle periodo secciones de tojico muscular v plespados de los
arimaes desatiadeos fueron exwminados por RTEPOR pars
Pty oy par Histolegia,

En ¢l grupo de los anhoales desalisdos via ngesion, 2 de #
camarimes (25%) desarmollaron Lo endercmedad, misalvay yue
en el prupo ce los dnimales invectados. se reportd 1 carmaran
enlemme (13%). Los sipnos clinicos externos fueron evicdenles
al igual que las lesiones observadas 2n el analisis bistologico
(Fatog 6 3 7). Es necesara sefialar que los 2 camarones
desafiados por ingestion que prosentiron necrosts musenlyr se
encontraban moribundos al ser muestreados
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Fotn 6.- Camarin Povannanicl desafiadg Yid iRgestion cin
material sospechoss {irozos de camarin con necrosis musealur)
presentande ypacidad en la eols,

Foto 7. Infillracién hemoeltica ¥ destruecion def tejida
nuscular de 1a eole dol camarén . vanpname! desatinde via
Ingestion. Lineion por Hemuaroxiling ¥ Bosina (H&E), Barra= 3 pp,

Este tabuja prelivinur b permilicn establecer que el aserte
involusrado en la expresicn de Is MECresty mMiscular gn |7
vanname s de aripen inleccing g,

Implantacion de pratocolos Para la deteceion
el P¥NV por RI-PCR v por ISH

or s oparte; 2] Lakirstarie de Biologia Molecalar del
CENAM ha implantada o] prewealo de RT-PCR para g
deteccian g Py sugeridos por Tang o al, (2007 T
ERpcto importants ha sido lu dispenibilicnd de cantroles
pusilivos confiahles pare evaluzr 1s capecificidad o)
Frotocoio.

Conto partz del procese di validacion dei protocals
unplantado. varias mueseras de CHITAONCS 00 necrnsls
muselar fueron wmalizudas, Pars ol casg de RT-PCR lus
muestras atibzadas fueron penpados de 5 comaromes con
necrosis museular (1 eolectados en campe. meluvendo e

catnarsn diagrnosricado =mma paattive pass PN e M, v
2 desufiados pos ngestior). Para el alalizsis por ISH,
utiftzaron las cortes histoldgicos provenicntes A os
femaranes moribundos  desafiados por mgestion ¥ del
samarin coleetzds en campe. Ninguna de las muestras loca,es
analizadss por RT PCR o o ISH fue diagnosncads oo
PORiliva pura PuNY,
Coanehusiones
- Las lesiones observadus por Histologin e loe animales
artetados son muy similares @ fas causndas par el PYy&V Sin
embargo, ningana de ls musstas analizacas por BT-POR o
por I5H hah mesizadn 1y presensia de este wirns hasly of
momenie El andlisis por MET e tepide musc alar
nzerosade confirmarfa si susemncia Prediminarmen
- Ei "mica vesaliwda pasitive de w2 de camarin
cultivitdo e Gowador pare PoNV reportads por el
Laborarorio de Parcdogia Acutica de 1s Lniversidad de
Arizoma resulid negativo e un segundo andlsis de! migno
laborargees, -
+ Pruvbas de desatin pealizados By o LEMATM percniiern
reprocucit ld necrosis muscular on alpones de (o
cAmdranes  desalindos. Basados en oetq SXpErienc,
presumimos guze ke necrasis musoular gbrervada oy
srnbablemente de vrigen infecoicse,
El CHNAIM dispanc de pretocolns RT-PCR e 18H pary 12
deieecion especifics de PuV
Analsas por MET (el tefide muscnar con mecspsis
evidenciaron uticamente virs del sindrome de In manchy
Blanea (WSSYY entee las fikbres de lsculn esqualétivn v
Aussnuig de particulas virales de PuNV. s pratiable gue el
lefido muscular afectado no s el el més apio aam

prolifermcion del viras bajo sospecha. Un \ciido alterno de
animales cen neerosis muscular gu congiderade pura
proximes analisis de MET
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