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EL VIRUS DE LA MIONECROSIS INFECCIOSA (IMNYV)
EN POBLACIONES SILVESTRES DE
Penaeus vannamei Y P. stylirostris EN TUMBES

THE INFECTIOUS MYONECROSIS VIRUS IMNYV)IN WILD
POPULATIONS OF Penaeus vannamei AND P. stylirostris IN TUMBES
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RESUMEN

Mervin Guevara Torres

ALFARO R, GUEVARA M. 2011. El virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV) en poblaciones silvestres de Penaeus
vannamei y P. stylirostris en Tumbes. Inf Inst Mar Perii. 38(4): 391-394.- E1 IMARPE Tumbes programo el
2007 el monitoreo de Penaeus vannamei'y P. stylirostris en los esteros de la Region, para detectar presencia y
distribucion del virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV). Se colectaron 2407 especimenes, y se concluy6 que
las poblaciones silvestres de P. vannamei y P. stylirostris se encontraban libres del virus.

ParaBras cLave: IMNYV, Prevalencia, Penaeus vannamei, P. stylirostris.

ABSTRACT

ALFARO R, GUEVARA M. 2011. The infectious myonecrosis virus (IMNV) in wild populations of Penaeus vannamei
and P. stylirostris in Tumbes. Inf Inst Mar Perii. 38(4): 391-394.- IMARPE Tumbes 2007 programmed monitoring
of Penaeus vannamei and P. stylirostris into the estuaries, to detect the presence and distribution of infectious
myonecrosis virus (IMNV). 2407 specimens were collected, and concluded that wild populations of shrimp

were free of the virus.

Keyworps: IMNV, Prevalence, Penaeus vannamei, P. stylirostris.

INTRODUCCION

En el 2002, durante el periodo seco
del estado de Piaui en Brasil, en al-
gunas granjas de engorde de langos-
tinos se registraron ejemplares que
mostraban una progresiva opacidad
muscular y mortalidades a partir de
los 7 g. Inicialmente, se confundio
esta sintomatologia con una infec-
cién denominada enfermedad del al-
godon, causada por microsporidios
que provoca una opacidad lechosa
en la parte abdominal-caudal de los
langostinos y que afecta principal-
mente a las especies de Penaeus mo-
nodon 'y Fenneropenaeus merguiensis
(Nungs et al. 2004).

Se enviaron muestras a la Universi-
dad de Arizona, donde se descartd
la presencia de microsporidios. Sin
embargo, los analisis histopatold-
gicos apuntaron hacia un sindro-
me de musculo acalambrado que
tiene como sintomatologia la ne-
crosis muscular en el abdomen y
cefalotorax, provocado por factores
ambientales o nutricionales. Tras
no encontrar el agente causal de la
enfermedad se asumieron las si-
guientes hipétesis etiologicas: toxica
(causada por alguna cianotoxina),
nutricional (deficiencia de vitamina

E), fisica (factores ambientales extre-
mos) y viral o bacteriana (NuNEs et
al. 2004).

En el 2003, tras el anormal tempo-
ral de lluvias que se presenté en
el estado de Piaui, que trajo como
consecuencia un severo incremento
en los nutrientes de las aguas y que
condujo a floraciones excesivas de
microalgas especialmente cianofitas,
la prevalencia de la enfermedad se
incrementd, ocasionando mortali-
dades progresivas durante varios
meses, con pérdidas econdmicas es-
timadas en alrededor de US$ 20 mi-
llones. No fue sino hasta mediados
del mismo afio, que se realizaron
bioensayos de infeccion utilizando
tejido de langostinos con la sinto-
matologia de necrosis muscular y
exponiendo a ejemplares de Penaeus
vannamei libres de patdgenos especi-
ficos, los que desarrollaron una alta
prevalencia de necrosis muscular a
los 12 dias de cultivo, lo que dio indi-
caciones para la hipdtesis viral; final-
mente en el 2004 en la Universidad
de Arizona se confirmo la presencia
viral en los langostinos enfermos a
través de microscopia electronica.
Este nuevo virus fue denominado
virus de la Mionecrosis Infecciosa
(IMNV) (LicHTNER et al. 2004a).
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El IMNV, tiene una forma icosaé-
drica, sin envoltura o superficie de
proteccion, de 40 nandmetros de
diametro, presenta un genoma de
doble hebra simple (dsARN) molé-
cula de 7560 bp. El andlisis filogené-
tico indica que puede pertenecer a
la familia Totiviridae o representar
una nueva familia de virus dsARN
que infecta a invertebrados (PouLos
et al. 2006).

La sintomatologia tipica de los ca-
marones infectados por IMNV es la
necrosis del musculo estriado del
abdomen y cefalotérax, manifestan-
dose como pérdida de la transpa-
rencia de la cola, que finalmente se
necrosa y adquiere un color rojizo.
Las mortalidades pueden ocurrir en
todos los ciclos de cultivo de Penaeus
vannamei aumentando conforme se
incrementa la tasa de alimentacion
diaria, cuando los langostinos es-
tan sobre los 6 g. Las mortalidades
a cosecha se calculan en alrededor
del 70% (LicHTNER et al. 2004b; Nu-
NEs et al. 2004). Se demostrd por el
método de Hibridacién in situ que
ademas de Penaeus vannamei, expe-
rimentalmente también son suscep-
tibles de ser infectadas con el IMNV
las especies Penaeus stylirostris y P.
monodon (TaNG et al. 2005).
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Figura 1.- Carta de las estaciones de muestreo del Virus de la Mionecrosis Infecciosa (IMNV). Canales de marea del

En 1999 en Centro y Sudamérica,
la epidemia de la mancha blanca
(WSV) causo grandes pérdidas en el
cultivo de P. vannamei, y posterior-
mente la IMNV en Brasil, lo cual re-
vela la necesidad de contar con un
plan de contingencia ante nuevas
epidemias. Los paises que practican
la vigilancia epidemioldgica de sus
poblaciones de animales silvestres
tienen mas probabilidades de de-
tectar la presencia de enfermedades
infecciosas, lo que permite adoptar
medidas de prevencion eficientes.

La zona norte del Perti, por su ubi-
cacion geografica y gran actividad
langostinera, estd propensa al ingre-
so y establecimiento de diversas en-
fermedades exoéticas de caracter bac-
teriano y viral, que pueden truncar
el desarrollo acuicola local. Teniendo
en cuenta que existen muchas lan-
gostineras informales que no toman
las debidas precauciones en la im-
portacion de larvas para sus culti-
vos, la vigilancia y el seguimiento de
brotes patdgenos en poblaciones de
animales silvestres revisten especial
trascendencia ante el rapido movi-
miento transfronterizo de animales
vivos y el estrecho contacto entre
fauna silvestre y doméstica.

Uno de los grandes beneficios, de-
rivados de un programa eficaz de
vigilancia sanitaria de especies acua-
ticas en estado silvestre, en este caso
del langostino, radica en la deteccion
precoz de enfermedades nuevas, que
aun no estan presentes en los siste-
mas de cultivo de Perti, Ecuador y

Manglar de Tumbes.

Colombia como son el virus de la ca-
beza amarilla (YHV) de procedencia
asiatica, y el virus de la mionecrosis
infecciosa (IMNV) de Brasil, las que
podrian traer graves consecuencias
econdémicas.

Este estudio tuvo como objetivo detec-
tar la posible presencia y distribucién
del virus de la mionecrosis infecciosa
(IMNV), a través de un monitoreo
constante de los esteros durante el
periodo de febrero a diciembre 2007,
por ser habitat de langostinos nativos
como P. vannamei (susceptible natu-
ralmente) y P. stylirostris (susceptible
experimentalmente).

MATERIAL Y METODOS

Colecta de langostinos silvestres.-
Se establecié cinco estaciones de
muestreo en los esteros o canales de
marea: El Bendito, La Envidia, Sole-
dad, ElI Algarrobo y Matanzas (Fig.
1) La eleccién de estos lugares se
hizo teniendo en cuenta que en estas
zonas se encuentran muchas empre-
sas langostineras informales, donde
no existe control en cuanto a la po-
sible introduccién de enfermedades.

Tamafno de muestra y calendario
de muestreo.- Se colecté6 un prome-
dio de 20 ejemplares de juveniles y
adultos por especie en cada estacion
de muestreo, para asegurar que el
numero acumulativo de ejemplares
por especie y por estacion exceda
el nimero minimo (150), necesario
para lograr un nivel de confianza
del 95% y con una prevalencia del
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2%, para una poblacion silvestre ma-
yor a 100.000 individuos (De CLERs
1994). Los muestreos se realizaron
cada quince dias, durante febrero a
diciembre del 2007.

Procesamiento de las muestras.- Los
ejemplares de langostinos colectados
fueron colocados en bolsas de plasti-
co rotuladas (estacion, fecha, hora y
temperatura de agua) y transporta-
das al laboratorio en un recipiente
con hielo. En el laboratorio, para el
analisis, se extrajo las branquias que
se preservaron en etanol al 96%.

Extraccion de ARN.- Para realizar la
extraccion de ARN se us6 el Kit para
deteccion de IMNV de IQ-2000™.
Las branquias fueron maceradas en
la solucion de extraccidén, mezcladas
con cloroformo y centrifugadas a
12.000 rpm por 15 min. La fase acuo-
sa fue transferida a un nuevo tubo,
mezclada con isopropanol y cen-
trifugada a 12.000 rpm por 10 min.
El pellet recuperado fue lavado con
etanol al 75% y centrifugado a 7.500
rpm por 5 min; se procedi6 a secar
el pellet a temperatura ambiente y se
disolvié en DEPC ddH,O

Analisis por PCR.- La muestras fue-
ron analizadas mediante la técnica
de Nested PCR; el protocolo de am-
plificacion esta en el manual de pro-
cedimientos del Kit para deteccion
de IMNV de IQ-2000™, que consiste
en un primer paso de RT-PCR que
consta de 15 ciclos y una Nested
PCR de 30 ciclos de 94 °C por 20 s;
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Tabla 1.- Numero de ejemplares colectados por estacion de muestreo,
Tumbes. Febrero a diciembre 2007.

Estacion de

Total de Positivos

Penaeus Penaeus . Prevalencia
Muestreo vannamei  stylirostris cjemplares 4 (%)
(Esteros) Y colectados IMNV
Algarrobo 145 194 339 0 -
Soledad 400 30 430 0 -
El Bendito 167 279 446 0 -
La Envidia 378 298 676 0 -
Matanzas 387 129 516 0 -
Total 1477 930 2407 0 0

Tabla 2. Numero de ejemplares colectados para el monitoreo
epidemiologico de IMNYV por trimestre. 2007

Trimestre P. vannamei P. stylirostris Total IMNV
Primer 333 206 539 Negativo
Segundo 342 288 630 Negativo
Tercer 368 180 548 Negativo
Cuarto 434 256 690 Negativo

1477 930 2407

Tabla 3.- Ejemplares colectados en canal de marea, para el monitoreo
epidemioloégico de IMNYV por estacién de muestreo. 2007

Canal de Penaeus

Penaeus

marea vannamei stylirostris Total IMNV
Algarrobo 145 194 339 Negativo
Soledad 400 30 430 Negativo
El Bendito 167 279 446 Negativo
La Envidia 378 298 676  Negativo
Matanzas 387 129 516 Negativo
1477 930 2407
62 °C por 20s, 72°C por 30 sy un RESULTADOS

ciclo adicional de 72 °C por 30 s, para
finalizar 20 °C por 30 s.

Los amplicones fueron analizados
por electroforesis en geles de agaro-
sa al 2% conteniendo 0,5 ug/uL de
bromuro de etidio y en amortigua-
dor TAE al 1X. En muestras positivas
se obtendra una banda de 284 bp.

Andlisis de los datos.- El tamafio
de muestra fue calculado usando el
programa Win Episcope 2.0 (Bras
y col. 1996), que se usa para medir
la enfermedad en poblaciones ani-
males en diferentes situaciones. Los
datos se analizan para determinar la
prevalencia usando la férmula:

p = N de casos con [a enfermedad en un momenta dada
Total de la poblacian en ese momento

Se analizaron 2407 ejemplares (1477
fueron P. vannamei 'y 930 P. styliros-
tris), colectados en los diferentes
ambientes naturales (esteros o ca-
nales de marea). Todos los ejempla-
res resultaron negativos al IMNYV,
obteniéndose que la poblacién bajo
estudio se encontrara libre de IMNV
(Tablas 1, 2, 3).

DISCUSION

Este estudio fue disefiado para de-
tectar la presencia del virus de la
mionecrosis infecciosa (IMNV) en
los langostinos silvestres P. vannamei
y P. stylirostris de la Region de Tum-
bes, basados en la asuncién de que
dicho patdgeno se encuentra en los
ambientes naturales (canales de ma-
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rea), infectando a estos peneidos que
son susceptibles a contraerlo. Aun
cuando se ignora si el IMNV puede
estar presente en las zonas aledanas
de cultivo, es importante el monito-
reo constante de patdgenos exoticos,
para detectar a tiempo su aparicion.
Hay claras evidencias en acuicultura
de que muchos patdgenos que pro-
ducen enfermedades en los sistemas
de produccién, tienen su origen en
individuos silvestres de las mismas
especies o de especies similares. Sin
embargo, las condiciones que favo-
recen la aparicion de epidemias en
acuicultura raramente se encuentran
en las poblaciones silvestres, previ-
niendo la ocurrencia de enfermeda-
des o efectos negativos sobre estas
poblaciones, lo que no significa que
tales efectos no existan.

El virus del IMNV se ha encontrado
en Brasil, Indonesia y se sospecha
su presencia en Tailandia y China.
En Ecuador se reportaron casos de
langostinos de cultivo con opacidad
muscular sin razén aparente, signo
clinico muy similar al causado por
el IMNV; sin embargo, el analisis
por PCR arrojé resultados negati-
vos para este patdgeno; asi mismo,
después de analizar las muestras de
2407 langostinos colectados de cinco
estaciones, no se encontrd ningun
caso positivo al IMNV en este estu-
dio, lo que supone que los canales de
marea de la Region Tumbes estarian
libres de este patogeno.

En esta investigacion se tuvo en
cuenta evitar la presencia de falsos
negativos, para ello el kit de diag-
nostico utilizado lleva incorporado
en su sistema de andlisis un control
interno, que codifica una region es-
pecifica para los decdpodos; de esta
forma se elimina la posibilidad de
falsos resultados negativos causados
por fallas en el proceso de extraccion
(ausencia de ADN o degeneracion
del mismo) o de reaccién.

El nivel de sensibilidad de la técni-
ca utilizada para el andlisis de de-
teccion fue del 98%, el limite de de-
teccién de 10 copias por reaccion, el
cual es comprobado con el estandar
positivo cuantificado (que supervisa
la sensibilidad de deteccion). Esto
respaldaria los resultados negativos
encontrados como correctos.

En los trabajos publicados sobre este
tema, el rango de hospederos para
IMNYV parece estar limitado al cultivo
de P. vannamei, aun cuando P. styliros-
tris y P. monodon han sido experimen-
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talmente infectados via inyeccion con
el virus purificado de la mionecrosis,
no se han reportado mortalidades
(Tang et al. 2005), sugiriendo que es-
tas especies son naturalmente suscep-
tibles al virus, pero son refractarias a
los signos clinicos de la enfermedad.

Las interacciones entre enfermeda-
des y la exposicion a patdgenos pro-
cedentes de organismos silvestres a
cultivados, depende fuertemente de
la situacion actual del control de las
enfermedades de los animales culti-
vados. La liberacion de altos niveles
de patdgenos desde los estanques de
cultivo al medio natural expone a las
poblaciones silvestres, pudiendo con-
ducir a la aparicion de enfermedades
en ellas, aun cuando las condiciones
del medio no son favorables como de-
tonante para una epidemia. Los ani-
males silvestres pueden permanecer
como infectados latentes, los cuales si
llegan a establecerse en los sistemas
de cultivo con grandes densidades y
sumado a las fluctuaciones de tem-
peratura, salinidad y nutrientes, po-
drian desencadenar una rapida pro-
pagacion de cualquier patogeno. Sin
embargo, cabe senalar que la identifi-
cacion de individuos enfermos en po-
blaciones silvestres de animales acua-
ticos es bastante dificil. Existen datos
disponibles que sugieren que cuando
ocurre una epidemia en las poblacio-
nes silvestres, ésta tiende a localizarse
en una zona, diluyéndose finalmente

debido a las bajas densidades de los
organismos susceptibles.

CONCLUSIONES

— No se detectd presencia de IMNV
en las poblaciones silvestres de P.
vannamei ni en las poblaciones de
P. stylirostris en la Regién Tumbes.

— Silaenfermedad de la Mionecrosis
apareciera, serd mas facil detectar-
la en estanques de cultivo, los cua-
les retinen las condiciones favora-
bles para la aparicién de la misma.

RECOMENDACIONES

El monitoreo de la aparicion del vi-
rus de la Mionecrosis debe realizar-
se en langostinos de cultivo, por ser
estos los que retnen las condiciones,
ya que esta confirmado que los bro-
tes de IMNV aparecen tipicamente
inducidos por estrés.
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