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Introduccion

n términos de impacto econdmico, las enfermedades mas importantes que afectan el

cultivo de camarones peneidos en Asia, la region Indo-Pacifica y las Américas son de

origen infeccioso. De entre estas, las mas relevantes son causadas por virus. Las pan-
demias ocasionadas por los virus de camarones peneidos tales como WSSV (Mancha
Blanca) y TSV (Sindrome de Taura), y en menor grado IHHNV (Virus de la Necrosis
Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa) y YHV (Cabeza Amarilla) le han ocasionado a la
industria camaronicola pérdidas de cultivos, empleos, e ingresos por exportaciones, lo cual
se traduce en millones de dolares (Tabla 1). El impacto social y econdmico resultado de las
pandemias causadas por estos patdgenos en paises en los que el cultivo del camaron con-
stituye una industria significativa ha sido profundo. A raiz de las pandemias virales, la indus-
tria de la camaronicultura ha buscado formas de restaurar sus niveles de produccion a
aquellos alcanzados durante los afios "pre-virus". Para llegar a esto la aplicacion de la
bioseguridad es clave.

PERDIDAS ECONOMICAS

Aiio de Pérdidas estimadas
VIRUS descubrimiento  hastala fecha

WSSV- Asia 1992 $4-6 MM.**
WSSV - Americas 1999 $>1 MIM.**
TSV 1991-92 $12MM**
YHV 1992 $0.1-0.5 MM **
IHHNV* 1981 $0.5-1.0 MM.**

* Incluye el Golfo de California
** Miles de millones de Délares

Tabla 1. Estimacion de pérdidas econdmicas debidas a enfermedades del camaron.

"Bioseguridad" se ha convertido en un término cominmente usado en la industria mun-dial
del cultivo de camaron solo hasta en afios recientes. Sin embargo, el concepto que re-pre-
senta es y ha sido por décadas el cimiento de casi toda industria de produccion de alimen-
tos de origen animal que se considere madura y exitosa. Muchos productores de ganado,
cerdo, aves, y otras especies de acuicultura como trucha, salmoén, y bagre de canal depen-
den de los principios de bioseguridad. Pero jqué es "bioseguridad"? Las ediciones recientes
del diccionario médico Dorland y el Nuevo Diccionario Colegiado Webster no definen el
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término. Es probable que el término "bioseguridad" haya nacido en una industria de ali-
mentos de origen animal, donde las ganancias y la supervivencia misma del negocio depen-
den del estricto apego a los conceptos de bioseguridad.

En la industria avicola, bioseguridad se define como un grupo esencial de herramientas
para prevenir, controlar, y erradicar enfermedades infecciosas econdmicamente impor-
tantes (Zavala, 1999).

A raiz de las epizootias causadas principalmente por los virus de camarones TSV y WSSV,
que arrasaron las regiones de cultivo mas importantes de Asia y América, la industria de la
camaronicultura parece decidida a usar cualquiera de los conceptos de bioseguridad que
pudieran ser aplicables en sus granjas.

La definicion de la industria avicola de bioseguridad puede ser resumida como la exclusion
de patogenos de las poblaciones en cultivo de las granjas. La aplicacion de los conceptos de
bioseguridad a muchos de los tipos existentes de cultivo de camardn, a como han sido apli-
cados a la avicultura por ejemplo, no es algo que pueda ser alcanzado facilmente o en corto
tiempo. La industria tiene miles de hectareas de granjas y cientos de laboratorios de larvas,
y pocos fueron disefiados con las facilidades para prevenir totalmente la introduccion y
establecimiento de ciertos patogenos especificos. No obstante, la bioseguridad es un con-
cepto amplio y su aplicacion, a través de la modificacion de las granjas existentes y sus ruti-
nas de manejo, puede hacer mucho para reducir las pérdidas causadas por estos patogenos.
Ademas, la aplicacion de estos conceptos a la camaronicultura contribuira significativa-
mente a hacerla mucho mas sostenible y ambientalmente responsable. Las siguientes her-
ramientas y principios son claves en cualquier esfuerzo de exclusion de patogenos:

° Disponibilidad de métodos de diagnostico y deteccion adecuados para los
patogenos de importancia
Control de la poblaciones de camaron en cultivo.
Control ambiental adecuado para prevenir la introduccion de patogenos de impor-

tancia

° Desarrollo y continua implementacion de politicas y praticas de manejo que
excluyan patogenos.

° Métodos de desinfeccion y erradicacion de patdgenos para contener y erradicar los

contagios causados por patogenos de importancia

El primer punto de Ia lista anterior, es que como requisito, la industria debe de contar con
métodos adecuados para el diagnostico y deteccion de estos patdgenos. Por ejemplo, méto-
dos altamente sofisticados para la deteccion de patdgenos usando varios tipos de muestras
son de escaso valor para la industria del cultivo de camaron si no son lo suficientemente
sensitivos o exactos, o si lo son pero no estan del todo disponibles a una industria que
podria beneficiarse de su uso y aplicacion.
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La industria mundial del cultivo de camarones peneidos tiene cerca de 30 afos y actual-
mente produce cerca de 800,000 toneladas métricas al afio en sus granjas. La importancia
de esta industria para la economia global se refleja en los datos de produccion y en los mi-
[lones de personas empleadas directa o indirectamente. Que el camaron cultivado esté
entre los méas importantes rubros generadores de intercambio internacional en muchas
naciones costeras tropicales y subtropicales documenta atin mas la importancia de esta
industria. Ironicamente, la mayor parte de la industria depende de la captura de larva sil-
vestre o padrotes para proveer "la semilla" para sembrar las granjas (Argue y Warren 1999).
Aunque la aplicacion de algunos conceptos de bioseguridad es posible en una industria que
utiliza larva silvestre, la consistencia en la prevencion de enfermedades e introduccion de
patogenos es problematica. En tanto la industria contintie dependiendo de la semilla sil-
vestre, no puede esperar tener un éxito consistente en la exclusion de patogenos de rele-
vancia. El uso de padrotes silvestres, especialmente de postlarva silvestre deja a las granjas
dependientes de esta fuente vulnerables a la introduccion de patogenos de relevancia.

Aunque se ha incorporado un buen nimero de métodos al disefio operacional y manejo
de las granjas previamente afectadas por TSV y WSSV para erradicar dichos virus y asegu-
rar que no sean reintroducidos, de ninguno puede esperarse mucha proteccion contra pér-
didas del cultivo en las granjas que usan semilla proveniente de poblaciones silvestres. EI
uso exclusivo de camaron domesticado, con un historial conocido de estar libre de
patogenos de relevancia, ayuda a mitigar este riesgo. Sin embargo, un historial asi solo
puede alcanzarse a través de un programa a largo plazo que incluya la vigilancia de enfer-
medades y la reproduccion en cautiverio en instalaciones con un plan de bioseguridad
totalmente funcional y efectivo.

Esta seccion del manual revisa los conceptos y principios de bioseguridad con un énfasis
particular en las metodologias de diagnostico disponibles para la deteccion de patogenos,
el diagnostico de enfermedades, y para el desarrollo y uso de lineas domesticadas libres de
patogenos especificos. La taxonomia de camarones usada en esta seccion es la de Holthuis
(1950).

1.0 PRINCIPIOS DE EXCLUSION DE PATOGENOS

1.1 Epizootiologia y control de patogenos

La enfermedad en el cultivo del camarén puede ser definida como un factor o condicion
biotica o abiodtica que afecta adversamente los resultados del cultivo (Lightner 1996). Las
enfermedades bidticas son aquellas que tienen a agentes vivos como su causa, mientras que
las abidticas son causadas por extremos fisicos o ambientales (sobresaturacion de
nitrogeno, temperatura, condiciones hipoxicas, extremos de pH, etc.), quimicos toxicos,
pesticidas, etc., deficiencias y desequilibrios nutricionales, manejo inapropiado, etc. Las
enfermedades bidticas son de origen infeccioso y no infeccioso vy Ia lista de éstas no es tan
diferente a la que afecta a otros animales. Muchos de los grupos o causas mayores de enfer-
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medad en vertebrados estan representados en las causas de enfermedad en camarones
peneidos. El camaron sufre de enfermedades infecciosas causadas por virus, ricketsias, bac-
terias, protozoos y parasitos helmintos, etc; de tumores benignos y neoplasticos; y desa-rrol-
la enfermedades nutricionales cuando es mal alimentado (Lightner, 1988, 1993a, 1993b,
1996).

Cuando la epizootiologia de las enfermedades del camaron es considerada en términos de
su distribucion actual e historica, algunas tendencias se hacen rapidamente aparentes. Las
tablas 1 y 2 listan las principales enfermedades en los hemisferios occidental y oriental.
Algunas de las mas importantes (y sus agentes etiologicos) fueron alguna vez limitadas en
distribucion en uno o los dos hemisferios. Sin embargo, el movimiento internacional de
camarones vivos (para acuicultura) y muertos (produccion para el comercio) han facilitado
el transporte y establecimiento de ciertos patogenos de un hemisferio al otro.

WSSV fue transportado de Asia a América, mientras que TSV fue acarreado en la direccion
opuesta. Quizas esto se pudiera haber prevenido si las industrias y gobiernos de los paises
exportadores e importadores hubieran conocido los riesgos derivados de sus acciones, y si
el diagnostico apropiado de la enfermedad y métodos de deteccion hubieran estado facil-
mente disponibles en el momento en que las transferencias méas dafiinas fueron realizadas.
Desafortunadamente, desde su origen, el crecimiento y desarrollo de la industria acuicola
de peneidos ha tenido como una de sus caracteristicas la mentalidad de "fiebre de oro". La
industria se ha movido muy rapidamente hacia el desarrollo de nuevas regiones de cultivo,
transferencia de camarones vivos y muertos, etc., mucho antes que los riesgos o conse-
cuencias ambientales fueran considerados, y mucho menos evaluados. Muchos de los
patogenos mas significativos fueron trasladados de las regiones en que se originaron a otras
nuevas aun antes que el "nuevo" patéogeno hubiera sido reconocido, nombrado, probado
ser el causante de la enfermedad, y antes de que métodos confiables de diagnostico fueran
desarrollados. Las enfermedades ocasionadas por los virus IHHN, TSV y WSSV fueron trans-
feridas por camaron vivo de pais a pais y de un continente a otro antes que su etiologia
(causa) fuera entendida.

Aunque la bioseguridad tiene como objetivo la exclusion de patdgenos conocidos sobre los
cuales existen datos epizootiologicos y para los cuales hay métodos de diagnostico y detec-
cion, la aplicacion de practicas bioseguras puede también reducir la probabilidad de la
introduccion de un patdgeno desconocido o pobremente entendido. Sin embargo, antes de
que los principios de bioseguridad puedan ser aplicados a una region en particular o a una
instalacion individual, es necesario identificar cuales patdgenos deberan ser considerados
para la exclusion. Los patdogenos enlistados en un programa de bioseguridad deben
ser excluibles. La Figura 1 muestra la interaccion entre huesped, medio ambiente y
patogeno. Por o tanto, la epizootiologia de un patdgeno (ej. su hospedero, biologia, y méto-
dos de transmision) debe ser entendida para permitir a los gerentes conocer cOmo se trans-
mite un patdgeno y como prevenir su entrada y diseminacion. Es de gran importancia para
la bioseguridad el contar con los métodos de diagnostico y deteccion mas adecuados
(deben de ser sensitivos, confiables y estar disponibles).
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patogeno + huesped + ambiente = enfermedad excluir pategeno = no enfermedad

XF
m‘*’ PATOGENO
%

Figura 1. Los agentes patdogenos se encuentran generalmente en el medio ambiente que
rodea a cualquier organismo, con frecuencia sin causar ningan efecto adverso. Sin embar-
go, debido a una gran variedad de factores intrinsecos al huésped y su medio ambiente, la
presencia de un patdgeno puede llegar a resultar en la manifestacion de la enfermedad.
Solamente cuando un agente patogeno puede ser excluido es entonces posible prevenir
dicha enfermedad.

Resulta impractico, si no imposible, el esperar que la bioseguridad conduzca al desarrollo
de lineas de camaron "libres de enfermedad" o "libres de patogenos"; también lo es esperar
cultivar tales lineas en un ambiente donde cada patogeno potencial sea excluido.

El camaron tienen como parte de su flora microbiana natural y su ambiente acuatico, una
gran y diversa poblacion de microorganismos, algunos son patoégenos facultativos listos a
atacar cuando el camarén esta sometido a un nimero de estresantes. Ciertas especies de
Vibrio proveen un buen ejemplo de organismos que viven en el ambiente que rodea al
camaron, a menudo como parte de la microflora normal habitando la superficie de su
cuticula o colonizando areas del tracto intestinal o del hepatopancreas. Algunas especies de
Vibrio pueden volverse mortalmente patdgenas en camarones "estresados".

El estrés en el camaron es una condicion pobremente definida, dificil de medir y tiene prob-
ablemente mas causas que las ya conocidas. Sus causas pueden cubrir desde exposicion a
extremos ambientales hasta mal alimentacion. La mayoria de los camarones peneidos
tienen su mejor desarrollo de cultivo (ej: crecimiento y eficiencia en la conversion de ali-
mento) a temperaturas de agua cerca de su limite de tolerancia méaximo, para un estadio de
vida particular de la especie. Las granjas y las practicas de manejo deben operar cerca de la
temperatura limite y estar preparadas para tomar medidas correctivas cuando el "estrés" y
la enfermedad resulten de la exposicion prolongada a la alta temperatura del agua. De esta
manera, la ubicacion de la granja, el disefio del sistema de cultivo, la calidad de alimento
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usado, la densidad de siembra, las practicas de manejo de rutina de la granja y otros fac-
tores pueden tener un efecto profundo en la cantidad de estrés a la cual son sometidas las
poblaciones de camarones de cultivo. Por lo tanto un punto clave en la bioseguridad es que
el disefio de la granja, el alimento y la alimentacion, y la calidad del manejo son compo-
nentes esenciales para el cultivo exitoso (por ejemplo, instalaciones para los padrotes, lab-
oratorios o granjas de crianza).

La Oficina Internacional de Epizootias (OIE) es el brazo administrativo de la Organizacion
Mundial de Salud Animal (www.oie.int), y publica regularmente el Manual de Diagnostico y
Codigo Internacional de Salud de Animales Acuaticos. La OIE actualmente tiene 9 enfer-
medades de crustaceos (8 de las cuales son enfermedades virales de peneidos) en su lista de
patogenos los cuales son consideradas una amenaza al comercio internacional, pesquerias,
y acuicultura de crustaceos (camaron especialmente). Las tablas 5-7 contienen la lista de
virus notificables y virus de camaron listados de la OIE y los métodos de deteccion y diag-
nostico disponibles para cada uno. Antes de que una nueva enfermedad pueda ser anadi-
da a la lista de enfermedades notificables y listadas de la OIE, es necesario que cumpla con
ciertos requisitos:

el agente etiologico debe ser conocido;

se debe de contar con métodos de diagnostico confiables; y

la enfermedad debe ser una enfermedad de importancia local, regional o interna-
cional.

Las listas de patdgenos como las de la OIE son modelos ttiles para establecer un programa
de bioseguridad que se base en la exclusion de una serie de patdgenos especificos y en los
meétodos para su vigilancia y diagnostico.

1.2 Métodos actuales de diagnostico
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Los laboratorios de investigacion y diagnostico de camaron peneido se basan en métodos
tradicionales adaptados de los usados en laboratorios de diagndstico de peces, veterinarios
y humanos. En la patologia del camaron peneido, los analistas dependen mucho de la his-
toria del caso, signos macroscopicos, comportamiento, patologia morfologica
(microscopia directa de campo brillante o de luz de contraste de fases, y microscopia elec-
tronica), y microbiologia clasica (bacteriologia y micologia) (Tabla 3, Figura 2).

Paradojicamente, técnicas importantes como el cultivo de tejidos y células, hematologia y
quimica clinica (pilares fundamentales de la investigacion biomédica de los vertebrados),
diagnostico, y patologia, o no han sido exitosamente aplicadas como herramientas de diag-
nostico de rutina (en el caso de los cultivos de células y tejidos) o no han provisto datos
practicos en el diagnostico rutinario (en el caso de la hematologia y la quimica clinica). En
contraste, en el caso de peneidos cultivados, los métodos basados en la deteccion de
patogenos usando anticuerpos (empleando anticuerpos mono/ policlonales) y, especial-
mente, métodos moleculares (usando sondas genéticas y Reaccion en Cadena de
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Polimerasa-PCR) proveen mas exactitud y son mas estandarizables para el diagnostico de
enfermedades y la deteccion de patdogenos, especialmente en el caso de ciertos virus
(Lightner 1996, 1999 a, 1999 b; Tablas 6 y 7).

Meétodos clasicos

Los métodos para la deteccion de patdgenos y el diagnostico de enfermedades que actual-
mente son usados por los patdlogos y por laboratorios de diagnostico han sido revisados
varias veces en la década pasada (Baticados 1988, Baticados et al. 1990; Liu 1989; Johnson
1990, 1995; Brock 1991, 1992; Brock y Lightner 1990a, 1990b; Brock y LeaMaster 19992; Brock
y Main 1994; Fulks y Main 1992, Lightner 1988, 1992,1993a, 1993b, 1996; Lightner y Redman
1991, 1992, 1998; Lightner et al. 1992a, 1992b, 1994; Limsuwan 1993). Los analistas que tra-
bajan con camar6n peneido contintan dependiendo de los métodos de diagnostico "clasi-
cos" (Tabla 3). Entre los mas importantes estan los signos clinicos y macroscopicos siendo el
examen directo y la microscopia con microscopio de luz, microbiologia clasica con el ais-
lamiento y cultivo del agente, histologia de rutina e histoquimica las pruebas de laborato-
rio mas comunmente usadas (Bell y Lightner 1988; Lightner 1996). En la actualidad, practi-
camente todos los laboratorios de diagnostico y patologia estan equipados para realizar
métodos de microscopia de luz directa y procedimientos de rutina en histologia y bacteri-
ologia.

Histologia

Histoquimica

Historia
Figura 2. Existe una amplia variedad
de métodos para diagnosticar enfer-
medades del camaréon. El método a
usar dependera de la enfermedad y en
ocasiones se requiere de mas de uno
para identificar definitivamente al
patogeno.

ignos macroscopicos Microbiologia

IDIAGNOSIS

Sonadas
ADNy
PCR

Microscopia
electronica

Otros
métodos

Otras técnicas de diagnostico clasico de importancia usadas con menos frecuencia incluyen
los bioensayos y el potenciamiento, que son usados para la deteccion de infecciones sub-
clinicas o latentes de ciertos patogenos (Lightner et al. 1983b; Overstreet et al. 1988; Brock y
Lightner 1990a; Lightner 1996; Lu et al. 1995a). Los métodos utilizados por los patélogos, mas
como herramientas de investigacion que para propositos de diagnostico, son la micro-
scopia electronica de transmision y la de barrido (Momoyama et al. 1995; Jonson y Casssaut
1995) y pruebas basadas en anticuerpos con sera inmune preparada en mamiferos (Lightner
1996).
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Hematologia y quimica clinica

Es interesante, y quizas de algin modo una paradoja que la hematologia y la quimica clini-
ca, dos de las principales herramientas de diagnostico en medicina humana y veterinaria,
sean tan poco usadas como herramientas de diagnostico en la patologia del camardn penei-
do. Aunque hay estudios en los que se demuestra que ciertos cambios en los parame-tros
de hemolinfa tales como conteo de hemocitos, glucosa, SGOT (Serum Glutamic
Oxaloacetic Transaminasa ), amonio, tiempo de coagulacion, nitrogeno no protéico, fosfa-
tasa alcalina, proteina de serum total, etc., se deben a enfermedades infecciosas en
camarones y langostas (Stewart et al. 1969; Stewart y Rabin 1970; Hose et al. 1984; Stewart
1993), casi ninguno ha sido adaptado para su uso de diagnostico de rutina. Solo el tiempo
de coagulacion y los cambios en el conteo total de hemocitos parecen ser usados por los
analistas (Lightner 1996).

Cultivo de tejidos

Otra paradoja de la patologia de camarones es la virtual ausencia de métodos de cultivo de
tejidos y células como herramientas de diagnostico. Los cultivos de tejidos y células forman
uno de los pilares fundamentales de diagnostico de la investigacion biomédica y patologi-
ca en plantas, animales y humanos. Los métodos de cultivo de tejidos son fundamentales
para el diagnostico de la mayoria de virus en peces (Thoesen 1994). Aln para los insectos
(artropodos, como los crustaceos) hay numerosas lineas de células y algunas han estado
disponibles por décadas (Vago 1971; Maramorosch y Mitsuhashi 1982). Algunos grupos de
investigacion han desarrollado y mejorado los métodos para células primarias del camaron
peneido (Chen et al. 1986; Itami et al. 1989; Rosenthal y Diamant 1990; Ellender et al. 1992;
Luedeman y Lightner 1992). Algunos investigadores han usado estos cultivos para tratar de
cultivar in vitro algunos tipos de virus de camarén como MBV, YHV, y WSSV (Chen y Kou
1989; Lu et al. 1995b; Tapay et al. 1996 a; Crane y Benzie 1999).

Toxicologia y analisis
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Las enfermedades no infecciosas son comunes en el cultivo (Lightner 1993b). Muchas se
deben a extremos ambientales de temperatura, salinidad, pH, y otros factores, otras a dese-
quilibrios y deficiencias nutricionales, y otras mas a agentes toxicos (Lightner 1993a, 1993Db).
Los sindromes de toxicidad pueden deberse a metabolitos propios del camarén (amonio y
nitritos) o a metabolitos toxicos de otras fuentes (alimento e ingredientes de alimento
enmohecido). Los toxicos agricolas e industriales (algunos metales pesados, pesticidas y
quimicos toxicos) también pueden causar enfermedades y pérdidas en el cultivo (Baticados
et al. 1990; Brock 1992; Flegel et al. 1992; Lightner 1993Db).

El camaron afectado por enfermedades no infecciosas presentan signos macroscopicos tni-
cos y lesiones que proveen un diagnoéstico definitivo. Sin embargo, la mayoria requieren
confirmacion del agente causante a través del anélisis de laboratorio (Brock 1992; Lightner
1993b; Brock y Main 1994). Algunas enfermedades toxicas diagnosticadas con la sola
demostracion histologica de las lesiones patognomicas incluyen la enteritis hemocitica cau-
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sada por toxicidad de algas verde-azules y presumiblemente por organismos productores
de potentes endotoxinas, en las que se presentan lesiones inflamatorias prominentes en la
parte media del tracto intestinal (Lightner 1996), y un sindrome de toxicidad del funguicida
agricola benomyl en el que ocurren lesiones Gnicas en el hepatopancreas (Lightner et al.
1996). Aunque las aflatoxinas y ciertas formas de enfermedad de las branquias negras y
enfermedad de la cuticula mustran lesiones histologicas Gnicas, se debe demostrar la pres-
encia del agente causal en la(s) muestra(s) apropiada(s) (agua, sedimento, alimento,
camaron, etc.) antes de Ilegar a un diagnostico definitivo. Asi mismo, las enfermedades
nutricionales como la cuticula suave, deficiencia de carotenoides, y sindrome del musculo
acalambrado y de deficiencia del acido ascorbico, presentan histopatologia y signos
macroscopicos tnicos (Baticados et al. 1990; Lightner 1988, 1993a, 1993b), y la confirmacion
del diagnostico tentativo depende de otra informacion obtenida a través del historial del
caso y de los resultados de los analisis.

Métodos basados en anticuerpos

Existen varios métodos para el diagnostico de enfermedades que han sido desarrollados en
base a uso de anticuerpos (Tabla 6-8). Los anticuerpos monoclonales (MAbs) se han desa-
rrollado para detectar varias especies de Vibrio (agentes causantes de la vibriosis). Song et
al. (1992) desarroll6 un andlisis de inmunoensayo enzima-ligado (ELISA) basado en MAbs
para Vibrio vulnificusy V. Harveyi.

Chen et al. (1992) han desarrolado también un nimero de MAbs para varias especies de
Vibrio incluyendo unas que cominmente son reportadas como agentes causantes de vi-
briosis en el camaron (V. alginolyticus, V. parahemolyticus, V. vulnificus, y V. harveyi). Sin
embargo, ninguno de estos MAbs se han hecho accesibles al pablico.

Anticuerpos MADb y policlonales (PAbs) también han sido desarrollados como reactivos de
diagnostico para virus de camaron (Tablas 6 y 7). Sano et al. (1984) desarrolld una prueba
PADb fluorescente para BMN, agente de la necrosis baculoviral de la glandula del tracto
intestinal medio en P. japonicus. Lewis (1986) reporto la aplicacion de una prueba PAD tipo
ELISA para BP (Baculovirus penaei) del peneido americano. Se han desarrollado y aplicado,
tltimamente, PAbs para la deteccion de otros virus. Tapay et al. (1996b) reportd sobre su
aplicacion para la deteccion de rhabdovirus (RPS; Nalda et al. 1992; Tapay et al. 1996b), y
para YHV y WSSV(Lu et al. 1996; Nalda y Loh 2000) (Tabla 4).

Se han desarrollado MADbs exitosamente y unos pocos se han puesto comercialmente a dis-
posicion de la industria del cultivo del camaron. Poulos et al. (1994a) desarroll6 MAbs para
IHHNV, pero reportd problemas con especificidad que puede que hayan estado relaciona-
dos al tipo de anticuerpo (IgM) de los MAbs desarrollados para IHHNV. Mientras éstos reac-
cionaron especificamente con muestras de IHHNV purificado (o con proteinas que confor-
man su capside) inmovilizadas en una membrana especial ("Western blots"), también reac-
cionaron no especificamente con tejidos de camaron normales, resultando en reacciones
falso-positivas con muestras de tejido de camardon no infectada en ensayos tipo ELISA
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(Lightner et al. 1992c; Poulos et al. 1994a). Mas recientemente se han desarrollado MAbs,
clase 1gG, para TSV y WSSV (Poulos et al. 1999; Poulos et al. presentado) que no presentan
ningtn problema de especificidad, y se los adquiere a través de DiagXotics, Inc. (Wilton, CT,
USA).

A pesar que el desarrollo de pruebas basadas en anticuerpos para los patogenos del
camaron mas importantes han ocurrido después del desarrollo de métodos de diagnostico
y deteccion molecular, es muy probable que el uso de pruebas MAbs y PAbs se haran mucho
mas comunes en los laboratorios de diagnostico en los proximos afos. Debido a su rapidez,
versatilidad, simplicidad, relativo bajo costo y sensibilidad rasonablemente buena, las prue-
bas basadas en MAbs son potencialmente muy ttiles como pruebas de diagnoéstico de ruti-
na aan en los laboratorios mas modestamente equipados (Mailhe et al. 1992; Reddington y
Lightner 1994).

Meétodos moleculares para el diagnostico y deteccion de patogenos
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Ciertos métodos moleculares (sondas genéticas y amplificacion de ADN usando la reaccion
en cadena de la polimerasa-PCR) han sido recientemente aplicados para el diagnostico de
ciertas enfermedades infecciosas de camarones peneidos. El desarrollo y aplicacion de la
primera sonda genética para el diagnostico del virus IHHNV (Tabla 4) fue reportado hace
apenas 8 afios (Lightner et al. 1992c; Mari et al. 1993a). La primera generacion de sondas
para la deteccion de IHHNV fue desarrollada extrayendo ssADN* de [IHHNV purificado a par-
tir de L. vannamei'y L. stylirostris (infectados por el virus) y subsecuantemente clonado den-
tro de células de E. coli-DH5 (Mari et al. 1993a). Del conjunto resultante de fragmentos de
ADN de IHHNV clonados, cinco clones con inserciones de ADN de 2.0 Kbp o mayores fueron
seleccionados para un desarrollo posterior, a partir de estos se desarrollaron las primeras
sondas de ADN (Mari et al. 1993a).

Cuando se etiquetaban con marcadores radioactivos (antes tradicional), el uso de sondas
genéticas era una opcion solo para laboratorios de investigacion y diagnostico mejor
equipados. Sin embargo, la aplicacion de métodos de etiquetado no radiactivos ha facilita-
do la disponibilidad de la tecnologia de las sondas genéticas. La primera sonda genética no
radiactiva fue desarrollada empleando el "Rit" no radiactivo TMI Genius (Boehringer
Mannheim, Inc.) el cual contiene digoxigenina-11-dUTP (DIG) como agente etiquetador de
ADN y usa un sistema tipo ELISA para el paso de deteccion final (Lightner et al. 1992c; Mari
et al. 1993a). Esto condujo al desarrollo de sondas genéticas etiquetadas con DIG (no ra-
diactivas) para la deteccion de IHHNV y a su aplicacion en los estuches o "Rits" de diagnos-
tico comercializados bajo la marca "ShrimpProbes™" por DiagXotics (Wilton, CT, U.S.A.).

Desde que en 1992 se desarroll6 la primera sonda genética para el parvovirus IHHNV
(Lightner et al. 1992c; Mari et al. 1993a), la tecnologia se ha aplicado en el desarrollo de son-
das genéticas adicionales para detectar otros virus de camaron, una bacteria similar a la
ricketsia y para un microsporidio (Tabla 8). Actualmente, se han desarrollado sondas genéti-
cas etiquetadas con DIG y estan disponibles para la deteccion de los parvovirus IHHNV y

*ssADN: ADN de cadena sencilla.
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HDPV, el picornavirus TSV, para los baculovirus BP, MBV, para WSSV, y YHV (virus ssARN con
forma de baston) (Tablas 5-8) (Lightner et al. 1992c, 1994; 2000; Bruce et al. 1993; Mari et al.
1993b, 1995; Poulos et al. 1994b; Nunan y Lightner 1997; Lightner 1996; Wang et al. 1995;
Flegel et al. 1996). Se han desarrollado sondas semejantes para detectar el agente causante
de la hepatopancreatitis necrotizante (bacteria intracelular similar a las ricketsias) (Krol et al.
1991; Frelier et al. 1992, 1993,1994; Lightner et al. 1992d; Lightner 1996; Loy y Frelier 1996), y
para el microsporidio Agmasoma sp., el cual parasita L. monondon y L. merguiensis en el
sudeste asiatico (Pasharawipas y Flegel 1994; Pasharawipas et al. 1994). Muchas estan com-
ercialmente disponibles como sondas DIG -etiquetadas o en forma de "Rits" en Ia linea de
DiagXotics ShrimProbe™ (Tabla 8), Inc. (Wilton, CT, USA).

Las sondas genéticas DIG-etiquetadas pueden ser aplicadas en la deteccion y diagnostico de
patogenos en varias formas. El protocolo para el sistema Genius™ (Boehringer Mannheim
Inc., Genius™ Guia para Usuarios del sistema por Hibridizacion de Membrana) fue adapta-
do para ensayos de hibridizacion marca de punto ("dot-blot") usando muestras de tejido
homogenizada impregnadas y fijadas sobre membranas preparadas hechas de nitrocelulosa
o nylon cargado positivamente. El método ha sido aplicado con éxito en la deteccion de
virus IHHNV y WSSV (Lightner 1996), la bacteria del NHP (Loy y Frelier 1996; Lightner 1996),
y microsporidio Agmasoma sp. (Pasharawipas y Flegel 1994).

La hibridacion in situ usando protocolos adaptados del sistema Genius™ desarrollado por
Boehringer Mannheim (Manual de Aplicacion de Hibridizacion in situ no radiactivo) puede
usarse para detectar secuencias genOmicas y virales con sondas ADN especificas comple-
mentarias. Se ha demostrado que el uso de sondas genéticas DIG-etiquetadas no radiacti-
vas, provee un método de diagndstico bastante especifico, dado que cualquier efecto de
tejido no especifico (diagnoéstico falso positivo durante el ensayo "marca de punto" con
muestras de tejido homogenizado) puede ser facilmente distinguido de lesiones histologicas
especificas que han reaccionado con las sondas (Lightner 1996). Se han desarrollado méto-
dos de hibridacion in situ para el virus [HHNV, HPV, MBV, BP, el grupo WSSV, YHV y TSV
(Tablas 6 y 7); la bacteria NHP semejante a las ricketsias; y el microsporidio Agmasoma sp.
(Flegel et al. 1996; Lightner 1996).

Recientemente, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido aplicada con bastante
frecuencia en la deteccion de patogenos e investigacion de enfermedades de camaron
(Tablas 6 y 7). Con el PCR es posible detectar cantidades muy pequefias de ADN que no
pueden ser detectadas por otros medios. Esto se logra usando "primers" de oligonucle6tidos
especificos disenados para complementar la secuencia del ADN buscado. El producto resul-
tante del PCR puede entonces ser comparado con un estandar conocido usando electro-
foresis en un gel de agarosa, o también a través de una reaccion con una sonda de ADN
especifica de productos de PCR impregnados directamente sobre una membrana o a los
productos de PCR, o en pruebas tipo "Southern transfer". En algunas aplicaciones los mis-
mos productos del PCR pueden ser etiquetados con DIG y usados como sondas de ADN
especificas (Innis et al. 1990; Perkin Elmer 1999).

Cuando se conoce la informacion de secuencias especificas de los acidos nucléicos del ADN
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(de camaron, virus, bacterias, etc.), es posible sintetizar "primers" o iniciadores para dirigirse
a secuencias especificas de nucleétidos. Estas pueden pertenecer a un virus, bacteria o
cualquier secuencia de acidos nucléicos. Existen programas de computacion que ayudan a
seleccionar los "primers" Optimos, esto es siempre y cuando se encuentre disponible Ila
informacion de la secuencia del ADN que se busca detectar (Innis et al. 1990; PerRin Elmer
19992).

La técnica PCR ha sido aplicada a la investigacion y deteccion de patogenos en la mayoria
de los virus de importancia en el cultivo moderno del camaron (Tablas 6 y 7) (Wang et al.
1996; Nunan et al. 2000; Lightner 1999b). Otras aplicaciones del PCR incluyen Ila deteccion
de patodgenos bacterianos como en el caso de la bacteria del NHP (Loy et al. 1996) y Vibrio
penaeicida (Genmoto et al. 1996).

Existe una necesidad creciente de estandarizar y validar los métodos de diagnostico basa-
dos en ADN y de los laboratorios que los usan (Walker y Subasinghe 1999). La
estandarizacion de estos métodos es casi inherente a la naturaleza de las pruebas. Esto es,
la sonda de ADN especifica o el juego de primers especitico que es usado para demostrar la
presencia o no de una secuencia tnica de ADN o ARN no varia de un lote a otro. Por con-
siguiente, con los controles apropiados, estos métodos son facilmente estandarizados
(Reddington y Lightner 1994). Sin embargo, a pesar de la creciente dependencia de la indus-
tria del cultivo de camaron en los métodos de diagnostico basados en ADN, ninguna de las
pruebas actualmente disponibles en el mercado han sido validadas usando pruebas de
campo controladas. Asi mismo, todavia no hay programas formales de certificacion o
acreditacion que aseguren que los resultados de las pruebas son realmente exactas y
apropiadamente controladas (Lightner y Redman 1998; Lotz y Lightner 1999; Lightner
1999b).

Se requiere la implementacion de un programa formal por parte de agencias interna-
cionales apropiadas o sociedades profesionales para validar los nuevos métodos de diag-
nostico y para revisar periodicamente la acreditacion y certificacion de los laboratorios y de
los diagnosticadores. El establecimiento de laboratorios de referencia regionales para méto-
dos de diagnostico basados en ADN de patogenos podria caber bien en tales programas con
el objetivo de hacer estos métodos uniformes, confiables y facilmente aplicables a las
estrategias de manejo y control de las enfermedades virales.

METODOS DE MANEJO DE ENFERMEDADES
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Se ha intentado una variedad de estrategias para controlar enfermedades virales en la acui-
cultura del camardon peneido. Estas van desde el uso de practicas de cultivo mejoradas
(fuentes de contaminacion por virus reducidas o eliminadas, practicas sanitarias mejoradas,
densidades de siembra reducidas, etc.) hasta sembrar especies o poblaciones "libres de
patégenos especificos” (SPF) o "resistentes a patdgenos especificos” (SPR). Ultimamente, se
han realizado estudios sobre el uso de vacunas e inmuno estimulantes para la prevencion
de enfermedades virales en el camaron.
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Estrategias de Control de Enfermedades virales

En Ameérica, se han empleado varias estrategias para reducir las pérdidas de produccion
debido a virus enzoodticos como IHHNV, BP y TSV.

Prevencion de Baculovirus en laboratorios de crianza:

El mejoramiento de las practicas de cultivo ha sido exitoso para controlar BP. Por mas de
una década este virus no ha sido reportado como una problema serio para el cultivo, gra-
cias a que su ciclo de infeccion puede ser interrumpido con buenas practicas rutinarias de
manejo. BP es un baculo-virus que ataca el sistema digestivo, el cual es transmitido de
camaron a camaron exclusivamente per os' (Jonson y Lightner, 1988; Overstreet et al., 1988;
Overstreet 1994). Por lo tanto, las infecciones de padres a crias en los laboratorios de crian-
za de BP al igual que de MBV y BMN (todos ellos baculovirus que atacan el sistema digesti-
v0), han sido prevenidas al eliminar la contaminacion fecal de huevos proveniente directa-
mente de las heces fecales de los padrotes reproductores y también a través de la imple-
mentacion de practicas adecuadas de saneamiento (Momoyama, 1988, 1989a, 1989b, 1989c,
1989d).

Se han desarrollado un buen nimero de métodos innovadores para reducir o eliminar la
contaminacion fecal (que contiene baculovirus) de los huevos. El método mas simple ha
sido el uso de recipientes de eclosion en los cuales los huevos embrionados son enjuagados
con agua de mar limpia y en los cuales los nauplios que van eclosionando son enjuagados
pasivamente al tiempo que son separados de substancias contaminantes y de los "her-
manos" enfermos utilizando la respuesta fototaxica positiva de los "nauplios saludables".
También es muy comun en los laboratorios de las Americas el uso de enjuagues quimicos
de huevos y larvas aplicando desinfectantes como cloro, ozono, yodo o formalina para pre-
venir BP, la vibrosis y otras enfermedades. La implementacion rutinaria de procedimientos
de saneamiento y desinfeccion de equipo de laboratorio y de estanques después de cada
uso, también es Util en la prevencion de infecciones de BP o bien ayuda a limitar la conta-
minacion de estanque a estanque cuando ésta se presenta.

Algunos laboratorios de crianza prefieren utilizar el desove individual de las hembras, ya
que asi es posible colectar las heces fecales existentes y analizarlas utilizando técnicas de
microscopia para identificar cuerpos de oclusion de BP. De manera similar, algunos labora-
torios sacrifican a las hembras después del desove para examinar el hepatopancreasy deter-
minar la presencia de cuerpos de oclusion. Para prevenir que ocurran infecciones de BP en
el sistema de tanques de crianza de larva se descartan entonces los desoves de las hembras
en cuyas heces o hepatopancreas se haya detactdo BP.

Prevencion por medio de exclusion de patogenos y desarrollo de camarones SPF:

El manejo de enfermedades por medio de la exclusion de patogenos especificos es bastante
comun en las practicas de agricultura moderna. EI concepto de desarrollar padrotes libres

'per os: oral
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de patodgenos especificos y desarrollar la crianza de éstos en regiones donde estos
patogenos han sido excluidos, ha tomado Iugar en varios Iugares del hemisferio oeste
donde los resultados han variado. EI éxito de la aplicacion de este concepto dependera, de
la ausencia o no de los patdgenos especificos en los padrotes, al igual que de la habilidad,
sensibilidad y precision de la metodologia para su deteccion. Adicionalmente, la presencia
de una barrera efectiva (i.e. geografica, restricciones gubernamentales de importacion, etc)
para prevenir la introduccion de patogenos especificos que se intenta excluir.

En el Hemisferio Oeste, las poblaciones SPF de L. stylirostris y L. vannamei han sido desa-
rrolladas y exitosamente cultivadas en varios sitios (Wyban, 1992; Wyban et al., 1992; Carr et
al., 1994; Pruder et al., 1995; Lightner, 1996b). EI procedimiento del Consejo Internacional
para la Exploracion de los Océanos (ICES) (Sindermann, 1990) se baso en este desarrollo. La
decision de cuales patogenos especificos deberian estar ausentes en los padrotes fue basa-
da en una lista que habia sido elaborada previamente con este proposito (Wyban, 1992; Lotz
et al., 1995). La lista mas actualizada del Consorcio Americano de Productores de Camaron
Marino de USA incluye 8 virus (WSSV, YHV, TSV, IHHNV, HPV, BP, MBV, y BMN), algunas clases
de parasitos protozoos (microsporidios, gregarinas y haplospordios), parasitos helmintos
(trematodos, céstodos y nematodos). En el espiritu del procedimiento ICES se identifico
cada poblacion candidata SPF de camaron salvaje o cultivado (Tabla 3).

Lista de Patégenos Especificos
para peneidos “SPF” en EUA

Patégeno Clase de patégeno categoria
VIRUS
TSV Picornavirus C-1*
WSSV(SEM BV, etc.) *Nimavirus’ C-1%
YHV, GAV, LOV “Corona-like"virus C-1%
THHNV Parvovirus C-2%x
BP Baculovirus ocluido C-2%*
MBV Baculovirus del tipo P. monodon ~ C-2%*
BMN Baculovirus no ocluido C-2%%
HPV, SMV Parvovirus C-2%*
PROTOZOOS C-2

Microsporidios Microsporidios C-2

Haplosporidios Haplosporidios C-3 :

Gregarinas Apicomplexsa o3 Tabla 3. Lgs poblac1on/es SPF
PARASITOS METAZOOS Parasitos helmintos deben ser libres de patogenos
Para 1995-2001; * = OIE notificable; ** = OIE listado de acuerdo a una lista pre-
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establecida.

El proceso para desarrollar una poblacion SPF comienza por tomar y analizar muestras de
las poblaciones disponibles utilizando para ello las técnicas de diagnostico y deteccion mas
apropiadas para los patogenos especificos previamente definidos. Si no se detecta ninguno
de estos patogenos, se establece entonces una poblacion fundadora (Fp) llamada también
"candidatos SPF" la cual es mantenida bajo protocolos de cuarentena primaria. Durante este
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periodo, la poblacion (F) es vigilada para detectar sintomas de enfermedad, y periodica-
mente se toman muestras para determinar la presencia de patdgenos de interés. Si alguno
es encontrado toda la poblacion se elimina. Las poblaciones en donde no se detecto
ninguno de estos patogenos (durante un periodo de 30 dias hasta un afo en algunas pobla-
ciones) se transfieren a una instalacion separada en donde comienza la cuarentena secun-
daria. Aqui las poblaciones maduran, se seleccionan, se aparean y se produce la segunda
generacion (Fy), la cual es mantenida en cuarentena y sometida a mas examenes para
detectar patogenos de interés. Aquellas en donde no se detecte ninguno de estos patogenos,
son designadas como SPF y usadas para la produccion de lineas domesticadas de SPF de
"alta salud"( Wyban et al., 1992; Pruder et al., 1995). Las poblaciones SPF y de "alta salud" de
L. vannamei se usaron con éxito en granjas en USA en 1993 y 1994, lo que resultd en un
incremento del 100% de la produccion en comparacion con afios anteriores, cuando se
sembraron lineas L. vannamei no seleccionadas. Estas mismas lineas, habian sido afectadas
por RDS, "sindrome de deformidades y enanismo" debido a infecciones cronicas de IHHNV
(Pruder et al., 1995; Lightner, 1996a, 1996b) (Figura 2).

Para el desarrollo de poblaciones SPF
> Cuarentena Secundaria
Cua‘rantt.ana Negativo
Primaria Prodwcon Negativo—|> Produglr
lpa@ | [Disgnostce de ] generacion
elitmnar 2] adrotes Fl
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Figura 2. Procedimiento de \|/
cuarantena independiente Crantas | Negat Centros de
para el aislamiento y Diagnostico w— R‘;p;" HuiEa e
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Otra aplicacion interesante del manejo de enfermedades por prevencion y uso de pobla-
ciones SPF, comenzo en Belice en 1995. La industria camaronera en este pais es relativa-
mente pequefia (menos de diez granjas), y fue impactada severamente por TSV en 1994
(Lightner 1996b; Dixon y Dorado 1997). Las granjas en Belice estan geograficamente aisladas
de otras regiones de produccion en paises adyacentes (pues la mayoria esta localizada en la
costa Pacifica), y por estar localizado en la parte caribefia de la region, no tiene poblaciones
naturales de especies peneidas (L. stylirostris y L. vannamei). Estas especies son las mas
propensas a servir como huéspedes de TSV y IHHNV. Belice fue lider en tratar de erradicar
TSV y IHHNV; siete de sus granjas fueron despobladas a finales del afio 1995. Cada granjas
fue desinfectada y secada para erradicar fuentes potenciales de estos virus. EI programa de
erradicacion incluia desinfeccion de tanques, (tratando los fondos de los estanques con
oxido de calcio en proporciones de 5,000 kg/ha o con cloro a 10 ppm por 24-48 horas), seca-
do de los estanques y gradeo de los fondos (a profundidades de 10 cm para asegurar la oxi-

137



Meétodos para mejorar la camaronicultura en Centroamérica

dacion de contaminantes de fondo como detritus), desinfeccion de granjas y otra
infraestructura (con cloro o gas de formalina), utilizacion de insecticidas (para matar hués-
pedes potenciales tales como cangrejos y camarones salvajes que se encuentran en los
canales de drenaje), y eliminacion de camarones congelados en la bodega de la planta
procesadora del pais (Dixon y Dorado, 1997). Para los ciclos 1996 y 1997, las granjas se sem-
braron exclusivamente con SPF de L. vannamei. Desde 1995 hasta finales del afio 2000, no
se ha detectado TSV y IHHNV ha sido encontrado en porcentajes de prevalencia muy bajos.
Con TSV ausente en las instalciones de cultivo, el promedio de produccion por cosecha de
L. vannamei en 1996 en una de las granjas fue de 891 kg/ha (con cabeza) con una densidad
de siembra de 15.5 PL/m?, y la sobrevivencia por cosecha promedio 67%. Comparando la
misma granja durante el periodo de TSV en 1994 la produccion fue de 390 kg/ha (con una
siembra a 18.3 PL/m? ) con una sobrevivencia de 36% (Dixon y Dorado, 1997). Aunque el
experimento de erradicacion TSV e IHHN en Belice fue exitoso, su duplicacion en otras
regiones de América puede no ser factible. En regiones donde la poblacion total no puede
ser erradicada, estan siendo aplicados otros métodos de manejo de enfermedades.

La aplicacion exitosa del procedimiento de ICES y el concepto SPF requiere que los
patogenos especificos sean eliminables. En situaciones donde esto no ocurra, el desarrollo
y el uso de poblaciones SPR es posiblemente la tGnica alternativa. El hecho de que IHHNV y
TSV se hayan dispersado ampliamente en América, indica que ni el gobierno ni la industria
se apoyaron en los mecanismos de exclusion de patdgenos y por lo tanto se deben imple-
mentar regulaciones para poder alcanzar el uso de poblaciones SPF, y en caso de no existir,
desarrollar y utilizar las poblaciones SPR.

Desarrollo y uso de poblaciones resistentes a patogenos especificos:

138

Una alternativa al desarrollo de poblaciones SPE, es la de seleccionar y criar sobrevivientes
que han sido infectados por patogenos especificos (de patogenos como IHHNV, TSV, o
WSSV) para desarrollar una poblacion resistente. Con este esquema, investigadores france-
ses desarrollaron con éxito una poblacion de L. stylirostris resistente a IHHNV en las
Polinesia francesa (Weppe, 1992; Lightner, 1996b). Esta poblacion designada SPR-43, fue
desarrollada por la agencia francesa Research Institute for Exploration of the Seas (IFRE-
MER), la cual cri6 varias generaciones sobrevivientes a IHHNV en su estacion en Tahiti y
Nueva Caledonia. Después de varias generaciones, la sobrevivencia y el cultivo de la
poblacion mejord. Se encontrd también que la poblacion llevaba dosis bajas de infeccion
por IHHNV. Finalmente, cuando fue experimentalmente expuesta a IHHNV, la poblacion
SPR-43 demostro resistencia a la enfermedad ocasionada por el virus (Weppe et al., 1992).

Una segunda linea de SPR para L. stylirostris fue desarrollada en Venezuela con la misma
estrategia que utilizo IFREMER en Tahiti y Nueva Caledonia. La poblacion fundadora fue
introducida a Venezuela desde Panama, tal poblacion pudo haber estado infectada con
IHHNV cuando fue introducida, o infectarse por contacto con poblaciones importadas a
Venezuela. Generaciones sobrevivientes de IHHNV fueron seleccionadas y criadas hasta que
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las poblaciones dieran el mismo rendimiento de las poblaciones resistentes de L. vannamei
a [HHNV de Ia misma granja. Cuando TSV Illegd a las Américas, se observo que las pobla-
ciones de L. stylirostris eran resistentes a TSV. Esta poblacion era resistente a IHHNV y TSV
y fue comercializada como "SuperShrimp" en las Américas (Lightner y Redamn, 1998). A
principios de 1997 en algunas regiones de México, la poblacion SPR de "SuperShrimp", (L.
stylirostris) reemplazo la poblacion de L. vannamei, la cual en ese tiempo representaba mas
del 90% del camardn cultivado en México (Rosenberry, 1996). Sin embargo, el uso del
"SuperShrimp" declindé en 1990-2000 después de que WSSV llegd a México y después de que
emergio una cepa, aparentemente nueva, de TSV la cual resultd ser patogénica para el
"SuperShrimp" .

Seleccion para resistencia de enfermedades:

Otras instancias han estado utilizando poblaciones salvajes, o domesticadas de SPF/SPR de
L. vannamei que muestran incremento en la resistencia a TSV y WSSV. La resistencia a TSV
fue usada como un criterio para la seleccion y desarrollo de lineas nuevas de poblaciones
domesticadas de L. vannamei. En experimentos de laboratorio y de campo donde el virus
es enzootico, las lineas mejoradas mostraron ventajas significativas de sobrevivencia frente
a las poblaciones no seleccionadas (Carr et al. 1997; Lotz and Lightner 1999). La seleccion
natural para la resistencia de TSV, parece estar también ocurriendo en poblaciones salvajes.
En Ecuador y Honduras donde TSV ha sido enzo6tico por varios afios. La siembra directa
de PIs salvajes en las granjas, esta resultando en un aumento lento de sobrevivencia, inde-
pendientemente de si el camardn presente las sefales clasicas de infeccion de TSV. El
mismo proceso de resistencia selectiva para IHHNV también parece ocurrir en algunas
poblaciones salvajes de L. stylirostris (Lightner, 1996b).

Los esfuerzos iniciales por seleccionar y criar lineas resistentes a TSV de L. vannamei han
incrementado y mejorado los rendimientos de cosecha y sobrevivencia del 20 al 40%
(Lightner, 1996b). Algunas lineas de L. vannamei son altamente resistentes a TSV, logrando
sobrevivencias mayores del 90% en estudios de laboratorios (White et al., 1999; Wyban 2000)
y mejorando la sobrevivencia en regiones donde el virus es enzoodtico (Wyban, 2000).
Algunos programas que utilizan L. vannamei han criado sobrevivientes de epizootias de
WSSV han producido a partir de ellos lineas seleccionadas F1, algunas de las cuales mues-
tran mejor sobrevivencia que las poblaciones no seleccionadas de granjas afectadas por
WSSV (Faria et al., 2000). La crianza selectiva para resistir patogenos puede proveer a la
industria con poblaciones SPR mejoradas.

Otras estrategias para reducir la pérdida por enfermedades:

El policultivo del camaron con especies de peces omnivoros también se ve como una he-
rramienta de manejo que puede ayudar a reducir el impacto del TVS en algunos paises que
cultivan camaron. El cultivo de tilapia con el camaron (L. vannamei) es parte de esta estrate-
gia. Aparentemente, la tilapia consume los camarones débiles y los que murieron (de TVS).
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Esto previne que los camarones sanos se infecten del virus por canibalismo. Con este méto-
do se reporta mejora en la productividad de camaron y se logra una cosecha adicional de
peces (Green, 1997).

También, como una herramienta de manejo para el Sindrome de Taura, se reporta la apli-
cacion de inmunoestimulantes en el alimento (Brock et al., 1997; Dixon y Dorado, 1997;
Klesius y Shoemaker, 1997; D.Dugger, comunicacion personal, Immunodyna, Inc,
Brownsville, TX). Los resultados han ido desde ligeras mejoras en sobrevivencia (Klesius y
Shoemaker, 1997; Dixon y Dorado, 1997) hasta tasas de sobrevivencia practicamente iguales
entre L. vannamei expuestos al virus y L. vannamei (control) no expuestos al virus (Dugger,
comunicacion personal).

Temas actuales de importancia de bioseguridad de TSV/ WSSV
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Durante el 4to congreso Latinoamericano de Acuacultura (Octubre 25-28, 2000) realizado en
Panama, fueron hechas varias presentaciones sobre los resultados de las estrategias uti-
lizadas en siembras recientes, para controlar las pérdidas debido al WSSV. A pesar de que
hubo cierto desacuerdo y variabilidad en los resultados, fueron pocas las estrategias que
parecen mejorar la sobrevivencia y la produccion. Algunas de éstas son las siguientes:

° Secar y arar los estanques. Lo méas adecuado es cosechar toda la granja, aplicar cal,
gradear, secar y arar.
° Algunos usan pesticidas (Sevin o Dilos) para eliminar los cangrejos de estanques y

canales. Otros ven esta actividad como impractica e innecesaria.

Filtrar el agua entrante y almacenarla en un reservorio por una semana O mas.
Llenar los estanques con agua pasada por filtros de Tuz de malla de (150-200 micras),
asegurandose que el filtro no esté roto.

Reducir el recambio de agua y usar solo agua filtrada para Ilenar los estanques.
Sembrar PLs libres de WSSV (haga analisis de las PLs), o utilice poblaciones SPF
domesticadas.

Utilizar bajas densidades en estanques con poca aireacion.

Utilizar aireacion mecanica en los estanques con altas densidades para reducir o
eliminar el recambio de agua.

Usar probidticos para mejorar el fondo del estanque y el ciclo de nutrientes.
Anadir cal para lograr rangos aceptables de pH y una alcalinidad de >100mg/L.
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Tabla 1

Enfermedades mis importantes de los camarones peneidos del Este de Asia y en la regiéon Indo

pacifica.

Enfermedades Virales

Bacterianas y Micéticas

Otras enfermedades

Virus del Sindrome de la
mancha blanca

Virus del grupo cabeza amarilla

Grupo de MBV

IHHNV

Grupo HPV

Grupo REO

Vibriosis

= necrosis séptica del HP

- vibriosis en laboratorios

= vibrio luminiscente

Rickettsia

Micosis Larval

Fusariosis

Epicomensales

- Leucothrix mucor

- protozoos peritricos

Gregarinas

Microsporidios

Desajustes nutricionales

Sindromes Toxicos

Sindromes Ambientales
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Tabla 2

Enfermedades mas importantes de los camarones peneidos americanos.

Enfermedades Virales

Bacterianas y Micéticas

Otras enfermedades

Virus del Sindrome de Mancha
Blanca

Virus del Sindrome de Taura
IHHNV

Grupo BP

HPV

REO II1?

LOovV?

RPS?

Virus Cabeza Amarilla?

Vibriosis
- “Sindrome de la Gaviota”
- Vibriosis de laboratorio
- Vibrio luminiscente
- enfermedad de la concha
Bacteria NHP
Micosis larval

Fusariosis

Epicomensales

- Leucothrix mucor

- protozoos peritricos
Gregarinas
Microsporidios
Desajustes nutricionales
Sindromes To6xicos

Sindromes ambientales

Sindrome Zoea II
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Tabla 3.

Métodos disponibles para la deteccién y diagnéstico de patogenos y enfermedades de camarén.

METODO PRUEBA Y DATOS OBTENIDOS
Historia de la enfermedad en las instalaciones o en la regién, disefio de las
Historia instalaciones, fuente de postlarvas (ej. silvestre o domesticada, libre de patgenos

especificos, SPF, o resistente, SPR), tipo de alimento utilizado, condiciones
ambientales, etc.

Signos macroscépicos

Lesiones visibles, comportamiento, crecimiento anormal, eficiencia en Ia
conversion de alimento.

Microscopia directa

Ex4men microscépico de campo oscuro, contraste de fases o de campo brillante de
tejido tefiido o no tefiido, estriado, montajes enteros, montajes himedos, etc., de
especimenes anormales o enfermos.

Andlisis de rutina histolégico o histoquimico (con tinciones especiales) de

bioquimica y de cultivo

Histopatologia
secciones de tejidos.
Microscopia Exdmen ultraestructural de secciones de tejido, preparacién de tejidos tefiidos
Electronica negativamente, o muestras de superficie.
Identificacién Cultivo de rutina y aislamiento de bacterias segregadas en medios artificiales y su

identificacion usando reacciones bioquimicas sobre substratos inicos.

Muestras de crianza de los estadios de vida del camarén bajo condiciones

Mejoramiento | controladas, estresantes para hacer surgir la expresién latente o infecciones de bajo
_grado.
Bioensayos Exposicién de camarones indicadores susceptibles a vectores sospechosos de

agentes patogénicos.

Metodos basados en

Uso "de anticuerpos especificos como reactivos de diagndstico en inmunoblot,

Anticuerpos inmunohistoquimica, aglutinacién, IFAT, ELISA, u otras pruebas.
Hematologia y Quimica | Determinacién de conteo diferencial de hemocitos, tiempo de coagulacién de la
Clinica

Toxicologia/ Andlisis

hemolinfa, glucosa, dcido lactico, dcidos grasos, ciertas enzimas , etc.

Deteccion de téxicos por andlisis y verificacién de toxicidad por bioensayos.

Sondas ADN Deteccién de porciones unicas del dcido nucléico de patégenos usando una sonda
etiquetada con ADN.
Amplificaciéon de secciones tunicas del genoma de patgenos a concentraciones
PCR/RT-PCR facilmente detectables usando pares de primers especificos.
Cultivo in vitro. de patégenos de camarén en sistemas de cultivo de tejidos o en
Cultivo de Tejidos - cultivos de células primarias extraidas de camarones.
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Tabla 4

Virus de los camarones peneidos ( a Diciembre del 2000; modificado de Lightner 1996, 2000; Lightner y

Redman 1998).

Grupo familiar/ Acrénimo/Nombre completo

Referencias clave

Parvovirus (Parvoviridae)

IHHNV
Virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética

HPV
Parvovirus hepatopancreético

SMV »
Virus de la mortalidad desovador-aislado

LPV
Virus similar al parvovirus linfoidal

Lightner et al. 1983a,b
Bonami et al. 1990
Lightner & Redman 1985
Fraser & Owens 1996
Owens et al. 1991

Baculovirus y virus similares a los baculovirus
Tipo-B = Virus del tipo del Baculovirus penaei (especies del tipo PvSNPV)
Lineas de BP del golfo de México, Hawai y el Pacifico Este

Tipo — MBV = Bculovirus del tipo Penaeus monodén (especies del tipo
PmSNPV)

Lineas MBV del este y sudeste Asiatico y la region Indo-Pacifica

Tipo- BMN = Virus del tipo Baculovirus necrotico de tracto intestinal medio
BMN =de P. Japonicus en Japén
TCBYV = Baculovirus del tipo C de P. monodon

PHRV = Virus hemocitico-infeccioso no ocluido similar al Baculovirus

Couch 1974a, 1974b
Bonami et al. 1995
Brock et al. 1986
Lightner et al. 1983c
Wang et al. 1996
Momoyama & Sano 1996
Arimoto et al. 1995

Mari et al. 1993

Chang et al. 1993

Owens 1993
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VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA (Nimaviridae)

SEMBV
Virus sistémico ectodermico y mesodermico similar al Baculovirus

RV-PJ
Virus con forma de bastén de P. japonicus

PAV
Virus de la viremia aguda de los peneidos

HHNB
Virus necrético hipodérmico y hematopoyético similar al Baculovirus; agente
de “SEEDS” (enfermedad epidémica explosiva del camarén)

WSBV
Virus de la mancha blanca similar al baculovirus

PRDV
Virus DNA de forma de bastén de los peneidos

WSSV
Virus del sindrome de la mancha blanca

WSV
Virus mancha blanca

Wongteerasupaya et al.

1995a

Takahashi et al. 1994, 1996
Huang et al. 1995

Wang et al. 1995, 1998

Lo et al. 1996, 1997, 1999
Durand et al. 1996, 1997
Chou et al. 1995

Kimura et al. 1996
Kasornchandra et al. 1998
van Hulten et al. 2000

IRIDOVIRUS:

IRIDO = Iridovirus del camarén

Lightner and Redman 1993
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VIRUS RNA

PICORNAVIRUS (Picornaviridae):

TSV
Virus del sindrome de Taura

Lightner et al. 1995
Brock et al. 1995, 1997
Hasson et al. 1995
Bonami et al. 1997
Mari et al. 1998
Nunan et al. 1998

REOVIRUSES:

REO-II & IV
Virus similar al REO del tipo II y IV

Tsing & Bonami 1987
Adams & Bonami 1991

VIRUS SIMILAR AL TOGA

Virus de vacuolizacién del 6rgano linfoide

Bonami et al. 1992
Lightner 1996

RHABDOVIRUS:

Rabdo Virus de los camarones peneidos

Nadala et al. 1992
Lu & Loh 1994

GRUPO DE VIRUS CABEZA AMARILLA

YHV/"YBV"
Virus de cabeza amarilla de P. monodén

GAV
Virus asociados a las branquias de P. monodén

LoV
Virus del 6rgano linfoide de P. monodon

Chantanachookin et al. 1993
Boonyaratpalin et al. 1993
Wongteerasupaya et al. 95b,
97

Tang & Lightner 1999

Flegel et al. 1995

Spann et al. 1995, 97
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Tabla 5.

Enfermedades de los camarones peneidos notificables y listadas por OIE su actual distribucion
en poblaciones cultivadas y silvestres (modificado de Lightner 1996; Lightner y Redman 1998;

OIE 2000).

Virus o Grupo de Virus

Hemisferio Este

Hemisferio Oeste

Virus Notificables por la OIE de camarones peneidos:

WSSV

silvestre y cultivado silvestre y cultivado
YHV

silvestre y cultivado no reportado
TSV

cultivado silvestre y cultivado

Virus listados por la OIE de los camarones peneidos:

IHHNV
silvestre y.cultivado silvestre y cultivado
no reportado silvestre y cultivado
BP :
MBV reportado; no
silvestre y cultivado enzodtico
BMN
silvestre y cultivado no reportado
SMV cultivado no reportado
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Tabla 6.

Metodos de diagnostico y deteccion de patogenos de las enfermedades virales notificables y lis-
tadas por la OIE (modificado de Lightner 1996, 2000; Lightner y Redman 1998).

Método WSSV |IHHNV | BP MBV | BMN | SMV |Grupo YHV| TSV
Directa BF/ LM/
PH/ DF ++ - +++ +++ ++ - ++ +
Histopatologia ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++
Bioensayo ++ + + - + - + ++
TEM / SEM + + + 4+ + ++ + +
ELISA con PAb /
Mab - - + - + - - ++
Sondas ADN
DBH / ISH +++ +++ ++ ++ ++ +++ +++ +++
PCR /RT-PCR +++ +++ +++ + - +++ +++ +++
Definiciones por cada virus
o = Desconocida o aplicacion de la técnica publicada
+ = Aplicacion de la técnica conocida o publicada, pero no comtnmente practicada
o facilmente disponible
++ = Aplicacion de Ia técnica que los autores del presente trabajo consideran que
provee suficiente exactitud de diagnostico o sensibilidad en la deteccion de
patogenos para la mayoria de aplicaciones
+++ = Técnica que provee un alto grado de sensibilidad en la deteccion de patdgenos
Métodos
BF = microscopia de [uz de campo brillante para el analisis de improntas de tejidos,

montajes himedos, montajes enteros teflidos
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LM

PH

DF

EM

= Microscopia de luz

Microscopia de fases

Microscopia de campo oscuro

= Microscopia electronica de secciones o de virus purificados o
semipurificados

ELISA = Ensayo inmunoabsorvente ligado a enzima

PAbs = Anticuerpos policlonales
MAbs = Anticuerpos monoclonales
DBH = Hibridizacion marca de punto (dot blot)
ISH = Hibridizacion in situ
Tabla 7.

Resumen de métodos para la vigilancia y diagnéstice de patégenos virales de camarones peneidos
notificables y listados por la OIE.

AGENTE VIGILANCIA DIAGNOSTICO

TSV RT-PCR RT-PCR, sondas ADN, AB, histologia

WSSV PCR, AB PCR, sondas DNA, AB, histologia, bioensayos

YHV RT-PCR RT-PCR, sondas ADN, AB, histologia,
bioensayos

BMN Histologia Microscopia directa, histologia

BP/MBV PCR, microscopia directa, histologia | Microscopia directa, histologia, PCR

[HHNV PCR, sondas ADN PCR, sondas ADN, histologia

SMV Sondas ADN Sondas ADN, histologia, bioensayo

165



Meétodos para mejorar la camaronicultura en Centroamérica

Tabla 8.
Productos de diagnostico moleculares y basados en anticuerpos para camarones peneidos
disponibles comercialmente y sus aplicaciones®.

Patégeno Pruebas basadas en ADN Pruebas basadas en
anticuerpos
Marca de Inmuno Inmunohisto-
punto In situ PCR punto Quimica
WSSV X X X X X
IHHNV X X X
TSV X X X X X
HPV X X X
MBV X X X
BP X X X
YHV X X X
NHP bacterium X X X

*Disponible en DiagXotics, Inc. Wilton, CT, USA
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