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RESUMEN

Se estudié la presencia de enfermedades que afectan a culti-
vos de camaroén blanco (Litopenaeus vannamei) en sistemas
semi-intensivos e intensivos de ocho regiones costeras en sie-
te paises latinoamericanos, con litoral en el océano Pacifico,
mar Caribe y océano Atlantico. Durante 2008 y 2009 se obtu-
vieron cuatro muestras por region, por afio, para un total de
1.920 organismos, que fueron examinados para detectar sig-
nos clinicos caracteristicos de enfermedades causadas por
bacterias, hongos, protozoos y virus, confirmandose su pre-
sencia con analisis histologicos, bacteriolégicos y moleculares.
Se registraron 12 enfermedades con prevalencia variable que
en promedio varié de 2,5 a 21,7% y con maximos observados
de 40%, siendo en ambos casos la enfermedad de las man-
chas blancas la que registré los maximos. Por regiones, las di-
ferencias fueron minimas en términos del promedio de preva-
lencia, situandose en un intervalo de 10,3 a 13,4%, sin embar-
go, Venezuela y una de las dos regiones evaluadas en México
(México1) registraron los maximos valores, con 31,3% para la
enfermedad de necrosis hipodérmica y hematopoyética infec-
ciosa (IHHNV) y 30,0% para la enfermedad de las manchas
blancas, respectivamente. Los resultados generales se anali-
zaron estadisticamente para determinar posibles relaciones
espacio — temporales de la presencia de enfermedades, apli-
candose tablas de contingencia (xz) y Componentes Principa-
les, concluyéndose que algunas diferencias dependieron de la
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localizacién geografica, fechas de muestreo y medidas sanita-
rias y de manejo. Dada la dinamica de las enfermedades y las
posibles relaciones comerciales entre los paises que formaron
parte del presente estudio se recomienda incrementar el es-
fuerzo en los programas de monitoreo sanitario.

Palabras clave: Camaronicultura, enfermedades, Litopenaeus
vannamei.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the prevalence of di-
seases affecting the culture of white shrimp (Litopenaeus va-
nnamei) in semi-intensive and intensive farm systems of
regions of seven Latin American countries along the coasts of
the Pacific and Atlantic Oceans and the Caribbean Sea. Bet-
ween 2008 and 2009, four yearly samples by region, contai-
ning a total of 1,920 organisms were examined by histological,
bacteriological and molecular analysis to detect clinical charac-
teristics of diseases caused by bacteria, fungus, protozoa and
virus. Results show that 12 diseases were recorded with an
average variable prevalence from 2.5 to 21.7% and observed
maximun of 40%. In both years, the white spot disease recor-
ded the highest. By region, the differences were minimal in
terms of average prevalence, with a range of 10.3 to 13.4%,
but Venezuela and one of the two regions evaluated in Mexico
(México1) recorded the highest values with 31.3% infectious
hypodermal and hematopoietic necrosis disease (IHHNV) and
30.0% for the white spot disease, respectively. Results were
for the statistically analyzed to determine the possible spacial-
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temporal relations, with the detected diseases, applying contin-
gency tables (xz) and Principal Components Analysis (PCA). It
was concluded that some differences are related with the geo-
graphical location, sampling dates and sanitary and manage-
ment regulations regarding. The dynamic of diseases and the
potential commercial relation ships among of different coun-
tries included in this study. It is recommend an effort increase
in sanitary monitoring programs.

Key words: Shrimp culture, diseases, Litopenaeus vannamei.

INTRODUCCION

La camaronicultura representa uno de los sectores de la
acuicultura con mas rapido crecimiento en Asia, América Lati-
na y recientemente en Africa [21], aportando el 8% de la pro-
duccién pesquera total y el 20,1% del valor total de la acuicul-
tura en 2006 [21]. Destaca Tailandia como primer productor y
exportador mundial de camarén cultivado, desde la década de
1.980, con producciones de 200.000 toneladas [21].

El cultivo de Litopenaeus vannamei “camaron blanco”,
constituye una industria exportadora en América Latina y ac-
tualmente existe mas de una docena de paises con experien-
cias diversas en este sector, destacando Ecuador, México,
Honduras y Brasil, con alrededor de 180.000; 65.000; 27.500 y
20.000 hectareas de estanqueria, respectivamente [21]. De
manera predominante, la produccion en estas regiones esta
destinada a la exportacién, principalmente al mercado de Esta-
dos Unidos de América, aunque la dirigida a las economias
europea y japonesa se esta incrementando [21]. La mayoria
de los paises productores de camaroén satisfacen su propia de-
manda de consumo, pero México requiere de importaciones
de camaroén, principlamente procedente de Guatemala, Hon-
duras y Nicaragua [1, 14].

Aunque la producciéon camaronera latinoamericana ha ido
en aumento, en la Ultima década se ha caracterizado por diver-
sas restricciones en la produccion, siendo la ocurrencia de en-
fermedades de origen viral la mas importante. En 2008, Brock
[9] reportd 20 enfermedades virales como patégenas para espe-
cies de camaron silvestre o de cultivo y actualmente la Oficina
Internacional de Epizootias (OIE), considera a la enfermedad
del Sindrome de Taura (TS), la enfermedad de las manchas
blancas (WSS), la enfermedad de la cabeza amarilla (YH), la
necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHN), la
mionecrosis infecciosa (IMN) y la Hepatopancreatitis necrotizan-
te (NHP), como enfermedades de declaracion obligatoria [59].

Debido a que existen antecedentes que indican que, el
movimiento de organismos vivos refrigerados y congelados ha
propiciado la introduccion y propagacion de patdégenos exoti-
cos en diversos lugares [6, 7, 14, 16, 33] y que también el de-
terioro ambiental de los ecosistemas acuaticos costeros favo-
rece el desarrollo de patégenos [53], conviene investigar cua-
les enfermedades se encuentran presentes en sistemas y ca-

marones de cultivo de cada zona de interés que pudieran te-
ner repercusion a mayor escala.

Por lo expuesto y conociendo que entre los paises lati-
noamericanos productores de camardn de cultivo existe, en
menor o mayor medida intercambio, se investigd en este tra-
bajo la prevalencia de enfermedades en granjas camaronico-
las de ocho regiones productoras de camarén en siete paises
de Latinoamérica, con el fin de determinar cuales estan pre-
sentes y cudles pudieran ser las posibles relaciones entre su
presencia y la zona de origen.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El presente estudio se realizé6 en Guatemala, Honduras,
Belice, Nicaragua, México, Brasil y Venezuela durante los
afios 2008 y 2009, en ocho regiones que se caracterizan por
su desarrollo acuicola. En cada region se seleccionaron zonas
productoras de camarén que agrupan un minimo de cuatro y
maximo de diez granjas, con sistemas de cultivo semi-intensi-
vo e intensivo, con densidades de siembra de 10 a 120 orga-
nismos/m?. Para la seleccién de las zonas de muestreo se
consider6 la presencia de enfermedades en al menos tres de
las granjas de cada region con prevalencias del 15 al 30%,
grados de severidad 1 y 2 [32, 41] y mortalidades del 10 al
20%. Para dicha seleccion se tomd como base los reportes de
enfermedades de 2003 [34], 2004 [36] y 2006 [27, 44, 58] y los
resultados de un muestreo exploratorio realizado en el afio
2007 [41].

La mayoria de las zonas de muestreo se localizaron en
la franja costera del Pacifico, situadas respectivamente en Mé-
xico (con dos regiones de estudio, referidas como México1 y
México2), Guatemala, Honduras y Nicaragua. Otra de las re-
giones productoras se localiza en el mar Caribe (Belice) y dos
mas en la franja costera del Atlantico, en Venezuela y Brasil.
La localizacién geografica aproximada de las zonas de mues-
treo y sus principales caracteristicas climatolégicas (valores
medios anuales de temperatura y precipitacion total) se pre-
sentan en la TABLA I.

Colecta de organismos

Se realizaron dos muestreos por afio, seleccionando una
granja por regién y fecha y colectando al azar 60 camarones
por granja (16 granjas por afio), totalizando asi 1.920 organis-
mos. Dependiendo de la region, los muestreos se realizaron
entre abril y mayo y posteriormente entre agosto y septiembre.
Para la captura se efectuaron lances con atarraya de 2 m de
diametro, en cuatro diferentes puntos del estanque, indepen-
dientes de las compuertas de entrada y salida. Los camarones
colectados se depositaron en contenedores de plastico con
agua del estanque y aireacion para su proceso inmediato. Los
individuos fueron revisados fisicamente para detectar posibles
alteraciones externas, tales como melanizacion, deformacio-
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TABLA |
PAISES Y UBICACION DE LAS ZONAS DE MUESTREO DE CAMARON DE CULTIVO EN LATINOAMERICA

Pais Litoral Ubicacion geogréafica TPA (°C) PMA (mm) Sistema de cultivo

México (Region 2) Pacifico 27°07°41” N 110°03'55” O 30 100 a 200 Semi-intensivo e intensivo

México (Regién 1) Pacifico 2521°00” N 108°37°10” O 42 400 a 500 Semi-intensivo e intensivo

Belice Caribe 1 6:29’48” N 26 1.800 Intensivo
88 25'36” O

Guatemala Pacifico 14:18’27” N 24 1.300 Intensivo
915512” O

Honduras Pacifico 13'18'50” N 87'24'26” O 30 1.680 Semi-intensivo

Nicaragua Pacifico 12:51 12" N 27 1.500 Semi-intensivo e intensivo
87 07°12” O

Venezuela Atlantico 10:47’57” N 32 513 Semi-intensivo e intensivo
7124°35" O

Brasil Atlantico 2'56'33" S 4126'17” O 25 2.500 Intensivo

Se indica el valor medio anual de temperatura (tpa) y precipitacion (pma) y el sistema de cultivo.

nes y necrosis de cuticula o apéndices, indicadoras de patolo-
gias. Para los analisis bacteriol6gicos se extrajo hemolinfa del
seno ventral, cerca del primer par de pleépodos, con una jerin-
ga para insulina. Finalmente, los organismos fueron sacrifica-
dos para tomar cuatro muestras de hepatopancreas para los
analisis histolégicos, bacteriolégicos, en fresco y analisis mole-
cular, respectivamente. También se tomaron muestras de
musculo, branquias, epitelio del estbmago y cordén nervioso
ventral para analisis molecular.

Preservacion y procesamiento de muestras para
histologia

La porcion del hepatopancreas, asi como organismos
sin hepatopancreas se inyectaron con solucién Davidson (Al-
cohol-Formaldehido-Acido acético; AFA) [32] y se depositaron
en frascos de 250 y 500 mL, manteniéndose en inmersion por
48 y 72 horas. Posteriormente se enjuagaron con agua co-
rriente y se conservaron en alcohol etilico al 70% para su ana-
lisis histolégico usando la metodologia de Bell y Lightner [4] y
Lightner [32]. El diagnéstico histopatolégico general para de-
tectar alteraciones en los diferentes 6rganos y tejidos de los
organismos se realizd con base en los protocolos descritos por
Bell y Lightner [4], Lightner [32] y Morales-Covarrubias [42]. El
analisis de hibridacion in situ para IHHNV, WSSV, TSV y
NHP-B, se realizé Unicamente para la confirmaciéon de cuerpos
de inclusién de dificil detecciéon y para diferenciar NHP-S de
NHP-B. Se utilizé un microscopio de luz (Olympus BX 60-Ja-
pén), utilizando los objetivos de 4x, 10x, 40x, 60x y 100x. Las
fotografias fueron tomadas con una camara digital Infinity 5.0-
Olympus-Japoén, adaptada al microscopio.

Para el andlisis de hibridacion in situ se utilizaron sondas
marcadas con digoxigenina para los virus IHHNV, TSV vy
WSSV, posteriormente se hicieron cortes de 5 micras y se co-
locaron en portaobjetos cargados positivamente para luego ser
procesadas segun la metodologia de Lightner [32].
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Basado en las determinaciones anteriores se estimé la
prevalencia de enfermedades de acuerdo a la propuesta de
Bush y col. [13], donde:

No. hospederos con patégenos, parasito o epibionte
No. total hospederos

Prevalencia = *100

El grado de severidad de las enfermedades de origen vi-
ral, bacteriano (Vibrio) y protozoarios se determin6 de acuerdo
a lo propuesto por Lightner [32] y Morales-Covarrubias [42]
para intracelular bacteriano.

Analisis bacteriolégicos

Las muestras de hemolinfa y hepatopancreas fueron
sembradas en agar tiosulfato — citrato —sales biliares — sacaro-
sa (TCBS-Merck) selectivo para vibrios, AM (agar marino-
DIFCO) no selectivo, agar soya tripticasa (TSA-DIFCO) no se-
lectivo y agar sangre (AS- DIBICO) enriquecido no selectivo,
utilizando la metodologia descrita por Lightner [32] y la inter-
pretacion de resultados para cuenta total y Vibrio se realizé
con base en lo publicado por Gomez-Gil [23].

Procesamiento de muestras por analisis en fresco

Las observaciones en fresco se realizaron siguiendo los
procedimientos descritos por Lightner [32] y Morales-Covarru-
bias [42].

Procesamiento de muestras para analisis molecular

Se utilizo el kit 1Q2000™ (Farming IntelliGene Corpora-
tion Technology) siguiendo la metodologia descrita por el fabri-
cante para la deteccion de IMNV, IHHNV, NHP-B y TSV, to-
mando a cada organismo una muestra de 25 mg de musculo,
branquias, hepatopancreas, epitelio del estomago y corddn
nervioso ventral, en pequefios trozos para realizar el macera-
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do. Para la deteccién de WSSV se realiz6 la extraccion de
ADN utilizando la metodologia recomendada por Qiagen,
(DNeasy Tissue Kit Cat. 69504), tomando una muestra de 25
mg de branquias, epitelio del estdmago y cordén nervioso ven-
tral en pequefios trozos para realizar el macerado.

Para verificar la calidad e integridad del ADN se recurrié
a la técnica de la reaccion en cadena de polimerasa conocida
como PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reac-
tion), utilizando los oligos 18SrRNA-F 5 GTT AAT TCC AGC
TCC AAT AGC GTA 3y 18SrRNA-R 5 GAA CTA CGA CGG
TAT CTG ATC GTC 3 que amplifican la subunidad 18S-riboso-
mal con un producto final de 457 pb. Las condiciones de amplifi-
cacion fueron: 1 ciclo a 94°C , 5 minutos; 35 ciclos a 94°C 1,0 mi-
nuto; 57°C, 1 minuto y 72°C, 1 minuto. El analisis de los frag-
mentos de ADN, se realizd en un gel de agarosa al 2% en buffer
tris-acetato (TAE) en una camara de electroforesis (Fisher-Bio-
tech, FB-SB-710-EUA) con voltaje de 88 por 30 minutos.

Para confirmar la presencia de ADN de WSSV en las
muestras se utilizaron los oligos especificos para WSSV
(WS1-F 5" CAC CAT GGA TAT TTC AAA TAA G 3’ y WS1-R
5" ACT TGC AGA GAA TAC GAA GC 3), que amplifican una
regiéon de 200 pb del genoma viral, con las siguientes condicio-
nes de amplificacion para PCR: 1 ciclo a 94°C, 5 minutos; 42
ciclos a 94°C, 1,0 minuto; 57°C, 1 minuto y 72°C, 1 minuto. 1
ciclo con temperatura a 72°C, 10 minutos. El analisis de los
fragmentos de ADN se realiz6 en un gel de agarosa al 2% en
buffer tris-acetato (TAE) en una camara de electroforesis con
voltaje de 88 por 30 minutos.

Analisis estadistico

La relacion de la prevalencia de las enfermedades con el
sitio de muestreo se determin6 usando tablas de contingencia
construidas con las frecuencias observadas de enfermedades
por sitio y fecha de muestreo de acuerdo a lo descrito por Zar
[60], con un nivel de confianza determinado (« = 0,05). Solo se
incluyeron las enfermedades que al menos representaron el
5% de prevalencia en el total de muestras. La hipotesis nula
implica que los factores (sitios y enfermedades) son indepen-
dientes y se prob6 usando el estadistico Ji-cuadrado, siguien-
do el método propuesto por Graf y col. [25], que permite reem-
plazar celdas nulas en la matriz (frecuencia igual a cero) con
valores estimados cuya contribucion a la y? resultante es nula.

Debido a que se realizaron dos muestreos por afio se
evalu6 el efecto del tiempo utilizando un analisis similar al an-
terior con tablas de contingencia tridimensionales, para deter-
minar si existe o no dependencia entre las variables conteni-
das en las matrices [60]. Para determinar las frecuencias es-
peradas se utilizé el estadistico Ji-cuadrado con una tercera
variable y un mayor numero de interacciones.

Ejn= RiCan/Nz

El calculo de y? sigue el procedimiento usual, pero el nu-
mero de grados de libertad se calcula como la suma de los

grados de libertad para todas las interacciones, de acuerdo al
siguiente modelo:

v=rct-r—c—-t+2

Se determiné el valor de y? de tablas, para un nivel de
confianza a = 0,05 y se contrasta con el valor estimado. Una
vez que se probd la posible existencia de dependencia entre
variables se procedié a ordenar a los sitios en funcién de la
frecuencia de enfermedades, aplicando para ello el método de
Componentes Principales. Se utilizé el programa Multi-Variate
Statistical package (MVSP Version 2 [25]), con una matriz de
datos de tamarfio 8 x 32, al incluirse las frecuencias de los cua-
tro periodos de muestreo. A partir de los resultados se deter-
miné el peso de los tres principales componentes y se efectud
el analisis de los resultados para determinar las caracteristicas
de los distintos componentes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Del total de 1.920 organismos analizados, el 85% apare-
cieron con caracteristicas externas de animales aparentemen-
te sanos y 15% con necrosis multifocal en cuticula, coloracién
rojiza, cuticula suave, opacidad muscular y deformacion del
rostrum, determinandose en éstos la presencia de 12 enferme-
dades con prevalencia variable por zona y etapa de muestreo.
En la TABLA Il se presentan los datos mas relevantes sobre la
presencia y prevalencia de estas enfermedades en los distin-
tos paises y regiones, indicandose a continuacion sus signos
clinicos, siguiendo un orden decreciente en cuanto al valor
medio de prevalencia:

a) Necrosis del hepatopancreas séptico (NHP-S), detecta-
da en las ocho regiones con prevalencia promedio de 19,05%.
Los organismos que presentaron esta enfermedad estuvieron
asociados con una o dos especies de bacterias en hemolinfa y
hepatopancreas (1x10° UFC), observandose Vibrio campbellii,
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio brasiliensis y Streptococos spp.,
con infiltracién de hemocitos, nédulos hemociticos con cumulos
de bacterias en el centro, hipertrofia del lumen, melanizacion,
necrosis, atrofia (de moderada a severa) de los tubulos del he-
patopancreas y desprendimiento celular (FIG. 1A). La infiltracién
de hemocitos y la formacion de nddulos hemociticos con pre-
sencia de colonias de bacterias se apreciaron también en cora-
zo6n, branquias, 6rgano linfoide, tejido conectivo, musculo y cie-
gos hepaticos, alcanzando en general una prevalencia de
10,3% con grados de severidad 2 y 3.

Los resultados concuerdan con lo referido por Lightner
[32] quien indica que, diferentes Vibrio se encuentran presen-
tes en todos los crustaceos marinos y que se convierten en
patdégenos oportunistas cuando los mecanismos de defensa
natural del hospedero estan suprimidos. Los miembros del gé-
nero Vibrio han sido asociados con la mortalidad de camaro-
nes peneidos en diferentes paises del mundo, siendo V. har-
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TABLA Il

PREVALENCIA DE ENFERMEDADES DE C’AMAR(')N CULTIVADO EN OCHO REGIONES DE LATINOAMI'ERICA.
VALOR PROMEDIO, MAXIMO (INCLUYE REGION CON EL MAXIMO REGISTRO Y PERIODO DE MUESTREO) Y MINIMO

Prevalencia (%)

Enfermedad Agente patégeno Regiones afectadas promedio maximo minimo
Hepatopancreatitis Vibrios Todas 19,1 35 (Belice, 2009-1) 5
necrotizante séptico
(NHP-S)

Necrosis hipodérmica Virus de la Necrosis hipodér- Todas 13,4 45 (Venezuela, 2008-2) 3
y hematopoyética mica y hematopoyética infec-
infecciosa (IHHN) ciosa (IHHNV)
Epicomensales Ectoparasitos Todas 13,1 32 (México2, 2008-1)
Hepatopancreatitis Hepatopancreatitis necroti- Todas 11,2 25 (México2, 2008-2)
necrotizante (NHP) zante bacteriano (NHP-B)
Gregarinas Nematopsis spp, Nematopsis Todas 8,3 20 (México2, 2008-1) 5
penaei
Enteritis Hemocitica Cianobacterias y bacterias fi- Todas 7.4 20 (Guatemala, 2008-1; 5
lamentosas Venezuela, 2008-2)
Enfermedad de las Virus de las manchas blancas Todas excepto 21,7 40 (Honduras, 2008-1) 5
manchas blancas (WSS) (WSSV) Venezuela
y Brasil
Mionecrosis infecciosa Virus de la mionecrosis infec- Brasil 7,5 10 (08-1; 2008-2) 5
(IMN) ciosa (IMNV)
Sindrome de taura (TS) virus del sindrome de taura Venezuela 6,3 10 (2008-1) 5
(TSV)
Estreptococos Streptococcus spp Guatemala 5,0 10 (2009-1; 2009-2)
Baculovirus Penaei (BP)  Baculovirus Penaei (BP) Nicaragua 3,8 5 (08-1; 2008-2; 2009-1)
Litopenaeus vannamei Litopenaeus vannamei noda- Belice 2,5 5 (2008-1; 2009-1) 5

nodavirus (LvNV)

virus (LvNV)

vey, V. alginolyticu, V. parahaemolyticus, y V. mimicus algunas
de las especies reportadas en asociacion con importantes da-
fios en todas las fases de cultivo del camaron [3, 49, 51, 56].
Por su parte Gomez-Gil y col. [24] encontraron Vibrio harveyi,
Vibrio parahaemolyticus y Vibrio spp en hemolinfa de camaro-
nes aparentemente sanos, siendo comun una carga inferior de
1x108 UFC, sin tener mortalidad.

b) La necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa
estuvo presente en todas las granjas con prevalencia promedio
de 13,37%, observandose al virus necrosis hipodérmica y hema-
topoyética infecciosa (IHHNV) formando cuerpos de inclusién
Cowdry Tipo A (CAI’s) en nucleos hipertrofiados eosinofilicos de
las células del tejido nervioso (FIG. 1B) y epitelio cuticular con
grados de severidad 1y 2. Debido a que el IHHNV vy el virus de
las manchas blancas (WSSV) desarrollan cuerpos de inclusion
Cowdry tipo A, para diferenciarlos se realizé una hibridacién in
situ y analisis molecular para los dos virus (FIG. 1C y 1D).

La presencia de IHHNV en las zonas estudiadas se aso-
cia con un grado de severidad leve, sin comprometer la salud
de los camarones afectados y descartandose la asociacién di-
recta con mortalidades. Con respecto a la prevalencia de esta
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enfermedad observada en este estudio, menor que la reporta-
da por Lightner y col. [37], probablemente se deba a un mayor
control sanitario en los laboratorios productores de larvas, don-
de los analisis de virus llegan a practicarse en la totalidad de
los reproductores, sin que ésta sea una practica generalizada.
Se presume entonces que pese al esfuerzo observado, la pre-
sencia del IHHNV en todas las zonas procede de los laborato-
rios de las larvas, lo que implica que se requieren mayores es-
fuerzos sanitarios dado que IHHNV puede transmitirse de for-
ma vertical [43] y también a través de otros vectores que pue-
den generarse por la proximidad con proyectos acuicolas veci-
nos o por contacto con camarones silvestres, en donde el virus
ocurre de forma natural [43, 55].

c) Las enfermedades asociadas con presencia de Epico-
mensales detectados en branquias fueron registradas en las
ocho regiones, con grado de severidad 1y 2 y con prevalencia
promedio de 13,1%. Su presencia es una condicién frecuente
reportada para estanques de camarén [12, 15, 17, 19, 29, 42,
45, 56] y se asocia con necrosis y melanosis [15, 32], particu-
larmente en camarones cultivados en estanques con exceso
de materia organica [45].
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FIGURA 1. PATRONES DE BANDA DE LA ELECTROFORESIS DE WSSV E IHHNV Y CORTES HISTOLOGICOS DE TEJIDOS
DE Litopenaeus vannamei QUE MUESTRAN CAMBIOS MODERADOS A SEVEROS CON DIFERENTES INFECCIONES.
A) HEPATOPANCREAS DE Litopenaeus vannamei CON HEPATOPANCREATITIS NECROTIZANTE SEPTICO (NHP-S) CON
NODULOS HEMOCITICOS MELANIZADOS (N), INFILTRACION HEMOCITICA Y ATROFIA TUBULAR (A). B). CORDON
NERVIOSO DE Litopenaeus vannamei CON VIRUS DE LA NECROSIS HIPODERMICA Y HEMATOPOYETICA INFECCIOSA
(IHHNV) MOSTRANDO CUERPOS DE INCLUSION COWDRY TIPO A (FLECHA). C) CORDON NERVIOSO DE Litopenaeus
vannamei MOSTRANDO SENAL POSITIVA EN LAS CELULAS INFECTADAS CON IHHNV (FLECHAS) USANDO UNA SONDA
ESPECIFICA DE ADN MARCADA CON DIGOXIGENINA (ANALISIS DE HIBRIDACION IN SITU). C) GEL DE AGAROSA AL 2%
TENIDO CON BROMURO DE ETIDIO. LINEAS 1 (50 PB) Y 7 (100 PB) MARCADORES DE PESO MOLECULAR, LINEAS 2Y 3
AMPLIFICACION DEL GEN 18S RNA EN CAMARON (457 PB); LINEAS 4, 5 Y 6 CAMARONES POSITIVOS A WSSV (200 PB)
Y LINEAS 8 Y 9 CAMARONES POSITIVOS A IHHNV (8644 Y 438 PB).

d) La Hepatopancreatitis necrotizante (NHP) fue otra en-
fermedad detectada en las ocho regiones, con prevalencia
promedio de 11,2% y que fue reconocida por la presencia de
deformacién tubular, melanizacién, necrosis, bacterias intrace-
lulares (Hepatopancreatitis necrotizante bacteriano =NHP-B),
desprendimiento celular y encapsulacion hemocitica alrededor
de tubulos atrofiados, con severidad en grado 1y 3 (FIG. 2A).
Las infecciones causadas por organismos rickettsiales o simi-
lares en camardn silvestre o cultivado han sido descritas [10],
sin embargo, las patologias severas o epizootias asociadas
especificamente a NHP-B, se encuentran documentadas en
Estados Unidos de América, México, Centro y Sudamérica
desde 1.986 hasta afos recientes [8, 10, 22, 32, 38, 40]. El de-

sarrollo de epizootias por NHP-B se ha reportado en Texas B
(EUA), Peru, Venezuela, Ecuador, Costa Rica, México, Hondu-
ras, Nicaragua, Brasil y Panama, cuando se tienen periodos
prolongados de temperaturas elevadas (>29 —30°C), aunados
a altas salinidades (20-40 gL~'). Dada su continua presencia
es necesario implementar programas de monitoreos sanitarios
y diagnosticos confirmatorios por PCR [8, 44], ya que esta en-
fermedad puede pasar desapercibida por dias y repentinamen-
te convertirse en un evento fuera de control [10, 12, 22, 32, 38,
40, 41, 44].

e) Otra de las enfermedades registradas en todas las re-
giones es la causada por presencia de gregarinas, parasitos
que se encuentran presentes en diversas especies de cama-
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FIGURA 2. CORTES HISTOLOGICOS DE TEJIDOS DE Litopenaeus vannamei QUE MUESTRAN CAMBIOS MODERADOS

A SEVEROS EN CAMARON CON DIFERENTES INFECCIONES. A) HEPATOPANCREAS DE Litopenaeus vannamei
CON NECROSIS DEL HEPATOPANCRETITIS NECROTIZANTE BACTERIANO (NHP-B) CAUSADO POR BACTERIAS
INTRACELULARES (B.l) CON ENCAPSULACION HEMOCITICA ALREDEDOR DE TUBULOS ATROFIADOS (G),
DESCAMACION CELULAR (D.C) Y TUBULOS DEFORMES (T.D). B) INTESTINO MEDIO DE Litopenaeus vannamei
CON HIPERPLASIA, FORMACION VELLOSIDADES-COMO PLIEGUES Y TROFOZOITOS SOLITARIOS ADHERIDOS
A LAS CELULAS DEL EPITELIO A TRAVES DEL PROTOMERITO (FLECHA). C) EPITELIO DEL ESTOMAGO
DE Litopenaeus vannamei CON CUERPOS DE INCLUSION DEL VIRUS DE LAS MANCHAS BLANCAS (WSSV)
TOTALMENTE DESARROLLADOS (FLECHAS). D) EPITELIO DEL ESTOMAGO DE Litopenaeus vannamei EN FASE
AGUDA DEL SINDROME DE TAURA, CON NECROSIS FOCAL, CUERPOS DE INCLUSION CITOPLASMATICOS EN FORMA
ESFERICA DEL VIRUS DEL SINDROME DE TAURA (TSV) Y NUCLEOS PICNOTICOS Y CARIORREXICOS.

ron, habiéndose reportado Nematopsis vannamei y N. sina-
loensis en L. vannamei en México y N. brasiliensis en P. brasi-
liensis en Florida (EUA), con prevalencia en el 21% de los
ejemplares analizados [19, 20]. Para Venezuela, también se
tiene registro de Nematopsis spp. en juveniles de P. schmitti
del golfo de Cariaco, con valores promedio de prevalencia de
82,3% pero no reportan dafios en intestino [2]. Solamente N.
penaei ha sido reportada como la Unica que causa dafio en
Penaeus aztecus, P. duorarum 'y P. setiferus, en diferentes lo-
calidades de Estados Unidos [20, 32]. En el presente estudio
se observoé hiperplasia con formacién de pliegues en intestino
medio y dafios en epitelio del estomago en grados 1 y 2
(FIG. 2B). Estos dafios son similares a los reportados por la
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presencia de N. penaei en camarones del golfo de México [29,
32] y de Nematopsis spp. en especies del Pacifico [20, 32].

f) La prevalencia de enteritis hemocitica en este trabajo
probablemente se deba a la proliferacién de cianobacterias en
los estanques de cultivo. Al respecto Lightner [32] y Pérez-Lina-
res y col. [46] mencionan que se necesita que los camarones se
alimenten con Schizothrix calcicola [46], Leucothrix mucor y es-
pecialmente de cianobacterias (Chroococcus, Anabaena spp,
merismopedia) en concentraciones por arriba de 500.000 cc/mL
para que se presente enteritis hemocitica, ya que sus toxinas son
las que dafian las células que recubren el intestino produciendo
una inflamacion intensa, por lo que se le denomina enteritis he-
mocitica o inflamacién hemocitica del intestino.
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g) La enfermedad de manchas blancas se presento en la
mayoria de las muestras, excepto en Brasil y Venezuela don-
de no fue detectada, registrando los valores mas altos de pre-
valencia con un promedio de 21,7%. En los organismos positi-
vos al virus de las manchas blancas (WSSV) se observaron
prominentes cuerpos de inclusion color rosado dentro de los
nucleos hipertrofiados de las células del tejido conectivo, bran-
quias y epitelio del estomago (FIG. 2C), en grados de severi-
dad 1 y 3, coincidiendo con Lightner [32, 34, 35], quien ade-
mas ha encontrado prevalencias variables (15 al 100%) en
México, Guatemala, Nicaragua, Honduras, Costa Rica, Pana-
ma, Ecuador, Colombia, Peru, Brasil y Belice.

e) Otras enfermedades detectadas solo a nivel regional
y con baja prevalencia (2,5 a 7,5%), fueron mionecrosis infec-
ciosa (IMN) en Brasil, sindrome de Taura (TS) en Venezuela,
estreptococosis en Guatemala, Litopenaeus vannamei nodavi-
rus (LvNV) en Belice y Baculovirus penaei (BP) en Nicaragua,
concordando en lo general con la literatura reportada para es-
tas enfermedades en Latinoamérica [5, 9, 11, 18, 26, 31, 32,
35, 36, 52].

La enfermedad de IMN fue detectada en Brasil, con pre-
valencia de 7,5%, con presencia de necrosis coagulativa en
las fibras musculares estriadas, edema, infiltracion hemocitica,
coincidiendo con lo reportado por Lightner y col. [35, 36], ade-
mas de cuerpos de inclusién citoplasmaticos basofilicos del vi-
rus de la mionecrosis infecciosa (IMNV) en las células del
musculo en grados 1y 2. Actualmente, la prevalencia de IMNV
en el noreste de Brasil se encuentra entre el 3 al 8% [58], simi-
lares a los reportados en este trabajo.

La enfermedad TS se detecté en organismos proceden-
tes de Venezuela con prevalencia promedio de 6,3%, identifi-
candose cuerpos de inclusién citoplasmaticos de forma esféri-
ca caracteristicos del virus del sindrome de taura (TSV) en cé-
lulas del epitelio del estébmago y epitelio cuticular (FIG. 2D), en
grados 1y 2, con presencia de nucleos picnéticos y cariorre-
xis. Respecto de esta enfermedad se asume que, la mortali-
dad por TSV en granjas camaroneras aledaias al lago de Ma-
racaibo parece estar controlada [18], aunque Fajardo y col.
[18] encontraron individuos asintomaticos de L. schmitti infec-
tados con TSV (18,7% de prevalencia), lo que posiblemente
explique la baja prevalencia observada en este trabajo.

Con relacion a los estreptococos, solo fueron detectados
en Guatemala, por medio de analisis molecular, observandose
infiliracion de hemolinfa, desprendimiento celular, necrosis tu-
bular y n6dulos hemociticos en hepatopancreas en grados 1y
2. También se observo infiltracion de hemocitos, necrosis li-
cuefactiva y presencia de masas de bacterias en musculo. Por
bacteriologia se obtuvieron en hemolinfa 10* UFC/mL y en he-
patopancreas 10% UFC/g, cultivadas en agar sangre. Hasson y
col. [26], mencionan que, al utilizar la caracterizacién bioquimi-
ca, oligos universales de estreptococos para PCR, el kit API
20 y el sistema Biolog para la identificacion del agente patége-
no causante de mortalidades en una granja en Centroamérica,

se obtuvieron identificaciones conflictivas entre Streptococos
uberis y parauberis por lo que se mantuvo a nivel de género
(Streptococcus spp.).

La ocurrencia de BP en Nicaragua, con prevalencia me-
dia de 3,8% se detectd por la presencia de cuerpos de inclu-
sion polihédricos restringida a los estadios post-larvales. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Leblanc y Overs-
treet [31], quienes indican que las particulas polihédricas de
BP son eliminadas al medio a través del intestino; sin embar-
go, la virulencia de BP es cada vez menor a medida que el ca-
marén crece en el estanque [31]. En el analisis de las mues-
tras se evidencio la presencia de células hepatopancreaticas
presentando nucleos hipertrofiados y eosinofilicos aunque no
se encontraron cuerpos de inclusién polihédricos en ejempla-
res examinados. La determinacién de BP se bas6 en la pre-
sencia de cuerpos de oclusion tetraédricos de diferentes tama-
fios, que han sido referidos como caracteristicos de este virus
[5, 31, 32, 35], en grados de severidad 1y 2 en el lumen de los
tubulos e intestino y dentro de las células epiteliales de los
tubulos del hepatopancreas. Pese a que solo fue detectado en
Nicaragua se tienen reportes de su presencia en cultivos de
camaron de Estados Unidos, Honduras, Costa Rica, Panama,
Colombia, Ecuador, Perd, México y Brasil [32, 35].

Para L. vannamei nodavirus (LvNV) detectado en Belice
se encontraron cuerpos de inclusion citoplasmaticos basofili-
cos en las células del musculo y areas con necrosis coagulati-
va de las fibras musculares estriadas. Los resultados de este
trabajo concuerdan con el rango geografico, especie afectada
y cuadro histopatol6gico descritos por Tang y col. [54].

Analisis estadistico

Los resultados de los analisis de tablas de contingencia
a las muestras obtenidas en 2008 (valores calculados de
%20.0s)), fueron superiores a 105 en ambos casos, con 41 y 36
grados de libertad (g.l.), mientras que para las muestras obte-
nidas en 2009, el valor estimado de 2 fue menor al de las ta-
blas, con 40 y 42 g.l., respectivamente. Derivado de estos re-
sultados se encontrd que, para estos muestreos la presencia
de enfermedades fue independiente del sitio. Al incorporar el
tiempo como variable adicional para el analisis de tablas de
contingencia, para los muestreos del afio 2.008 se calculd un
valor de x? = 328,4 en tanto que el valor critico de x%o.0s, 112) =
137,7 y para el 2.009, el resultado fue similar con 2 = 282,9
también superior al valor critico de Xz(o.os, 112), por lo que se re-
chaza Hy que indica independencia de la presencia de enfer-
medades por sitio y fecha de muestreo.

El analisis de componentes principales demostré que
existe un patrén y por lo tanto dependencia entre la presencia
de enfermedades, los sitios y fechas de muestreo, lo que pu-
diera asociarse con las practicas de manejo y comercializa-
cion. En términos generales, Venezuela y Brasil se separan
claramente del resto de las regiones, aunque al igual que la
mayoria de los paises donde se realizaron muestreos, el nu-
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mero de enfermedades detectadas fue de siete de las doce
diagnosticadas, solo superado por Belice (9) y Nicaragua (8).
Este patrén se repiti6 de manera consistente cuando se anali-
z6 muestreo por muestreo o el conjunto de datos (FIG. 3). De
igual manera se percibe algun tipo de respuesta comun entre
la region México1 y Guatemala, que registré el maximo valor
para el coeficiente de correlacion (0,87), seguido por Nicara-
gua y Honduras (0,82), quedando Belice y México2 como las
dos entidades que mostraron una mayor independencia con
relacion a las otras regiones.

Dentro de estas consideraciones, WSSV presentd mayor
prevalencia pero no fue el de mayor presencia en la zona de
estudio ya que no fue detectado en Brasil y Venezuela, pero re-
sulté particularmente importante en la region México1, donde al-
canz6 un promedio general del 30% y en los paises de Cen-
troamérica, con excepcion de Belice, donde la prevalencia pro-
medio se mantuvo arriba de 25% (TABLA lIl). Considerando su
virulencia, los paises donde no fue reportado o donde la preva-
lencia es relativamente baja deberan incrementar sus medidas
sanitarias para evitar la introducciéon de este patdgeno que in-
fecta mas de 50 especies de crustaceos de agua dulce o mari-
nos [34, 35] tiene una gran capacidad de dispersion [7, 16, 27,
57] y es causa de importantes pérdidas econdémicas.

Por otro lado, se presenta NHP-S, IHHNV y NHP-B con
presencia generalizada y prevalencias entre 11,2 y 19,1%, que
requieren de la capacitacion técnica para su pronta identifica-
cién ya que por la similitud de sus signos clinicos pueden afec-
tar a camarones de cultivos comerciales con el riesgo de ser
confundidos e inclusive pasar inadvertidos [42]. Por ello es re-
comendable vigilar las condiciones de cultivo ya que las bacte-
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FIGURA 3. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES
PARA VALORES OBSERVADOS DE PREVALENCIA (= 5%)
DE ENFERMEDADES DE Litopenaeus vannamei EN OCHO
ZONAS DE LATINOAMERICA.
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rias del genero Vibrio, bacterias intracelulares (tipo rickettsias),
virus y protozoarios, proliferan en ambientes artificales [28, 30,
39], en tanto que camarones sometidos a estrés puede verse
afectado o suprimido su sistema inmune, facilitando la introduc-
cién de estos patégenos, afectando significativamente la pro-
duccién y provocando mortalidad masiva en muchos casos [53].

Pese a las diferencias observadas en cuanto a la ocu-
rrencia y prevalencia de las distintas enfermedades diagnosti-
cadas, cuyo numero varié de siete a nueve por region, los va-
lores promedio de prevalencia fluctuaron ligeramente entre
10,3 y 13,4%, destacando una enfermedad (raramente dos)
con valores por arriba del 20%. Solo Brasil fue el Unico pais en
el que todas las enfermedades detectadas se encontraron con
valores de prevalencia =10%, excepto IMN que solamente fue
detectada en esta zona. Para el resto de los paises, los altos
valores de una enfermedad contrastaron con valores de preva-
lencia inferiores a 10% en dos o mas casos, lo que puede con-
siderarse como un indicador de diferencias en el manejo y en
las medidas sanitarias, ya que si bien las diferencias ambien-
tales podrian explicar en parte la asociacién de regiones como
es el caso de Venezuela y Brasil en el Atlantico, no explican
las diferencias encontradas entre dos regiones muy cercanas
como es el caso de Honduras y Nicaragua o las dos regiones
evaluadas en México.

De igual manera se puede interpretar la presencia de
IMNV y LvPV en Brasil y Belice, donde la prevalencia resultd
baja probablemente por el control sanitario en laboratorios pro-
ductores de larvas y en granjas de engorda de camarén, que
se iniciaron después de haber tenido altas mortalidades. Con
respecto a la zona de Brasil es posible que, las medidas de
bioseguridad que iniciaron a partir del 2007, incluidas la aplica-
cién de tratamiento a los suelos después de cada ciclo y verifi-
cacion por analisis molecular de las postlarvas estén ayudan-
do a bajar la tasa de prevalencia de enfermedades en los ca-
marones de cultivo.

Otro ejemplo de la posible influencia de buenas practi-
cas de manejo puede observarse en los resultados del analisis
de componentes principales, donde para el Eje 1 existe una
relacion cercana entre Belice y México 2, que pese a diferen-
cias geograficas se caracterizan por una tendencia a la aplica-
cién de sistemas de cultivo intensivo, con secado sanitario de
los estanques de cultivo y campafas de control sanitario apli-
cadas como los analisis de virus que actualmente se realizan
al total de los reproductores.

Finalmente, las diferencias entre la prevalencia de algu-
nas enfermedades como las causadas por epicomensales y
cianobacterias, no estuvieron relacionados con la distribucion
geografica. Los resultados obtenidos en la presente investiga-
cion sobre camarones positivos a enfermedades son importan-
tes para tomar medidas preventivas, y con ellas disminuir el ni-
vel de riesgo de dispersion de enfermedades hacia otras zo-
nas camaronicolas y a las poblaciones silvestres, para preve-
nir mortalidades elevadas con un impacto econémico serio,
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TABLA 1l
PREVALENCIA DE ENFERMEDADES DE CAMARON CULTIVADO POR REGI’ON, EN SIETE PAISES DE LATINOAMERICA
Y VALORES PROMEDIO DE TEMPERATURA (°C), SALINIDAD (UPS) Y OXIGENO DISUELTO (O, mg/L) OBTENIDOS
DE CUATRO MUESTREOS REALIZADOS EN 2008 Y 2009

Region/ Enfermedad Méx1 Méx2 Guate. Belice Hond. Nicar. Venez. Brasil Promedio

WSS 30,0 12,5 25,0 11,3 25,0 26,3 21,7

NHP-S 18,8 15,8 23,8 26,8 18,8 15,0 17,5 16,3 19,1

IHHN 10,0 5,8 7,5 10,0 15,0 11,3 31,3 16,3 13,4

EPICOMENSALES 8,8 23,0 11,3 15,8 11,3 10,8 11,3 12,5 13,1

NHP 8,8 11,3 7.5 8,8 13,8 18,0 8,8 12,5 11,2

IMN 7,5 7,5

ENTERITIS HEMOCITICA 4,3 8,8 10,0 6,3 3,8 2,5 10,0 13,8 7.4

GREGARINAS 7,0 11,8 2,5 1,3 5,0 3,8 8,8 10,0 6,3

TS 6,3 6,3

ESTREPTOCOCOS 5,0 5,0

BP 3,8 3,8

LVNV 2,5 2,5
Promedio 12,5 12,7 12,5 10,3 13,2 11,4 13,4 12,7
Salinidad (ups) 41,5 42,5 38,3 38,5 38,0 38,8 38,0 41,3
Temp C 22,0 23,0 26,3 26,8 27,0 27,0 27,3 27,3
Oxigeno disuelto (mg/L) 4,3 4,6 5,0 4,9 4.4 4.4 3,7 4,3

como lo que ocurrio en la acuacultura de Asia y América [7,
35, 36, 43, 55]. En los camarones de las zonas analizadas se
encontraron los virus: IHHNV, WSSV, TSV e IMNV y la bacte-
ria NHP-B, patdégenos que la OIE, tiene en la lista de enferme-
dades notificables debido a la severidad de los brotes genera-
dos y/o la enfermedad puede llegar y afectar a poblaciones sil-
vestres acuaticas, las cuales merecen proteccion por motivos
economicos y o ecologicos. Debido a que las enfermedades
en animales acuaticos cultivados tienen numerosos origenes
[47, 48, 50] es necesario la realizacion de una evaluacion inte-
gral que abarque la totalidad de los factores que intervienen en
todo el sistema de produccion (mapa epidemiolégico de la re-
gién, clima, manejo de la granja, aguas y laboratorios), para
determinar las causas de las enfermedades, asi como también
se requiere de programas integrales de sanidad con monitoreo
permanente del pais, zona, region y de las granjas donde se
cultivan organismos acuaticos para poder prevenir brotes y fre-
nar la dispersion de patdgenos.

CONCLUSIONES

A partir de muestreos realizados en ocho regiones repre-
sentativas de la actividad camaronicola en Latinomérica se de-
tecto la presencia de 12 enfermedades, que incluye cinco cau-
sadas por patégenos, que la OIE tiene en la lista de enferme-
dades notificables. Tanto en su distribucion y ocurrencia como
con relacién a la prevalencia y grados de severidad se detectd

un alto nivel de variabilidad en funcion de las zonas y periodos
de muestreo.

Tanto WSS como NHP-S se destacaron por su mayor
prevalencia, aunque a diferencia de la primera, NHP-S se re-
gistr6 en todos los muestreos efectuados entre 2008 y 2009 y
WSS no.

De los resultados observados se desprende que algunas
diferencias relacionadas con la prevalencia e incidencia de
ciertas enfermedades dependieron de los factores bibticos y
abidticos inherentes a cada region, su localizaciéon geografica,
fecha de muestreo, medidas sanitarias y de manejo. Sin em-
bargo, las multiples interacciones que se presentan entre
huéspedes, simbiontes y ambiente dentro y fuera del estanque
hacen dificil dar su peso real a cada componente, especial-
mente cuando se pretende relacionar el efecto de éstos con
los resultados en la sobrevivencia o éxito en la produccion,
dado que hace falta considerar de manera especifica el mane-
jo que se proporciona a cada sistema de cultivo.

RECOMENDACIONES

Debido a que las enfermedades en animales acuaticos
cultivados tienen numerosos agentes etioldgicos y a posibles
relaciones comerciales de camaron vivo, fresco, enhielado y
congelado entre los paises que formaron parte del presente
estudio, se recomienda bajar los valores de prevalencia mos-
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trados en este trabajo incrementando el esfuerzo en los pro-
gramas de monitoreo sanitario a fin de disminuir la propaga-
cion de patégenos y sanear la zonas de cultivo de camarén.
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