Capitulo 2.2.3. — Mionecrosis infecciosa

CAPITULO 2.2.3.

MIONECROSIS INFECCIOSA

1. Ambito de aplicacién

A efectos de este capitulo, la mionecrosis infecciosa (MNI) es una enfermedad virica del camarén peneido
causada por el virus de la mionecrosis infecciosa (VMNI) (Lightner et al., 2004; Nibert 2007; Poulos et al., 2006).

2.

Informacion sobre la enfermedad

2.1. Factores del agente

2.1.1. Agente patégeno, cepas del agente

El VMNI es un totivirus. El andlisis filogenético de la secuencia que codifica el gen de la ARN
polimerasa dirigida por ARN (RdRp) sugiere que el VMNI esta mas estrechamente relacionado con el
virus que infecta al parasito Giardia lamblia, que pertenece a la familia Totiviridae (Fauquet et al.,
2005; Lightner 2011; Nibert 2007; Poulos et al., 2006).

Las particulas de VMNI son icosaédricas y miden 40 nm de diametro, con una densidad de flotacion
de 1.366 g mI~1 en cloruro de cesio. El genoma consiste en una Gnica molécula de ARN bicatenario de
7560 pb. La secuenciacion del genoma virico pone de manifiesto dos marcos de lectura abiertos
(ORF) no solapados. El ORF 59 (ORF 1, nucleétidos 136-4953) codifica una posible proteina de unién
al ARN y una proteina de capsida. La region codificadora de la proteina de unién al ARN se sitla en la
primera mitad del ORF 1 y contiene un motivo de unién al ARN bicatenario en los primeros 60
aminoécidos. La segunda mitad del ORF 1 codifica una proteina de cpsida, segun se ha determinado
por la secuenciacion de amino&cidos, con una masa molecular de 106 kDa. El ORF 39 (ORF 2,
nucleétidos 5241-7451) codifica una posible ARN polimerasa dirigida por ARN (RdRp) (Poulos et al.,
2006).

Se han secuenciado los genomas completos de tipos de VMNI de Brasil e Indonesia, y se ha
observado que son idénticas en un 99,6% a nivel de nucledtido (Poulos et al., 2006; Senapin et al.,
2007). El 99,6% de coincidencia en la secuencia gendémica (una informacién puntual sobre la
introduccién de poblaciones de P. vannamei procedentes de Brasil) indica que la enfermedad fue
introducida de Brasil a Indonesia en 2006.

La MNI no es la misma enfermedad que la de la cola blanca del camarén peneido ni que la
enfermedad de la cola blanda de Macrobrachium rosenbergii. Estas dos enfermedades cursan con
signos macroscopicos e histologicos que imitan a la MNI, pero que estan causados por dos tipos de
virus distintos: un nodavirus denominado nodavirus de Penaeus vannamei — NVPv (Tang et al., 2007)
y un nodavirus denominado nodavirus de Macrobrachium rosenbergii - NVMr (véase el capitulo 2.2.7.
Enfermedad de la cola blanca).

2.1.2. Supervivencia fuera del hospedador

Solo se dispone de informacién esporadica. El VMNI es aparentemente mas dificil de inactivar con los
procedimientos clasicos de desinfeccion de los estanques (secado al sol, cloracion, etc.) que otros
virus del camarén peneido, como el VSMB, el VECA, el VST o el VNHHI. Se sospecha cuéles son los
hospedadores reservorios, pero no se ha documentado ninguno de forma definitiva.

2.1.3. Estabilidad del agente (métodos eficaces de inactivacion)

No se dispone de datos.

2.1.4. Ciclo de vida

No aplicable.

2.2. Factores del hospedador
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2.3

2.2.1. Especies hospedadoras susceptibles (nombres comunes y cientificos)

Las principales especies hospedadoras en las que se sabe que el VMNI causa brotes de la
enfermedad y mortalidades es el camaron patiblanco, Penaeus vannamei, en el que la infeccion por el
VMNI puede causar importantes pérdidas en poblaciones de piscifactoria (Lightner et al., 2004; Nunes
et al., 2004). Se han notificado infecciones experimentales por el VMNI en el camarén azul,
P. stylirostris, y en el langostino jumbo, P.monodon, pero no se produjo mortalidad como
consecuencia de la infeccién experimental en esta prueba de laboratorio (Tang et al., 2005).

2.2.2. Fases susceptibles de la vida del hospedador

Los juveniles y los subadultos de P. vannamei, cultivados en agua marina, salobre y salobre de baja
salinidad parecen ser los méas gravemente afectados por la MNI (Lightner, 2011; Lightner et al., 2004;
Nunes et al., 2004; Poulos et al., 2006).

2.2.3. Especies o subpoblaciones predilectas (probabilidad de deteccién)

No se dispone de datos.

2.2.4.  Organos diana y tejidos infectados

Los principales tejidos diana del VMNI son el musculo estriado (esquelético y, con menor frecuencia,
cardiaco), el tejido conjuntivo, los hemocitos y las células parenquimatosas del 6rgano linfoide
(Lightner, 2011; Lightner et al., 2004; Poulos et al., 2006; Tang et al., 2005).

2.2.5. Infeccién persistente con portadores de por vida

Algunos miembros de poblaciones de P. vannamei que sobreviven a infecciones por el VMNI y/o a
epizootias pueden portar el virus de por vida y, aunque no esta cientificamente documentado, se
considera que transmiten el virus a su descendencia verticalmente.

2.2.6. Vectores

No se dispone de datos concretos sobre vectores. Sin embargo, dada su estructura (un virus ARN
bicatenario sin envoltura), es probable que el VMNI siga siendo infeccioso en el intestino y las heces
de las aves marinas que se han alimentado de camarones muertos o moribundos en piscifactorias en
las que se esté teniendo lugar una epizootia de MNI, y que se disemine en el interior de piscifactorias
o entre ellas mediante heces 0 mediante caparazones de camarones regurgitados (Vanpatten et al.,
2004).

2.2.7. Animales acuaticos salvajes portadores o sospechosos de serlo

En el noreste de Brasil se ha notificado esporadicamente la presencia de camarones peneidos
salvajes no inmunes como portadores.

Patron de la enfermedad

Pueden aparecer brotes de MNI con subitas mortalidades altas tras episodios estresantes como una
captura mediante redes, la alimentacién, cambios repentinos en la salinidad o la temperatura, etc., en
juveniles tempranos, juveniles o adultos de P. vannamei en zonas donde el VMNI es enzodtico. Estos
camarones tan gravemente afectados podrian haber estado alimentandose justo antes del inicio del
estrés y podrian tener el intestino lleno. En la fase aguda de la MNI, los camarones presentaran zonas
necroéticas blancas, focales a extensas, en el musculo estriado (esquelético), especialmente en los
segmentos abdominales distales y en el abanico caudal, que pueden necrosarse y enrojecerse en
algunos ejemplares. Los camarones gravemente afectados devienen moribundos y las mortalidades
pueden pasar a ser altas inmediatamente tras un episodio de “estrés” y seguir asi durante varios dias
(Lightner, 2011; Lightner et al., 2004; Nunes et al., 2004; Poulos et al., 2006).

2.3.1. Mecanismos de transmision

Se ha demostrado que el VMNI se transmite entre camarones por canibalismo (Lightner, 2011; Poulos
et al., 2006). Ademas, son probables la transmision por el agua y la transmision vertical del
reproductor a su descendencia. En el caso de la transmision vertical, no se sabe si el mecanismo es
transovarico o por contaminacion de los huevos eclosionados.

2.3.2. Prevalencia

En las regiones donde el virus es enzodtico en poblaciones de P. vannamei de piscifactoria, la
prevalencia del VMNI puede alcanzar el 100% (Andrade et al., 2007; Nunes et al., 2004).
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2.3.3. Distribucién geografica

Se ha notificado en el noreste de Brasil (Andrade et al., 2007; Lightner et al., 2004; Nunes et al., 2004;
Poulos et al., 2006) y el sureste asiatico, incluido el este de la isla de Java (Senapin et al., 2007). Un
informe mas reciente documenta MNI en el oeste de Java, Sumatra, Bangka, el oeste de Borneo, el
sur de Sulawesi, Bali, Lombok y Sumbawa (Sutanto, 2011). Existen informes no oficiales y
esporadicos referentes a otros paises del sureste asiatico.

2.3.4. Mortalidad y morbilidad

Las mortalidades de la MNI oscilan entre el 40 y el 70% en P. vannamei de piscifactoria, y los indices
de conversion (IC) de las poblacioens infectadas aumentan, pasando de valores normales de ~ 1,5 a
4,0 o superiores (Andrade et al., 2007).

2.3.5. Factores ambientales

Los efectos de la temperatura y la salinidad se consideran factores probables de predisposicién a los
brotes de la enfermedad, pero no se dispone de datos experimentales (Nunes et al., 2004).

2.4. Control y prevencién

2.4.1. Vacunacion

No se dispone de “vacunas” eficaces contra la MNI.

2.4.2. Tratamiento con sustancias quimicas

No se conocen agentes terapéuticos eficaces contra la MNI.

2.4.3. Inmunoestimulacién

No se dispone de datos.

2.4.4. Seleccion genética a favor de la resistencia

Existen informes puntuales de que algunas de las lineas de P. vannamei escogidas dan mejor
supervivencia y rendimiento de cultivo en las piscifactorias en que la MNI es enzodtica. Durante un
estudio de laboratorio controlado de 20 dias de duracion en el que se expuso experimentalmente a los
camarones al VMNI, se observé que algunas lineas domesticadas de P. vannamei sobrevivian mejor
que otras (White-Noble et al., 2010).

2.4.5. Repoblacion con especies resistentes

Aungue no hay ningun informe publicado, algunas piscifactorias de camarones de Indonesia han
pasado a criar P. monodon y P. stylirostris porque en un estudio preliminar de laboratorio se ha
observado que estas especies son potencialmente mas resistentes a la MNI que P. vannamei (Tang
et al., 2005).

2.4.6. Agentes bloqueantes

No se dispone de datos.

2.4.7. Desinfeccion de huevos y larvas

Aunque se considera que el VMNI se transmite verticalmente (por via transovarica), no existen
informes publicados que documenten esta via de transmision. La desinfeccion de huevos y larvas
(Chen et al., 1992) es una buena practica de manejo recomendada para reducir la posible transmision
de varias enfermedades de los camarones peneidos de la hembra a sus huevos o larvas, y dicha
practica puede reducir la contaminacion de huevos eclosionados y las posteriores larvas con el VMNI.

2.4.8. Practicas generales de manejo

Se han aplicado ciertas practicas de manejo con éxito a la prevencion de las infecciones por el VMNI y
de la MNI en piscifactorias de camarones. La mas destacada ha sido la aplicacion de la reaccion en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) como prueba de pre-cribado de
reproductores criados en estanques y/o de sus huevos eclosionados/larvas nauplias, con el fin de
desechar los que sean positivos al virus (Andrade et al., 2007). Se ha observado que el descanso y la
repoblacién con poblaciones de P. vannamei libres del VMNI de las piscifactorias o regiones enteras
de cultivo afectadas, junto con el desarrollo de reservas de camarones P.vannamei libres de
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patégenos especificos (SPF) mas adecuadas para las condiciones locales de cultivo es la practica de
manejo que mejor funciona para la prevencion y control de otras enfermedades viricas de los
camarones, y debe ser aplicable al control y la prevencion de la MNI (Lee & O'Bryen, 2003; Lightner,
2005; Lightner et al., 2009; Moss & Moss, 2009).

Obtenciéon de muestras

3.1. Eleccién de ejemplares

Los ejemplares adecuados para las pruebas de deteccion de la infeccion por el VMNI basadas en métodos
moleculares (como la RT-PCR, la RT-PCR anidada, la qRT-PCR, etc) son las postlarvas (PL), los juveniles
y los adultos. Aunque el VMNI puede infectar a cualquier estadio de la vida del hospedador, la gravedad de
la infeccion, y por tanto la carga virica, puede ser inferior a los limites de deteccion en huevos eclosionados
y en los estadios larvarios, de modo que estos estadios de vida pueden no ser muestras adecuadas para la
deteccion del VMNI o la certificacion de ausencia de MNI.

3.2. Conservacién de las muestras para su envio

Para conocer los datos sobre la histologia o los métodos moleculares sistematicos, o sobre las
recomendaciones en cuanto a la conservacion de las muestras para cada prueba, véase el Capitulo 2.2.0.

3.3. Combinacién de varias muestras

Las muestras que se toman para pruebas moleculares pueden combinarse convirtiéndolas en muestras
compuestas que representen no mas de cinco ejemplares de juveniles, subadultos o adultos cada una. Sin
embargo, en el caso de los huevos, las larvas y las PL, para obtener una cantidad de muestra suficiente
(&cido nucleico extraido) como para llevar a cabo un ensayo diagnoéstico tal vez sea necesario poner en
comun cantidades mayores de ejemplares (como ~150 o més huevos o larvas, o 50-150 PL en funcion de
sus tamarfos/edades). Véase también el Capitulo 2.2.0

3.4. Organos y tejidos de eleccién

Los principales tejidos afectados en la fase aguda de la infeccion por el VMNI son el musculo estriado
(musculo esquelético y, con menor frecuencia, el misculo cardiaco), los tejidos conjuntivos, los hemocitos y
las células parenquimatosas del tabulo del érgano linfoide. En las infecciones crénicas, el 6rgano linfoide
podria ser el principal tejido afectado.

Pueden tomarse muestras de hemolinfa o pleépodos extirpados y utilizarse cuando sean necesarias
pruebas no letales en reproductores de alto valor.

3.5. Muestras/tejidos que no son adecuados

El VMNI es un virus sistémico, y no se replica en tejidos entéricos (como el hepatopancreas, el intestino
medio ni sus ciegos). Asi, los tejidos entéricos no constituyen muestras adecuadas para la deteccion de
infeccion por el VMNI.

Métodos de diagnéstico

4.1. Métodos de diagnéstico de campo

4.1.1. Signos clinicos

Los signos clinicos solo permiten diagnosticar, de forma provisional, la MNI en fase aguda. En el
apartado 4.2 se ofrece una descripcion de los signos clinicos macroscépicos que presentan los
camarones con MNI en fase aguda.

4.1.2. Alteraciones del comportamiento

Solo presentan cambios de comportamiento los camarones con MNI en fase aguda. Lo habitual es
que los camarones gravemente afectados presenten letargo durante o poco después de episodios
estresantes, como la captura mediante redes, la alimentacion, cambios repentinos en la temperatura
del agua, reducciones subitas en la salinidad del agua, etc. Los camarones gravemente afectados
pueden haber estado comiendo justo antes del inicio del estrés y a menudo tienen el intestino lleno.
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4.2. Métodos clinicos

4.2.1. Anatomopatologia macroscépica

Los camarones que se encuentran en la fase aguda de la MNI presentan zonas necroticas blancas,
focales a extensas, en musculos estriados (esqueléticos), sobre todo en los segmentos abdominales
distales y en el abanico caudal, que pueden necrosarse y enrojecerse en algunos ejemplares. Estos
signos pueden aparecer sUbitamente tras episodios de estrés (como la captura mediante redes, la
alimentacién y cambios repentinos en la temperatura o la salinidad). Estos camarones tan gravemente
afectados podrian haber estado alimentandose justo antes del inicio del estrés y podrian tener el
intestino lleno. Los camarones gravemente afectados devienen moribundos y las mortalidades pueden
pasar a ser altas instantAneamente y seguir asi durante varios dias.

La exposicion de los 6rganos linfoides (OL) pares mediante una simple diseccién permitira observar
gue estan hipertrofiados y que llegan a medir 3 a 4 veces su tamafio normal (Lightner et al., 2004;
Poulos et al., 2006).

4.2.2. Bioquimica clinica

No aplicable.

4.2.3. Anatomopatologia microscépica

Tanto en la fase aguda como en la crénica, se puede establecer un diagnostico provisional de la MNI
utilizando métodos histolégicos (Bell & Lightner, 1988; Lightner, 2011; Lightner et al., 2004; Poulos et
al., 2006). Sin embargo, las lesiones de los musculos estriados y los OL no son patognoménicas de la
MNI. La enfermedad de la cola blanca del camardn peneido, causada por el nodavirus NVPv, imita la
MNI (Tang et al., 2007). Por ello, para confirmar un diagnostico de MNI puede ser necesaria
informacién diagnéstica obtenida de otras fuentes (como los antecedentes, los signos macroscépicos,
la morbilidad, la mortalidad o los resultados de la RT-PCR).

Mediante histopatologia, utilizando cortes incluidos en parafina y tefiidos con hematoxilina y eosina
(H/E) de la forma habitual (Bell & Lightner, 1988), se puede observar en cortes tisulares de camarones
infectados por MNI en fase aguda una mionecrosis que consiste en una necrosis coagulativa
caracteristica en las fibras del musculo estriado (esqueléticas), a menudo con un edema considerable
entre las fibras musculares afectadas. Algunos camarones pueden presentar una combinacion de
lesiones agudas y mas antiguas. En estos ejemplares, las fibras musculares afectadas parecen pasar
de una necrosis por coagulacion a una necrosis por licuefaccion, que cursa con un infiltrado moderado
y acumulacion de hemocitos. En las lesiones méas avanzadas, los hemocitos y las fibras musculares
inflamadas quedan reemplazados por una matriz laxa de fibrocitos vy fibras de tejido conjuntivo que
estan intercaladas con hemocitos y focos de fibras musculares (presuntamente) en regeneracion
(Lightner et al., 2004; Poulos et al., 2006).

Una hipertrofia considerable del OL causada por acumulaciones de esferoides en el 6rgano linfoide
(EOL) es una lesién muy frecuente en los camarones con lesiones derivadas de la MNI en fase aguda
o crénica. A menudo se observan muchos EOL ectépicos en otros tejidos no cercanos al cuerpo
principal del OL. Las localizaciones frecuentes de los EOL ectdpicos son el hemocele, las branquias,
el corazén, las proximidades de los tlbulos de la glandula antenal y el corddn nervioso ventral
(Lightner et al., 2004; Poulos et al., 2006).

4.2.4. Preparaciones himedas

Las muestras de muisculo esquelético u OL afectados preparadas mediante el método de
aplastamiento, tefiidas o no, pueden revelar anomalias. El musculo esquelético preparado mediante
aplastamiento y examinado con microscopia éptica de contraste de fases o de campo oscuro puede
poner de manifiesto una pérdida de las estriaciones normales. Tal vez también se observe una
fragmentacion de fibras musculares. Los aplastamientos del OL ponen de manifiesto la presencia de
considerables acumulaciones de masas esféricas de células (EOL) entre tlbulos normales del OL.

4.2.5. Frotis

No aplicable.

4.2.6. Cortes fijados

Véase el apartado 4.2.1.

4.2.7. Microscopia electrénica/citopatologia
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No aplicable a efectos de diagndstico.
4.3. Métodos de deteccion e identificacion del agente patégeno

4.3.1. Métodos directos de deteccion
4.3.1.1. Métodos microscépicos
4.3.1.1.1. Preparaciones himedas

Véase el apartado 4.2.4.

4.3.1.1.2. Frotis

Véase el apartado 4.2.5.

4.3.1.1.3. Cortes fijados
Véanse los apartados 4.2.3y 4.2.6.

4.3.1.2.  Aislamiento e identificacion del agente
4.3.1.2.1. Cultivo celular/medios artificiales

Ninguno conocido hasta ahora.

4.3.1.2.2. Métodos de deteccion del antigeno basados en anticuerpos

Se han desarrollado anticuerpos monoclonales (MAb) contra la proteina de la capsida del VMNI
(Kunanopparat et al., 2011). Se desarrollaron tres MAb, y cuando se utilizaron combinados,
proporcionaron una mejor sensibilidad que ninguno de los tres MAb por separado. Sin embargo, la
sensibilidad fue unas 10 veces mas baja que la de un ensayo de RT-PCR simple utilizando la
misma muestra.

4.3.1.2.3. Técnicas moleculares

Existen métodos publicados de deteccién molecular del VMNI mediante hibridacion in-situ (ISH),
RT-PCR anidada y RT-PCR en tiempo real (q) cuantitativa (Andrade et al., 2007; Poulos et al.,
2006; Tang et al., 2005). Asimismo, se dispone de un kit comercial de RT-PCR anidada para la
deteccién del virus. Todas las PCR han demostrado ser especificas del VMNI.

Dado que la sensibilidad de la RT-PCR anidada y en tiempo real es superior a la de otros métodos
diagndsticos disponibles actualmente, y se acerca a un limite de deteccion de 10 copias de
genoma virico, estas pruebas son las de referencia para la deteccién del VMNI (Andrade et al.,
2007; Poulos et al., 2006).

Sonda de ADN para la deteccion del VMNI mediante ISH

Se ha creado una genoteca de ADNc a partir de ARN extraido de VMNI purificado. Se prepara una
sonda de ADN para ISH especifica del VMNI a partir del clon IMNV-317 mediante PCR marcando
con digoxigenina-11-dUTP (DIG). Los cebadores utilizados para la amplificacién de la sonda de 993
pb son IMNV993F (5-AAC-ACA-AAA-TCT-GCC-AGC-AA-3") y IMNV993R (5-CCC-AAC-CAC-
CCA-AAT-TCA-TA-3’) y generan un amplicon de 993 pb. Tras la PCR, la sonda de ADN marcada
con DIG de 993 pb se precipita con etanol, se resuspende en agua y se guarda a -20 °C hasta que
se utiliza. El procedimiento de la ISH para esta sonda sigue los métodos descritos por Tang et al.
(2005) para la deteccion del VMNI.

RT-PCR para la deteccién del VMNI

Se desarrollé un método de RT-PCR para la deteccion del VMNI utilizando dos grupos de
cebadores que producen un amplicén de un paso de 328 pb y un amplicén de dos pasos de 139 pb.
La PCR de un solo paso puede detectar el VMNI cuando la muestra contiene a partir de 100 copias
de su genoma, mientras que la PCR de dos pasos puede detectar el VMNI incluso cuando la
muestras solo contiene 10 copias de su genoma (Poulos & Lightner, 2006).

Puede aislarse ARN virico utilizando cualquier kit comercial de aislamiento de ARN. La cantidad de
tejido necesaria dependera del kit escogido (es decir, el kit de extraccion de ARN Qiagen y el kit de
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purificacion de ARN Promega y Roche recomiendan utilizar 25-50 mg de tejido?). En funcion del kit
utilizado, el volumen de elucién varia; asi, para los kits de Roche y Qiagen, asi como para el kit de
extraccion de Promega para aislamiento de ARN de bajo volumen de elucién, es de 100 pl. En el
caso del kit de extraccion de Promega para aislamiento de ARN de alto volumen de elucién, es de
500 pl. EI ARN extraido debe mantenerse a -20°C antes del andlisis, pero en el caso de
almacenajes a largo plazo el ARN debe almacenarse a -70°C.

A continuacién se resume el método a seguir tras la extracciéon del ARN:

Moldes de ARN:
1. Tejido congelado o fijado en etanol (pledpodos, cefalotérax, musculo)
2. Hemolinfa (menos sensible que cuando se utilizan otros tejidos)

Mezcla de reaccion de la RT-PCR (enzima rTth de Applied Biosystems rTth y Tampon EZ 5x
#N808-0178):

25 pl de mezcla
Reactivo de reaccion Concentracion final
H,O DD 6,5 pl —
Tampén 5x EZ 5,0 pl 1x
Mezcla de dNTP (cada una a
una concentracion 10 mM) 3,0 ul 300 pmol de cada
Cebador F (100 ng pi-1) 1,0 pl 0,62 umol
Cebador R (100 ng pl~1) 1,0 ul 0,62 pmol
Mn(Oac), (25 mM) 2,5 ul 2,5 mmol
Enzima rTth (2,5 U pi1) 1,0l 0,1U urt
Moldel 1-5 pl 1-50 ng de ARN total

1EI molde debe hervirse durante 3 minutos y ponerse sobre hielo justo antes de afadirlo a la
mezcla de reaccion.

Parametros de ciclado de la RT-PCR:

Cebadores Temperatura (°C) Tiempo Ne ciclos | Amplicén
60, 95 30 minutos, 2 minutos 1
4587F/4914R 95, 60 45 segundos, 45 segundos 39 328 pb
60 7 minutos 1
Reaccion de la PCR anidada (Perlas Taq listas para usar, de Amersham Biosciences #27-
9558-01):
Reactivo 25 pl de mezcla de reaccién | Concentracién final
H,O DD 22,5 ul -
Cebador NF (100 ng plIh 1,0u 0,465 umol
Cebador NR (100 ng pI-h 1,0ul 0,465 umol
Molde? 0,5 pl Z

2E| molde para la reaccion anidada es el producto de la reaccion del primer paso

Parametros de ciclado de la PCR anidada:

1 La mencion de productos comerciales especificos como ejemplos no implica su aprobacién por parte de la OIE. Esto es
applicable a todos los productos comerciales mencionados en este Manual Acuatico.
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Cebadores Temperatura (°C) Tiempo Ne ciclos | Amplicon
95 2 minutos 1
4725 NF/4863 NR 95, 65, 72 30 segundos, 30 segundos, 30 segundos 39 139 pb
72 2 minutos 1

Secuencias de los cebadores:

Cebador Secuencia (5" a 3') Tamaiio del amplicén Ref.
4587F | CGA-CGC-TGC-TAA-CCA-TAC-AA 328 pb Poulos & Lightner, 2006
4914R | ACT-CGG-CTG-TTC-GAT-CAA-GT P

4725 NF GGC-ACA-TGC-TCA-GAG-ACA 139 ob

4863 NR | AGC-GCT-GAG-TCC-AGT-CTT-G P

RT-PCR cuantitativa (en tiempo real) para la deteccion del VMNI

Se ha desarrollado un método de gRT-PCR en tiempo real para la deteccion y la
cuantificacion del VMNI en tejido de camardn. Este método permite detectar el virus con
apenas 10 copias de ARN del VMNI por pl de ARN total (Andrade et al., 2007). A
continuacion se resume, segln esta publicado.

Se utiliza el programa Primer Express (Applied Biosystems) para contribuir al disefio de los
cebadores para PCR y de una sonda TagMan a partir de la regién del ORF 1 del genoma del
VMNI (nimero de acceso de GenBank AY570982) (Andrade et al., 2007; Poulos et al., 2006).
Los cebadores IMNV412F (5-GGA-CCT-ATC-ATA-CAT-AGC-GTT-TGC-A-3’) y IMNV545R
(5'-AAC-CCA-TAT-CTA-TTG-TCG-CTG-GAT-3") producen un fragmento de 134 pb. Se
sintetiza la sonda TagMan, MNVp1 (5-6FAM-CCA-CCT-TTA-CTT-TCA-ATA-CTA-CAT-CAT-
CCC-CGG-TAMRA-3'), que corresponde a los nucleotidos 467-500, y se marca con los
colorantes fluorescentes 5-carboxifluoresceina (FAM) en el extremo 5, y con N,N,N’,N'-
tetrametil-6-carboxirodamina (TAMRA) en el extremo 3'. Se amplifican fragmentos del
genoma del VMNI mediante un sistema de deteccion de secuencia ABI GeneAmp 5700 con
mezcla madre para RT-PCR de un solo paso TagMan (Applied Biosystems). Antes de llevar a
cabo la RT-PCR en tiempo real, el ARN extraido se hierve a 100 °C durante 5 minutos para
desnaturalizar el ARN bicatenario y a continuacion se sitlla sobre hielo. La mezcla de
reaccion contiene 1 pl de la muestra de ARN, 12,5 pl de mezcla madre TagMan (2x), 0,625 pl
de mezcla Multiscribe (40x), 300 nmol de cada uno de los dos cebadores, el directo y el
inverso y 200 nmol de sonda TagMan en un volumen final de 25 pl. Los parametros del ciclo
de la RT-PCR son los siguientes: 30 minutos a 48 °C y 10 minutos a 95 °C seguidos de 40
ciclos de 15 segundos a 95 °C y 1 minuto a 60 °C. El nimero de copias de ARN del VMNI de
las muestras se determina utilizando diluciones seriadas de un estandar sintético de ARN
(véase abajo) y el programa informatico de deteccioén de secuencia Gene Amp 5700.

Para generar un estandar de ARN para el ensayo de RT-PCR en tiempo real, se utilizan los
cebadores IMNV218F y IMNV 682R (5'-GCT-GGA-CTG-TAT-TGG-TTG-AG-3’ y 5'-AAC-CAA-
GTT-CTT-CTT-CTC-CAG-TT-3', respectivamente), con el fin de generar un amplicon de 464
pb a partir del genoma del VMNI. El producto de la RT-PCR se lava utilizando un kit QIAuick
PCR Purification (Qiagen). A continuacion, se ligan los fragmentos al pGEM-T Easy Vector y
se transforman en células de Escherichia coli IM109 (Promega). Se confirma un plasmido
recombinante, p IMNV -1, mediante secuenciacion. A continuacion, p IMNV -1 se linealiza
mediante digestion con Pstl y se utiliza como molde para una transcripcién in-vitro con la
ARN polimerasa T7. Se utiliza un total de 1 pug de plasmido en una reaccion de 50 pl a 37 °C
durante 2 horas, seguida de una digestion con ADNasa | a 37 °C durante 30 minutos. La
sintesis de estandar de ARN se confirma mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
gue contenga bromuro de etidio. El estandar de ARN se limpia utilizando un kit de purificacion
Qiaquick PCR, se cuantifica mediante un espectrofotémetro y se guarda a -70 °C.

4.3.1.2.4. Purificacion del agente patégeno

Se ha purificado el VMNI de tejido de camardn infectado mediante centrifugacion por gradiente de
densidad (Poulos et al., 2006). Sin embargo, la purificacion del agente del tejido infectado no es un
método recomendado a efectos de diagnostico.

4.3.2.

Métodos seroldgicos

No son aplicables porque los camarones son organismos invertebrados que no producen anticuerpos
especificos que pudieran utilizarse para revelar la infeccién por el VMNI o la exposicion al virus.
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5. ldoneidad de las pruebas para cada uso previsto

Los métodos actualmente disponibles para la vigilancia, la deteccion y el diagnéstico de la Mionecrosis infecciosa
se detallan en la Tabla 5.1. Las denominaciones utilizadas en la Tabla indican: a =el método es el recomendado
por razones de disponibilidad, utilidad y especificidad y sensibilidad de diagnostico; b= el método es estandar,
con buena sensibilidad y especificidad de diagnostico; c= el método tiene aplicacion en algunas situaciones, pero
el coste, la precision u otros factores limitan seriamente su aplicacion; y d= el método no se recomienda
actualmente para este fin. Esta clasificacion es de alguna forma subjetiva, ya que la idoneidad implica cuestiones
de fiabilidad, sensibilidad, especificidad y utilidad. Aunque no todas las pruebas incluidas en las categorias a o b
se han sometido a estandarizacion y validacion formales, su naturaleza sistemética y el hecho de que se hayan
usado generalmente sin resultados dudosos las hace aceptables.

Tabla 5.1. Métodos de vigilancia especifica y diagnéstico

Método Vigilancia dirigida D;?:a';?;t‘::lo cl?)i:fgi:n(::iicv(:)
Larvas PL Juveniles Adultos
Signos macroscoépicos d d c c c d
Bioanalisis d d c c c c
MO directa d d c c c c
Histopatologia d d b b a c
ME de transmisién d d d d d d
s basdon o [o] o [ o] - ;
Sondas de ADN (ISH) d d a a a a
RT-PCR anidada a a a a a a
qRT-PCR d c a a a a

PL = postlarvas; MO = microscopia 6ptica; ME = microscopia electrénica; PCR = reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa.

6. Prueba(s) recomendada(s) para la vigilancia dirigida destinada a declarar la ausencia de
mionecrosis infecciosa

Como se ha indicado en la Tabla 5.1, la RT-PCR anidada (Apartado 4.3.1.2.3) es el método recomendado para
la vigilancia especifica por motivos de disponibilidad, utilidad y sensibilidad y especificidad diagnésticas.

Al estudiar episodios de mortalidad aguda como parte de un programa de vigilancia especifica, poner de
manifiesto mediante histologia lesiones caracteristicas del musculo estriado inducidas por el VMNI y la extrema
hipertrofia del OL causada por la formaciéon de EOL (con o sin confirmacion mediante ISH con sondas de ADN
especificas del VMNI) constituye un método adecuado (Tabla 5.1). La aparicion de una mortalidad considerable
permite diferenciar la MNI de la enfermedad de la cola blanca de los peneidos causada por el NVPv, en la que
los signos macroscopicos y la histopatologia son muy similares a los de la MNI (Tang et al., 2007).

7. Criterios de diagndstico confirmativo

7.1. Definicion de caso sospechoso

Un caso es sospechoso cuando cursa con mortalidades altas repentinas, normalmente tras episodios de
estrés, como las capturas mediante redes, la alimentacion, cambios sibitos en la salinidad o temperatura
del agua, etc., en juveniles tempranos, juveniles o adultos de P. vannamei en regiones donde el VMNI es
enzodtico, o bien donde ha tenido lugar la introduccién de P. vannamei procedente de regiones o paises
infectados. Los camarones tan gravemente afectados podrian haber estado ingiriendo alimento justo antes
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del inicio del estrés y podrian tener el intestino lleno, y los camarones que se encuentran en la fase aguda
de la MNI presentardn zonas necroéticas blancas focales o extensas en musculos estriados (esqueléticos),
sobre todo en los segmentos abdominales distales y en el abanico caudal, que puede necrosarse y
enrojecerse en algunos ejemplares. Los camarones gravemente afectados devendran moribundos y las
mortalidades pueden dispararse instantaneamente y seguir muy altas durante varios dias. La exposicion del
OL par mediante una sencilla diseccion permitira observar que esta hipertrofiado y que llega a medir 3 a 4
veces su tamafio normal.

7.2. Definicion de caso confirmado

Un caso esta confirmado cuando se obtiene un resultado positivo en cualquier combinacién de una prueba
molecular (PCR o ISH) y una morfolégica (histologia) utilizando al menos dos de los siguientes tres
métodos:

. Observacion histoldgica de lesiones diagndsticas causadas por el VMNI en fase aguda, de transicién o
crénica en los musculos estriados y/o en el OL.

. Sefial de la ISH positiva (con sonda de ADNc especifica del VMNI) para las lesiones propias del VMNI
en fibras necréticas de muasculo estriado, o bien para EOL en los 6rganos linfoides de camarones con
infecciones por el VMNI en fase de transicidn o crénica en cortes histolégicos.

. Resultado positivo para el VMNI en la RT-PCR simple o anidada, o bien en la RT-PCR en tiempo real.
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NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OIE para la Mionecrosis infecciosa (puede consultarse en la Tabla
del final de este Manual Acuético o en la pagina web de la OIE: www.oie.int).
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