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Resumen

Los portadores asintoméaticos, del virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética in-
fecciosa (IHHNV), de Litopenaeus vannamei pueden ser utilizados para el estudio del virus, ob-
tener camarones resistentes al IHHNV o en la produccion de vacunas en contra del virus. El ob-
Jetivo del presente trabajo fue evaluar la presencia y transmisibilidad de el virus IHHN de cama-
rones L. vannamet positivos asi como determinar la influencia de dos concentraciones salinas
en la expresion de la enfermedad. Seis grupos de 30 camarones libres del virus IHHN fueron
inoculados con un homoegeneizado proveniente de camarones asintomaticos, positivos para el
virus. Seis grupos de 30 camarones libres del virus se utilizaron como control. El estudio serea-
lizé a 32 y 46 UPS. El bioensayo se realiz6 durante 5 semanas. Se analizaron muestras de hemo-
linfa, tejido y homogeneizado del cuerpo para la deteccion de IHHNV por hibridacion con dot
blot y PCR. Todos los camarones controles fueron negativos para IHHNV, En los camarones ino-
culados, €l 100% y el 95% de las muestras de hemolinfa fueron positivas por la técnica de “dot
blot” y de PCR, respectivamente, a partir de la primera semana. En el caso de las muestiras de te-
jido ninguna mostré resultados positivos por la técnica de dot blot, sin embargo el 75% fue posi-
tivo para PCR. Las muestras de homogeneizado presentaron positividad en el 35 y el 91% por
las técnicas de “dot blot” y PCR, respectivamente. No se observo efecto de la salinidad en la ex-
presion de los sintomas de la enfermedad. Se propone el uso de la hemolinfa con el método de
hibridacién en “dot blot”, como método mas eficiente para la deteccion de IHHNV. En las mues-
tras de homogeneizado y tejido la deteccion con PCR resuité ser mas efectiva.
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Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis
(IHHN) virus transmission in Litopenaeus vannamei:
Salinity influence in disease expression

Abstract

Asymptomatic infectious hypodermal and hematopoietic virus (IHHNV) Litopenaeus va-
nnamet carriers can be used to study the virus, obtain resistant shrimp for IHHNV, and develop
avaccine against the virus, The principal aim of this study was to verify the presence and trans-
missibility of IHHNV from positive asymptomatic L. vannamei and the salinity influence in the
disease’s expression. Six groups of 30 IHHNV-free shrimp were inoculated with a cell-free ho-
mogenate made from the asymptomatic shrimp. Six other groups of 30 IHHNV-free shrimp were
used as a control. The study was run at 32 and 46 PSU for 5 weeks. Hemolymph (H), tissue (1),
and total body homogenate (HO) samples were analyzed for IHHNV by dot blot and PCR. All
non-injected control shrimp were negative for IHIINV by both methods. In exposed shrimp,
100% and 95% of hemolymph samples were found positive by dot blot and PCR, respectively,
starting at week 1. In contrast, none of the tissue samples showed positive results by dot blot
hybridization and only 75% were positive by PCR. For homogenate samples 35% were positive
using dot blot and 91% with PCR. Salinity had no effect. Neither exposed nor control shrimp
exhibited clinical diseases symptoms. The use of hemolymph with dot blot hybridization is pro-
posed as the preferred method for detecting IHHNV; however homogenate samples with PCR de-
tection may be used when hemolymph sampling is not possible.

Key words: IIHNV; Lifopenaeus; salinity; shrimp, transmission.

Introduccion Dentro de los virus identificados como
agentes patégenos de camarones peneidos,
el virus de la necrosis hipodérmica y hema-
topoyética infecciosa (IHHNV) es una de las
principales causas de enfermedad en el cul-
tivo de este grupo de camarones (4,5).
IHHNV es un parvovirus, con forma icosaé-
drica, el cual contiene en su genoma ADN de
cadena sencilla, de aproximadamente 4,1
Kb (6). Este virus infecta el cultive de Lifope-
naeus vannamet y Litopenaeus stylirostris,
asi como otras poblaciones de peneidos en el
pactfico (7, 8).

Uno de los principales problemas en el
futuro del cultivo de camarones son las en-
fermedades, en particular aquellas causa-
das por los virus. El control y erradicacién
de los patogenos de la industria camaronera
garantiza en gran medida el crecimiento de
ta misma {1). Tres variables han sido relacio-
nadas con los brotes de enfermedades infec-
ciosas: la presencia del organismo patoge-
no, un huésped susceptible y una condicién
ambiental predisponente (2).

A nivel mundial, ha sido reportado un
niunero considerable de enfermedades de
naturaleza infecciosa asociadas a virus y
bacterias; encontrandose las de etiologia
viral como las de mayor incidencia en el
continente asiatico (3) y siendo también re-
portadas en regiones del continente ameri-
cano {4).

En L. vannamel, IHHNV causa una in-
feccidn crénica no-letal (9), siendo asociado,
bajo clertas condiciones ambientales, como
agente etioldgico del sindrome de deformi-
dad del rostro (SDR) en esta especie (10).
Igualmente, es posible encontrar L. vanna-
meiinfectado con IHHNV sin desarrollar nin-
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gan sintoma de la enfermedad (11) convir-
tiéndolo en un portador asintomatico. La lle-
gada y diseminacién del IHHNV a paises
donde se esta desarrollando la industria ca-
maronera, a través de portadores asintoma-
ticos, y la habilidad de IHHNV de infectar di-
ferentes especies de camarones penecidos
han contribuido al desarrollo de la enferme-
dad (11, 12). Elvirus ha sido asociado a dife-
rentes portadores incluyendo la aves (13).
En Estados Unidos, se haimpuesto la detec-
¢ion del IHHNV como una medida de erradi-
cacion del virus en ese pais y con el proposi-
to de desarrollar un programa de cultivo de
camaron libre de patdgenos (1) por lo que su
transmisibilidad es importante a fin de erra-
dicar o controlar este microorganismo.

Diferentes técnicas han sido utilizadas
con el fin de detectar el virus en camarones
incluyendo técnicas tradicionales y conven-
cionales, asi como de biologia molecular, ta-
les como hibridaciéon y PCR con el uso de
sondas genéticas, las cuales proveen resul-
tados rapidos y seguros (14}, Actualmente,
algunas otras técnicas como la PCR de tiem-
po real se estan desarrollando con el prop6-
sito de incrementar la sensibilidad y especi-
ficidad en la deteccién del IHHNV (15, 16)

El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar la transmisibilidad del virus IHHN en
camarones L. vannamei positivos para el vi-
rus, a camarones sanos utilizando diferen-
tes técnicas de deteccion y variabilidad en
las concentraciéon salina utilizada para el
cultivo del camardnm,

Materiales y Métodos

Preparacion de los acuarios. Se utiliza-
ron 12 acuarios de vidrio de 90 litros cada
uno. Seis de los acuarios fueron llenados
con agua a salinidad 32 UPS y los otros seis
con salinidad de 46 UPS. Todos los acuarios
fueron equipados con piedras de aireacion y
mantenidos a femperatura ambiente, En
cada acuario se colocaron 30 animales con
un peso promedio de 3,55 g + 1,2 g los cua-
les, utilizando las técnicas de dot blot y PCR,

arrojaron resultados negativos para la pre-
sencia de IHHNV. Los animales se alimenta-
ron dos veces al dia con una dosis de 4% del
peso seco por dia, con alimento estandar
para camarones.

Extractos del virus. El inéculo viral se
prepard a partir de carcasas frescas de ca-
marones de L. vannamet, los euales habian
dado resultados positivos para el IHHNV, se-
guan las téenicas de hibridacién in situ, dot
blot y PCR. El homogenecizado fue obtenido
licuando el cuerpo del camarén en solueion
salina al 0,75% (1:1 p/v), posteriormente se
centrifugd a 2300 xg durante 20 min, El so-
brenadante se filiré a través de una mem-
brana de 0,22 pm y se guardé a -70°C para
estudios posteriores (17).

Inoculacion. Los camarones de tres de
los acuarios de los dos tratamientos de sali-
nidad, fueron inyectados intramuscular-
mente, en el segundo o tercer segmento ab-
dominal, con el extracto del virus, utilizando
una inyectadora de 1 mlL. Cada animal reci-
bid aproximadamente (,03 mL de inéculo.
Una vez inoculados, los animales fueron re-
gresados al acuario y no se realizaron inyec-
clones posteriores; de esta manera, cada
animal recibié una sola inyeccién. Los ani-
males de los otros tres acuarios, de cada tra-
tamiento, fueron utilizados como control.

Duracion del bioensayo, El experimento
fue realizado durante cinco semanas. En las
semanas 1, 2 y 3 se colectaron seis animales
al azar de cada acuario. Posteriormente, los
animales restantes de cada tratamiento fue-
ron colocados todos juntos en uno de los
tanques de cada tratamiento, tomando las
muestras finales a la quinta semana.

Preparacion de muestras. La hemolinfa
{H) se obtuvo a partir del seno ventral de los
camarones utilizando una jeringa de tuber-
culina recubierta en su interior con solucion
de citrato de sodio al 1%, para prevenir la
coagulacion. El homogeneizado (HO) se pre-
pard de igual forma que el extracto del virus.
La muestra de tejido (T) se realizd maceran-
do el cuerpo completo de los animales.
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Deteccidn del virus IHHN

Hibridacion. Las muestras fueron ana-
lizadas para la deteccion del IHHNV segun el
kit dot blot ShrimProbe-THHNV {DiagXotics,
Wilton, CT, USA). Se utilizé 1 pl. de la mues-
tra, la cual fue fijada colocando las membra-
nas en un microondas durante 5 min. Poste-
riormente, la membrana fue tratada como
se especifica en el kit,

Extraccién de ADN y PCR, E1 ADN fue ex-
traido utilizando e} kit para aislamiento de
acidos nucleicos para PCR y Southern blo-
tting (Boehringer, Pensilvania, USA), segui-
do por la amplificacién en cadena de la poli-
merasa (PCR) utilizando el kit Ready to go™
PCR beads (Amershan Pharmacia Biotech}.
El producto del PCR fue analizado utilizando
10 yl. en geles de agarosa al 1% con buffer
TAE. Las muestras se consideraron positi-
vas al mostrar una banda de 1,6 Kbp (18}

Resultados y Discusién

Se analizaron muestras de hemolinfa
(40}, tejido (40) y homogeneizado (40) de ca-
marones L. vannamei, con el objetivo de de-
{erminar la transmision del virus de la ne-
crosis hipodérmica y hematopoyética infec-
ciosa (IHHNV). En cada caso, 20 muestras
correspondieron a camarones no inocula-
dos {controles) y 20 a camarones inoculados
con IHHNV, Los camarones utilizados como
Tuente de virus fueron confirmados como
positivos para IHHNV utilizando las técni-
cas de dot blot y PCR.

LaTabla 1 muestra los resultados dela
deteccion del virus IHIN, El total de las
muestras fueron analizadas para la presen-
cia de IHHNV utilizando la técnica de hibri-
dacion en dot blot encontrando positivas el
100%, 0% y 35% de las muestras de hemo-
linfa, tejido y homogeneizado, respectiva-
mente. Las muestras controles resultaron
negativas para el virus cuando se realizaron
las pruebas histolégicas (datos no mostra-
dos}, la hibridacién con dot blot y 1a PCR,

En el caso de los camarones inoculados
se encontrd positividad a partir de la primera
semana en las muestras de hernolinfa tanto
en los camarones cultivados a 46 UPS como
a 32 UPS (Tabla 2). Enlas muestras de tejido
y de homogeneizado analizadas por la tecni-
ca de dot blot, la deteccién de positividad fue
dificil de definir, en la primera semana, debi-
do al color de las muestras al momento de
prepararlas (Figura 1). Para la segunda se-
mana las muestras de homogeneizado posi-
tivas comenzaron a mostrar una mayor in-
tensidad en la reaccién lograndose definir su
resultado como positivas,

Cincuenta y un (61) muestras prove-
nientes de los camarones inoculados (20 de
hemolinfa, 20 de tejidoy 11 de homogeneiza-
do) y 36 de camarones control, fueron anali-
zadas por la técnica de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) a fin de establecer la
relacion entre la hibridacién en dot bloty la
PCR (Tablas 1y 2). Las muestras fueron eva-
luadas como positivas si al realizar el anali-
sis electroforético del producto de la PCR se
observaba una banda de 1,6 Kb (Figura 2),
De las muestras de hemolinfa, tejido y ho-
mogenelzado analizadas por la PCR el 95%
(19720}, 75% (15/20) y 91% (10/11) respec-
tivamente, resultaron positivas {Tabla 1).

Se observd un incremento visual en la
senal producida, a medida que transcurrié
¢l tiempo, en las muestras de hemolinfa tan-
to por la técnica de hibridacién como }la PCR
(Tabla 2, Figura 2).

Las muestras de hemolinfa resultaron
ser las mas adecuadas para la deteccion del
virus. Se encontrd 100 y 95% de positividad,
en las muestras de hemolinfa, utilizando las
técnicas de hibridacién y PCR, comparado
con 0y 75% para tejidos y 35y 91% para las
muestras de homogeneizado, respectiva-
mente para las dos técnicas utilizadas. El
mayor porcentaje de positividad en las
muestras de hemolinfa pudiese estar rela-
cionado con una mayor concentracién del vi-
rus en la hemolinfa al inicio de la infeccion o,
debido a interferencia por parte de algin
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- Tabla 1
Deteccion por las técnicas de dot blot (DB) y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) del virus
de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa en Litopenaeus vannamei inoculados.

Muestra n DB (%) PCR (%0)

Hemolinfa 20 20/20 {100) 19/20 (95)
Tejido 20 0/20 {0) 15/20 (75)
Homogeneizado 20 7 /20 {100} 10/11 (91)

n: numero de muestras inoculadas.

Tabla 2
Deteccidn del virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa durante el periodo
de estudio en camarones Litopenaeus vannamei, inoculados y controles, a salinidades de 32 y 46 UPS.

Semana
1 2 3 5
Muestras Sal DB PCR DB PCR DB PCR DB PCR
H (C} 46 - - - - - - . -
H (D) 46 + ++ ++ ++ +++ +++ +++ bt
H (C) 32 - - - - - - - _
H({) 32 + + ++ ot +4++ +H+ +++ 4t
T (C) 46 - - - - - - - -
T ) 46 - + - H+ - Fa— - +++
T (C) 32 - - - - - - - -
T 32 - +++ - + - +++ - +++
HO (C) 46 ; - ) _ _ ] . )
HO (1) 46 - FibE + 4+ + NI + F
HO (C) 32 - - - - - - - -
HO (1) 32 - +++ + +opee ++ ++++ ++ ++++

Sal: salinidad (UT'S); DB: dot blot; PCR: reaccidn en cadena dela polimerasa; H: hemolinfa; T: Tejido; HO: homogenei-
zado; (C): control; (I): inoculados; +: positivo (el numero de + determina un incremento en la sefal de la reaccién);
- negativo.

compuesto del tejido o del homogeneizado. muestras controles analizadas mostraron
Estudios previos han demostrado una alta resulfados negativos en todos los casos.

sensibilidad y especificidad en las muestras
de hemolinfa utilizando la técnica de dot
blot para la deteccién de ITHHNV (18). Las

En el caso de las muestras de tejido y
homogeneizado, 1a PCR arroj6 mejores resul-
tados con un 75y 91% de positividad, respec-
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Las muestras en el cuadrado corresponden a muestras
de animales inoculados con el wvirus IHHN,

Control - Control +

Figura 1. Fotograffa de los resultados de la técnica de hibridacién en dot blot en muestras de hemolinfa
(1), tejido (T) y homogeneizacdo (HO) de Litopenaeus vannamei inoculados y control y muestras
de agua (A).

12 3 4 % 6 7 8 % 1011 12 13 14 I5°6

10,000
6,000
4,000
3,000
2,000
1,500

1,000
750

500

250

Lineas 1 -7 camarones control; lineas § -11 muestras
de hemolinfa en camarones inoculados en los
diferentes tiempos 1,2, 3 y 5 semanas,
respectivamente; linea 12 muestra de agua; linea 13
muestra de tejido de camarones inoculados; linea 14
contrel +; linea 15 control — ; linea 16 marcador de
peso molecular proveniente del kit para PCR.

Figura 2. Electroforesis en geles de agarosa de muestras de extracto de ADN amplificado de IHHNV
provenientes de camarones y agua.

tivamente. Esto pudiera estar asociado a la Aunque la técnica de hibridacién con dot
dificultad de la lectura del dot blot debido a blot es sencilla y menos costosa que la PCR
Ia coloracién presentada por la muestra, se hace necesario utilizar ambas al momento
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de monitorear los animales, especialmente
en ¢l programa de animales libres de patdge-
nos (SPF), Igualmente en el caso de no exis-
tir muestra de hemolinfa, como en el caso de
los camarones muertos o congelados, la téc-
nica de eleccién para las muestras de tejido
seria la PCR (14}. Karunasagar and Karuna-
sagar, 1998 (19) han propuesto el uso de la
PCR, para la deteccién de IHHNV, como un
método no letal 0til en la deteccion del
THHNV en reproductores de camaron, En el
presente estudio se propone homogeneizar
la muestra congelada, lo cual se evidencid
que incrementa el porcentaje de positividad.

Se evidencid la presencia y transmisi-
bilidad del virus IHHN en los camarones ex-
puestos comenzando en la semana 1, lo cual
se hizo persistente hasta la semana 5, ob-
servandose un incremento en la sefial a me-
dida que transcurrio el tiempo. Esto pudiese
estar relacionado con la replicacion del vi-
rus, cuya tasa de duplicacion se ha estima-
do en alrededor de 22 h (12} y el aumento de
la concentracion de ADN viral (20).

La sobrevivencia de los animales fue
alta (100%] en los dos tratamientos de sali-
nidad (32 UPS y 46 UPS) sin presentarse di-
ferencia significativa entre los mismos
(p<0,01). Estudios previos a salinidades de
25 UPS y 49 UPS mostraron resultados si-
milares (21). No se evidenci6 sintomas de la
enfermedad en ninguno de los tratamientos
de salinidad utilizados en este estudio, lo
cual indica la posibilidad de que las concen-
traciones utilizadas no introdujeron estrés,
gue pudiera contribuir en el desarrollo y se-
veridad de la infeccién en los animales,
como ha sido reportado previamente en
otras concentraciones salinas (22, 23). Otro
factor que pudiera influir es la capacidad ge-
nética de resistencia a ITHHNV de L. vanna-
mei tal como ha sido reportado por Bell and
Lightner (1984) (17). Experimentos realiza-
dos por Kalagayan, et. al. {1991} {10) demos-
traron que mas del 70% de los camarones
con crecimiento normal eran positivos para
¢l ITHHNV, presentando crecimiento acepta-
ble y siendo asintomaticos para el sindrome

de deformacion del rostro, demostrando que
la infeccion con THHNV no explica por si sola
la presencia de la deformacion de rostro sino
que son necesarios otros cofactores. Estu-
dios previos han demostrado que bajo condi-
ciones naturales, la enfermedad con IHHNV
no es una causa significativa de mortalidad
de larvas y juveniles de L. vannamei (Kalaga-
yan, et, al., 1991} (10). Sin embargo la detec-
cion del virus es importante ya gue transmi-
sores resistentes, podrian ser residentes del
virus el cual pudiera mutar en una cepa pa-
togena (1). Por lo tanto es evidente que la
transmisibilidad y deteccién del IHHNV es
importante a fin de controlar la disemina-
cién del mismo.

Conclusiones

Utilizando la técnica de inyeccion fue
posible la transmisién del virus IHHN de ca-
marones portadores a camarones sanos.

Las muestras de hemolinfa mostraron
los porcentajes de positividad méas altos al
utilizar tanto la técnica de hibridacion con
dot blot y PCR, mientras que las muestras de
homogeneizado fueron mas especificas utili-
zando la PCR. No se detectd influencia de la
salinidad en la expresion de la enfermedad.

Se propone el uso de la hemolinfa con el
método de hibridacion en “dot blot”, como
método mas eficiente para la deteccién de
IHHNV. En las muesiras de homogeneizado
y tejido la deteccion con PCR resultd ser mas
efectiva. '
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