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Resumen

Los portadores aslntomattcos, del virus de la necrosis htpodermtca y hematopoyettca in­
fecciosa (lHHNVl, de Utopenaeus vannamei pueden ser utillzados para el estudio del virus, ob­
tener camarones resistentes al IHHNV 0 en la producclon de vacunas en contra del virus. Elob­
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 expreston de la enfermedad. Scis grupos de 30 camarones !ibres del virus II-IHN fueron
inoculados con un homogeneizado proveniente de camarones asintomattcos, positivos para el
virus. Seis grupos de 30 camarones Iibres del virus se uti!izaron como control. El estudio se rea­
ltzo a 32 y 46 UPS. El bioensayo se realize durante 5 semanas. Se analtzaron muestras de hemo­
!infa, tejido y homogenelzado del cuerpo para la deteccion de IHHNV por htbrtdacton con dot
blot y PCR. Todos los camarones controles fueron negativos para IHHNV. En los camarones ino­
culados, el 100% Yel 95% de las muestras de hemolinfa fueron positivas por la tecntca de "dot
blot" y de PCR, respectivamente, a partir de la primera semana. En el caso de las muestras de te­
jido ntnguna mostro resultados positivos por la tecnica de dot blot, sin embargo el 75% fue post­
tivo para PCR. Las muestras de homogencizado presentaron positividad en el 35 y el 91 % por
las tecnlcas de "dot blot" y PCR, respectivamente. No se observe efecto de la salinidad en la ex­
presion de los sintornas de la enfermedad. Se propone el uso de la hemolinfa con el metodo de
hlbrtdacton en "dot blot", como metodo mas eficiente para la deteccion de II-II-INV. En las mues­
tras de homogenelzado y tejido la deteccton con PCR resulto 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 txz­

nnamei carriers can be used to study the virus, obtain resistant shrimp for IHHNV, and develop
a vaccine against the virus. The principal aim of this studywas to vertfy 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 of30 IHHNV-free shrimp were
used as a control. The study was run at 32 and 46 PSU for 5 weeks. Hemolymph (H), tissue (T),
and total body homogenate (HO) samples were analyzed for IHHNV by dot blot and PCR. All
non-injected control shrimp were negative for IHHNV 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. Sal1nity had no effect. Neither exposed nor control shrimp
exhibited clinical diseases symptoms. The use ofhemolymph 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: IHHNV; Utopenaeus; sal1nity; shrimp, transmission.

Introducci6n

Uno de los principales problemas en el
futuro del cultivo de camarones son las en­
fermedades, en particular aquellas causa­
das por los virus. EI control y erradtcacton
de los patogenos de la industria camaronera
garantiza en gran medida el crectmtento de
la misma (1).Tres variables han sido relacio­
nadas con los brotes de enfermedades Infec­
ciosas: la presencia del organismo patoge­
no, un huesped susceptible y una condtcton
ambtental predisponente (2).

A nivel mundial, ha sido reportado un
numero considerable de enfermedades de
naturaleza infecciosa asociadas a virus y
baeterias; encontrandose las de ettologia
viral como las de mayor incidencia en el
continente astatlco (3) y stendo tambten re­
portadas en regtones del continente amerl­
cano (4).

Dentro de los virus identificados como
agentes patogenos de camarones peneidos,
el virus de la necrosis hipodcrmtca y hema­
topoyetlca infecctosa (lHHNV) es una de las
pIincipales causas de enfermedad en el cul­
tivo de este grupo de camarones (4,5).
IHHNV es un parvovirus, con forma tcosae­
drtca, el cual contiene en su genoma ADN de
cadena sencilla, de aproximadamente 4,1
Kb (6). Este virus infecta el cultivo de Liiope­
naeus vannamei y Litopenaeus stylirostris,
as! como otras poblaciones de peneidos en el
paciflco (7, 8).

En L. vannamei, IHHNV causa una in­
feccton cronica rio-Ictal (9), siendo asociado,
bajo ciertas condiciones ambientales, como
agente euologtco del smdrome de dcforrni­
dad del rostro (SDR) en esta especie (10).
Igualmente, es posible encontrar L. vanna­
meiinfectado con IHHNV sin desarrollar ntn-
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gun sintoma de la enfennedad (11) convtr­
tiendolo en un portador astntornattco. La lle­
gada y dtsemmacton del IHHNV a paises
donde se esta desarrollando la industria ca­
maronera, a traves de portadores aslntoma­
ttcos, y la habilidad de IHHNV de infectar di­
ferentes especies de camarones peneidos
han contribuido aI desarrollo de la enferme­
dad (11, 12). EI virus ha sido asociado a dtfe­
rentes portadores incluyendo la aves (13).
En Estados Unidos, se ha impuesto la detec­
cion del IHHNV como una medida de erradl­
cacton del virus en ese pais y con el propost­
to de desarrollar un programa de cultivo de
camaron libre de patogenos (1) por 10que su
transmisibilidad es importante a fin de erra­
dtcar 0 controlar este mtcroorganrsmo.

Diferentes tecntcas han sido utilizadas
con el fin de detectar el virus en camarones
incluyendo tecntcas tradicionales y conven­
cionales, asi como de biologia molecular, ta­
les como htbrtdacion y PCR con el uso de
sondas genettcas, las cuales proveen resul­
tados raptdos y seguros (14). Actualmente,
algunas otras tecntcas como la PCR de ttem­
po real se estan desarrollando con el propo­
sito de incrementar la sensibilidad y espect­
ficidad en la deteccion dellHHNV (15, 16)

El objetivo del presente trabajo fue eva­
Iuar la transmisibilidad del virus IHHN en
camarones L. vannamei positivos para el vi­
rus, a camarones sanos utilizando dtferen­
tes tecnicas de detecclon y variabilidad en
las concentracton salina utilizada para el
cultivo del camaron,

Materiales y Metodos

PreparaeiOn de los aeuarios. Se uttllza­
ron 12 acuarios de vidrio de 90 litros cada
uno. Seis de los acuarios fueron llenados
con agua a salinidad 32 UPS Ylos otros seis
con salinidad de 46 UPS. Todos los acuarios
fueron equipados con piedras de atreaclon y
mantenidos a temperatura ambtente. En
cada acuarto se colocaron 30 animales con
un peso promedio de 3.55 g ± 1,2 g los cua­
les, utilizando las tecntcas de dot bloty PCR,

arrojaron resultados negativos para la pre­
sencia de IHHNV. Los animales se altmenta­
ron dos veces aI dia con una dosts de 4% del
peso seco por dia, con a1imento estandar
para camarones.

Extractos del virus. El moculo viral se
prepare a partir de carcasas frescas de ca­
marones de L. vannamei, los cuales habian
dado resultados positivos para el IHHNV, se­
gun las tecntcas de hfbrtdaclon in situ, dot
blot Y PCR. EI homogenetzado fue obtenido
licuando el cuerpo del camaron en sclucion
salina aI 0,75% (1: 1 p/v), posteriormente se
centrtfugo a 2300 xg durante 20 min. El so­
brenadante se flltro a traves de una mem­
brana de 0,22 J1ITI Yse guardo a -70'C para
estudios posteriores (17).

Inoeulacion. Los camarones de tres de
los acuarios de los dos tratamientos de salt­
nidad, fueron inyectados intramuscular­
mente, en el segundo 0 tercer segmento ab­
dominal, con el extracto del virus, utilizando
una inyectadora de 1 mL. Cada animal reel­
bio aproximadamente 0,03 mL de lnoculo.
Una vez inoculados, los antmales fueron re­
gresados aI acuario y no se realizaron inyec­
ciones posteriores; de esta manera, cada
animal reclbio una sola myecclon. Los ani­
males de los otros tres acuarios, de cada tra­
tamlento, fueron utilizados como control.

DuraciOn del bioensayo. EI experimento
fue realizado durante cinco semanas. En las
semanas 1, 2 Y 3 se colectaron sets animales
aI azar de cada acuario. Posteriormente, los
animates 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.

Preporacioti de muestras. La hemolinfa
(H) se obtuvo a partir del seno ventral de los
camarones utilizando unajeringa de tuber­
culina recubierta en su interior con solucion
de citrato de sodio aI 1%, para prevenir la
coagulacion. El hornogenetzado (HO) se pre­
para de igual forma que el extracto del virus.
La muestra de tejido (T) se realize maceran­
do el cuerpo completo de los animales.
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Detecciori del virus IHHN

Hibtidacion. Las muestras fueron ana­
lizadas para la deteccton dellHHNV segun el
kit dot blot ShrimProbe-IHHNV (DiagXotics,
Wilton, CT, USA). Se utiliz6 I ]1L de la mues­
tra, la cual fuefijada colocando las membra­
nas en un microondas durante 5 min. Poste­
riormente, la membrana fue tratada como
se cspectflca en el kit.

ExtraccibndeADN y PeR. EIADN fue ex­
traido utilizando el kit para aislamiento de
actdos nucleicos para PCR y Southern blo­
tting (Boehringer, Penstlvanla, USA), segut­
do por la amplificaci6n en cadena de la poll­
merasa (PCR) utilizando el kit Ready to goTM
PCR beads (Amershan Pharmacia Biotech).
EI producto del PCR fue analizado utilizando
10 ]1L en geles de agarosa al I% con buffer
TAE. Las muestras se consideraron postti­
vas a! mostrar una banda de 1,6 Kbp (18).

Resultados y Discusi6n
Se analizaron muestras de hemolinfa

(40), tejido (40) y homogenelzado (40) de ca­
marones L. vannamei, con el objetivo de de­
terminar la transmisi6n del virus de la ne­
crosis htpoderrntca y hernatopoyetica Infec­
ctosa (lHHNV). En cada caso, 20 muestras
corrcspondteron a camarones no inocula­
dos (controles) y 20 a camarones inoculados
con IHHNV. Los camarones utilizados como
fuente de virus fueron confirmados como
positivos para IHHNV utilizando las tecnl­
cas de dot blot y PCR.

LaTabla 1 muestra los resultados de la
deteccl6n del virus IHHN. EI total de las
muestras fueron analizadas para la presen­
cia de IHHNV utilizando la tecntca de hibri­
daci6n en dot blot encontrando positivas cl
100%, 0% y 35% de las muestras de Itcmo­
linfa, tejido y homogeneizado, respectrva­
mente. Las muestras controles resultaron
negativas para el virus cuando se realizaron
las pruebas histol6gicas (datos no rnostra­
dos), la hibridaci6n con dot blot y la PCR.

En el caso de los camarones inoculados
se encontr6 positividad a partir de la primera
semana en las muestras de hemolinfa tanto
en los camarones cultivados a 46 UPS como
a 32 UPS (Tabla 2). En las muestras de tejido
y de homogeneizado analizadas por la tecnl­
ca de dot blot, la detecci6n de positividad fue
dificil de deflrilr, en la primera sernana, debt­
do al color de las muestras a! momento de
prepararlas (Figura 1). Para la segunda se­
mana las muestras de homogenetzado post­
tivas comenzaron a mostrar una mayor in­
tensidad en la reacci6n lograndose definir su
resultado como positivas.

Cincuenta y un (51) muestras prove­
nientes de los camarones inoculados (20 de
hemolinfa, 20 de tejldo y 11 de homogenelza­
do) y 36 de camarones control, fueron anali­
zadas por la tecnica de reacci6n en cadena
de la polimerasa (PCR) a fin de establecer la
relaci6n entre la hlbridaci6n en dot blot y la
PCR (Tablas 1 y 2). Las muestras fueron eva­
luadas como posltivas sl a! realizar el analt­
sis electroforettco del producto de la PCR se
observaba una banda de 1,6 Kb (Figura 2).
De las muestras de hemolinfa, tejldo y ho­
mogeneizado analizadas por la PCR el 95%
(19/20), 75% (15/20) Y 91% (10/11) respec­
tivamente, resultaron positivas (Tabla 1).

Se observe un incremento visual en la
senal producida, a medida que transcurri6
el tiempo, en las muestras de hemolinfa tan­
to por la tecntca de hibridaci6n como la PCR
(Tabla 2, Figura 2).

Las muestras de hemolinfa resultaron
ser las mas adecuadas para la detecci6n del
virus. Se encontr6 100 Y95% de positividad,
en las muestras de hemolinfa, utilizando las
tecnicas de hibridaci6n y PCR, comparado
con 0 y 75% para tejldos y 35 Y91 % para las
muestras de homogeneizado, respecttva­
mente para las dos tecrricas utilizadas. EI
mayor porcentaje de positividad en las
muestras de hemolinfa pudtese estar rela­
cionado con una mayor concentracton del vi­
rus en la hemolinfa al Iniclo de la infecci6n 0,

debido a interferencla por parte de algun
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.' Tabla 1
Detecci6n por las tecnicas de dot blot (DB) y reacci6n en cadena de la polimerasa (peR) del virus

de la Necrosis Hipodermica y Hematopoyetica Infeeciosa en Litopellaeus vanname; inoculados.

Muestra n DB (%) PCR(%)

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
Detecci6n del virus de la Necrosis Hipodermica y Hematopoyetica Infecciosa durante el periodo

de estudio en camarones Liiopenaeus uannamei, 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(I) 46 + ++ ++ ++ +++ +++ +++ ++++

H (C) 32

H(I) 32 + + ++ +++ +++ ++++ +++ ++++

T (C) 46

T (I) 46 + +++ ++++ +++

T (C) 32

T (I) 32 +++ + +++ +++

HO (C) 46

HO (I) 46 ++++ + ++++ + ++++ + ++++

HO (C) 32

HO (I) 32 +++ + +++ ++ ++++ ++ ++++
-~----

Sal:salinidad (UPS);DB:dot blot;peR: reacclon en cadena de la polimerasa; H:hemolinfa; T:Tejido; HO:homogenet-
zado; (C): control; (I): inoculados; +: positive (el numero de + determina un incremento en la serial de la reacci6n);
-:ncgativo.

compuesto del tejido 0 del homogeneizado.
Estudios previos han demostrado una alta
sensibilidad y especificidad en las muestras
de hemolinfa utilizando la tccnica de dot
blot para la detecci6n de IHHNV (18). Las

muestras controles analizadas mostraron
resultados negativos en todos los casos.

En el caso de las muestras de tejido y
homogeneizado, la PCR arroj6 mejores resul­
tados con un 75 y 91% de positividad, respec-

Scientific Journal of the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del ZuliaVolume15N°3, July-September2007



316 Transmisum experimell~.al delvirus de la necrosis hipodermica y hematopoyetica inJecciosa (lHHNV)

Las muestras en e1 cuadrado corresponden a muestras
de anima1es inoculados can e1 virus IHHN.

Control ~ Control +

Figura 1. Fotograffa de los resultados de la ttknica de hibridacion en dot blot en muestras de hemolinfa
(H), tejido (T)y homogeneizado (HO) de Litopenaeus uannamei inoculados y control y muestras
de agua (A).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 '6

10,000
6.000
4,000
3.000
2.000
1,500

1.000
750

500

150

Lineas 1-7 camarones control; lineas 8 -11 muestras
de hemolinfa en camarones inoculados en los
diferentes tiempos 1, 2, 3 Y5 semanas,
respectivarnente; linea 12 muestra de agua; linea 13
muestra de tejido de camarones inoculados; linea 14
control +; linea 15 control-; linea 16 marcador de
peso molecular proveniente del kit para peR.

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

tivamente. Esto pudiera estar asociado ala
dificultad de la lectura del dot blot debido a
la coloracion presentada por la muestra.

Aunque la tecnica de hibridaei6n con dot
blot es sencilia y menos eostosa que la peR
se haee necesaIio utilizar ambas al momento
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de momtorear los animales, especialmente
en el programa de anrmales libres de patoge­
nos (SPF). Igualmente en el caso de no exis­
til' muestra de hemolinfa, como en el caso de
los camarones muertos 0 congelados, la tee­
nica de eleccton para las muestras de tejido
seria la PCR (14). Karunasagar and Karuna­
sagar, 1998 (19) han propuesto el uso de Ia
PCR, para Ia deteccton de IHHNV, como un
metodo no Ietal util en la deteccion del
IHHNV en reproductores de camaron. En el
presente estudio se propone homogeneizar
la muestra congelada, 10 cual se evtdencto
que incrementa el porcentaje de positividad.

Se evtdencto la presencia y transmtst­
billdad del virus IHHN en los carnarones ex­
puestos comenzando en la semana I, 10cual
se hizo persistente hasta la semana 5, ob­
servandose un incremento en la senal a me­
dida que transcurrto el tiempo. Esto pudiese
estar relacionado con la repltcaclon del vi­
rus, cuya tasa de dupltcaclon se ha esttma­
do en alrededor de 22 h (12) Yel aumento de
la concentraclon de ADN viral (20).

La sobrevivencia de los animales fue
alta (100%) en los dos tratamientos de salt­
nidad (32 UPS Y46 UPS) sin presentarse dl­
ferencia significativa entre los mismos
(p<O,OI). Estudios prevtos a salinidades de
25 UPS Y 49 UPS mostraron resultados si­
milares (21). No se evldencio slntomas de la
enfermedad en ninguno de los tratamientos
de salinidad utlllzados en este estudto, 10
cual indica la posibilidad de que las concen­
tractones utlllzadas no introdujeron estres,
que pudiera contribuir en el desarrollo y se­
vertdad de la tnfecclon en los antrnales,
como ha stdo reportado previarnente en
otras concentraciones salinas (22, 23). Otro
factor que pudiera influir es la capacidad ge­
netica de resistencia a IHHNV de L. vanna­
me! tal como ha sido reportado por Bell and
Lightner (1984) (17). Experimentos realtza­
dos por Kalagayan, et. al. (1991) (10) demos­
traron que mas del 70% de los camarones
con crecimiento normal eran positivos para
ei IHHNV, presentando crecimiento acepta­
ble y stendo astntomattcos para el sindrorne

de deformacton del rostro, demostrando que
la infeccton con IHHNV no explica pOl'si sola
la presencia de la deformacton de rostro sino
que son necesartos otros cofactores. Estu­
dios previos han demostrado que bajo condi­
ciones naturales, la enfermedad con IHHNV
no es una causa significatlva de mortalidad
de larvas y juveniles de L. vanname! (Kalaga­
yan, et. al .. 1991)(10). Sin embargo la detec­
cion del virus es importante ya que transrni­
sores resistentes, podrian ser residentes del
virus el cual pudiera mutar en una cepa pa­
togena (1). POl' 10 tanto es evidente que la
transmisibilldad y deteccton del IHHNV es
importante a fin de controlar la dtsemtna­
cion del mismo.

Conclusiones

Utllizando la tecntca de tnyeccton fue
posible la transmtsion del virus IHHN de ca­
marones portadores a camarones sanos.

Las muestras de hemolinfa mostraron
los porcentajes de positividad mas altos al
utillzar tanto la tecnica de hlbridacion con
dot blot y PCR, mientras que las muestras de
homogenetzado fueron mas especiftcas utili­
zando la PCR. No se detecto influencia de la
salinidad en la expresion de la enfermedad.

Se propone el uso de la hemolinfa con el
metodo de hlbridaclon en "dot blot", como
metodo mas eficiente para la deteccion de
IHHNV. En las muestras de homogeneizado
y tejido la deteccion con PCR resulto ser mas
efectiva.
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