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RESUMEN

El aislamiente del virus IHHN fue realizado a partir de aproximadamente
100 PL. Penaeny stylirostris infectadas previamente experimentalmente per
s con homogeneizados  de juveniles P vannamel con sintomatelogia de
[HHNY. Los PL fueron analizades wilizande las técnicas de histologia,
demostrando cuerpos de inclusiton  eosindfilos, ntcleos hipertrofiados v

cromatinas  marginadas,

Estas post-larvas  se clarificaron  por centrifugacidn  en tampin TN ¥y se¢
realizd una ultracentrifugacion  difersncial (150,000 g, 19 horas) en un
“soporte  de sacarosa”. El sedimento  se resuspendid  para  realizar una
ultracentrifugacidon isopicnica en gradiente continuwo de cloruro de cesio al
25-45% (8D.000 g, 22 horas). Los pradientes fueron fraccionados v se
determind el indice de refraceidn v absorbancia a 254 nm. Las fracciones
se observaron al MET y se pudieron apreciar particulas redondasg

(homogénsas) con un tamafio entre 20 y 25 nm.

Juveniles P, stylirostris infectados por medio de una inveceion de 30 plde
suspension  viral, se amalizaron por pruehas  histoldgicas, por sondas

nueleicas (Dot Rlot) v microscopia eleetronica.
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INTRODUCCION

El virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopovética (IHHNV)
e una de les mds imporiantes enfermedades virales de camarcnes pencidos
en Ecuador. Estd asociada a epizootias que provocan mortalidsdes del 90% en
PIsCings  camaroneras, Se  manifiesta por  wvariaciones de  tamafo,
crecimiento  reducido.  dehilidad  general en el wnimal ¥ una  serie  de
deformaciones  cuticularcs que afectan el rostrum, antenas ¥ dreas

tordcicas v abdominales del exoesqueleto (Lightner er al, 1992},

Para controlar la cnfermedad se plantean dos estrategias: La primera, a
corte plazo, es la prevencién mediante sondeos epidemiolégicos basados e
el diagnostico con sondas meleculares, La segunda, a largo plaze, es la
produccion de animales resistentes al virus por medio de la genética. En los
dos cases un primer paso consiste en aislar el virns con el objero de
tlaborar  sondas moleculares v olro paso consiste en desarrollar un
protocolo de repreduccion de la enfermedad para evaluar la sensibilidad de
s sondas y la resistencia  de los individuos al virus., El presente trabajo se
desarrolld con el objeto de emprender un aislamiento del virus ¥y lograr la

reproduceion  experimental de la enfermedad



1.1

CAPITULC |

BREVISION BIBLIOGRAFICA

LOS VIRUS: Caracteristicas generales

Log virns son parisitos  obligatorios  intracelulares.  bhdsicamente,
moléculas de dcidos nucleicos todeadas por envolturas de protefnas, gue
necesitan  de organismes vives para peder replicarse.  Fuera de una

eélula huésped. son completaments  inertes.

El tamafio de los virus estd comprendido catee 10 y 300 nm, La particula
viral comsiste en una cdpsida (capa de proteina) que protege el dcido
nucleico (material gendtico) del virus, El material gendtico  varia  de
acuerdo @ cada lipe de viras y puede ser ADN (dcido desosiribonucleica)
o ARN (dcido ribonucleico), de simple o doble cadenz. El virion puede o
no presentar una envoltura, de origen viral o celalar, formads por
proteinas, carbohidratos v lipidas. Asi, ¢l THHNV no presenta
envoltura. Los virus producen frecuentemente  alieraciones en la
célula huésped como la tumoracidn v otros pueden inhibir las sintesis

de los macroelementos de la célula hudsped.

Muchas propiedades de los virus son utilizadas para su laxonomia (‘Tabla
[, Entre estas propiedades, algunas  son  importantes  para la

clagificacion 2 nivel «de familia, estag se indican con un asterisco.



TABLA 1. PROPIEDADES DE LOS VIRUS UTILIZADAS PARA SU TAXONOMIA

PROPIEDADES DE LOS VIRUS PARA SU TAXONOMIA (Fields, 1990).

A. Propicdades de los viriones:
.- Tamano y forma dcl wvirion *
2.- Presencia o ansencia de una envoltura y de pledmeros. *
3.- Simetria y estructura de la cdpsida.®
B. Segiin las propiedades del genoma:
.- Tipo de dcido nucleico - ADM o ARN*
2
J.- Por la sonda (positiva, negativa o ambisentido).
4.- Por el nimero de segmentos.
5.- Por el tamafio del genoma o los segmentos del genoma.
.- Presencia o ausencia v el tipo de 3" terminal y 37 terminal.
7.- La secuencia de nucledtidos.
C. Propiedades de las proteinas:
|.- Tamafo, ndmero y actividades funcionales de las proteinas.
2.- Secvencia de aminodcidos.
). Replicacidn:
l.- Estrategia de replicacion del dcido nuclcico.
2.- Caracteristicas de transcripeidén vy traduccidn.
3.- Sitio de acumulacidn, ensamblaje y climinacién de proteinas
vifidn. *
4.- Citopatologia y formacién de cuerpos de inclusidn.
E. Propiedades fisicas:
1.- Estabilidad térmica.
2.- Estabilidad a pH, a cationes (Mg2+, Mn2+).
.- Estabilidad a solventes lipidcs, a detergentes y a radiaciones.
F. Propiedades bioldégicas;
|.- Relaciones seroldgicas.
2,- Rango de huéspedes naturales v experimentales. =
3.- Patogenicidad y asociacion con otras enfermedades.
4.- Tropismo celular, patologia e histopatologia.
8

Transmision, vectores v distribucién geogrifica,

- Tipo de hebras (monocadens o doble cadena), linear o circolar.®

del
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12 VIRUS EN INVERTEBRADOS.

La taxonomia de los virus es hecha por el Cemité Internacional de
Taxonomiy de Yirus (ICTV). Los virus han sido estudiados en pocas
‘especies  y eventvalmente de insectos por su importancia  para la

agriculura y medicina (Fig 1.).

VIRUS EN CAMARONES PENEIDOS

El desarrollo de la acwaculturs  ha favorecido el descubrimiente de
'ﬁms de camarones y cangrejos, Se conoce actualmente una variedad
‘de enfermedades virales en crusticecs. De acuerdo u loy eriterios
generales en procedimientos citados, los virus de camarones han side
clasificados  en las  familias  de: Parvoviridae, Baculoviridae,
Rhabdoyiridue,  Reoviridae, Togaviridae v Nodamuraviridae (Tabla

AI).

 Lla familia Parvoviridae contiene  tres  géneros:  parvovirus,
ilgpeuduvtrus y densovirus. Los dos primeros géneros infectan a
vertebrades incluyendo o seres humanos. Los virus del tercer género
son  patdgenns de invertebrades v asociados a enfermedades
reconocidas  como  densonucleosis.  Los dependovirus  necesitan  la
_a‘_fﬂrﬂa de un adenovirus o herpesvirus para replicarse, misntras que

los parvovirus y densovirus se replican de manera auténoma.

EEERA1E o/, P. MONCAY() Y 6 DF MARZO., Tmo. PRS0 GTICGINA 705, TELETOND 5135007
FAX RS7962 CASILLA O304 112
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HT&ILA IL LISTA DE LOS VIRUS CONOCIDOS Y REPORTADOS EN CAMARONES
PENEIDOS, Y SU CLASIFICACION.

~ Ahreviacidon

Nombre Completo

Referenvia

amwmrzmmu
Qﬂuw oviridae
22 mm
ADN
%ﬁ? 22-24 1m
- | 'N
23-30 nm

Yirus ADN

Virus de la Necrosis Hipodérm:ea
¥ Hematopoydtics

Virus Hepalopancredtico  del Tipo
Parvo

Virus Linfoide de Tipo Parve

Virus de Tipo Baculevirus  Penaei
{especies de fipn PySNPV),
EP de Mexico v el Pacilico Este

Baculovirus  de  Tipo  Penuens
s [especie de tipo
PmSNPV),

MBV desde S.E. dc Asia ¢ Italia.
EBV=P plebejus baculovirus,

Yirus Necrotico de la Glindula dal
Intestino Medio, Tipo Baculoviral.
BMN del P. fjaponicus en Japén.

TCBV= baculovitus de tips C de P.
maonodon

Virus  del  Memocito de  Forma
Redondeada

Lightner et »f 1983 ab
Bonami er al,, 1990
Lightoer ¥ Redman.
1985,

Owens ef wf, 1991

Couch 1974, ah
Brock eral, 1986
Lightner er al 19&5§

Lightner ei uf,1983¢
Lighter » Hovoe e
Lagra

Lester er al 1987

al.,
L

Sane er al. 19K]
Brock y Lightoer., 1990
Owens;. 1993

Virus de la Enfermedad de Cabeza Chantanachookin el al.,
Amarilla de P. moncdon 1493
Virus ARN
(] ﬂC"ATEN*iRIU
Virus  Vacoolizante  del Oreano Bonami e af., 1992
LinToide
50-70 nm Tipe IIT Reo-likevirus. Tsing v Bonami. 1987
0-IV 50-70 om Tipo IV Reu-like virus. Bonami, Mari y Lighrner,
IR
Rabdovirus de Camarones Lu er al, 199]
Peneidos Madala et gl 2972
muraviridae
Vitus Sindrome de Taurs Lighiner, 1995
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Los viriones no tienen envoltura, tienen un didmetra de 18-26 nm ¥
son de estructura  icosahédrica. El genoma del virus de esta familia
estd compuesto  por una molécula  de ADN monocatenario  de
aproximadamente 5000 bases. Este genoma  dirige |a sintesis  de
nolipéptidos  estructurales  (3-4), componentes de la  cdpsida, ¥

polipéptidos no  estructurales involucrados en la replicucidn.

El género de los Densovirus

El primer densovirus, fue descubierto en una larva de lepiddplerc
pirdlido  Galleria mellonella L. (Vago e: al., 1964, Meynadier er al.,
1964). Este nuevo sindrome, fue nombrado  densonucleosis por
referencia  al nicleo denso caracteristico de las células infectadas.
Posteriormente, algunos densavirus  han  sido descrito en  distintas
especies de insectos. En la naturaleza ¥y en el laboratorio, los
densovirus son generalmente muy patdgenas e intervienen en la
regulacidn  de poblaciones de sus huéspedes mediante epizootias.
Debide a esta patogenicidad y también a su alta especificidad, los
densovirus  son usados por el hombre en la lucha biclégica contra
plegas de insectos en agricultura o contra vectores de enfermedades
en medicina humana y veterinaria. Algunus densovirus tambisn han
sido descritos en camarones y cangrejos en Asia y Furopa (ver Tabla

).

15



- Mourdan.

'TABLA III. DENSOVIRLUS DE INSECTOS Y CRUSTACEOS EN BASE AL PAIS DE ORIGEN

planetta

1990
~_ORDEN - ESPECIE ABREVIACION __ PAIS REFERENCIA
DICTYOPTEROS
fuliginosg  PE DNV laptn Sura er af,. 1979
EROS
aepypri Ad DNV LRSS Lebedeva er al,
_ 1973
livm  virtarurs Sv DNV EEUU Federici, 1976
prendoscurellariy Ap DNV Venernela Gorziglia et al,
L1980
Av DNV Gran Bretafia  Kelly et al, 1980
% meri Bm DNV Japdn Shimuzu, 1975
raed saccharalis Dz DNV Guadalupe Meynadier et al,
_ 1977h
- auxiliaris Ea DNV CEUU Sutter, 1973
leria  mellonella Gm DNV Francia Meynadier et al,,
196
Je DNV EEUT Rivers ¥ Longworth,
1972
Ld DNV Francis Grignon, 1982
Pr DNV China Fu-lin er al, 14981
SfDNV Colomhbia Meynadier et al,
_ 1977a
i EXirined Ce DIV Costa de Oro Fediereer al, 1981
doplusia  includens P: DNV EELT Chao ef al.. 1985
hinia  dubia Ld DNV Suecia Carpentier. 1979
Ad DNV Francia Meynadier et ol
1877¢
fie renensis PmeDNV Singapour Lightner v Redman,
1985
us  semisulcarus PsDNV Kuwait Lightner ¥ Redman,
1085
orientalis PaldNw China Lightoer y Redman,
A 19835
PmalNV Filipinus Lightner vy Redman,
| 1985
s mediterranens  CmDNW Francia Mari v Bonami,
14488
MrDNV Malasia Anderson e al.,
1940
IHHNY Hawai Bonawmi y Lighimer,

1990

19



El virién de los densovirus se presenta sin envoltura
didmetro entre 19 a1 24 nm  =on una  simetria  icosuh
cdpsida se cncuentran 4 proteinas  virales estructurale
VPI, VP2, VP3 y VP4. Las proteinas VP4 son ensambladas
60 moléculas que constituyen las 20 caras el ico
proteinas  virales VP2 y VP2 tienen funciones de

estando  localizadas cn la superficie externa de la particu
LM viriones son estables g pH deidos (pH 3), a solvent
como ¢l gter, al cloroformo, ¥ a temperaturas  de 56-65¢
que esta resistencia  esté relacionada  con  1a simpli

esiructura (Seigl er of, [983).

El Eenoma de los densovirus esti constituida de un
monocatenario,  encapsidado  en «l  viridgn aislado  en
polaridad positiva o negativa. La extraccicn del ADN g
E:mnﬂicidn fuertemente  iénica conduce al Apareamiento

complementarias y obtencisn del ADN bicatenario (Jourda

.'iﬁifgcuema del densovirus de lepidéptern  Junonia coenia
dido ser clonado {ntegramente  dentro del plasmido
PBR322. El plismido recombinante ha side designado pBR
IEB!J} La  secuencia completa  del inserto  viral
corresponde & el genoma que ha logrado ser reduci
#&emidades en 88 pares de bases, Asf e] genoma  clonado
i secuencia de 5908 pb. Una de las cudenas porta ¢l

lectura ORF1 y [a oura cadena porta tres cuadros de lectura



4 La carta de lectura (ORF1) codifica para los polipéptidos
estructurales  VPL, VP2, VP3 v VP4 las cuales presentan secuencia
eomuncs, Los ORFs 2.3 y 4  codifican para  los polipéptidos nao
estructurales  implicados en la replicacién. Sc encuentran  vallas
fefiales de poliadenizacidn o sitios de corte (AATAAA) a lo largo de los

cuadros de leclura (Figura 2).

GRFZ ORF4

FIG 2. Orgarizacion del genoma de densovirus de J. coenia clonado
et el plasmido bacteriano pBR3Z2 (Dumas et al, 19492).

Lascadenas compl ementarias del genorna de JcONY estan representadas porlos
trazos horizontales s |na cadena norta el marce ce lectara rrayvor ORF1
y la cadena complementaria los tres marcos de ectura ORF2, ORF3, ORF4. Los
ORF estdn representadus por las flechas horizontales que indican |a orentacion.
-as repeticiones terminales inversas se demuestran por las eajas ..Les signos
potenciales anscripcion y traduccion estan incicadas como sigue:

promotores| P |, codones de inidacion () codones de terminacion @ sitics de
poliadenizacian [,

Dos promotores de la transcripeion han  sido wdentificados, el promolor Pg
¥ promotor P93 que regulan respectivamente  los vuadros de lectura ORE 1
YORF23 vy £ 8e encuentran  ademds repeticiones  terminales inversas
(RT1) en las dos extremidades del genoma, secuencias involucradas en [a
replicacion  del genoma y en su capacidad de utilizacion en el CIOmMOoscma

de la célula hugsped

21
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ovirus v densovirne pueden  replicarse autonomamente.  El inicio
Multiplicacitn  consta de tres  pasos: la fusién  de Iy cdpsida g T4
ana celular, Ia desintegracion de |y cipsida, y finalmenie Ia entrady

0 nucleico desnudo 4l citoplasma,  La fijacién del virus a la céluly

estd basado en gl feconocimients especifico éntre
sida del virign

las proteinas de

los constituyentes (e la membrana de Ia célula, Una

= s¢ ha desintegrudo 1a capsida, ¢l dcido nucleien S lransporta hacia

A0 para empezar la expresiin viral,

SOVirus v PATVOVIrus se replican Y transcriben  en el niclen de la

infectada aprovechando
debe cstar en  la

los mecanismoy  ge la céluls huésped. 1.4

fase § del ciclo celujar Pt que  ocurra g

cibn.  Fato sugiere una relacidp MUy cercana

entre la replicacidp
viral v del ADN celular, De hechio

BSIOS  Virus requieren  la ADN

4 celular para la replicacidn  de sus EEnomas. Sin embargn  ge

por o mencs de algunas  cenzimas codificadas por el wvirys, Estos
oseen horquillas terminales

de secuencig palindrémica  en ¢f ADN

COmo iniciadores Para la replicacion. (Figury 3.

i de ADN de simple cadeng

p 7

(88DNA) de 25t0s virus S&-caracteriza

dos polaridades: o Positiva o negativa, Las cadenas de sentido
(eomplementarius con el ARNm)

10 las cadenss

¢ transcriben directamente &g

de sentido positive {homilogas gl ARNm) debep
e en Una cadena complementayiy de ADN de sentido negativao,
ribirse en el ARNm.

a2

I
K
|
|
.J



0 el curso de la infeceidn de los parvovirus aparcec primero la sintesis de
polipéptidos  no estructurales  requeridoy  para activar el promotar
F‘.nﬁnscripﬂiﬁn. Despuds aparece la sintesis de tres polipéptidos
turales VP1, VP2 y VP3 iprotefnas de lu cdpsida) que protegen ¢l
Las secuencins  de bases gue codifican para cada uno de los tres

plidos se superpomen una con otras {Tourdan, 1990).

Iﬂje maduracién v salida de los virus

han  desarrcllado  wvarias  estrategias  pars  su cnsamblaje,
in ¥ salida de la célula. Los virus que no presentan cenvoltnra
%ﬁﬁ:ﬂ_ﬁﬁswims se ensamblan vy adguizren infectividad dentro de la

su salida depende en gran parte de la desintegracitn de las células

a8,

VIRUS THHN

_,’ virus  de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica v Hematopoyética fue
fito por primera  ves en Penaeus stvlirosiris en Hawai {Lightner
L, 1983a;. El virus ha sido diseminado per todo ¢l munde mediante
".:I.'_E.i:n::is[s' de camarcnes peneidos para cultive v estd asoctado a

adis pérdidas por mortaiidad,

83 un virns sin enveltura, ds forma icosahédrica. 22 nm de
0.y una densidad promedio  de flotacién de 140 gfml zn
o de cesio. El genoma tiene un ADN linear monocatenario, cuya
estimado mediante microscopia electrénica de trumsmisidn  fue
kb (Bonami er wl. 1990). En hase a estas caracleristicas se

Iye (Bonami er al, 1990) a la familia Parvoviridae.

24



13.1 DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y TRANSMISTON.

El THHNV esti tan extendido cntre camarcnes peneidos en todo el
munde, que es dificil establecer un origen geografico natural
(Lightner e al., 1990). Se presenta en el Sur-Este de Asia
{(Singapore, Malasia, Indoncsia ¥ las Filipinas) debido a que la
sintomatologia de THHNV $e encontré en camarones P, monodon
de esa regién (Lightner, 198R8) En un estudic de larvas,
Juveniles ¥ adulivs de camarones P, stylirosiris, P, vannamei v P
manodon  procedentes  de Ecuador, Cosie Rica, Panama, Mexico,
Texas y Florida se determing que los animales portaban IHHNV
(Lightner et al., 1983a, 1983h). Hoy cn diz se estima que THHNV
s¢ encuentra en EEUU (Tlorida, Texas v Hawai), en Sud América
(Brasil, Venezuels, Ecuador, Perd,) en Centro América (Costa
Rica, Panama, México, Caribe) = Tsrael (Lightner e/ al., 1990,
Lightner y Redman, 1991a).

El perivdo de incubacién y la severidad de la enfermedad cn la
infeecidn  depende  del tamafo, asi fos juveniles son los més
afectados (Bell y Lightner 1287). En la transmision de este virus
es importante destacar que los sobrevivientes con IIINY de
epidemias  aparsntemente tiemen el virus durante toda la vida vy
€ transmitide  a la  siguiente  generacion {vertical u
horizontalmente)  (Lightner, 1988). Estudios de infectividad
sugieren que P, srylirastris es mids susceptible a infectarse con

[HHNV que . vannumei. (Bell ¥ Lightner, 1983). Debido a que



diferentes especies de pencidos son sensibles ul virus IHHN, se
puede detectar camaranes infeclados por medio de infecciones

experimentales.

1.3.2 SINTOMATOLOGIA Y MANIFESTACION GENERAL

El virus THHN se manifiesta ¢n camarones Penaews vannamei ¥
F. stylirestris por  signos  clinicos  que incluye  cambios
morfoldgicos y cambivs de comportamiento. Entre los cambios
morfoldgicos  se presenta  crecimicnte  reducido {enanismo),
debilidad general en =l animal, acompafiade de wona scrie de
deformaciones  en la cuticula que afectan el rostro (doblado),
antenas  {partidas), apéndices v olras fdreas abdeminales ¥ del
exoesqueleto.  Ademds  cambios  en  su coloracidn natural
adquiriendo  manchas  blancas o café  en  la epidermis,
especialmentz  ¢n la unién  de los segmentos  abdominales,
mientras que los moaribundos P. siylirostris obticnen uvpacidad en
la musculatura abdominal y una coloracién azulads (Lightner et
al., 1983a, 1983b). (Lightner et «l. 1992). En cuantoe a su
comportamiente se observa una baja actividad =n el consumy de
alimenta y comportamiento natatorie errdtico (Lightner er al.,
1992). Se demostrd en P, stylirostris que individoos de PL-35 o
mayores infectados con IHHNV suben lentamente hacia la
superficie de 1a columna de agua, donde dejan  de nadar v
posteriormente  descienden lentamente con un nade circular
hacia ¢l fondo repitiendo el proceso por varias horas antes de

morir o ser canibalizados por los animales en mejor  estado,
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OSIBLES.

Para el diagndstico dcl IHHNV las observaciones de los sintomas
externos no son confiables. Hasta el moments estdi bazado en la
histologia  por  microscopia  de  lue. la observacion de las
particulas virales al microscopio electrénice de transmisién, la
rzproduccidn  de los sintomas en condiciones experimentales ¥

muy recientemente por medio de las sondas moleculares.

Para la histologia foténica som fijadas en sclucién de Davidson
AFA (anexo 2.1) y tedidas con hematoxilina v eosina. El examen
histolégico se realiza mediante la observacién do los cuerpos de
inclusién  prominentes de tipo Cowdry A (1934), que se localizan
en s nucleos  hipertrofiados, los cuales son  eosindfilos
(Lightner et al,1983b), presemtan  cromatina  marginada
iLightner et al, 1992) v una reaccidén débil de Fenlgen positiva
en ¢l nucleoplasma (Marn et af., 1993), Los principales tejidos
infectados son de origen eclodérmico (epidermis, epitelio del
intestino  anterior ¥ posterior, corddén vy ganglio nervieso) vy de
origen  mesodérmico (6rganos  hematopovéticos, glandula
antenal, ginadas, organo linfoide, tejido conective y misculo
estriado) (Lightner, 1992). Los reproductores P. vannamei ¥y P
stylirostris también pueden ser examinados haciendo una biopsia
ne destructiva (Brock et al., 1988) de un apéndice (el segunde o
tercer maxilipedo) ¥ observando el nervio mediante histologia

(Bell y Lightner, 1988). En el estadio larvario de Mysis o en los




__primems estadios de posi-larva, se puaden encontrar inclusiones
de tipo Cowdry A (1934) en el epitelio del intestino media
fLightner. ef al. 1988). Esta forma de diagnostico  es edinsa,
tarddndose en obtener resnltados de 48 a 72 horas. Ademis pucde
dar lugar a errores. La ausencia de cuerpos de inclusidn  no es
excluyente  de la presencia del virus, gque puede sin embargo
replicarse  rdpidamente  en una  situacién  de  estrés  para el
animal.  Asf en ocasiones, los cuerpos  de inclusidn  s¢ han
considerado  como un marcador  lus cuales podrian  ser solamente

testigos de la presencia de otras enfermedades,

Bl microscopio  electrdnico  de  transmisién, s un método
#m‘tfiahl;‘;_ para  visualizar particulas  viralss  en secciones 1
homogencizados. La muestra  homogeneizada  es sometida  a
fcﬂariffcacinnam sedimentacidn ¥ tincién ncgativa con  dcido
fﬁﬁf&tﬁngsnic:} para observar al microscopio  electrénico, Hs un
ﬁﬁm—dimienta muy il a nivel de investigacidn, pers no se
]Jhﬂdﬂ aplicar para efectuar un reconocimiente  de rutina vib quea
:?.*1"1 toslo de este equipn  es  excosivo para  un  servicio  de

diagnéstico.

procedimiente  para  detectar  la presencia del wvirus e n
muestras  es  mediante  la induceidn  de la enlermedad  en
condiciones experimentales. Antes de iniciar la

‘eXperimentacidn, se manticnen a los individues bajo condiciones

: estrés en pequefios  tanques  duranle 10 a 30 dins. Se eligen

‘post-larvas (PL 14) o juveniles Pengeys stylirostris libres  del

2y



virus IHHN, especialmentie susceptibles  a este virng  (Bell ¥
Lightner, 1988). Se cfeciia 1Ia transmisién  de la enfermedad
[infeceidn experimental) depositando las  post-larvas P
Stylivestris cn varios acuarios a fin que se alimenten con los
cefalotdrax triturados d= loy camarones anulizados (Lightner et
al ,1988),  Luego que el virus  se replica, se observa
sinmmumlugfa a pariir de los 15-30 dias, (Lightner,  1992), Otra
manera es inyectando intramuscularmente  up clarificade (una
muestra de camarones infectados es homogencizade en suero
fisinldgico ¥ centrifugado a 2000 g por 20 min) entre el segundo
Y tercer par de segmentos abdominale:s gz juveniles de camarones
peneidos. En estos casos los sintomas se observan a los 5-15 dias
(Lightner er ul, 1992). Estos estudios indican que los bioensavos
por infeccién oral son mds sensitivos que los bioensayecs por
myeceion intramuscular dehide a que el wvirus pasa por el tubo
digestivo, @ la hemolinfa ¥ los tejidos blandos {Lightner er al,

1983b, Lightner 1988, Bonami et al., 1990,

Muy recientements se ha desarrollado  una (Scmica  de lipo dot
blot con sonda nucleica para detectar el THHNV, "Dot Blol para
Deteccién del ITIHNV" 1u coal se realiza mediante la deteceisn de
su ADN viral {IHHNV ShrimProbe de DiagXotics, Inc, J{Lightner e
al, 1993) (an=xo L. El ADN viral se hibridiza con la sonda,
complementaria  a ciertas secucncias  del virus [HHEHN ¥ se
Preseata com un grupo reportero conceido como digoxigening, sc

adicionan anti digoxigeninas conjugadas con alcalina fosfatasa

[
W




AP} que se fijan al grupe reportern.  Se detecta en base a la
gaccidn  enlre AP y un substrato  cromdgeno (MNBT. X-Fosfato),
idquiriende una coloracién  proporcional  a la cantidad de ADN
viral. Permite wuna deteccidon rapida  del virus, efectudndose
yperaciones  con  menor costo, Ppere  experimentaciones  son

ecesarias para evaluar la sensibilidad v la especificidad.
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CAPITULO 1O

ERTALES ET

ferial Biolégico,

veniles Penueus vannomel,

camarones Penacus vannanmei utilizados para este  estudio
%émn de la camaronera "Zamzotera” ubicada en El Morro, Data
Posorja. Se realizé un mmusstreo en dos piscinas y se eligieron. 75
niles  con pesos  comprendidos entre 2 a 2.5g. Estos animales

_lﬁh&n una mortalidad del 40%, deformaciones en el rostro

lado) y antenas (partidas), poco crecimiento (snanisme) ¥

realizar fijacion en Davidson {Amexo 1.1} v el proceso normal de
03{.1 (Bell y Lightner, 1988). Lus secciones de (ejidos tenidas con
oxilina y eosina demostraron cuerpos de inclusidn ‘cosinéfilos,
ipertrofiados y cromatinas marginadas. Hahin  en el
una reaccidn idnica con lendencia para teflirse con
Los cuerpos de inclusidn eosinéfilos se definicron de Tipo
y A (1934) (Lightner er al, 1983 b) ubicados en bhranquias y

o hematopoyético,



Los camarones enfermos  se transportaron  vivos al laboraterio
de infeccién experimental del CENAIM. Se los colocd en tangues
circulares  de 500 litres con agua de mar filtirada por arenas,
esterilizady  con UV, con un flujo continue que proporcionaba
200% diario de recambio superficial v uireacidén constante. Sc
manienian los siguwientes pardmetros: 24-26°C, pH 7.4-7.8 ¥
salinidad 34 ppr. Se alimentdé con dieta artificial preparada en
CENAIM al 6% diario de la biomasa. Sc tomé una muestra de los

camarones enfermos y se los guardd a -BO°C,

1.2 Post-larvas Peracus stylirostris.

Para los hicensayos se trabajo  con 200 larvas  Penaens
seylirostris  de 0.03 gr (Post larva 15)  en aparente buen estado
de salud (fueron donadas por el Laboratorio FEcuatex ubicade en
San Pablo, Santa Elena). Las larvas se calocaron en un tanque de
300 litros con agua de mar filtrada en arena vy esterilizada por
UV, con un recambic del 0% diario. Los parametros fueron los
siguientes:  lemperatura + 28°C, pH entre 7-7.8 v salinidad 34
ppt. Se alimentd con dieta artificial al 20% diario de la biomasz.
S¢ escogio una mucstra de post-larvas para realizar fijucién en
Davidson durante 48 horas. lLos animales estaban inducidos a

condiciones de estrés antes de la infeccisn,
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enimiento  de los animales en bioensayos de infeccién
erimental.
imento 1: Infeccién oral. PL 20 d=2.5 PL/L.

crimento 2: Infeceidn por inyeccion. Juveniles d=0.75 PL/L.

dispuso de acuarios de 50 litros provistos de una entrada de agua de

filtrada previamente  con arena ¥ UV, con aireacién v con un

| de recambio que correspundia al 90% diarto. Los desechos

licos foeron removidos dos veces For semana. Se mantuvo los

Iienics  pardmetros: temperatura—26-28°C. salinidad 34 ppt. pH 7.4-

El sistema consistié en colocar post-larvas  Penaeus siviirastris ¥

rones Penaeus vannamei.

topatologia

| camarones  Penaeus vannamei enfermos fueron [ijados con

ion de Davidson (Anexo 1.1) durante 45 horas, y las past-larvas

§ stylirostris sanas fueron sumergidas durante 24 horas en

de Davidson (Rell ¥ Lightner, 1988). La técnica consistis €1
el hepatopdncreas de los camarones con 0.2-04 ml del
idor, luego disectar a Io largo Je la linea media dorsal con un
iy finalmente sumergirlos en el fijador por 24-4% horas. Las
uestras 5¢ colocaron en aleohol etilico al 50%.



B. Deshidratacisn.
Las muestran se deshidrataron paulatinamente mediante bafos en
ol etilico de grado ascendente. Para las muestras pegquefas se

lizaron bafios sucesivos de 30 min en alechol de 80%, 90%, 954

n el tamafo de la muestra, se realizé uno o dos bafios en Xilol por
una hora para eliminar el aleohol de los tejidos. Luege se sumergis en
fios sucesivos de una hora de paralina a 63-64°C. Finalmente se

yeron las muestras en bloques de parafina.

cortes de 5-6 pm y se fijaron las placas para pesterior
_.’ﬂ', Para extender los corles se los dispuso en agua a 30-32°C.
bre una placa portachjetos (24 x 36 mm) se montaron Ios cortes v sa
n reposar sobre una plancha caliente (35-4[]_IDCJ durante una

- para que se gdhiera el tejide v sc derrita la parafina.

parafinada

lergid la placa en  tres bafios sucesivos de Xilol por 5 min ¢/u,

se eliminé la parafina de la placa y del corte.
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dmin c¢/v en aleohol 2n concentracién: 100%  (dos hafios), 9

S50%, y agua destilada. Los tejidos se trataron de la siguiente

4= Tedir con eosina durant= 6 min

Tincion para feulgen:

l.- Colocar en dcido hidroclérico (SN) durante una hora,

A4 b S

2+ Dos bafios en Xilol por 5 min o/, para climinar el alcohol.



. Observacidn,

sobre el tejido v se cubrié con una ldmina cubreohjeto hasta secar. Se
observé al microscopic con el lenie de inmersion 4 un aumento de

o 1000X v se buscs cuerpos de inclusion en los tejidoy susceptibles

ser infectados.

id  Ultracentrifugacién y anélisis especlofotométrico
Ultragentrifugaciones fueron realizadas con un rotor RPS-65 tipa
Cangulo  fijado" o un  rotor SPS-27-9-tipo  "halancen". Los anilisis
ectofotométricos fueron  realizados a 254 am  en  unp
trofotémetro  Shimadzu UV-210A. El fndice de refraceidn fue
estimado con un  refractémetro Attago tipp ABBE Las fracciones
fueron dializadas por 48 horas cop suero  fisiologico (0.9% NaCl) en
membranas de didlisis, y mantenidas durante 48 horas a-20°C para ¢l

cileulo dz la densidad.

licroscopia  electrdnica de transmisién.

5S¢ tomaron

muestras  de sedimento y de fracciomes  de la

tracentrifugacion, las muestras se observaron al microscopio

eleetrénico  de transmisidn (JEOL10O C) Japanese Electrical Optical

en agua destilada pH 6.2). Se colocé ung reja  (grid) de cobre de
400 campos cubierza con formvar al 0.7%. sobre una rFota de mucstrs
diluida en dcido fosfolungsténico v se la dejd 5-10 min para que las

s¢  ahsorban. El aumente en las observaciones al

presefvar el corte se colocd una gota de Entellin ® o Permount &,



3T

560pi0 electrénico de transmision eran del orden de 57.000 hasta

magnificaciones.

stico de IHHNY por sonda nucleica

del kit para la deteccidn  de JHHNV (Dot Blot), (IHHNV
‘robe, comercializada por Diagxatics, fnc.) (Lighniner e wl.
(Anexc 2) fue utilizado,

aracion de lu muestra: desnaturalizacisn v fijacion.

Zi COMo musstras:

fracciones obteniday de Jas ultracentrifugaciones,

larvas infectudas experimentalmente pEr of.

control  con musstras positivas ¥ negalivas.

luestras fueron homogensizadas con un tampan PBS (Ancxo 1.3),
8¢ las desnatralizé por 10 min.  Se colocs unid porcién en una
1L de nzilon, e incubé a B0°C por una hora (Anexo 2.1). Se
un  tampon  para  prabibridacisn (separa el ADN de la

& incobd u 65° C por |5 min.

ralizacicn de la sonda

naturaliza la sonda para IITHNV (IHHNV DiagXotice Shri mPraobe,

10 min,

iducion v lavado

an 2 ml de la sonda subre lgs muestras  desnaturalizadas, 8e

~por 3 horas a 65°C v se colocan  dos soluciones  de Tavado,

Li ke incuba a temperatura ambicnts por 5 min v selucidn 2



st ineuba a 65°C por 15 min. Se elimin

no hibridizada.

B Blogueo v déteccidn con ur tampin
St realiza un blogueo aumentando un i
¥ un tampin B blogueante  incuban
temperatura  ambiente). Para detectar
depositan en la muestra 5 ml de nn tan
digoxigenina conjugado con una enzi
meuba  por 30 min ¥y se depositan
constituyentes gque no se hallan  onido
lemperatura  ambiente ¥ el tampdn

ambiente.

E Revelado v lectura,

El revelade fue visualizade mediante la
fosfatasa con el substrato NBT y X-fos
revelado por 2 horas en la obscuridad v
un fampon  reductur, se incuba po
interpretacidn.  Se extrae la membrana

“observa la reaccidn de cambio de color |

TEYEYAF T . 4 ., @ % b . . a



CAPITULO 1IN

RESULTADOS

miento del virus IHHN.

amiento del virus fue realizada a pactic de  aproximadamente |00
FPenaens  stvlivostris  infectadas experimentalmente  per oy
camarones  juveniles  que presentaban sintomas  de [FHHNV. Estas
rvas  foeron maceradas  con el uwso de un Ultra-Tuarrux  con
| IN (0.02 M Teis-HCI, 0.4 M NaCl pH 7.4)). A continuacicn, el
gizade fue clarificado (13000 om, 30 minotos) ¥ ool
adante  depositado sobre una soluciin  de sacarosa  20%. Una
itritugacion (150,000 g, 19 horas)  permititia  sedimentar  las
cilas  de IHHNV s estuvieran presentes  en  la muestra, v,
feamente, climinar  lus  elementos s pequenss en el
dente. El sedimento  fue resuspendida en tampén TN (Anexd
“ebservado  al microscopio  electrénico con coloracién  negativa,
nimero de particulas virales fue observado, lo que permitid
con la purificacién, Esta suspension lue depesitada sobre un
0tz continue  de  cloruro de cesia al 25%-45%. Unu
entrifugacion isopfenica (80.000 g, %2 horas) fue realizada a fin
Mener  las particulas  virales concentradas  en una  banda e
d su densidad, de aproximadamente 1.40 g/ml.  La totalidud del

fue recoleciado en 33 fracciones de | ml cada una Cadn

- fue analizads mediante espectofolometria a longitud de onds
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toirespondiente  al pico de absorbancia (260 nmi  de los dcidos
. . " ; ;
fucleicos, lo que permitc determinar  lus fracciomes. que contienen

[—®— ALSORBANCIA  —S—DENSITAD (Cia)

= L3565

i il Bt

(TR 8P GBI ) PEPISUOGg

B 5 7 D i 6 s 1Y aw 2173 g8 #r 99 a1 4%
Fondo i Frocciones) Superficie

4. Eguilibrio ¢e las (raccionss ée Iz oliraentrifugacion en clorure de cesio.
La absorbancia es medida a 254 nm.

tieulas intactas de THHNV, pero puede corresponder @ particulas
i vicias, Fn esta sitnacién. el pico de absorbancia g 254 nm podria
mas a la absorbancia de las proteinas de lu cdpsida que a los
Ucleicos gendmices. Después de una dialisis de 48 horas frente a
olucidn  de TN, seguida de uwna  coloracion negativa, fue posible
esta  fraccidon  con  microscopia  electrénica ¥ reconocer

¢ de aproximadamente 25 nm. La pobre calidad del microscopio no
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PEImItic garantizar la naturaleza particular  de los elementos observados,

preparacion  fue analizada con una  sonda  nucleica comercial,

ea del THHNVY (kil, ver Materiales ¥ Métodos) sin que se chservase
:ﬁn. con la muesira correspondiente a las bandas 17, 18 ¥ 19, Estas
dos negativos  podrian  sugerir que si los clementos shservados son
Ias virales, estin en s mayoria  vacias o no suficientemcnte

mncentradas para dar una reaccidn positiva,

Eﬁ!ﬂ&rrn-]lu de protocolos de infeccién experimental

2.1 Experimentacién 1. Protocols  de infeccién per os
En una primera experimentacion, la infeccion experimental e
post-larvas  (PL-20) de Penaeus stylirostris fue emprendida per
os, aplicando  durante 12 dias un  alimenta compuesto de
cefalotérax de Penaeus vannamei infectados. En los acuarios Ala
¥ Alb se suministrd  alimento  infectado fresco. en los acuarios
Bla y Blb alimento infectado previamente congelado a -80 oC y
en los acuarivs Cla v Clb, que correpondieren  a los controles,
dieta arrificial, A partir del dia 13, iodos los animales fueron
alimentados con  alimento halanceado, correspondicnte al 10% de
la biomasa, dos veces al dia, hasta el dia 16 en que finalizé 1la

EXpeErimentacidi.

Los dias 7, 11 y 13 pi se tomaron muestras  de animales
(2acuario) para  observacicn histolégica ¥ durante todo el
giperimenty  también  se Tecogieron  para hiswlogia agquellos

animales moribundos o con sintvmatologia.



D-zspu&s de 16 dias los acuarios cantroles presentaron  una
supervivencia final del 70%., una supervivencia media de 69% ¥
bna desviacion stindard de 1.0, No se observaron diferencias e
cuante a la supervivencia final en las infecciones con animales
infectados frescos lgrupo A) o congelades (zrupo B, que fue del
43%. La supervivencia media on &l grupo Al fue 44% mientras
que en el grupe Bl fue 42.5% . ~on una desviacién stdndard de 4.0
¥ 25 respecti vamente, existiends  diferencig significativa
(==0.05), (Anexo 3). En ambos casos ¢ encontraron  lesiones
histopatoligicas similares, lo que. sugierc que la congelacion no

alterd el poder infectante del agente.

Signos clinicos

Las post- larvas en comtacto cor altmento infectado presentaron
un alto fndice de canibalisma durante los primeros cuatra  dias
Pt sin presentar signos o sintomatologia  general de [HHNV. En
"la__;siguientc Semdna, presentaron  una reducidn  marcada en el
consumo  de  alimento ¥ algumas  post-larvas  cambiaron  su
comportamiznto naratorio, Las larvas afectadas nadaban hacig la
superficie,  donde  permanecian  flotando para  descender 4
continuacicn trazando  circulos, repitiendo  este compartamients
Fasta morit pPor agotamiznto o canibalizados por las larvas en

mejor estado,

8¢ observaron  cambios en  su coloracidn  natural. En un

prineipio los animales adquirian una coloracién  aznlada y g
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medida gue |y infeccion Avanzaba, presentabay opiacidad de |g
musculaturz  abdoming] ¥ focos necréticos en la epidermis, Estos
81gnos  fueran similares g Jog descritos por  otros  agtores £
infecciones experimentales  con [HHNWY (Brock, 19gs. Bell v
Lightner, 1983, 1987 Bonami e; al. 199q), Lightner o 4. 1983h,
1988, 1390, 1992, o que sugicie que ep €5l experimentacicn Be

consiguic una feproduceisn da ]y infeccidn,

Las post [arvag del  grupo contrel e Presentaron  gctjyvpe

alimentdndg € normalmenie,

Andlisis histoldgicos

Las post-lagvss Fenaeus stylirostris  ge log acuarias infectadasy
con THHNV POr vy org) demostraron SCC pusilivos  parg IHHNV
For histologia g Partir  del dia décimo, ya que se cncontrd ppy
Presencia  elevadz  de Cusrpos  de inclusign cosindfilos (e tipo
Cowdry A {1934 especialmente  ep células ge branguias, tejidn
hﬁmampn}'e’lim, ¥oen células de Iy elindula anrenal  [Anexn 43,
Per su parte Lightner (Lightner ,; al., 1992 asevery que & |g
infeccidn Per via oral ha sjde Positiva  puede detectar ¢ Virus

entre los 15 3 3p dias después de la infeccivn.

Las  post-laryas del  prupe contral de  esta Primery
BXPErimentacidn POT via oral s thcontraron libres de infecuidp

pPor el wvirus.
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Muestreo decamarnnes
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mortalidades, enanismo

v deformaciones cuticulares,

T
)
o

t
L =
o

Camarores 8 mantienen

e HEE encondicic nes astresantes Preservacidn d= animaes
FSondas Nucleicas ) durants 10-30 dias & -800oC
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Experimentacian 2. Pstylirostris infectados por inyeccién

\ intramuscular

Diagnéstico

i

Histologia Sondas nuckicas

G 6. PROTOCOLO DE INFECCION EXPERIMENT AL DEI VIRLS IHHN



Microscopia Electrénica

A partir de estas post-lervas  infectadas per os fue realizado el
protocolo de purificacion  previamente deserito ¥ 8¢ realizaron
observaciones al MET gue permitieron  observar imagenes que

podrian  correspondar a particulas  wvirales

Experimento 2. [Infeccién por inyveccion.

Este experimento twve por objeto  infectar juveniles Penaeus
stylirosiris por  medio de invecci6n de una SULpEnsian
susceptible  de contener particulas  virales. Esia SUspension
currespondid & el  sobrenadante  obtenido después  de las
centrifugaciones de clarificacion viral (ver protocolo de
aislamizntc). El sobrenadante provenia de los dos prupos (Ala y
Blz) de animales infectados del experimento 1. correpondicntes
respectivamente  a animales infecrados con muestras  frescas o
congeladas. Ul volumen de 30 il de sobrenadante  fue invectado

entre €l segundo y tercer terguitos abdominales.

El experimento 2 se realizé en tres acuarios de 20 litros (A2, B2 ¥
C2) con 15 juveniles cada uno (075 juveniles/l) v una réplica, En
los acuarios A2 y B2, los Juveniles  fueron inyectados con los
sobrenadantes  provenientes  de  las muestras  Ala v Bla
respectivamente.  Los  juveniles  del grupe  contrel  fueron

inyectados similarmente con 30 pl de una solucien fivinldgica,
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La duracién del experimento en este caso fue de 12 dias, momento
BN que la supervivencia final en el acuario de control fue del
60% con unz supervivencia media de 59% vy una desviacion
stdndard  de 1.0 En los gropos infectados A2 ¥ B2 Ia
supervivencia final fue del 399% (Anexo 3). Asi la supervivencia
media en ¢l grupn A2 fue 39.5%, micntras que en el grupe B2 fue
38% con una desviacién stindard de 15 ¥ 2.0 respectivamente,

existicndo  difarencia significativa (e=0.05].

Los juveniles  fueran congelados a -80°C como recurso para el

aislamienta  del virgs,

Signos  clinicos

En los cuatro primeros  dius se encontrd  poca actividad., Los
animales nadaban  lentamente tornandose  blancos con manchas
negras v café (posiblemente  causado por la alta roxicidad de]

tampén TN). Existud won alio grado de canibalismo,

En los siguientes ocho dias, los animales mostraron cierto
alelargamicnto,  con movimientos  lentos descendiendo  por 1y
columna  de agua Y opermanceiendo  en el fondo  del acuaria,

dcompanade de una disminueién en el consumo de alimento.

Los juveniles del acwario de control  se presentaron activos

adlimentandose normal mente,
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Los  signos clinicas fucron similnras a  les  descritos
anteriormente v a los observados e=m el primer experimento,

dungue no fueron tan cvidentes como en post-larvas,

Anilisis histoldgico

Los juveniles Penaeus srvlirostriy  inyectados con muestras
susceptibles de contener ITHHNV demostraron ser positivos a
partir del dia octavo, va que se observaron cuerpos de inclusidn
eosindfilos  de tipo Cowdry A (1934) en  célolas  de tejido

hematopoyético ¥ tejide nervioso.

Estos resultades muestran que se consiguid unma reduccion en el
perindo necesario  para reconocer el efecto citopdtico del virus
cuando las infecciongs se realizaron por via parenteral (8 dias
hasta la observacion dc las primeras lesiones) en lugar de por

via oral (10 dias).

Este efecro de la ruta de infeccidn en la ecinédtica de la infeccion
concuerda con las ohservaciones de Lightner (Lightner et al.,

1992,

Microscopia Electronica

Tna  muestra  correspondiente a wn juvemtl  anfectado por
inyaecitn fuve enviada al Dr. Teruo DMiyasaki para  andlisis
mediante microscopia  clectrdnica.  Imédgencs  caracloristicas  de
células  infectadas  con IHHNY ¥ particulas virales foneron

reconocidas, verificando asi las infecciones (Anexp 4,
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CONCLUSION Y DISCUSIONE

s IHHN es uno de los mayores problemas para la acuicultura de
05 ¢n Ecuador y en otros paises. Lebido a que no es posible practicar
izaciones especificas en invertebrados Y que los tratamientos de

ciones virales son pricticamente imposibles, solamente dos

tgias merecen ser exploradas para la prevencidn ¥y control da  las
iedades virales. Esta estrategia correspunde al desarrollo de pruebas
Bgnostico con sondas moleculares y a la seleccién de cepas resistentes
¢ la genética. En ambas situaciones parece primordial tener la
dad de purificar el virus Y fteproducir experimentalmente la
6n. En efecto, la preparacidn de sondas moleculares, nucleicas o
Tpos, depende casi obligatoriamente de la disponibilidad de wvirus
fieados. Después, el desarralle de pruebas de diagndéstico con esta

-moleculares es mucho més ficil si es posible reproducir la infeccién

f determinar exactamsnte la sensibilidad de la prueba y Ila intensidad de

fales en relacion con el nive]l de la infeccion.

Ofra parte, la seleccidn de cepas resitentes es también estrechamente
diente de Ia disponibilidad de virus purificado y de un protocola de
idn. De hecho, para la identificacién de animales resistentes se
realizar infecciones muy controladas en términos de cantidad de
introducidos y de modalidad de introduccion. Estos pardmetros
son suficientes en la estratepia de seleccién genética clisica,

5 que la seleccidn por transformacién genética implica también

o tener informacién sobre el genoma del viros.



motivaciones fueron ef origen de este trabajo que fue iniciado En un

EALO tecnologice  dificil debido 4 la carenciy en CENAIM dal gquipo

sario, 2 saber, un microscepio electrénico

y una ultracentrifuga con
TOLOFES  convenientes

alternativa  consistis  ep realizar una parte de cxperimentacién e p

AIM y la otra parte en Guayaqui! en el Instituto Nacional de Higiene,

que concierne a los intentos de purificacidn, las tesultados  deben ser

pretados  con precaucicn, La baja calidad dal micrascopio  electrénico
PErMitiG obtener imdgenes claras de lo elementos correspandientes al

mo de absorcién g 24 nm y a una densidad de ].36 g/ml. Parece muy

dhle que estos elementos correspondan a cdpsidas  vacias  de IHHNY,

ndo la absorbanciy relacionada  con las protefnas e la cdpsida. Otras

aciones  de purificacign Serdn  necesarias  con el fin de pricticar
tamente  |os protocelos  de purificacién

establecidos en otros palses

e0cia  de Lightner, Bonamit, En Ia prictica. serg convenienle

A tener el equipo en CENAIM ¥ tener un protacolo de reproduccidn

: A infeccién con IHHNY,

'-':';'Icn en el CENATIM de protocalos de infeccioney experimentales fpe

eilitado  por las referencigs EXistentes en el tdpico, Para los dog tipos de

 de infeccion, Per o5 y por inoculacion, se encamtraron  diferencias

Healivas  («==0.05). Jog resultados

entre los experimentos  san iruales,

son diferentes con respecto al conrrol. Se observaron ademgs signos oy



--'. clinicos ¥ Subsecuentemente efectos  citopiticos ¥ particolas

& en las células al microscopio elecirénicn.

relativa  [ucilidad  de infectar  puede estar relacionada  con Jas

Ciores  espontdneas  de animales contral ohservadas en ung tercera

Timentacion no presentada en cste documento, Es importante recordar

ema patogenicidad del virgs IHHN en las piscinas camaroneras

0bre la base de estos resultados, parece realisty continnar  en el CENAIM

: proyecto de investigacidn sobrs el THHNV,
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ECO DACIONES

iitnde en  cuenta la importancia de las enfermedades virales en

elo de la produccin camaronera, ¢l desarrollo de investigaciones ¥

blecimiento de modelos de estudia de virus, IHHNV y otros, parece

| pricrided para el CENAIM en colaboracidn con otros equipos de

Debido a la estrecha relacién entre virus de camarén

de insecto, serd muy  ventajosa organizar conexiones con

lmologos cspecializados en virologfa, porque son mucho mais numerosos

gl conocimiento estd mads avanzado.

elle de la virologfa de camarén an Ecuador implica la adquisicién e

lacién ripidas en el CENAIM del equipo adecuado (microscopio

Snico y ultracentrifuga). Ademds, el entrepamiento e personal en

 téenicas  de microscopia electrénica debe ser considerada

aamente, en particular a ftravés de interacciones con especialistas

‘@ S caricter aplicade a corto plazo para la camaronicultura, la

pacion deberd estar enfocads a el desarrclle de sondas moleculares

fficas v a la evaluacion de sondas moleculares heterdlogas. Serd

BRien necesario  desarrollar prucbas mas sensibles y mds fdciles de

qut el ensaye de tipo dot-blot actualmente comercializado, por

mplo, PCR con iniciadaores correspondiente a secuencias consensus o

luorescencia con anticuerpos monoclonales.



Considerando la relacién entre g virus THHN v los densovirys de

insectos

dtro de 1a familia Parvoviridae,

Parece importanie estudiar 50U genomay

Pira identificar promotores v secuencias terminales  que podriap e muy

'i:iIi':iJEEa en  las  invest aciones sohre la transformacian enéticy,
4 E
particularmente con  la perspectiva de controlar  la integracién  de
iecuencias exdgenas dentro de los CTOMOosomas

del camaron, EJ estudia del
fenoma del THHNV serfa también

importante para caracterizar los genes de

i cdpsida y los genes no estructurales, respectivamente candidatos para

eleccionar Cepas de camarém resistentes

a virus mediante Ja expresidn  de

Proleimas de cdpsida o ge Secuencias antisentido,
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|1 Fijador de Davidson AFA
" Etanol al 95%.....cocnn 100 ml
Formalina al 10%......200 ml
Acido ACAUCO. .....vevenes 100 ml
Apua destilada........300 ml

fodato de S0di0 .e.niee. 0.2 gr
~ Alumbre de Potasio...50 gr
Aeido CItriCO oowvericenen] BT
Hidrato de Coral .......50 gr

| Phosphate Buffer Saline.

ﬁ_ﬂgHPt}q,.......,.........1..D.2 gt
NagHPO4, 12H20~-2.9 gr

Azida de Sodio...........0.2 gr

4, Tampén TN
BEEHCL.........conoovo o 0.02 M
L — 0.4 M

ANEXO 1

1.5 Resctiva de Schiff

Fusing BASICA ....cccimnmiimnnan 1D g
Acido normal hidroclérico...20 ml
Sodio metabisulfito........coooes 1.0 g

1.6 Solucién de tincidn verde

Fast Breell.....cooommmmmmnmessaas D.1g
Alcohol 95 ....ocinninens 100 ml

1.7. Sodio Bisulfiio
1 M Sodio Bisulfito....10 ml
agna destilada......... 200 ml



ANEXO 2

A DE DETEC R DOT

Preparacién de la muestri

Para post-larvas, camaromes adultus ¥ pledpodos de reproductores: Retirar
la cuticula y poner la muestra {en pedazos) en un microtube, aumentar
250 pl de PBS y macerarla. Hemolinfa: Colocar 50-100 ml de muestra de

hemolinfa en un microtubo,

Desnaturalizacidn: Hervir las muestras por 10 min (con el fin de separar
las hebras de ADN).

Fijacidon: Colocar 1 pl de cada muestra en un soporte 0 membrana de nailon.
Depositar la membrana en un recipiente e incubar a £0°C por una hora.

Prehibridacitn.

Separacién del ADN.- Introduecir junto a la muestra una membrana de
nailon con controles (+) y (-) para futura comparacién y colocar cl tampdn
de prehibridacién, Incubar a 65°C por 15 minutos. Retirar.

Hihridacisn,

Desnaturalizar la sonda de [HHNV.- Hervir la sonda de THHNV (IHHENY
ShrimProbe comercializado por Diagratics, Inc) (Lightner et al., 1993)
porlll min y celocar 2 ml a las muestra. Incubar a 63°C por 3 horas ¥
retirar.

Lavado.- Depositar la Solucién de Lavado 1 v distribuir, incubar a

temperatura ambiente por 3 min, rvetirar y repetir el proceso. Colocar
solucion de lavado a 65°C por 15 minutos, repetir el proceso y retitar.

Blogueq.
Aumentar 5 ml de Tampén A al recipiente, Sellar e incubar a temperatura

ambiente por 5 min. retirar. Anadir 5 ml de un Tampén Bloqucante. Sellar
¢ incubar a temperatura ambiente por 30 min

Depositar 5 ml de un tampan  con  Un anticuerpo  anti-digoxigenin
conjugado COM uUna enima de alcalina fosfatasa (IHHNV ShrimProbe
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comercializado  por Diagxoties, Inc), sellar ¢ incubar a temperatury
ambiente por 30 min, retirarla,

Aumentar 5 ml de Tampén A ¢ incubar a temperatura ambiente por 10 min,
retirarlo v repetir el process. Depositar 5 ml de Tampén B e incubar g
lemperatura ambiente por 2 min, retirarlo,

Eevelador,

Depositar 5 ml de solucidn  de revelado, sellar ¥ poner en la obscuridad,
Chequear la membrans periddicamente ¥& que debe estar revelada
totalmente en 2 horas. Detener la reaccion  colocando 5 ml de (buffer
reductor background) e incubar durante 5 min 4 temperatura  ambiente y

retirar.

Extraer la membrana de nailon del contenedor Para secar. Comparar la
membrana  de la muestra con I de control. Color café morado (obscuro)
significan presencia de ADN de IHHNV.
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ANEXO 3

Experimentacién 1. Infeccion oral
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Grafino 2.- Supervivencia de animaias in‘eciados via inyeuaon




ANFXO 4

Foto 1.- Nucleo elongado conteniendo el material Feulgen positivo v el nucleolo
destruido (flecha larga). El nacleo pormal contiene particulas de cromatina v
un ruclenlo visible de Feulgen positivo (flechas cortas), Tincién de Feulgen
NEOh

Foto 2.- (lzguierda) Nicleo reducido (flecha corta) ¥ un nucleo con
inclusiones de tipo Cowdry - A {flecha larga). Tincién de Feulgen X600,
(Derecha) Nacleo con inclusiones tipicas de tipo Cowdry - A (flecha larga).
Tincion de Feulgen X 600,




ANEXO 5

Foto 3.- Células sanas del epitelin de las branguias. FEl nucles tiene un
nucleclo bién definido (n). MET X6000 (Cortesia del Dr. Teruo Mivasaki),



Foto 4.- Nicleo de fibra muscular presenta una matriz densa de electrones
que contiene particulas virales. C: heterocromatina. MET X 40000 (Cortesia
del Dr. Teruo Mivasaki).




" :& ﬁf b
Foto 5.- Gran namero de viriones libres {redondeados) de 28 a 30 am da

dlimetro en el ndcleo de la célula del epitelio tubular de la glaindula antenal .
MET X 7000 (Cortesia del Dr. Teruo Miyasaki),
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