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RESUMEN

El Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopo-
yética (IHHNV) es un virus que causa altas mortalidades en
Litopenaeus stylirostris y el sindrome de la deformidad del ros-
tro (RDS) en L. vannamei. Con el fin de determinar la presen-
cia del IHHNV en camarones cultivados asintomaticos, se ana-
lizaron muestras de camarones cultivados L. vannamei de cin-
co granjas camaroneras localizadas en el oriente y occidente
de Venezuela. Se analizaron un total de 90 muestras por gran-
ja, de tres tallas: PL8-PL15, juveniles de 5-6 gy de 12a 15 g
de peso. El ADN total fue extraido de muestras homogeneiza-
das de ple6podos, mediante el uso de kit comerciales. La de-
teccion del IHHNV fue realizado, tanto por hibridaciéon
mediante “Dot Blot” como por PCR utilizando los kits de
Diagxotics ShrimpProbe y ShrimPCaRe Simplex, respectiva-
mente. Se detectd un total de siete muestras positivas, prove-
nientes de cuatro (B, C, D y E) de las cinco granjas camarone-
ras estudiadas, variando las prevalencias entre 1,1y 3,3% por
granja. Todas las muestras positivas correspondieron a indivi-
duos de 5 a 6 g de peso. La técnica diagnéstica por PCR fue
mas sensible para la deteccién del IHHNV que la hibridaciéon
por “Dot Blot”. La presencia del IHHNV en camarones asinto-
maticos y a bajos niveles de prevalencia puede implicar que
las poblaciones de camarones utilizadas para cultivo en Vene-
zuela son resistentes o en todo caso tolerantes a este virus.
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lencia.
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ABSTRACT

The Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus
(IHHNV) is a pathogen that may cause high mortalities in
Litopenaeus stylirostris and the Runt Deformity Syndrome
(RDS) in L. vannamei. In order to detect the presence of
IHHNV in asymptomatic, cultivated shrimp, it were analyzed
shrimp samples of cultivated L. vannamei from 5 farms located
in the east and west costs of Venezuela. A total of 90 samples
per farm were analyzed, using three sizes: PL8-PL15, juveniles
of 5-6 g and of 12-15 g of weight. The DNA was extracted from
homogenized samples of pleopods, using commercial kits. The
detection of IHHNV was carried out by both dot blot hybridiza-
tion and PCR using the Diagxotics kits ShrimpProbe and
ShrimPCaRe Simplex, respectively. A total of 7 positive sam-
ples from 4 (B, C, D and E) of the 5 shrimp farms studied were
detected. The prevalence in the farms ranged from 1.1 to
3.3%. All positive samples corresponded to individuals of 5 to 6
g of weight. PCR was a more sensitive technique than the dot
blot hybridization. The presence of IHHNV in asymptomatic
shrimp at low values of prevalence could imply that the shrimp
populations used for culture in Venezuela are resistant or at
least tolerant to this viral pathogen.
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INTRODUCCION

El desarrollo de la industria camaronera latinoamericana
en la ultima década ha estado caracterizado por el reconoci-
miento de muchas restricciones en la produccién, consideran-
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dose una de las mas importantes, la ocurrencia de enfermeda-
des infeccionas y no infecciosas [10]. La introduccién y esta-
blecimiento de patégenos han causado enfermedades epizo6-
ticas serias y considerables pérdidas econémicas a la industria
del cultivo del camarén en las Américas [10].

Las enfermedades infecciosas; de etiologia viral, predo-
minan en importancia y constituyen una de las mayores preo-
cupaciones, tanto para la industria camaronera como para los
gobiernos y ambientalistas. Las enfermedades del camaré6n se
han propagado en los ultimos afios. Al inicio del afio 1988, fue-
ron reportados solo seis virus capaces de afectar al género Li-
topenaeus (Penaeus) [8]. En 1996, aproximadamente 20 en-
fermedades virales fueron identificadas como patégenas para
especies de camardn silvestre o de cultivo [9]; cuatro de los
agentes que las causan: virus del sindrome del Taura (TSV),
virus de la cabeza amarilla (YHV), virus del sindrome de la
mancha blanca (WSSV) y el virus de la necrosis infecciosa hi-
podérmica y hematopoyética (IHHNV), son de particular inte-
rés en camarones de las Américas [10].

El IHHNV es un virus que causa altas mortalidades en
Litopenaeus stylirostris y el sindrome de la deformidad del ros-
tro (RDS) en L. vannamei, asi como infecta a otras poblacio-
nes de peneidos en el Pacifico [1] y de otras regiones [9]. De
acuerdo a su morfologia y caracteristicas bioquimicas, el
IHHNV pertenece taxonémicamente a la familia Parvoviridae
[2], siendo el virus mas pequefio (22 nm de diametro) con ca-
dena simple de ADN que afecta a los camarones peneidos. Su
secuencia de 4075 pares de bases lo presenta como uno de
los virus de menor tamafio conocido (Numero de Accesion el
GenBank: NC_002190, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
viewer.fcgi? db=nucleotide&val= 9634944). Este virus fue de-
tectado por primera vez en juveniles de Litopenaeus stylirostris
cultivado en Hawai en 1981 [11], de donde ha sido reportada
una alta prevalencia en poblaciones de camarones cultivados
de L. vannamei sin que se presentaran signos clinicos de la
enfermedad [5]. Desde 1981, el virus ha sido detectado en ca-
marones peneidos de todo el continente americano, Oceania y
Asia [9]. En América, el movimiento de reproductores infecta-
dos utilizados para la acuicultura ha contribuido en gran forma
para su extensa propagacion. Este virus afecta al camaroén Li-
topenaeus stylirostris, tanto silvestres como de cultivo y es res-
ponsable de pérdidas econdmicas importantes. L. vannamei
muestra cierta resistencia al virus IHHN, ya que para esta es-
pecie no es letal, aunque la infeccion genera resultados me-
diocres en la produccion, por la presencia de camarones ena-
nos con deformidades en el rostro [5]. Para Venezuela,
Lightner [7] lo reporta como introducido en camarones cultiva-
dos L. vannamei para el afio 1985, sin especificar la region del
pais.

El IHHNV ha sido observado en infecciones naturales en
Litopenaeus stylirostris, L. vannamei, L. occidentalis, Farfante-
penaeus californiensis [9] y L. schmitti [6] e infecciones experi-
mentales en L. setiferus, F. duorarumy F. aztecus [9]. En Es-
tados Unidos, por ejemplo, se ha impuesto la deteccién del
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IHHNV como una medida de erradicacion del virus en ese pais
y con el proposito de desarrollar un programa de cultivo de ca-
maron libre de patdgenos [12], por lo que frenar su transmisibi-
lidad es importante a fin de erradicar o controlar este microor-
ganismo.

Debido a que el IHHNV es un patégeno que puede estar
presente sin manifestar ningun signo clinico, se planteé el pre-
sente estudio para detectar la presencia del virus en individuos
de L. vannamei cultivados. Ademas, se quiso comparar dos téc-
nicas de deteccion molecular para este patdgeno, ya que éstas
presentan diferencias en su aplicacion, costo y sensibilidad.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de Litopenaeus vannamei cultivado fueron
obtenidas de 5 granjas camaroneras localizadas en el Occi-
dente y Oriente de Venezuela (denominadas granjas A, B, C,
Dy E), en las cuales se llevan a cabo cultivos semi-intensivos
e intensivos en piscinas de 2 a 10 hectareas, con una densi-
dad de siembra entre 10 a 30 ind/m?. Los porcentajes de re-
cambio de agua, normalmente oscilé desde el 7 al 15% diario.
Los camarones fueron alimentados con dieta comercial que
contenia entre 30 a 40% de proteina, suministrada al boleo uti-
lizando esquemas de alimentacion ajustados al consumo dia-
rio. Se analizd un total de 450 individuos aparentemente sa-
nos, de tres tallas por granja: estadios entre PL8-PL15, juveni-
les de 5-6 g y de 12 a 15 g. Los camarones fueron obtenidos
directamente de diferentes piscinas utilizando redes de pesca
y fueron colocados inmediatamente en hielo y luego en hielo
seco para su traslado.

El ADN total de los camarones fue extraido de los ple6-
podos utilizando el kit Extract-N-Amp para tejido (Sigma, Saint
Louis, MO, EUA), siguiendo las especificaciones del fabrican-
te. Los pledpodos fueron cortados con hojillas estériles y apro-
ximadamente 10 mg del musculo fueron colocados en un tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL que contenia 100 yL de solucién
de extraccion y 25 pL de solucion de preparacion de tejido, ho-
mogeneizando la mezcla con un pistilo de plastico desechable.
La solucion fue incubada a temperatura ambiente por 10 min y
luego a 95°C por 3 min. Se agregé 100 pL de solucién neutrali-
zante B y se mezcl6 en un vortex. Con el fin de verificar la can-
tidad y calidad del ADN extraido, éste fue corrido por electrofo-
resis en un gel de agarosa al 1% con buffer TBE 1X (100
mmol/L Tris-HCI, 2 mmol/L EDTA, 100 mmol/L acido boérico),
que contenia bromuro de etidio (0,5 pg/mL) como colorante,
permitiendo la observacion directa del ADN total. Para la corri-
da se utilizé un sistema de electroforesis de gel Midicell Primo
EC330 (New York, EUA) empleando 120 V por 30 min y el
ADN fue visualizado utilizando un transiluminador de luz ultra-
violeta (LUV).

Para el diagnéstico molecular del virus de la Necrosis In-
fecciosa Hipodérmica y Hematopoyética (IHHNV) en las mues-
tras de camarones fueron utilizadas dos tecnologias con basa-
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mentos técnicos distintos. En primer lugar se emple6 la técnica
de hibridaciéon por “Dot Blot” o de membrana utilizando el kit
ShrimpProbe (Diagxotics, Lawrenceville, NJ, EUA) segun las
especificaciones del fabricante, con ligeras modificaciones. La
modificacién consistié en utilizar el ADN extraido para colocar-
lo en la membrana, en vez de utilizar el extracto crudo, con el
fin de aumentar la sensibilidad de la técnica. EI ADN fue calen-
tado previamente para su desnaturalizacion y puesto en hielo,
mientras se afiadia 2 pL de cada muestra que agrup6 5 indivi-
duos en cada “spot” de la membrana. Estas se prepararon por
duplicado, ya que se utiliza una membrana para ser hibridado
con la sonda y ofra sin ella como control negativo. Una vez
preparadas las membranas, éstas se incubaron en una estufa
a 90°C por 10 min con el fin de fijar el ADN a la membrana,
para el posterior procesamiento. La membrana fue puesta en
una bolsa de hibridacién e incubada en buffer de pre-hibrida-
cion para rehidratarla. El buffer fue eliminado y se afadié
buffer de hibridacion conteniendo la sonda marcada con digo-
xigenina, complementaria a las secuencias del IHHNV, incu-
bando a 65°C por 12 horas, en una incubadora con agitacion.
Se repitid este paso para la membrana control. En cada bolsa
de hibridacién (de prueba y control) se incluyé una membrana
control que contenia ADN del IHHNV.

Las membranas fueron lavadas con buffer de lavado y
bloqueo por 5 min con agitacién. La sonda fue detectada con
la solucién que contenia el conjugado Anti-Dig/AP que corres-
ponde a una fosfatasa alcalina que contiene un epitope que
sirve de anticuerpo contra la digoxigenina. Las membranas
fueron lavadas con buffer y se agrego6 la solucién reveladora,
que contiene un sustrato para la enzima fosfatasa alcalina que
se precipita, produciendo una sefial donde se encuentra la
sonda unida al ADN del virus. Luego se inhibe la accién de la
enzima con buffer de parada. Finalmente las membranas fue-
ron comparadas y se realizd su diagnostico.

La segunda técnica para la deteccion del IHHNV se rea-
liz6 mediante el uso la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) por medio de los oligonucleétidos desarrollados como
parte del kit ShrimPCaRe Simplex (Diagxotics, Lawrenceville,
NJ, EUA). Para la amplificacion se utilizé un volumen final de
50 pL corridos en un termociclador Techne (TC-512). A cada
tubo de 0,2 mL se le agregd 5 yL de ADN de muestra, corres-
pondiente a 5 camarones (1 pL por individuo), 5 pL de Buffer
de PCR 10X (10 mmol/L Tris-HCI, pH 9,0; 50 mmol/L KCly 1%
Triton® X-100), 0,2 mmol/L de cada nucleétido trifosfato
(dNTP), 0,5 ymol/L de cada cebador, 1,5 mmol/L de cloruro de
magnesio (MgCl,), y 1,25 U Taq polimerasa (Promega Corp.,
Madison, WI, EUA). Ademas de las muestras a analizar, se uti-
lizd un control negativo (sin ADN) y un control positivo, provis-
to con el kit, que amplifica el fragmento de 347 pares de bases
del virus.

El programa de amplificacion utilizado const6é de 1 ciclo
a 94°C por 5 min, para la desnaturalizacion inicial; 45 ciclos
con un paso a 94°C por 1 min para la desnaturalizacion; otro a
45°C por 1,5 min para la hibridacion de los oligos; y un ultimo

a 72°C por 2,5 min para la extensiéon de los fragmentos. Se
realiz6 una extension final a 72°C por 10 min para asegurar la
produccién de fragmentos completos. Los productos de ampli-
ficacién fueron corridos por electroforesis en gel de agarosa al
2% con bromuro de etidio (0,5 pg/mL), observandose en un
transluminador LUV. Para la corrida se utilizé6 un marcador mo-
lecular de 100 pb (Promega Corp., Madison, WI, EUA) y el gel
se corrié en buffer TBE 1X con 120 V por 45 min.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis por electroforesis del ADN extraido de las 450
muestras de Litopenaerus vannamei cultivado, demostré que
poseia buena calidad y cantidad para realizar los protocolos
subsiguientes. La técnica de hibridacion de membrana o por
“Dot Blot” no detectd a ninguna muestra como positiva, a pe-
sar que la membrana con los controles positivos mostraron se-
fales evidentes de que la técnica funciondé adecuadamente
(FIG. 1). No se observé ruido de fondo (background) ni en la
membrana de prueba ni en la de control (sin la sonda). En
cambio, la técnica del PCR resulté ser mucho mas sensible,
permitiendo detectar el virus en 7 muestras positivas de cama-
rones (grupos de 5 individuos; FIG. 2). Las muestras positivas
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FIGURA 1. HIBRIDACION DE DOT BLOT EN MEMBRANA
DE NITROCELULOSA PARA DETECTAR IHHNV EN MUES-
TRAS DE L. vannamei. CADA CUADRO CORRESPONDE A
UN GRUPO DE 5 INDIVIDUOS. C: CONTROLES POSITIVOS
(++Y +) Y NEGATIVO (-). LAS MEMBRANAS SE HICIERON
POR DUPLICADO, UTILIZANDO UNA PARA AGREGAR EL
ANTICUERPO CONJUGADO ANTI-DIG/AP (a) Y EL CON-
TROL EN LA OTRA (b) /DOT BLOT HIBIDIZATION IN NITROCE-
LLULOSE MEMBRANES FOR THE DETECTION OF IHHNV IN SAM-
PLES OF L. vannamei. EACH SQUARE REPRESENTS A GROUP OF 5
INDIVIDUALS. C: POSITIVE (++ AND +) AND NEGATIVE (-) CON-
TROLS. THE MEMBRANES WERE BLOTTED IN DUPLICATES, USING
ONE TO ADD THE ANTI-DIG/AP CONJUGATED ANTIBODY (a) AND
THE CONTROL IN THE OTHER (b).
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FIGURA 2. GEL DE AGAROSA MOSTRANDO LOS FRAG-
MENTOS AMPLIFICADOS DEL IHHNV EN LAS MUESTRAS
ESTUDIADAS. CADA LINEA CORRESPONDE A UN GRU-
PO DE 5 EJEMPLARES DE L. vannamei, C-: CONTROL NE-
GATIVO (AGUA), C+: CONTROL POSITIVO (ADN DE
IHHNV) Y M: MARCADOR DE PESO MOLECULAR DE 100
PB. /AGAROSE GEL SHOWING THE AMPLIFIED FRAGMENTS OF
IHHNV IN THE STUDIED SAMPLES. EACH LINE REPRESENTS A
GROUP OF 5 INDIVIDUALS OF L. vannamei, C-: NEGATIVE CONTROL
(WATER), C+: POSITIVE CONTROL (DNA OF IHHNV) AND M: MOLE-
CULAR WEIGHT MARKER OF 100 BP.

provenian de 4 (B, C, D y E) de las 5 granjas camaroneras es-
tudiadas. Los grupos de muestras que resultaron positivas fue-
ron repetidas pero de manera individual para determinar el nu-
mero de individuos positivos por grupo, encontrandose un solo
individuo positivo para cada grupo analizado. La prevalencia
del IHHNV por granja fue del 1,1% para la granja B, 2,2% para
la granja C, 3,3% para la granja D y 2,2% para la granja E. To-
das las muestras positivas fueron detectadas en individuos de
5 a 6 g de peso. No se observo diferencia en la localizaciéon
geografica de la granja que resulté negativa para IHHNV, ni en
las caracteristicas del cultivo, por lo que no se descarta com-
pletamente la ausencia de este virus sin realizar un estudio
con un mayor numero de muestras.

La técnica de diagnéstico por PCR fue mas sensible
para la deteccién del IHHNV que la hibridacién por “Dot Blot”.
Esta ultima técnica ha sido utilizada ampliamente para la de-
teccion de patégenos [3, 16] con buenos resultados, pero con
limitada sensibilidad, comparada con el diagnéstico por PCR
[13, 14]. Es muy probable que la falta de deteccion de la técni-
ca de hibridacion se deba a niveles bajos de carga viral de la
muestra, limitando asi el nUmero de moléculas blanco Uutiles
para la deteccién con esta sonda. El PCR, por su parte, impli-
ca la multiplicacién de la secuencia blanco, aumentando de
manera considerable el limite de deteccion. Asi, la técnica de
PCR constituye el método mas recomendado de diagnéstico
para la deteccion del IHHNV [15], especialmente en camaro-
nes asintomaticos. Sin embargo, no se puede descartar la apli-
cacion de la hibridacion por “Dot Blot”, ya que es una técnica
util para su aplicacion en condiciones donde no se cuenta con
el equipamiento necesario para el diagnostico por PCR, ya
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que no requiere de equipos especializados, pero soélo se reco-
mienda su aplicaciéon en la detecciéon de agentes infecciosos
presentes en altas densidades y una vez establecida su sensi-
bilidad en las condiciones dadas de diagndstico.

En las muestras de camarones analizados no se observo
ningun signo clinico tipico del sindrome de la deformidad del
rostro, producto de la infeccién por IHHNV. El bajo valor de pre-
valencia del IHHNV en camarones asintomaticos puede estar
relacionado con el hecho que en Venezuela, la raza de camaro-
nes blancos Litopenaeus vannamei, ha sido producto de un pro-
ceso de seleccion artificial para mejorar su crecimiento y super-
vivencia ante este virus [4]. Anteriormente fue reportada una
alta prevalencia en poblaciones de camarones cultivados de L.
vannamei de Hawai sin que presentaran signos clinicos de la
enfermedad [5]. En camarones de la especie L. stylirostris ha
sido obtenida una raza resistente al IHHNV (Super Shrimp®),
que muestra altas supervivencias y total ausencia de signos cli-
nicos de la enfermedad [17].

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

La presencia del virus de la Necrosis Infecciosa Hipodér-
mica y Hematopoyética (IHHNV) en camarones blancos asin-
tomaticos, Litopenaeus vannamei, a bajos porcentajes de pre-
valencia puede implicar que las poblaciones de camarones
cultivados en Venezuela son resistentes o en todo caso tole-
rantes a este virus, minimizando su poder patogénico y redu-
ciendo su capacidad de multiplicacién e infeccion. Se reco-
mienda realizar este tipo de estudios a muestras de camaro-
nes provenientes de granjas camaroneras de todo el pais, asi
como en camarones silvestres, y en lo posible con un numero
grande de muestras, con el fin de establecer la distribucion ac-
tual de este patdégeno con mayor precision.
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