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RESUMEN

El virus de la Necrosis HipodZrmica y HematopoyZtica Infecciosa o IHpt\éus siglas en
ingles delnfectious Hypodermal and Haematopoietic Mests Virus ha sido responsable en
los celtimos 24 a—os de afectar el crecimiento y la supervivencia desakgperies de

camarones penaeidos cultivados.

En MZxico se aisl— por primera vez este virus en 1989 layrelacionado con retraso del

crecimiento del camar—n.

En 2009 se estableci— la teora de que cierta parte del genoma del [Hidt®/ estar
OalojadoO dentro del genoma del camar—n blanco, lo que le confiere siemaiaeaid
manifestaci—n de la enfermedad. Esto puede dar explicaci—n a porquidersiearenc
organismos OinfectadosO con el virus, pero no presentan signos visibles dedamferme
revelindose que es posible diferenciar un diagn—stico de IHHNV entrefasndgsposibles

en que se presenta este virus, forma activa e inactiva.

En el presente trabajo, se analizaron 152 muestras de camar—n blanco d&4&iltivestras
corresponthn a organismos juveniles y 4 pertenec’an a muestras de postlarvas provel@entes
2 laboratorios diferentes.

Se identificaron las formas activa e inactiva del virus de la Nectd®odZrmica y
HematopoyZtica Infecciosa, por medio de PCR en Tiempo Real.

Del total de muestras analizadas, 33% resultaron positivas para laidateram de IHHNV y
el 12 % result— positivo para la secuencia diferencial de IHHNV activo (NS1).

Estos resultados son el resultado previo de un frea inexplorada de investigada—n e
acuicultura, la cual deja la pauta para nuevas formas de tratamieéasilares y prevenci—n

de enfermedades en organismos acutticos.
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1. INTRODUCCIIN

La importancia de comprender las enfermedades virales que afectaacaidaltura de
camar—n, radica en que Zsta industria se ha convertido en una fuente intjgoesantieos,
de abastecimiento de alimento e inyecta grandes cantidades de dirseez@mom’a nacional,
en los mercados en los cuales se desarrolla (Maramarbathl997).

En MZxico, el camar—n por su volumen se encuentra posicionado en el lugar 4 de la
producci—n pesquera en MZxico; sin embargo, mtosealor comercial, o encontramos en
el lugar 1 (Sagarpa-Conapesca, 2013).

Desde el comienzo de la prictica de acuicultura de camar—n, laséadesnvirales han
afectado seriamente capacidad de producci—n e impactado en el fombi#mieo (Guzmin-
Stenzt al, 2009; Rai, P Safeenet al, 2012).

Se han reportado mifs de 20 virus que afectan los cultivos de camar—refdifeienis e
Gaxiola L—pez, 2003; Fernando, 20lHLfecci—n causada IHHNV genera un gran impacto
enLitopenaeus stylirostis camar—n azul, causando mortalidadesltivos que puede llegar
hasta el 90% (Lightner, 2006; Morales Covarrubias, 2010). En cambidjt@enaeus
vannamei la tasa de mortalidad no excede el 5%, en cambio, genera un s’ndrome conocido
como Enanismo o deformidad del rostro (Lightner, 2006; Oie, 2006; &tealg 2007).

El IHHNV es el virus mis peque-o0 de los virus conocidos de camarones penaeidos
(Sindermann e Lightner, 1988; Maramoroset al, 1997), pertenece al gZnero
Brevidensovirus, familia Parvoviridae; su nombre espec’fico es PstDNV (pdemnsovirus

de L. stylirostrig (Cuellar Anjel, 2003). Est} formado por una cadena sencilla de ABN,
icosahZdrico, sin cubierta y mide aproximadamente de 20 a 22 nm (Rai, RaSeffed,

2012).

El virus IHHNV afecta el —rgano linfoide, las g—nadas, el tejido conlectiwesculatura, el

ganglio y cord—n nervioso, la epidermis y el epitelio intestinal (tejidos megmy



endodZrmicos). El perodo de incubaci—n var'a segoen la carga viral inicialibsigsmbpt
individual, edad y tama—o0 de los camarones.(Cuellar Anjel, 2003; Lightner, 2006; Oie, 2006).
Se han detectado secuencias del virus IHHNV, insertadas en el genocaale—ir.
monodonde c¢frica oriental, Australia y el Indo-Pac’fico oeste, sin que sefatc¢iosas para

L. vannameb para P. monodon(Cuellar Anjel, 2003; Oie, 2006). Teixeira y colaboradores,
diferenciaron dos formas del virus de la Necrosis HipodZrmica y Hematopolyif¢icciosa,

una forma Activa y una Inactiva.

En nuestro pa’s no se ha investigado la presencia de las dos formas del virus IHHNV por lo
que el objetivo de Zste trabajo fue determinar la presencia ambas formas en una granja de

camar—n en Guasave, Sinaloa.



Objetivo

Determinar la presencia de las formas Activa e Inactiva del virus de la NecrosisrhtijpadZ

Infecciosa en una granja de camar—n en Guasave, Sinaloa.

Hip—tesis
Existe la presencia de dos formas del Virus de la Necrosis HipodArniematopoyZtica
Infecciosa, la forma inactiva, encontrada en camarones sin visibles deggeaofermedad pero

gue resultan positivos en un examen diagn—stico tradicional y la formaesctorgtrada en
camarones con visibles signos de enfermedad.

Justificaci—n

El virus IHHNV ha sido responsable en los celtimos 24 a—os de afectacialiento y la
supervivencia de algunas especies de camarones peneidos cultivados (Montgomeegt-Brook
al., 2007). En nuestro pa’s no hay reportes de trabajos que determinen si en lasdgranjas

cultivo de camar—n exista la presenciesties 2 formas del pat—geno.



2. REVISIIN DE LITERATURA
2.1 Generalidades de acuicultura

El camar—n blandhitopenaeus vannamegs una de las especies de crusticeos de gran
impacto econ—mico que genera un importante ncemero de empleos directos e indirectos a
travZs de la explotaci—n y comercializaci—n de sus poblaciones ndtutategrocedentes

de los sistemas controlados por la acuicultura. (Ramos-Cruz, 2012).

A nivel mundial, es uno de los principales crusticeos que generan gran demaglda en
mercado, por tal motivo, la investigaci—n en aspectos de aumento de la producci—n,
mejoramiento genZtico y aprovechamiento de los recursos, avanzan cada gravesala

informaci—n necesaria para que esta actividad se lleve a cabo de la mejor manera.

Sin embargo, al aumentar la pricticaaddcultura se ha incrementado, tambe&l@umento

en los problemas de salud del camar—n.(Lightner e Pantoja, 2002). En 1989, s—els hab’a s
virus de camar—n identificados en todo el mundo. Para 1996 esta cifra habt@dum 20

virus de camar—n.(Oie, 2006) La enfermedad causada por IHHNV estf actualment
reconocida como el principal factor limitante para el cultivo de camar—ngvi@ny-Brook

et al, 2007)

Otro de los factores que limitan el Zxito de la camaronicultura mlucdnsiste actualmente
en el control de las infecciones, principalmente las de origen viral.(Montgd@naok et al,
2007). Las altas densidades poblacionales usualmente utilizadas eniVos,cptopician la
rtpida propagaci—n de los agentes infecciosos, resultando generalmente etadaertali
masivas y ocasionando, CoOmo consecuencia, perjuicios econ—micos incalfviables e
Cuellar, 2008).

En MZxico, es de espial interZs mantener los cultivos de camar—n alejados de cualquier
amenaza que pueda provocar una disminuci—n en la producci—n (Fernando, 2011) debido a que
es Zste ejemplar, el noemero 1 de las especies pesqueras que se esipoda Estados

Unidos de AmZrica, Jap—n y Francia sus principales destinos (Sagarpa, 2011).



2.2Litopenaeus vannamei

La mayor’a de las especies de camar—n utilizadas para acuicuituia €@mmundo, son de la
familia Penaeidaey la especie mis cultivada en AmZrica es la espacieamei(oh et al.,
1997)

El camar—n blanco o patiblanco como tambiZn se le conaitepanaeus vannamei,
pertenece a un grupo de organismos denominados colectivamente como crustfceos gdectpodos
o crustfceos que tienen diez pies, aungue en realidad poseen 16, cinco panesagugue
observamos y que emplean primordialmente para caminar sobre el fondo, y lpsnres

pares que estin ubicados en la boca y son empleados en el proceso de ¢agiiomentte

(NZstor e Gabriel, 2002).

Esttn formados por un cefalot—rax y un abdomen constituidos por —rganos y tejidos (Morales
Covarrubias, 2010) los cuales cubren distintas funciones (Fig. 1).

W
AN \

Morfolog'a Interna de un Camar—n

Fig. 1 Morfolog’a interna de un camar+—h-Boca, 2: Est—mago, -3Ciego Intestinal anterior, 4.
Intestino anterior, 5. Intestino medio, 6. Ciego intestinal posterior, -7.Recto, 8 Ano, 9-

Hepatopfncreas, *@rgano Mandibular, 11.Coraz—n, 12Arteria (Aorta) dorsal posterior, 13.
frgano Linfoide, 14.- Tejido HematopoyZtico, 15Sistema Nervioso Central, 1@jo, 17- Glindula
Antenal, 18- Trgano . A.- Sistema Reproductor FemeniBc Sistema Reproductor Masculino
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En el proceso de crecimiento del camar—n, para que Zste puedarailengmha—o, debe
mudar de exoesqueleto y dado que su tracto digestivo tambiZn estf revestido gapauna
quitinosa, cuando se muda de exoesqueleto, tambiZn mudan de tracto digestproceste

de muda deja al camar—n expuesto y vulnerable a ser atacado por difereméss age
infecciosos (Fernando, 2011).

La primera I'nea de defensa de estos animales es proporcionada porrleipmslecaparaz—n
externo r'gido o exoesqueleto, que funciona como una barrera f'sico- qu'mica protectora
Ademis de ello, todo el tracto digestivo de estos animales, qu@mscipal v'a de entrada

para los microorganismos, tambiZn estf revestido por una capa quitinosa queumfrece
ambiente fcido y lleno de enzimas, capaz de inactivar y digerir la mager'&os
microorganismos que no son parte de su microbiota natural. (Morales e Cuellar, 2008).

A comparaci—n de otros invertebrados, los crustfceos disponen solamente de un sistema
inmune innato, diferente de los vertebrados que ademits de esto, tienen tamdigfema

inmune adaptativo.(Fernando, 2011) (Ramos-Cruz, 2012) El sistema inmune innato de los
crustfceos, es encontrado en todos los organismos multicelulares, incluyeneébradest y

plantas, mientras que el sistema inmune adaptativo s—Io se encuestieabrados.(Lee e
S&derhSll, 2002).

Este celtimo se caracteriza por la presencia de una infinidad de recgptmmécuerpos
altamente espec’ficos y por la inducci—n de cZlulas de memoria, quieagararg respuesta
de defensa altamente eficiente y espec’fica para los mis dipatsegenogAlberts B.et al
2002). Esta respuesta transcurre de la presencia de una I'nea celularidimfquresente
solamente en los vertebrados, donde se apoyan todos los mecanismos dei@sgecifle

memoria inmunol—gica.

De esta forma, su ausencia en los invertebrados inviabiliza cualquaiviede desarrollo de
vacunas, en su concepto clisico de la palabra, disminuyendo as’ de mame@asukdt
posibilidad de la prevenci—n y control de infecciones en los crusticeos. (MdCaielar,
2008).

La cenica I'nea de defensa que tienen los penaiedos es la confedampanidad innata que



proviene de las cZlulas sangu’neas llamadas hemocitesa(,J2009)

El sistema circulatorio de los crustfceos es de tipo abierto eab@mio, por donde transita

un tejido fluido denominado hemolinfa, correspondiente a la sangre de los vertebrados.
(Lightner e Pantoja, 2002). En la hemolinfa son transportados continuamente nutrientes
excretas, ox’geno, hormonas y otras molZculas importantes para los diferentesde-ego®s
animales. Debido a su fluidez y por la capacidad de llegar directamérdes los tejidos de

los crustfceos, la hemolinfa contiene ademis todos los componentesstdata si
inmunol—gico. (Fernando, 2011)

La hemolinfa estf compuesta por una fracci—n celular, representada potdasitculantes

o0 hemocitos y por una fracci—n l'quida constituida por el plasma que conterpatekf
factores humorales. (NZstor e Gabriel, 2002) Las respuestas inmuno celutaresrales

actoean de forma integrada en los crustfceos, protegiZndolos contra la invasi—n de
microorganismos y parisitos, garantizando as’ su integridad corporal y homeostittica.

Los principales sistemas de defensa actualmente reconocidos en los crustfceos son:

Coagulaci—n de la hemolinfa;
Melanizaci—n mediada por el sistema Pro-fenol oxidasa (proPO);
Reconocimiento y aglutinaci—n celular mediados por las lectinas;

0N

Sistemas antibacterianos, antifoengicos y antivirales mediados por lodogpZpti
antimicrobianos, RNA de interferencia y por prote’nas de reconocimiento patr—n;

o

Producci—n de formas reactivas de ox’geno y nitr—geno
Sistema fagoc’tico y de encapsulamiento. (NZstor e Gabriel, 2002)



2.3 Necrosis HipodZrmica y HematopoyZtica Infecciosa

La enfermedad causada por el virus de la Necrosis HipodZrmica y Hematapby&tciosa
genera un particular interZs debido a que no causa una infecci—n Ieimpenaeus
vannamei en cambio, produce una reducci—n en el crecimiento y una variedad de
deformidades cuticulares de del rostro, antenas y en zonas torfcica y ahdomina
deformidades que en conjunto se conoce comoenmente como el s’ndrome de la deformida
enanismo ( Run-Deformity Syndrome o RDS) (Lightner e Pantoja, 200kt&n2006).

El IHHNV es el virus mis peque-o0 de los virus conocidos de camarones penaeidos
(Sindermann e Lightner, 1988; Maramoroset al, 1997), pertenece al gZnero
Brevidensovirus, familia Parvoviridae; su nombre espec’fico es PstDNV (pdemsovirus

del. stylirostrig (Cuellar Anjel, 2003)EI viri—n delHHNV es un icosaedro de la familia de

los Parvovirus, sin envoltura de 20-22 nm, contiene AD&hl monocatenario de un tama—o
estimado de 3,9 kb, con 3 marcos de lecyuttiene una citpsida con cuatro polipZptiidie,

2006) (Rai, P Safeenat al, 2012; Silveet al, 2014).

El virus IHHNV afecta el —rgano linfoide, las g—nadas, el tejido conlectiwesculatura, el
ganglio y cord—n nervioso, la epidermis y el epitelio intestinal (tejidos nmesmy
endodZrmicos). El perodo de incubaci—n var'a segoen la carga viral inicialibsigsmbpt
individual, edad y tama—o0 de los camarones.(Cuellar Anjel, 2003; Lightner, 2006; Oie, 2006).

Se ha reportado infecci—n natural por IHHNV en camBenaels spfEn AmZrica, afecta a

las dos especies mis importantes para el comercio de cdotapemaeus. stylirostriy
Litopenaeus vannamekl L. stylirostris es altamente susceptible a IHHNV, y el virus causa
una enfermedad letal (hasta 90% de mortalidad) mientras quezannameel virus no causa

una infecci—n letal (Boada al, 2008) en esta especie en cambio, produce una enfermedad
cr—nica no letal que se manifiesta con una reducci—n en el crecinieatvayiedad de
deformidades cuticulares del rostruta,artena y otras zonas torfcica y abdominales (Arun K
et al, 2001).Ver Anexo 1y 2.



En MZxico este agente infeccioso tiene una presencia importante. Segzediarrealizado
en reproductores y que fue publicado el 2014, la prevalencia de esta enfermddenaeste
del pa’s oscila entre 30% y 60%. (Mendoza Cagtad, 2014)

Al igual que en otros pa’ses, en MZxico tambiZn es una de las principalas de pZrdidas
econ—micas debido a que si bien no genera mortalidades masivas por s'shgemera
problemas en la producci—n al presentarse como una enfermedad cr—nica no letal
(Chayaburakulet al, 2005). La cual, al afectar el crecimiento, provoca que se cosechen
organismos de diferentes tallas (tama—o0s) (Ru’z Sandoval, 2013) reduciendondetstical

peso esperado en toneladas, generando con esto un menor ingreso econ—mico para los

productores.

A lo largo del tiempo se han utilizado diferentes tZcnicas para diagndss enfermedades
que atacan el camar—n blanco (Lightner e Pantoja, 2001), las cuales indsgien
microbiolog’a tradicional, histopatolog’a, western blot, ELISA, PCR punto final, H&RpD
real, entre otras (Fernando, 2011)

Los beneficios de realizar un diagn—stico oportuno, certero y ripido, son, en poblaciones que
ya manifiestan signos de enfermedad, poder identificar el agente pawsaleterminar el
tratamiento a seguir y atacar de manera directa elgmnab

En poblaciones que acen no manifiestan signos de enfermedad, el diagn—stioopgiegia
importante en el tema de prevenci—n y control, debido a que las enfermedhdesbente
acuttico se propagan mits ripido afectando a mis organismos en un tiempo muy
corto.(Fernando, 2011)
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2.4 Forma Activa e Inactiva de IHHNV

Se sabe que los crustfceos y los insectos pueden llevar uno o mis pat+atgends forma
persistente a niveles bajos, sin presentar ante ello signos de enteynadamis de eso,
pueden transmitirlas a su descendientes y aunque acen no se conoce el ceemoelstena

proceso se ha denominado alojamiento viral (Flegel, 2009).

Segeen este autor, se puede lograr la protecci—n o tolerancia contra un yresfieo es
cuando una parte del genoma del virus se aloja en el genoma del hospedador,dsagment
retrovirales tanto de virus ARN y ADN se han encontrado en los genomas desnge
crustfceos. Ademis, secuencias que codifican para la transcriptasa (RV@rg la integrasa
(IN) tambiZn han sido encontrados en crustfceos e insectos (Flegel, 2006akajsrat al,
2006)

Se plante— la idea de que los camarones y otros artr—podosesti#idain para reconocer
MRNA "exterior" de virus de RNA y DNA y que son capaces de utilizar las integrasas (IN)

para insertar al azar las secuencias de ADNc cortos en sus genomas.

Estasnserciones dan como resultado la producci—n de ARN inmunoespec’fico (imRNA)
capaz de estimular la iRNA que suprime la propagaci—n viral. (Flegel, 2009)

Se ha demostrado queenaeus monodomuede llevar inserto en su genoma, ciertos
fragmentos del Virus de la Necrosis HipodZrmica y HematopoyZtica bacsin que estos
presenten signos de la enfermedad (Chayabuedlal] 2005; Oie, 2016).

Un estudio en Brasil demostr— que tambiZn se pueden encontrar fragmentos denHHNV
genoma dé.itopenaeus vannaméreixeira et al., 2010). Los autores mencionan que el virus
al gue denominan inactivo es aquel que se encuentra presente en camarosieéesi sSignos

de enfermedad como talla peque—a, rostrum desviado, o malformaciones cut{®dates-
Sikisakaet al, 2010; Silvaet al, 2014). Mientras que la forma denominada activa, es la

encontrada en camarones que si presentan visibles signos de enfermedad.
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2.5 TZcnicas de Diagn—stico Molecular

Para poder detectar el virus, existen diferentes tZcnicas tradicipmadésculares que ayudan
a la ffcil identificaci—n, sin embargo, cuando los mZtodos clfsicos loossfinientemente

espec’ficos y/o sensitivos, es necesario complementarlos con uno o todesmzoleculares,

(Oie, 2006).

La tZcnica utilizada en este trabajo de investigagsta,de PCR en Tiempo Real debido a
que es una tZcnica mis robusta y sensible, basada en la tecnolo@Ndéb/AReacci—n en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y la hibridaci—n in situ, se han convertidtoéos g
rutina para el diagn—stico molecular de IHHNV, principalmente cuando el@mbgetietectar

la infecci—n cr—nica o para obtener camarones reproductores libre de pat—gerest (Teixe
al., 2010).

La PCR multiplica o amplifica exponencialmente una secuencia @spedé& ADN
bicatenario, sintetizando grandes cantidades de un segmento espec’ficiNde @ebtir de
cantidades inferiores a 1 pg del ADN de muestra a partir de una sdfautaode ADN
(Aguileraet al, 2012; Tamay De Diost al, 2013)

La PCR en tiempo real es una tZcnica que combina la amplificaci—getgdei—n en un
mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de losanclosace—al de
intensidad de fluorescencia. Posee caracter’sticas importantes lkamspacificidad, amplio
rango de detecci—n y rapidez en la visualizaci—n del producto ya que no B reatesa
una electroforesis posterior. (Dhetral, 2001; Tamay De Diost al, 2013)

Los ensayos de la PCR en tiempo real son 1,000 veces mis sensiblekilgu@ala—n por

Dot bloty pueden detectar diferencias de una sola copia del ADN. (Agatlata2012)

Para la amplificaci—n por PCR en tiempo real ademis de los reactiweseqnplean en la
PCR punto final, es necesario emplear un fluor—foro.

En algunos ensayos cuantitativos se requiere determinar el neemero de mdRdniapor
lo que es necesario llevar a cabo una reacci—n de transcripci—n revétbandehgajero a

ADN complementario antes de que se aplique la PCR en tiempo real.
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En este caso, el ensayo se conoce catotranscripci—n &®T acoplada a la PCR (RT-
PCR), la que puede realizarse en uno o dos pasos. Finalmente, se reaigaifleaci—n
(s'ntesis) del ADN o ADNc en un termociclador acoplado a un sistema—gpgcmonitorea
la se—al de los fluor—foros usados para detectar el producto amplificadorgAtyaile2012;
Tamay De Diost al, 2013)

Debido a que la fluorescencia de Zstos aumenta conforme el productoifiesa(plin K et
al., 2001), se combinan los procesos de amplificaci—n y detecci—n en una spkratapa

mejorar los resultados y que la tZcnica sea mis efectiva.

Se han utilizado diferentes tZcnicas de diagn—stico espec’ficateteatar el virus de la
Necrosis HipodZrmica y HematopoyZtica Infecciosa, como Dot Blot, Histogatol
extmenes en fresco (Sindermann e Lightner, 1988; Lightner e Pantoja, 2002; Morales
Covarrubias, 2010), sin embargo, a lo largo del tiempo y conforme avanza la ciemda, se
descubierto que la detecci—n mediante PCR es mis sensible que ponisasndteculares
(Boadaet al, 2008)

Adicional a esto, es importante mencionar que el Virus de la NeddisslZrmica y
HematopoyZtica Infecciosa ya se encuentra secuenciado en su totalideet @8, 2014) con
ncemero de Acceso en GenBARR18266.

La oorganizaci—n del genoma del IHHNV revel— tres principales dominios deaedific
t'picos: un ORF1 de 2.001 mlue codifica NS1, una prote’na No estructural, un ORF2 (NS2)

de 1091 pb que codifica NS2, una prote’na no estructural y un ORF3 derecha de 990 pb que
codifica una prote’na viral. (Teixeied al, 2010; Silveet al, 2014).

Estudios han revelado que la prote’na NS1, se encuentra altamente conservada en el virus

(GenBankcl24009) y que ha sido de utilidad para poder diferencial las dos formas de Zste

virus (Teixeiraet al, 2010).
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3. MATERIALES Y MfTODOS
3.1 ¢rea de estudio

El presente estudio se llev— a cabo en el municipio de Guasavestad@Ide Sinaloa, en la
granpAcu’cola #3 de la micro zona conocida como OEI Cuchilki@)2)

....... MUNICIPIO

Fig. 2 Localizaci—n geogrifica del frea de est#didlapa de la Repoeblica Mexicana con el estado
de Sinaloa resaltado @ojo. B. Municipio de GuasaveC. Acercamiento al frea de maicro zonaOEl
CuchilloO en donde se indica con la flecha el Idgastudio, la Granja #3.
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3.2 Muestreo

Debido a que el virus afecta a todas los estad’os del camar—n (Oie, DD6er(L2006) , se
realiz— un muestreo de 148 organismos juveniles, tomados al azar (Morales @eyarrubi
2010).

El nc,emero de muestra se tom— en base a la Tabla de Amos, quketardesaoede muestra
necesaria para fines de diagn—stico de los pat—genos causales de dadeviradda en
crustfceos acuifticos de acuerdo al nhcemero de poblaci—n y tomando una pdald2éticia
(NOM-030-PESCA) (Lightner e Pantoja, 2001) (Morales Covarrubias, 2010).

De acuerdo a la informaci—n proporcionada por el productor de la granja en dondease llev—
cabo el estudio, Zsta se sembr— con una densidad de 15 organismas spadm la
superficie total de la granja de 70 Has. por lo tanto, segcen la Tableadadfor Amos, la
cantidad adecuada de organismos muestreados debertn ser 150.

Para este estudio se tomaron 148 muestras de camarones juvenilesacoenpdetl azar,
ademis, se tomaron 4 muestras de postlarvas que se utilizaron ganar strastanque,
procedentes de 2 laboratorios diferentes de postlarvas.

Los organismos colectados se tomaron completanednézar (Lightner e Pantoja, 2001;
Morales Covarrubias, 2010) en 5 puntos diferentes del estanque mediante rectdsgasen
en frascos nuevos, limpios, con alcohol absoluto para su posterior antlisislanol&ter
Anexo 3.

3.3 Procesamiento de Muestras
3.3.1 Validaci—n del MZtodo

La validaci—n se realiz— de acuerdo a la norma mexicansEGHUZG25-IMNC-2006
emitida por el Instituto Mexicano de Normalizaci—n y Certificaci—n A.Cl.,Ganteo de
Investigaci—n de Desarrollo Biotecnol—gico y Diagn—stico S.A. de C.V. (Trinti@8Q6LP

Acreditaci—n Inicial ante EMA)
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Se utilizaron primers y sondas del kit TagMan™ Ribosomal RNA Control (VIC) Reagints
Life Technologies.

Control Interno Positivo (IPC) en los ensayos de PCR tiempo real, y es amplditaodas

las muestras.

3.3.2 Lisis externa

Antes de realizar la extracci—n de fcidos nucleicos, las muegilas-gedos pasaron por un
proceso de lisis externa, debido a que la cubierta quitinosa que se engres@nga puede
actuar como inhibidor de la PCR. (Sietal, 2014)

Para la destrucci—n del tejido se lleva a cabo una lisis extermmtaediMagNA Pure LC
Total Nucleic Acid Isolation Kit B Lysis / Binding Buffer, el cual ceng isotiocianato de
guanidina que realiza una lisis celular as’ como una efectivavaaetin de enzimas como las
nucleasas (ROCHE).

Para esta etapa se utilizaron tubos homogeneizadores con perlas Helogistaales se
identificaron debidamente. Segcen la OIE en su Manual acuttico, menciotes quaeStras

que se toman para pruebas moleculares pueden combinarse convirtiZndolas ers muestra
compuestas que representen no mifs de cinco ejemplares de juveniles, subamhllitss

cada unaO, en este caso se trabaj— con pooles de 3y 5 ejemplares cada onal eoe!
protocolo interno se determin— pesar 25mg de cada muestra.

Las muestras de post larvas se tomaron como muestras individualesy e® dechicieron
pools.

En la primera ronda de anilisis se hicieron 16 pools de 5 organismos cada uzemdmah
total de 72 muestras. Se tom— como criterio para agruparlos, el tama—ordan@snos
haciendo los pools de mifs grandes a mfs peque—os, las muestras de peestarabzaron
individual.

En la segunda ronda de antlisis se tom— el mismo criterio, pero eragistan dos pools se

formaron con 3 organismos cada uno agrupindolos tambiZn por tama—o.

Las muestras de postlarvas se tomaron como una muestra individual cada una.
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El procedimiento consiste en:

Agregar 500L del Lysis/Binding Buffer a cada uno de los tubos con perlas de cristal
gue contienen la muestra y homogeneizarlas.

Homogeneizar con el equipo MagNa Lyser a 90 seg a 5000rpm

Las muestras de tejido despuZs del MagNA Lyser se colocan enrteenicfuga
para eliminar la espuma generada por la agitaci—n, durante 3min a 5000rpm.

Una vez homogeneizadas las muestras se colocan en una gradilla y secdéando

por 30min a temperatura ambiente.

Transcurrido este tiempo se procede con la extracci—n.

3.3.3 Extracci—n

DespuZs de realizar la lisis externa, se pas— al proceso de extracci—n de ¢cidos Nucleicos

1.

Para extraer los fcidos nucleicos totales se emplearon los equipos RagNIEC 2.0
utilizando los kits MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation KitlReche (03 038

505 001) que comh’an

Wash Buffer | (Tapa Negra) cat’ancloruro de guanidina y etanol para eliminar
inhibidores de la PCR.

Wash Buffer Il (Tapa Azul) coah’anetanol para remoci—n de sales, prote’nas, etc.
Wash Buffer Il (Tapa Roja) remoci—n de sales, etc.

Lysis/Binding Buffer (Tapa Verde) cat’antiocianato de guanidina y triton X-100
para lisis celular y uni—n de fcidos nucleicos totales.

Proteinase K (Tapa Rosa) centan una serina proteasa del honBagyodontium
album (antesTritirachium flbun) para digesti—n de prote’nas. Este reactivo viene
liofiizado y se reconstituy— agregando 3 mL de Elution Buffer, se homogeneiz—
completamente, y agregaron otros 2 mL del mismo buffer. Una vez reconstguido e
estable por 1mes si se mantiene entre 2 y 8%4C o por 12 meses mar2&iidh

Magnetic Glass Particles (MGPs) Suspension (Tapa Caramelentomart’'culas de
s’lice magnZticas en propanol para la uni—n de tcidos nucleicos tstalesagivese

homogeneiz— antes de su uso para evitar la sedimentaci—n de las.part’cula
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Elution Buffer (Tapa Amarilla) para reconstituir la proteinasa K y para-eluale los fcidos

nucleicos totales

El equipo se prepar— con los datos de las muestras, posteriormdateisa-seel protocolo
de purificaci—n OTOTAL NA EXTERNAL LYSISO.

Secolocaron de 400 a 50D0de las muestras provenientes de la lisis exterhdinAl de la
extracci—n se eluyeron a 100

Al finalizar los equipos, las extracciones se conservare20%C hasta su proceso en PCR
Tiempo Real.

3.3.4 Control Interno Positivo (IPC)

Se utiliz— una secuencia de 180 pb del gen 18S ARN ribosomal (rRNA), una regi—n
conservada del genoma de un diverso grupo de organismos eucariotas, por ejemplo: el
camar—n blanco. Esta regi—n es hom—Iloga al juego de cebadores y sondas deh’kit TagMa
Ribosomal RNA Control (VIC) Reagents de Life Technologies.

Esta secuencia es utilizada como un Control Interno Positivo (IPC) en los edsap@R
tiempo real, y es amplificada en todas las muestras y en los dafiésaEl prop—sito de este

control es determinar que una muestra fue procesada correctamente.

El Kit Tagman Ribosomal RNA Reagents comercial amplifica para un divggo de
organismos Eucariotas. El control de la calidad en la reacci—n se masiatecci—n del gen
18S ribosomal.

Debido a la abundancia de RNA Ribosomal, es probable que se obtengan valore§ de "CT
bajos, para corregir este problema se debe ajustar la I'nea baséal teebaavisualizarse de tal
manera que el crecimiento de la curva de amplificaci—n comience en eno menciclo

donde se observe el crecimiento logar’'tmico de dicha curva.

-Kit Tagman Exogenous Internal Positive Control
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Este kit comercial estf preoptimizado para distinguir entre un resultadavaoegaun
producto de la inhibici—n de la PCR. Evita ademis la amplificaci—n dergergenos y
permite la coamplificaci—n del IPC y la secuencia diana sin comprdenateplificaci—n de

la secuencia diana.

Los partmetros para aceptar control de calidad interno en las reacci¢t@R de describen
en la Tabla 1.

Tabla 1. Partmetros de aceptaci—n de Control Interno

Secuencia buscada IPC Interpretaci—n
(FAM
+ + - +
- + -
- - rechazado
3.3.5PCR

Los cebadores y las sondas que se utilizaron para detectar IHHNV socoloemdados por

la OIE para la tZcnica de PCR en Tiempo Real (Oie, 2006): Los cebadmsnga TagMan
estin dise—ados por el sistema Primer Express (Applied Biosystems. LaTsmian se
marc— con los colorantes fluorescentes 5-carboxifluoresce’na (FAM) en eloex®eny
N,N,NO,NO-tetrametil- 6- carboxirodamina (TAMRA) en el extremo 30 (Applied Bigsystem
parte nj450025).

Para distinguir entre IHHNV activo e inactivo se dise—aron cebadores y siandda regi—n
gue codifica la NS1 del virus. Acceso GeneBank AF59415.1 (Teieeah 2010).

Las secuencias de los cebadores y las sondas utilizadas se describen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Cebadores utilizados en la PCR Tiempo Real

Cebador Secuencia %GC GeneBank
Acceso

VNHHI1608F TACTCCGCACACCCAACCA 57.9%
VNHHI1688R GGCTCTGGCAGCAAAGGTAA 55% AF218266
SONDA ACCAGACATAGAGCTACAATCCTCGCCTATTTG 45.5%
IHHNVNS1F GTAGTGCACCGATGGTAAGAG 52.4%
IHHNVNSI1R TCCGTGTACCAGAAATCTTAGC 54.4% AF59415.1
SONDA CTCCAAGGACCAACAGGAACAGGAAA 50%

Para las corridas de PCR en tiempo Real se trabaj— con el kit TagtMAdv@aced master
Mix 2 x 4444554 de ROCHE que contiene segcen el fabricante:

Polimerasa AmpliTaqg™ Fast DNA
Uracil-N glicosilasa (UNG)

dNTPs con dUTP

Colorante ROX? (referencia pasiva)
Buffer

a s e

Se utiliz— un volumen de!l15le master mix Fast Advance! |I1de Reverse IPC,!1 de
Forward IPC, 1| de cebadores (For/Rev) ¥ [2de fcidos nucleicos extrad’dos de la muestra.
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El dise—o0 del experimento fue de 60;C por 30 seg para el Pre-PCR, 50iC por 2 min, luego se
subi— la temperatura a 95jC por 20 seg para el Holding stage, para el agdi®pC por 1
seg y 60;C por 20 seq, para el post PCR 60;C por 30 seg. durante 40 ciclos.

4.RESULTADOS

En la primera ronda de detecci—n del agente infeccioso (IHHNV) con los cgbadore
recomendados por la OIE, se analizaron 16 pools, 14 pools conten’an 5 organisno® cada

2 pools eran de postlarvas, cada uno de un laboratorio diferente. Se tom— comnpacdte
agruparlos, el tama—o de los organismos haciendo los pools del mis grandeaduets.

Fig 3.

EST-13- AC. FR. GUASAVE - 29-03-20/S

Fig. 3. Diferentes tallas de camar—n. Se observa marcadendifen los organismos colectados de
un mismo estanque en donde se encaarbajo las mismas condiciones de alimentaci—iggs'g de

manejo
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Se formaron 7 pools con los organismos de mayor tama—o0 y 7 con los de talfesjoetsas.
Las 2 muestras de postlarvas se procesaron de manera individual, aunqueerm lmuestra

se pod’an observar organismos con morfolog’a diferente como se aprecia en la Fig 4.

Fig. 4. Postlarvas d&itopenaeus vannamei.

En la Fig. 5 se muestran los resultados obtenidos de los primeros 16 pozisdasal7

corresponden a organismos de talla Grande, 7 a talla Peque—a y 2 a Postlryamexo 5.

El total de pools positivos fueron 10. 8 corresponden a pool de 5 organismos y 2 a las

muestras de postlarvas.

Del 100% de muestras analizadas en esta primera fase de antlisi% de las muestras
detectadas como positivas corresponden a organismos de talla grande, 28% masgamis

talla peque—ay 20% a postlarvas.
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Fig 5. Resultados IHHNV. Primera ronda
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Posteriormente estas muestras que arrojaron resultado positivo, se some#afdisia para
discriminar la forma activa e inactiva del IHHNV, con los primers IFMM$1, arrojando O

resultados positivos.

En la segunda ronda de antlisis para la detecci—n del agente infee@oatizaron un total
de 80 muestras, se hicieron 26 pools de 3 organisthps y 2 muestras individuales

correspondientes a las postlarvas.

Los resultados e muestran en la Fig. 6. Del 100% de las muestrasdasatinaesta segunda
fase de antlisis, el 28.5% de los resultados positivos corresponde a orgateshadia
peque—a, el 3.5% a organismos de talla grande y el 7% a postlarvas.
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Fig 6. Resultados IHHNV. Segunda ronda
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De las muestras resultantes como positivas para el diagn—stico d¢, ls¢Hphsaron a un
segundo antlisis para discriminar entre las formas activa e inactivarude Esta vez si

encontramos resultados positivos.

Los resultados se muestran en la Fig 7, en donde observamos que se ddtest-el % de
postlarvas, en 21.4 de organismos de talla peque—a y no se detect— en organalaos de

grande.
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Fig 7. Resultados NS1. Segunda ronda
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En total de 148 organismos colectados, 67 dieron positivo en un examen de diago+stico
PCR en tiempo Real utilizando los primers sugeridos por la OIE para detddtdY Jide las

4 muestras de postlarvas, las 4 dieron resultado positivo para detectar IHHNV.

En el examen realizado para diferenciar las formas activa evangcti PCR Tiempo Real, se
busc— una zona conservada de la NS1, prote’na no estructural indispensabieptiaeeita-n
del virus (Rai, Safeena et al, 2012) y solo se encontraron 18 organismos positivos y las 4

muestras de postlarvas. Fig. 8
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Fig 8. Resultados Totales
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5.DISCUSIIN

Los organismos que se colectaron para el presente estudio se encontrabannuemaée
condiciones de manejo, alimento y en las instalaciones sin cambio algmoonanto de la
colecta.

Como observamos en la figura 2, a pesar de que los organismos ten’an lascorsiaones

y la misma oportunidad de alimento, nos encontramos con ejemplares de tama~os

diversos.

Al momento de la colecta, algunos camarones presentaban visibles sigreiarde del
crecimiento, uno de los signos caracter’'sticos de la infecci—n por etlevitasNecrosis
HipodZrmica y HematopoyZtica Infecciosa (Lightner e Pantoja, 2002; Guznrines i,
2009; Oie, 2016).

Tomando en cuenta que del total de las muestras de organismos juveniles (148)a%06
representado por camarones aparentemente enfermos o de talla peque-a y el 36% por
camarones aparentemente sanos o de talla grande, muchos de estos caleataltes
peque—a, dieron un resultado positivo en la detecci—n de IHHNV mediante PErpen Ti

real.

El 33% de las muestras de organismos de talla peque—a arrojaron un resultadopaoaiel
diagn—stico de IHHNV por PCR en tiempo real, esto es casi la mitad danrlasones

peque—os.

Mientras que los camarones de talla grande o aparentemente sanos repnesk66 del
total de las muestras colectadas, el 12% dio positivo para el diagrdesttHNV por PCR
en tiempo real, es decir, una tercera parte de los organismos aparensamesteesultaron

positivos.

El uso de transcripci—n inversa como diagn—stico diferenéialNié demostr— ser cetil para
discriminar entre activo (infecciosa) y no activo (no infecciosa) o genomgradteal
IHHNV. (Teixeira, 2014)
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Las infecciones inocuas podr'an explicarse por el concepto de alojamiernto Adgainos
autores proponen que el alojamiento viral es un Zxito evolutivo, una alternativel para
desarrollo de resistencia a ciertos virus y que surgi— de la interacci—erudg-c@o con sus
pat—genos virales. (Flegel, 2006).

Segeen el autor, el alojamiento viral estt caracterizado por la medenen mecanismo
activo de tolerar un pat—geno y por la ausencia de una defensa activa edecelia@.
Aunqgue el mecanismo exacto del proceso que se lleva a cabo para gqyangkato viral
tenga lugar acen no se conoce con exactitud, si se sabe que es Zismmmetajue le
confiere resistencia al camar—n blanco de cultivo ante, por lo menosisalé/la Necrosis
HipodZrmica y HematopoyZtica Infecciosa (Flegel, 2006; Flegel, 2009; Teixeipa#t al,
2011).

Los parvovirus codifican dos prote’'nas no estructurales, NS1 y NS2. El ARNnNB&ra
contiene la secuencia de codificaci—n para los primeros 87 aminofcidesdeditio a que
empalma un marco de lectura. NS1, es la prote’na no estrunttsahportante de este virus.
Es esencial para la replicaci—n del ADN. Es una fosfoprote’na nuc&akDa. Tiene ADN
helicasa y actividad de la ATPasa. (Acc&mBank cl24009).

Aunque el Virus de la Necrosis HipodZrmica y HematopoyZtica Infecdosa parte de la
familia Parvoviridae,lo cual significa que su material genZtico es de DNA, (Aruet i,

2001; Silvaet al, 2014), es posible aceptar la idea de que se puede integrar al genoma de
Litopenaeus vannamgiuesto que esta el antecedente de que ya se han identificado en
Penaeus monodariertos fragmentos de este mismo virus, el cual no resulta virulentosgara e
especie (Oie, 2006; Flegel, 2009).

ComoP monodorya se est} totamente secuenciado, se encontraron secuencias en su genoma
gue codifican para Integrasas (IN) y Retrotranscriptasas (RT) (Tassanekalor2006)las
cuales podr'an tambiZn estar presentes.erannamei,



Los resultados del antlisis para la detecci—n la regi—n NS1 délHiMYs que codifica
para la prote’na no estructural, es el decisor para determinar la formsadmttvirus (Flegel,
2009; Teixeireet al, 2010)

Solo el 18% del total de las muestras de organismos juveniles positivosdHb#x,
arrojaron un resultado positivo para Zste antlisis de NS1, es decir, unapquiatde las
muestras positivas para el diagn—stico tradicional de IHHNV tienenmia &ctiva del virus.
Todas las muestras positivas para NS1, son organismos de talla peque—a.

Esos resultados refuerzan el concepto de alojamiento viral, el capbga no s—Ilo por la
falta de reacciones de defensa contra pat—genos virales visiblesnbida fzor la reciente
informaci—n de los sistemas de cultivo de camar—n que indica quecaeslifefeccioes
virales en diversas especies de camar—n han convertido ripidamente edéspodasde un
per’odo inicial de la mortalidad catastr—fica (Tang e Lightner, 2001; Lightner, R2€9él,
2009; Silvaet al, 2014).

Otro efecto es la disminuci—n significativa en el noemero de lanssnadas, esto debido a
la capacidad que tiene el virus de ser transmitido de forma verticahdles a hijos(Stnchez
P.et al, 2010).

La 4 muestras de postlarvas que se colectaron, dieron positivo al diagn—s#tietiNde
mediante PCR en tiempo Real y al NS1 a pesar de provenir de 2 laboraterestes. Erwl

2014 se realiz— un estudio en 5 laboratorios que producen postlarvas para determinar la
prevalencia de IHHNV en los organismos reproductores, arrojando como resultado una
prevalencia de la enfermedad entre 30 y 60% (Mendoza @haha2014).

Como la enfermedad y la tolerancia se transmiten de manera vertggl(2I009; Stnchez P.

et al, 2010) puede ser que no todos los reproductores de los cuales provienen las larvas que se
utilizaron para sembrar el estanque objeto de estudio estuvieran infecadediiNV, pero

debido a su alta prevalencia (Mendoza Caeial, 2014) las 4 muestras colectadas dieron
positivo a IHHNV y a NS1.



Otros factores tambiZn pueden influir en la disparidad de tallas presentes camarones
colectados, aunque se sabe que el cultivo se encuentra bajo las coisdi@enes de manejo,
gue se alimenta de la misma manera y que los factores climdtexian igual al estanque,
existe la posibilidad que la diferencia de tama—o0 se deba a quenedielambiente acuttico,

los camarones compiten por el alimento disponible (Ramos-Cruz, 2012).

Esto puede ocasionar que no todos los camarones tengan acceso a la misma @erc
alimento y unos coman mis que otros, por lo tanto aameéatpeso mis ripido que otros.

Esta podr'a ser la respuesta a los camarones de talla peque—a o rapatené@fermos que
no resultaron positivos al anflisis para determinar la presencia de IHHNV.

Mientras que los camarones de talla grande o aparentemente sanos caremgsogitivos al
virus de la Necrosis HipodZrmica y HematopoyZtica Infecciosa, por su ajsasiemar no
resultar positivos al diagn—stico de NS1, es decir, son portadores de lanfmtiva de
IHHNV, por lo tanto no presentan signos aparentes de la enfermedad quaiZatdatarez
los padres de estos organismos les transmitieron la tolerancia al ¥stessyal encontrarse en

la condiciones adecuadas, se pudieron desarrollar sin ningoen problema aparente.



6. CONCLUSIIN

Se encontraron las dos formas del Virus de la Necrosis HipodZrmica y HemaiwgoyZ

Infecciosa en una granja de camar—n blanco en Guasave, Sinaloa.

Algunos de los camarones aparentemente sanos, resultaron portadores deitadtinaalel
virus de la Necrosis HipodZrmica y HematopoyZtica Infecciosa.

Algunos de los camarones con aparentes signos de la enfermedad, resultaron pddddores
forma activa del virus de la Necrosis HipodZrmica y HematopoyZtica Infecciosa.

El crecimiento comercial de la acuacultestt generando problemas relacionados con la
sanidad de los organismos acutticos, espec’ficamente de camar—n blanocoeblosnde a
los investigadores desarrollar nuevas y mejores estrategias para contrersegtablemas

gue surgen al paso del tiempo.

Con la aparici—n de herramientas moleculares que permiten el diagn—stico oportuno de

enfermedades facilita el actuar correcto de quienes estfn a cargo de las granjas.

Con esos resultados se abren las puertas a nuevas investigaciones piaga siessta

integraci—n de IHHNV en el genoma ld®penaeus vannamese realiza mediante un
mecanismo estable o al azar. De lo anterior quizt depende lanaaistda enfermedad y
que se dise—e algoen tipo de terapia gZnica para evitar esta enfermebadnesr—n de

acuacultura.

l%u



ANEXOS

Anexo 1. Caracter’sticas de Organismos Infectados por IHHNV. Deformaci—n en el
rostro (flechas) y desviaci—n de los segmentos abdominales (Fotograf'as de la derecha)

Fotograf'as cortes’a del Dr Fernando JimZnez Guzmin



Anexo 2. Malformaciones ocasionadas por IHHNV en rostro y cut’cula

Fotograf'as cortes’a del Dr Fernando JimZnez Guzmin



Anexo 3. Colecta de organismos mediante redes



Anexo 4. Lista de Equipo utilizado en el proyecto

Equipos** equivalentes pueden ser utilizados en el proceso en Instalaciones del CIDByD:

1.

10.

11.

Micropipetas con volumen ajustable

Eppendorf Reference 100-10Q0(EM-002)
Eppendorf 2-10 L (EM-008)

Accu plus 20-200L (EM-018)

Accu plus 0.5-10L (EM-019)

Labmate 2-20 L (EM-007)

Labmate 20-200L (EM-001)

Micropipetas con volumen fijo

1. Labsystems 500Q. (EM-003)

2. Labsystems 50Q. (EM-005)

Termoblock Thermolyne Type 17600 Dry Bath (EP-003)
Balanza anal’tica con precisi—n a 10 mg AND HR-200 (EM-010)

o a0k~ 0w N PE

Microcentr’fugas

1. Eppendorf MiniSpin Plus con capacidad de 14500 rpm (EP-008)
2. Eppendorf Centrifuga 5415C con capacidad de 14000 rpm (EP-009)
Vortex

1. Thermolyne Maxi mix Il Type 37600 (EP-001)

2. Baxter Scientific Products Super Mixer Il Cat.N0.58220-1 (EP-002)
Cron—metro

Term—metro IMMVEM-015)

Disruptor y Homogeneizador de tejidos MagNA Lyser Roche (EP-013)
Equipos de extracci—n automatizada de fcidos nucleicos

1. MagNa Pure LC 2.0 Roche (EP-021)

2. MagNA Pure Compact Roche (EP-016)

3. MagNA Pure Compact Roche (EP-012)

PCR Workstation CBS Scientific (EP-004)



12. Termocicladores Applied Biosystems
1. StepOne Real-Time PCR System(EP-007)
2. StepOne Real-Time PCR System (EP-017)

13.  Espectrofot—metro UV NanoVue General Electric con capacidad de medi&fiyde
280 nm usando volcemenes peque—os (ejemply: 2

14. Refrigerador mabe (EP-023)

15. Congelador Frigidaire Gallery que se encuentra -20;C (EP-022)

16. UV Stratalinker 1800 Stratagene (EP-015)

**Los c—digos de los equipos son c—digos internos del Centro de Investigaci—n de Desarrollo

Biotecnol—gico y Diagn—stico SA de CV



Anexo 5. Curvas de Resultados

Curva de Resultados Primera ronda de experimento, pd® positivos de talla grande, se muestra el IPC
(curvas en rojo)

Curva de Resultados Primera ronda de experimento, pd®positivos de tallapeque—a no se muestra el
IPC



Curva de Resultadogpara IHHNV, Segunda ronda de experimentose muestra el IRZ color verde

Curva de Resultadogpara NS1, Segunda ronda de experimentcse muestra el IR color azul
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