NB: Versién adoptada en la Asamblea Mundial de Delegados de la OIE en mayo de 2014

CAPITULO 2.2.2.

NECROSIS HIPODERMICA Y
HEMATOPOYETICA INFECCIOSA

1. Ambito de aplicacion

La necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa esta causada por una infeccion con el virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa (VNHHI) (Bonami y Lightner, 1991; Bonami et al., 1990; Lightner, 19963a;
2011; Lightner et al., 1983a; 1983b; Lotz et al., 1995; Tang y Lightner 2002). Se ha observado que una gran parte
del genoma del VNHHI esta insertado en el genoma de ciertas lineas genéticas de Penaeus monodon. No hay
indicios de que esta variante del VNHHI sea infecciosa (Tang y Lightner, 2002; 2006).

Sinénimos: ElI Comité Internacional de Taxonomia ha designado al VNHHI (un parvovirus) provisionalmente como
una especie del género Brevidensovirus, familia Parvoviridae, con el nombre de especie de PstDNV (para el
densovirus de Penaeus stylirostris ) (Fauquet et al., 2005). A efectos de este Manual Acuatico, normalmente el
agente virico de la NHHI se denominara VNHHI.

2. Informacion sobre la enfermedad

2.1. Factores del agente

2.1.1. Agente patégeno, cepas del agente

El VNHHI es el mas pequefio de los virus conocidos del camarén peneido. El virién de la NHHI es un
icosaedro sin envoltura de 20-22 nm, con una densidad de 1,40 g/ml en CsCl, que contiene ADN lineal
monocatenario de un tamafio estimado de 3,9 kb, y que tiene una capsida con cuatro polipéptidos de 74,
47,39y 37,5 kD de peso molecular (Bonami et al., 1990; Nunan et al., 2000).

Se han identificado al menos cuatro genotipos diferentes del VNHHI (Tang y Lightner, 2002; Tang et al.,
2003): Tipo 1) de las Américas y Asia oriental (principalmente Filipinas); Tipo 2) del sureste de Asia; Tipo
3A) de Asia oriental, India y Australia; y tipo 3B) de la regién del Indo-Pacifico oeste, incluidos
Madagascar, Mauricio y Tanzania (Tang y Lightner, 2006; Tang et al., 2007). Los dos primeros genotipos
son infecciosos para los peneidos representativos, P. vannamei y P. monodon, mientras que las otras
dos variantes no son infecciosas en estas especies (Tang y Lightner, 2002; Tang et al., 2003; 2007). Se
han hallado secuencias relacionadas con el VNHHI tipo 3A y tipo 3B insertadas en el genoma de
P. monodon de Africa oriental, Australia y la region del Indo-Pacifico oeste (Tang y Lightner, 2006; Tang
et al., 2007). Las secuencias presuntamente de VNHHI halladas en el genoma de P. monodon no son
infecciosas para las especies hospedadoras representativas, P. vannamei y P. monodon (Lightner et al.,
2009; Tang y Lightner 2006; Tang et al., 2007).

2.1.2. Supervivencia fuera del hospedador

No se dispone de datos.

2.1.3. Estabilidad del agente (métodos eficaces de inactivacion)

Se considera que el VNHHI es el virus méas estable de todos los virus conocidos que afectan a los
camarones peneidos. Los tejidos infectados se mantienen infecciosos después de repetidos ciclos de
congelacidn-descongelacién y tras un almacenaje en glicerina al 50% (Lightner, 1996a; Lightner et al.,
1987; 2009).

2.1.4. Ciclo de vida

No aplicable.
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2.2. Factores del hospedador

2.3

2.2.1. Especies hospedadoras susceptibles

La mayoria de las especies de peneidos pueden resultar infectadas con el VNHHI, incluidas las
principales especies de piscifactoria, P. monodon (langostino jumbo), L. vannamei (camarén patiblanco) y
L. stylirostris (camarén azul).

Las infecciones por VNHHI son mas graves en el camarén azul, P. stylirostris, en el que el virus puede
causar una epizootia aguda y una mortalidad masiva (> 90%). En L. stylirostris los estadios de juvenil y
subadulto son los mas gravemente afectados (Bell y Lightner, 1984; 1987; Brock y Lightner 1990; Brock
et al., 1983; Lightner, 1996a; Lightner y Redman, 1998; Lightner et al., 1983a).

El VNHHI produce como enfermedad crénica el sindrome de la deformidad y del enanismo (SDE) en
L. vannamei, en el cual los principales efectos son un crecimiento reducido e irregular y deformidades
cuticulares, mas que mortalidad (Bray et al., 1994; Browdy et al., 1993; Castille et al., 1993; Kalagayan et
al., 1991; Lightner, 1996; Motte et al., 2003). La infeccion por el VNHHI en P. monodon es generalmente
subclinica, aunque se ha descrito SDE, indices de crecimiento reducido y bajos rendimientos de cultivo
en poblaciones infectadas por el VNHHI (Chayaburakul et al., 2004; Primavera y Quinitio, 2000).

2.2.2. Fases susceptibles de la vida del hospedador

Se ha encontrado el VNHHI en todos los estadios de vida de P. vannamei (huevos, larvas, postlarvas
(PL), formas juveniles y adultos). Se ha hallado que los huevos de hembras infectadas con el VNHHI con
alto contenido de virus generalmente no llegan a desarrollarse ni a eclosionar. Aquellas larvas nauplias
producidas por reproductores infectados que eclosionan tienen una alta prevalencia de infeccion por
VNHHI (Motte et al., 2003).

2.2.3. Especies o subpoblaciones predilectas (probabilidad de deteccién)

Véanse los apartados 2.2.1y 2.2.2.

2.2.4. Organos diana y tejidos infectados

El VNHHI infecta y se ha demostrado que se replica (utilizando hibridacién in-situ [ISH] con sondas
especificas de ADN) en tejidos del embrion de origen ectodérmico y mesodérmico. De esta forma, los
principales 6rganos diana son los siguientes: las branquias, el epitelio cuticular (o hipodermis), todos los
tejidos conjuntivos, los tejidos hematopoyéticos, el érgano linfatico, la glandula antenal y el corddn
nervioso ventral, con sus ramas y sus ganglios. Los 6rganos entéricos (hepatopancreas, derivado del
endodermo, y el epitelio de la mucosa del intestino medio y de los ciegos del intestino medio) y el
musculo liso, cardiaco y estriado no presentan lesiones histolégicas de infeccion por el VNHHI, y
normalmente son negativos al VNHHI segun la prueba de la ISH (Lightner, 1993; 1996a; 2011, Lightner
et al., 1992).

2.2.5. Infeccién persistente con portadores de por vida

Algunos miembros de las poblaciones de P. stylirostris y P. vannamei que sobreviven a las infecciones
ylo epizootias por VNHHI, pueden portar el virus de por vida y pasarlo a la progenie y a otras poblaciones
por transmisién vertical u horizontal (Bell y Lightner 1984; Lightner, 1996a; 1996b; Morales-Covarrubias y
Chavez-Sanchez, 1999; Motte et al., 2003).

2.2.6. Vectores
No se conoce ninguno en las infecciones naturales.

2.2.7. Animales acuaticos salvajes portadores o sospechosos de serlo

El VNHHI es frecuente en los camarones peneidos salvajes del sureste asiatico (P. monodon) y de las
Américas (P. vannamei, P. stylirostris y otras especies de peneidos salvajes de la zona del Pacifico)
(Fegan y Clifford, 2001, Lightner, 1996a; Lightner et al., 2009; Morales-Covarrubias et al., 1999; Nunan et
al., 2001).

Patron de la enfermedad

2.3.1. Mecanismos de transmision

La transmisién del VNHHI puede tener lugar mediante vias horizontales o verticales. Se ha demostrado la
transmision horizontal por canibalismo o por aguas contaminadas (Lightner, 1996a; Lightner et al., 1983a;
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1983b; 1985; Tang et al., 2002), y la transmisién vertical a través de huevos infectados (Motte et al.,
2003).

2.3.2. Prevalencia

En reservas salvajes de las regiones donde el virus es enzo6tico, en varios estudios se han observado
prevalencias del VNHHI de entre el 0 y el 100%. Algunos de los valores medios descritos para la
prevalencia del VNHHI en reservas salvajes son: 26% y 46% en P. stylirostris en las partes inferior y
superior del Golfo de California, respectivamente (Pantoja et al., 1999); 100% y 57%, respectivamente,
en hembras adultas y en machos adultos de P stylirostris de la regién media del Golfo de California
(Morales-Covarrubias et al., 1999); 28% en ejemplares de L. vannamei salvajes obtenidos de las costas
del Pacifico de Panama (Nunan et al., 2001); y 51 a 63% en P. vannamei obtenido de las costas del
Pacifico de Ecuador, Colombia y Panama (Motte et al., 2003). Otros peneidos obtenidos durante algunos
de estos estudios y que han dado positivo al VNHHI incluyen el camarén patiamarillo (P. californiensis) y
el camarén blanco del Pacifico (P. occidentalis). En los criaderos donde se encuentra presente el VNHHI,
su prevalencia puede ir de muy baja al 100%, pero es habitual una prevalencia que se acerque al 100%
(Chayaburakul et al., 2004; Lightner, 1988; 1996a; 1996b; Lightner et al., 1992; 1983a; Martinez-Cordova
1992).

2.3.3. Distribucién geografica

El VNHHI parece tener una distribucion mundial en el camarén peneido, tanto salvaje como de
piscifactoria (Brock y Lightner, 1990; Lightner, 1996; Owens et al., 1992). En el hemisferio occidental, el
VNHHI se encuentra normalmente en el camardn peneido salvaje del Pacifico oriental, desde Perl a
México. Aunque el VNHHI se ha descrito en P. vannamei y P. stylirostris de piscifactoria en la mayoria de
las regiones de cultivo de camarén del hemisferio occidental y en peneidos salvajes a lo largo de toda la
costa americana del Pacifico (desde Peru al norte de México), en la costa americana Atlantica no se ha
descrito el virus en el camaron peneido salvaje (Bondad-Reantaso et al., 2001; Brock y Main, 1994;
Lightner, 1996a, 1996b; Lightner et al., 1992; Lightner y Redman, 1998a). EI VNHHI también se ha
descrito en el camarén peneido de piscifactoria de las Islas del Pacifico, incluidas las islas de Hawai, la
Polinesia francesa, Guam y Nueva Caledonia. En la regién del Indo-Pacifico, se ha descrito el virus en el
camaron peneido cultivado y salvaje en el este de Asia, sureste de Asia y Oriente Medio (Bondad-
Reantaso et al., 2001; Lightner, 1996a). Se ha descrito un virus tipo VNHHI en Australia (Krabsetsve et
al., 2004; Owens et al., 1992), y en 2008 se notificé a la OIE la presencia de NHHI en camarones de
piscifactoria en Australia. Como se ha explicado en el apartado 2.1.1, se han encontrado secuencias
relacionadas con el VNHHI insertadas en el genoma de P. monodon de Africa oriental, Australia y la
region del Indo-Pacifico occidental (Tang y Lightner, 2006; Tang et al., 2007).

2.3.4. Mortalidad y morbilidad

En funcion de la especie hospedadora y del genotipo del virus, la NHHI puede presentarse de tres formas
distintas; asi, en P. stylirostris de poblaciones no seleccionadas, la infeccion por el VNHHI da lugar a una
enfermedad aguda y normalmente catastrofica con mortalidades que se acercan al 100%. Por el
contrario, en P. vannamei, algunas de las lineas de P. stylirostris, y en P. monodon en ciertas
condiciones, la infeccion por el VNHHI da lugar a una enfermedad mas sultil y cronica, SDE, en la que es
poco habitual observar altas mortalidades, pero a menudo con una considerable inhibicion del
crecimiento y deformidades de la cuticula. En la tercera situacion, la mayor parte del genoma del VNHHI
se ha hallado insertado en el genoma de algunas lineas genéticas de P. monodon. No hay indicios de
que esta variante del VNHHI sea infecciosa (Tang y Lightner, 2002; 2006).

2.3.5. Factores medioambientales

La tasa de replicacién del VNHHI a altas temperaturas del agua se redujo considerablemente en un
estudio en el que se compard la replicacion virica en P. vannamei infectado experimentalmente y
mantenido a 24°C con la observada si se mantenia a 32°C. Tras un adecuado periodo de incubacion, los
camarones mantenidos a 32°C presentaban una carga virica alrededor de 102 veces inferior a la de los
camarones mantenidos a 24°C. Sin embargo, incluso a temperaturas del agua mas altas, seguia
produciéndose una considerable replicacion (de hasta 105 copias de virus/ 50 ng de ADN de camar6n)
del VNHHI en camarones mantenidos a 32°C (Montgomery-Brock et al., 2007).

24

Control y prevencién

2.4.1. Vacunacién

No se han desarrollado métodos de vacunacion eficaces contra el VNHHI.
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2.4.2. Tratamiento con sustancias quimicas

No existen informes de tratamientos con sustancias quimicas eficaces confirmados cientificamente.

2.4.3. Inmunoestimulacién

No existen informes de tratamientos de inmunoestimulacion eficaces confirmados cientificamente.

2.4.4. Seleccién genética a favor de la resistencia

Se han desarrollado reservas seleccionadas de P. stylirostris que son resistentes a la NHHI, y se han
aplicado con cierto éxito en piscifactorias de camarones (Clifford, 1998; Lightner, 1996a; 1996b; Weppe
1992; Zarian-Herzberg y Ascencio-Valle, 2001). Algunas de las lineas seleccionadas de P. stylirostris que
se cultivaron con el fin de que fueran resistentes a la enfermedad, se observé que eran refractarias a la
infeccion (Tang et al., 2000). Sin embargo, estas reservas no presentan una gran resistencia a
enfermedades como las causadas por el virus del sindrome de las manchas blancas (VSMB) y, por tanto,
su utilidad ha sido escasa, aunque en algunas reservas se ha observado una base genética de la
susceptibilidad de P. vannamei a la NHHI (Alcivar-Warren et al., 1997).

2.4.5. Repoblacion con especies resistentes

Con P. stylirostris resistente al VNHHI ha habido cierta aplicacion y éxito, aunque escasos, (Clifford,
1998; Lightner, 1996a; Weppe, 1992; Zarin-Herzberg y Ascencio 2001). La resistencia relativa de
P. vannamei a la NHHI, a pesar de la infeccion por el VNHHI, se considera uno de los principales motivos
por los que P. vannamei es la principal especie de camardn cultivada en el hemisferio occidental y, desde
2004, a nivel mundial (Lightner, 2005; Lightner et al., 2009; Rosenberry, 2004).

2.4.6. Agentes bloqueantes

Existen informes de camarones con altas cargas viricas de VNHHI que son resistentes a la infecciéon por
el VSMB (Bonnichon et al., 2006; Tang et al., 2003). Sin embargo, hasta ahora no se ha publicado ningin
informe sobre agentes bloqueantes del VNHHI.

2.4.7. Desinfeccion de huevos y larvas

Se ha comprobado que el VNHHI se transmite verticalmente por via transovarica (Motte et al., 2003). Por
tanto, aunque la desinfeccién de huevos y larvas es una buena practica de manejo (Chen et al., 1992) y
se recomienda por su potencial de reduccion de la contaminacion por el VNHHI en los huevos desovados
y las larvas que surgen a partir de estos (y la contaminacion por otros agentes patdégenos), no es un
método eficaz de prevencion de la transmision del VNHHI (Motte et al., 2003).

2.4.8. Practicas generales de manejo

Algunas practicas de manejo se han aplicado con éxito a la prevencion de las infecciones y la
enfermedad del VNHHI. Entre ellas, la aplicacion de pre-cribado mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) de los reproductores salvajes o de piscifactoria y/o de sus huevos desovados/nauplias,
eliminando aquellos que den positivos al virus (Fegan y Clifford, 2001; Motte et al., 2003) y el desarrollo
de producciones de camardén P. vannamei y P. stylirostris libres de patdégenos especificos (SPF)
(Lightner, 1996b; 2005; Lotz et al., 1995; Pruder et al., 1995; Wyban 1992). Se ha demostrado que esta
ultima es la practica de manejo con méas éxito para la prevencion y control de la NHHI (Jaenike et al.,
1992; Lightner, 2005; Pruder et al., 1995). Desafortunadamente, en la industria existe la idea equivocada
de que el ser SPF es un rasgo genético, en lugar de un estado de salud (Lightner et al., 2009). El
desarrollo de L. vannamei SPF, libres no solo de VNHHI sino también de todos los agentes patégenos
mas importantes conocidos de camar6n peneido, ha dado como resultado la introduccién de la especie
en Asia, y a superar a P. monodon en el afio 2005 como especie de camar6n de piscifactoria dominante
en Asia, asi como en las Américas, donde se desarrollaron progenies SPF (FAO, 2006; Lightner, 2005;
Lightner et al., 2009; Rosenberry, 2004).

Obtencion de muestras

3.1. Eleccién de ejemplares

Los ejemplares adecuados para las pruebas de deteccion del VNHHI son todos los estadios de vida (huevos,
larvas, post-larvas, juveniles y adultos) (Motte et al., 2003). Aunque el VNHHI puede infectar a cualquier
estadio, la gravedad de la infeccion, y por tanto la carga de virus, puede hallarse por debajo de los limites de
deteccidn en los huevos desovados y en los estadios larvarios, de modo que estos estadios de vida pueden no
ser adecuados para la deteccion del VNHHI o la certificacion de ausencia de NHHI.
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3.2. Conservacion de las muestras para su envio

En el Capitulo 2.2.0 se indican cuales son los métodos histolégicos y las pruebas moleculares sistematicos, y
se proporciona orientacion sobre como conservar las muestras para cada tipo de prueba.

3.3. Combinacion de varias muestras

Las muestras que se toman para pruebas moleculares pueden combinarse convirtiéndolas en muestras
compuestas que representen no mas de cinco ejemplares de juveniles, subadultos o adultos cada una. Sin
embargo, en el caso de los huevos, las larvas y las PL, para obtener una cantidad de muestra suficiente (acido
nucleico extraido) como para llevar a cabo una prueba diagndstica, tal vez sea necesario poner en comuin
cantidades mayores de ejemplares (como ~150 o mas huevos o larvas, o 50-150 PL, en funcion de los
tamafios/edades). Véase también el Capitulo 2.2.0.

3.4. Organos y tejidos de eleccién

El VNHHI infecta tejidos de origen ectodérmico y mesodérmico. Los principales tejidos diana del VNHHI son
las células del tejido conjuntivo, las branquias, ganglios hematopoyéticos y hemocitos, el cordon nervioso
central y sus ganglios, las células epiteliales del tubulo de la glandula antenal y las células parenquimatosas
del 6rgano linfoide (Lightner, 1996a; Lightner y Redman, 1998). Por tanto, las muestras formadas por
camarones enteros o tejidos de camardon (como larvas o PL) que contengan algunos de los tejidos diana
mencionados son adecuadas para la mayoria de pruebas basadas en métodos moleculares.

Cuando es necesario analizar reproductores mediante pruebas no letales puede obtenerse hemolinfa o
pleépodos extirpados y utilizarse para las pruebas (normalmente para PCR, o hibridaciéon por transferencia
puntual con sondas especificas) (Lightner, 1996a; Lightner y Redman, 1998).

3.5. Muestras/tejidos que no son adecuados

El VNHHI es un virus sistémico y no se replica en tejidos entéricos (como el hepatopancreas, el intestino
medio o sus ciegos). Asi, los tejidos entéricos no son muestras adecuadas para la deteccién de infeccion por
el VNHHI (Lightner, 1996a; 2011; Lightner y Redman, 1998).

Métodos de diagnéstico

4.1. Métodos de diagnéstico de campo

4.1.1. Signos clinicos

Ciertas deformidades, en concreto un rostro inclinado hacia la izquierda o la derecha, que pueden
presentar P. vannamei y P. stylirostris con SDE, son patognomonicas de infeccion por el VNHHI (véase el
apartado 4.2.1.2). Sin embargo, este signo clinico no siempre aparece en poblaciones de camarén
cronicamente infectadas por el VNHHI. Dado que P. vannamei, P. stylirostris, y P. monodon pueden estar
infectados por el VNHHI y no presentar signos evidentes de infeccion (por ejemplo, es posible que
presenten una considerable reducciéon de la velocidad de crecimiento o presencia de “enanos”), se
recomienda llevar a cabo pruebas moleculares cuando se requiera demostrar la ausencia de NHHI.

4.1.2. Alteraciones de comportamiento

En la NHHI aguda, P. stylirostris puede presentar cambios de comportamiento (véase el apartado
4.2.1.1), pero con SDE no se han notificado cambios de comportamiento importantes en los camarones
afectados.

4.2. Métodos clinicos

4.2.1. Anatomopatologia macroscépica
4.2.1.1. NHHI en Penaeus stylirostris

El VNHHI produce a menudo enfermedad aguda con mortalidades muy altas en los ejemplares
juveniles de la especie. Las larvas infectadas verticalmente y las primeras PL no llegan a estar
enfermas, pero en los ejemplares que tienen unos 35 dias de edad o en los juveniles mas viejos, se
pueden observar signos macroscopicos de la enfermedad, seguidos de mortalidades masivas. En los
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juveniles infectados horizontalmente, el periodo de incubaciéon y la gravedad de la enfermedad
dependen en cierto modo del tamafio y de la edad, y los juveniles pequefios son siempre los mas
gravemente afectados. Los adultos infectados rara vez muestran sintomas de la enfermedad o
mortalidad (Bell y Lightner, 1984; 1987; Bondad-Reantaso et al., 2001; Brock et al., 1983; Brock y Main,
1994; Lightner, 1983; 1988; 1993; 1996a; 1996¢c; 2011; Lightner et al., 1983a, 1983b). Los signos
macroscopicos no son especificos de la NHHI, pero los L. stylirostris juveniles con NHHI aguda
muestran una marcada reduccién en el consumo de alimento, seguida de cambios en el
comportamiento y el aspecto. Se ha observado que el camardn de esta especie con NHHI aguda sube
lentamente en los tanques de cultivo a la superficie del agua, se queda alli inmoévil y después gira y se
hunde lentamente (con el lado ventral hacia arriba) al fondo del tanque. Los camarones que muestran
este comportamiento pueden repetir el proceso durante varias horas hasta que estan demasiado
débiles para continuar, o hasta que son atacados y devorados por sus hermanos mas sanos.
Litopenaeus stylirostris en este estadio de infeccion tiene a menudo manchas blancas o coloreadas de
marron (que difieren en aspecto y localizaciéon de las manchas blancas que a veces se observan en el
camaroén infectado por el VSMB) en la epidermis cuticular, especialmente en la unién de las placas
tergales del abdomen, que le confieren al camarén un aspecto moteado. Este moteado pierde
intensidad en los L. stylirostris moribundos, ya que tales individuos se vuelven mas azulados. En
L. stylirostris y en P. monodon en fase terminal por infecciones con el VNHHI, los camarones
moribundos son a menudo de color claramente azulado, y tienen la musculatura abdominal opaca
(Bondad-Reantaso et al., 2001; Lightner, 1983; 1988; 1993; 1996a; 1996c; 2011; Lightner et al., 1983a;
1983b).

4.2.1.2. NHHI en Penaeus vannamei

La SDE, una forma crénica de la NHHI, tiene lugar en P. vannamei como resultado de la infeccion por
el VNHHI. La gravedad y prevalencia de la SDE en poblaciones infectadas de juveniles o estadios mas
tardios de L. vannamei puede estar relacionada con la infeccion durante el estadio de larva o de
principio de PL. La SDE también se ha descrito en poblaciones de piscifactoria de L. stylirostris y
P. monodon. El camarén juvenil con SDE puede presentar una inclinacion (45° a 90° a la izquierda o a
la derecha), o bien una deformacion del rostro, una deformacion en el sexto segmento abdominal, los
flagelos de las antenas arrugados, aspereza de la cuticula, “cabezas en burbuja” y otras deformidades
de la cuticula. Las poblaciones de camarédn juvenil con SDE muestran crecimiento dispar con una
amplia variedad de tamafios, y muchos camarones son mas pequefios de lo esperado (“enanos”). El
coeficiente de variacion (CV = la desviacion estandar dividida por la media de grupos de distintos
tamafios dentro de una poblacion) para poblaciones con SDE suele ser superior al 30% y puede
acercarse al 90%, mientras que las poblaciones de juveniles de L. vannamei y L. stylirostris libres del
VNHHI (y por tanto libres de SDE) suelen tener una CV del 10-30% (Bray et al., 1994; Brock y Lightner,
1990; Brock et al., 1983; Brock y Main, 1994; Browdy et al., 1993; Carr et al., 1996; Lightner, 1996a;
Primavera y Quinitio, 2000; Pruder et al., 1995).

4.2.2. Bioquimica clinica

No aplicable.

4.2.3. Anatomopatologia microscépica

Las infecciones agudas por el VNHHI en P. stylirostris pueden diagnosticarse faciimente mediante
métodos histoldgicos sistematicos de tincién con hematoxilina y eosina (H/E) (véase el apartado 4.2.6).
Las infecciones cronicas por el VNHHI y SDE son mucho mas dificiles de diagnosticar mediante métodos
histolégicos de rutina con H/E. Para el diagndstico de infecciones cronicas, se recomienda utilizar
métodos moleculares para la deteccion del VNHHI (como la PCR o la aplicacién de sondas de ADN
especificas del VNHHI, o bien pruebas de hibridacion por transferencia de puntos o ISH de cortes
histoldgicos).

La prueba histopatologica de cuerpos de inclusion intranucleares prominentes, como los cuerpos de
Cowdry tipo A, proporciona un diagndstico provisional de la infeccion por el VNHHI. Estos cuerpos de
inclusion caracteristicos de la NHHI son cuerpos de inclusién eosindfilos y a menudo presentan halo (con
colorantes de hematoxilina y eosina de tejidos conservados con fijadores que contengan acido acético,
tales como la soluciéon AFA de Davidson y la solucién de Bouin) (Bell y Lightner, 1988; Lightner, 1996a),
son intranucleares y se encuentran en el interior de nudcleos hipertrofiados y con la cromatina en los
margenes de células de tejidos de origen ectodérmico (epidermis, epitelio hipodérmico del intestino
delgado y grueso, corddn nervioso y ganglios nerviosos) y mesodérmico (6rganos hematopoyéticos,
glandula antenal, gonadas, 6rgano linfoide y tejido conjuntivo). Los cuerpos de inclusion intranucleares
debidos al VNHHI pueden confundirse facilmente con cuerpos de inclusion intranucleares en desarrollo
debidos a una infeccion por el VSMB. La ISH (véase el apartado 4.3.1.2.3 de este capitulo) de tales
cortes con una sonda especifica de ADN para el VNHHI proporciona un diagnéstico definitivo de la
infeccion por VNHHI (Lightner, 1996a; 2011; Lightner y Redman, 1988).
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4.2.4. Preparaciones himedas

No se ha desarrollado ningiin método fiable para observar lesiones mediante microscopia optica.

4.2.5. Frotis

No aplicable.

4.2.6. Cortes fijados

Histopatologia: puede utilizarse histologia para proporcionar un diagnoéstico definitivo de la infeccién por
el VNHHI. Dado que la formalina tamponada al 10% y otros fijadores en el mejor de los casos
proporcionan una fijacion pasable del camarén, es muy recomendable utilizar fijador de Davidson (que
contiene un 33% de alcohol etilico [al 95%], un 22% de formalina [que a su vez contiene alrededor de un
37% de formaldehido], un 11,5% de acido acético glacial y un 33,5% de agua destilada o de grifo) en
todos los estudios histolégicos sistematicos con camarén (Bell y Lightner, 1988; Lightner, 1996a). Para
optimizar los resultados, no debe utilizarse camarén muerto. Para la fijacién y el examen histologico
deben escogerse solamente camarones vivos, moribundos o en estado comprometido. Los camarones
escogidos se sacrifican mediante una inyeccién de fijador directamente en el hepatopancreas; se abre la
cuticula situada sobre el cefalotérax y el abdomen justo lateral a la linea media dorsal, mediante unas
tijeras quirtrgicas de punta fina para potenciar la penetracion del fijador (el abdomen se puede retirar y
eliminar), se sumerge el camarén entero (o el cefalotérax menos el abdomen) en fijador durante 24 a no
mas de 48 horas, y a continuacion se transfiere a alcohol etilico al 70%, donde queda guardado. Una vez
en el alcohol etilico al 70%, los ejemplares fijados pueden ser transportados (por correo o mensajeria al
laboratorio de diagnéstico) envueltos en pafios o papel de cocina saturados con alcohol etilico al 70% e
introducidos en bolsas de plastico herméticas (véase el apartado 4.2.3).

Hibridacién in-situ (véase el apartado 4.3.1.2.3, mas adelante).

4.2.7. Microscopia electrénica/citopatologia

La microscopia electrénica no se recomienda para el diagnéstico sistematico del VNHHI.
4.3. Métodos de deteccion e identificacién del agente patégeno

4.3.1. Métodos directos de deteccion
4.3.1.1. Métodos microscépicos
4.3.1.1.1. Preparaciones himedas

Véase el apartado 4.2.4.

4.3.1.1.2. Frotis

Véase el apartado 4.2.5.

4.3.1.1.3. Cortes fijados

Véase el apartado 4.2.6.

4.3.1.2. Aislamiento e identificacién del agente

4.3.1.2.1. Cultivo celular/medios artificiales
El VNHHI no se ha cultivado in vitro. No existe ninguna linea celular de crustaceos (Lightner, 1996a;
Lightner y Redman, 1998).

4.3.1.2.2. Métodos de deteccién del antigeno basados en anticuerpos

No se ha desarrollado ninguno con éxito.

4.3.1.2.3. Técnicas moleculares

Existen métodos directos de deteccion basados en sondas de ADN especificas del VNHHI en formato
de transferencia puntual y de ISH. Se han desarrollado pruebas de PCR para el VNHHI y se dispone
sin dificultad de varios métodos y productos basados en estos métodos.

Sondas de ADN para transferencia puntual y aplicaciones de ISH: los métodos basados en sonda
génica y PCR proporcionan mayor sensibilidad que las técnicas més tradicionales de diagnostico de
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la NHHI, que se basan en enfoques histopatolégicos clasicos. Ademas, estos métodos tienen la
ventaja afiadida de permitir la realizacion de pruebas no letales en camarones reproductores de gran
valor. Se puede tomar una muestra de hemolinfa con una jeringa de tuberculina, o una biopsia de un
apéndice (por ejemplo, de un pledpodo) (Bell et al., 1990), y usarla como muestra para una prueba de
transferencia puntual directa.

Procedimiento de hibridacion por transferencia puntual para el VNHHI: la sonda se marca de forma no
radiactiva con digoxigenina-11-dUTP (DIG-11- dUTP). El sistema para marcar sondas de acidos
nucleicos utilizando DIG fue desarrollado por Boehringer Mannheim Biochemicals (esta compafiia es
propiedad actualmente de la Roche Diagnostic Corporation) y esta descrito en la Guia Roche de
Marcaje no Radioactivo con DIG y Seleccion de Productos de Deteccion, asi como en la Guia del
Usuario del Manual de Aplicacién de DIG para Sistemas de Hibridacion en Filtro™ y en el Manual® de
Aplicacién de la Hibridacion In Situ No Radiactiva de Boehringer Mannheim (2006a; 2006b). Los
protocolos ofrecidos a continuacidon utilizan sonda marcada con DIG para VNHHI, que puede
producirse de varias formas. Las sondas pueden ser producidas utilizando un fragmento del ADN del
VNHHI clonado como molde por el método de marcaje con cebado aleatorio (Lightner, 1996a; Mari et
al., 1993). Otro posible método de produccion de sondas marcadas con DIG utiliza cebadores
especificos del ADN clonado del VNHHI, y otro es el kit PCR DIG Probe Synthesis Kit™, de Roche.

Procedimiento de hibridacién por transferencia puntual: El método de hibridacion por transferencia
puntual explicado a continuacién se basa en una sonda de ADN marcada con DIG para el VNHHI y
en general sigue los métodos descritos por Mari et al. (1993) y Lightner (1996a). Las formulas para
los reactivos necesarios se indican después de los protocolos.

i) Se prepara una membrana de nylon cargada positivamente (Roche Diagnostics Cat. N° 1-209-
299 o equivalente): se cortan trozos para encajar muestras y controles y se marca con un lapiz
de mina suave haciendo 1 cm cuadrado para cada muestra. Se incluye un control positivo y uno
negativo sobre cada filtro. Se sitia sobre un trozo de papel de filtro (Whatman 3MM).

i)  Si es necesario, en el interior de tubos de microcentrifuga de 1,5 ml se diluyen las muestras
problema en TE (Tris/EDTA [acido etilendiaminotetraacético]) mas 50 pg/ml de ADN de esperma
de salmon, utilizando 1 pl de muestra en 9 pl de tampédn. Las muestras para transferencia
puntual pueden ser de hemolinfa, tejidos homogeneizados en TN (Tris/NaCl: NaCl 0,4 M y Tris-
HCI 20 mM, pH 7,4), o extracto de ADN en Tris/HCI 10 mM.

i) Se hierven las muestras durante 10 minutos y se congelan rapidamente en hielo durante
5 minutos. Se centrifugan brevemente en microfuga en frio para bajar todo el liquido y
sedimentar toda posible proteina coagulada. Se mantienen en hielo hasta que las muestras son
dispuestas en puntos sobre la membrana.

iv)  Se transfieren 1-3 yl de cada muestra a un lugar apropiado sobre los filtros. Se dejan secar al
aire y después se fijan las muestras sobre la membrana calentando a 80°C durante 30 minutos o
por entrecruzamiento con luz UV utilizando un transiluminador de ADN durante 3 minutos.

v)  Se ajusta un bafio de agua a 68°C y se prepara una solucion de prehibridacién. Se preparan
8 ml por membrana para una membrana de 10 x 15 cm. Se coloca una placa de agitacion
caliente en la posicion “lento” y se mueve mientras se calienta la solucién durante 30 minutos
hasta que el agente bloqueante se haya disuelto y la solucién esté turbia. Se preparan también
algunas bolsas cerradas herméticamente con calor, de un tamafio ligeramente mas grande que
la membrana: se necesitaran de cinco a seis bolsas por membrana.

vi) Se retiran las membranas del horno o transiluminador y se introducen en una bolsa cerrada
herméticamente con calor con 4 ml de solucién de prehibridacién por cada membrana. Se sellan
herméticamente las bolsas y se sumergen en un bafio de agua a 68°C durante 0,5-1 hora.

vii) Se hierve la sonda marcada con DIG durante 10 minutos, se congela rapidamente en hielo y se
centrifuga en una microfuga en frio para bajar todo el liquido del tubo de microcentrifuga. Se
mantiene en hielo. Se retira la soluciéon de prehibridacion de las bolsas. Se afiaden 2 ml de
solucién reciente de prehibridacion a cada bolsa y después se afiade a cada una la cantidad
correcta y predeterminada de sonda marcada con DIG, mezclando bien a medida que se va
afiadiendo. Se cierran las bolsas herméticamente, se sumergen de nuevo en el bafio de agua a
68°C y se incuban durante 8-12 horas.

1 Las referencias a productos comerciales concretos como ejemplos no implica su aprobacién por parte de la OIE. Esto es
aplicable a todos los productos comerciales mencionados en este Manual Acuatico.

8 Manual de pruebas de diagnéstico para los animales acuaticos 2014



Capitulo 2.2.2. — Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa

viii) Se lavan bien las membranas con:

Citrato salino estandar (SSC) 2x/ 2 x 5 minutos a temperatura ambiente
dodecilsulfato sédico (SDS) al 0,1%
SSC 0,1x / SDS al 0,1% 3 x 15 minutos a 68°C

(se utilizan 4 ml/filtro y se cierran
herméticamente en bolsas)

Tampon | 1x 5 minutos a temperatura ambiente
Tampén Il 1x 30 minutos a temperatura ambiente
Tampén | 1x 5 minutos a temperatura ambiente

(Los tampones se preparan con anticipacion).

iX) Se deja que la membrana reaccione en bolsas con conjugado de AP anti-DIG (Roche
Diagnostics 1-093-274) diluido a 1/5.000 en Tampo6n I. Se utilizan 3 ml por membrana y se
incuban durante 30-45 minutos a temperatura ambiente en una plataforma oscilante.

X)  Se lava bien la membrana con:

Tampoén | 2 x 15 minutos a temperatura ambiente
Tampon I 1x 5 minutos a temperatura ambiente

xi)  Se revelan las membranas en bolsas utilizando 3 ml por membrana de solucién de revelado (sal
de nitroazul de tetrazolio [NBT]/X-fosfato en Tampén IIl) preparada justo antes de su uso. Se
deja reaccionar en la oscuridad a temperatura ambiente durante 1-2 horas. Se detienen las
reacciones en Tampodn IV y se secan las membranas en papel de filtro 3MM.

xii) Se fotografian los resultados (porque el color pierde intensidad con el paso del tiempo).
xiii) Se almacenan las membranas secas en bolsas cerradas herméticamente con calor.

Procedimiento de la hibridacién in-situ (ISH): El método de hibridacién in-situ descrito a continuacion
utiliza una sonda de ADN marcada con DIG para el VNHHI y en general sigue los métodos descritos
en Mari et al. (1993) y Lightner (1996a). Las formulas para los reactivos necesarios se describen
después de los protocolos.

i) Se incluye el tejido en parafina y se realizan cortes de 4-6 um de espesor. Los cortes se sitlian
sobre portas de microscopio cargados positivamente (no poner gelatina en agua para hacer
flotar los cortes; utilizar solo agua).

i)  Se colocan los portas en un soporte, como por ejemplo un soporte Tissue-Tek. Se calientan los
portas en un horno durante 45 minutos a 60°C. En la bateria de la tincion, el tejido se rehidrata
del siguiente modo:

Xileno (o un sustituto adecuado) 3 x 5 minutos cada una

Alcohol absoluto 2% 1 minuto cada una

Alcohol al 95% 2 x 10 inmersiones cada una

Alcohol al 80% 2 x 10 inmersiones cada una

Alcohol al 50% 1x 10 inmersiones

Agua destilada Seis lavados (no dejar que los portas se
sequen)

iii)  Se lavan los portas durante 5 minutos en solucion salina tamponada con fosfato (PBS o tampon
Tris/NaCI/EDTA [TNE]). Se prepara proteinasa K fresca a una concentracion de 100 pug mi~1 en
PBS (o TNE). Se colocan los portas horizontalmente en una camara himeda, se pipetean
encima 500 pl de la solucién de proteinasa K y se incuban durante 10-15 minutos a 37°C. Se
escurre el liquido con papel de filtro.

iv) Se devuelven los portas al soporte. Se fijan los cortes en formaldehido frio al 0,4% durante
5 minutos a temperatura ambiente.

v)  Seincuban los portas en SSC 2x durante 5 minutos a temperatura ambiente.

vi)  Con los portas horizontales, se afiaden 0,5-1 ml de tampén prehibridacién y se incuban en una
camara humeda durante 15-30 minutos a 37°C.

vii)  Se hierve la sonda marcada con DIG durante 10 minutos y se congela rapidamente sobre hielo;
se centrifuga brevemente en frio y se mantiene en hielo. Se diluye la sonda a 25 ng mlI~1 en
solucién prehibridacion y se cubre el tejido con 250 pl de la solucién. Se incuban los portas
durante 2-4 horas a 42°C o durante toda la noche a 37°C en una camara himeda. Se escurre el
liquido en papel de cocina. Durante esta incubacion, se pre-calientan los tampones de lavado a
37°C.
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viii)

iX)

X)

Xi)

xii)

xiii)

Xiv)

XV)

XVi)

XVii)

Se colocan los portas en el soporte y se lavan como se indica a continuacion:

SSC 2x 2 x 5-30 minutos a 37°C
SSC 1x 2 x 5 minutos a 37°C
SSC 0,5x% 2 x 5 minutos a 37°C

Se lavan los portas durante 5 minutos en Tampoén | a temperatura ambiente. Se colocan los
portas horizontalmente en una camara himeda y se bloquean con 0,5 ml de Tampén Il por
porta. Se incuban durante 15 minutos a 37°C. Se escurre el liquido en papel de cocina.

Se diluye el conjugado de AP anti-DIG (Roche Applied Science cat. 10686322) a 1/1000 en
Tampon Il (1 pl de AP anti-DIG por ml de tampdn). Se cubre el tejido con 500 pl de conjugado
diluido y se incuba en una camara hiumeda durante 30 minutos a 37°C.

Se colocan los portas en un soporte. Se lavan en Tampoén | dos veces durante 5-10 minutos
cada vez a temperatura ambiente. Se lavan una vez con Tampon Il durante 5-10 minutos.

Se prepara la solucion de revelado afiadiendo en primer lugar 4,5 pl de NBT por 1 ml de tamp6n
Ill. Se mezcla bien. A continuacion, se afiaden 3,5 pl de X-fosfato por ml de solucion y se mezcla
bien. Se pipetean 500 ul por porta y se incuban en una cadmara humeda en la oscuridad durante
2-3 horas a temperatura ambiente.

Se detiene la reaccién devolviendo los portas al soporte y lavando en Tampdn IV durante
15 minutos a temperatura ambiente.

Se someten las muestras a una coloracion de contraste sumergiéndolas durante 5 minutos en una
solucién acuosa de marrén Bismarck Y al 0,5%.

Se deshidratan los portas en la bateria de tincion como se indica a continuacion:

Alcohol al 95% 3 x 10 inmersiones cada uno
Alcohol absoluto 3 x 10 inmersiones cada uno
Xileno (o un sustituto adecuado) 4 x 10 inmersiones cada uno

No dejar secar los portas — dejarlos en la Gltima cubeta del xileno (o sustituto del xileno)
hasta que estén listos para los cubres.

Se afiade medio de montaje (Permount) y se montan con cubre.

Se examinan los portas bajo campo claro para ver si existe precipitado azul oscuro o negro que
indique los puntos en los que se encuentra ADN de VNHHI. Las inclusiones intranucleares
patodiagnosticas de Cowdry tipo A estan bien marcadas con la sonda. Con frecuencia también
estan bien marcados los nucleos de la célula hospedadora sin inclusiones evidentes, inclusiones
citoplasmaticas y acumulacion de virus libre en los espacios del tejido y la hemolinfa.

NOTA: Siempre debe llevarse a cabo un control positivo y uno negativo.

Formulas de reactivos para el método de la ISH:

i)

i)

ii)

Solucién salina tamponada con fosfato 10x

NaCl 160 g

KH,PO, 49

Na,HPO, 23g

KCI 4 g

H,O DD 1950 ml (gs to 2 litros)

pH a 8,2 con NaOH; se esteriliza en autoclave; se almacena a temperatura ambiente. Para
hacer PBS 1x, se diluyen 100 ml de PBS 10x en 900 ml de H,O DD; Se filtra solucion 1x a

través de un filtro de 0,45 um de poro; se almacena a 4°C.

Tampon Tris/NaCl/EDTA (TNE) 10x

Tris base 60,57 g

NacCl 5849

EDTA 3,72g

DD H,0 900 ml (c.s.p. 1 litro)

pH a 7,4 con HCI concentrado o 5 M. Para preparar TNE 1x, se diluyen 100 ml de TNE 10x en
900 ml de H,O DD; se filtra 1 x solucion a traves de un filtro de 0,45 pm; se almacena a 4°C
Proteinasa K, 100 pg mi~1 (se prepara inmediatamente antes de su uso)

PBS 10 ml PBS 1x
Proteinasa K 1mg

10
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iv) Formaldehido al 0,4%

Formaldehido al 37% 5,4 ml
DD H,0 500 ml

Se almacena a 4°C; se puede utilizar hasta 4 veces antes de desecharlo.

v)  Tampon prehibridacion (50 ml de volumen final)

SSC 4x 10 ml de SSC 20x

Formamida al 50% 25 ml de formamida al 100%
Solucién Denhardt 1x 2,5 ml de solucién de Denhardt 20x
Sulfato de dextrano al 5% 10 ml de sulfato de dextrano al 25%

Calentar a 60°C
Se hierven 2,5 ml de ADN de esperma de salmén a una concentracion de 10 mg/ml y se afiade
al tampon para obtener una concentracion final de 0,5 mg/ml de ADN de esperma de salmon; se
almacena a 4°C.

vi) Tampoén SSC 20x

NaCl 3 M 175,32 g de NaCl
Naz;CgH;05.2H,0 0,3 M 88,23 g de citrato de Na 2H,0
H,O DD 1000 ml (gs)

pH a 7,0; se esteriliza en autoclave; se almacena a 4°C.
Para obtener SSC 2x, se diluyen 100 ml de SSC 20x en 900 ml de H,O DD; para obtener SSC

1x, se diluyen 50 ml de SSC 20x en 950 ml de H,O DD; para obtener SSC 0,5x%, se diluyen
50 ml de SSC 20x en 1950 ml de H,O DD. Se filtran las soluciones a través de un filtro de
0,45 um de poro; se almacenan a 4°C.

vii)  Solucion de Denhardt 20x

BSA (Fraccién V) 0,4 g de albamina de suero bovino
Ficoll 400 0,4 g de Ficoll

PVP 360 0,4 g de polivinilpirrolidona

H,O DD 100 ml

Se filtran las soluciones a través de un filtro de 0, 45 um de poro, se almacenan a 4°C. Se
disponen alicuotas de 2,5 ml en pequefios tubos y se guardan congeladas.

viii) Sulfato de dextrano al 25%
Sulfato de dextrano 259

H,O DD 100 ml
Se mezcla para disolver; se almacena congelado en alicuotas de 10 ml.

iX) ADN de esperma de salmén (10 mg mi-1)

ADN de esperma de salmén 0,25¢
H,O DD 25 ml

Para prepararlo, se calienta agua y se aflade el ADN lentamente agitdndolo hasta que esté
completamente disuelto; se hierve durante 10 minutos; se fuerza el ADN empujandolo a través
de una aguja de 1,2 mm de didmetro externo varias veces; se distribuyen alicuotas de 2,5 ml en
tubos pequefios y se almacenan congelados; se hierven durante 10 minutos inmediatamente
antes de su uso para facilitar la mezcla en el tampén.

X)  Tampén | 10x

Tris/HCI 1M 121,1 g de Tris base
NaCl1,5M 87,7 g de NaCl
H,O DD 1000 ml (gs)

pH a 7,5 con HCI. Se esteriliza en autoclave; se almacena a 4°C.

Para obtener Tampoén | 1x, se diluyen 100 ml de 10 x solucién madre en 900 ml de H,O DD. Se
filtra a través de un filtro de 0,45 um de poro; se almacena a 4°C.

xi)  Tampon Il (tampdn blogueante)

Tampén blogueante 0,25 g de Reactivo bloqueante (Roche Diagnostics
1-096-176)
Tampén | 50 ml de tampdn | 1x

Se almacena a 4°C hasta 2 semanas.
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xii)  Tampon 1

Tris/HCI 100 mM 1,21 g de Tris base
NaCl 100 mM 0,58 g de NaCl
H,O DD 100 ml (gs)

pH a 9,5 con HCI
Después se afade:
MgCl, 50 mM 1,02 g de MgCl,.6H,0

Se filtra por un filtro de 0,45 um de poro; se almacena a 4°C.
xiii) Alcohol polivinilico (PVA) al 10%

Alcohol polivinilico 10g
H,O DD 100 ml

Para prepararlo, se afiade lentamente el PVA al agua mientras se agita con un poco de calor (el
PVA tarda 2-3 horas en convertirse en solucion). Se ponen 10 ml por tubo y se almacena
congelado a —20°C.

xiv) Solucién de revelado

Se mezclan 90 ml de Tampén Il con 10 ml de PVA al 10%. Se almacenan a 4°C.

Inmediatamente antes de uso, a cada ml de Tampén Il con PVA se afiaden

4,5 pl de NBT 75mg de NBT mlIl en dimetiformamida al
70% (Roche Diagnostics 1-383-213)

3,5 ul de X-fosfato 5-bromo-4-cloro-3-indoil  fosfato, sal de toluidina
(50 mg mi-1 en dimetilformamida)

(Roche Diagnostics 1-383-221)

xv) Tampén IV

Tris/HCI 10 mM 1,21 g de Tris base
EDTA 1mM 0,37 g de EDTA.2H,0 (sal disodica)
H,O DD 1000 ml

pH a 8,0 con HCI. Se filtra por un filtro de 0,45 um; se almacena a 4°C.
xvi) Marrén Bismark Y al 0,5%

Marrén Bismark Y 259
H,O DD 500 ml

Se disuelve el colorante en agua. Se filtra a través de un filtro Whatman n° 1; se almacena a
temperatura ambiente.

Reaccion en cadena de la polimerasa para el VNHHI: Existen varios métodos de PCR simple
(Krabsetsve et al., 2004; Nunan at al., 2000; Shike et al., 2000; Tang et al., 2000; 2003; Tang y
Lightner 2001) y varios kits comerciales de PCR para la deteccion del VNHHI. También existen
métodos anidados de distintas marcas comerciales.

Hay mudiltiples variedades geogréficas del VNHHI, algunas de las cuales no son detectadas por todos
los métodos disponibles para el VNHHI. Dos series de cebadores, 392F/R y 389F/R, son las mas
adecuadas para detectar todas las variantes genéticas conocidas del VNHHI (Krabsetsve et al., 2004;
Tang y Lightner 2002), incluidos los tipos 3A y 3B, que estan insertos en el genoma de ciertas
poblaciones geograficas de P. monodon de la zona Indo-Pacifica occidental, Africa oriental, Australia
y la India (Duda y Palumbi, 1999; Tang y Lightner, 2006; Tang et al., 2007). La serie de cebadores
309F/R amplifica solo un segmento de los VNHHI tipos 1 y 2 (las formas infecciosas del VNHHI), pero
no de los tipos 3A y 3B, que son no infecciosos y forman parte del genoma de P. monodon (Tang y
Lightner, 2006; Tang et al., 2007). Por tanto, es muy recomendable confirmar resultados positivos y/o
negativos no esperados de PCR para el VNHHI con una segunda serie de cebadores, o bien
mediante otro método de diagndstico (es decir, PCR utilizando cebadores de otra regién del genoma,
PCR en tiempo real, bioandlisis, ISH).
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Tabla 4.1. Series de cebadores recomendadas para la deteccion del VNHHI mediante PCR simple

Cebador  Producto  Secuencia % de Banco de genes 'y
G+C/Temperatura  Bibliografia

389F 389 pb 5'-CGG-AAC-ACA-ACC-CGA-CTT-TA-3’ 50%/72°C AF218266

389R 5'-GGC-CAA-GAC-CAA-AAT-ACG-AA-3’ 45%/71°C (Tang et al,
2000)

77012F 356 pb 5-ATC-GGT-GCA-CTA-CTC-GGA-3’ 50%/68°C AF218266

77353R 5-TCG-TAC-TGG-CTG-TTC-ATC-3’ 55%/63°C (Nunan et al,
2000)

392F 392 pb 5-GGG-CGA-ACC-AGA-ATC-ACT-TA-3 50%/68°C AF218266

392R 5-ATC-CGG-AGG-AAT-CTG-ATG-TG-3’ 50%/71°C (Tang et al,
2000; 2007)

309F 309 pb 5'-TCC-AAC-ACT-TAG-TCA-AAA-CCA-A-3’ 36%/68°C AF218266

309R 5-TGT-CTG-CTA-CGA-TGA-TTA-TCC-A-3’ 40%/69°C (Tang et al,
2007)

MG831F 831 pb 5-TTG-GGG-ATG-CAG-CAA-TAT-CT-3’ 45%/58°C DQ228358

MGB831R 5-GTC-CAT-CCA-CTG-ATC-GGA-CT-3 55%/62°C (Tang et al,
2007)

NOTA: Los cebadores 389F/R y 392F/R descritos anteriormente corresponden a la region
codificadora de la proteina no estructural (ORF 1) del genoma del VNHHI. Los cebadores
77353/77012 corresponden a una region del genoma situada entre la regiéon que codifica una proteina
no estructural y la que codifica una proteina estructural (proteina de la capsida). En el caso de
obtener resultados ambiguos utilizando la serie de cebador “universal” 389F/R, se recomienda utilizar
cebadores de una region diferente del genoma como prueba confirmatoria. En este caso, las series
de cebadores pertinentes serian 77012/77353 o 392F/R

Método general de PCR para detectar el VNHHI: el método de PCR descrito a continuacién para el
VNHHI sigue generalmente las indicaciones sefialadas por Nunan et al. (2000). La experiencia
acumulada con la técnica ha llevado a modificaciones con respecto al molde (extraccion del ADN de
ejemplares clinicos), a la eleccion de cebadores (Tabla 4.1) y al volumen de la reaccién.

i) Se utiliza como molde el ADN extraido de homogenado de tejido triturado (tampén TN, NaCl 0,4
M, Tris 20 mM, pH 7,4) o hemolinfa (obtenida con una pequefia cantidad de citrato de sodio al
10%) o bien de tejido o hemolinfa fijados en etanol al 95% y después secados. Durante el paso
de extraccion del ADN se debe incluir un control de tejido o hemolinfa de animales que se sepa
gue son negativos. EI ADN se puede extraer mediante varios métodos pero se han obtenido
excelentes resultados utilizando kits de Roche Diagnostics (Cat. No. 1-796-828) o de Qiagen
(Cat. No. 51304), o reactivos de Gibco Life Sciences (Dnazol Cat. No. 10503-027). Las lecturas
espectrofotométricas del ADN final indicaran la pureza del ADN y la cantidad de ADN total
extraido de la muestra. Se utilizan 1-5 pl de ADN extraido por 50 ul de volumen de reaccion.

i)  Los siguientes controles deben incluirse en todas las PCR para la deteccién del VNHHI: a) ADN
de una muestra de tejido que se sepa que es negativo; b) ADN de una muestra que se sepa que
es positiva (de tejido o hemolinfa o de un clon de un plasmido que contenga el fragmento que
amplifica la serie de cebadores especifica; y ¢) un control “sin molde”.

iii) Se utilizan como cebadores los cebadores 389F y 389R, que originan una banda de 389 pb
(pares de bases) a partir del material infectado con el VNHHI, o los cebadores 77012F y
77353R, que originan una banda de 356 pb a partir del material infectado con el VNHHI. Se
preparan los cebadores a razén de 100 ng/ul en agua destilada. Se mantienen congelados a
—70°C.

iv) Se utiliza un método de ‘“inicio caliente” para la polimerasa: si se utiliza Applied Biosystem’s
AmpliTaq Gold, eso implica un paso de 5 minutos a 95°C para desnaturalizar el ADN antes de la
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v)

Vi)

vii)

viii)

iX)

union de los cebadores y la activacion del enzima. Este programa se enlaza después con el
programa de ciclos (35 ciclos) y un programa de extension. El programa se ajusta de la siguiente
forma:

Inicio caliente Programa 1 5 minutos a 95°C

Enlazado al Programa 2 30 segundos a 95°C
30 segundos a 55°C 35 ciclos
1 minuto a 72°C

Enlazado al Programa 3 7 minutos a 72°C

Enlazado al Programa 4 4°C hasta el final

Se prepara una “mezcla madre” formada por agua, tampon 10x para PCR, los cuatro dNTP, los
dos cebadores, MgCI2 y AmpliTag Gold (se supone la utilizacién de 1 pyl de molde; si se usa
mas, se ajusta el agua adecuadamente). Se afiade la mezcla a cada tubo. Se utilizan tubos de
pared delgada disefiados para PCR. Se lleva a cabo siempre un control positivo y otro negativo

“Mezcla madre”:

H,O DD 32,5 pl x ndmero de muestras
Tampoén para PCR 10x 5 pl x nimero de muestras
dTTP 10 mM 1 pl x nmero de muestras
dATP 10 mM 1 pl x nmero de muestras
dCTP 10 mM 1 pl x nmero de muestras
dGTP 10 mM 1 pl x nimero de muestras
MgCl, 25 mM 4 pl x ndmero de muestras
Cebador directo (100 ng plL) 1,5 pl x numero de muestras
Cebador inverso (100 ng pi-1) 1,5 ul x nimero de muestras
AmpliTaq Gold 0,5 pl x nimero de muestras

Se agita esta solucion en un vértex para mezclar bien todos los reactivos; se mantiene en hielo.

NOTA: El volumen de la reaccion de la PCR puede modificarse. Previamente, las reacciones de
PCR para el VNHHI se llevaron a cabo en volumenes de 100 pl, pero no es necesario utilizar
esa cantidad de reactivos, y por tanto en este procedimiento se describen volumenes de 50 pl.
De igual forma, las reacciones de la PCR también pueden llevarse a cabo con voliumenes tan
bajos como de 25 pl. Para ello, deberan aumentarse o disminuirse los volimenes de los
reactivos proporcionalmente.

Para una mezcla de reacciéon de 50 pl, afiadir 49 yl de la mezcla madre a cada tubo y afiadir
posteriormente 1 ul de la muestra problema.

Se agita cada tubo en un vértex, se centrifuga rapidamente para extraer todo el liquido. Si el
termociclador no tiene tapa para evitar la condensacion, se recubre cuidadosamente la parte
superior de cada muestra con 25-50 pl de aceite mineral y se vuelven a tapar los tubos. Se
insertan los tubos en el termociclador y se comienza el programa 1 (“inicio caliente”), que esta
enlazado con los ciclos de ciclado, extension y finalizacién

Si se utiliza el aceite mineral, se recuperan las muestras de debajo utilizando pipetas de 50 pl y
se transfieren a un tubo limpio. El uso de puntas en pipetas de tipo largo (disefiadas para cargar
geles) permite arrastrar menos aceite con la muestra

Se ponen 10 pl de la muestra en un gel de agarosa al 1,5% (conteniendo 0,5 ug/ml de bromuro
de etidio para tefiir el ADN). Se busca la banda de 389 pb (si se utilizan los cebadores 389F y
389R) o de 356 pb (si se utilizan los cebadores 77012F y 77353R). Las bandas no siempre se
ven, ya que es necesario tener al menos 10 ng ADN/ul para ver el ADN en un gel. Para que la
deteccion sea mas sensible se puede llevar a cabo una inmunoelectrotransferencia del gel o una
transferencia puntual. EI ADN también se puede sedimentar (acetato de sodio 3 M y
2,5volimenes de etanol al 100%, a -70°C, durante 1-3 horas, y se centrifuga durante
20 minutos) y resuspenderse en una décima parte del volumen (es decir, 4 pl) de TE (Tris
10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) o agua, y volverse a analizar en el gel o bien mediante
transferencia puntual.

Método de la PCR en tiempo real (QPCR) para el VNHHI: Se han desarrollado métodos de PCR en
tiempo real para la deteccion del VNHHI. Estos métodos ofrecen una extraordinaria sensibilidad, que
permite detectar incluso una Unica copia de la secuencia diana del genoma del VNHHI (Dhar et al.,
2001; Tang y Lightner, 2001).

El método de la gPCR en el que se utiliza la bioquimica de TagMan descrito a continuacién para el
VNHHI se basa en general en el método utilizado en Tang y Lightner (2001).
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i) Los cebadores de la PCR y la sonda TagMan se seleccionan de una regién de la secuencia
gendémica del VNHHI (GenBank AF218266) que codifica la proteina no estructural. Los
cebadores y la sonda TagMan estan disefiados por el sistema Primer Express (Applied
Biosystems). Las secuencias del cebador en direccion 5 (VNHHI1608F) y en direccion 3’
(VNHHI1688R) son: 5-TAC-TCC-GCA-CACCCA- ACC-A-3' y 5-GGC-TCT-GGC-AGC-AAA-
GGT-AA-3, respectivamente. La sonda TagMan (5-ACC-AGA-CAT-AGA-GCT-ACA-ATC-CTC-
GCC-TATTTG-3’), que corresponde a la region derivada del nuclettido 1632 al 1644, se
sintetiza y se marca con los colorantes fluorescentes 5-carboxifluoresceina (FAM) en el extremo
5, y N,N,N’,N’-tetrametil-6-carboxirodamina (TAMRA) en el extremo 3’ (Applied Biosystems,
parte n° 450025)

i)  Preparacion de ADN molde: la extraccion y la purificacién del ADN molde son las descritas en el
apartado sobre la PCR tradicional.

iii) La mezcla de reaccion de la PCR contiene: mezcla madre TagMan Universal PCR (Applied
Biosystems, parte n° 4324018), 0,3 umol de cada cebador, 0,15 ymol de la sonda TagMan, 5-
50 ng de ADN, y agua en un volumen de reaccion de 25 pl. Para optimizar los resultados, la
mezcla de reaccién debe agitarse en un vortex y mezclarse bien.

iv) La amplificacién se lleva a cabo con el sistema de deteccion de secuencias GeneAmp 5700
(Applied Biosystems; también pueden utilizarse ABlI PRISM 7000, 7300, o 7500 o equivalente).
El programa de ciclos es el siguiente: activacion del AmpliTag Gold durante 10 minutos a 95°C,
seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos e hibridacién/extension a
60°C durante 1 minuto.

v) Al final de la reaccion, se toman medidas de fluorescencia en tiempo real con una camara de
dispositivo de carga acoplada (CCD). Se establece un umbral por encima de la linea base que
comienza a detectar el incremento en la sefial asociada con un incremento exponencial del
producto de la PCR. Las muestras se definirdn como negativas si los valores del Ct (ciclo
umbral) superan los 40 ciclos. Las muestras con un valor de Ct por debajo de los 40 ciclos se
consideran positivas. Para confirmar los resultados de la PCR en tiempo real, una alicuota del
producto de la PCR puede someterse a electroforesis en un gel de agarosa-bromuro de etidio al
4% vy fotografiarse. En las muestras que dan positivo para VNHHI puede visualizarse un
fragmento de ADN de 81-pares de bases

vi) Es necesario incluir un control “sin molde” en cada reaccién. Esto se hace para excluir la
presencia de contaminantes de fluorescencia en la mezcla de reaccion o en el blogue de calor
del termociclador. También debe incluirse un control positivo, que puede ser un plasmido que
contenga la secuencia diana, o bien viriones purificados o ADN del tejido infectado con el
VNHHI.

Secuenciacion: Los productos de la PCR pueden clonarse y secuenciarse cuando sea necesario
para confirmar la infeccion con el VNHHI, para identificar falsos positivos o amplificacion
inespecifica (Tang y Lighter, 2002; 2006).

Mediante PCR, se ha detectado VNHHI en P. monodon del sureste asiatico. La mayoria de
estas PCR para VNHHI también han detectado secuencias relacionadas con el VNHHI en
poblaciones de P. monodon de Africa, Australia y Tailandia (Saksmerprome et al., 2011; Tang &
Lightner, 2006). Para distinguir las secuencias relacionadas con el VNHHI del virus verdadero,
se han desarrollado pruebas de PCR en las que se emplean cebadores que detectan la
secuencia virica del VNHHI y no reaccionan con secuencias relacionadas con el VNHHI
presentes en las poblaciones de P. monodon de Africa, Australia (Tang et al., 2007) o Tailandia
(por ejemplo, Saksmerprome et al., 2011)

4.3.2. Métodos serolégicos

Los camarones son animales invertebrados y no producen anticuerpos. Por tanto, no se dispone de
métodos serolégicos para la deteccion de la NHHI.

5. ldoneidad de las pruebas para cada uso previsto

Los métodos actualmente disponibles para la vigilancia, deteccion y diagnéstico del VNHHI se detallan en la Tabla
5.1. Las denominaciones utilizadas en la Tabla indican: a = el método es el recomendado por razones de
disponibilidad, utilidad y especificidad y sensibilidad de diagnoéstico; b= el método es estandar, con buena
sensibilidad y especificidad de diagndstico; ¢ = el método tiene aplicacion en algunas situaciones, pero el coste, la
precision u otros factores limitan seriamente su aplicacion; y d= el método no se recomienda y/o no esta disponible
actualmente para este fin. Esta clasificacién es de alguna forma subjetiva, ya que la idoneidad implica cuestiones de
fiabilidad, sensibilidad, especificidad y utilidad. Aunque no todas las pruebas incluidas en las categorias a 0 b se
han sometido a estandarizacion y validacion formales, su naturaleza sistematica y el hecho de que se hayan usado
generalmente sin resultados dudosos las hace aceptables.
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Tabla 5.1. Vigilancia, deteccion y métodos de diagnéstico del VNHHI

ottt il Bt e
Larvas PL Juveniles Adultos
Signos macroscépicos d d d d d d
Bioanalisis d d d d c c
MO directa d d d d d d
Histopatologia d d c c a b
ME de transmision d d d d c c
Pruebas basadas en anticuerpos d d d c d d
Sondas de ADN - in situ d d b b a a
PCR, qPCR a a a a a a
Secuenciacién d d d d d a

6.

PL = postlarvas; MO = microscopia 6ptica; ME = microscopia electronica;
gPCR = reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

Prueba(s) recomendada para la vigilancia dirigida destinada a declarar la ausencia de
necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa

Como se ha indicado en la Tabla 5.1, la PCR es el método recomendado para la vigilancia dirigida, por motivos de
disponibilidad, utilidad y sensibilidad y especificidad diagnésticas.

Al estudiar episodios de mortalidad aguda como parte de un programa de vigilancia dirigida, poner de manifiesto
lesiones patognomonicas inducidas por el VNHHI en el epitelio cuticular mediante histologia (con o sin confirmacion
mediante ISH con sondas de ADN especificas del VNHHI) es un método adecuado (Tabla 5.1).

7.

Criterios de diagnéstico confirmativo

7.1. Definicién de caso sospechoso

Un caso sospechoso es aquel en el que se observa poco porcentaje de eclosion de huevos, y escasa
supervivencia y rendimiento del cultivo de los estadios larvarios y PL (Motte et al., 2003) cuando se utilizan
reproductores de poblaciones salvajes o de piscifactoria donde el VNHHI es enzodtico.

En ejemplares de piscifactoria de L. stylirostris, los juveniles, subadultos y adultos pueden presentar altas
mortalidades persistentemente. Los ejemplares infectados por el VNHHI de L. vannamei, L. stylirostris, y
posiblemente P. monodon pueden presentar un crecimiento escaso y muy dispar, poco rendimiento del cultivo
en general, y deformidades cuticulares, incluyendo especialmente rostros torcidos y los sextos segmentos
abdominales deformados

Se observan cuerpos de inclusion intranucleares eosinéfilos a basofilos palidos en los tejidos diana tipicos de
la infeccion por el VNHHI. Como los cuerpos de inclusion intranucleares del VNHHI tienen un aspecto casi
idéntico al de los que aparecen en los primeros estadios de las infecciones por el VSMB, su presencia en
cortes de tejido debe considerarse como un diagndstico provisional de VNHHI hasta que se confirme con una
segunda prueba, como la transferencia por puntos o la ISH con sondas especificas de ADN para el VNHHI, o
con resultados positivos en las pruebas de PCR para el VNHHI.

7.2. Definicion de caso confirmado

Un caso esta confirmado cuando se obtienen resultados positivos en cualquier combinacién de al menos dos
de los siguientes cuatro métodos:
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. Resultados positivos en hibridacién por transferencia puntual para el VNHHI.
. Senfial histoldgica positiva en la ISH para lesiones propias del VNHHI.
. Resultados positivos en la PCR para el VNHHI.

. Puede ser necesaria la secuenciacién de productos especificos de la PCR cuando el objetivo sea
determinar el genotipo del VNHHI.
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NB: Existen Laboratorios de Referencia de la OIE para la Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (puede
consultarse la lista actualizada en la Tabla del final de este Manual Acuético o en la pagina web de la OIE:
http://www.oie.int/es/nuestra-experiencia-cientifica/laboratorios-de-referencia/lista-des-laboratorios/ ).

Para mas informacion sobre la Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa, contactar con los Laboratorios de
Referencia de la OIE.
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