CAPITULO 2.2.8.

ENFERMEDAD DE LA CABEZA AMARILLA

1. Ambito de aplicacion

A efectos de este capitulo, la enfermedad de la cabeza amarilla (ECA) se considera que es una infeccién causada
por el virus de la enfermedad de la cabeza amarilla (VECA).

2. Informacion sobre la enfermedad

2.1.

2.2,

Factores del agente

2.1.1. El agente patégeno, cepas del agente

El virus de la enfermedad de la cabeza amarilla (genotipo 1) es uno de los seis genotipos conocidos del
complejo de virus de la cabeza amarilla y es el Unico agente conocido de la ECA. Se designa como
genotipo 2 al virus asociado a las branquias (VAB). El VAB y otros cuatro genotipos conocidos del
complejo (los genotipos 3-6) se presentan generalmente en Penaeus monodon sanos del este de Africa,
de Asia y de Australia, y casi nunca o nunca se asocian a enfermedad (Walker et al., 2001,
Wijegoonawardane et al., 2008a). El VECA y otros genotipos del complejo de la cabeza amarilla son
clasificados por la Comision Internacional de Taxonomia de Virus como las Unicas especies del género
Okavirus, de la familia Roniviridae, del orden de los Nidovirales (Cowley et al., 2012). Existen indicios de
la existencia de recombinacién genética entre los genotipos (Wijegoonawardane et al., 2009).

Los viriones del VECA son particulas baciliformes con envoltura (40-60 nm x 150-200 nm). Las
envolturas estan repletas de prominentes espiculas que sobresalen unos 11 nm de la superficie. Las
nucleocapsidas tienen una simetria helicoidal (y un diametro de 20-30 nm), con una periodicidad de 5-
7 nm. Los viriones estan formados por tres proteinas estructurales (nucleoproteina p24 y glucoproteinas
de envoltura gp64 y gp116) y un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo de unas 26 kb.

2.1.2. Supervivencia fuera del hospedador

El VECA permanece viable en agua de mar aireada hasta 72 horas (Flegel et al., 1995b).

2.1.3. Estabilidad del agente (métodos eficaces de inactivacion)

El VECA puede inactivarse aplicando 60°C durante 15 minutos (Flegel et al., 1995b). El VECA se inactiva
calentandolo a 60°C durante 15 minutos (Flegel et al., 1995b). Se dispone de poca informacion sobre
otros métodos de inactivacion, pero el virus parece ser susceptible al tratamiento con cloro a 30 partes
por millén (0, 03 mg mi~1) (Flegal et al., 1997).

2.1.4. Ciclo de vida

No se han notificado infecciones por el VECA de alta multiplicidad en cultivo celular. Una infeccién a una
multiplicidad de infeccion de 0,001 en cultivo celular primario de 6rgano linfoide ha indicado que el
méaximo titulo virico se obtiene a los 4 dias post-infeccion. En P. monodon tienen lugar signos clinicos de
ECA en un plazo de 7-10 dias tras la exposicién. EI VECA se replica en el citoplasma de células
infectadas en las que hay abundantes precursores filamentosos largos de las nucleocépsidas y los
viriones germinan hacia el interior de vesiculas citopldsmicas en disposiciones paracristalinas
densamente concentradas para salir a nivel de la membrana citoplasmica (Chantanachookin et al.,
1993).

Factores del hospedador

2.2.1. Especies hospedadoras susceptibles

Solo se han notificado brotes de la ECA en el langostino jumbo (P. monodon) y en el camarén patiblanco
(P. vannamei) (Chantanachookin et al., 1993; Senapin et al., 2010). Sin embargo, también se han
detectado infecciones naturales en el langostino japonés (P. japonicus), el langostino banana
(P. merguiensis), el camarén azul (P. stylirostris), el camarén blanco nortefio (P. setiferus), el camarén
resbaloso (Metapenaeus ensis), el camarén rosna (Palaemon styliferus) y el krill (Acetes sp.). Otras
especies de camarones peneidos y palemoénidos, gambas y krills en los que se ha notificado
susceptibilidad a la infeccion experimental son los siguientes: el langostino tigre marron (P. esculentus),
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2.3.

el camaron café nortefio (P. aztecus), el camardn rosado nortefio (P. duorarum), el camaron rabo verde
(Metapenaeus bennettae), el camardn krakatoa (Macrobrachium sintangense), el camardn carpintero
(Palaemon serrifer), el camarén de pasta (Ascetes sp.) y Palaemonetes pugio (Ma et al., 2009). Cada
especie tiene una susceptibilidad distinta a la enfermedad. En pruebas de laboratorio se ha observado
gue el VECA puede causar una alta mortalidad en P. monodon, P. vannamei, P. stylirostris, P. aztecus,
P. duorarum, M. sintangense, P. styliferus y P. serrifer (Lightner et al., 1998; Longyant et al., 2005; 2006;
Ma et al., 2009). En un estudio realizado con 16 especies de cangrejo obtenidas de las proximidades de
piscifactorias de camarones de Tailandia, no se observaron indicios de susceptibilidad a la infeccion, ni
natural ni experimental (Longyant et al., 2006). Se ha llevado a cabo una revision critica de la
susceptibilidad de los crustaceos a la enfermedad de la cabeza amarilla y de las implicaciones de la
inclusion en la legislaciéon europea (Stentiford et al., 2009).Se ha detectado el VAB (virus asociado a la
branquia) en P. monodon y en P. esculentus (Walker et al., 2001). Hasta ahora solo se han detectado
otros genotipos del complejo del VECA en P. monodon (Wijegoonawardane et al., 2008a).

2.2.2. Fases susceptibles de la vida del hospedador

Penaeus monodon es susceptible a la infeccion por el VECA a partir del estadio de PL15 (Khongpradit et
al., 1995). Las infecciones experimentales con el VAB indican que los ejemplares de P. japonicus mas
grandes (~20 g) son menos susceptibles a la enfermedad que los mas pequefios (~6-13 g) de la misma
especie (Spann et al., 2000).

2.2.3. Especies o subpoblaciones predilectas (probabilidad de deteccion)

Entre las especies de camarones susceptibles, la Unica que se sabe que resulta afectada con frecuencia
(con una prevalencia de hasta el 100%) por el virus del complejo de la cabeza amarilla (genotipos 2—6)
es P. monodon sano, que parece ser el hospedador natural (Walker et al., 2001; Wijegoonawardane et
al., 2008a; 2009). Sin embargo, las infecciones por el VECA (genotipo 1) se suelen detectar solo en caso
de enfermedad y no aparecen con frecuencia en P. monodon sanos, aunque si se han detectado en
poblaciones salvajes sanas de P. stylirostris (Castro-Longoria et al., 2008). Durante los brotes de
enfermedad en los estanques, la prevalencia de la infeccién por el VECA puede considerarse alta. Se
han detectado infecciones naturales por el VECA en P. japonicus, P. merguiensis, P. setiferus, M. ensis,
P. styliferus y E. superba (Cowley et al., 2002; Flegel et al., 1995a; 1995b), pero se dispone de poca
informacién sobre la prevalencia natural.

2.2.4. Organos diana y tejidos infectados

Los tejidos diana del VECA, que son de origen ectodérmico y mesodérmico, son el érgano linfoide, los
hemacitos, el tejido hematopoyético, las laminillas de las branquias y el tejido conjuntivo esponjoso del
subcutis, el intestino, la glandula antenal, las gbénadas, los tractos nerviosos y los ganglios
(Chantanachookin et al., 1993; Lightner, 1996).

2.2.5. Infeccién persistente con portadores de por vida

El VAB persiste como infeccion crénica en P. esculentus supervivientes durante al menos 50 dias tras la
exposicion experimental (Spann et al., 2003). La alta prevalencia de la infeccion por el VAB y otros virus
del complejo de la cabeza amarilla (genotipos 2-6) en todos los estadios de vida de P. monodon sanos
sugiere que son frecuentes las infecciones crénicas de por vida (Walker et al., 2001; Wijegoonawardane
et al., 2008a). También existen indicios de la persistencia del VECA (genotipo 1) en supervivientes a la
infeccion experimental (Longyant et al., 2005; 2006).

2.2.6. Vectores

No existen vectores conocidos del VECA.

2.2.7. Animales acuaticos salvajes portadores o sospechosos de serlo

La susceptibilidad a la infeccién y la persistencia a largo plazo indican la posibilidad de que una amplia
variedad de camarones peneidos y paleménidos salvajes actien como portadores.

Patron de la enfermedad

2.3.1. Mecanismos de transmision

La infeccion por el VECA se puede transmitir horizontalmente mediante inyeccion, ingesta de tejido
infectado, inmersion en extractos de tejidos que contengan agua marina filtrados para estar libres de
bacterias, o por cohabitacién de camarones nunca antes infectados con camarones infectados (Flegel et
al., 1995b; Lightner, 1996). También se ha demostrado infeccion de camarones por inyeccion de
extractos del camardn de pasta (Ascetes sp.) obtenido de estanques infectados (Flegel et al., 1995a). En
el caso del VAB, se ha observado que se produce transmision vertical de la infeccién a la descendencia,
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desde progenitores tanto machos como hembras, probablemente por contaminacién superficial o
infeccion del tejido que envuelve el huevo fecundado (Cowley et al., 2002). No se ha estudiado la
dinamica de la infeccién por el VECA en estanques, pero la rapida acumulacién de mortalidades durante
los brotes de enfermedad sugiere una transmision horizontal muy eficaz.

2.3.2. Prevalencia

La prevalencia de la infeccion por los virus del complejo de la cabeza amarilla en P. monodon sanos
(segun la deteccion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa [PCR] es muy alta (50-100%) en la
mayoria de poblaciones salvajes y de piscifactoria analizadas en Australia, Asia y el este de Africa asi
como en piscifactorias de L. vannamei en México (Cowley et al., 2004; Castro-Longoria et al., 2008;
Sanchez-Barajas et al., 2009; Walker et al., 2001; Wijegoonawardane et al., 2008a). La prevalencia de
cada genotipo depende del origen geografico del camarén. Por el contrario, excepto en situaciones de
brotes de enfermedad en estanques de acuicultura, la prevalencia del VECA (genotipo 1) es con mayor
frecuencia baja (>1%) en P. monodon sano salvaje o de piscifactoria. El uso de métodos de deteccion
menos sensibles que la PCR anidada (como la histologia, la inmunoelectrotransferencia, la transferencia
puntual o la hibridacion in-situ), es probable que en la mayoria de los casos informe de la prevalencia real
de la infeccion en poblaciones de camarones que se estan subestimando.

2.3.3. Distribucion geografica

La ECA se ha notificado en Taipei chino, Indonesia, Malasia, Filipinas, Sri Lanka, Tailandia y Vietnam
(Walker et al., 2001). Se han detectado VAB y otros genotipos del complejo de la cabeza amarilla en
P. monodon sanos de Australia, Taipei chino, India, Indonesia, Malasia, Mozambique, Filipinas, Tailandia
y Vietnam (Wijegoonawardane et al., 2008a). También se ha detectado el VECA en P. vannamei de
piscifactorias de México (Castro-Longoria et al., 2008; Sanchez-Barajas et al., 2009).

2.3.4. Mortalidad y morbilidad

Dado que P. monodon se cria en estanques, la enfermedad causada por el VECA (genotipo 1) puede
causar hasta un 100% de mortalidad en estanques de P. monodon infectados en un plazo de 3-5 dias
tras la aparicion de los signos clinicos (Chantanachookin et al., 1993). El VAB (genotipo 2) se ha
asociado a mortalidades de hasta un 80% en estanques de P. monodon en Australia. Aunque pueden
inducirse mortalidades experimentalmente por exposicion al VECA o al VAB, mediante bioanalisis se ha
observado que el VECA es mucho mas virulento (~10° veces maés, segln el célculo de la dosis letal
50 [DLgp]) (Oanh et al., 2011). Los genotipos 3, 4, 5y 6 todavia no se han asociado a esta enfermedad

(Wijegoonawardane et al., 2008a).

2.3.5. Factores ambientales

La amplificacion del virus y la enfermedad asociada pueden desencadenarse por un estrés fisiologico
inducido por cambios repentinos en el pH o el oxigeno disuelto, o por otros factores ambientales (Flegel
et al., 1997). El hecho de que la virulencia del VECA sea mucho mas alta que la del VAB y de otros
genotipos parece garantizar que el umbral de infeccion necesario para que aparezca la enfermedad sea
mucho mas facil de alcanzar.

2.4. Control y prevencién

.

2.4.1. Vacunacion

No se ha desarrollado ningin método eficaz de vacunacion.

2.4.2. Tratamiento con sustancias quimicas

Todavia no se dispone de ningun producto antivirico comercial eficaz.

2.4.3. Inmunoestimulaciéon

No se dispone de informes cientificamente confirmados.

2.4.4. Seleccion genética a favor de la resistencia

Ninguna comunicada.

2.4.5. Repoblacion con especies resistentes

Todas las especies de camarén marino criadas comercialmente parecen ser susceptibles al VECA.
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2.4.6. Agentes bloqueantes

La inyeccion a camarones de ARN bicatenario (ds) homélogo a regiones del gen ORFl1a/lb del VECA o
del VAB (que acceden asi al ARN virico de todo el genoma) puede inhibir la replicacion virica y prevenir
mortalidades tras la exposicion experimental. EI mecanismo de accion antivirica parece incluir la
interferencia por ARN (ARNi).

2.4.7. Desinfecciéon de huevos y larvas

Ninguna notificada.

2.4.8. Practicas generales de manejo

Para reducir el riesgo de esta enfermedad pueden utilizarse poblaciones libres de patégenos especificos
(SPF) o negativas al virus segun la PCR, asi como agua y sistemas de cultivo bioseguros.

3. Obtencion de muestras

3.1. Eleccion de ejemplares

Para realizar el diagnostico durante un brote de la enfermedad, los camarones moribundos que pueden
obtenerse de los margenes de los estanques son la fuente de eleccién de material para el andlisis. También
deben obtenerse camarones aparentemente normales de los mismos estanques. A efectos de vigilancia de
signos de infeccion en poblaciones de camarones aparentemente sanos los estadios de vida de misis en
adelante (misis, postlarvas [PL], juveniles o adultos) pueden constituir fuentes de tejido adecuadas para el
andlisis.

3.2. Conservacion de muestras para su envio

Los camarones (o tejido de camarones moribundos) moribundos obtenidos para el aislamiento del virus deben
congelarse de inmediato en el lugar en un liquido formado por hielo seco/alcohol y guardarse congelados en
hielo seco, nitrégeno liquido o a -80°C. No es adecuado congelarlos a -20°C o temperaturas superiores.

Las muestras para el cribado molecular mediante PCR deben guardarse en un exceso minimo de tres veces
de etanol (absoluto) de grado reactivo analitico al 90%. No se recomienda utilizar etanol de grado inferior (de
laboratorio o de grado industrial). También pueden utilizarse conservantes comerciales del ARN (como el
RNAlater).

Las muestras para histologia deben conservarse en fijador de Davidson. La formalina (10%) en agua marina
puede ser una alternativa util.

Las muestras para microscopia electronica deben procesarse a partir de camarones vivos.

En el Capitulo 2.2.0 se ofrece orientacion sobre la conservacion de las muestras para cada método de
diagnéstico.

3.3. Combinacion de varias muestras

Para la deteccién de infecciones por el VECA en poblaciones grandes de camarones, la combinacion de varias
muestras es aceptable para el cribado o la vigilancia de lotes de fases de vida entre misis y PL de un tanque
de vivero o bien de lotes de camarones juveniles en un estanque. Para el andlisis mediante PCR, el tamafio de
la muestra compuesta debe determinarse por la masa de tejido que puede procesarse sin comprometer un
andlisis. Las cantidades totales de camarones muestreados, tanto a modo de una sola muestra combinada
como en forma de combinaciones multiples mas pequefias, se escoge en funcién de la prevalencia esperable
y del intervalo de confianza exigido en la deteccién. Lo habitual en poblaciones de mas de 100.000
camarones, si la prevalencia de la infeccion supera el 5%, es para detectar el VECA con un limite de confianza
del 95% se necesite un total de 60 animales analizados en muestras combinadas de los tamafios adecuados.
Sin embargo, la deteccion definitiva puede resultar comprometida si las cargas de VECA en los camarones
infectados son muy bajas o si se utilizan pruebas menos sensibles que la PCR de dos pasos o la PCR en
tiempo real. Véase también el Capitulo 2.2.0.

3.4. Organos o tejidos de eleccion

Los tejidos mas adecuados de camarones moribundos sospechosos de estar infectados por el VECA son los
del 6rgano linfoide y las branquias. Para el cribado o vigilancia de camarones juveniles o adultos que parezcan
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macroscopicamente normales, el 6érgano mas adecuado es el linfoide pero pueden utilizarse branquias o
hemolinfa para el muestreo sin sacrificio en el caso de las fases comprendidas entre las misis y las PL.

3.5.

Muestras/tejidos que no son adecuados

Sin determinar.

Métodos de diagnéstico

4.1.

4.2,

Métodos de diagnéstico de campo

4.1.1. Signos clinicos

El VECA puede infectar camarones de piscifactoria a partir del estadio de PL tardia en adelante, pero la
mayor parte de la mortalidad tiene lugar en los estadios de juvenil temprano a tardio. Los camarones
moribundos pueden presentar un aspecto general descolorido y un color amarillento en el cefalotérax
debido a que el hepatopancreas se encuentra debajo, y que puede estar excepcionalmente blando en
comparacion con el de los camarones normales, que es marron. En muchos casos se produce una
pérdida total de la produccién en cuestion de dias tras la aparicion de los primeros signos macroscopicos
de ECA en los camarones (Chantanachookin et al., 1993). Aunque en los brotes de ECA siempre se
observa un cese de la alimentacion, una congregacion en los margenes de los estanques y un aspecto
en general descolorido, estos rasgos de la enfermedad no son especialmente particulares de la ECA. Los
otros signos macroscopicos, mas patognomanicos, no siempre se observan y, por tanto, no son fiables,
ni siquiera para un diagnéstico provisional de la ECA. Los signos macroscopicos de enfermedad por el
VAB son una natacion cerca de la superficie y en los margenes de los estanques, el cese de la
alimentaciéon y un enrojecimiento del cuerpo y los apéndices, asi como un cambio de color de las
branquias, que pasan a ser rosas a amarillas (Spann et al., 1997). Sin embargo, aunque estos signos
tienen lugar con frecuencia en los camarones enfermos, no se consideran patognomonicos de la
enfermedad del VAB. Los camarones cronicamente infectados por el VECA o el VAB presentan un
aspecto y comportamiento normales.

4.1.2. Alteraciones del comportamiento

Puede producirse una actividad alimentaria excepcionalmente alta seguida de un cese repentino de la
alimentacion en un plazo de 2 a 4 dias tras la aparicion de los signos clinicos macroscépicos de
enfermedad y mortalidad. Pueden acumularse camarones moribundos en los méargenes del estanque
cerca de la superficie (Chantanachookin et al., 1993).

Métodos clinicos

4.2.1. Anatomopatologia macroscépica

Véase el apartado 4.1.

4.2.2. Bioquimica clinica

No esta descrita.

4.2.3. Anatomopatologia microscépica

Se fijan tejidos del cefalotérax de camarones moribundos sospechosos de estar afectados por el VECA
en fijador de Davidson, se preparan cortes de tejido y se tifien con hematoxilina y eosina (H/E) de Meyer
utilizando procedimientos histolégicos estandar (Lightner, 1996). Se examinan los cortes mediante
microscopia optica y se averigua si presentan cantidades moderadas a altas de inclusiones
citoplasmaticas intensamente basdfilas, tefiidas de manera uniforme, esféricas, de unos 2 um de
diametro o mas pequefias en los tejidos de origen ectodérmico y mesodérmico (Chantanachookin et al.,
1993). Los tejidos del érgano linfoide, la subcuticula del estbmago y las branquias son especialmente
atiles.

4.2.4. Preparaciones himedas

Se fijan camarones enteros o filamentos de branquias en fijador de Davidson (Lightner, 1996) durante
toda la noche. Tras la fijacion, se lavan bien algunos filamentos de branquias con agua de grifo para
eliminar el fijador, y se tifien con la tincion de hematoxilina y eosina (H/E) de Meyer (Lightner, 1996). Tras
la tincion y la deshidratacion, cuando el tejido esta en xileno, se coloca un filamento de branquia sobre un
porta de microscopio en una gota de xileno y, utilizando un par de agujas finas (un microscopio estéreo
es (til), se rompen varios filamentos secundarios. Se sustituye el filamento principal en xileno donde
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pueda guardarse indefinidamente como referencia permanente en un vial cerrado. Con cuidado de no
dejar que el xileno se seque, se separan los filamentos secundarios sobre un porta y se retiran todos los
fragmentos grandes o particulas que pudieran espesar la preparacion innecesariamente. Por Ultimo, se
aflade una gota de liquido de montaje y un cubreobjetos. Se aplica una ligera presion para allanar la
preparacion lo maximo posible. Este procedimiento también puede utilizarse con capas finas de tejido
subcuticular. Se examina al microscopio 6ptico mediante el objetivo de x40. En el caso de las muestras
de brotes de ECA, se observaran cantidades moderadas a grandes de inclusiones citoplasmaticas
intensamente basdfilas, tefiidas de manera uniforme, esféricas (de unos 2 um de didmetro o menos)
(Flegel et al., 1997). Este hallazgo debe utilizarse junto con los resultados de los frotis de hemolinfa
(véase abajo) para establecer un diagndéstico provisional de un brote de ECA. En cuanto a los tejidos y
filamentos fijados en xileno, estos portas de preparaciones completas pueden guardarse como registro
permanente.

Si se precisan resultados rapidos, el paso de la fijacion puede acortarse a solo 2 horas cambiando el
acido acético del fijador de Davidson por HCI al 50%. Para optimizar los resultados, este fijador no debe
guardarse mas que durante unos pocos dias antes de su uso. Tras la fijacion, se lava bien para eliminar
el fijador y se comprueba que el pH haya vuelto casi a la neutralidad antes de tefiir. No se fija durante
periodos mas largos ni a temperaturas superiores a los 25°C, puesto que ello podria dar lugar a lesiones
tisulares excesivas que dificultarian o imposibilitarian la interpretacion.

4.2.5. Frotis

En el caso de camarones moribundos procedentes de brotes de ECA, los frotis de hemolinfa no son utiles
porgue los hemocitos suelen estar muy reducidos en las fases avanzadas de la enfermedad. Deben
obtenerse muestras de hemolinfa de camarones macroscopicamente normales procedentes de un
estanque sospechoso donde también se hayan obtenido camarones moribundos. Se extrae la hemolinfa
con una jeringa que contenga dos volimenes de formalina al 25% o bien de fijador de Davidson, en cuya
férmula el acido acético se habra sustituido por agua o por formalina. Se mezcla bien, sin hacer caso de
los coagulos del interior de la jeringa, se deposita una gota en un porta, se realiza el frotis y a
continuacion se seca al aire antes de tefiir con H/E u otras tinciones estandar de frotis de sangre. Se
deshidrata, se afiade liquido de preparacion y se coloca un cubreobjetos. Se examina al microscopio
optico mediante un objetivo de x40. En el caso de muestras de brotes de la ECA, algunos de los frotis
presentaran cantidades moderadas a altas de hemocitos con nlcleos cariorrécticos o picnéticos. Es
importante que los portas con estos nucleos no presenten signos de infeccion bacteriana concomitante,
puesto que las infecciones bacterianas pueden causar alteraciones similares en los hemocitos. Un
diagnéstico provisional de un brote de ECA debera basarse en los resultados de los frotis de hemolinfa y
los resultados de preparaciones completas realizadas con tinciones rapidas (véase arriba) o de cortes
histicos tefidos.

4.2.6. Microscopia electrénica/citopatologia

Para la microscopia electrénica de transmision (MET), los tejidos mas adecuados de camarones
moribundos sospechosos de estar infectados por el VECA son los del érgano linfoide y de las branquias.
Para el cribado o la vigilancia de camarones macroscopicamente normales, el tejido mas adecuado es el
organo linfoide.

Se aturden camarones vivos mediante inmersidn en agua helada solo hasta que queden inmovilizados, o
bien se sacrifican mediante una inyeccion de fijador. Se diseccionan rapidamente y se toman pequefios
trozos de tejido diana (de no mas de unos pocos mm de diametro) y se fijan en al menos 10 voliumenes
de glutaraldehido al 6% mantenido a 4°C y tamponado con solucién de cacodilato de sodio
(Na[CH3]2As0,.3H20) (8,6 g de cacodilato de Na, 10 g de NaCl, agua destilada para llegar a los 100 ml,
ajustado a pH 7 con HCI 0,2 N) o solucién de fosfato (0,6 g de NaH,PO4.H,0, 1,5 g de Na;HPOQOy4, 1 g de
NaCl, 0,5 g de sacarosa, agua destilada para llegar a los 100 ml, se ajusta a pH 7 con HCI 0,2 N). Se
fijan durante al menos 24 horas antes de procesarlos. En el caso de un almacenaje largo en fijador a
4°C, se reduce el glutaraldehido al 0,5-1,0%. El procesado consiste en la post-fijacion con tetroxido de
osmio al 1%, deshidratacion, inclusion, corte y tincion con acetato de uranilo y citrato de plomo segun los
métodos estandar de MET. Los reactivos utilizados para este procedimiento se han descrito en otra parte
(Lightner, 1996).

En el citoplasma de células infectadas por el VECA, se observan tanto precursores de la nucleocépsida
como viriones con envoltura completos. Los precursores de la nucleocépsida son filamentos largos de
unos 15 nm de diametro y de longitud variable (80-450 nm) que aparecen en el citoplasma, a veces
densamente concentrados en series paracristalinas. Los viriones son particulas baciliformes con
envoltura (40-60 nm x 150-200 nm) con los extremos redondeados y protuberancias prominentes (8-
11 nm) que sobresalen de la superficie. Los viriones suelen observarse en el citoplasma de las células
infectadas y junto a vesiculas intracelulares. También pueden observarse germinando en la membrana
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citoplasmatica y en espacios intersticiales. Mediante MET no es posible diferenciar los viriones y las
nucleocapsidas del VAB de los del VECA.

Los esferoides del drgano linfoide se observan a menudo en P. monodon sanos cronicamente infectados
con el VECA o el VAB, y la enfermedad con frecuencia cursa con necrosis del érgano linfoide (Spann et
al.,, 1998). Sin embargo, la formacién de esferoides y la degeneracién del tejido del 6rgano linfoide
también pueden tener lugar durante la infeccién con otros virus de camarones (Lightner, 1996).

4.3. Métodos de deteccion e identificacion del agente

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 4.2.3.

4.3.1.2. Aislamiento e identificacién del agente
4.3.1.2.1. Cultivo celular/medios artificiales

Aungue se dispone de métodos de cultivo primario de células de camardn, no se recomiendan para el
aislamiento/identificacion del VECA por el alto riesgo de contaminacién con agentes extrafios. Por el
momento no existen lineas celulares continuas adecuadas para el cultivo del VECA.

4.3.1.2.2. Métodos de deteccion del antigeno basados en anticuerpos

Se preparan los reactivos y se llevan a cabo las pruebas segun los protocolos de Lu et al. (1994) y
Loh et al. (1998). Esto consiste en la purificacion de viriones del VECA de camarones infectados en el
laboratorio, la generacion de inmunoglobulinas (Ig) en conejos blancos neozelandeses, la purificacion
de la IgG utilizando columnas de proteina G bacteriana recombinante y la extraccion de antigenos de
camarén normal de reaccion cruzada, mediante adsorcion en tejido de muasculo y hemolinfa de
camaron triturado y secado con acetona. Para la prueba se extraen 0,1 ml de hemolinfa de muestras
de camarén vivo y se diluyen en un volumen igual de tampon citrato para utilizarlas de inmediato, o
bien se almacenan a -80°C hasta que se utilicen. Para la inmunoelectrotransferencia, se utilizan
200 ul de la muestra, se clarifican a 8.000 g durante 5 minutos y a continuacién se sedimenta el
sobrenadante a 140.000 g durante 5 minutos. Se resuspenden los precipitados en 100 pl de tamp6n
de carga 2x (2,5 ml de Tris/NCI 0,5 mM, a pH 6,8, 4 ml de dodecil sulfato de sodio [SDS] al 10%, 2 ml
de glicerol, 1 ul de beta-mercaptoetanol y 0,5 ml de agua destilada desionizada) y se calientan a 95°C
durante 5 minutos. Se carga una sub-muestra de 10 pl sobre gel de SDS/poliacrilamida al 5%, y se
lleva a cabo la electroforesis a 200 V. Se transfiere el gel situandolo sobre una membrana de
nitrocelulosa (tamafio de poro de 0,1 mm) en tampon de transferencia (3,03 g de Tris base, 14,4 g de
glicina y 200 ml de metanol por litro) a 100 V durante 1 hora. Se lava la membrana con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), a pH 7,4, se empapa en leche desnatada al 5% (en PBS) durante
1 hora y se lava con PBS durante 5 minutos. A continuacion, se trata la membrana con una dilucion
del anticuerpo primario (IgG) a 1/1000 durante 1 hora, se lava tres veces con PBS durante 5 minutos
y a continuacion se trata durante 1 hora con una dilucién a 1/2.500 de anti-lgG de conejo generada en
cabra conjugada a peroxidasa de rabano. Se lava de nuevo tres veces con PBS durante 5 minutos y
a continuacién se trata con substrato, 3,3,5,5'-tetrametilbenzidina, hasta que aparece un color
azulado/morado. Se detiene la reaccion empapando la membrana en agua destilada. Todas las
incubaciones deben llevarse a cabo a 25°C + 2°C. Se utiliza una preparacion virica purificada como
control positivo y se identifican 2-4 bandas de proteinas importantes caracteristicas del VECA a 116, 64
y 20 kDa. La sensibilidad es de 0,4 ng de proteina de VECA (= 106 viriones del VECA).

4.3.1.2.3. Técnicas moleculares

4.3.1.2.3.1 Reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)

Existen tres métodos de RT-PCR descritos. El primer protocolo es una RT-PCR de un solo paso
adaptado de Wongteerasupaya et al. (1997) que puede utilizarse para la confirmacién del VECA en
camarones obtenidos de brotes sospechosos de ECA. Este protocolo detectara solo el VECA y no el
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VAB ni otros genotipos. El segundo protocolo es un procedimiento de RT-PCR anidada mdltiple mas
sensible adaptado de Cowley et al. (2004). Puede utilizarse para la deteccién diferencial de VECA y
VAB en camarones que se hallen en un brote de enfermedad, o bien para el cribado de portadores
sanos. Esta prueba no detectara todos los genotipos conocidos del complejo de la cabeza amarilla, y
el genotipo 3 puede reaccionar como VAB. Una marca (Farming IntelliGene Technology Corporation,
Taipei chino) comercializa una forma modificada adecuada de esta prueba. La OIE tiene un proceso
formal de validacién y certificacion de pruebas comerciales. En el sitio web de la OIE se puede
consultar un listado de los kits comerciales de pruebas y fabricantes certificados. El tercer protocolo
es un procedimiento de RT-PCR anidada multiple sensible proporcionado por Wijegoonawardane et
al. (2008b). Esta prueba se puede utilizar para la deteccidon de virus del complejo de la cabeza
amarilla a efectos del cribado de camarones sanos. Detecta los seis genotipos actualmente conocidos
(incluidos el VECA y el VAB), pero no discrimina entre genotipos. La determinacion del genotipo se
logra mediante un andlisis de la secuencia de nucledtidos del producto de la RT-PCR.

Preparacion de la muestra: En el caso de camarones juveniles o adultos, para preparar ARN total
pueden utilizarse drgano linfoide, tejido de branquias o hemolinfa. Es preferible el tejido fresco. El
tejido de o6rgano linfoide y de branquias conservado en etanol de grado analitico al 95% o en
RNAlater (disponible en distintas marcas), o bien almacenado congelado a —70°C también son
adecuados para la preparacién de ARN total. Se procesan 10-20 mg de tejido de 6rgano linfoide o de
branquias o 50 pl de hemolinfa en 500 pl del reactivo Trizol™? y se extrae ARN total segtn el manual
de instrucciones del producto. Se resuspende el ARN en 25 pl de agua tratada con DEPC (dietil-
pirocarbonato), se calienta a 55°C durante 10 minutos, se enfria con hielo y se utiliza de inmediato o
se guarda a -70°C hasta que sea necesario. Lo ideal es preparar una diluciéon a 1/200 (es decir, 2,5 pl
de ARN en 500 pl de agua tratada con DEPC), y determinar las absorbancias A,g, nm y Ay, nm (se

precisa un espectrofotometro de UV) para cuantificar el ARN y comprobar su calidad (proporcion
aproximada de 2:1). La cantidad de ARN depende del tipo y frescor de los tejidos, asi como de la
calidad del conservante utilizado y del tiempo durante el cual se haya conservado. Sin embargo, las
cantidades de ARN aproximadas extraidas de tejidos frescos oscilan entre los 0,2 y los 2,0 pg pl™2, y
las extraidas de tejidos conservados en alcohol, entre 0,1y 1,0 pg pi-L.

De un tanque de precriadero o vivero que contenga 100.000 PL o més, se toma una muestra de unas
1.000 PL de cinco puntos distintos. Se combinan las muestras en un estanque, se remueve
suavemente el agua y a continuacion se escoge y se analiza una muestra de cinco PL vivas que se
extraen del centro del estanque. El tamafio de la muestra se determina segun la prevalencia supuesta
o la que se tenga por objetivo. Se homogeneiza la muestra en un volumen adecuado del reactivo
Trizol™ y se extrae ARN segun el manual de instrucciones del producto. En base al procedimiento
estandar de extraccion con Trizol™, se utilizan masas de tejido equivalentes a 25-30 x PL5, 15 x
PL10y 5 x PL5 y se produce ARN total de alta calidad libre de contaminacién por proteinas.

Para cada grupo de muestras de ARN a analizar, deben incluirse agua tratada con DEPC y extractos
que se sepa que contienen ARN del VECA y/o ARN del VAB (segun la prueba) como controles
negativo y positivo, respectivamente.

Protocolo 1: RT-PCR para la deteccién especifica del VECA en camarones enfermos

Se mezclan 2 pl de ARN en 20 pl de tampén para PCR (Tris/HCI 10 mM, a pH 8,3, KCI 50 mM) que
contenga 2,5 U de transcriptasa inversa del M-MLV (virus de la leucemia murina de Moloney), 1,0 U
de inhibidor de la ribonucleasa, cebador antisentido (144R, abajo) 0,75 uM, cada dNTP (dATP, dTTP,
dCTPy dGTP) 5 mM, y MgCl, 5 mM, y se incuba a 42°C durante 15 minutos para sintetizar ADNc. A

continuacion, se incuba la mezcla a 100°C durante 5 minutos para inactivar la transcriptasa inversa y
se deja enfriar la mezcla hasta los 5°C. Se afiade la mezcla de la PCR (Tris/HCI 10 mM, pH 8,3, KCI
50 mM) que contiene 2,5 U de ADN polimerasa Tag, MgCl, 2 mM y cebador codificante 10F 0,75 uM

para conseguir un volumen final de 100 pl. A no ser que el instrumento vaya equipado con una tapa
calentada, se recubren los tubos con 100 ul de aceite mineral y se lleva a cabo la amplificacion
mediante PCR durante 40 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 58°C durante 30 segundos, 72°C
durante 30 segundos y finalmente a 72°C durante 10 minutos. Se afiaden 20 pl del producto
amplificado de la PCR a geles de agarosa/TAE (Tris-acetato-EDTA [acido etilendiaminotetraacético])
al 2% que contengan 0,5 pg mi~1 de bromuro de etidio y un marcador apropiado de ADN a modo de
escala, y se realiza la deteccion mediante un transiluminador ultravioleta

La reaccion positiva vendra indicada por la presencia de un producto de 135 pb. La sensibilidad de
esta prueba es de unos 0,01 pg de ARN purificado de VECA (= 103 genomas).

1 Las referencias a productos comerciales concretos como ejemplos no implica su aprobacion por parte de la OIE. Esto es
aplicable a todos los productos comerciales mencionados en este Manual Acuético.
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Secuencias del cebador de la PCR:
10F: 5'-CCG-CTA-ATT-TCA-AAA-ACT-ACG-3’
144R: 5-AAG-GTG-TTA-TGT-CGA-GGA-AGT-3’

Protocolo 2: RT-PCR anidada para la deteccién diferencial del VECA y del VAB en camarones sanos
o enfermos

Para la sintesis de ADNc, se afiaden 2 pl de ARN (lo ideal son 1,0 pg de ARN total, si se cuantifica) y
0,7 ul de cebador GY5 (50 pmol pi=1) hasta un total de 6 pl en agua tratada con DEPC, se incuban a
70°C durante 10 minutos y se enfrian sobre hielo. Se afiaden 2 pl de tampon Superscript Il x 5
(Tris/HCI 250 mM, pH 8,3, KCI 375 mM, MgCl,15 mM), 1 yl de DTT 100 mM y 0,5 pl de mezcla madre

de dNTP 10 mM (es decir, dATP 10 mM, dTTP 10 mM, dCTP 10 mM, dGTP 10) y se mezcla
suavemente. Se precalienta a 42°C durante 2 minutos, se afiaden 0,5 pl de transcriptasa inversa (200
U pIY) y se incuba a 42°C durante 1 hora. A continuacion, se calienta la reaccion a 70°C durante 10
minutos, se enfria sobre hielo y se centrifuga brevemente en una microcentrifuga para recoger el
contenido del tubo. Para el primer paso de la PCR, se prepara una mezcla de reaccion de 50 pl que
contenga tampo6n Taq 1x (Tris/HCI 10 mM, pH 8,3, KCI 50 mM, Triton X-100 al 0,1%), MgCl, 1,5 mM

de, los cebadores GY1 y GY4, cada uno a una concentracion 35 pM, cada una de las dNTP (dATP,
dTTP, dCTP y dGTP) 200 uM y 2,5 U de polimerasa Taq en un tubo de pared fina de 0,5 ml. Se
recubre la mezcla de reaccién con 50 pl de parafina liquida, se calienta a 85°C durante 2-3 minutos y
a continuacién se afiade 1 pl de ADNc. Se lleva a cabo la amplificacién mediante PCR utilizando 35
ciclos a 95°C durante 30 segundos, 66°C durante 30 segundos y 72°C durante 45 segundos,
seguidos de una extension final a 72°C durante 7 minutos. Para el segundo paso de la PCR, se
prepara una mezcla de reaccion de 50 pl que contenga 2 ul del producto del primer paso de la PCR,
tampon Taqg 1x (arriba), MgCl,, 1,5 mM, 35 pmol de los cebadores GY2, Y3 y G6, cada una de las

dNTP (dATP, dTTP, dCTP y dGTP) 200 uM y 2,5 U de polimerasa Taq en un tubo de pared fina de
0,5 ml revestido con parafina liquida. Se lleva a cabo la PCR aplicando unas condiciones de
amplificacion iguales a las descritas anteriormente. Se afiaden 10 pl del producto amplificado
mediante la PCR a geles de agarosa/TAE al 2% que contengan 0,5 pg mi~1 de bromuro de etidio y un
marcador apropiado de ADN a modo de escala, y se realiza la deteccion mediante un transiluminador
ultravioleta.

Si la carga virica es lo suficientemente alta, se amplificara un fragmento de ADN de 794 pb del VAB o
del VECA en el primer paso de la PCR. En el segundo paso de la PCR, la presencia de un producto
de 277 pb indicara la deteccién de VECA, y un producto de 406 pb indicara la deteccién del VAB. La
presencia de productos tanto de 406 como de 277 pb indicard una infeccidon dual con VAB y VECA.
La sensibilidad de deteccién de la PCR de segundo paso es unas 1.000 veces superior a la de la
PCR de un solo paso, y permite detectar ARN del VAB o del VECA hasta un limite de 10 fg de ARN
total de 6rgano linfoide.

Las secuencias de los cebadores de la RT-PCR genéricos para el VAB y el VECA (GY) o especificos
del VAB (G) o el VECA (Y) son las siguientes:

GY1: 5-GAC-ATC-ACT-CCA-GAC-AAC-ATC-TG-3’
GY2: 5'-CAT-CTG-TCC-AGA-AGG-CGT-CTA-TGA-3'
GY4: 5-GTG-AAG-TCC-ATG-TGT-GTG-AGA-CG-3’
GYS5: 5'-GAG-CTG-GAA-TTC-AGT-GAG-AGA-ACA-3’
Y3: 5-ACG-CTC-TGT-GAC-AAG-CAT-GAA-GTT-3
G6: 5-GTA-GTA-GAG-ACG-AGT-GAC-ACC-TAT-3

NB: Se han encontrado problemas de especificidad de los cebadores para algunas cepas
emergentes, por lo que todos los productos de la PCR generados al usar el protocolo 2 deben ser
secuenciados para confirmar el genotipo del virus.

Protocolo 3: RT-PCR anidada para la deteccion de todos los genotipos del complejo de la cabeza
amarilla actualmente conocidos (incluidos el VECA y el VAB).

Para la sintesis de ADNc, se mezclan 2 ul de ARN (lo ideal son 1,0 pg de ARN total, si se cuantifica),
50 ng de cebadores hexameros aleatorios y 1,0 pul de dNTP 10 mM y se llega a un volumen total de
14 pl en agua estéril tratada con DEPC, se incuba a 65°C durante 5 minutos y se enfria sobre hielo.
Se afiaden 4,0 pl de tampdn Superscript Il x 5, 1,0 ul de DTT 100 mM, 1,0 ul de una solucion de 40 U
pi~1 de RNaseOUT™ (Invitrogen) y 1,0 ul de una solucién de 200 U pl~1 de transcriptasa inversa y se
mezcla suavemente. Se incuba a 25°C durante 5 minutos y a continuacion a 42°C durante
55 minutos, se detiene la reaccién calentando a 70°C durante 15 minutos, se enfria sobre hielo y se
centrifuga brevemente en una microcentrifuga para recoger el contenido del tubo. Para el primer paso
de la PCR, se afiade 1 pl de ADNc a una mezcla de reaccion de 25 pl en total, que contenga tampoén
Taq 1x (Tris/HCI 10 mM, pH 9,0, KCI 50 mM, Triton X-100 al 0,1%), 1,5 ul de MgCl, 25 mM, 0,35 ul de
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mezcla de cebador que contenga 25 pmol ui! de cada conjunto de cebadores (véase abajo) YC-
Flab y YC-R1ab, 0,5 ul de la mezcla de dNTP 10 mM y 0,25 pl de una solucién de 5 U plI-1 de ADN
polimerasa Tag. Se lleva a cabo la amplificacién mediante la PCR utilizando una desnaturalizacién a
95°C durante 1 minuto seguida de 35 ciclos a 95°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos,
72°C durante 40 segundos, seguida de una extension final a 72°C durante 7 minutos. Para el
segundo paso de la PCR, se utiliza 1 pl del producto del primer paso de la PCR en la mezcla de
reaccion segun se ha preparado anteriormente, pero sustituyendo las combinaciones de cebadores
YC-F2ab y YC-R2ab. Se lleva a cabo la amplificacion mediante la PCR utilizando una
desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto seguida de 35 ciclos a 95°C durante 30 segundos, 60°C
durante 30 segundos, 72°C durante 30 segundos, seguida de una extension final a 72°C durante 7
minutos. Se afiaden 8 pl del producto amplificado de la PCR a geles de agarosa/TAE al 2% que
contengan 0,5 pg mi~1 de bromuro de etidio y un marcador apropiado de ADN a modo de escala, y se
realiza la deteccion mediante un transiluminador ultravioleta

Si la carga virica es suficientemente alta, se amplifica un fragmento de ADN de 358 pb en el primer
paso de la PCR. El segundo paso de la PCR (anidada) amplifica un producto de 146 pb. La deteccion
de estos productos indica la presencia de uno de los seis genotipos del complejo de la cabeza
amarilla. Si es necesario, se puede determinar exactamente de qué genotipo se trata mediante un
andlisis de la secuencia de nucleétidos de cualquier producto de la PCR, seguida de una
comparacién con las secuencias de los genotipos conocidos, mediante una alineacion mdltiple de la
secuencia y un analisis filogenético. Las sensibilidades de deteccion de la PCR de primer paso y de la
PCR anidada son de 2.500 y de 2,5 moldes de ARN, respectivamente.

Las secuencias de los cebadores de la PCR (cada cebador estd formado por un conjunto de
cantidades iguales de dos secuencias relacionadas de oligonucle6tidos) son las siguientes:

Conjunto YC-Flab: 5-ATC-GTC-GTC-AGC-TAC-CGC-AAT-ACT-GC-3
5-ATC-GTC-GTC-AGY-TAY-CGT-AAC-ACC-GC-3’
Conjunto YC-R1ab: 5-TCT-TCR-CGT-GTG-AAC-ACY-TTC-TTR-GC-3’
5-TCT-GCG-TGG-GTG-AAC-ACC-TTC-TTG-GC-3’
Conjunto YC-F2ab: 5-CGC-TTC-CAA-TGT-ATC-TGY-ATG-CAC-CA-3’
5-CGC-TTY-CAR-TGT-ATC-TGC-ATG-CAC-CA-3
Conjunto YC-R2ab: 5-RTC-DGT-GTA-CAT-GTT-TGA-GAG-TTT-GTT-3'

5'-GTC-AGT-GTA-CAT-ATT-GGA-GAG-TTT-RTT-3'
Cédigos de bases mixtas: R(AG), Y(CT), M(AC), K(GT), S(GC), W(AT), H(ACT), B(GCT),
V(AGC), D(AGT), N(AGCT).

4.3.1.2.3. Hibridacioén in-situ

A continuacién se describe el protocolo de Tang et al. (2002). Es un método adecuado para la
deteccion tanto del VECA como del VAB (Tang y Lightner (1999). Para conservar el ARN virico, se
fijan camarones vivos con fijador de Davidson modificado, tamponado con solucion neutra, sin acido
aceético (fijador RF) (Hasson et al., 1997). Para lograr una buena conservacion del tejido y al mismo
tiempo conservar la accesibilidad del ARN, puede utilizarse fijador normal de Davidson siempre que el
tiempo de fijacién no supere las 24 horas (maximo de 48 horas). Se procesan los camarones fijados
utilizando métodos histologicos estdndar y se realizan cortes de 4 pm de espesor sobre portas
Superfrost Plus (Fisher Scientific, Pennsylvania, EE.UU.). Antes de la hibridacién, se incuban los
cortes a 65°C durante 45 minutos, se retira la parafina con Hemo-De (Fisher Scientific, Pennsylvania,
EE.UU.) y se rehidratan pasandolos por una serie de diluciones de etanol en agua. Se digieren los
cortes con proteinasa K (100 pug mi=1, en Tris/HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 10 mM, EDTA 1 mM) durante
15 minutos a 37°C, y a continuacion se post-fijan en formaldehido (0,4%) durante 5 minutos. Se lavan
en SSC (citrato salino estandar) 2x, después se pre-hibridan con 500 pl de solucion de pre-hibridacion
(SSC 4x, formamida al 50%, solucién de Denhardt 1x, 0,25 mg mi~lde ARN de levadura, 0,5 mg m-1
de ADN de esperma de salmdn sonicado, sulfato de dextrano al 5%) a 42°C durante 30 minutos. Para
la hibridacion se recubren los cortes con 250 ul de solucion de hibridacién que contenga una sonda
marcada con digoxigenina (20-40 ng mI~1) a 42°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se lavan los
cortes del siguiente modo: con SSC 2x una vez durante 30 minutos a temperatura ambiente; SSC 1x
dos veces durante 5 minutos a 37°C; SSC 0,5x dos veces durante 5 minutos a 37°C. Se incuban los
cortes con un suero de anticuerpos de oveja anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina
(Roche) a 37°C durante 30 minutos. Se lavan con una solucién de Tris/HCI 0,1 M, pH 7,5, y NaCl
0,15 M dos veces durante 10 minutos a temperatura ambiente y con una solucion de Tris/HCI 0,1 M,
pH 9,5, y NaCl 0,1 M. Se incuban con nitroazul tetrazolio y con 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato en la
oscuridad durante 1-2 horas para que aparezca color. Se aplica una tincién de contraste con Marrén
Bismarck Y (0,5%), se rehidratan pasandolos por una serie de diluciones de etanol y Hemo-De, se
aflade Permount (Fisher Scientific, Pennsylvania, EE.UU.) y se cubren con un cubreobjetos. Las
células infectadas por el VECA se tifien de un color azul a negro-morado que destaca sobre la tincion
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de contraste marrén. Se incluyen controles positivos de tejido infectado por el VECA y controles
negativos de tejido de camardn no infectado. La sonda de diagnéstico se prepara mediante marcaje
por PCR utilizando los siguientes cebadores:

VECA1051F: 5'-ACA-TCT-GTC-CAG-AAG-GCG-TC-3
VECA1051R: 5-GGG-GGT-GTA-GAG-GGA-GAG-AG-3’

4.3.1.2.3 Purificacion del agente patégeno

El método de la purificacion del agente patdgeno se basa en el descrito por Wongteersupaya et al.
(1995). Lo ideal es utilizar unos 250 ejemplares juveniles sanos de camarén P. monodon (unos 10 g)
como fuente de virus para la purificacion. Tras un periodo de varios dias de aclimatacion en tanques
de 1.500 litros (unos 80 camarones/tanque) a una salinidad de 3,5 partes por mil (mg/ml), se inocula a
cada camarén por via intramuscular 100 pl de una suspension a 1/100 de extracto de branquia
infectada. El dia 2 post-infeccion, se obtienen los camarones moribundos que presenten signos
caracteristicos de la ECA. Se extrae hemolinfa mediante una jeringa de los senos de la base de las
patas locomotrices y se mezcla con cuidado sobre hielo con el mismo volumen de medio de
hemolinfa de langosta (LHM) (NaCl 486 mM, CaCl, 15 mM, KCI 10 mM, MgCl, 5 mM, Na,HPO,

0,5 mM, MgSO, 8,1 mM, NaHCO,4 36 mM, dextrosa al 0,05% en Medio Minimo de Eagle’s, a pH

ajustado a 7,6 con NaOH 1 N). Se centrifuga la mezcla a 480 g durante 30 minutos a 4°C para extraer
los detritos celulares. Tras la centrifugacion, se desecha el sedimento y se vuelve a centrifugar el
liquido sobrenadante a 100.000 g durante 1 hora a 4°C. Se desecha la fraccién sobrenadante y se
resuspende con cuidado el sedimento a 4°C durante toda la noche en 1 ml de LHM. Se deposita una
capa de esta suspension sobre un gradiente continuo de Urografin al 20-40% y se ultracentrifuga a
100.000 g durante 1 hora a 4°C. Tras la centrifugacion, se recoge la banda virica mediante una pipeta
Pasteur y se vuelve a diluir con tampon NTE (EDTA 0,02 M, NaCl 0,2 M, Tris/HCI 0,2 M [pH 7,4])
hasta un volumen final de 12 ml. Se ultracentrifuga la suspensién a 100.000 g durante 1 hora a 4°C y
se resuspende el sedimento (virus purificado) en 100 pl de tampén TE (Tris/HCI 10 mM, EDTA 1 mM
[pH 7,4]) y se guarda en alicuotas de 20 pl a -80°C hasta que sea necesario.

4.3.1.2.4 Bioanélisis

El procedimiento del bioandlisis se basa en el descrito por Spann et al. (1998), pero otros varios
autores han descrito procedimientos similares (Lu et al., 1994). El bioanalisis debe llevarse a cabo en
camarones susceptibles (véase el apartado 2.2 anterior) que hayan sido certificados como SPF y que
procedan de instalaciones de cria bioseguras. Como alternativa, debera realizarse un cribado de los
camarones susceptibles salvajes o de piscifactoria que vayan a utilizarse para el bioandlisis,
mediante una PCR anidada con transcripcion inversa (RT) utilizando muestras de linfa, con el fin de
confirmar la ausencia de infecciones crénicas pre-existentes por el VECA, el VAB o virus
relacionados. Los camarones deben mantenerse a lo largo de todo el procedimiento en las
condiciones Optimas de supervivencia de la especie en cultivo de laboratorio.

Se obtienen camarones moribundos de un brote de enfermedad o bien camarones que se sospeche
gue son portadores de la infeccion, y se mantienen a 4°C sobre hielo. Se retiran y desechan la cola y
los apéndices. Si es necesario, el camardn entero o el cefalotdrax pueden congelarse de inmediato y
almacenarse a -80°C o en nitrégeno liquido hasta que sea necesario. Se descongelan las muestras
almacenadas rapidamente en un bafio de agua a 37°C dentro de dos bolsas de plastico de autocierre
y a continuacion se mantienen a 4°C o sobre hielo durante todo el procedimiento. Se retira el
caparazoén y los aparatos bucales calciferos. Se suspenden los tejidos restantes en seis volimenes
de tampén TN (Tris/HCI 0,02 M, pH 7,4, NaCl 0,4 M) y se homogeneizan en una trituradora de tejido
para formar una suspension sin grumos. Se clarifica el homogenado a 1300 g durante 20 minutos a
4°C. Se retira el liquido sobrenadante que se encuentra bajo la capa lipidica y se pasa por un filtro de
0,45 um. Se mantiene el filtrado a 4°C para su utilizacién inmediata o se congela enseguida y se
almacena en alicuotas a -80°C o en nitrégeno liquido. Se descongela el filtrado rapidamente a 37°C y
se mantiene sobre hielo hasta que se utiliza.

Se inyectan 5 pl de filtrado por gramo de peso corporal a un minimo de doce juveniles de camarén (1-
5 g) de una especie susceptible (P.monodon, P.esculentus, P.japonicus, P. merguiensis,
P. vannamei, P. stylirostris), en el segundo segmento abdominal utilizando una aguja de 0,45 mm de
diametro externo. Se inyecta tampon TN y un extracto de tejido filtrado preparado a partir de
camarones no infectados a dos grupos equivalentes de al menos 12 camarones cada uno. A otro
grupo de al menos 12 camarones se inyectara por Ultimo un inéculo calibrado y de composicion
conocida preparado a partir de camarones infectados por el VECA o el VAB (segln sea necesario),
que funcionara como control positivo. Se mantiene cada grupo de camarones en un tanque cubierto
independiente, con una entrada independiente de agua a lo lago de todo el bioanalisis. Debe
garantizarse que no se produzca ninguna transferencia inadvertida de agua entre los tanques,
mediante la aplicacion de las buenas practicas de laboratorio. Se observan los camarones y se
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registran las mortalidades durante al menos 21 dias o hasta que los grupos analizados y el control
positivo alcancen un 100% de mortalidad. Se obtiene al menos un camardon moribundo de cada uno
de los cuatro grupos para examinarlo mediante histologia, MET, hibridacion in-situ de acido nucleico y
PCR o inmunoelectrotransferencia, con el fin de confirmar la presencia del VECA o del VAB (segun
sea necesario) en la muestra (los procedimientos de cada prueba se hallan descritos en los apartados
anteriores).

NOTA: los camarones a analizar que sean sospechosos de ser portadores de infecciones crénicas de
nivel bajo podrian producir un in6culo que contuviera una dosis muy baja de virus. En el bioandlisis,
este tipo de in6culo puede no causar necesariamente mortalidad, signos macroscopicos de
enfermedad ni signos histolégicos caracteristicos de una infeccion letal. En este caso, deben
aplicarse pruebas moleculares o MET a los camarones sometidos al bioanalisis.

4.3.2. Métodos serolégicos

No aplicables.

5. ldoneidad de las pruebas para cada uso previsto

Los métodos actualmente disponibles para la vigilancia especifica y el diagnéstico de la ECA 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 diagnostico; b= el método es estandar, con buena
sensibilidad y especificidad de diagndstico; c= el método tiene aplicaciéon en algunas situaciones, pero el coste, la
precision u otros factores limitan seriamente su aplicacion; y d= el método no se recomienda actualmente para este
fin. Esta clasificacion 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 o 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.

Tabla 5.1. Métodos de vigilancia especifica y diagndstico

Método Vigilancia especifica IZ:?)%T:::‘;? gi:fgi:‘n(:?tiicv(:)
Larvas PL Juveniles Adultos
Signos macroscépicos d d c c c d
Bioanalisis d d d d c b
MO directa d d d d a d
Histopatologia d d c c a d
ME de transmisiéon d d c c d b
P b o o] [ :
Sondas de ADN - in situ d d c c b a
PCR a a a a a a
Secuenciacion a a a a d a

PL = postlarvas; MO = microscopia éptica; ME = microscopia electrénica; PCR = reaccién en cadena de la polimerasa.

6. Prueba(s) recomendada(s) para la vigilancia especifica destinada a declarar la ausencia de
enfermedad de la cabeza amarilla

El método de elecciéon para declarar la ausencia de enfermedad es la RT-PCR anidada (apartado 4.3.1.2.3.1;
Protocolo 3) seguida de una secuenciacion confirmativa del producto amplificado mediante PCR. Se precisa obtener
unos resultados negativos en la PCR de dos pasos. Los casos, extremadamente infrecuentes, en los que un
resultado positivo en la PCR de dos pasos no pueda confirmarse mediante secuenciacion, también se consideraran
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negativos. Dado que puede tener lugar una recombinacién genética entre genotipos, la presencia de cualquiera de
los genotipos se considera una prueba de la presencia de la ECA.

7. Criterios de diagnéstico confirmativo

7.1. Definicion de caso sospechoso

Un caso sospechoso de ECA se define como un brote de enfermedad en camarones marinos en el que se
observan mortalidades acumuladas (de hasta el 100%) en los estadios de juveniles tempranos a tardios, que
pueden ir precedidas de un cese de la alimentacion y de una acumulacién de camarones en los margenes de
los estanques. Los camarones moribundos pueden presentar un aspecto general descolorido y un color
amarillento en el cefalotérax, debido a que debajo se encuentra el hepatopancreas, de color amarillo. El
examen histoldgico del érgano linfoide fijado debe poner de manifiesto cantidades moderadas a altas de
inclusiones citoplasméticas intensamente basdfilas, tefiidas de manera uniforme, y esféricas (de unos 2 um de
diametro o menores).

7.2. Definicién de caso confirmado

La ECA puede confirmarse por la deteccién de niveles altos de infeccion diseminada en los tejidos de origen
ectodérmico y mesodérmico mediante hibridacion in situ, junto con la deteccion de productos amplificados del
tamafio indicado, utilizando RT-PCR confirmativas y secuenciacion, como se describe en el apartado 4.3 de
este capitulo. Dado que las infecciones cronicas de nivel bajo con virus del complejo de la cabeza amarilla son
frecuentes en ciertas zonas, la deteccion de la presencia de virus no constituye, en si misma, una prueba de la
etiologia.
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