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Los resultados muestran que la carne de camarones no es infecciosa después ser hervidos durante

mas de 1 minuto
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Este estudio evalud el riesgo de transmision de camarones blancos del
Pacifico infectados con WSSV, y los resultados mostraron que los
camarones no son infecciosos después de ser hervidos durante al
menos 1 minuto. Foto de Darryl Jory.

La enfermedad de la mancha blanca (WSD), causada por el virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV), es una de las mayores amenazas para la industria de cultivo de camarones. El WSD causa
una alta mortalidad que puede alcanzar hasta el 100 por ciento en poblaciones libres de patégenos
especificos (SPF) en condiciones de crecimiento en cuestion de dias. El WSSV se reporté por primera
vez en Taiwan en 1992. Desde entonces, se han reportado infecciones de camarones con WSSV en

Japon, Corea, el sudeste asiatico, el sur de Asia, el Mediterraneo, el Medio Oriente, América y Australia.

El riesgo de la introduccion del WSSV se debe principalmente al movimiento internacional entre los
paises productores e importadores de camarones infectados, ya sea vivos o congelados, con cabeza
(HO), cabeza con céscara (HOSO) o sin cabeza con cascara (HLSO), o como productos cocidos.
Debido al riesgo de introducir inadvertidamente patdégenos de camarones a través de productos
basicos, algunos paises, incluidos Australia, el Reino de Arabia Saudita y otros, han implementado
protocolos estrictos que regulan la importacion de productos de camarones y langostinos crudos. El
examen para determinar la presencia y / o ausencia de algunas etiologias virales es a través de la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Por lo general, si el lote es positivo, el producto se destruye

o se trata (es cocido).

Recientemente, camarones cocidos infectados con WSSV dieron positivo por reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR). Sin embargo, no hay ninguin estudio para determinar la infectividad de WSSV en
camarones cocidos que dieron positivo por PCR. Se han publicado estudios que indican que los

productos de camarones congelados fueron una via para la introduccion del WSSV en las Américas en

1995, pero solo hay un pufiado de publicaciones revisadas por pares que destacan el riesgo de
infecciosidad del WSSV del camaroén cocido. Sin embargo, estos estudios restringieron sus hallazgos
la deteccion de WSSV por PCR y se desconoce si los camarones cocidos que contienen secuencias
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virales de ADN son infecciosos. El propdsito de nuestro estudio, respaldado por el Laboratorio de
Patologia Acuicola de la Universidad de Arizona, fue evaluar la infectividad de los camarones
infectados con WSSV durante la coccion.

Configuracion del estudio

Los camarones en el estudio provenian de una instalacion comercial de camarones en los Estados
Unidos. Se utilizaron un total de 250 camarones blancos del Pacifico SPF (Litopenaeus vannamei) con
un peso promedio de 10 gramos. Este peso de muestra representa el peso tipico de los camarones en
los estanques cuando se realizan cosechas de emergencia en granjas de camarones donde el WSSV es
endémico y esta a punto de producirse un brote de enfermedad.
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Para producir camarones infectados con WSSV, se realizé una prueba de desafio de WSSV por via oral
alimentando tejido de camarones picados previamente infectados con WSSV a L. vannamei SPF. Esto
se realizd al 10 por ciento del peso corporal de los animales SPF divididos en dos raciones (mafiana 'y
tarde) en un dia. El agua en los tanques experimentales se mantuvo a 25 ppt de salinidad y una
temperatura de 25 grados-C. Después del desafio experimental, se evaluaron las mortalidades cada
hora. L. vannamei SPF fueron alimentados con tejido sano y sirvieron como control negativo.

Una vez que la mortalidad de camarones alcanzé el 50 por ciento, los animales sobrevivientes fueron
retirados para simular una cosecha de emergencia y sacrificados. Muestras de branquias y pledépodos
se recolectaron y conservaron para su confirmacion con ensayos de PCR convencionales y en tiempo
real. Cinco camarones con signos clinicos fueron fijados y preservados para el analisis histolégico (Fig.

1).
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Fig. 1: Disefio experimental del estudio.
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La poblacioén inicial de camarones infectados se separd en seis grupos, cada uno con 40 camarones;
cada grupo fue asignado a un tiempo especifico de ebullicién (en agua dulce) de 0,1, 3,5,10y 30
minutos. Un grupo, no infectado con WSSV, fue el control negativo. Cada grupo de 40 camarones se
dividio en dos subgrupos con dos réplicas cada uno. El subgrupo 1 se hirvié utilizando los diferentes
periodos de tiempo (0, 1, 3, 5, 10 y 30 minutos) antes de alimentar a L. vannamei SPF. El subgrupo 2
también se hirvié durante diferentes periodos de tiempo (0, 1, 3, 5, 10 y 30 minutos) pero se congeld (a
-20 grados-C) durante 14 dias antes de alimentarlo a camarones SPF (Fig. 2).

# WSSV-infected shrimp

)

Boiling for: 30, 10, 5, 3, 1, 0 min (+ control)

Boiling process

Freeze 2 weeks Freeze 2 weeks

GQPCR/mPCR qPCR/nPCR

Challenge I Challenge Challenge Challenge

L

gPCR & H&E qPCR & H&E qPCR & H&E qPCR & H&E

Fig. 2: Una representacion esquematica del disefio experimental
utilizado en este estudio, incluido el tratamiento de tejido infectado
con WSSV en diferentes momentos que comprenden 0, 1,3, 5,10y 30
minutos en agua hirviendo, seguido de o desafio experimental directo
o almacenamiento de muestras en el congelador antes de realizar un
desafio experimental en L. vannamei SPF.

La temperatura en el tejido del camaron se midié usando un termdmetro colocado dentro del musculo
esquelético de la cola, y los datos de temperatura interna se recogieron antes y después del proceso de
coccion. Después de la ebullicion, las muestras se dejaron enfriar ligeramente y luego se recogieron y
conservaron muestras de branquias y pleépodos para su posterior andlisis de PCR y gPCR (la PCR
cuantitativa es una version mejorada de la PCR tradicional y se utiliza para detectar y cuantificar
acidos nucleicos para numerosos aplicaciones).

Para determinar la patogenicidad de los camarones cocidos, se realizd una prueba de desafio con una
poblacién de camarones SPF. Cada tanque de 90 litros contenia 10 juveniles (2 a 3 gramos). De cada
réplica de cada periodo de tiempo, se muestrearon los tejidos de camarones, incluidos el estdmago, las
branquias y los pledpodos, y se picaron. El tejido picado se agreg6 al tanque en dos raciones (mafiana
y tarde) al 10 por ciento del peso corporal total de la poblacién de animales SPF vivos en un dia. La
duracién del desafio fue de 11 a 12 dias. Se registraron las mortalidades diarias y se recogieron y
preservaron grupos de branquias / pledpodos de camarones moribundos para ser utilizados para la
deteccion de WSSV por gPCR y PCR. Ademas, los camarones moribundos se fijaron en el fijador de
Davidson para sus analisis histolégico.
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La supervivencia acumulativa final se determiné al final del desafio. Se agruparon muestras de
pledpodos de todos los camarones por tanque y se conservaron en etanol al 95 por ciento para analisis
de gPCR y PCR. Se fijaron dos camarones de cada tanque en el fijador de Davidson para el analisis
histoldgico. Los camarones congelados durante dos semanas (Grupo 2) se usaron para realizar un
desafio de infeccion por WSSV similar usando la misma metodologia descrita anteriormente.

Para informacion detallada sobre el disefio experimental; infeccién experimental de camarones,
muestreo y agrupacion, y ebullicion de muestras; la prueba de desafio WSSV, extraccién de ADN;
analisis de PCR y gPCR; e histopatologia, contactar al autor correspondiente.

Resultados

El tejido de camarones infectado con WSSV agregado al tanque experimental con una poblacién de
camarones de 10.5 gramos + 1 gramo causoé una alta mortalidad. El primer grupo de camarones
comenzé a morir el dia 2 después de la infeccidon (d.p.i). Al 4 d.p.i., cuando la mortalidad alcanzé el 50
por ciento, los animales sobrevivientes fueron cosechados. Se confirmé que los camarones fijados con
fijador de Davidson eran positivos para WSSV por PCR y H&E (la tinciéon de hematoxilina y eosina, o
tincién de H&E, es una de las principales tinciones de tejido utilizadas en histologia, el estudio de la
anatomia microscopica de tejidos bioldgicos; ver Fig. 1) Treinta camarones recolectados durante el
desafio fueron mantenidos en hielo, luego muestreados y confirmados positivos para WSSV por gPCR
y PCR anidada (una modificacién de PCR disefiada para mejorar la especificidad y sensibilidad).

Los camarones infectados con WSSV fueron expuestos a diferentes temperaturas de ebullicién (0, 1, 3,
5, 10y 30 minutos). Al final del proceso de ebullicién, se tomaron muestras de branquias y pleépodos
para analisis de PCRy qPCR. La Tabla 1 resume los resultados de gPCR y PCR anidada para WSSV sin
congelary congelar durante dos semanas. Muestras recogidas luego de cocinar durante tiempos
diferentes dieron resultados positivos para WSSV por gPCR. En contraste, ninguna de las muestras
proporciond ninguna amplificacién por PCR anidada.

Aranguren, camaron cocido, Tabla 1a

PCR anidada
o s ra WSSV -
Descripcion de Tanques qPCR WSSV - No. Valor Ct - para NOSS
(Congelacion por 2 semanas) positivos/No. total Me * SD e
positivos/No.
total
Control negativo 0/4 No detectado ND (0/1)
WSSV 30 min coccién 4/4 21.48+3.05 ND (0/1)
WSSV 10 min coccién 4/4 18.44+ 0.61 ND (0/1)
WSSV 5 min coccién 4/4 20.54 £3.20 ND (0/1)
WSSV 3 min coccién 4/4 20.01+1.81 ND (0/1)
WSSV 1 min coccidn 4/4 25.73+ 5.00 ND (0/1)
WSSV 0 min coccion (control positivo) 4/4 20.35+ 2.50 Positivo (1/1)

Tabla 1a. Resumen de los resultados de gPCR y PCR anidados obtenidos usando ADN aislado de muestras de
camarones expuestos a diferentes tiempos de coccién / ebullicion.
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Aranguren, camaron cocido, Tabla 1b

Descripcion de Tanques qPCR WSSV - No.
(Congelacion por 2 semanas) positivos/No. total

Control negativo 0/4

WSSV 30 min coccion 4/4

WSSV 10 min coccién 4/4

WSSV 5 min coccion 4/4

WSSV 3 min coccion 4/4

WSSV 1 min coccion 4/4

WSSV 0 min coccion (control positivo) 4/4

Tabla 1b. Resumen de los resultados de qPCR y PCR anidados obtenidos usando ADN aislado de muestras de

camarones expuestos a diferentes tiempos de coccién / ebullicion.

En el Grupo 1 de tratamiento, el tejido de camarones infectado por WSSV y expuesto a diferentes
tiempos de ebullicion se usé como inéculo en una prueba de desafio per os usando camarones L.
vannamei SPF. La Tabla 2 resume el porcentaje de supervivencia de camarones después de 10 d.p.i.

Tabla 2. Un resumen de los resultados de la prueba de desafio
experimental utilizando tejido con WSSV hervido como inéculo y
Litopenaeus vannamei SPF.
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Valor Ct -
Me * SD

No detectado
21.10+2.29
21.2241.30
22.994+2.15
22.16+2.06
20.65+1.03
21.3412.63

PCR anidada
para WSSV -

No.

positivos/No.

total

ND (0/1)
ND (0/1)
ND (0/1)
ND (0/7)
ND (0/1)
ND (0/1)

Positivo (1/1)
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Solo se encontré una alta mortalidad en los tanques de control positivo de WSSV (coccién de 0
minutos). H&E y PCR confirmaron la presencia de WSSV en esos tanques. Se obtuvieron resultados
similares cuando los camarones hervidos se congelaron durante dos semanas y luego se usaron como
fuente de material infeccioso.

Se analizaron las muestras recolectadas para H&E de los diferentes tratamientos al final del
experimento. Se encontraron cuerpos de inclusién basoéfilos intranucleares de WSSV dentro de los
nucleos hipertrofiados en varios tejidos afectados de origen ectodérmico y mesodérmico. La Figura 3
muestra las lesiones histologicas tipicas de WSSV Grado 4.0 en epitelios cuticulares del estomago del
tanque de control positivo. Por el contrario, ninguno de los camarones alimentados con tejido de
camarones al hervir durante diferentes tiempos (1, 3, 5, 10 y 30 minutos) mostré lesiones histoldgicas
tipicas de WSSV.

Las muestras de los juveniles infectados experimentalmente con camarones hervidos que dieron
positivo por gPCR para WSSV fueron negativos en todos los casos (Tabla 3).

Fig. 3: Histopatologia H&E de camarones L. vannameiinfectados
experimentalmente con tejido infectado con WSSV después de ser
hervido. A: Camarones alimentados con tejido positivo WSSV hervido
durante 1 minuto. B: Camarones alimentados con tejido positivo
WSSV sin hervir (0 min., Control positivo); C: camarones alimentados
con tejido WSSV-positivo hervido durante 1 minuto y congelado
durante 2 semanas; D: Camarones alimentados con tejido WSSV-
positivo sin hervir (0 min.) y congelado durante 2 semanas (control
positivo).

Aranguren, camaroén cocido, Tabla 3
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Camarones infectados con qPCR"Y:I) SSV - \gk_’r
Descripcion de tanques WSSV cocidos en ositivo.s /No Media
diferentes momentos P ’
total +SD
SPF camarones deSSF?lfIO con camarones Control negativo 0/4 ND
Desafio de camarones SPF con ,
camarones infectados con WSSV Desafio SPF con camarones WSSV 0/4 ND

. ) con 30 min coccién
cocinados durante 30 minutos

Desafio de camarones SPF con
camarones infectados con WSSV WSSV 10 min coccién 0/4 ND
cocinados durante 10 minutos

Desafio de camarones SPF con
camarones infectados con WSSV WSSV 5 min coccidn 0/4 ND
cocinados durante 5 minutos

Desafio de camarones SPF con
camarones infectados con WSSV WSSV 3 min coccién 0/4 ND
cocinados durante 3 minutos

Desafio de camarones SPF con
camarones infectados con WSSV WSSV 1 min coccidn 0/4 ND
cocinados durante 1 minuto

Desafio de camarones SPF con
camarones infectados con WSSV
cocinados durante 0 minutos

Control positivo de WSSV (0 min. de

coccion) 4/4 21.57£1.73

Tabla 3. Resumen de los resultados de gPCR en camarones SPF desafiados con camarones infectados con
WSSV expuestos a diferentes tiempos de ebullicién.

Discusion

Nuestros resultados demostraron que los camarones infectados con WSSV expuestos a temperatura
de ebullicion durante tiempos que variaron de 1 a 30 minutos no fueron infecciosos. Los datos de
gPCR confirmaron la presencia de ADN de WSSV en todas las muestras expuestas a diferentes tiempos
de ebullicion, y no se encontraron diferencias significativas de los valores de Ct (umbral de ciclo,
numero de ciclos cuando se puede detectar la fluorescencia de un producto de PCR por encima de la
sefal de fondo) entre los diferentes tiempos de ebullicién (P <0.05). Sin embargo, ninguna de las
muestras proporcion6 una amplificacién exitosa de WSSV por PCR anidado.

Los resultados de gPCR mostraron resultados positivos, lo que contradecia los resultados negativos
con la PCR anidada. Es probable que el ADN de WSSV aislado de camarones hervidos haya sufrido un
dafo significativo que resulta en una calidad reducida y fragmentada que los aislados de una muestra
recién cosechada. El tamafio esperado del amplicén de la etapa 1 de la PCR anidada (un fragmento de
ADN que es el producto de los eventos de amplificacién o replicacién) es de 1,447 pb, y el amplicén
interno de la etapa 2 es de 941 pb. La ausencia de los amplicones de 1,447 pby 941 pb en los
resultados de PCR anidados muestra que el ADN del WSSV se ha degradado en fragmentos mas
pequenosy, por lo tanto, ha perdido la infectividad. En contraste, el tamafio del amplicon qPCR es de
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solo 69 pb, un amplicén significativamente mas pequeino que el de PCR anidada. Como resultado,
incluso cuando el ADN del WSSV se fragmento al hervir, ain se pueden amplificar pequefios
amplicones y se obtuvieron resultados positivos mediante gPCR.

Para confirmar la infectividad de L. vannameiinfectado con WSSV que dio positivo solo por gPCR, se
realizé una prueba de desafio experimental con camarones SPF. La supervivencia final fue alta en
todos los tanques alimentados con el tejido picado positivo a WSSV por gPCR expuesto a la
temperatura de ebullicién de 1 a 30 minutos. Las mortalidades se obtuvieron solo en camarones
expuestos al tejido picado de control positivo (0 minutos de ebullicion). Los camarones sobrevivientes
al final del desafio de todos los tanques fueron analizados por H&E y qPCR. Se encontraron cuerpos de
inclusion de WSSV en el epitelio cuticular y tejidos conectivos en camarones que habian sido
alimentados con el tejido picado de control positivo. En contraste, la histologia de camarones
desafiados con tejido positivo de WSSV hervido a 1, 3, 5, 10 y 30 minutos no mostré ninguna lesién
histolégica patognomonica de infeccion por WSSV. Las Figuras 3A 'y 3C muestran la seccion
histologica del estdmago de un camardn expuesto al tejido positivo de WSSV hervido durante 1
minuto. El analisis de qPCR se realiz6 a partir de dos grupos de cada tanque. Los Unicos resultados
positivos de gPCR se encontraron en camarones desafiados con tejido positivo de WSSV (control
positivo).

Los resultados de nuestro estudio indican que cocinar los camarones podria reducir la propagacion del
WSSV de las rutas mundiales de exportacién / importacion de camarones de cultivo. Creemos que
seria de interés para la industria del camaron y otros utilizar nuestro enfoque para probar otros
patdgenos microbianos que infectan al camardn de cultivo, incluidos otros virus, asi como bacterias y
hongos.

Perspectivas

En nuestro estudio, los camarones infectados con WSSV se cocinaron a temperatura de ebullicién
durante diferentes tiempos, incluidos 0, 1, 3, 5, 10 y 30 minutos. Después de la exposicién a la
temperatura de ebullicién, los camarones infectados con WSSV se alimentaron a camarones blancos
del Pacifico SPF (L. vannameli). Los resultados mostraron que los camarones desafiados
experimentalmente del tratamiento de 0 minutos (control positivo) se infectaron con WSSV. Sin
embargo, los camarones desafiados experimentalmente que fueron alimentados con tejidos hervidos
durante 1, 3, 5, 10 y 30 minutos no se infectaron con WSSV.

Los datos de mortalidad resultantes mostraron que solo el tratamiento de control positivo (0 minutos)
mostré una mortalidad alta, mientras que no se observo mortalidad en ninguno de los otros
tratamientos. Estos hallazgos sugieren que cocinar los camarones a temperatura de ebullicién durante
al menos 1 minuto podria prevenir cualquier posible propagacion del WSSV desde paises endémicos a
otras areas geograficas donde aun no se ha reportado el WSSV. Se debe utilizar un método anidado
para la deteccién de WSSV en lugar del método qPCR al evaluar la infectividad de los camarones
cocidos.

Referencias disponibles del autor correspondiente.
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