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cade 2 primer Tepoile de a

presencia de un virus en camand:

merian, el cual  describid
espoeificamente ¢l hallaego de un
Bacwlowirus en el hopulopdrersas del
camarén  Pepusus  ducrarumn (Couch,
1974, numeroses  estudios haa
contribuida al campo de la vire ogia de
camaranss penaeidos,
Avtualinente al menos 20 viros hin side
deseritos e la literatura  cientifica,
representondo. nvestipaciongs qus han
abarcado desde 1a evaluacion Jde los
prstululos ¢e Kook para la verificacion
de  la wiclogis  involucrads, s
paraclerizacion  ulivagstruciural v
penomica, pasando por el desarolic de
herramiendus de diagridstico, ausfs @
propugsta de estrategics de cunliel
antiviral 3 uivel del hospedero,
Sir cmbarge, pesc al lienpo transeurtida,
lag enfermodades wirilos sipued sicide
tesponsables de causar cnormes pérdidag
goondmicas o los sisteraus de cultive de
camarim g rivel mundial.

Aparicion de patogenos
Pa-ticularmenie en Feuador el desacrollo
v 13 subsistencia de la ndistria nacional
dedivla al cultive del camardn hlanco
L. vannamer ban sido amenazados por 1a
aparicion de patbgenos vicales, siendo los
de mayvor importancia el virus de la
nectoss  mlecclosa  hipodérimica ¥
hemmatapoyvétics (IHITN, ¢l ¥Vis ¢el
Siucome de Taura (TSV) ¥ ol Vims del
Sindrome de la mancha bance (WSSY),
La necesidad de establever estrateprias
aara controlar @ patdgenos como ¢l
WESEY ha promovido o desamolle de
siertns investigaciones enficadas on el
astudiv de interacciones wirales oo P
stylirostris (Tang ot al, 2003 y la
evalnaeion de ung Svacynacion” camea
WESY en B aponicus {Namikoshi ol al.,
2004), P monodon (Witteveldt et al,
2004} v T indicus (Bright Singh et al.,

E--_!l-* Loty =

Se estd promoviends lo evolucelén de ung "wacunacion' contra W55¥ en P joponicus

003, envunhdndose que o3 posiale
gomlerdr protecuion confra la enlecmedad
de 14 mancha blunca (WSD) e camardn
a nivel experimen.al,

En mvertebrados las teraeciones virales

en un  mismo  hespedare son
comsecuensia de  infecciones virales
paltiples,  las  cualss  se o oeben

primordialmente & la ausenvia  de
inLerferin, proteing antiviral
carscterizada en vertebrados que mpde
que células prevismente mivciadas con

un vime  osean  subsccucnlements
mitvctadas par olro.

En inssctos  log  primerss  feportes
cientlfico:  sebie la condicidn  de
infeceion  wiral multiple han  sido
descritos muedijante  migrascopia

clectramice al menos desde Lece cinco
dicadas, relrende principalmeric la
presencia de des o tes vimus en oun
mism  ndividue e nelvso raras
infecciones miltiples mostrando tsta
citico virus difzremes en una sols célla
(Hessetal., 1878).

Lata  vondicion  paelopica  ha

sumimistrace  infurmacidn  sobre la
naturalern de los inleracciones vimales a
mvel de on mismo hospaders, stendo
par L‘-IE l.'.] armenie i nterpsanias las
imleracelones  que  producen ang
inhilicdn entre wirus, la onal es conecida
camio mlerfarencta o supresion vieal.
syle fenomeno  oclrme  cududo
publacion celular previamenle infectads
pur un vires Tesiste 3 umg suhsectenlo
infeccion con oo virws (Feoes et 21,
1493),

Cuzos de supresion wimul han sido
documentalos @n varies sspecics deo”
insectas, manifestindose. como unw
reduccion de la mortalidad an |2
peblacion desafiads, por lo oual csie
[endmenn oliece una cstrategia para el
cantral beldmen del virus,

o camecdn, la mivmnacion dispoaible
pencermiente & miecciones  wviraies
muliples  es meneT  er
cemnparacion a la existents o1l nseclos,
limitindose cast exclusivamente a ung
sola especie de howpeders (I monodon]
com Cofasis en la preseacia de WS

wusid
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En forma similar, 1o evidencia  de

supresiom wiral on o camarnn se oremite a
e silo estedio conducide en B
sivlirosiis ¥ L. varnamei, el cual ha
sedalado que juveniles Pooabvlinostris
previdmente infectados con THHNWY
resisticron una pricha de desafin con
WOERV g ingostion,

Los resultados sugieran que Ia infeceicn
previa por THENY podia induch una
supresion de la replicacidr de W3SV,
redaciendn  gignificatyamente  la
e talidad Ce los canone desadads
(Tang et al, 2003 Aungue 23te
fendmens fue documertado dnicaments
cn 2 atvlirostils, evidencias anceddticas
anlenidas ¢ granjas camaremeras de
Fevador han sefialzdo cue camarones [,
valLUEl supslvivienles o ui brole von
WESY presentaron  deloomidad v
CnHmEITY, supinende und infecidn con
[HHNY (Tang etal, 20037

Tales indecios han permitido deducie o
exiarencia de la supresidn viral 2n 1.
vannamel a paTir de A inferaccion
THHNV-WSSY en un misme hospeder,
le cual probablementes involucre uns
infeteidn temoprana con THHINW, o8
decir, durante los prmersy caladios de
dezmrollo lameal dzl camardn.  Tor tal
motiviy, nuesita hipdlesis de mabajo
sastiene que o exposicidn del camardn
Br sus prifneros estacios lamvales pocdeia
favorecer la praliferacidn dz IHHNY ¥
la expregion del fendmeno de supresion
cunado los animales sean sometidos o
uny preba de desafio subsecuente con
WasY,

Por atre lacds, recientes investigaciongs
e invertebradng han reporado gue 23
poxibie an reconoe miento especitice de
patégenos & nivel  inmunitario,
parlicalanments en inseeles (Lide o al.,
203 v crastaecoy (Kurle v Frame 2002;
Srewart et al, 2004 Invocando el
concepin de fa vacunacidn, similares
investizaciones han sido conducidas cn
campron maring, exponicaodo s los
animales  previamente. al WSSY
inactivada o o sus  protainas
ectiocturales (Namikoshi et al., 2004
Witleveldt el al., 2004: Breghi Singh @
wl,, ZUUS) anles de desalierlos con
WESY,

Low wesullados reporiados alinman que
tal  exposicidn puede  indueir una
TUspUests InTuniLaTid especifiza que
protege al camardn contrz WED. En la
busquedie do mas infommacon, nuestra
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hipdtesis de trabajo propone gque la
expasicdn provig del comardn o WSSV
inaciivado ndusiria ma proeccion
contia un cesallo posferior con WSSV,

For los antecedentes mencionades, oste
esfudio comeiderd el desarrollo de tres
cultives  larvales de L vamamet,
realizados simulidneamenie, oy caalcs
fueron expuesins ¢ia nmersion on

difeienies ssladios o una  inleccin
primaria con IHHNY o 3 WSSV
inaelivade, para eviluar iU

supsrvivencis v cargs viral despuds de
i prieba de desalic con WESY, pero
en el estadin Posfarva 43 (PLAS),

Materizles v métodos
Camnarones experimentales
Bste estudio gl an lots de nauplos
en esladio Nuuplio 2 (Nd) de L
vanmmnel en  condic.dn e aslod
Specific pathogen free (SPY). el cusl fue
sutnchistrado. por la compatiie Shrimp
Tmprorvement Sysiams (71, USA), puars
zl desarrollo simulttnee de fres cultives
larvarios &) larvas SPF, b) expueste a
W35SY inactivada ¥ ¢) iafeetado con

LHHIE Y, respectlivamenle.
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Lavs cutives larvarios fueron tealicados

mdivicualinente en  lres  @cly
sxperimentales dz la Pomlasidn
CENAIM-ESFOL, aislados v wovistos

de agus de mar floeda v esterilizada
oot luz ulbeyiclate (3000000 W s/em?),
Lus suspensiones de WSSY indetvade ¢
IHHNY fucron aplicadas via inmearsidn,
moculando en ol tanque de cultivo
respective. un valumen de suspension
vital goquivilentz al 1 1% del wolumen
de cultive total. WSEY inactivade e
suministrado en woea 1 (A1) zoea 2
(Z2), woca 3 TZ3) v mysis | (MY
ruicnies que IHHMY en M5 v 71

[ PLLZ, les cres culiivos larvdlos
fueren  subdivididos en dier
tratamicntes, de los cuales sigte fueran
dosafados con W3ESY via ingestion | per
oz} en I'L43. Irevio al desaflo con
WSSV featarmientos  fueren
infectacdos con IHHMY via mmersiaa en
PL22. mientras quee otros des Sieron
expucstoz a WESY inactivado zn PLOS
{abla ).

Lo tales estadics law  suspensiones
wiraled fueron aplicodos de lo forma va
descrit,

il

Trikcrivored WESY

i

: Piaclizaled WHAY
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Produccion de inoculos virales
Ll imdewio de WSSV (ue preparado
utilizando  uoma parie  de  (zjidos
infectades  (brenguias, spindices ¥
exogsqueleto) v cuazo partes (1) de
tampin T (0023 de Tria-HCE; (LA
de NaCl pH 745, siendo homogenizado
uizhizando una lcuadora,
=& realizo vng centrifugacion a 4300 g
par S mina 490, para-eamoves los restos
de  iejidos, el sobremadante  {ue
clanlicads a 20000 ¢ por 13 min a4 *C
v finalmente centrifigado a 20000 o por
l ad "C. El sedimento de WESY fuc
resaspendide en 10 mL de ampan TN v
almacenado o <80 "C hasta que fuese
csade.  El mdcule de THHNV fue
preparadao en forma smilar al mocalo de
WESY, oxeeplo gue ol sedimente viral
fue centrilugzado finplmente a $0000 g
o &3 a4 e
El gedimentp  de  [TEINY fue
resuspendide en 10 mL de tampon TN ¥
almacenado a -0 °C hasta gue fuese
usade. Bnambos cagos, lag suspensiones
virales fueron diluidas (1:%) en wampdn
T antes de suministrartas & los tangques
de cultiva.
L1 proceso dfue realizado continuamente
basta obtener los voldmenes reguenidos
paca cads inoeylaeion
Lainacavacion de WESY se realizé 2n
base al protocolo  descrite por
MWamikoshi etoal (X041 Brevemente,
gz adiciond formabng (L53% v o lu
soducion viral por 0 mun 2 25 *C. La
formeslina fue remowvica mediantz dos
centrifugaciones a 30000 @ por 1 boa 4
“C. Finaplnente, el sedimenns de WSSV
inactivado fue resuspendido en tampén
T,

Dieteceion viral por PCR
Drante la fase de cultive previa
desaliv con WESY, mucstras de larvas
en grupo fuston tomadas regularmente
de cada obundenlo v (Tadus von ung
solucion da efanol al 95% pata
analizar.as por la tdonics de Reaceidn de
Polimerizacidn en  Cadena [(PMCR)
Adivimalmente, 1a tecnica de PCE ea
tiempo real {Agquaculmre Pathology
Latoratory, UAZL, USAY fue wrilizada
para la cuantificacién de las cargas de
WEEY e IHHNY de 35 camaroncs
moribundos y 5 supervivientes en forma
mndividual, de 3 tratamientos: [HITNY en
PL22, WSEY inactivado en PL3I3 =
IHHMNY en N5 71 v PL22,

Prueha de desafio con W5S5Y per os
En PL 44, 380 pos-larvas  (peso
proraedio individual: 0010 gy de cada
tratamento (ueron fransfendas @ un sel
oxperimental provisw de 20 bandcjaz de
fibra de vidrio.

Cada bandeja dispuso de [0 botellas de
vidrio, con LSL de agua de mar
gsterilizadn (33 ppt ¥ 27 "C) por botella,
Carla handega conuve una réplos par
cada lratamiento v 13 pos-larvas por
replica:

Las ‘pos-larvas foueren aclimatadas sin
allmentar por un dia.” Bl desafin se
realizd  swminigrando papilla de
camardn infectado en dos raciones por |
dia, cada una equivalents al (% del peso
de lo blomass wilal promedic por
rénhica.  Posteriommente se suminisne
alimento balimceado 2 veces al dia, T
tretamuiento de camarones desalade con
WESY, pero sin exposicidn prewia a
[HHMY o WS5Y  ioaclivado  [ae
considersdo come matapiiento control,
Bl experimerio wvo vas dareidn ce 10
dins pos-inleceidn ¥ copecluyd cuandu

kas mortalidaces se detrvieron,

Kesultados

Al céeimo din pes-infeceida, solo los
tretam entog expusstas a  WhhW
inactivado en PL3E v a IHHNY 2n N5,
F1ow PL2L. registraron  animales
supervivieates, 4.7% ¥ %%,
respeelivamente. Por el eontrario, el
control v los restantes tratamientos
seglstraron 0% de supervivencia en el
oietaye dia pos-imfeeeiin.

La evalutcion gor POCR de 30 aninales
maoribundos (72 horas pos-infeccicn) de
cada uno de [os tratarmienios desafiados
conflirmd el eswdo de la infeccion de

WESY,  partcularments  severo.
Muestras de  los  tratarncentos o
desafiados, tomadas al final del

experimento, reasultaron e negativas a
ly mfeeedn por WESY,

La carga de IHHNY v WESY presentes
1 snimales  moribundos ¥
supsrvivieulss {sepim e cuso), de loy
tratamiensos [FIHNY-PL22, WSS Vanuct-
PL35 o IHHNV-N5/Z1/PL22, fueron
cuaarificadas por PCR en tempo real.
Los CHTIATONES supervivientss
previaments desafiados con THHNV en
M5, £l ¥ PL2Z & expucsios a WSSY
inactivade en PL35 presentaron bajas
cargas de WEBV: -1 103 coplasipg
ADN para el maamiento con THHNV y

0-2 103 copiassug ALYN parn el
tratarnicrile con WSS imactivada,

Por el contraro, los  samarones
mort bundos de ambos ralumentos v los
precedentes del tratamcento IHHMNY
PLZZ presentaron ung carga clevada
rara WESV (2.2 - 2.7 LY copasipe
ADNY v una eovga baja-pama IHHINY
(4.2 103- 1.5 104 copiasiug AT,

Discusion
Lo afes racientes, una relacidn de
mlerfereneis enlze virus, conocida como
Supresicr virnl la oside deserite en
alpras especies animales,
For otro lado, |3 wvacunacion  eom
gy de copliol de enleiredades La
side  usada  suministeanda  WESY
inactivado 0 proteinas recombinanles
el misimo virus para conferir resistencia
contre @0 enfarmedad en Pojaponicus
i(Mamikasat et al, 20043, en T monodon
(Wiltewvelde zt ul, 2004} v en Po mdicus
(Brght Singh ot al, 2005.  Sin
embargo. la ausencia de anticuerpos ¥
fmliseis en fos nvertehrsdoy hacen gue
gl términe “vasundeiin’ en este articulo
ser mantenido exclusivarmente por la
satibaridud de les rescliados oblenidoy
con agnel conecepto de immunizacion
plenamente  deserite en  vertchrados
sUpBLiLES,
En base 2 los resuliados de las cargas
virales, los supersevientes  de P
vamnamel el tratmanrenwo IHEENY-
HAELUPLIZ sugieren una supresidn o
incerferencia  de THHMY sobre s
infeccidn por WESY, tal como ha sido
dzsceito en Poosvelirostris (Tang ol al,
200030,
Tal  conciclon podria ser factible
tomande en consideracidn que el virus
SUPTESOT RO NECSsAriaments tizne gque
replicarse pary cduedr nlerferencia y
que La habslidad de replicacion del vimus
subsezuenle  pueide ser paresl o
totalmente inbubidas  (Feooer el als®
| 393),
Por otro lado, Ia baja carga de WSSY en
los  camarancs  superyvivientes del
tratarrdents WSSVinact-PL35 revelaria
una posiblz induecidn de la proteccidn o
la mfeccidn por WSSY mediada por las
particnlzs inactivadas de WSSV, similar
a2 lo  observado  despuds  de  la
“yacunacién” en X moenodon (Witteveldr
et al, 20043, P, japonicus (Namikosh: er
al, 2004) v P indicus (Bright Singh et
wl, 2005).
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La pressnte investigacion ha revelado que una infteeiin primaria
com THHNY en N3, Z1 y PL22, p la exposicitm a WSSV
mactivade en PL35 poeden proveer nu efecto prolector o pos-
larvas de P, vannamud, contra un desafio por WSSY per os,
inducida por la supresidn de THHNY sohre la proliferacion de
WESY, con TTIENY cotno virus supresor, o por una “vacungeion”
con WSSY inactivade,  Estas evidencias proliminsros
cotitribuyen a la comprensién de la inleraceion antre LNV ¥
W53Y, v aportan informacion sobre un mecanisma que padria
mdnedr la vespuesta inmune enfiviral cspecifiza del camandn,
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