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resumen
El cultivo de camarón, como actividad productiva, ha tenido un crecimiento exponencial en los países costeros de 
la franja tropical y subtropical, impulsado por el desarrollo de diversas tecnologías. Sin embargo, aún persiste un 
importante reto para lograr mayor certidumbre de los rendimientos: erradicar las devastadoras epizootias provocadas 
por agentes virales. Son 15 los virus que hasta el momento han provocado los peores desastres económicos en granjas 
de los hemisferios este y oeste. Una serie de métodos tradicionales de diagnóstico han sido empleados para detectar 
la presencia y evaluar la prevalencia de virus patógenos en las diversas especies de camarón llevadas al cultivo, 
aunque su especificidad, sensibilidad, oportunidad y eficacia son cuestionadas. En contraste, se describe la opción de 
las herramientas moleculares como alternativa más adecuada para la detección oportuna y el diagnóstico específico, 
con muy alta sensibilidad y sencillez de interpretación. En el presente trabajo se presenta la manera en que se 
diseñan y  construyen los iniciadores específicos y las sondas moleculares. Asimismo, se describen los métodos que 
emplean las mencionadas herramientas con el propósito de detectar y diagnosticar la presencia de agentes virales en 
tejidos selectos de camarón: la amplificación de fragmentos genómicos selectos mediante el uso de oligonucleótidos 
iniciadores específicos para la reacción de la polimerasa en cadena (PCR) o la PCR en tiempo real (qPCR) y la 
hibridación de sondas moleculares específicas sobre soporte sólido (Dot-Blot) o in situ. Finalmente, se propone una 
estrategia de control sanitario para la erradicación de las epizootias de origen viral, basada en la aplicación adecuada 
y sistemática de los métodos de detección que emplean herramientas moleculares.
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ABsTrACT
Shrimp farming, as a productive activity, has had an exponential growth in coastal countries from the tropical and sub-
tropical stripe, boosted by the development of several technologies.  However, an important challenge still remains 
in order to achieve a greater yielding certainty: to eradicate the devastating epizootics provoked by viral agents. 
About 15 viruses are the cause of the worst economical disaster in farms from the Eastern and Western hemispheres. 
Several traditional diagnostic methods have been employed to detect the presence and assess the prevalence of 
pathogenic viruses in diverse cultured shrimp species, although their specificity, sensitivity, opportunity, and efficacy 
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InTrODuCCIÓn

El camarón como recurso ha sido intensamente explota-
do en sus poblaciones naturales, llegando, a finales del siglo 
pasado, a sus límites en cuanto a rendimiento por captura en 
cuerpos de agua y altamar (Ocean Garden, 2001). Ante una 
demanda sostenida en el ámbito mundial, la camaronicultura se 
ha convertido en la respuesta al mercado creciente y globaliza-
do, contribuyendo en 1999 con el 26 % de la producción mundial 
de camarón, evaluada en 3.2 millones de toneladas (Banco de 
México-Fira, 2001) y con el 30 % en 2003, cuando la producción 
total de camarón fue calculada en 5.2 millones de toneladas 
(Sabatini & O’Sullivan, 2004). 

En particular, a partir de 1980 el cultivo de camarón ha pre-
sentado un desarrollo expansivo con un incremento de alrededor 
de 50 000 t en ese año, a 920 000 t en 1994  (New, 1997), 814 250 
t en 1999 (Rosenberry, 1999) y 1.6 millones de toneladas en 2003 
(Sabatini & O’Sullivan, op. cit.). Asia destaca entre los producto-
res con un aporte del 80 % de la producción mundial por cultivo. 
En 1999, Tailandia, China, Indonesia e India se ubicaron dentro 
de los cinco primeros lugares en producción, con Ecuador, el 
productor americano más importante, ocupando el cuarto lugar 
(Fuchs et al., 1999).

Actualmente, la aportación de camarón cultivado por parte 
de Asia sigue siendo mayoritaria, con el 75 %, ocupando China, 
Tailandia e Indonesia los tres primeros sitios en producción, 
mientras que el 25 % restante es cultivado en América, donde 
Brasil, Ecuador y México ocupan los sitios más destacados 
(Sabatini & O’Sullivan, op. cit.).

La producción mundial de camarón en cultivo recae 
principalmente en seis especies: Penaeus monodon Fabricius, 
1798 (camarón tigre, 56 %), P. merguiensis De Man, 1888 (cama-
rón blanco asiático, 17 %), P. vannamei Boone, 1931 (camarón 
blanco occidental, 16 %), P. chinensis Osbeck, 1865 (camarón 

blanco chino, 6 %), P. stylirostris Stimpson, 1871 (camarón azul 
occidental, 4 %) y P. japonicus Bate, 1888 (camarón kuruma, 1 %) 
(Rosenberry, 2001), aunque la tendencia a globalizar el uso de P. 
vannamei es muy fuerte y se anticipa su cultivo generalizado en 
la mayoría de las granjas asiáticas en los próximos años (Briggs 
et al., 2004). 

El camarón tigre es muy apreciado por la talla máxima que 
alcanza (hasta 363 mm), aunque aún existen dificultades para su 
reproducción en cautiverio, lo que lo hace fuertemente depen-
diente del suministro limitado de larvas del medio natural, y es 
muy sensible a los agentes patógenos virales (virus del síndrome 
de la mancha blanca, o WSSV, y virus de la cabeza amarilla, o 
YHV, por ejemplo). 

El camarón blanco asiático se ha convertido en fechas 
recientes en una especie preferente para el cultivo en granjas 
extensivas del sudeste de Asia, debido a su amplia tolerancia a 
las aguas de baja calidad, a las altas densidades en que puede 
ser desarrollado y a su gran disponibilidad en el medio natural. 
Asimismo, es uno de los pocos peneidos que alcanza la madurez 
sexual en estanques de cultivo. 

El camarón blanco occidental es nativo de la costa del 
Pacífico de las Américas. Ha sido la especie de elección en 
Ecuador y la mayoría de las granjas latinoamericanas. Su talla 
máxima es de 230 mm y es una especie cuyo cultivo es más sen-
cillo en comparación con P. monodon. Por ese motivo, reciente-
mente China y Taiwan han importado lotes de esta especie para 
experimentar su cultivo en esas regiones asiáticas. 

El camarón azul occidental también es nativo de la costa 
del Pacífico, desde México hasta Perú. Fue la especie de elec-
ción para cultivo en diversas granjas del hemisferio occidental  
hasta finales de los años ochenta, cuando el virus de la necrosis 
infecciosa hipodérmica y hematopoyética, o IHHNV, devastó 
casi completamente los cultivos. Este camarón se asemeja al 

are questioned. On the other hand, molecular tools offer opportune detection, and specific diagnostics due to their high 
sensitivity, and easiness of interpretation. The designing of specific primers, and molecular probes is described. The 
methods used by the mentioned tools pursuing the detection and diagnose of the presence of viral agents in shrimp’s 
selected tissues are also described: amplification of selected genomic fragments by the use of specific primers in 
the polymerase chain reaction (PCR) or real-time PCR (qPCR), and specific hybridization molecular probes onto solid 
support (Dot-Blot) or in situ hybridization. Finally, a sanitary control strategy to eradicate the viral origin epizootics is 
proposed, based on the adequate and systematic application of methods employing molecular tools.

Key words: Molecular probes, primers, diagnostic, virus, shrimp farming.

1  En este artículo se emplean los nombres tradicionales del género Penaeus, en virtud de que en el trabajo de Pérez-Farfante & Kensley (1997), donde se propone elevar a 
género los subgéneros Litopenaeus, Farfantepenaeus, Fenneropenaeus  y Marsupenaeus, no se ofrece explicación alguna que justifique ese hecho.
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blanco occidental en cuanto a calidad culinaria, aunque su 
cultivo es más exigente en términos de mejor calidad de agua, 
mayor concentración de oxígeno y requerimientos cuantitativos 
de alimento; no obstante, a su favor está la mayor tolerancia a 
temperaturas bajas.

El camarón blanco chino es un camarón de las costas de 
China y Corea que crece muy bien a temperaturas bajas. Tolera 
fondos fangosos y baja salinidad. Su talla máxima es más peque-
ña que los otros peneidos cultivables (183 mm) y necesita altos 
niveles de proteína. 

El camarón kuruma es nativo del Océano Índico y el 
Pacífico Sudoccidental. Esta especie se cultiva predominante-
mente en Japón y Australia en fondos arenosos y agua de alta 
calidad. Sus dieta incluye un alto contenido de proteínas. Su 
mercado se limita a Japón.

La camaronicultura basada en estas especies se ha venido 
desarrollando en un ciclo de “auge y fracaso”. A pesar de que 
se han logrado importantes avances en cuanto a: 1) el cono-
cimiento y manipulación del ciclo biológico del camarón, 2) el 
diseño de sistemas de cultivo más eficientes y eficaces, y 3) los 
requerimientos nutricionales de las distintas especies en cultivo, 
se considera que, en comparación con la crianza de animales 
terrestres, la domesticación del camarón está apenas en sus 
inicios (Nauen, 1999). Por añadidura, la camaronicultura enfrenta 
retos muy importantes en cuanto a su ubicación como actividad 
económica en equilibrio con el ecosistema. 

El establecimiento de granjas en la zona costera de las 
regiones tropicales ha infligido un severo castigo a los ecosis-
temas de manglar, ya que ha sido práctica común la tala indis-
criminada de este tipo de vegetación para asentar los complejos 
para el cultivo. Lo anterior ha provocado la modificación de la 
línea costera y el deterioro de las condiciones productivas en 
la franja litoral adyacente. Además, debido a la inexistencia de 
reglamentación sobre el ordenamiento territorial en la mayoría 
de los países productores, los asentamientos se han dado sin 
norma alguna. De esta manera, el problema de impacto ambien-
tal que generan, particularmente en ciertos puntos estratégicos, 
se vuelve en contra de la misma actividad camaronícola en virtud 
de que las aguas que libera una granja, normalmente eutrofica-
das y deterioradas en su calidad, son incorporadas al sistema de 
las granjas vecinas provocando pérdidas en la producción (Bilio 
et al., 1999; Fuchs et al., 1999).

El último problema incluye lo que en este momento es quizá 
la amenaza más grave para los inversionistas en camaronicul-
tura, es decir, la transmisión de enfermedades provocadas por 
diversos agentes patógenos. Y dentro de los patógenos más 
devastadores por su morbilidad se encuentran los virus (Lightner 
et al., 1997). 

Unos 15 virus han sido descritos como agentes infecciosos 
en cultivos alrededor del mundo; pero son ocho los que han 
provocado las epizootias más devastadoras: el virus de la necro-
sis infecciosa hematopoyética e hipodérmica (IHHNV), el virus 
hepatopancreático (HPV), el virus del síndrome de la nucleosis 
poliédrica de P. vannamei (PvSNPV, o virus tipo BP), el virus del 
síndrome  de la nucleosis poliédrica de P. monodon (PmSNPV 
o virus tipo MBV), el virus del síndrome de la mancha blanca 
(WSSV), el virus de la necrosis de la glándula digestiva (BMN), el 
virus del síndrome de Taura (TSV) y el virus de la cabeza amarilla 
(YHV) (Bonami, 1997).

El origen del IHHNV parece residir en las regiones sur y 
sureste de Asia, donde produjo algunas epizootias ligeras, sin 
grandes mortalidades. Sin embargo, en 1987 apareció en las 
granjas occidentales diezmando considerablemente los cultivos 
de P. stylirostris (Lightner et al., op. cit.). En P. vannamei se 
presenta como enfermedad crónica, sin grandes mortalidades y 
sin signos macroscópicos notables en los adultos que superan 
la epizootia. No obstante, estos organismos son portadores del 
virus y potenciales responsables de infecciones tanto verticales 
(presente en el genoma de los huevos) como horizontales (inges-
tión de heces o canibalismo) (Lightner, 1996 a).

HPV es otro virus de origen asiático, descrito a partir de 
las epizootias producidas en las especies nativas en cultivo 
(P. chinensis, P. merguensis, P. monodon,  etc.). Su presen-
cia en América se explica por la importación de peneidos del 
Indopacífico (Lightner, 1993). Las epizootias en que se ha visto 
involucrado este virus generan síntomas gruesos que pudieran 
no estar directamente relacionados con el virus, ya que siempre 
se detectaron otros patógenos oportunistas. También se han 
descrito organismos con severas infecciones por HPV que no 
presentan síntoma alguno (Lightner, op. cit.).

PvSNPV es el virus que se conoció como Baculovirus 
penaei. Se trata del primer virus descrito en la literatura que 
afecta a los camarones (Couch, 1974). Se describió originalmente 
en P. duorarum Burkenroad, 1939, una especie nativa del Golfo 
de México. Posteriormente se diseminó hacia las granjas cama-
roneras de prácticamente toda América (Florida, Texas y hasta  
Hawai, de los Estados Unidos, Brasil, Panamá, Perú, Costa Rica, 
Honduras y México), donde se cultivaban diversas especies 
tales como P. stylirostris, P. vannamei, P. aztecus Ives, 1891, P. 
duorarum, P. marginatus Randall, 1840 y P. penicillatum Alcock, 
1905 (Lightner, op. cit.). Los eventos epizoóticos han sido graves 
y afectan principalmente a las fases larvarias.

PmSNVP, análogamente con PvSNPV, presenta una amplia 
distribución e intervalo de hospederos, sólo que en la región del 
Indopacífico, Japón y la costa norte de Australia. Las mortalida-
des reportadas son intermedias en cultivos de P. monodon, P. 
plebejus Hess, 1865 y P. merguensis (Lightner, op. cit.).
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Las primeras descripciones del WSSV datan de principios 
de los años noventa del siglo pasado, en granjas del noreste de 
Asia. Desde entonces se ha extendido, primero a China, Corea, 
Tailandia, Indonesia, Vietnam, Malasia, India y Bangladesh 
(Lightner et al., 1997) y después a todo el mundo donde haya un 
cultivo de camarón. Las primeras epizootias se presentaron en P. 
monodon, pero después el virus demostró ser capaz de infectar 
prácticamente a cualquier especie de peneido y a cualquier tipo 
de decápodo (Peng et al., 1998; Wang et al., 1998). En contraste 
con el WSSV, BMN parece ser un virus específico de P. japoni-
cus, en donde produce severas epizootias en estadios de poslar-
va, con muy altas mortalidades (>98 %) (Lightner, 1993).

Un virus de origen americano que provocó grandes morta-
lidades en granjas camaroneras al inicio de los años noventa del 
siglo pasado fue TSV. Descrito por primera vez en las granjas que 
se encuentran en la ribera del río Taura, en Ecuador, se diseminó 
rápidamente hacia otras granjas latinoamericanas debido muy 
probablemente al comercio de larvas, poslarvas y reproductores. 
Su principal blanco han sido los cultivos de P. vannamei, donde 
afecta principalmente a poslarvas que sufren mortalidades masi-
vas. Los organismos que superan los 5.0 g crecen normalmente 
pero con manchas melánicas, y se sospecha que son portadores 
del virus (Lightner et al., 1995). Se ha detectado en las poblacio-
nes silvestres de las costas de Ecuador, Honduras, El Salvador y 
México (Lightner, 1996 b). 

Otro virus descrito al final del siglo pasado en granjas de 
Tailandia, donde se cultiva P. monodon, es el YHV. Según la 
literatura, puede ser considerado como el virus que infecta al 
camarón con mayor morbilidad jamás antes descrito (Lu et al., 
1994). En las epizootias producidas por YHV, la mortalidad fue 
del 100 % en escasos 3-5 días posterior a la introducción del 
virus (Boonyaratpalin et al., 1993). En cultivos experimentales 
de P. vannamei y P. stylirostris, se repitió el mismo patrón de 
mortalidad (Lu et al., 1994); sin embargo en Tailandia y la India, en 
cultivos donde se encuentran mezclados P. monodon, P. indicus 
H. Milne Edwards, 1837 y P. merguensis, las dos últimas especies 
no mostraron síntoma alguno de la enfermedad, mientras que la 
primera especie sucumbía víctima de la enfermedad  de la cabe-
za amarilla. Este resultado se interpretó como especificidad del 
hospedero (Mohan et al., 1998).  

Dada la amenaza constante de la aparición repentina y 
devastadora de algún agente infeccioso de naturaleza viral, el 
crecimiento sostenido de esta pujante industria mundial depende 
fundamentalmente de poder establecer un control sanitario efec-
tivo que evite la dispersión de los virus, tanto entre las granjas 
como hacia el medio natural. Para contrarrestar la causa de 
las potenciales pérdidas en la producción camaronícola por el 
efecto de las epizootias virales, la Biología Molecular ofrece una 
opción que puede representar la solución definitiva para detener 
la diseminación de los virus en y entre las granjas camaroneras. 

Se trata de las herramientas moleculares diagnósticas, las cua-
les pueden desempeñar un papel preponderante en la consecu-
ción de esta meta. 

En esta contribución, se revisaron las herramientas tradi-
cionales empleadas para el diagnóstico de epizootias virales, se 
describe el diseño y la construcción de las herramientas mole-
culares, se propone éstas como una alternativa más específica, 
sensible, oportuna y eficaz para la detección y diagnóstico de 
agentes virales y, finalmente, se sugiere una estrategia de con-
trol sanitario para frenar la dispersión globalizada de los agentes 
virales alrededor del mundo.

LOs méTODOs TrADICIOnALes De 
DIAgnÓsTICO

Hasta antes de 1993, cuando se publicó la primera sonda útil 
para detectar y diagnosticar la presencia de IHHNV (Mari et al., 
1993), sólo se contaba con métodos tradicionales de diagnóstico. 
En nuestros días, aún se siguen aplicando estos métodos para la 
diagnosis en ciertas regiones, aunque presentan la problemática 
que se describirá a continuación.

Entre los métodos para estudiar las enfermedades produci-
das por virus, llamados “clásicos” por los patólogos especialistas 
en camarón, se cuentan los diagnósticos basados en signos 
generales y clínicos, observaciones al microscopio de contraste 
de fases o de campo claro de preparaciones de tejido en fresco, 
histología e histoquímica y, más recientemente, microscopía elec-
trónica de transmisión (Lightner & Redman, 1998) (ver Tabla I).

Estos métodos están basados en una larga tradición médica 
que implica el desarrollo de capacidades de observación y com-
paración entre tejidos sanos (o “normales”) y enfermos (o “afec-
tados por una patología”). Implica, asimismo, la capacitación en 
algunas técnicas básicas de disección, fijación de tejidos, tinción 
y operación de microscopios de luz y electrónicos. De lo anterior 
se deduce que la obtención de un determinado grado de pericia 
para el diagnóstico estará dictada por el desarrollo de lo que, 
en algunos círculos médicos, se conoce como “ojo clínico”. Por 
añadidura, la probabilidad de observar tanto los signos generales 
macroscópicos, como los cambios patológicos en los tejidos, 
requiere que la infección esté claramente establecida.

En el caso de los camarones en cultivo, la mayoría de las 
veces, dadas las condiciones en que se cultivan estos organis-
mos (lotes depauperados genéticamente homogéneos, hacina-
miento y condiciones en el estanque alteradas respecto a las del 
medio natural), el diagnóstico se logra una vez que la producción 
ya ha sido barrida por una epizootia. Este riesgo se deduce de lo 
comentado por Bruce et al. (1994 a) cuando comparan la oportuni-
dad de detección del virus PvSNPV (virus tipo Baculovirus penaei) 
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durante una infección experimental, mediante la “clásica” obser-
vación de cuerpos de oclusión tetraédricos en preparaciones en 
fresco, los cuales son evidentes hasta 18-24 horas después de la 
infección, en comparación con otros métodos, como histología o 
sondas moleculares, que son capaces de detectar la presencia 
del agente infeccioso en tan sólo 12 horas postinyección.

De igual forma, en virtud de que es factible introducir al 
cultivo estadios de desarrollo que no muestran síntomas de la 
enfermedad, así como organismos que no los mostrarán nunca, 
pero que pueden ser transmisores potenciales de ésta, el empleo 
rutinario para la prevención de enfermedades causadas por virus 
por esos medios de detección y diagnóstico queda en notoria 
desventaja ante métodos más oportunos, específicos, sensibles 
y eficaces.

La microscopía electrónica de transmisión, combinada con 
técnicas de concentración de virus a partir de homogeneizados 
de tejido mediante ultracentrifugación, puede ser considerada 
más eficaz que los demás métodos mencionados, aunque tiene 
la enorme desventaja del costo del equipamiento, lo que la 
convierte en una técnica adecuada para la investigación, pero 
difícilmente propia para el diagnóstico de rutina (ver Tabla I).

No obstante lo anterior, la detección oportuna y el diag-
nóstico específico de las enfermedades virales en camarones 
en cultivo no es un callejón sin salida. Con base en las caracte-
rísticas moleculares de los genomas de los virus ha sido factible 

desarrollar estrategias de aproximación más útiles basadas en la 
naturaleza bioquímica de esos agentes patógenos.

HerrAmIenTAs mOLeCuLAres DIAgnÓsTICAs: 
DeFInICIOnes

Son dos los métodos principales que emplean herramientas 
moleculares para detectar y diagnosticar la presencia de ADN 
de agentes virales en muestras de camarón: 1) amplificación 
de fragmentos genómicos selectos mediante el uso de oligonu-
cleótidos iniciadores (primers) específicos para la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) o PCR en tiempo real (qPCR) y 
2) hibridación de sondas moleculares específicas sobre soporte 
sólido (Dot-Blot) o in situ.

Ambos métodos emplean herramientas moleculares que 
tienen un origen de diseño común: se trata de secuencias de 
fragmentos del genoma de cada virus que se desea estudiar, los 
cuales han sido purificados y clonados en algún sistema vector-
bacteria útil para ese propósito.

Las herramientas moleculares para la detección y el diag-
nóstico de enfermedades producidas por virus tienen las siguien-
tes ventajas sobre los métodos tradicionales (ver Tabla I):

a) Son específicas. Debido a que su diseño y construcción 
se basan en fragmentos de secuencias del propio genoma viral, 

Tabla I. Comparación entre técnicas diagnósticas de enfermedades virales en camarones silvestres y cultivados.

 sensibilidad1 especificidad2 Oportunidad3 experiencia  Costo5 
    requerida4

Técnicas diagnósticas clásicas.      
 Observación macroscópica de signos gruesos + + - +++ - 
 Observación de tejido fresco al microscopio. + + - +++ + 
 Histología e histoquímica ++ ++ - +++ ++ 
 Observación al microscopio electrónico de transmisión. +++++ +++ + ++++ +++++

Técnicas diagnósticas moleculares.     

Uso de sondas moleculares.     

 Gota inmovilizada sobre soporte sólido (Dot-blot) ++++ ++++ ++++ ++ ++

 Hibridación in situ +++++ +++++ +++ ++ ++

Uso de iniciadores específicos.     

 PCR a partir de ácidos nucléicos purificados. ++++ ++++ +++++ ++ ++++

 Escala:  
 -   Nulo o despreciable. 1. Grado mínimo de infección detectada. 
 +   Muy bajo 2. Capacidad de discriminación entre entidades virales. 
 ++   Bajo 3. Eficiencia del diagnóstico. 
 +++   Intermedio 4. Habilidad y experiencia requerida para interpretar resultados. 
 ++++   Alto 5. Grado de inversión para efectuar la técnica. 
 +++++   Muy alto 
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el reconocimiento de la presencia de un virus determinado en 
tejidos del camarón no tiene lugar a dudas. Esta aseveración 
se basa en el hecho de que es en el genoma particular de cada 
virus donde residen las instrucciones específicas para su fun-
cionamiento bioquímico y fisiológico. No obstante, se debe ser 
muy cuidadoso al elegir la región genómica que servirá a manera 
de molde para el diseño de la herramienta debido a que existen 
regiones conservadas en el nivel de familia que, al ser elegidas, 
pudieran dar falsos positivos. Por lo tanto, es imprescindible 
conocer previamente la organización del genoma del virus en 
cuestión y conocer la función de cada gen para poder elegir 
adecuadamente de dónde se partirá para la construcción de la 
herramienta molecular.

b) Son sensibles. Dado que el reconocimiento de la pre-
sencia viral se hace en el nivel molecular, basta con que exista 
una pequeña cantidad del virus en cuestión para que su genoma 
pueda ser amplificado por PCR (en cantidades del orden de los 
femtomoles) o hibridado con una sonda molecular (en cantidades 
del orden de los picomoles, si se emplea alguna molécula repor-
tera que revele colorimétrica o fluorométricamente).

c) Son oportunas. Gracias a su sensibilidad, las herramien-
tas moleculares pueden detectar la presencia de virus en etapas 
muy tempranas de la infección. Además, los protocolos de apli-
cación, tanto para la técnica de PCR como de Dot-Blot, son de 
muy corta duración (en el orden de las 12-24 horas), comparadas 
con las tradicionales. Lo anterior las hace sumamente oportunas 
para emitir un diagnóstico. Adicionalmente, estos métodos no 
son destructivos, ya que en juveniles y adultos basta con contar 
con algunos microlitros de hemolinfa o un par de pleópodos, para 
poder llevarlas a cabo.

d) Son eficaces. La interpretación de los resultados es 
sencilla y sin ambigüedades, si se cuenta con los controles ade-

cuados. Los métodos no requieren del desarrollo de capacidades 
de observación y reconocimiento de signos y síntomas variables, 
ni de extensa experiencia en la identificación de subestructuras 
celulares y tisulares, como lo exigen, por ejemplo, las técnicas 
histopatológicas.

Oligonucleótidos iniciadores.

Por estas herramientas se entiende un par de secuencias 
de 18 a 30 nucleótidos que flanquean un gen o una región alta-
mente característica del virus que se desea detectar. El par de 
iniciadores se compone del llamado “hacia delante” (forward), 
que corresponde a los 18-30 nucleótidos de  secuencia comple-
mentaria al inicio de la región de interés, en el sentido 3’-5’ de la 
hebra de ADN, y el “hacia atrás” (reverse) que es una secuencia 
también de 18-30 nucleótidos coincidente con la secuencia final 
de la región  de interés, por lo tanto complementaria a la hebra 
de ADN en sentido 5’-3’ (Fig. 1). Este par de iniciadores reciben 
ese nombre pues su función es precisamente iniciar o disparar 
la reacción de síntesis de ADN. 

sondas moleculares.

La segunda herramienta que se puede diseñar a partir del 
conocimiento de la secuencia y organización del genoma viral 
es la sonda molecular. Ésta es una secuencia, generalmente de 
entre 200 y 1000 pares de bases, correspondiente a una porción 
de algún gen del virus. De preferencia se elegirá una región 
genómica que sea muy característica del virus que se pretende 
detectar por esta vía (es decir, deberá ser una secuencia varia-
ble entre taxones virales, pero conservada dentro del taxón). 
Esto es lo que da la especificidad de la prueba y en ello estriba 
su alto poder diagnóstico. 

Las secuencias que serán usadas como sonda son mar-
cadas, ya sea mediante radiactividad (32P) o con moléculas 

Figura 1. Complementariedad  específica de los iniciadores “hacia delante” o forward y “hacia atrás” o reverse con el ADN molde.

ADN molde 

5’                                 3’ 

TGCCTGCCATAGACTAGCTGATGCTGCAGCATAGC…..CGATATCCTTCGTCCCAAGGGAGAAGGTTCGC 

                       I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I  

                      AGCAGGGTTCCCTCTTCCAA 

                      3’                        5’ 

            “hacia atrás” 

         “hacia delante” 

         5’                      3’ 

          CTGCCATAGACTAGCTGATG 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I  

ACGGACGGTATCTGATCGACTACGACGTCGTATCG…..GCTATAGGAAGCAGGGTTCCCTCTTCCAAGCG 

3’                                   5’ 
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reporteras (p. ej. digoxigenina) (Fig. 2). El avance en la tecnología 
de las marcas no isotópicas a partir de 1992 ha hecho caer en 
desuso el marcaje radiactivo, el cual es problemático para los 
laboratorios estándar tanto por su manejo como por los desechos 
que produce (Cornett et al., 1999).

Una vez conocida la secuencia del gen o la región genó-
mica a partir del cual se construyó la sonda, es factible diseñar 
iniciadores que flanqueen la secuencia y generar la sonda 
mediante PCR, eliminando las inconveniencias de mantener las 
clonas que contienen como inserto el fragmento empleado como 
sonda (Taylor, 1993). Actualmente, existen paquetes de reactivos 
que incorporan la marca o molécula reportera durante el proceso 
de amplificación.

HerrAmIenTAs mOLeCuLAres DIAgnÓsTICAs: 
DIseÑO Y COnsTruCCIÓn

Los avances en la tecnología del ADN recombinante han 
permitido establecer protocolos sencillos para el diseño y cons-
trucción de herramientas moleculares.

Actualmente, está bien estandarizado el tratamiento que 
se debe aplicar para extraer ácidos nucleicos (ADN y/o ARN) 

de buena calidad y en cantidad, de prácticamente cualquier 
tejido o microorganismo, incluidos los virus (ver p. ej. Sambrook 
et al., 2001). El genoma de estos últimos, ya sea de ADN o ARN 
retrotranscrito como ADNc, puede ser clonado y posteriormente 
secuenciado, para elaborar sondas diagnósticas o iniciadores 
útiles en la detección de la presencia del virus que dio origen a 
las herramientas moleculares.

A continuación, se presenta de manera resumida, el pro-
ceso de diseño y construcción común empleado en nuestros 
laboratorios.

Clonación del material genómico.

El punto de partida para la clonación del material genómico 
es contar con una cantidad suficiente de virus que permita la 
obtención de ácidos nucleicos en concentración y calidad ade-
cuadas. En el caso de los virus que infectan camarones, lo anterior 
se logra mediante una infección experimental de especimenes 
vivos, íntegros y sanos; en virtud de que no existen, hasta este 
momento, líneas celulares de camarón adecuadas para el pro-
pósito que se persigue (algunos intentos poco exitosos han sido 
publicados, cf. Lu et al., 1995; Toullec et al., 1996; Sano, 1998).

De los camarones muertos por la infección, se colecta la 
hemolinfa y se congela el espécimen (a –80 0C), cuyos tejidos 
podrán ser también fuente de virus para la purificación de su 
genoma. A continuación, la hemolinfa u otro tejido (generalmente 
se emplean los órganos blanco del agente viral infeccioso), se 
homogeneizan en un amortiguador a pH adecuado. Los homoge-
neizados se aclaran mediante centrifugaciones sucesivas a baja 
velocidad (en forma creciente, en dos o tres pasos,  de 4 000 x g 
a 20 000 x g), para precipitar, finalmente, el paquete viral a 200 000 
x g (Bonami et al., 1990; 1995; 1997); éste se separa de los demás 
componentes celulares y el material de desecho mediante ultra-
centrifugación en gradiente lineal de sacarosa. La banda que 
contiene al virus, la cual se visualiza gracias a la difracción que 
produce cuando se ilumina con una fuente de luz blanca externa 
(Fig. 3), se extrae pinchando el tubo de centrífuga con una jeringa 
estéril. Una segunda purificación es factible, empleando gradien-
tes de densidad con CsCl, en aquellos virus que poseen cápsides 
resistentes (virus poliédricos) (Bonami et al., 1990).

En este punto es muy útil observar al microscopio electróni-
co de transmisión la calidad y cantidad relativa de los virus purifi-
cados, como número de partículas virales por campo (Fig. 4).

El paquete viral obtenido es sometido a lisis mediante pro-
teasas (normalmente proteinasa K) y detergentes (normalmente 
sarcosina) para liberar sus contenidos genómicos (Bonami et al., 
1990; 1995; 1997). 

En el caso de virus cuyo genoma consiste en ARN, se 
deben tomar precauciones adicionales a las comunes (limpieza 

Amplificación PCR
+DIG-dUTP

(Sonda molecular)

DNA blanco
Incubación con
anticuerpo anti-DGI

DETECCIÓN

DIG DIG DIG

DIG DIG DIG

DIG DIGDIG

Hibridación

AP AP AP

Figura 2. Esquema de la detección de ADN blanco mediante una sonda 
molecular marcada con digoxigenina, sometida a hibridación molecular. 
DIG: digoxigenina; AP: anti-DIG + fosfatasa alcalina. 
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exhaustiva y esterilización de todo material y reactivo) en un 
laboratorio de Biología Molecular. Debido a que las ARNasas son 
enzimas ubicuas resistentes a la desnaturalización por calor, se 
deberá tratar todo material y reactivo utilizado en el proceso de 
extracción y purificación del ARN con un inhibidor de ARNasas 
tal como el pirocarbonato de dietilo (DEPC) (Mari et al., 1998; 
Tang & Lightner, 1999).

La purificación de los ácidos nucleicos se lleva a cabo 
mediante extracción con fenol-cloroformo y precipitación con 
etanol (Sambrook et al., 2001). Cuando el genoma se conforma 
de ADN, éste está listo para iniciar el proceso de clonación, pero 
en el caso de genomas de ARN habrá que sintetizar el ADNc 
correspondiente para poder ser clonado. Con ese objeto, se 
emplea la transcriptasa reversa y un iniciador “aleatorio”, que 
consiste en una secuencia de 10 bases ordenadas al azar. Se 
incuba la reacción de síntesis y el ADNc obtenido se precipita 
con etanol (Mari et al., 1998). 

Para realizar la clonación es necesario insertar fragmentos 
del genoma (ADN o ADNc) en un vehículo para ser introducido 
en algún sistema bacteriano que lo incorpore y reproduzca. Este 
vehículo puede consistir en un plásmido o un bacteriófago. Los 
bacteriófagos se eligen principalmente cuando el tamaño de los 
insertos rebasan las decenas de miles de bases (Howe, 1995).

Cribado de la genobiblioteca.

De la clasificación cuidadosa de colonias transformadas 
se obtiene una genobiblioteca, biblioteca de genes o banco de 
genes.

El siguiente paso es cribar la genobiblioteca para elegir 
aquellas clonas que posean insertos de interés. Hasta este 
punto, se consideran de interés aquellas clonas que posean 
insertos mayores a 300 pb, ya que es el tamaño mínimo que 
puede brindar, por un lado, información sobre el genoma y, por 
otro, una sonda confiable y manipulable.

Cabe mencionar que una sonda será confiable en la medida 
que más conozcamos acerca de la organización del genoma del 
virus en cuestión y el origen de la secuencia empleada. Por esto 
se entiende, dentro de la organización genómica, el grado de 
conservación filogenética de la región que fue clonada para dar 
origen a la herramienta molecular. Existen genes en el genoma 
viral que definen precisamente la naturaleza de un virus en par-
ticular, y otros que son compartidos con los demás miembros de 
la misma familia. En caso de haber sido clonado un fragmento 
de estos últimos, la respuesta a la aplicación de la herramienta 
puede ser ambigua entre virus pertenecientes a una familia. Por 

1

2

Figura 3. Separación de partículas virales (WSSV) en un gradiente de 
sacarosa. Tubo de centrífuga iluminado con luz blanca ortogonalmente. 
1) Cápsides vacías. 2) Viriones.

Figura 4. Micrografías electrónicas de virus productores de epizootias 
en camarón. A. Virus del síndrome de la cabeza amarilla (YHV) 30,000 
X. B. Virus del síndrome de la mancha blanca (WSSV) 18,000 X.

A
B



283

Vol. 16 No. 3 • 2006

Detección molecular de virus en camarón

lo tanto, es muy importante asegurar que el fragmento empleado 
como herramienta pertenezca a un gen de los que confieren las 
características específicas al virus que nos interesa detectar 
(Zambrano-García, 2002).

Para la extracción del ADN plasmídico de las clonas que 
componen la genobiblioteca se utiliza una técnica comúnmente 
empleada en los laboratorios de Biología Molecular, que es cono-
cida como minipreparación  (Sambrook et al., 2001). Mediante 
este proceso, se reduce la genobiblioteca al mínimo requerido 
para continuar con la caracterización de los insertos.

Amplificación y secuenciación de los insertos.

A partir de cada clona con insertos interesantes es posible 
obtener cantidad suficiente de cada inserto para ser caracteriza-
da por secuenciación mediante la técnica de minipreparación. 
No obstante, es factible emplear técnicas de PCR (reacción en 
cadena de la polimerasa, ver abajo) con este fin. Finalmente, los 
insertos se limpian adecuadamente.

Los insertos así preparados están listos para ser secuen-
ciados, lo cual puede ser realizado ya sea manualmente, con un 
equipo de electroforesis adecuado para ello, mediante la técnica 
de Sanger (Sambrook et al., 2001), o mediante un aparato de 
secuenciación automatizado, ya sea de placa o capilar.

Después de obtenidas las secuencias, se procede a “armar 
el rompecabezas”. Una herramienta muy útil en este paso son 
las secuencias depositadas en bases de datos como GenBank 
(www.ncbi.nhm.nhi.gov), DDBJ (DNA, Data Bank of Japan; www.
ddbj.nig.ac.jp) y EMBL (European Bioinformatics Institute; www.
ebi.ac.uk), que permiten buscar analogías y homologías que 
orienten la reconstrucción de la organización genómica.

A partir de esa información, se podrá elegir con mayor 
confiabilidad cuál será la secuencia idónea para ser usada como 
sonda diagnóstica para cada virus particular.

marcaje no radiactivo.

Hasta hace aproximadamente 20 años, la única forma de 
marcar una secuencia de bases para ser usada como sonda era 
la radiactividad. Para tal efecto, se empleaba el isótopo 32P, que 
se incorporaba con alguno de los cuatro nucleotidos (A, T, G o C) 
(John et al., 1969; Pardue & Gall, 1969). Este procedimiento, aun-
que de gran utilidad en su época, presentaba los riesgos inhe-
rentes al uso de la radiactividad, y, por supuesto, su uso estaba 
restringido exclusivamente a aquellos laboratorios especializa-
dos que estaban específicamente equipados para el manejo de 
radiación, lo que lo hacía poco práctico para el diagnóstico en 
otro tipo de instalaciones.

A principio de los años ochenta del siglo pasado se empezó 
a desarrollar una nueva estrategia para el marcaje de sondas, 
que emplea moléculas reporteras no radiactivas. Esta estrategia 

incorpora ya sea moléculas reporteras del tipo fluorocromo uni-
das directamente al oligonucleótido, que pueden ser visualizadas 
directamente (Bauman et al., 1980,1984; Renz & Kurz, 1984), o 
bien, elementos de la inmunoquímica, empleando anticuerpos 
contra la molécula reportera, los cuales se acoplan con algún 
tipo de reacción que revele su presencia en un proceso de 
hibridación molecular (Bauman et al., 1981; Lansdorp et al., 1984; 
Pinkel et al., 1986).

Las primeras se emplean en métodos denominados direc-
tos y la principal característica de estas moléculas es que no 
deben interferir con la reacción de hibridación, y, además, deben 
resistir las condiciones de hibridación y lavado. Las segundas 
participan en lo que se conoce como métodos indirectos y, como 
las primeras, no deben interferir en la reacción de hibridación, 
pero, además, deben estar accesibles a los anticuerpos. Varias 
modificaciones hapténicas se han desarrollado para este fin, 
como el sistema biotina-estreptavidina, pero, actualmente, el 
más empleado es el sistema que emplea la digoxigenina como 
molécula reportera.

El primer juego de reactivos que empleó la digoxigenina 
(DIG) como hapteno apareció en el mercado en 1987. Esta molé-
cula es un esteroide aislado de las plantas Digitalis purpurea y 
Digitalis lanata. La DIG se une en la posición C-5 de nucleótidos 
de uridina, vía un brazo espaciador que contiene once átomos 
de carbono (Fig. 5). Los nucleótidos marcados con DIG se incor-
poran, con una concentración definida, a las sondas de ADN por 
medio de ADN polimerasas y la transferasa terminal. La marca 
de DIG se puede agregar por marcado aleatorio, desplazamiento 
de mella (nick translation), PCR, marcaje/terminación del extre-
mo 3’ o transcripción in vitro. Las sondas hibridadas marcadas 
con DIG se pueden detectar con anticuerpos antidigoxigenina 
(anti-DIG) de alta afinidad, los cuales están conjugados con 
fosfatasa alcalina, peroxidasa, fluoresceina, rodamina, AMCA u 
oro coloidal. La sensibilidad para la detección depende del méto-
do empleado para visualizar el anticuerpo conjugado. Cuando 
se emplea la fosfatasa alcalina con substratos colorimétricos 
tales como el nitroazul de tetrazolio (NBT) + la sal disódica del 
5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP), o fluorescentes como 
el fosfato de 2-hidroxi-3-ácido naftoico-2’-fenilanilida (HNPP), la 
sensibilidad de detección de la reacción es alrededor de 0.1 pg 
(Boehringer-Mannheim, 1996).

Diseño de iniciadores.

A partir de las sondas elaboradas y probadas, es factible 
diseñar iniciadores útiles para el diagnóstico por PCR. 

Cuando se diseña un par de iniciadores, es importante con-
siderar el tamaño del producto a ser amplificado. Cuanto menor 
sea éste, menor será el tiempo de extensión requerido y más 
corto el tiempo de análisis. También es importante considerar la 
posibilidad de formación de dímeros entre iniciadores y que éstos 
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sean distinguibles del producto esperado cuando se analiza el 
resultado mediante electroforesis estándar (McDowell, 1999).

Existen muchas guías para el diseño de iniciadores, no 
obstante, el apego estricto a ellas no garantiza el éxito, así 
como obviar algunos consejos puede resultar en algunos casos 
en iniciadores de muy buen desempeño. McDowell (op. cit.) 
recomienda seleccionar un tamaño para los iniciadores de entre 
20-30 bases, balancear las temperaturas de fusión del par de 
iniciadores, tratar de seleccionar un contenido de G+C entre el 40 
y el 60 %, evitar la complementariedad entre el par de iniciadores 
(particularmente en el extremo 3’), evitar repeticiones de purinas, 
pirimidinas o motivos repetitivos, así como la presencia de regio-
nes que posean estructuras secundarias significativas.

En la actualidad, se cuenta con un número importante de 
paquetes computacionales que ayudan a diseñar iniciadores. 
Entre los más empleados están: Oligo™, Primers® y PrimerSelect 
(este último perteneciente al paquete DNAStar™).

méTODOs mOLeCuLAres De DeTeCCIÓn Y 
DIAgnÓsTICO

Una vez construidas las herramientas moleculares, éstas 
pueden aplicarse para la detección y el diagnóstico mediante 
métodos basados ya sea en la amplificación de un fragmento 
determinado de un ADN o ARN molde, o en reacciones de hibri-
dación molecular.

Los primeros se auxilian de la reacción de la polimerasa 
en cadena (PCR), en el caso de virus con genoma de ADN; o en 
una modificación conocida como RT-PCR, cuando el genoma 
viral es una molécula de ARN. La modificación consiste en un 
primer paso en el que una transcriptasa reversa sintetiza el 
ADNc, seguido de una serie de ciclos de PCR normal. Las reac-
ciones de hibridación aprovechan la especificidad de las sondas 
moleculares para formar híbridos, ya sea en gotas inmovilizadas 
en membranas de nylon de extractos de ácidos nucleicos (Dot-

Blot), o directamente sobre cortes histológicos finos de tejidos 
de camarón (hibridación in situ). 

reacción en cadena de la polimerasa (PCr).

Esta reacción in vitro sigue la misma lógica bioquímica de 
la reacción de replicación del ADN in vivo. La doble hélice es 
desnaturalizada y la enzima ADN polimerasa, en presencia de 
desoxinucleótidos trifosfatados (dATP, dCTP, dTTP y dGTP, abre-
viados como dNTP’s), sintetiza cadenas complementarias que 
siguen la regla de Watson y Crick (una A se complementa con 
una T y una G con una C), con el resultado final de dos moléculas 
hijas semiconservativas (Watson, 1978). En la PCR, la reacción 
de síntesis de ADN se lleva a cabo en un tubo de ensaye con 
un medio amortiguado, donde un determinado tipo de ADN poli-
merasa (la Taq polimerasa, empleada por su característica de 
resistencia a las altas temperaturas) replica fragmentos cortos 
de ADN usando dNTP’s como bloques para la síntesis (Fig. 6). Un 
par de oligonucleótidos iniciadores, que se unen complementa-
riamente al ADN molde, definen el intervalo a amplificar. 

La PCR utiliza el calor como agente desnaturalizante de la 
doble hélice. Dado que la estructura de doble cadena se mantie-
ne por la fuerza de puentes de hidrógeno (dos entre A-T y tres 
entre G-C), al incrementar la temperatura (generalmente entre 
94° y 95 °C), esas uniones se rompen, exponiendo la secuencia 
de bases del ADN molde a la presencia de los iniciadores. Al 
bajar la temperatura a un nivel óptimo de alineamiento de estos 
oligonucleótidos (dictado por su secuencia), la reacción de la 
polimerasa en cadena puede iniciarse. Para ello, se eleva la 
temperatura nuevamente a la óptima para que la Taq polimerasa 
realice su función catalítica (entre 68° y 72 °C). La repetición de 
este ciclo 25-40 veces produce aproximadamente106 moléculas 
dúplex al final del proceso (McPherson & Moller, 2000). Los tres 

Figura 5. Digoxigenina-dUTP. El hapteno esteroide unido por un brazo 
espaciador de 11 carbonos a la posición 5’ del anillo pirimidínico de un 
residuo de dUTP.

ADN molde

Síntesis de la nueva cadena

Obigo iniciador

5’

3’

3’

5’

5’

5’

3’ ADN
polimerasa

3’

dGTP dATP dGTP

dATP

dTTP dCTP

dCTP

Figura 6. Esquema del proceso de amplificación de DNA por medio 
de la reacción en cadena de la polimerasa. El proceso se realiza 
en un termociclador que ajusta cíclicamente las temperaturas de 
desnaturalización (94°-95 °C), incorporación (>50 °C, en función de la 
temperatura de fusión de los iniciadores) y extensión (68°-72 °C), que 
es la temperatura óptima de la Taq polimerasa empleada (ver texto).

Residuo de dUTP

Brazo espaciador de 11 carbonos
Digoxigenina
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pasos de cada ciclo (desnaturalización, alineamiento y exten-
sión) son efectuados automáticamente mediante un termocicla-
dor, que en modalidad programable puede alterar rápidamente la 
temperatura y mantener los tubos a la temperatura deseada por 
un tiempo predeterminado.

Este método ha sido empleado desde principios de los años 
noventa del siglo pasado, para la detección de todos aquellos 
virus de los que se tienen fragmentos clonados que permiten 
diseñar iniciadores específicos (Lightner & Redman, 1998). En 
particular, el método es de gran utilidad en aquellos casos donde 
la sensibilidad es determinante (Bonami, 1997), como es el caso 
de infecciones incipientes, donde sólo unos pocos virus están 
presentes en los tejidos del camarón infectado. Teóricamente, 
bastará que una sola molécula de ADN esté presente en la mues-
tra para que ésta sea amplificada, generando una señal visible 
como una banda en una electroforesis en gel. En la práctica 
se considera como límite inferior de detección el orden de las 
docenas de femtomoles (Cowley et al., 2000).

Entre los primeros intentos exitosos de detección y diag-
nóstico de presencia viral en cultivos camaronícolas están los 
sistemas desarrollados por Chang et al. (1993) para el PmSNPV 
(Baculovirus tipo-Penaeus monodon) y Wang et al. (1996) para 
PvSNPV (virus tipo Baculovirus penaei). 

Actualmente, debido a los estragos que ha producido el 
virus del síndrome de la mancha blanca (WSSV), se han desarro-
llado una serie de sistemas de iniciadores para su detección (Lo 
et al., 1996; Kasornchandra et al., 1998; Kim et al., 1998; Tapay et 
al., 1999). Estos sistemas, aunque útiles, adolecen del defecto de 
haber sido diseñados a partir de fragmentos clonados sin conocer 
con precisión el grado de conservación del gen del que se deri-
van. De esta manera, los resultados pueden ser variables y crear 
confusión cuando el virus que se pretende detectar pudiera tener 
variantes geográficas en su composición genética. Un caso así 
fue discutido por Kasornchandra et al. (op. cit.), al aplicar su siste-
ma a muestras provenientes de seis países asiáticos, obteniendo 
resultados variables en el tamaño de la banda esperada. No 
obstante, algunos de estos sistemas se han empleado con éxito 
para la detección de presencia del virus en algunos otros países 
afectados, como por ejemplo, Filipinas (Magbanua et al., 2000). 

El empleo de algunos sistemas de iniciadores para detectar 
presencia viral puede producir falsos negativos. Las razones de 
la existencia de  resultados confusos pueden ser varias. Entre 
ellas, destacan las siguientes: 1) la región genómica en la que se 
basaron los autores que propusieron un sistema de iniciadores 
para diagnóstico pudo no haber sido una región conservada en 
el taxón, lo que hace que algunas variantes geográficas del virus 
no puedan ser identificadas por esos sistemas. Las variantes 
geográficas de WSSV han sido demostradas por Lo et al. (1996) 
y Wang et al. (2000); y 2) los signos patognomónicos pudieran 

ser dados por algún tipo de patógeno diferente a WSSV, como 
lo demostraron Wang et al. (op. cit.) en cultivos malayos de P. 
monodon, y Goarant et al. (2000) en P. stylirostris de granjas de 
Nueva Caledonia, donde un agente de tipo bacteriano produjo 
síntomas parecidos a los del WSSV.

Este método ha sido empleado también con fines de inves-
tigación, p. ej., para la demostración del amplio espectro de 
infectividad del WSSV. Mediante PCR fue posible detectar que 
este virus es capaz de infectar, aunque sin la morbilidad que pre-
senta en camarones, a langostinos Macrobachium rosenbergii 
(Peng et al., 1998) y al cangrejo Uca pugilator (Kanchanaphum et 
al., 1998). Además, se ha utilizado como prueba complementaria 
en la detección de nuevas enfermedades de origen viral en las 
especies de  peneidos comúnmente cultivadas, o en la detección 
de virus conocidos presentes en especies distintas a aquellas 
donde éstos se presentan normalmente (Park et al., 1998)

Asimismo, la alta sensibilidad  del método permitió detectar 
la presencia en el mercado estadounidense de WSSV, en cama-
rón congelado procedente de Asia, lo que prueba, de alguna 
manera, la hipótesis de Lightner et al. (1997) acerca del riesgo 
de dispersión viral por el traslado internacional de camarón vivo 
y congelado (Durand et al., 2000).

Transcripción reversa asociada a PCr (rT-PCr).

Los virus que contienen una molécula de ARN como 
genoma también pueden ser detectados mediante PCR, pero es 
necesario un paso preliminar en el que la molécula de ARN es 
convertida a su ADNc por medio de una enzima característica 
de los ARNvirus: la transcriptasa reversa, la cual es empleada 
por éstos para convertir su genoma de ARN en ADN en la célula 
hospedera. Esta variante de la técnica es conocida como RT-PCR 
y fue desarrollada para estudios de expresión génica donde era 
necesario determinar exactamente los niveles de ARN mensaje-
ro (ARNm) (Fig. 7). 

Cuando se desea emplear el RT-PCR clásico para la detec-
ción de virus, se presentan algunas diferencias en relación con 
la preparación del ADNc. Primero, no es adecuado emplear 
iniciadores del tipo oligo-dT, ya que, en contraste con los ARNms 
eucarióticos, normalmente los virus no poseen una cola de poli-
A. Por lo tanto, es más adecuado diseñar iniciadores específicos 
(generalmente a partir de ADNc clonado con origen en fragmen-
tos de ARN del genoma) que permitan la amplificación selectiva 
de la región genómica deseada. Segundo, y muy relacionado con 
lo anterior, se debe partir de ARN altamente purificado, para evi-
tar que al estar presente ADN, éste pudiera servir también como 
molde en la amplificación (McPherson & Moller, 2000). 

Algunos métodos de detección y diagnóstico se han desa-
rrollado con base en la técnica de RT-PCR. Entre ellos, se cuenta 
con un sistema de iniciadores para la detección de TSV, los cua-
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les fueron diseñados de ADNc clonado del genoma de ese virus 
y han sido probados mediante infecciones experimentales de 
TSV en P. vannamei y  P. stylirostris (Nunan et al., 1998). Cowley 
et al. (2000) publicaron métodos de detección mediante RT-PCR 
para el virus asociado a las branquias (GAV) y el virus del órgano 
linfoide (LOV). De la misma forma, se cuenta con dos pares de 

iniciadores para diagnóstico mediante RT-PCR anidado para YHV 
(Tang & Lightner, 1999), que ha sido empleado con éxito para la 
detección del virus en producto congelado (Durand et al., 2000) y 
en vivo (Zambrano-García, 2002) (Fig. 8).

Como se mencionó con anterioridad, el conocimiento de 
la organización genómica permitirá diseñar iniciadores más 
precisos para la detección inequívoca de la presencia de virus 
en especimenes de cultivo. Actualmente se cuenta ya con la 
caracterización genómica de TSV (Mari et al., 2002).

Al respecto, la técnica de RT-PCR ha resultado una opción 
de investigación del genoma más sencilla, dada la enorme difi-
cultad para clonar el material genético completo de YHV. Este 
virus presenta una gran fragilidad, lo cual ha impedido obtener la 
cantidad mínima necesaria para llevar a cabo su clonación. En 
cambio, con base en los hallazgos de Cowley et al. (1999), en lo 
que se refiere a las grandes similitudes entre los virus YHV y GAV, 
y dado que se ha logrado elucidar la secuencia completa de este 
último, con la aplicación de una estrategia metodológica denomi-
nada “iniciador andante” (primer walking) (Ansorge et al., 1997), 
es factible diseñar iniciadores “familiares” (que amplifican el 
mismo fragmento en el nivel de familia) a partir de la secuencia 
de GAV y amplificar, mediante RT-PCR, fragmentos del genoma 
de YHV. Posteriormente, se secuencian los productos de amplifi-
cación de aquellos pares de iniciadores exitosos y se rediseñan 
nuevos pares de iniciadores, con base en la secuencia obtenida 
de YHV hasta completar la secuencia total.

PCr en tiempo real (qPCr).

Higuchi et al. (1992) idearon una forma de hacer de la 
reacción en cadena de la polimerasa una técnica cuantitativa 
al agregar un fluorocromo que se intercale o enlace proporcio-
nalmente con la doble cadena del ADN que se sintetiza durante 
la reacción y detectar el incremento de fluorescencia con algún 
dispositivo fluorimétrico. Debido a que es posible cuantificar la 
fluorescencia a lo largo de la PCR, particularmente en la fase 
exponencial de síntesis, se le llamó PCR en tiempo real.

El método en condiciones estándar puede emplear dos tipos 
de química, principalmente la sonda de tipo TaqMan, o un fluoro-
cromo, como el SYBR Green. En ambos casos, se diseñan iniciado-
res altamente específicos (con temperaturas de fusión superiores 
a los 60° C) para amplificar un fragmento no mayor a 150 pb. 

En el caso de la sonda TaqMan, ésta se refiere práctica-
mente a un tercer iniciador que participa de manera muy espe-
cífica en la PCR a manera de reportera del número de copias 
que se producen en cada ciclo de reacción. Para lograr este 
propósito, la sonda TaqMan está conformada por una secuencia 
específica de ADN que incorpora un agente fluorescente en el 
extremo 5’, al que se le conoce como reportero, y una molécula 
no fluorescente en el extremo 3’, denominada apagador. Cuando 
estas dos substancias se encuentran cercanas en los extremos 

Amplificación PCR

Primera cadena de
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Segunda cadena de
ADNC
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3’

   Generac ión  de  la  p r imera
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dGTP
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Figura 7. Esquema del proceso en que se basa la  RT-PCR. El primer 
paso implica el uso de la transcriptasa reversa para sintetizar, a partir 
de la cadena de ARN viral, una cadena de ADNc de donde puede partir 
la amplificación normal por medio de PCR  (ver texto).
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Figura 8. Electroforegrama en gel de agarosa de amplicones 
producidos por RT-PCR mediante cebadores específicos para YHV. 
Columna 2: escalera molecular de 250 pb; columna 3: control 
positivo de camarón infectado experimentalmente con YHV (273 
pb); columna 4: control negativo de camarón sano; columnas 5-12: 
pruebas positivas de camarones en cultivo (273 pb). Secuencia de 
los iniciadores: YHV273F: 5’CAAGATCTCACGGCAACTCA-3’; YHV273R: 
CCGACGAGAGTGTTAGGAGG-3’ (Tang & Lightner, 1999).
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de la sonda, la fluorescencia que emite el reportero al ser estimu-
lado por una fuente externa la absorbe el apagador, resultando 
en una fluorescencia global nula. Cuando la sonda es degradada 
durante el proceso de la PCR, debido a la acción exonucleasa de 
la polimerasa, reportero y apagador se separan y la cantidad de 
fluorescencia relativa se incrementa. Al proceso se le conoce 
como “transferencia de energía resonante fluorescente” (FRET, 
por sus siglas en inglés). 

El reactivo SYBR Green I es una molécula pequeña que 
emite fluorescencia cuando se enlaza a el surco menor del ADN. 
Este compuesto cumple con dos condiciones básicas que le 
permiten ser usado en los ensayos de qPCR: 1) la fluorescencia 
detectada es directamente proporcional al número de copias 
obtenidas en cada ciclo de la PCR, y 2) esta molécula no inhibe 
la PCR ni disminuye su eficiencia de amplificación. Al utilizar este 
reactivo para la qPCR se debe poner especial cuidado con la 
especificidad de los iniciadores, ya que si se generan productos 
inespecíficos, el SYBR Green puede enlazarse a ellos y alterar el 
resultado cuantitativo.

El qPCR se desarrolla con la misma secuencia que el PCR, 
es decir, ejecutando ciclos de desnaturalización, alineamiento y 
extensión, pero a diferencia de éste, donde se analiza el resul-
tado en el punto final, el qPCR no requiere de una electroforesis 
para conocer el resultado, sino que al final de los ciclos de 
amplificación se construye una gráfica de la segunda derivada 
de la función de fluorescencia contra la temperatura, donde 
queda representada la temperatura de fusión como un pico bien 
definido a la temperatura detectada por el sistema. Si se detecta 
más de un pico a una temperatura de fusión menor a la esperada, 
esto puede indicar la formación de dímeros con los iniciadores o 
amplificaciones inespecíficas.

El resultado final que arroja el qPCR es una gráfica, donde 
en el eje horizontal está representado el número de ciclos y en el 
eje vertical la fluorescencia normalizada con el ciclo anterior (el 
incremento en la fluorescencia por tanto) y la fluorescencia de la 
referencia pasiva (control interno del aparato). Esta gráfica repre-
senta entonces el incremento en el número de copias del ADN 
amplificado con respecto a cada ciclo. Al fijar un nivel de fluores-
cencia dentro de la fase geométrica de amplificación (equivalente 
al número de moléculas de ADN finales), el número de ciclos que 
son necesarios para que la fluorescencia alcance este valor fijo 
será directamente proporcional a la concentración inicial. A este 
valor se le conoce como CT o umbral de ciclos y en ese número se 
basan las cuantificaciones mediante qPCR (Servín-Vega, 2004).

El procedimiento con sondas TaqMan hace del qPCR un 
método mucho más específico y sensible (detecta hasta dos 
copias del fragmento a amplificar) que el uso del fluorocromo 
SYBR Green; sin embargo, los resultados obtenidos con este 
último son lo suficientemente sensibles y específicos para ser 
usados en la detección y cuantificación de virus en camarones. 

Por ejemplo, Dhar et al. (2001) desarrollaron una prueba para 
detectar y cuantificar los virus IHHNV y WSSV por qPCR, usando 
SYBR Green como fluorocromo. Estos autores obtuvieron una 
relación lineal entre la cantidad de ADN plasmídico empleada 
para generar la curva estándar y el umbral de ciclos (CT) en 
un intervalo de 1 a 105 copias del genoma viral. Asimismo, 
puede amplificarse simultáneamente el gen de la β-actina 
(gen constitutivo en el camarón), como control interno de la 
reacción. Mediante la obtención de los valores de CT de muestras 
infectadas con IHHNV y WSSV, por separado, se pudo calcular 
el número de copias virales a partir de la curvas CT de esos virus. 
Así, los autores estiman que su técnica es de 100 a 2000 veces 
más sensible que la PCR normal.

Un ejemplo de aplicación del qPCR con sonda TaqMan 
es la publicada por Tang & Lightner (2001) para IHHNV. Tanto 
los iniciadores, que amplifican un fragmento de 81 pb, como la 
sonda TaqMan fueron diseñados a partir del ORF1 del genoma 
de IHHNV. El fragmento amplificado fue clonado y el plásmido 
pIHHNV-P4 fue usado como control positivo en sus ensayos. 
Éstos revelaron un intervalo de detección de entre 10 y 5 x 107 
copias de ADN de IHHNV. Además de probar su método en 
muestras de camarón del medio silvestre y cultivado, donde 
lograron detectar con alta sensibilidad infecciones crónicas del 
virus, probaron la capacidad de resistencia de una cepa de P. 
stylirostris spr (resistente a enfermedades específicas) ante un 
reto per os con material contaminado con IHHNV. Después de 32 
días del ensayo no hubo signos  de infección, mientras que una 
población control de P. vannamei contenía hasta 108 copias de 
IHHNV a los 30 días de infectado.

Cuando se requiere detectar y cuantificar virus con geno-
ma de ARN, es factible efectuar un RT-qPCR. Nunan et al. (2004) 
desarrollaron una ensayo para determinar el número de copias 
virales en P. vannamei infectado experimentalmente con el 
virus del síndrome de Taura. Un lote de camarones fue infecta-
do tanto mediante inyección como per os y se examinaron las 
cargas virales en diferentes tejidos. En el ensayo con infección 
por inyección no se encontró diferencia en carga en los tejidos 
analizados, mientras que cuando el camarón ingirió el material 
infectado, hubo diferencias estadísticas entre abdomen y bran-
quias, entre abdomen y urópodo y entre pleópodos y urópodo. 
El abdomen fue el tejido que menos carga viral mostró, así 
como los pleópodos, comparados ambos contra el urópodo. 
La media del número de copias virales por nanogramo de ARN 
total en el experimento con inyección fue de 1.4 × 105 en bran-
quias y 2.3 × 105 en el abdomen completo. En el experimento per 
os el intervalo fue de 2.5 × 104 en el músculo abdominal a 4.3 × 
105 en el cefalotórax. 

Los ejemplos anteriores dan una idea del amplio potencial 
que tiene esta nueva técnica para la detección altamente 
específica y la cuantificación de gran sensibilidad de virus en 



288

Hidrobiológica

De la Rosa & Bonami.

camarones. Asimismo, representa una poderosa herramienta 
para la investigación del proceso de infección viral.

Hibridación molecular en gota inmovilizada (Dot-Blot).

La herramienta diagnóstica empleada en esta técnica es la 
sonda molecular, la cual puede ser diseñada a partir de secuen-
cias conocidas de fragmentos clonados del genoma viral, o bien, 
simplemente purificada a partir de amplicones generados por 
medio de PCR, en la que se utilizaron iniciadores diseñados para 
la detección del virus.

El método de detección “hibridación molecular en gota 
inmovilizada (Dot-Blot)”, se basa en el principio de hibridación 
molecular, en el que una sonda marcada (actualmente se emplea 
en forma común digoxigenina como molécula reportera, como 
ya se comentó), se une, por medio de puentes de hidrógeno, al 
fragmento complementario de un genoma viral (ADN o ARN), el 
cual ha sido inmovilizado sobre una membrana de nylon.

De las muestras de tejido de camarón se extrae, ya sea el 
ADN o el ARN (dependiendo del virus que se quiera detectar) 
y se aplica una pequeña muestra de esos extractos en una 
membrana de nylon cargada positivamente, la cual ha sido 
previamente cuadriculada para ubicar inequívocamente la posi-
ción de cada muestra. El ácido nucleico es entonces fijado a la 
membrana mediante radiación UV o calor y se trata ésta con 
una solución bloqueadora para evitar reacciones inespecíficas. 
A continuación, a una solución de hibridación se le agrega la 
sonda marcada, y se pone en contacto con la membrana a una 
temperatura determinada (normalmente 42° C para hibridaciones 
ARN-ADN, o 68° C para hibridaciones ADN-ADN) y en agitación 
constante. Tras un tiempo determinado, se detiene la reacción 
y se efectúan lavados exhaustivos a la membrana. Finalmente, 
se agrega el anticuerpo contra la marca (anti-DIG), el cual está 
unido a una enzima que catalizará una reacción ante la presen-
cia de un sustrato, que unido a una sustancia fluorescente o que 
desarrolle color, indicará la presencia del fragmento del genoma 
viral en caso de que la muestra contuviera al virus en cuestión 
(Fig. 9).

Se trata de un método sencillo que es utilizado cada vez 
más frecuentemente como rutina en la detección de agentes 
virales dada su rapidez y relación costo:efectividad (Carr et al., 
1996). Aunado a lo anterior, la toma de muestra no es destructiva, 
ya que es factible emplear hemolinfa para el ensayo.

Desde la primera sonda molecular construida con fines 
diagnósticos para el IHHNV a principios de los años noventa 
del siglo pasado (Mari et al., 1993), se han desarrollado sondas 
moleculares prácticamente para todos los virus que afectan a los 
cultivos de camarón. Un ejemplo completo del procedimiento de 
elaboración de una sonda molecular para la detección de TSV y 
su uso en diagnóstico por Dot-Blot e hibridación in situ puede ser 
consultado en Mari et al. (1998).

Hibridación in situ.

El método de mayor contundencia para la detección y 
diagnóstico de enfermedades virales que afectan al camarón 
es la hibridación in situ. Este método emplea como herramienta 
molecular sondas específicas, las cuales se aplican directamen-
te sobre cortes histológicos de camarones que se sospecha pue-
dan haber sido infectados por agentes virales. A diferencia de 
los análisis histopatológicos tradicionales, donde es necesario 
desarrollar una amplia experiencia en la identificación de estruc-
turas celulares modificadas por la acción del patógeno, mediante 
la aplicación de sondas moleculares es fácilmente reconocible la 
presencia del virus. Además, dada la especificidad de la sonda 
empleada, se puede diagnosticar sin ambigüedades el tipo de 
virus que está presente.

La técnica empleada sigue un protocolo semejante a la 
que se utiliza en el Dot-Blot, con algunas modificaciones que 
implican, p. ej., la digestión parcial del tejido mediante alguna 
proteasa (p. ej. proteinasa K), y el uso de algún detergente (p. ej. 
sarcosina), que lisen tanto las membranas celulares como las 
cápsides virales, con el objeto de permitir la difusión de la sonda 
y propiciar la reacción de hibridación molecular.

El tamaño de la sonda es crítico, precisamente porque 
es necesario que ésta se difunda adecuadamente a través de 
los tejidos. Por lo tanto, los tamaños más adecuados de sonda 
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Figura 9.  Hibridación Dot-Blot en membrana de nylon de ARN total 
de pleópodos de camarón. Se muestra un ejemplo de dos muestras 
registradas como positivas para el virus YHV mediante RT-PCR. A1, A2: 
control positivo 1 μL, 2 μL; A3: control negativo 1 μL; B1, E1: 1 μL de 
ARN extraído de hemolinfa agrupada a partir de las muestras positivas 
por RT-PCR; C1-10, F1-10: en cada cuadro, 1 μL of ARN extraído 
individualmente de pleópodos correspondientes a cada espécimen de 
las muestras positivas a partir de RT-PCR. Temperatura de hibridación: 
42° C. Sonda utilizada: amplicón de 273 pb de un fragmento del gen 
putativo pol  de YHV, marcado con digoxigenina (DIG) (Tang & Lightner, 
1999; Méndez-Payán, 2003).
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se encuentran en un intervalo entre 200 y 500 pb (el protocolo 
completo puede ser consultado en Boehringer-Mannheim, 1996 y 
referencias posteriores). Una vez completo el protocolo, las lami-
nillas tratadas se observan al microscopio, donde se apreciarán 
cúmulos de color que evidencian la presencia de virus en los 
tejidos que han sido invadidos por el agente patógeno (Fig. 10).

La hibridación in situ ha sido empleada con éxito para el 
diagnóstico de diversos  virus. Por ejemplo: para el Baculovirus 
penaei (Bruce et al.,1993, 1994 b), para IHHNV (Mari et al., 1993), 
para PmSNPV (Poulos et al., 1994), para HPV (Mari et al., 1995), 
para TSV (Mari et al., 1998), para YHV (Tang & Lightner, 1999) y 
para WSSV (Chang et al., 1998; Shi, 2000).

Otras aplicaciones en investigación han sido la diferencia-
ción de cepas virales con distinto origen (Durand et al., 1998), 
el reconocimiento de los órganos blanco en una infección por 
Baculovirus penaei (Bruce et al., 1994 b) y el seguimiento del 
desarrollo de la enfermedad provocada por TSV (cf. Hasson et 
al., 1999).

esTrATegÍA De COnTrOL sAnITArIO

De lo descrito a lo largo del documento, queda establecido 
que:

1) El problema de las epizootias virales es quizá la amenaza 
más tangible para el desarrollo de la camaronicultura en el 
ámbito mundial y la que requiere de una estrategia inmediata 
para su control.

2) Los métodos tradicionales de detección y diagnóstico, 
aunque aportan información valiosa para la definición del proble-

ma, no son los más oportunos, sensibles, específicos ni eficaces 
para ser incluidos como parte de esa estrategia.

3) Los métodos moleculares ofrecen, en cambio, esas 
características, y se perfilan como las herramientas más útiles 
para el establecimiento de un control sanitario.

¿Cómo aprovechar las bondades de estas herramientas 
para frenar la dispersión de agentes virales a través de los culti-
vos de camarón a escala mundial?

Primero, queda establecido que una importante fuente de 
esa dispersión es el traslado indiscriminado y sin control de 
larvas, poslarvas y reproductores entre laboratorios y granjas 
o entre granjas en los ámbitos nacionales e internacionales. 
Segundo, dados los brotes epizoóticos repetidos de enfermeda-
des virales en granjas alrededor del mundo, y la acción de drenar 
al mar los contenidos de los estanques infectados, la posibilidad 
de infección a poblaciones naturales es obvia y lamentable, 
principalmente cuando se trata de virus exóticos procedentes de 
regiones apartadas de la granja afectada. Tercero, el uso de lar-
vas y poslarvas del medio natural para iniciar cultivos en países 
productores menos desarrollados, donde aún no se ha estable-
cido la infraestructura suficiente en laboratorios de producción 
de larvas, incrementa el riesgo de brotes virales, convirtiendo la 
actividad en un círculo vicioso.

Con base en lo anterior, es evidente que un primer paso 
obligado es la suspensión absoluta de la utilización de larvas del 
medio natural, por lo menos hasta tener, como segundo paso, 
una evaluación global de la presencia de virus patógenos en las 
poblaciones naturales mediante herramientas moleculares. Esto 
se puede lograr con la colaboración de las flotas camaroneras, 
que pescan intensiva y extensivamente en las costas donde se 
desarrollan las poblaciones naturales del camarón.

Como tercer paso, se sugiere que cada traslado de produc-
to camaronero en cualquier presentación, ya sea para cultivo o 
para consumo, cuente con un certificado sanitario basado en 
pruebas moleculares, con los iniciadores y/o sondas existentes 
en la actualidad. Evidentemente, la evolución y aparición de 
nuevos virus no va a parar, por lo que podrán aparecer nuevas 
amenazas virales en el futuro; sin embargo, lo que se pretende 
evitar es seguir esparciendo lo que ya sabemos que existe.

Los análisis de muestras para exportación o simple traslado 
entre granjas, deberán realizarlo laboratorios fundados para ese 
propósito, certificados por una comisión técnica calificada y 
financiados en partes proporcionales por los gobiernos y el sec-
tor productivo. La distribución y el número de estos laboratorios 
deberá corresponder a la densidad de granjas en una región 
determinada.

La gran sensibilidad de las herramientas moleculares hace 
posible detectar la presencia de virus en etapas muy incipientes 

Figura 10. Prueba diagnóstica para WSSV mediante hibridación in situ 
en corte histológico de tejido epitelial de camarón P. chinensis. Las 
flechas indican algunos de los núcleos donde tuvo lugar la hibridación 
con la sonda preparada a partir de un fragmento de 1.7 kpb clonado del 
genoma de WSSV (Shi, 2000). 
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de la infección, lo que las convierte en instrumentos de malla 
muy fina para filtrar cualquier posible amenaza de introducción. 
El tiempo tan corto que se emplea para su aplicación da la 
oportunidad suficiente para no frenar la dinámica acelerada de 
esta actividad. Su especificidad permite hacer una evaluación 
exacta del grado de riesgo que puede significar la presencia 
de un determinado tipo de virus. Por último, lo evidente de los 
resultados de las pruebas moleculares permite que, una vez que 
la prueba ha sido desarrollada y estandarizada, no se requiera de 
personal altamente especializado para aplicarlas. 

La instauración de una estrategia de control sanitario para 
evitar las epizootias virales en la camaronicultura requiere de 
la unión de voluntades. Es urgente una norma internacional que 
regule el desplazamiento de productos para cultivo o consumo, 
basada en la ética más elemental y en las herramientas mole-
culares. 
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