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RESUMEN

El cultivo de camardn, como actividad productiva, ha tenido un crecimiento exponencial en los paises costeros de
la franja tropical y subtropical, impulsado por el desarrollo de diversas tecnologias. Sin embargo, alin 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 econémicos en granjas
de los hemisferios este y oeste. Una serie de métodos tradicionales de diagnostico han sido empleados para detectar
la presencia y evaluar la prevalencia de virus patégenos en las diversas especies de camarén llevadas al cultivo,
aunque su especificidad, sensibilidad, oportunidad y eficacia son cuestionadas. En contraste, se describe la opcién de
las herramientas moleculares como alternativa mas adecuada para la deteccion oportuna y el diagnostico especifico,
con muy alta sensibilidad y sencillez de interpretacion. En el presente trabajo se presenta la manera en que se
disefian y construyen los iniciadores especificos y las sondas moleculares. Asimismo, se describen los métodos que
emplean las mencionadas herramientas con el propdsito de detectar y diagnosticar la presencia de agentes virales en
tejidos selectos de camardn: la amplificacion de fragmentos genémicos selectos mediante el uso de oligonucledtidos
iniciadores especificos para la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) o la PCR en tiempo real (qPCR) y la
hibridacion de sondas moleculares especificas sobre soporte sélido (Dot-Blot) o in situ. Finalmente, se propone una
estrategia de control sanitario para la erradicacion de las epizootias de origen viral, basada en la aplicacion adecuada
y sistematica de los métodos de deteccion que emplean herramientas moleculares.

Palabras clave: Sondas moleculares, iniciadores, diagndstico, virus, camaronicultura.

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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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.

INTRODUCCION

El camardn como recurso ha sido intensamente explota-
do en sus poblaciones naturales, llegando, a finales del siglo
pasado, a sus limites en cuanto a rendimiento por captura en
cuerpos de agua y altamar (Ocean Garden, 2001). Ante una
demanda sostenida en el &mbito mundial, la camaronicultura se
ha convertido en la respuesta al mercado creciente y globaliza-
do, contribuyendo en 1999 con el 26 % de la produccion mundial
de camardn, evaluada en 3.2 millones de toneladas (Banco de
México-Fira, 2001) y con el 30 % en 2003, cuando la produccion
total de camardn fue calculada en 5.2 millones de toneladas
(Sabatini & 0'Sullivan, 2004).

En particular, a partir de 1980 el cultivo de camaron ha pre-
sentado un desarrollo expansivo con un incremento de alrededor
de 50 000 t en ese afio, a 920 000 t en 1994 (New, 1997), 814 250
t en 1999 (Rosenberry, 1999) y 1.6 millones de toneladas en 2003
(Sabatini & 0'Sullivan, op. cit). Asia destaca entre los producto-
res con un aporte del 80 % de la produccion mundial por cultivo.
En 1999, Tailandia, China, Indonesia e India se ubicaron dentro
de los cinco primeros lugares en produccion, con Ecuador, el
productor americano mas importante, ocupando el cuarto lugar
(Fuchs et al., 1999).

Actualmente, |a aportacion de camardn cultivado por parte
de Asia sigue siendo mayoritaria, con el 75 %, ocupando China,
Tailandia e Indonesia los tres primeros sitios en produccion,
mientras que el 25 % restante es cultivado en América, donde
Brasil, Ecuador y México ocupan los sitios méas destacados
(Sabatini & 0'Sullivan, op. cit).

La produccion mundial de camardén en cultivo recae
principalmente en seis especies: Penaeus monodon Fabricius,
1798 (camaron tigre, 56 %), P. merguiensis De Man, 1888 (cama-
ron blanco asiatico, 17 %), P vannamei Boone, 1931 (camardn
blanco occidental, 16 %), P. chinensis Osbeck, 1865 (camaron

blanco chino, 6 %), P. stylirostris Stimpson, 1871 (camarén azul
occidental, 4 %)y P, japonicus Bate, 1888 (camardn 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 mayoria de las granjas asiaticas en los proximos afios (Briggs
et al., 2004).

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

El camarén blanco asidtico 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 camarén blanco occidental es nativo de la costa del
Pacifico de las Américas. Ha sido la especie de eleccion en
Ecuador y la mayoria de las granjas latinoamericanas. Su talla
maxima es de 230 mm y es una especie cuyo cultivo es mas sen-
cillo en comparacion con P monodon. Por ese motivo, reciente-
mente China y Taiwan han importado lotes de esta especie para
experimentar su cultivo en esas regiones asiaticas.

El camardn azul occidental también es nativo de la costa
del Pacifico, desde México hasta Peri. Fue la especie de elec-
cion para cultivo en diversas granjas del hemisferio occidental
hasta finales de los afios ochenta, cuando el virus de la necrosis
infecciosa hipodérmica y hematopoyética, o IHHNV, devasté
casi completamente los cultivos. Este camardn se asemeja al

1 En este articulo 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 explicacion alguna que justifique ese hecho.
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blanco occidental en cuanto a calidad culinaria, aunque su
cultivo es mas exigente en términos de mejor calidad de agua,
mayor concentracion de oxigeno y requerimientos cuantitativos
de alimento; no obstante, a su favor esta la mayor tolerancia a
temperaturas bajas.

El camardn blanco chino es un camardn de las costas de
China 'y Corea que crece muy hien a temperaturas hajas. Tolera
fondos fangosos y baja salinidad. Su talla maxima es mas peque-
fia que los otros peneidos cultivables (183 mm) y necesita altos
niveles de proteina.

El camarén kuruma es nativo del Océano indico y el
Pacifico Sudoccidental. Esta especie se cultiva predominante-
mente en Japon y Australia en fondos arenosos y agua de alta
calidad. Sus dieta incluye un alto contenido de proteinas. Su
mercado se limita a Japon.

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 manipulacion del ciclo bioldgico del camaran, 2) el
disefio de sistemas de cultivo mas eficientes y eficaces, y 3) los
requerimientos nutricionales de las distintas especies en cultivo,
se considera que, en comparacion con la crianza de animales
terrestres, la domesticacién del camarén estd apenas en sus
inicios (Nauen, 1999). Por afiadidura, la camaronicultura enfrenta
retos muy importantes en cuanto a su ubicacion como actividad
econdmica 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 practica comin la tala indis-
criminada de este tipo de vegetacion para asentar los complejos
para el cultivo. Lo anterior ha provocado la modificacion de la
linea costera y el deterioro de las condiciones productivas en
la franja litoral adyacente. Ademas, debido a la inexistencia de
reglamentacion sobre el ordenamiento territorial en la mayoria
de los paises 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 camaronicola en virtud
de que las aguas que libera una granja, normalmente eutrofica-
dasy deterioradas en su calidad, son incorporadas al sistema de
las granjas vecinas provocando pérdidas en la produccion (Bilio
et al, 1999; Fuchs et al,, 1999).

El Gltimo problema incluye lo que en este momento es quiza
la amenaza mas grave para los inversionistas en camaronicul-
tura, es decir, la transmision de enfermedades provocadas por
diversos agentes patogenos. Y dentro de los patdgenos mas
devastadores por su morbilidad se encuentran los virus (Lightner
et al, 1997).
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Unos 15 virus han sido descritos como agentes infecciosos
en cultivos alrededor del mundo; pero son ocho los que han
provocado las epizootias mas devastadoras: el virus de la necro-
sis infecciosa hematopoyética e hipodérmica (IHHNV), el virus
hepatopancreatico (HPV), el virus del sindrome de la nucleosis
poliédrica de P. vannamei (PvSNPV, o virus tipo BP), el virus del
sindrome de la nucleosis poliédrica de P monodon (PmSNPV
0 virus tipo MBV), el virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV), el virus de la necrosis de la glandula digestiva (BMN), el
virus del sindrome 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 apareci6 en las
granjas occidentales diezmando considerablemente los cultivos
de P stylirostris (Lightner et al., op. cit). En P. vannamei se
presenta como enfermedad cronica, sin grandes mortalidades y
sin signos macroscopicos 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-
tion de heces o canibalismo) (Lightner, 1996 a).

HPV es otro virus de origen asiatico, 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 importacién de peneidos del
Indopacifico (Lightner, 1993). Las epizootias en que se ha visto
involucrado este virus generan sintomas gruesos que pudieran
no estar directamente relacionados con el virus, ya que siempre
se detectaron otros patdgenos oportunistas. También se han
descrito organismos con severas infecciones por HPV que no
presentan sintoma alguno (Lightner, op. cit.).

PvSNPV es el virus que se conocid como Baculovirus
penaei. Se trata del primer virus descrito en la literatura que
afecta a los camarones (Couch, 1974). Se describid originalmente
en P. duorarum Burkenroad, 1939, una especie nativa del Golfo
de México. Posteriormente se diseminé hacia las granjas cama-
roneras de practicamente toda América (Florida, Texas y hasta
Hawai, de los Estados Unidos, Brasil, Panam4, Per(, 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, 1840y P. penicillatum Alcock,
1905 (Lightner, op. cit.). Los eventos epizodticos han sido graves
y afectan principalmente a las fases larvarias.

PmSNVP, analogamente con PvSNPV, presenta una amplia
distribucion e intervalo de hospederos, sélo que en la region del
Indopacifico, Japon 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 afos 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 camardn. Las primeras epizootias se presentaron en P,
monodon, pero después el virus demostrd ser capaz de infectar
practicamente a cualquier especie de peneido y a cualquier tipo
de decapodo (Peng et al., 1998, Wang et al., 1998). En contraste
con el WSSV, BMN parece ser un virus especifico 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 provoc6 grandes morta-
lidades en granjas camaroneras al inicio de los afios noventa del
siglo pasado fue TSV. Descrito por primera vez en las granjas que
se encuentran en la ribera del rio Taura, en Ecuador, se disemind
rapidamente 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 melanicas, 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 Salvadory
Meéxico (Lightner, 1996 b).

Otro virus descrito al final del siglo pasado en granjas de
Tailandia, donde se cultiva P monodon, es el YHV. Segin la
literatura, puede ser considerado como el virus que infecta al
camaron con mayor morbilidad jamas antes descrito (Lu et al.,
1994). En las epizootias producidas por YHV, la mortalidad fue
del 100 % en escasos 3-5 dias posterior a la introduccion del
virus (Boonyaratpalin et al., 1993). En cultivos experimentales
de P vannameiy P. stylirostris, se repitio el mismo patron 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, 1837y P. merguensis, las dos Gltimas especies
no mostraron sintoma alguno de la enfermedad, mientras que la
primera especie sucumbia victima de la enfermedad de la cabe-
za amarilla. Este resultado se interpretd como especificidad del
hospedero (Mohan et al., 1998).

Dada la amenaza constante de la aparicion repentina y
devastadora de algan 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 dispersion de los virus, tanto entre las granjas
como hacia el medio natural. Para contrarrestar la causa de
las potenciales pérdidas en la produccién camaronicola por el
efecto de |as epizootias virales, la Biologia Molecular ofrece una
opcion que puede representar la solucion definitiva para detener
la diseminacion de los virus en y entre las granjas camaroneras.

De la Rosa & Bonami.

Se trata de las herramientas moleculares diagnésticas, las cua-
les pueden desempefiar un papel preponderante en la consecu-
cion de esta meta.

En esta contribucion, se revisaron las herramientas tradi-
cionales empleadas para el diagnostico de epizootias virales, se
describe el disefio y la construccion de las herramientas mole-
culares, se propone éstas como una alternativa mas especifica,
sensible, oportuna y eficaz para la deteccion y diagndstico de
agentes virales y, finalmente, se sugiere una estrategia de con-
trol sanitario para frenar la dispersion globalizada de los agentes
virales alrededor del mundo.

LOS METODOS TRADICIONALES DE
DIAGNOSTICO

Hasta antes de 1993, cuando se publicé la primera sonda Gtil
para detectar y diagnosticar la presencia de IHHNV (Mari et al.,
1993), sdlo se contaba con métodos tradicionales de diagnastico.
En nuestros dias, aln se siguen aplicando estos métodos para la
diagnosis en ciertas regiones, aunque presentan la problematica
que se describira a continuacion.

Entre los métodos para estudiar las enfermedades produci-
das por virus, llamados “clasicos” por los patélogos especialistas
en camaron, se cuentan los diagnésticos basados en signos
generales y clinicos, observaciones al microscopio de contraste
de fases o de campo claro de preparaciones de tejido en fresco,
histologia e histoquimica y, mas recientemente, microscopia elec-
tronica de transmision (Lightner & Redman, 1998) (ver Tabla I).

Estos métodos estan basados en unalarga tradicion médica
que implica el desarrollo de capacidades de observacion y com-
paracion entre tejidos sanos (o “normales”) y enfermos (o “afec-
tados por una patologia”). Implica, asimismo, la capacitacion en
algunastécnicas basicas de diseccion, fijacion de tejidos, tincion
y operacion de microscopios de luz y electrénicos. De lo anterior
se deduce que la obtencion de un determinado grado de pericia
para el diagnostico estara dictada por el desarrollo de lo que,
en algunos circulos médicos, se conoce como “ojo clinico”. Por
afadidura, la probabilidad de observar tanto los signos generales
macroscopicos, como los cambios patolégicos en los tejidos,
requiere que la infeccion esté claramente establecida.

En el caso de los camarones en cultivo, la mayoria 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 diagnéstico se logra una vez que la produccion
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 deteccion del virus PySNPV (virus tipo Baculovirus penaei)

Hidrobioldgica
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Tabla I. Comparacion entre técnicas diagndsticas de enfermedades virales en camarones silvestres y cultivados.

Sensibilidad' Especificidad? Oportunidad® Experiencia Costo®
requerida*
Técnicas diagndsticas clasicas.
Observacion macroscopica de signos gruesos + + - + -
Observacion de tejido fresco al microscopio. + + - +t +
Histologia e histoquimica + + - +HH +
Observacion al microscopio electronico de transmision. e +H + e +H+t
Técnicas diagnosticas moleculares.
Uso de sondas moleculares.
Gota inmovilizada sobre soporte sdlido (Dot-blot) - HHH - ++ ++
Hibridacion in situ HH HHt +H + +
Uso de iniciadores especificos.
PCR a partir de acidos nucléicos purificados. Ht +HHH +HHHH + HH
Escala:
- Nulo o despreciable. 1. Grado minimo de infeccion detectada.
+ Muy bajo 2. Capacidad de discriminacion entre entidades virales.
++ Bajo 3. Eficiencia del diagnéstico.
+++ Intermedio 4 Habilidad y experiencia requerida para interpretar resultados.
++++ Alto 5. Grado de inversion para efectuar la técnica.

+++++ Muy alto

durante una infeccion experimental, mediante la “clasica” obser-
vacion de cuerpos de oclusion tetraédricos en preparaciones en
fresco, los cuales son evidentes hasta 18-24 horas después de la
infeccion, en comparacion con otros métodos, como histologia o
sondas moleculares, que son capaces de detectar la presencia
del agente infeccioso en tan s6lo 12 horas postinyeccion.

De igual forma, en virtud de que es factible introducir al
cultivo estadios de desarrollo que no muestran sintomas de la
enfermedad, asi como organismos que no los mostraran nunca,
pero que pueden ser transmisores potenciales de ésta, el empleo
rutinario para la prevencion de enfermedades causadas por virus
por esos medios de deteccion y diagndstico queda en notoria
desventaja ante métodos mas oportunos, especificos, sensibles
y eficaces.

La microscopia electronica de transmision, combinada con
técnicas de concentracion de virus a partir de homogeneizados
de tejido mediante ultracentrifugacion, puede ser considerada
mas eficaz que los deméas métodos mencionados, aunque tiene
la enorme desventaja del costo del equipamiento, lo que la
convierte en una técnica adecuada para la investigacion, pero
dificilmente propia para el diagndstico de rutina (ver Tabla I).

No obstante lo anterior, la deteccion oportuna y el diag-
nostico especifico de las enfermedades virales en camarones
en cultivo no es un callejon sin salida. Con base en las caracte-
risticas moleculares de los genomas de los virus ha sido factible
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desarrollar estrategias de aproximacidn mas (tiles basadas en la
naturaleza bioquimica de esos agentes patogenos.

HERRAMIENTAS MOLECULARES DIAGNOSTICAS:
DEFINICIONES

Son dos los métodos principales que emplean herramientas
moleculares para detectar y diagnosticar la presencia de ADN
de agentes virales en muestras de camardn: 1) amplificacion
de fragmentos gendmicos selectos mediante el uso de oligonu-
cledtidos iniciadores (primers) especificos para la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) o PCR en tiempo real (qPCR) y
2) hibridacion de sondas moleculares especificas sobre soporte
solido (Dot-Blot) o in situ.

Ambos métodos emplean herramientas moleculares que
tienen un origen de disefio com(n: se trata de secuencias de
fragmentos del genoma de cada virus que se desea estudiar, los
cuales han sido purificados y clonados en algln sistema vector-
bacteria (til para ese proposito.

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

a) Son especificas. Debido a que su disefio y construccion
se basan en fragmentos de secuencias del propio genoma viral,
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el reconocimiento de la presencia de un virus determinado en
tejidos del camardn no tiene lugar a dudas. Esta aseveracion
se basa en el hecho de que es en el genoma particular de cada
virus donde residen las instrucciones especificas para su fun-
cionamiento bioquimico y fisioldgico. No obstante, se debe ser
muy cuidadoso al elegir la regién genémica que servira a manera
de molde para el disefio 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 organizacion del genoma del virus en
cuestion y conocer la funcién de cada gen para poder elegir
adecuadamente de donde se partird para la construccion 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 pequefia cantidad del virus en cuestion 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).

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

d) Son eficaces. La interpretacion de los resultados es
sencilla y sin ambigliedades, si se cuenta con los controles ade-
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cuados. Los métodos no requieren del desarrollo de capacidades
de observacion y reconocimiento de signos y sintomas variables,
ni de extensa experiencia en la identificacion de subestructuras
celulares y tisulares, como lo exigen, por ejemplo, las técnicas
histopatoldgicas.

Oligonucleatidos iniciadores.

Por estas herramientas se entiende un par de secuencias
de 18 a 30 nucledtidos que flanquean un gen o una region alta-
mente caracteristica del virus que se desea detectar. El par de
iniciadores se compone del llamado “hacia delante” (forward),
que corresponde a los 18-30 nucledtidos de secuencia comple-
mentaria al inicio de la region de interés, en el sentido 3'-5" de la
hebra de ADN, y el “hacia atrds” (reverse) que es una secuencia
también de 18-30 nucledtidos coincidente con la secuencia final
de la region 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 funcion es precisamente iniciar o disparar
la reaccion de sintesis de ADN.

Sondas moleculares.

La segunda herramienta que se puede disefiar a partir del
conocimiento de la secuencia y organizacion del genoma viral
es la sonda molecular. Esta es una secuencia, generalmente de
entre 200 y 1000 pares de bases, correspondiente a una porcion
de algn gen del virus. De preferencia se elegird una region
gendmica que sea muy caracteristica del virus que se pretende
detectar por esta via (es decir, debera ser una secuencia varia-
ble entre taxones virales, pero conservada dentro del taxan).
Esto es lo que da la especificidad de la prueba y en ello estriba
su alto poder diagnéstico.

Las secuencias que serdn usadas como sonda son mar-
cadas, ya sea mediante radiactividad (*3P) o con moléculas

TGCCTGCCATAGACTAGCTGATGCTGCAGCATAGC....CGATATCCTTCGTCCCAAGGGAGAAGGTTCGEC

“hacia delante”
5! 3!
CTGCCATAGACTAGCTGATG
(LR

ACGGACGGTATCTGATCGACTACGACGTCGTATCG....GCTATRGGAAGCAGGGTTCCCTCTTCCAAGCG

TRt
AGCAGGGTTCCCTCTTCC
3 9
“hacia atras”

Figura 1. Complementariedad especifica de los iniciadores “hacia delante” o forward'y “hacia atrés” o reverse con el ADN molde.
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reporteras (p. ej. digoxigenina) (Fig. 2). El avance en la tecnologia
de las marcas no isotopicas a partir de 1992 ha hecho caer en
desuso el marcaje radiactivo, el cual es problematico para los
laboratorios estandar tanto por su manejo como por los desechos
que produce (Cornett et al., 1999).

Una vez conocida la secuencia del gen o la region geno-
mica a partir del cual se construyd la sonda, es factible disefiar
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 amplificacion.

HERRAMIENTAS MOLECULARES DIAGN()STICAS:
DISENO Y CONSTRUCCION

Los avances en la tecnologia del ADN recombinante han
permitido establecer protocolos sencillos para el disefio y cons-
truccion de herramientas moleculares.

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

Amplificacion PCR

+DIG-dUTP
DIE - pG i
[ ] (Sonda molecular)
! Hibridacion
DG DIG DG

[ 1 DNA blanco

Incubacion con
anticuerpo anti-DGI

- ® .
- @

X

DIG DIG DIG
| ]

!

DETECCION

Figura 2. Esquema de la deteccién de ADN blanco mediante una sonda
molecular marcada con digoxigenina, sometida a hibridacién molecular.
DIG: digoxigenina; AP: anti-DIG + fosfatasa alcalina.
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de buena calidad y en cantidad, de practicamente cualquier
tejido o microorganismo, incluidos los virus (ver p. ej. Sambrook
et al, 2001). El genoma de estos Gltimos, ya sea de ADN o ARN
retrotranscrito como ADNc, puede ser clonado y posteriormente
secuenciado, para elaborar sondas diagnésticas o iniciadores
(tiles en la deteccion de la presencia del virus que dio origen a
las herramientas moleculares.

A continuacion, se presenta de manera resumida, el pro-
ceso de disefio y construccion comin empleado en nuestros
laboratorios.

Clonacion del material gendémico.

El punto de partida para la clonacion del material genémico
es contar con una cantidad suficiente de virus que permita la
obtencion de acidos nucleicos en concentracion y calidad ade-
cuadas. En el caso de los virus que infectan camarones, lo anterior
se logra mediante una infeccion experimental de especimenes
vivos, integros y sanos; en virtud de que no existen, hasta este
momento, lineas celulares de camardn adecuadas para el pro-
posito 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 infeccion, se colecta la
hemolinfa y se congela el espécimen (a -80 °C), cuyos tejidos
podran ser también fuente de virus para la purificacion de su
genoma. A continuacidn, la hemolinfa u otro tejido (generalmente
se emplean los drganos 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 4000x g
a20000x g), para precipitar, finalmente, el paquete viral a 200 000
x g (Bonami et al., 1990; 1995; 1997); éste se separa de los demas
componentes celulares y el material de desecho mediante ultra-
centrifugacion en gradiente lineal de sacarosa. La handa que
contiene al virus, la cual se visualiza gracias a la difraccion que
produce cuando se ilumina con una fuente de luz blanca externa
(Fig. 3), se extrae pinchando el tubo de centrifuga con una jeringa
estéril. Una segunda purificacion es factible, empleando gradien-
tes de densidad con CsCl, en aquellos virus que poseen capsides
resistentes (virus poliédricos) (Bonami et al., 1990).

En este punto es muy (til observar al microscopio electroni-
co de transmision la calidad y cantidad relativa de los virus purifi-
cados, como niimero de particulas 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 gendmicos (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
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Figura 3. Separacién de particulas virales (WSSV) en un gradiente de
sacarosa. Tubo de centrifuga iluminado con luz blanca ortogonalmente.
1) Capsides vacias. 2) Viriones.

exhaustiva y esterilizacion de todo material y reactivo) en un
laboratorio de Biologia Molecular. Debido a que las ARNasas son
enzimas ubicuas resistentes a la desnaturalizacion por calor, se
debera tratar todo material y reactivo utilizado en el proceso de
extraccion y purificacion del ARN con un inhibidor de ARNasas
tal como el pirocarbonato de dietilo (DEPC) (Mari et al., 1998,
Tang & Lightner, 1999).

La purificacion de los acidos nucleicos se lleva a cabo
mediante extraccion con fenol-cloroformo y precipitacién con
etanol (Sambrook et al., 2001). Cuando el genoma se conforma
de ADN, éste esta listo para iniciar el proceso de clonacion, pero
en el caso de genomas de ARN habra 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 reaccion de sintesis y el ADNc obtenido se precipita
con etanol (Mari et al., 1998).

Para realizar la clonacion es necesario insertar fragmentos
del genoma (ADN o ADNc) en un vehiculo para ser introducido
en algln sistema bacteriano que lo incorpore y reproduzca. Este
vehiculo puede consistir en un plasmido o un bacteriéfago. Los
bacteriéfagos se eligen principalmente cuando el tamafio de los
insertos rebasan las decenas de miles de bases (Howe, 1995).

De la Rosa & Bonami.

Cribado de la genobiblioteca.

De la clasificacién 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 tamafio minimo que
puede brindar, por un lado, informacion sobre el genoma vy, por
otro, una sonda confiable y manipulable.

Cabe mencionar que una sonda sera confiable en la medida
que mas conozcamos acerca de la organizacion del genoma del
virus en cuestion y el origen de la secuencia empleada. Por esto
se entiende, dentro de la organizacién gendmica, el grado de
conservacion filogenética de la region 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 demés miembros de
la misma familia. En caso de haber sido clonado un fragmento
de estos ultimos, la respuesta a la aplicacion de la herramienta
puede ser ambigua entre virus pertenecientes a una familia. Por

Figura 4. Micrografias electrénicas de virus productores de epizootias
en camaron. A. Virus del sindrome de la cabeza amarilla (YHV) 30,000
X. B. Virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) 18,000 X.
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lo tanto, es muy importante asegurar que el fragmento empleado
como herramienta pertenezca a un gen de los que confieren las
caracteristicas especificas al virus que nos interesa detectar
(Zambrano-Garcia, 2002).

Para la extraccion del ADN plasmidico de las clonas que
componen la genobiblioteca se utiliza una técnica cominmente
empleada en los laboratorios de Biologia Molecular, que es cono-
cida como minipreparacion (Sambrook et al, 2001). Mediante
este proceso, se reduce la genobiblioteca al minimo requerido
para continuar con la caracterizacion de los insertos.

Amplificacion y secuenciacion de los insertos.

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

Los insertos asi preparados estan 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
secuenciacion automatizado, ya sea de placa o capilar.

Después de obtenidas las secuencias, se procede a “armar
el rompecabezas”. Una herramienta muy 0til 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 analogias y homologias que
orienten la reconstruccion de la organizacién genomica.

A partir de esa informacion, se podra elegir con mayor
confiabilidad cual sera la secuencia idonea para ser usada como
sonda diagndstica para cada virus particular.

Marcaje no radiactivo.

Hasta hace aproximadamente 20 afios, la Gnica forma de
marcar una secuencia de bases para ser usada como sonda era
la radiactividad. Para tal efecto, se empleaba el isotopo *P, 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 especificamente equipados para el manejo de
radiacion, lo que lo hacia poco practico para el diagnéstico en
otro tipo de instalaciones.

A principio de los afios ochenta del siglo pasado se empez6
a desarrollar una nueva estrategia para el marcaje de sondas,
que emplea moléculas reporteras no radiactivas. Esta estrategia
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incorpora ya sea moléculas reporteras del tipo fluorocromo uni-
das directamente al oligonucledtido, que pueden ser visualizadas
directamente (Bauman et al., 1980,1984; Renz & Kurz, 1984), o
bien, elementos de la inmunoquimica, empleando anticuerpos
contra la molécula reportera, los cuales se acoplan con algin
tipo de reaccion que revele su presencia en un proceso de
hibridacion 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 caracteristica de estas moléculas es que no
deben interferir con la reaccion de hibridacion, y, ademas, deben
resistir las condiciones de hibridacion y lavado. Las segundas
participan en lo que se conoce como métodos indirectos y, como
las primeras, no deben interferir en la reaccion de hibridacion,
pero, ademas, deben estar accesibles a los anticuerpos. Varias
modificaciones hapténicas se han desarrollado para este fin,
como el sistema hiotina-estreptavidina, pero, actualmente, el
mas empleado es el sistema que emplea la digoxigenina como
molécula reportera.

El primer juego de reactivos que empled la digoxigenina
(DIG) como hapteno apareci6 en el mercado en 1987. Esta molé-
cula es un esteroide aislado de las plantas Digitalis purpureay
Digitalis lanata. La DIG se une en la posicion C-5 de nucleétidos
de uridina, via un brazo espaciador que contiene once atomos
de carbono (Fig. 5). Los nucledtidos marcados con DIG se incor-
poran, con una concentracion 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/terminacion del extre-
mo 3’ o transcripcion in vitro. Las sondas hibridadas marcadas
con DIG se pueden detectar con anticuerpos antidigoxigenina
(anti-DIG) de alta afinidad, los cuales estan conjugados con
fosfatasa alcalina, peroxidasa, fluoresceina, rodamina, AMCA u
oro coloidal. La sensibilidad para la deteccion 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 disddica del
5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP), o fluorescentes como
el fosfato de 2-hidroxi-3-acido naftoico-2'-fenilanilida (HNPP), la
sensibilidad de deteccion de la reaccion es alrededor de 0.1 pg
(Boehringer-Mannheim, 1996).

Diseiio de iniciadores.

A partir de las sondas elaboradas y probadas, es factible
disefiar iniciadores (tiles para el diagndstico por PCR.

Cuando se disefia un par de iniciadores, es importante con-
siderar el tamafio del producto a ser amplificado. Cuanto menor
sea éste, menor serd el tiempo de extension requerido y mas
corto el tiempo de analisis. También es importante considerar la
posibilidad de formacion de dimeros entre iniciadores y que éstos
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Figura 5. Digoxigenina-dUTP. El hapteno esteroide unido por un brazo
espaciador de 11 carbonos a la posicion 5* del anillo pirimidinico de un
residuo de dUTP.

sean distinguibles del producto esperado cuando se analiza el
resultado mediante electroforesis estandar (McDowell, 1999).

Existen muchas guias para el disefio de iniciadores, no
obstante, el apego estricto a ellas no garantiza el éxito, asi
como obviar algunos consejos puede resultar en algunos casos
en iniciadores de muy buen desempefio. McDowell (op. cit)
recomienda seleccionar un tamafio para los iniciadores de entre
20-30 bases, balancear las temperaturas de fusion 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, asi como la presencia de regio-
nes que posean estructuras secundarias significativas.

En la actualidad, se cuenta con un niimero importante de
paquetes computacionales que ayudan a disefiar iniciadores.
Entre los mas empleados estan: Oligo™, Primers® y PrimerSelect

TM)l

(este Gltimo perteneciente al paquete DNAStar

METODOS MOLECULARES DE DETECCION Y
DIAGNOSTICO

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

Los primeros se auxilian de la reaccion de la polimerasa
en cadena (PCR), en el caso de virus con genoma de ADN; o en
una modificacién conocida como RT-PCR, cuando el genoma
viral es una molécula de ARN. La modificacion consiste en un
primer paso en el que una transcriptasa reversa sintetiza el
ADNCc, seguido de una serie de ciclos de PCR normal. Las reac-
ciones de hibridacién aprovechan la especificidad de las sondas
moleculares para formar hibridos, ya sea en gotas inmovilizadas
en membranas de nylon de extractos de acidos nucleicos (Dot-
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Blot), o directamente sobre cortes histoldgicos finos de tejidos
de camardn (hibridacion in situ).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Esta reaccion in vitro sigue la misma logica bioquimica de
la reaccion de replicacién del ADN in vivo. La doble hélice es
desnaturalizada y la enzima ADN polimerasa, en presencia de
desoxinucledtidos 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 Ty una G con una C), con el resultado final de dos moléculas
hijas semiconservativas (Watson, 1978). En la PCR, la reaccion
de sintesis de ADN se lleva a cabo en un tubo de ensaye con
un medio amortiguado, donde un determinado tipo de ADN poli-
merasa (la Tag polimerasa, empleada por su caracteristica de
resistencia a las altas temperaturas) replica fragmentos cortos
de ADN usando dNTP's como bloques para la sintesis (Fig. 6). Un
par de oligonucledtidos 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 hidrogeno (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 6ptimo de alineamiento de estos
oligonucledtidos (dictado por su secuencia), la reaccion de la
polimerasa en cadena puede iniciarse. Para ello, se eleva la
temperatura nuevamente a la dptima para que la Tag polimerasa
realice su funcion catalitica (entre 68° y 72 °C). La repeticion de
este ciclo 25-40 veces produce aproximadamente108 moléculas
diplex al final del proceso (McPherson & Moller, 2000). Los tres

dATP dGTP

dGTP

dCTP

Obigo iniciador dATP

dTTP dCTP

3 ADN
polimerasa

NS

ADN molde

Figura 6. Esquema del proceso de amplificacion de DNA por medio
de la reaccién en cadena de la polimerasa. El proceso se realiza
en un termociclador que ajusta ciclicamente las temperaturas de
desnaturalizacion (94°-95 °C), incorporacién (>50 °C, en funcién de la
temperatura de fusion de los iniciadores) y extensién (68°-72 °C), que
es la temperatura dptima de la Taq polimerasa empleada (ver texto).
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pasos de cada ciclo (desnaturalizacion, alineamiento y exten-
sion) son efectuados automaticamente mediante un termocicla-
dor, que en modalidad programable puede alterar rapidamente la
temperatura y mantener los tubos a la temperatura deseada por
un tiempo predeterminado.

Este método ha sido empleado desde principios de los afios
noventa del siglo pasado, para la deteccion de todos aquellos
virus de los que se tienen fragmentos clonados que permiten
disefiar iniciadores especificos (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 sélo unos pocos virus estan
presentes en los tejidos del camarén infectado. Tedricamente,
bastara que una sola molécula de ADN esté presente en la mues-
tra para que ésta sea amplificada, generando una sefial visible
como una banda en una electroforesis en gel. En la practica
se considera como limite inferior de deteccion el orden de las
docenas de femtomoles (Cowley et al., 2000).

Entre los primeros intentos exitosos de deteccion y diag-
nostico de presencia viral en cultivos camaronicolas estan 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 sindrome de la mancha blanca (WSSV), se han desarro-
llado una serie de sistemas de iniciadores para su deteccion (Lo
et al, 1996; Kasornchandra et al,, 1998; Kim et al,, 1998; Tapay et
al, 1999). Estos sistemas, aunque (tiles, adolecen del defecto de
haber sido disefiados a partir de fragmentos clonados sin conocer
con precision el grado de conservacion del gen del que se deri-
van. De esta manera, los resultados pueden ser variables y crear
confusion cuando el virus que se pretende detectar pudiera tener
variantes geograficas en su composicion genética. Un caso asi
fue discutido por Kasornchandra et al. (op. cit), al aplicar su siste-
ma a muestras provenientes de seis paises asiaticos, obteniendo
resultados variables en el tamafio de la banda esperada. No
obstante, algunos de estos sistemas se han empleado con éxito
para la deteccion de presencia del virus en algunos otros paises
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 region gendmica en la que se
basaron los autores que propusieron un sistema de iniciadores
para diagnostico pudo no haber sido una regién conservada en
el taxdn, lo que hace que algunas variantes geogréaficas del virus
no puedan ser identificadas por esos sistemas. Las variantes
geograficas de WSSV han sido demostradas por Lo et al. (1996)
y Wang et al. (2000); y 2) los signos patognomanicos pudieran
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ser dados por algln tipo de patdgeno 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
sintomas parecidos a los del WSSV.

Este método ha sido empleado también con fines de inves-
tigacion, p. ej., para la demostracion 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). Ademas, se ha utilizado como prueba complementaria
en la deteccion de nuevas enfermedades de origen viral en las
especies de peneidos comdnmente cultivadas, o en la deteccion
de virus conocidos presentes en especies distintas a aquellas
donde éstos se presentan normalmente (Park et al., 1998)

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

Transcripcion 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 caracteristica
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 expresion génica donde era
necesario determinar exactamente los niveles de ARN mensaje-
ro (ARNm) (Fig. 7).

Cuando se desea emplear el RT-PCR clasico para la detec-
cion de virus, se presentan algunas diferencias en relacion con
la preparacion del ADNc. Primero, no es adecuado emplear
iniciadores del tipo oligo-dT, ya que, en contraste con los ARNms
eucariéticos, normalmente los virus no poseen una cola de poli-
A. Por lo tanto, es mas adecuado disefar iniciadores especificos
(generalmente a partir de ADNc clonado con origen en fragmen-
tos de ARN del genoma) que permitan la amplificacion selectiva
de la region gendmica 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 amplificacion (McPherson & Moller, 2000).

Algunos métodos de deteccion y diagnéstico se han desa-
rrollado con base en la técnica de RT-PCR. Entre ellos, se cuenta
con un sistema de iniciadores para la deteccion de TSV, los cua-
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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 amplificacién normal por medio de PCR (ver texto).

les fueron disefiados de ADNc clonado del genoma de ese virus
y han sido probados mediante infecciones experimentales de
TSV en P.vannameiy P. stylirostris (Nunan et al., 1998). Cowley
et al. (2000) publicaron métodos de deteccién mediante RT-PCR
para el virus asociado a las branquias (GAV) y el virus del 6rgano
linfoide (LOV). De la misma forma, se cuenta con dos pares de

250 pb
273 pb

500 pb

750 pb
1000 pb

Figura 8. Electroforegrama en gel de agarosa de amplicones
producidos por RT-PCR mediante cebadores especificos para YHV.
Columna 2: escalera molecular de 250 pb; columna 3: control
positivo de camarén infectado experimentalmente con YHV (273
pb); columna 4: control negativo de camardn 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).

De la Rosa & Bonami.

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

Como se menciond con anterioridad, el conocimiento de
la organizacion gendmica permitird disefar iniciadores mas
precisos para la deteccion inequivoca de la presencia de virus
en especimenes de cultivo. Actualmente se cuenta ya con la
caracterizacion genomica de TSV (Mari et al., 2002).

Al respecto, la técnica de RT-PCR ha resultado una opcion
de investigacion del genoma mas 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 minima necesaria para llevar a cabo su clonacion. 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
(ltimo, con la aplicacion de una estrategia metodoldgica denomi-
nada “iniciador andante” (primer walking) (Ansorge et al., 1997),
es factible disefiar 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-
cacion de aquellos pares de iniciadores exitosos y se redisefian
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
reaccion 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 reaccion y detectar el incremento de fluorescencia con algin
dispositivo fluorimétrico. Debido a que es posible cuantificar la
fluorescencia a lo largo de la PCR, particularmente en la fase
exponencial de sintesis, se le llamé PCR en tiempo real.

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

En el caso de la sonda TagMan, ésta se refiere practica-
mente a un tercer iniciador que participa de manera muy espe-
cifica en la PCR a manera de reportera del nimero de copias
que se producen en cada ciclo de reaccion. Para lograr este
proposito, la sonda TagMan esta conformada por una secuencia
especifica 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
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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 accion 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 energia resonante fluorescente” (FRET,
por sus siglas en inglés).

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

El gPCR se desarrolla con la misma secuencia que el PCR,
es decir, ejecutando ciclos de desnaturalizacion, alineamiento y
extension, pero a diferencia de éste, donde se analiza el resul-
tado en el punto final, el gPCR no requiere de una electroforesis
para conocer el resultado, sino que al final de los ciclos de
amplificacion se construye una grafica de la segunda derivada
de la funcion de fluorescencia contra la temperatura, donde
queda representada la temperatura de fusion como un pico bien
definido a la temperatura detectada por el sistema. Si se detecta
mas de un pico a una temperatura de fusion menor a la esperada,
esto puede indicar la formacion de dimeros con los iniciadores o
amplificaciones inespecificas.

El resultado final que arroja el gPCR es una grafica, donde
en el eje horizontal esté representado el niimero 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 gréfica repre-
senta entonces el incremento en el nimero de copias del ADN
amplificado con respecto a cada ciclo. Al fijar un nivel de fluores-
cencia dentro de la fase geométrica de amplificacion (equivalente
al nimero de moléculas de ADN finales), el nimero de ciclos que
son necesarios para que la fluorescencia alcance este valor fijo
sera directamente proporcional a la concentracion inicial. A este
valor se le conoce como CTo umbral de ciclos y en ese nimero se
basan las cuantificaciones mediante qPCR (Servin-Vega, 2004).

El procedimiento con sondas TagMan hace del qPCR un
método mucho mas especifico y sensible (detecta hasta dos
copias del fragmento a amplificar) que el uso del fluorocromo
SYBR Green; sin embargo, los resultados obtenidos con este
(ltimo son lo suficientemente sensibles y especificos para ser
usados en la deteccion y cuantificacion de virus en camarones.
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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
relacion lineal entre la cantidad de ADN plasmidico empleada
para generar la curva estandar y el umbral de ciclos (C7) en
un intervalo de 1 a 10° copias del genoma viral. Asimismo,
puede amplificarse simultdneamente el gen de la p-actina
(gen constitutivo en el camardn), como control interno de la
reaccion. Mediante la obtencion de los valores de Crde muestras
infectadas con IHHNV y WSSV, por separado, se pudo calcular
el nimero de copias virales a partir de la curvas Crde esos virus.
Asi, los autores estiman que su técnica es de 100 a 2000 veces
mas sensible que la PCR normal.

Un ejemplo de aplicacion del gPCR con sonda TagMan
es la publicada por Tang & Lightner (2001) para IHHNV. Tanto
los iniciadores, que amplifican un fragmento de 81 pb, como la
sonda TagMan fueron disefiados a partir del ORF1 del genoma
de IHHNV. El fragmento amplificado fue clonado y el plasmido
pIHHNV-P4 fue usado como control positivo en sus ensayos.
Estos revelaron un intervalo de deteccion de entre 10y 5 x 107
copias de ADN de IHHNV. Ademés de probar su método en
muestras de camardn del medio silvestre y cultivado, donde
lograron detectar con alta sensibilidad infecciones crénicas del
virus, probaron la capacidad de resistencia de una cepa de P,
stylirostris spr (resistente a enfermedades especificas) ante un
reto per os con material contaminado con IHHNV. Después de 32
dias del ensayo no hubo signos de infeccion, mientras que una
poblacion control de P. vannamei contenia hasta 10° copias de
IHHNV a los 30 dias de infectado.

Cuando se requiere detectar y cuantificar virus con geno-
ma de ARN, es factible efectuar un RT-gPCR. Nunan et al. (2004)
desarrollaron una ensayo para determinar el namero de copias
virales en P. vannamei infectado experimentalmente con el
virus del sindrome de Taura. Un lote de camarones fue infecta-
do tanto mediante inyeccién como per osy se examinaron las
cargas virales en diferentes tejidos. En el ensayo con infeccion
por inyeccién no se encontrd diferencia en carga en los tejidos
analizados, mientras que cuando el camaron ingirio el material
infectado, hubo diferencias estadisticas entre abdomen y bran-
quias, entre abdomen y urépodo y entre pledpodos y urépodo.
El abdomen fue el tejido que menos carga viral mostrd, asi
como los pledpodos, comparados ambos contra el urépodo.
La media del nimero de copias virales por nanogramo de ARN
total en el experimento con inyeccion fue de 1.4 x 10° en bran-
quias y 2.3 x 10° en el abdomen completo. En el experimento per
os el intervalo fue de 2.5 x 10* en el misculo abdominal a 4.3 x
10° en el cefalotdrax.

Los ejemplos anteriores dan una idea del amplio potencial
que tiene esta nueva técnica para la deteccion altamente
especifica y la cuantificacion de gran sensibilidad de virus en
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camarones. Asimismo, representa una poderosa herramienta
para la investigacion del proceso de infeccion viral.

Hibridacion molecular en gota inmovilizada (Dot-Blot).

La herramienta diagnéstica empleada en esta técnica es la
sonda molecular, la cual puede ser disefiada 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 disefiados para
la deteccion del virus.

El método de deteccion “hibridacion molecular en gota
inmovilizada (Dot-Blot)”, se basa en el principio de hibridacion
molecular, en el que una sonda marcada (actualmente se emplea
en forma comin digoxigenina como molécula reportera, como
ya se comento), se une, por medio de puentes de hidrdgeno, 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 camardn se extrae, ya sea el
ADN o el ARN (dependiendo del virus que se quiera detectar)
y se aplica una pequefia muestra de esos extractos en una
membrana de nylon cargada positivamente, la cual ha sido
previamente cuadriculada para ubicar inequivocamente la posi-
cion de cada muestra. El cido nucleico es entonces fijado a la
membrana mediante radiacion UV o calor y se trata ésta con
una solucion bloqueadora para evitar reacciones inespecificas.
A continuacién, a una solucion de hibridacion 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 agitacion
constante. Tras un tiempo determinado, se detiene la reaccion
y se efectlan lavados exhaustivos a la membrana. Finalmente,
se agrega el anticuerpo contra la marca (anti-DIG), el cual estéa
unido a una enzima que catalizara una reaccion ante la presen-
cia de un sustrato, que unido a una sustancia fluorescente o que
desarrolle color, indicara la presencia del fragmento del genoma
viral en caso de que la muestra contuviera al virus en cuestion
(Fig. 9).

Se trata de un método sencillo que es utilizado cada vez
mas frecuentemente como rutina en la deteccion de agentes
virales dada su rapidez y relacion 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
diagnosticos para el IHHNV a principios de los afios noventa
del siglo pasado (Mari et al., 1993), se han desarrollado sondas
moleculares practicamente para todos los virus que afectan a los
cultivos de camardn. Un ejemplo completo del procedimiento de
elaboracion de una sonda molecular para la deteccion de TSV'y
su uso en diagnostico por Dot-Blot e hibridacion in situ puede ser
consultado en Mari et al. (1998).

De la Rosa & Bonami.
Hibridacion in situ.

El método de mayor contundencia para la deteccion y
diagnéstico de enfermedades virales que afectan al camardn
es la hibridacion in situ. Este método emplea como herramienta
molecular sondas especificas, las cuales se aplican directamen-
te sobre cortes histoldgicos de camarones que se sospecha pue-
dan haber sido infectados por agentes virales. A diferencia de
los anélisis histopatoldgicos tradicionales, donde es necesario
desarrollar una amplia experiencia en la identificacion de estruc-
turas celulares modificadas por la accion del patégeno, mediante
la aplicacion de sondas moleculares es facilmente reconocible la
presencia del virus. Ademas, dada la especificidad de la sonda

empleada, se puede diagnosticar sin ambigiiedades el tipo de
virus que esta 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 digestion parcial del tejido mediante alguna
proteasa (p. ej. proteinasa K), y el uso de algln detergente (p. gj.
sarcosina), que lisen tanto las membranas celulares como las
capsides virales, con el objeto de permitir la difusion de la sonda
y propiciar la reaccion de hibridacion molecular.

El tamafio de la sonda es critico, precisamente porque
es necesario que ésta se difunda adecuadamente a través de
los tejidos. Por lo tanto, los tamafios mas adecuados de sonda

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A

B

‘® @

D

E

F £

Figura 9. Hibridacién Dot-Blot en membrana de nylon de ARN total
de pleépodos de camardn. Se muestra un ejemplo de dos muestras
registradas como positivas para el virus YHV mediante RT-PCR. A1, A2:
control positivo 1 pL, 2 pL; A3: control negativo 1 pL; BT, E1: 1 pL de
ARN extraido de hemolinfa agrupada a partir de las muestras positivas
por RT-PCR; C1-10, F1-10: en cada cuadro, 1 pL of ARN extraido
individualmente de pledpodos correspondientes a cada espécimen de
las muestras positivas a partir de RT-PCR. Temperatura de hibridacién:
42° C. Sonda utilizada: amplicén de 273 pb de un fragmento del gen
putativo pol de YHV, marcado con digoxigenina (DIG) (Tang & Lightner,
1999; Méndez-Payan, 2003).

Hidrobioldgica
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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 apreciaran
cimulos de color que evidencian la presencia de virus en los
tejidos que han sido invadidos por el agente patdgeno (Fig. 10).

La hibridacion in situ ha sido empleada con éxito para el
diagnéstico 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 investigacion han sido la diferencia-
cion de cepas virales con distinto origen (Durand et al., 1998),
el reconocimiento de los 6rganos hlanco en una infeccion por
Baculovirus penaei (Bruce et al., 1994 b) y el seguimiento del
desarrollo de la enfermedad provocada por TSV (cf. Hasson et
al., 1999).

ESTRATEGIA DE CONTROL SANITARIO

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

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

2) Los métodos tradicionales de deteccion y diagndstico,
aunque aportan informacion valiosa para la definicion del proble-

"

Figura 10. Prueba diagndstica para WSSV mediante hibridacién in situ
en corte histoldgico de tejido epitelial de camarén P chinensis. Las
flechas indican algunos de los nidcleos donde tuvo lugar la hibridacion
con la sonda preparada a partir de un fragmento de 1.7 kpb clonado del
genoma de WSSV (Shi, 2000).
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ma, no son los mas oportunos, sensibles, especificos ni eficaces
para ser incluidos como parte de esa estrategia.

3) Los métodos moleculares ofrecen, en cambio, esas
caracteristicas, y se perfilan como las herramientas mas (tiles
para el establecimiento de un control sanitario.

iComo aprovechar las bondades de estas herramientas
para frenar la dispersion de agentes virales a través de los culti-
vos de camaron a escala mundial?

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

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

Como tercer paso, se sugiere que cada traslado de produc-
to camaronero en cualquier presentacion, 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 evolucion y aparicién de
nuevos virus no va a parar, por lo que podran aparecer nuevas
amenazas virales en el futuro; sin embargo, lo que se pretende
evitar es seguir esparciendo lo que ya sabemos que existe.

Los analisis de muestras para exportacion o simple traslado
entre granjas, deberan realizarlo laboratorios fundados para ese
propésito, certificados por una comision técnica calificada y
financiados en partes proporcionales por los gobiernos y el sec-
tor productivo. La distribucion y el nimero de estos laboratorios
debera corresponder a la densidad de granjas en una region
determinada.

La gran sensibilidad de las herramientas moleculares hace
posible detectar la presencia de virus en etapas muy incipientes
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de la infeccion, lo que las convierte en instrumentos de malla
muy fina para filtrar cualquier posible amenaza de introduccidn.
El tiempo tan corto que se emplea para su aplicacion da la
oportunidad suficiente para no frenar la dindmica acelerada de
esta actividad. Su especificidad permite hacer una evaluacion
exacta del grado de riesgo que puede significar la presencia
de un determinado tipo de virus. Por (ltimo, 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 instauracion de una estrategia de control sanitario para
evitar las epizootias virales en la camaronicultura requiere de
la union de voluntades. Es urgente una norma internacional que
regule el desplazamiento de productos para cultivo 0 consumo,
basada en la ética mas elemental y en las herramientas mole-
culares.
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