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RESUMEN

La Introduccion de especies exdticas de organismos acualicos de una region a
olra en el mundo, son la causa fundamenial de la dispersion de organismos
patdgenos, muchos de los cuales han ocasionado pardidas  calastroficas para
la actividad acuicola. El virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV), ha
ocasionado pérdidas econdmicas y en consecuencia un impacto social muy
importanie en varias regiones del mundo. Para la ideplificacion del patogeno, se
utitizan diferentes técnicas de diagnéstico las cuales son complementarias para
lograr un diagndstico confiable de la enfermedad. La histologia es una de las
lécnicas para diagnostico de enfermedades mas utilizada, debido a que con elta
25 posible observar los cambios patoldgicos a nivel celular, Sin embargo, comao
en la acuicullura se trata de poblaciones de organismos bajo cultivo, el
diagnostico de enfermedades implica la revision de numerosos animales y en el
caso de la histologla, ta observacion de numerosas laminillas lleva un tiempo
considerable (que depende del ndmero de organismos a anallzar). Por olro
lado, tos resultados pueden verse afeclados por sesgos debido al cansancio y
olros Tactores fisioldgicos que afectan al téenlco que realiza el dlagnostico, Para
tratar de resolver este problema, se flevd a cabo este estudio para establecer 1a
utilidad de los sistemas opticos de procesamienlo y reconogimiento  de

imagenes ulilizando correlacion a color con filtros de fase,

El reconocimiento de un cugmo de inclusion (¢.i.) viral en una kamina
histologica es una tarea compleja, sobre todo si se considera que pueds
presentar diferentes morologias durante el desarrollo de la infeccion, como es
gl caso del virus WSS, Esto, aunado a los cambios en las tonalidades de
basofilia y acidofilia, que pueden depender lambién de la madurez de los
colorantes, La correlacion oplica a color puede resolver este problema, sl



incrementar la capacidad de los filtros para el reconocimiento de patrones de
difraccion,

Para lograr fo anlerior, la base de datos con que se alimentd el sistema
s elaboro en base a las varianles morfologicas vy de coloraclon que
presentaron l0s ¢, de WSSV, Para ello se revisaron 300 Hminas histoldgicas y
se hicieron B clasificaciones. Los valores de sensibilidad y especificidad gue se
obtuvieron con el programa de correlacion a color fueron de B6% y 2.7%

respeclivamente.

En los tejidos donde se observd un mayor reconocimienio {(100%) fue en
tejido nervioso y glandulas del tegumento, mientras que en los tejidos donde el
sislema presentd un menor reconocimiento fue en epitelio del estdmago y en

corazon (78.4 y 69% respectivaments).

Con el presente trabajo se concluye, que el sistema de reconocimiento
de c.i. de WSSV ulilizando correlacion a color debe ser perfeccionado;
probando nuevos algoritmos que disminuyan el ruide en las imagenes y que
realeen los rasgos mas caracteristicos de las morfologlas de los ¢l de WSSV,
Asi como también, poner especial atencidon en el procesamiento de las
imagenes,; el equipo de digilalizacion de las imagenes debe contar con un alto
nival de resolucion y finalmente ser muy estriclos en la construccion de la base
de datos, debido a las variantes morfoldgicas v de color que presentan los ¢.i.
de WESBV.



ABSTRAC

The introduction of exolic species of aquatic organisms from a region to another
one in the world, is the fundamental cause of the dispersion of pathogenic
organisms, many of which have inflicted catastrophic casualties for the aquatical
activilty., The virus of the syndrome of the white spot (WS8&V), has inflicted
gconomic casualties and consequently a very important social Impact in several
regions of the world. For the identification of the pathogen, different techniques
from diagnosis are used which are complementary to obtain a reliable diagnosis
of the disease, The histology is one of the lechniques for diagnosis of diseases
more used, because with her it s possible to observe the pathological changes
cellular level. Nevertheless, as in the aquacullure it is populations of organisms
under culture, the diagnosis of diseases implies the animal revision numerous
and in the case of the hislology, the numerous obsarvation of slides has been a
considerable time (that depends on the number of organisms to analyze). On
the other hand, the resuils can be seen affected by slants due 1o the fatigue and
other physiological factors that affect the technician who makes the diagnosis, In
order to Iry 1o solve this problem, this study was carried oul to establish the
utility of the optical systems of processing and recognition of images being used

correlation to color with phase filters.

The recognition of an inclusion body {(c.d.) viral in a histological slide is a
complex task, mainly if it s considered that it can present/display different
maorphiologies during the development from the infection, as is the case of virus
WES, This, combined to the changes in the tonalities of basofilia and acidofilia,
that can also depend on the maturity of the coloramtes. The optical comelation to
color can solve this problem, when increasing the capacity of the filters for the

recognition of diffraction patterns.



In order {o obtain the previous thing, the data base whereupon fed the
system was elaborated on the basis of the morphologic variants and of
coloration that presented/displayed c.i. of WSSV, For it 300 histological slide
were reviewed and 5 classifications became, The values of sensilivity and
specificily that were oblained with the program of correlation to color were of

86% and 2,7% respectively.

i weaves where it was observed a greater recognition (100%) was in
nervous weave and glands of the legument, whareas In waaves where the
sysiem presented/displayed a smaller recognition was in epitely of the stomach
and heart (78,4 and 69% respectively).

With the present work one concludes, that the system of recognition of ¢.i,
of WSSV using correlation to color must be perfected; proving new algorithms
that diminish the noise in the images and that heighten the characteristics most
characierslic of the morphologies of ¢l of WSEV. As well as, to put special
ailention in the processing of the images, the equipmaent of digitalization of the
images must count on a high level of resolution and finally to be very strict in the
construction of the data base; due 1o the merphologlc variants and of color that

present/display c.i. of W3BV,



1. INTRODUCCION

El total de [a produccion de camaron a nivel mundial por pesca y acuacultura
representa alrededor del 20 por ciento del comercio inlernacional. Las
importaciones combinadas de la Union Curopea, Japon v los Estados Unidos
(£.1) aumentaron en 1999 hasta alcanzar las 950 000 toneladas (tons), frente
a las 900 000 tons de 1998, Datos preliminares indican que en el 2000, los £.U.
aumentaron sus importaciones cerca de 2 000 millones de délares. El camaron
represento 3,800 millones de dolares equivalente al 37% de sus importaciones
de productos comestibles pesgueros (FAD, 2002). En México, la produccion
pesquera de camardn en el pedodo 1890-2000 presentd volumenes constantes
de crecimiento con 95 mil tons para el 2000, Asi mismo, el camardn es Ja unica
@specie de acuacuitura a nivel nacional con crecimientos importantes y
sostenidos del 22.6%. El volumen de produccion de camardn de cullivo para el
ano 2000 fue de 33,480 tons, valor que representa el 17.8% de la produccion

acuicola nacional (Bancomext, 20023,

A pesar del desarrollo de fa camaroniculiura en fos altimos afos, las
enfermedades de tipo viral, han sido el principal factor limitante en la produccion
y comercio aculcola, afectando el desarrolle econdmico y social del sector en
muchos paises del mundo, Las perdidas economicas atribuidas a brotes de
enfermedades en regiones de Asia fueron estimadas en al menos § 1,400
millones de dolares en 1980 (ADB/NACA, 1991),

Las perdidas economicas en China alcanzaron § 1,000 millones de
dolares en 1993, Tailandia, 2s otro de los palses asidticos mas impactado por
enfermedades, cuyas perdidas en 1896 se estimaron en un 40% de la
produccion total (70,000 tons) valuadas en mas de $ 500 millones de dalares
debido al virus de cabeza amarilla y virus del sindrome de la mancha blanca

(Alday-Sanz y Flegel, 1987).



El virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV por sus siglas en
inglés), se detectd por primera vez en palses Asiaticos en 1992 (Chen, 1995
Flegel ef al., 1985, Huang ef al., 1995, Inouye ef al, 1984 1996; Kimura st af.,
1896}, causando las mayores pérdidas econdmicas registradas para la actividad
acuicola, En Norteamérica, se diagnosticod desde 1995 en camarones silvestres
y de cultivo en los estados de Texas y Carclina del Sur en jos Estados Unidos
{Lightner ef a/,, 1997} y en México se detectd por primera vez a finales de 1399
en granjas ubicadas en el Noroeste del pais (Lightner ef &/, 2000) asociada con
altas monalidades. Varios factores han  sido  relacionados  al  aparente
incremento de las enfermedades. Los factores medivambientales y la pobre
calidad de agua resultado de la misma contaminacion, producto de la descarga
de efluentes vy Ja transferencia de patdgenos debido al movimiento
irrssponsable de organismos acudticns, parecen ser la causa fundamental de

tales epizootias,

Los programas de cuarentena y cedificacion de salud, forman parte de la
primera linea de defensa contra los posibles efectos adversos resultado de |a
introduccion o transferencia de especies exdticas de peces y crustdceos.
Debido a lo anterior, organismos internacionales como la Qrganizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAQ) y ta Organizacion
Internacional de Epizootias (OlF), han desarrollado guias lécnicas de buen
manefo para el movimiento responsable de organismos acudlicos. Para ello, es
necesario el desarrollo de bases de dalos que conlengan informacion de las
enfermedades presentes a nivel regional y en cada pals. Asl como también, el
desarrollo de programas de vigilancia e investigacion para la deteccion de
nuevas enfermedades, niveles de prevalencia y distribucion geografica de
patdégenos especificos (FAQ, 2001). Para llevar a cabo estos programas, se
ulilizan diferentes técnicas, las cuales son complementarias para lograr un

diagnostico confiable de las enfermedades.



Las tecnicas mas utilizadas  actualmente  para  determinar  |a
presenciafausencia de virus en patologla de camarones, debido a su alta
especificidad y sensibilidad son las técnicas de biologia molecular basadas en
el analisis de ADN, tales como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
Hibridacion jn sitw, Dot Blot (Lightner, 1996), ast como fas técnicas basadas en
detaccion inmunologica ulitizando anticuerpos monoclonales (Poulos e! al,
2001).

La histologia es también otra de las lécnicas para diagndstico de
enfermedades mas utilizadas, debido a que sdio con esta técnica es paosible
abservar los cambios patologicos a nivel celular. Sin embargo, para e analisis
de las laminas histologicas, es necesario examinar cuidadosamente cada una
de ellas bajo el microscopio v el tiempo que toma realizar un diagnostico
depende de la naturaleza de los tejidos, &l patogeno a observar, el nimero de
organismos a analizar y la experiencia del técnico que realice |as
abservacionas, Por Gltimo, las muestras analizadas con esta metodologia

deben ser evaluadas por un tecnico debidamente entrenado en histopatologia.

La observacion de laminillas consume mucho tiempo y puede verse
afectada por sesgos debido al cansancio y otros factores fisiolbgicos que
afectan al técnico, 1o cual puede repercutiv en la validez de los dlagnésticos
conforme el numere de muestras se incrementa, como sucede en |os
programas de vigilancia (estatus de salud de los organismos), programas de
monitoreo 0 seguimiento (prevalencia e incidencia de enfenmedades) y en
estudios epidemiologicos ya sea en poblacicnes silvestres o en estanques de

cultive.,

La utilizacion de métodos automalizados puede ser la respuesta a este
problema. 5i se logra hacer una lectura de las laminillas en forma automética,
los investigadores seran relevados de la identificacion de patogenos conocidos
y esto redundara en una mayor eficiencia para esta tarea. En este sentido los



sistemas Oplicos de reconocimiento empiezan a ser de inlerés para los
bidlogos, ya que permiten facilitar las observaciongs sobre la presencia de un

DIgANISMo patogeno,

Desde la introduccion de [as técnicas de fillraje por Vander Lugh (1964),
lys metodos de correlacion optica basados en la forma de los objetos se han
venido yilizando con éxito en el reconocimients de patrones de difraccion, Se
han desarnollado diversos tipos de filros con el propdsito de reconocer una

variedad de objetos,

En biologia, se pueden mencionar los frabajos con fillros armonicos
circulares de Zavala-Hamz y Alvarez-Borrego (1997) para el reconocimiento de
diferentes especies de copépodos y los de Pech-Pacheco y Alvarez-Borrego

{1998) sobre filtros clasicos para especies fitoplanctonicas,

El reconocimiento de un cderpo de inclusion viral es una tarea compleja,
sobre todo si e considera que puede presentar diferentes morfologias durante
el desarrollo de la infeccion, BEn el caso de WSSV, en la fase temprana de la
infeccion los cuerpos de inclusion son eosinofilicos, rodeados de un halo claro y
urnt anillo de cromatina, lo cual los hace muy parecido a los cuerpos de inclusion
de IMHNY (Lightner el al, 1983). Por otra parte, los cuerpos de inclusion
maduros tienen una apariencia mas basofila (Wang el al., 1999). Ademas, los
cambios en las tonalidades de basofilia y acidofilia pueden depender también
de la madurez de los colorantes,

l.a correlacién dOptica a color puede resolver este problema, al
incrementar la capacidad de los filiros para el reconocimiento de patrones de
difraccion. £l analigis de la forma como del color especifico seria la variante
metodoldgica que dé la posibilidad de identificar el cuerpo de inclusidn de
WSSV con eficiencia.

El color y la forma del cuerpo de inclusion dependen de la longitud de

onda con que es iluminada, esto quiere decir, que el color introduce informacion



adicional para la efectividad del reconocimiento, La descomposicton de un
objeto policromatico en tres canales monocromaticos rojo, verde y azul (RGRB)
permite reabizar un reconocimients independiente en cada uno de ellos, la suma
de estos resullados produce un allo nivel de cereza en la identificacion del
Qrganismo,

Con la finalidad de contar con un método capaz de identificar en forma
automatizada al cuerpo de inclusion de WSEBV, se llevd a cabo un estudio para
establecer la  utilidad de los  sistemas  oOpticos de  procesamiento vy

recanocimiento de imagenes utilizando correiacion a color con filtros de fase,
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2. HIPOTESIS

El empleo de la téenica de procesamiento de imagenes por cotrelacion a color,
permitira identificar los cuerpos de inclusion del virus dei sindrome de la
mancha blanca (WSSV) vy realizar un diagnostico confiable de  esta

enfermedad.

3, OBJETIVOS.

3.1, Objetivo General,

Identificar los distintos estados de desarrollo de los cuerpos de inclusion del
virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) mediante un procesado digital

de imagenes por correlacion a color,

3.1.1. Objetivos Especificos

1. Detectar la presencia de WSSV por medio de la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR).

2. ldentificar mediante la técnica de histologia convencional los diferentes
astadios y formas de los cuerpos de inclusion del virus del sindrome de
la mancha blanca (W35V),
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(3]

Comprobar que los cuerpos de inclusion hallados corresponden a WSSV

mediante hibridacian in siti.

Desarroflar una base de datps con imagenes de las diferentes
murtoioglas y tonos de color de los cusrpos de inclusidn y utilizar filtros
compuestos en el proceso de corelacidn a color para realizar un

diagndstico confiable de la enfermedad de WSSV,

Establecer la confiabilidad en el proceso de correlacién que identifique ta
morfologla de los cuerpos de inclusion del virus WSS, mediante pruebas

ciegas con IHHNV (Virus de la Infeccion Hipodermal y Hematopoyética),



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1, El Virus del Sindrome de la Mancha Blanca.

La industna del cultivo de camardn ha continuado su rdpido crecimiento a pesar
de las grandes pérdidas economicas ccasionadas por enfermedades que
aparecieron casi desde el inicio de esta actividad Las enfermedades incluyen
gtivloglas infecciosas y no infecciosas. Entre las enfermedades infecciosas de
importancia para éste cultivo se encuentran principalmente las de etiologla
bacterial, fungal, y viral (Lightner et al,, 1988, 1993, 1996; Brock and Lightner
1990). Las enfermedades son el resultado de una compleja interaccion entre
hospederos, medicambiente y patogenos, El Dr. §. F. Snieszko (1973) pionero
en la patologia acuicola ilustra esle concepto  ulilizando tres circulos

interrelacionados (Fig, 1),
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Figura 1.- Factores interactivos (patogeno, hospedero y medipambiente) que determinan la
enfermedad. La incidencia o severidad de la enfermedad as indicada por ef Area sombreada en
la interseccion de las esferas, a) lustra un estado de equilibrio entre patdgeno, hospedero y
medio ambiente, b) se observa un patdgene altamente virulento, mientras gque ¢) muestra un
patégeno poce virlento (figura modificada de Lightner y Readman, 1998).



De acuerdo ol esquema, el resultado de la interaccion entre el
hospedero, patbgeno y madioambiente puede variar de acuerdo a los cambios
en la relacion de cada uno o de todos los integrantes; esto es, el hospedero
puede variar en especie, edad, esladio de vida, estatus nutricional, etc., el
patogeno puede variar en virlencia, canfidad, mecanismos para evitar las
defensas del hospedero, etc., y el maedio ambienle puede variar de condiciones
ideales a condiciones que favorecen mas al agenle causal de la enfermedad
disminuyendo la capacidad de respuesta inmune. Esto no quiere decir que Ia
presencia de un patogeno necesariamente dispara la enfermedad (Lightner and
Readman, 1998). Bajo condiciongs de infecciones persistentes, algunos
patdgenos han coevolucionado por millones de afos con sus hospederos
naturales reduciendo su virulencia y provocando poco o ningan efecto adverso

en el hospedero (Weiss, 2002).

Los teérminos enfermedad y sindrome en patologia humana y veterinaria
tienen varias definiciones. De acuerdo al diccionario medico Dorland, se define
enfermedad como: a) "un determinado proceso morbido, seguido de una serie
de sintomas caracteristicos” o bien, b) enfermedad puede ser cualgquier
alteracion normal del estado de salud del organisme, dande como resultado
condiciones de pobre crecimiento o reduccion de resistencia al estrés. Mientras
que sindrome es definido como: &) "un conjunto de sintomas resultado de una
sola causa que se observan cominments junios para constituir una entidad
clinica distintiva” o bien b) sindrome es referido generalmente a enfermedades
que pueden ser acompafiadas por pérdidas catastréficas (Lightner y Readman,
1998) tanto a nivel bivldgico (mortalidades masivas) como economico.

Bl virus del sindrome de la mancha blanca (WHEV) tue diagnosticado por
primera vez en China y Japdn en 1992 (Takahashi et al,, 1994) en cultives de
camaron, inicialmente parecio estar limitado al continente asiatico. Sin embargo,
por movimientos irresponsables de organismos acuaticos de una regién a otra



del mundo, se diagnosticd mas tarde en América, en Texas y Carolina del Sur
en U, en el mes de Noviembre de 1995 (Rosenberry, 1996). A principios de
1999, fue reponado en centro v Sudamérica v actualments también ha sido

detectado en Europa (Rosenberry, 2000),

L.os signos clinicos de campo reporados para la infeccion de WSSV son
mortalidades répidas y masivas, generalmente en juveniles, pero puede afectar
tambien a camarones adultos. Los camarones enfermos muestran manchas
blancas acompanadas de coloracion rojiza en todo el cuerpo (Kanchanaphum at
al, 1998). Se han reportado mortalidades asociadas a WSSV en varias
especies de camarones peneidos cultivados (Takahashi et a/, 1994, Chou ef
al., 1995, Durand et al., 1998, Lo et &f, 1996, Wongleerasapaya et al., 1996),
Asi como tambien, el virus ha sido detectado en un amplio rango de crustaceos
silvestres, incluyendo cangrejos, langosias y camarones (peneidos y no
peneidos) (Lo ef al., 1996, Maeda ef al., 1997).

El virus de la mancha blanca ha sido descrito con varios nombres; virus
en forma de baston de Penaeus japonicus (RVPJ) (Takahashi ef al, 1994),
virus de la necrosis baculoviral hipodérmica y hematopoyética (HHNBV) (Huang
el al, 1995), baculovirus sistémico ectodérmico y mesodérmico (SEMBV)
(Wongteerasupaya et al, 1995, Sahul Hameed eof al, 1998), y baculovirus
agociado al virus de mancha blanca (WSBV) (Wang et af/., 1995, Lo et al,
1986). Aunque ha sido reportada en varias localidades geograficas, los signos
clinicos de la enfermedad son similares histologica, v morfologicamente, asl
como en astructura genontica (Flegel, 1997). Por lo tanto, se considerd que es
el mismo virus o diferentes cepas del mismo y se clasificd como baculovirus del
sindrome de la mancha blanca (WSSV) (Nunan el al, 1997). Posteriormente,
WSSV fue asignado a la subfamilia Nudibaculoviridae a la cual pertenecen los
baculovirus no ocluidos de la familia Baculoviridae (Francki el al., 1891). Sin
embargo, en subsecuentes reportes de la International Comission for Taxonomy



of Viruses (ICTV) se canceld esta clasificacion y el virus se dejd sin asignar
(Murphy et al,, 1995). Finalmente, posterior a los esiudios recientes del genoma
del virus del sindrome de la mancha blanca (W38VY), se propuso una nueva

famifia para este virus, Nimaviridae (van Hulten el al,, 2000a).

4.1.1. Morfologia y Morfogenesis del Virus del Sindrome de la Mancha
Blanca (W88V),

Los vinones de WSEV presentan forma ovoide a bacilariforme con un apéndice
en forma de flagelo en la pane terminal. Eslos virones constan de una
nucleocapsida envuelta por proteinas unidas distintivamente en capas dando
una apariencia rayada a la capsida. Las nucleocapsidas aisladas miden de 65 a
70 nm de diametro y 300 a 350 nm de longitud (Durand et af., 1997 Nadala ef
al., 18987). La nucleocapsida contiene una molécula de doble cadena de ADN de
configuracion circular. £l genoma de WSSV es en la actualidad el genoma viral
mas grande secuenciado completamente, contiene 293 kpb abarcando 184
ORF's, que en su mayoria permanecen sin asignar, ya que no se han
encontrado homologias en las bases de dalos plablicas, excepto 5, los cuales
codifican para proteinas estructurales del viridn (van Hullen et al,, 2001). Las
particulas virales de WSSV contlenen al menos § proteinas principales, con
tamanos estimados de 28 kilodalton (kDa) para VP28, 26 kDa (VP26), las
cuales estan asociadas a la envoltura de la particula viral y 24 kDa (VP24), 19
kDa (VIP19), y 15 kDa (VP15) integradas a la nucleocapsida (van Hulten, et a/,
2000b}. Existe evidencia que (a proteina VP28 estd directamente involucrada en
la infeccién sistémica de P. monodon por WSSV (van Hulten ef al., 2001),

En analisis filogenéticos, se identificaron tres de los principales genes
que codifican para proleinas estructurales del viridn de WSSV v su traduccion a
proteina muestra que no existe ninguna relacion con proleinas estructurales de
baculovirus (van Hulten et al, 2000 a, van Hulten ef g/, 2000 b). Ademas, el



tamano del ADN viral de alrededor de 300 kpb de WSSV se encuenira paor
encima del tamafio del genoma de los virus pertenecientes a la familia
baculoviridae (100-180 kbp) (Hayakawa el &/, 2000).

Basada en toda la informacion reuntda sobre la morfologia, el genoma,
estructura y analisis filogenéticos, se ha determinado que WSSV es miembro
del género Whispovirus dentro de una nueva familia lamada Nimaviridae (Vlak
et al, 2002). Actualmente su ubicacion taxondmica se encuentra registiada en

el reporte del mes de Junio de 2002 de la 1CTV.

4.2 Métodos de Chagndstico para la Deteccion del Virus del Sindrome de ia
Mancha Blanca (W55V),

lLa patologia de camarones, como apoyo para la industria det culive de
camaron se inicié hace mas de 30 afos. En los primeros trabajos sobre
enfermedades  de camarones se  uilizaban  metodos  de  diagnostico
relativamente simples comao montajes htimedos de lejidos infectados para
microscopio oplico y métodos microbiotégicos clasicos. La histologia de rutina y
la microscopla de transmision electronica, fue incorporada como herramienta de
diagnéstico para infecciones virales y microsporidios por patdlogos de
camarones peneidos en los afios 70's (Baxier ef al, 1970, Couch, 1974},
posteriormente se ulilizaron para otras enfermedades incluyendo bacterias,
hongos, y parasitos (Lightner, 1875; Brock and Lightner, 1990).

Actualmente los métodos de diagndstico empleados por los patdlogos de
camarones, es una combinacion entre los metodos clasicos de diagndstico
utiizados en la medicina humana y veterinaria (Tabla 1), Enlre los mas
importantes y comanmente utilizados se encuentran: observaciones clinicas,
microscopia optica directa, microbiologia, histologia de rutina vy techicas
moleculares (Lightner and Readman, 1898),



Tabia 1 - Principales métodos de diagnéstico wilizados en camarones peneidos del Indopacifico
y este de Asia (Modificada de Lightner y Readmian, 1948),

Mo Mruebas v dalos obtendos

Historia clinics Historias de la enfermedad en (B instalaciones o fa regidn, disenn de
instalaciones, fusntes de postlarvays (silvestre, domesticos especiivos
libres de patdgenos, SPF, o resistentes, SPRY, tipo de aliments usadao,
condiciones medioambentaies, el

Signos clinicos Lesionss visibles, comportamiento, cregimiento ancemal, eficiencia de
alimentacidn y conversion slimenticia, ete.

Microscopla directa Gampn duminado, comtraste de fase, examenss microscopicos de
tejidos tefidos en campo oscuro o frolis de tejidos sin tefir, montaje
humedo, montajes enteros, ete. De enfermedades o de especimenes
Anarmales

Histopatologia Histitogla de ruting o histoquimiva (con tinciones especialss) analisis de
secciones de tefldos.

Microscopio electranico Examenas ultraestructurates de sacciones de tejidos, preparacion de
njidos negativamente tedidog, o muestras superficiales,

Cultives a identificacion

hiogulmicas Cultivos de rutinag v aislamiento de cepas baclerianas en medios
artificiales ¢ identificacion usando reacciones bioguimicas en susiratos
(RHECOS.

Aumenta o reslos de

Infecciones Grianza de muestras de camaronas en estadios de vida apropiados bajo
condiclones  controladas, condiciones  de estrds parg aumentar la
axpresion de latencia o bajo grado de infeccidn,

HBigensayo Exposicidn de organismos susceptibles, camarones indicadores coma
presumtos portadores ded patdbgeno.

Matodos serologicns  Uso de anlicuerpos  especHicos como agentes de diagnostico  en
irmunablol, aglutinacion, IFAT, ELISA u otras pruebas,

Hematologia y quimica

Chnica Determinacion de contea de hemocitos  diferenciales, tiempo  de
coagulacion de la hemolinfa, giucosa, 4acido lactico, acidos grasos,
tiertas anzimas, el

Toxicologtafanallsis  Dateccion de toxicos por andlisis y verificacion de toxicided  por

bigensiayos,

Bondas de ADN Deteccion de porciones unicas de dcido nucleico de un patdgenn
usando una sonda de ADN marcada.

PCR Amplificacion de secciones unicas del genoma de un patégen para en
segulda detectar concentraciones usando un par de oligos especiiicos,

Cultivos de lejidos Cultivo in vitrg de patdgenos de camaron en sistemas de cullivo de

teiidos que no son de camardn ¢ en cultive de odlulas primarlas
derivadas de camartn,




4.2.1. Diagndstico Clinico e Histopatologico.

Existen numerpsos irabajos sobre el diagnostico clinico e histologico del
sindrome del virus de la mancha blanca en camarones peneidos. Los signos
clinicos repartados para la infeccion de WS5Y son manchas o puntos blancos
en la parte interior del cefalotdrax y en el quinto-sexto segmenty abdominal, a
medida que se desarrolla la enfermedad se encuentran en todo el cuerpo,
algunas veces las manchas estan acompadadas de coloracion rojiza,  El
tamafio de las manchas varia de un punto poco visible a manchas de 0.5 a 3.0
mm de diametro. Otros signos de fa enfermedad incluyen reduccion en el
consumo de alimento, perdida de la cuticula, y tasas altas de mortalidad del 70
al 100% dentro de la primera semana posterior a la aparicion de los signos
clinicos (Kasomchandra ef a/,, 1998, Sudha el al., 1998, Wm‘\g ef al., 1999), Se
han reportado mortalidades asociadas a WSSV en varnas especies de
camarones peneidos cultivados (Karunasagar el g, 1897, Chou ef af., 1998,
Supamattaya el al, 1998, Wang et al, 1999, Rajan ef al, 2000), Asi como
también, ha sido detectada en un amplio rango de crustaceos silvestres,
incluyendo cangrejos,. langostinos, y camarones (peneidos y no peneidos)
(Wang ef al., 1997, Supamattaya ef al., 1998, Sahul Hameed ef al., 2000,
Chang et al, 2001).

Las investigaciones realizadas en camarones infectados con WSSV,
coinciden en los cambios histopatoldgicos observados. Estos cambios estén
caracterizados por una amplia degeneracion celular, severa hipertrofia nuclear y
presencia de cuerpos de inclusion en tejidos principalmente de origen
ectodérmico y mesodermico, especiaimente en pledpodos, branquias, epidermis
cuticular, epitelic del intestino posterior (incluyendo el estémago), tejido
cohectivo, tejido hematopoyético, tejido nervioso, organo linfoide, glandula
antenal, musculo estriado, corazon, hemocitos y génadas (.o ef al, 1997,
Kasornchandra el al,, 1998; Wang ef al., 1999),



Los cuerpos de inclusion durante el desarrollo de la infeccion muestran 4

fases caracteristicas (Wang ef al., 1999):

Fose 1. Nocleo levemente hiperirofiade, marginactkon de la cromaling v transformacién de la
reqidn central en un drea eosinglila,

Fase 2. NOckeo mas redondo, la cromating margingl se incrusta on una capa mahos densa
formandose un anillo oscuro junto a la membrang nuclear, Se presenta una zona ransparente
ahtre este anillo oscure y ol estroma virogénicn, formandose un cusrpo de inclusion Cowdry tipo

A

Fase 3: No se encuenira el anllio oscuro, se rompe la membrana nuclear y fa zona lransparente
g fusiona con el ciloplasma, los cuerpos de inclusion son basofilos.

Fage 4) Bl noclen o todas i célula se desinlegrs observandose espacios vacios an secgiones de

tejidos,
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4.2.2. Tecnicas moleculares utilizadas en el diagnostico de WSSV,

En la patologia de camarones penaeidos, se han desarrollado técnicas
moleculares para el diagndstico de WSSV en condiciones asintomaticas, ya que
la infeccitn puede estar presente sin presentarse los signos groesos de Ja
enfermedad. Es el caso de varias especies de cangrejos y olras especies de
crustaceos que son porladores de WSSV vy que pueden transmitic la
enfermedad a camarones de cultivo (Kanchanaphum ef al,, 1898, Bupamattaya
et al, 1998). Por otro lado, existe evidencia que WSSV infecta tejido
reproductivo, por 1o tanto existe transmision malemal (Lo ef al., 1997), es decir
las postlarvas pueden presentar el virus del sindrome de la mancha blanca de
manera latente, por lo que son consideradas como la principal ruta de entrada
en los estanques de cultive (Flegel v Alday-Sanz, 1998) Debido a lo
anteriormetite  expuesto, ha sido necesario el desanollo de técnicas de
diagnostico sensibles como son la amplificacion de ADN mediante la reaccion
agn cadena de la polimerasa (PCR) (Lo ef al, 1996a; Kimura et al., 1996,
Takahashi et al., 1998) e hibridacidn in sit;, (Durand et al., 1996, Nunan et af.,
1097). Otra técnica de diagndstico que ha sido desarroilada recientemente para
la deteccion de W55V, es la aplicacion de anticuerpos monocionales (Poulos el
al., 2001),

Dentro de los trabajos de diagnostico det virus WH5 Wilizando ta técnica
de PCH, se encuenlra el realizado por Kim el a/, (1998), quien desarrolld la
técnica para el diagnostico del virus de la mancha blanca en P. japonicus, a
partir de la secuencia de datos de ADN gendmico de WSSV, se disefaron
nligos, con los cuales despues de 30 ciclos de amplificacion el sistema de la
PCR fue capaz de detectar 1 pg de ADN del virus.



Por otro lado, Kasomchandra ef al. (1598) disediaron oligos a partir de un
fragmento de uha secuencia especifica de ADN, a partir de una cepa de WSSV
griginaria de Tallandia y Ia compard con otras cepas colectadas en varios
paises. Los resultados mostraron que las cepas estaban relacionadas y que
eran el agente causal ded sindrome de la manche blanca, presente en 6 palses

de Asia.

Entre las técnicas moleculares Jtilizadas con éxito en la acuacultura de
crustacens, la de mayor especificidad y con la que se obliene un diagndstico
definitiva es hibridacion in situ. Como ejemplo, se tiene el trabajo realizado por
Chang, ef al. (1998), quien identificd el WSSV en diferentes drganos de £
monodon. Los resultados mostraron que es posible detectar el virus de la
mancha blanca 16 hr post-infeccion en epitelio estomacal, branquias vy
epidermis caticular. También, Lo ef al. (1997), mostraron por medio de ésia
lecnica, que WGEEV esta presente en ovocilos, en células foliculares y en
células del tejido conectivo de ovarios de hembras reproductoras de P

monodon,

4.3, Infeccion Experimental,

Otro método comunmente utilizado dentro de la investigacion de enfermedades
en organismos acuaticos, son las pruebas de infeccién experimental. Estos
estudios pueden ser diseftados para analizar |3 patogenicidad, la virulencia y la
mortalidad ocasionada por un agente infeccioso. Los organismos expuestos a
una infeccion, pueden ser observados en su comportamiento en muestreos en
diferentes intervalos de tiempo (Overstreet ef al., 1588).



Los primeros bicensayos de infeccion experimental en camarones fueron
los realizados por Couch (1974a) quien alimentd con tejido hepatopancreatico
altamente infectado con Baculovius penael (BP) a § juveniles silvestres de P
duorarum, Cuatro de los onco especimenes del estudio murieron después de
20 dias, todos tenian nucleos hipertrofiados, pero ninguno presentaba cuerpos
de inclusion. Mas tarde, este mismo autor en 1978 reportd las primeras

infeccianes de BP en un laboratorio de produccion de postlarvas de camardn.

Existen varios trabajos de infeccion experimental con el virus del
sindrome de la mancha blanca (WS85Y), Entre ellos se encuentran los
realizados por Supamattaya el al. (1998) guienes estudiaron el efecto gue
podria tener la infeccion experimental en tres especies de crustaceos gue
residen comunmente en granjas camareoneras y el efecto que podria causar
asla infeccidn. Para ello, utilizd tres rutas de infeccion (inyeccidn, ingestion e
inmersion), usando como inéculo tejido infectado de P monodon, Basandose
en los resultados del estudio, tas especies de crustdceos probados, pueden ser
consideradas como reservorios virales, ya que son capaces de portar la
infeccion y puede persistir la infeceidn por periodos significatives de tiempo, en

el medicambiente de una granja de cultivo de camardn,

Asi mismo, Kanchanaphum ef al (1998) utilizaron tres especies de
cangrejos sospechosos de ser portadores de WSSV y que se encuentran
comanmente en granjas camaronicolas. La transmision de la enfermedad a P,
monodon, fue a través de la cohabilacibn de cangrejos y camarones en
acuarios, Despuds de 24 horas de exposicion, se detectd WSSV en camarones
que cohabitaban con Uca pugilator, 36 horas despues se detecto en camaronas
gue cohabitaban con Scylla serrata y finalmente, después de 48 horas se
detectd WESV en camarones que cohabitaron con Sesarma sp.



Entre las rutas de infeccion experimental utilizadas, como ya se
mencionaron, se encuentran: inyeccion, ingestion oral e inmersion, Chou, ef al,
{1998) realizaron pruebas de infeccion experimental con WSSV, por medio de la
inmersion v la ingeshon oral, suministrande tejido de P. japonicus o de P,
monadon, como material infeccioso a juveniles sanos de P, monodon, P
faponicus y postlarvas de P peniciffatus. Las mortalidades acumulativas
alcanzadas por las tres especies de camardn probadas, fueron del 100% dentro

de jos 4-6 dias.

Mas tarda, Wang ef al (15989) probaron por ingestion oral, la virulencia de
seis cepas de W35V, en dos especies de camarones americanos (Litopenaeus
vantamel y Farfantepenaeus duorarum). Las cepas utilizadas provenian de
China, India, Talandia, Texas, Carolina del Sur, y Washinglon, Durante las
pruebas, el tejido infectado fue suministrado per 05 a postlarvas de L. vannamei
y a juveniles de F. duorarum. Las montalidades acumulativas alcanzadas por L.
vannamei fueron det 100% con cada una de las cepas, siendo la de Texas y la
de Washington la mas y menos virulenta respectivamente. En caso contranio,
los juveniles de F. duorarum alcanzaron solamente el 35-60% de mortalidades

acumulativas,

Dentro de las pruebas de infeccion experimental, Soto ef al. (2001)
realizaron estudios de transmision del W58V a (.. vannamei, comparando la
infectividad relativa det cefalotérax, abdomen o cadaver entero de camaron
infectado con mancha blanca, a partir de la estimacion de la moralidad y el
coeficiente de transmision, usando modetos epidemicldgicos, Los resultados de
las pruebas sugieren que no existen diferencias en la carga viral def cefalotdrax
y el abdomen infectados. Sin embargo, el cefaiotorax fue mas infeccioso,
probablemente porgue fue mas apetecible para los organismos experimentales,



4.4, Fstudios Epidemiocldgicons de WSHY

Los métodos epidemiclégicos son fundamentales para el entendimiento de las
enfermedades infecciosas en la acuacultura. Cualguer sistema de produccion
acuisola, esta integrado por individuos congregados en poblaciones y para 10s
epidemidlogos, la poblacion es la paciente, Asimismo, e propodsito de 1a
epidemiciogiz es estudiar los patrones y causas de enfermedades en
poblaciones y a través del analisis de estos patrones, comprender las causas

de la enfermedad para lograr su control (Gameron, 2000).

Por ofro lado, en la scuacultura, el manegjo de la salud de organismos
acuaticos se basa poncipalmente en medicar poblaciones; por o tanto, las
herramientas y metodos epidemiologicos son una eleccion natural para ubicar
os problemas de enfermedades. Dentro de los métodos a los que se enfoca la
epidemiologia se encuentran los estudios de factores de riesgo, analisis de
resgo, evaluacion de pruebas de diagndstico, estudios experimentales y

modelacidn de enfermedades infecciosas (Georgiadis ef al., 2001).

[}e acuerdo a las pruebas de infeccion experimental anteriomente
descritas, el virus del sindroma de la mancha blanca ha sido considerado como
altamente patogénico y catastrdfico para la industria del cultivo de camaron,
ademes de considerarse una seria amenaza para las pesquerias de camarones
sivestres, Debido a ello, algunos investigadores se han dado a la tarea de
emplear métodos epidemiologicos para su estudio. Como es el caso de Lotz y
Soto (2002), quienes desarrollaron un modelo epidemioldgico tipo Reed-Frost
para WSSV en L, vannamei, con el fin de entender los factores que afectan la
probabilidad de pcurrencia de esta enfermedad, El modelo incluye organismos
susceptibles sin infectar, infectados en estado latente, infectados en estado
agudo, y camarones infectados muertos, La fuente de nuevas Infecciones en un

brote de la enfermedad, se considera que puedan ser los organismos infectados
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ya muertos. Finalmente, usando e modelo se pueden generar algunas
hipdtesis, acerca de los factores que podran afectar el curse de una epidemia

de WSSV en L. vannamed, que conducirian a estrategias de manejo exitosas.

Generalmente, los  estudios  epidemioldgicos  de  enfermedades
infecciosas de organismos acuaticos, son  evaluados mediante pruebas
experimentales. Los dalos sobre la patogenicidad, caracteristicas del agente
infeccioso, asi como la susceptibilidad y respuesta del hospedero, pusde ser
generadas por tales estudios. Todo este, se realiza a nivel laboratorio bajo
condiciones definidas y controladas. Sin embargo, la respuesta del organismo
ante una enfermedad infecciosa, es diferente en campo y bajo condiciones de
labaratorio. Por lo tanto, es imperativo que los resultados de laboratorio sean

verificados y analizados en el campo (Georgiadis ef al., 2001),

Cuando se habla por ejemplo, de la estimacion de fa prevalencia de un
agente patogeno, én una poblacion en el medio natural, es imporante obtener
el mayor nimero de muestras analizadas con la presencia y caracteristicas del
patdgeno, lo que resultara en una base mas solida para su identificacion.
Durante la tarea de revisar un gran numero de muestras bajo el microcopio
aptico, la calidad de la evaluacion dependerd del técnico que realice las
observaciones, A medida que el ndmero de muestras aumenta, también
aumenta & factor cansancio del tecnico, disminuyendo la calidad de la
identificacion, Las variaciones de observacion que tiene un técnico gue revisa
un gran numero de muestras histoldgicas, se podrian eliminar si se considera la
posibitidad de automatizar la identificacion de agentes infecclosos conocidos
como son los virus, a través de la wlilizacion de sistemas oOpticos de

reconocimiento.
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4.5, Bl Patrdn de Difraccion como Alternativa de Identificacion del Virus del
Sindrome de la Mancha Blanca (WS5V),

l.os patrones de reconocimiento generados por un analizador de imagenes han
tenido un uso comun an la medicina y otras ciencias, con el fin de contar e
identificar cualquier tipp de objelo. Watson (1952) disefié un sistema  para
analizar particulas en el aire. &l contador de leucocitos en la sangre fue
disefiado por Preston (1962) teniendo subsecuentes modificaciones (Prewitt y
Mendelschn, 1966, ingram y Praslon, 1970). Pernick et al, (1978), realizaron un
sistema de diferenciacion de ceélulas cancerosas y células normales en el ser
humano y por aitimo, Pettipher y Rodriguez (1982) determinaron bacterias en la

leche con una técnica simiar a la anterior.

4.5.1. Sistomas Analizadores de Imagenes Aplicados a los Organismas del
Plancton.

La clasificacion e identificacion de especimenes biologicos se ha llevado a cabo
manuaimentie por ecélogos marinos y taxdonomos expertos. La bosgqueda de la
automatizacion de esta tarea se ha estudiado por muchos anos. Dichos
estudios s8 hanh basado en el desarrollo de andlisis de patrones, procesamiento
de imagenes, analisis multiespectrales e inmunoflorescencia. Sin embargo,
muches de los sistemas solo han logrado obtener resultados bajo condiciones
de laboratoric con poblaciones cultivadas, pocos han {enido exito cuando son

aplicados en espacimenes colectados en campo.

Se han realizados irabajos con sistemas analizadores de imagenes
aplicados a organismos del plancton, como los descritos por Uhlmann y
volaboradores en 1978, quienes utilizaron las mediciones de |las formas de los
organismos es decir el area, ancho, iargo y proporcion largo-anche. Estos
andlisis se llevaron a cabo con cinco generos de fitoplancton (Asferionella,



Melosita, Fragifaria, Ceratfum y Perdinium). Furuya et al, (1981, 1982)
realizaron una estimacion de los diferentes tamaios del fitoplancton por medio
de un analizador de imagenes, las especies con las que trabajaron fueron,
Fibrovapsa  faponfca,  Ptychodiscus  brevis,  Prorocentrum  dentatum v
Cheetoceros debie. Tsuji y Nishikawa (1984) determinaron la especie de
fitoplancton Prorocentrum triestium por medio de un analizador de imagenes

fluorescentes,

Los sistemas analizadores de imagenes también se han utilizado para
organismos del zooplancton.  Jeffries ef al (1980,10984) trabajaron  con un
sistema analizador que fue capaz de discriminar las variables de largo, ancho y
drea de cada organismo, kEn este trabajo de analizaron ocho grupos
laxonomicos de zooplancton. Rolke y Lenz {1984} realizaron estimaciones de
zooplanctory mediante un procesado de imagenes. Dietrich y Uhlig (1984)
flevaron a cabo cuantificaciones de Ardemia salinag y diferentes estadios de
copepodos por medio de mediciones de longitud, ancho, area y la relacion
ancho-longitud. Asano y Tanaka (1984) realizaron mediciones del tamano de
los huevos de peces con un método analizador de imagenes. Sieracki ef al,
(1985) realizaron estimaciones de bacterioplancton por medio de un analizador
de imagenes en microscopio de epifluorescencia. Chehdi y Boucher (1986)
presentaron una sere de algortmos para la cuantificacién del zooplancton
obtenidos con un procesador de imagenes. Bjomsen (1986) trabajé en un
sistema analizador de imagenes para la cuantificacion de bacterioplancton,
Estep el al, (1986) trabajaron en la estimacion de organismos, desde bacterias
hasta larvas de peces, por medio de una analizador de imagenes con una

interfase computacional,

Otros trabajos orientados al analisis de imagenes del fitoplancton son los
realizados por Gorsky y colaboradores en 1989, quienes realizaron un método
en el cual se pueden estimar los organismos del fitoplanclon mediante un
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analizador de formas, los organismos que estimaron fueron Prorocentrum
micas, Nitzchia closterium y Hymenomonas elogata. Brown ef al {198%)
cuantificaron fitoplancton con un intervalo de tamafio de 1 a 2 pm en
monocultivos de especies como Nannochlons bacillans, Chysochromulina
breviturnita y Euglena gracilis, con un analizador de /magenes en base a sus
formas dadas por el numero de pixeles ocupados por la imagen. Simpson et al,
(1992) realizaron un analisis de las especies fitoplanctonicas Ceratium arcticum
y C. longipes por medio de la téenica de red neural; este mismo método fue

aplicado & la identificacidén de cianobacterias (Balfoor et al., 1992).

Los sistemas de redes neuronales vy analisis mullivariados, han sido
utilizados recientemente  para el reconocimiento de patrones de muestras
hiologicas. Estos métodos han sido empleados con imagenes pre-procesadas
de dinoflagelados y tintinidos (la transformada de Fourier como una funcion de
la forma del organisme) obteniendo mas del 70% de clasificacion correcta. Sin
embargo, solo es posible observar la variacion morfologica natural de las
gspecies y es afectado por el detritus presente en las mismas muestras,
Ademas, todavia presentan problemas en la escala y orientacion de las

imagenes (Simpson et al., 1992; Culverhouse, ef al., 1994, 1996).

4.5.1, Definicidn y Caracterizacion de los Patrones de Difraccion,

4.5.1.1_La Teoria de la Difraccion (Max Born and Emil Wolf ,1980),

La primera referencia al fenomeno de difraccion aparece en frabajos de
Leonardo Da Vinc (1452-1519), Sin embargo, tal fenomeno fue exactamente
descrito por primera vez por Grimaldi en un libro publicado en 1665, quien
observd fendmenos difractivos: al hacer pasar un hax de luz a través de una
aberura practicada sobre una pantalla observd que, al proyectar el haz sobre



olra pantalla, el paso de la zona iluminada a fa zona de sombra no era abrupto

(como indica ta propagacion reclilinga),

Al trasladar las trasmisiones del campo slectromagnético general al
campo de la oplica, el cual se caracteriza por longitudes de onda corta, se
encuentra que en ciertas regiones el simple modelo geomeétrico de propagacion
de ia luz es inadecuado, En paricular, s observa que 1as desviaciones de luz
die esle modelo deben esperarse inmediatamente después del borde de las
sombras y las regiones donde se encuentran un gran nomero de rayos. Estas
desviaciones se manifigstan por la aparicion de bandas de juz y oscuridad:
conocidas como franjas de difraccion. La teoria de la difraccion concierne
principalmente a estas regiones especiales, tales regiones son de un gran
interés practico, porque en ellas se incluye la parte del area de la imagen en la
cual es situada la imagen oOplica (region de enfoque). A continuacion se

describe con mayor detalle este fendmeno optico.

Una experiencia mdy comun es que la luz se propaga en linea recta, Si
se gnvia un haz de luz de una linterna sobre una pantalla, la region iluminada
que se forma resulta de la propagacion en linea recta de cada uno de los rayos
del haz. Otro ejemplo es cuando se lumina una rendija con un haz de luz (Fig.
2).

Figura 2, Si la luz e propaga en linea rects, sobre la pantalla CD ta region AB queda
Huminada,
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Sobre la pantalla CD se forma una regidn duminada AB, que resulta de la
propagacion rectilinea de los rayos det haz §T. Se forman asi dos regiones de
sombra: la BC y la AD. A pesar de estar muy acostumbrados a lo anterior, la
realidad @s un poco distinta, En efecto, si en el caso de la figura 2 se observa
con detenimiento la frontera entre la region de sombra y la region iluminada, por
eemplo en A, se puede ver que no hay una separacion bien definida entre las
dos regiones; lo que se muestra en la figura 3. En esta figura, la flecha marca el
lugar en que se encueniran la frontera A entre la region de sombra vy la
Huminada. Notese que dentro de las regiones de sombra se forman regiones
alteradas de zonas iluminadas y oscuras, que se van desvaneciendo

gradualmente hasta que se entra francamente en la region de sombra,

A4

Figura 3, La sombra que forma un borde no es complelaments dalinida,

La descripcion hecha en el parrafo anterior indica que en realidad la luz
no se propaga rigurosamente en linea recta, sino que al pasar por cada uno de
los extremos H y K de la rendija (Fig. 4), en lugar de propagarse a lo largo de
las lineas rectas HB y KA, la luz se "dobla" y llega a regiones BG y AF que
deberian estar en la sombra.



Flgura 4. La luz no se propags en linga recta al pasar por @l axtremo de una rendia, sing gque se
“dobla”, as decir se diracta,
A este fendmeno en que la luz se "dobla" al pasar por el extremo de una

superficie y no sigue su propagacion en linea recta se le llama difraccidn,

4.5.2. Procesado de Imagenes a través de Patrones de Difraccidn.

El uso de computadoras en el procesamiento de imagenes comenzd en {os
anos 60's. Vander Lugt en 1964 introdujo el uso de técnicas optico-coherentgs
para el reconocimiento de objetos ulilizando fillros acoplados (matched-filter) o
filtros "clasicos”, a través de correlaciones matematicas de la imagen de entrada
y ta imagen grabada en el filtro, Estos filtros son invarianies a posicidén gracias
al patrén de difraccion que coloca la informacion en el centro, Sin embargo, son

sensibles a cambios a escala y rotacion,

En los afios selentas el grupo del Dr. Silverio Almeida utilizd por vez
primera la transformada de Fourer en el procesamiento de imagenes de
Diatomeas (Caims 1872, Almeida 1972, 1976, 1978, Fuji y Almeida, 1979 abn
Fuji et al., 1980). Estos trabajos demostraron la utilidad de los patrones de
difraccién. Sin embargo, ninguno de estos estudios analizd en detalle los
problemas que se encuentran duramnte los procesos de reconocimiento, tales
como la invariancia en la localizacion de organismos dentro de la imagen, el
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problema de ruido generado por cuerpos extratos a los organismos a identificar
dentro de la imagen (detritus, pariculas organicas, eld.) y 1as variaciones
morfoldgicas de las especies, entre otros, los cuzles de una manera u otra
madifican la informacion de frecuencias que forman la imagen, generando

wentificacionss errdneas.

Dentro de las investigaciones con respecto al analisis de imagenes
mediante sus patrones de difraccion se tienen los trabajos de: Rodier y Rodier
{T987) con analisis de interferogramas con base en patrones de difracciaon de
imagenes. Negrete-Regagnon vy Alvarez-Borrego (1990), que utilizaron el
metodo para analizar imagenes de la supericie del mar, Farell (1992), aplicado
a la descripcion volumeétrica de las particutas; Coordingluey (1993) y Leger v
Morris (19493), dan una breve historia de la dlilizacion y aplicacion de |a
difraccion, asl como una perspectiva a la utihzacion de los patrones de

difraccion en el futuro para analisis de patrones de reconocimiento,

4.5.3. Reconccimiento de Particulas Biogénicas Utilizando el Patron de
Difraccian.

Posteriormente, Zavala-Hamz, et al. (1996), utilizaron el patron de diffaccion
para el reconocimiento de tres especies de copépodos calanoides (Acartia
calfforniensis, A. tonsa, y Calanus pacificus). Se realizd un andlisis de
conglomerado para las imagenes de los copépodos y para su patron de
difraccion, para determinar cual grupo de imagenes discriminaba mejor entre
genero, especie y sexo. Los dendogramas de los palrones de difraccion
tuvieron mas poder de discriminacién y 50% menos variabilidad, Con este
metodo se pudo discriminar a nivel género, especie y aun a nivel sexo. Mas
tarde Zavala-Hamz y Alvarez-Borrego en 1997 ufilizaron filtros armonicos
circulares los cuales hasta este momento solo se habian usado con propositos

militares. El reconocimiento de patrones invariantes a rotacion usando filtros
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armanicos circulares han sido ampliamenie wtilizados en la industria militar en
las uwitimas dos decadas. Con este nuevo método también fue posible

discriminar entre los generds Acartia y Calanus.

Pech-Pacheco y Alvarez-Borrego (1998) utilizaron un sistema optico-
digital para el reconocimients de cinco especies del fitoplancton del género
Ceratium. E) sisterna fue altamente discriminatorio (=80%). Se produjeron picos
de corefacion solo cuando organismos de la misma especie se encontraban
presemtes en los filros. Un afo después, Pech-Pacheco el al, (1999
cuantificaron & identificaron organismos responsables de las mareas rojas. En
este trabajo identificaron seis especies del género Ceralium en base a su patron
de difraceidn, Posteriormente Pech-Facheco ef al. (2000) proponen un sistema
automatico con una estruciura modular para la localizacion e identificacion de
diatomeas, Para el proceso de identificacion se utilizaron técnicas basadas en
la transformada de escala y técnicas de correlacion cruzada a través de filtraje

cepstral,

Por otro fado, Castro-Longoria et al. {(2001) utilizaron un algoritmo basado
en el médule al cuadrade de la transformada rapida de Fourier (equivalente a la
intensidad del patron de difraccidn oblenido mediante un sistema optico) para el
reconocimiento  de  cinco  especies de  copépodos  (Calanus  pacificus,
Rhincalanus nasutus, Pleuromamma gracilis, Temora discaudata vy Acarlia
tonsa). Los patrones de difraccion de estas especies fueron correlacionadas
con filtros solo de fase invariantes a rotacion y posicion. Alvarez-Borrego ef al
(2003) ulilizaron la correlacidn invarante a escala, rotacién y posicion para
discriminar entre cuatro especies de copépodos calanoides del género Acartia.
Con esta metodologia se pudo discriminar entre especies y aun a nivel de sexo.
Mas tarde Castro-lLongoria et al. (2003) udtilizaron una metodologla
multidisciplinarla que involucra técnicas digitales, observaciones taxonomicas y
técnicas moleculares para la identificacion de ires especies cripticas de
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copépodos harpacticoides (Clefocamptus deitersi), |Los resultados mostraron un
£3.3%, B6.6% y 77.86% de conflabilidad en el reconocimiento para cada una de

las especias,

Pech-Pacheco ef al (2001a) utiizaron un sistema  oplico-digital
(invariante a rotacion, posician y escala) para la identificacién de especies de
filoplancion durante los florecimientos de mareas rojas, demostrando gue es
posible una identificacion automatizada para este tipo de monitoreos. Posterior
a este trabajo, Pech-Pacheco el al (2001b) presentan una metodologia
automatica que permite la localizacidén e identificacidn de algunas especies
fitoplanctonicas, especificaments dialomeas. Para ello, proponen fa utilizacion
de técnicas de autoenfoque y fusion. Con la realizacion de este trabajo se
proporciona un sisterma automatico completo para el analisis de muestras

floplanctonicas en microscopia de transmision.

Las técnicas de procesamiento de imagenes usando  correlacion
invariante también han sido utilizadas por Villalobos-Flores ef al. (2001) quienes
pudieron identificar 12 especies de diatomeas fosiles. Con egta metodologia fue
posible identificar las especies de diatomeas en base sdlo a pequefos
fragmentos de Jos organismos. Con esta misma metodologia, Villalobos-Flores
y colaboradores (2002), identificaron 21 especies de diatomeas fosiles. Este
método de correlacion es invariante a escala, rotacion y posicion de la imagen.
Algunos resultados oblenidos mostraron que fue posible identificar cienas
especies de diatomeas con solo 2.12% de informacion de la imagen.

Uno de Jos trabajos mas recienles en el procesamiento de imagenes
realizado por Pech-Pacheco et al. (2003) es la implementacion de una nueva
técnica para lograr la identificacion de objetos, basados en la correlacion
invariante a escala, rolacion y posicion, ulilizando la transformada a escala
como una altemativa a las técnicas de Fourier-Mellin, Con esle estudio
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determinaron que el problema de reconocimiento de algunas imagenas es
debido a la resolucion de las mismas y no al algontmoe matematico utilizado en

la identificacion.

4.5.4, Reconocimiento de Imagenes Policromaticas

Muchas estrategias oplicas se han desarrollade en funcidn exclusivamente de
ka forma del objeto a reconocer. Sin embargo, para enfrentar el problema de
identificar objetos que difieren solo en la distribucion del color, se disene la
estrategia basada en la informacién de forma y color para el reconocimiento de
imagenes policromaticas a través de un sistema multicanal que se basa en la
descomposicion ricromatica RGEB, filtros holograficos y correlacion. Esta téonica
se ha utiizado con éxito para el reconocimiento de diversos objetos, tales como
caracteres, figuras geomeétricas (Yu y Chao, 1983, 1984 Bradigué ef al,, 1987,
Milian ef al,, 1989, 1992), pero no para organismos,

En los objetos policromaticos la forma depende de la longitud de onda de
la fuminacion, Por consecuencia, objetos con una distribucion espaclal del color
diferenle pueden parecer similares bajo una iluminacion a cierta longitud de
onda (Millan ef al., 1989, 1992), El proceso de reconocimiento multicanal para la
identificacion de objetos policromaticos esta basado en la descomposicion de la
informacion de la forma y el color de las imagenas en ifres canales
monocromaticos  donde el objetivo es identificado  separadamente, Tres
longitudes de onda A Xp ¥ Az que cubren el especltro de luz visible son
selgccionadas para lluminar cada canal. Para cada uno se efectia el
procedimiento de reconocimiento con la técnica de fillraje y sus respectivos
resultados se obtienen sticesivamente en un correlacionador 4F clasico, De
esta manera se obtienen las tres correlaciones de la imagen de entrada con el

fiitro bajo diferentes longitudes de onda y la informacion de la distribucion de



color de los objelos puede ser considerada (Ferreira af al., 1992, Corbalan,
1993, Millan ef al., 1989, 1892).

Forero-Vargas ef &l (2001) identificaron bacterias de tuberculosis,
utilizando dos técnicas digitales:  protocolos poco definidos (fuzzy rules) y
correfacion solo de fase. En este trabajo observaron que ta forma de la bacteria
no es suliciente como rasgo caracleristico para su identificacion, ya gue
muchas gspecies de bacterias presentan fa misma forma. Por lo tanto utilizaron
la informacion del color de la imagen de la bacleria. En el 2002, Forero-Vargas
y colaboradores, utilizaron dos métodos para la segrmentacion de imégenes de
tuberculosis, utilizando la informacidn cromatica y algoritmos de autoenfoque,
Mas tarde, Cristobal-Pérez ef & (2003), presentaron una técnica de
identificacion autormatizada para la tuberculosis. sta técnica esta basada en la
utilizacion del conocimiento heuristico, el cual es oblenido del contormo de la

forma del bacilo, asl como et uso de la informacion de color,

Alvarez-Borrego y Chavez-Sanchez (2001), utilizaron la correlacion
digital a color para fa identificacidn del virus IHHNV en tejidos de camardn. El
recanocimiento de los cuerpos de inclusion se Hlevo a cabo descomponiendo ia
imagen del objeto a reconocer en tres canales monocromaticos (RGB) e
identificando el objeto independientemente en cada canal, Los cuerpos de
inclusion fueron detectados cuando simultaneamente se produjeron picos de
correlacidon maxima en los tres canales, Sin embargo, en este trabajo no se
considerd la correlacion invariante a escala y rotacion, Con este primer trabajo
en tejidos de camardn se demuestra el potencial de la tecnica de diagnostico no
solo para IHMNV, sino gue puede ser ulilizado para la identificacion de otros

viris y patdogenos,

Alvarez-Borrego et al, (2002), evaluaron la utilidad de los sistemas
dpticos de correlacidn de imagenes a color, con invariancias a posicion, rotacion
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y escala para el reconocimiento de Vibrio cholerae 01, Los resultados mostraron
que es posible el reconocimiento de la bacteria a pesar de los cambios de
tamario, posicion y rotacion. Por otro lado, Fajer-Avila y Alvarez-Borrego (2002)
utiizaron ta correlacion invariante de los patrones de difraccion de algunas
especies de parasilos de peces (Meferobothrium ecuador, Neobenedenis
mefleni, Lintonium  vibex, Homalometron  longisinosum, Bianium  plicitum vy
Phyflodistomum mirandaf). La informacion del color se coovirtid en un factor
muy impontante para la discriminacion entre las especies analizadas durante
lodo el proceso de identibcacion. Ei reconocimiento de las imagenes a color
mvariantes a escala, posicion y rotacion, se realizd a través de la transformada

a Escala.

4. 6. Validacion de Tecnicas de Diagnostico

Muchas enfermedades requieren para su medicion, el uso de pruebas de
diagndstico para examinar presuntos organismos infectados. Ejpmplo de estas
pruebas de diagndstico son: Pruebas bioguimicas, ELISA, histopatologla y

PCR, por mencionar algunas.

Ninguna prugba de laboratorio es perfecta, por lo que se detectan
resultados incorrectos ocasionalmente, Cuando se uliliza una prueba de
diagndstico, es importanle conocer con que exactitud y error trabaja. El
funcionamiento de una prueba de diagndstico se basa en su precision (escaso
error al azar, medido por la repetibilidad de la prueba) y validez (escaso error
sistematico). La validez tiene dos mediciones,; la sensibilidad y la especificidad,
Estos términos tienen una definicion especial en epidemiologia. La sensibilidad
de una prueba mide la proporcidon de animales enfermos que la prueba
identifica correctamente como enfermos, La especificidad mide la proporcion de

animales no enfermos que la prueba identifica correctamente (Cameron, 2000).



L.a sensibilidad y especificidad son indicadores de la validez de pruebas
de diagndstico (Thrusfield, 1995). La estimacion de la sensibifidad y la
aspecificidad, exige hacer pruebas donde el estatus de salud es conocido, para
ello se requiere @l uso de un apropiade v claro método de diagnostico como

‘gold estandar” (Fegan, 2000} como metodo de validacion,



5 MATERIALES Y METODOS.

51 Bistema BExperimentat.

Los experimentos se realizaron en la sala de acuarios del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrolio, AC., Umidad Mazatlan, Esta sala se
utiliza  exclusivamente para llevar & cabo  experimentos  de  infeccion

gxperimental con virus de camaron.

La sala cuenta con fres tanques de aclimatacion de fibra de widiio de 450
L. (Rotoplas™™, México), dispuestos en una estructura de acero inoxidable con
base de madera de 0,30 m de ancho por 3.0 m de largo. Los dos tanques de
sedimentacion de fibra de vidrio (Rotoplas™®, México) de 450 L utilizados en el
sistema, se encuentran instaiados sobre una estructura de hierro gue mide 2.5

m de largo y 0.60 m de ancho.

Para los bioensayos, se utilizaron 10 acuarios de aproximadamente 30 L,
de capacidad y cada acuario dividido en 2 unidades experimamiales por una
pieza de vidrio de 3 mm de espesor, Los acuarios se gncuentran colocados en
una estructura de hierro que mide 2.5 m de largo y 0.30 m de ancho. Cada uno
de jos acuarios contd con aireacion independiente a través de piedras difusoras
de 1 pulgada de diametro,

Cada bivensayo, se realizdé bajo un sisterma cerrado, los recambios
fueron del 30% vy se haclan diariamente por las mananas. El agua marina
utilizada durante cada uno de los experimentos se dejd sedimentar
previamente, para posteriormente ser filtrada a través de cartuchos tipo cuno de
10 y 1 um, respectivamente, Finalmente, el agua fue esterilizada con luz UV
(Aguaplus UV-4583 235 nm., Industrias Mass, México).
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h.2. Medidas de Bioseguridad,

Para evitar una contaminacion cruzada, en el transcurso de los bicensayos,
cada uno de los acuarios contd individualmente con su propio material y equipo
(redes, cubetas, linea de aire, y piedras atreadoras). £l equipo de uso comun,
cada ver que se utilizé fue enjuagado con una solucion de cloro al 2%. Otra
medida de prevencion fue separar fisicamente los controles negativos de os
acuarios con las replicas de cada bioensayo (Hasson ef al, 19958). Ademas,
cada uno de los acuarios contd con una tapa de acrilico, para evitar infecciones

cruzadas por aerosoles.

Las medidas sanitarias incluyeron un adecuado lavado y desinfeccidn de
todo el matenial al iniciar y finalizar cada experimento. Para la desinfeccion se
utilizé hipoclorite de sodio al 0.05%. Por Gltimo, el agua producto de ios
recambios, fue desinfectada por hipercloracion por 24 horas (Lotz, 1997} antes

de ser eliminada,

Be evito el fransito a la sala de bioensayos a personas ajenas al estudio.
Asl como también, se usd dentro de la sala un tapete sanitario con una solucion
permanente  de cloro al 2%. Finalmente, los organismos mueros durante la
etapa de investigacion y que no fueron necesarios para el procesamiento

histologico fueron incinerados,
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53 Infeccian Experimenial.

Por las caracteristicas propias del trabajo de investigacion, éste se dividio en
dos etapas; Infeccidn experimental y procesamiento de imagenes. zn la
primera, se llevd a cabo la obtencion de materal infectado con WESY, en al
cual por medio de histologla se pudieron observar los cuerpos de inclusion dal
virus de mancha blanca. La obtencion de este matenal se realizd de dos
maneras; levando a cabo una infeccion experimental y por olro lado haciendo
ust del material que se cuenta en el acervo histopatolégico del Centro de

Investigacidn en Alimentacion y Desarrollo, A.C. Unidad Mazallan.

5.3.1. Colecta de Organismos,

Se trasladaron juveniles sanos de camardn blanco (Litopenaeus vannamei) con
un peso de 1 & 0.27 gramos, procedentes de upa granfa vy se trasladaron a la
Unidad Mazatlan en Acuacultura y Manejo Ambiental, CIAD, A.C. Previa a la
colecta, se tomd una muestra de 25 camarones de un estanque seleccionado,
para verificar por la técnica PCR  que estuvieran libres de WSSV, wlilizando el
kit 1Q2000 (Farming Intelligene Tech, Corp, USA).

El lote de aproximadamente 300 organismos fue transportado a la sala
de acuarips de esta unidad de investigacion, en bolsas de plastico con oxigeno
y depositadas en cajas de poliuretano y mantenidas a una temperatura entre
20-23"C. Los arganismos fueron aclimatados durante cinco dias en dos tanques
de pidstico de 450 L (Rotoplas™?, México) mantenidos con aireacién constante
y alimentados ad libitum con alimento peletizado Camaronina (Purina™®,
México) con un contenido de proteina del 30%. El alimento fue suministrado
diariamente y distribuido en dos tiempos; a las 9.00 y a las 1700 horas,
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5.3.2. Preparacion del Inécuto,

Durante la realizacion de los bicensayos de infeceidn experimental, se levaron

a cabo dos tipos de infecciones: Inyeccion inframuscular y Per 0s.

L.os organismos ulilizados para ia preparacion detl indculo, se obtuvieron
durante el mes de Septientbre del afio 2001 de un brote de WSSV de una
granja acuicola de la region, donde se culliva camaron v que a fa fecha de ia
realizacion de los experimentos, se habla mantenido en congelacion a ~20°C
(congelador Kelvinator, USA). Para confirmar que &l tejido utiizado en la
preparacion del indculo era positivo para WSSV, se corrio una reaccion de PCR

utihzando e kit comercial 1Q2000,

Para log bioensayos de infeccidon via inyeccion intramuscular, se
prepararon 2 tipos de indoulo. Para la obtencion del primer indeulo, se hicieron
algunas modificaciones a los trabajos de infeccién realizados por Hasson ef al.
(1995) y Overstrest ef al. (1987). Se prepard un homogenizado que contenia el
material infectado con WSSV en una proporcion de .10 {wiv) de tejido y buffer
TN (23.37 g de Cloruro de Sodio y 2.42 g de Tris base en 1 It de agua
destilada). Se utilizo un robot de cocina ( Moulinex @, USA)Y para macerar 14,14
g de tefido en 30 ml de buffer TN para facilitar la homogenizacion. Con &l resto
del buffer se enjuagd el equipo y el homogenizado fue depositado en tubos de
plastico graduados de 10 mi {Corming®, USA}. Los tubos fueron centrifugados
durante 3 minutos a 3000 rpm y a 4°C en una centrifuga (Beckman, modelo GS-
18R, USA) wilizando un rotor F1010. El producto sobrenadante de esta
centrifugacion fue transferido a tubos limpios y nuevamente se cenfrifugd a
3000 rpm durante 3 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido, se transfirid a
tuboes limpios y se centrifugaron por 3 minutos a 1200 rpm. Posteriormente este
sobrenadante fue pasado a través de filtros de membrana estériles de 0.8 um



5.3.2. Preparacion del indculo,

Durante la realizacion de los bioensayos de infeccidn experimental, se llevaron

a cabo dos tipos de infecciones: Inyeccion inframuscular y Mer 0s,

Los organismos wilizados para la preparacion del indculo, se obluvieron
durante el mes de Septiembre del ano 2001 de un brote de WSSV de una
granja aculcola de la region, donde se cultiva camardn y que a la fecha de la
realizacion de los experimentos, se habia mantenido en congelacion a —20°C
(congelador Kelvinator, USA). Para confirmar que el tejido uibzado en la
preparacion del indculo era positivo para WSSV, se corrid una reaccion de PCR

utiizandeo el kit comercial 12000,

Para los bioensayos de infeccidn via inyeccidn intramuscular, se
prepararon 2 tipos de inGeulo, Para la oblencién del primer indeulo, se hicieron
algunas modificaciones a los trabajos de infeccion realizados por Hasson el af.
(1995) y Overstreet ef a/. (1997). Se prepard un homogenizado que contenia el
maierial infectado con WSSV en una proporcion de 1:10 (wiv) de tejido y buffer
TN (23.37 g de Cloruro de Saodio y 242 g de Tris base en 1 1t de agua
destilada). Se utitizd un robot de cocina { Moulinex ®, USA) para macerar 14,14
g de tejido en 30 mi de buffer TN para facilitar la homogenizacidn, Con el resto
del huffer se enjuago el equipo y el homogenizado fue depositado en tubos de
plastico graduados de 10 ml (Coming®, USA). Los tubos fueron centrifugados
durante 3 minutos a 3000 rpm y a 4°C en una centrifuga (Beckman, modelo GS-
15R, UEA) ulilizando un rotor F1010. El producto sobrenadante de esta
centrifugacion fue transferido a tubos limpios y nuevamente se centrifugd a
3000 mpm durante 3 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido, se transfirio a
tubos limpios y se centrifugaron por 3 minutos a 1200 rpm. Posteriormenie este
sobrenadante fue pasado a través de filtros de membrana estériles de 0.8 um
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de poro {(Acrodisc®, Gelman 3ciences, USA). Finalmente, con el producto de
esta fillracion se prepararon alicuotas, las cuales fueron colocadas en tubos
estériles de 1.5 ml y se manfuvieron en congelacion a -20°C para su posterior

wilizacion.

En el segundo indculo, la fuente de tejide infeclado con WESV fue
obtenida de organismes positivos del Laboratorio de Servigios de esta Unidad,
techados en el mes de Beptiembre del afo 2002 y que a la fecha se
encontraba en congelacion a -20°C. El tejido fue homogenizado con buffer TN
eh una proporcion de 1:5 (wiv). Para llevar a cabo el proceso de maceracidn del
tejido, se ulilizé una licuadora (Hamilton Beach @, modelo 58200, USA). Ge
colocaron 50 g de tejido infectado con WSSV en 50 ml de buffer TN para
facilitar la homogenizacion, log 50 ml de buffer restantes se utiizaron para
enjuagar el equipo, El homogenizado fue depositado en tubos de plastico
graduados de 10 mi (Corning®, USA) y centrifugados a 4°C durante % minutos a
10,000 rpm en una centrifuga (Beckman GS-15R, USA) utitizando un rotor
F1010, £ sobrenadante producto de esta centrifugacion fue transferido a tubos
limpios y nuevamente se centrifugd a 10,000 rpm durante 9 minutos a 4°C. Se
tomd nuevamente el sobrenadante y con él se prepararon allcuotas, las cuales
fueron colocadas en tubos eppendorf estériles de 1.5 ml y se mantuvieron en
congelacion a -20°C para su posterior utilizacion,

5.4, Bipensayos.

5.4.1, Infeccion por Inyeccion.

En el primer bioensayo, se utiizaron 100 juveniles de camaron blanco con un
peso de 1.07 + 0.29 g previamente aclimatados. El primer indculo preparado se

administré inyectando un volumen de 20 plg ' de peso corporal (Soto, ef al,



2001), para ello se utilizd una jeringa de insulina estérl de 1 om® (Plastipak,
Becton-Dickinson, México). Los camarones fueron inyectados en el tercer
segmento abdominal (Fig. 8) y posteriormente, cada camardn fue colocado
aleatoriamente en 6 unidades experimentales (3 acuarios), acondicionadas
previamente con agua de mar filtrada y esterilizada con aireacion constante, Se
inyectaron 20 organismos con buffer TN siguiendo las mismas especificaciones
utilizadas en los organismos inyectados con inodculo, para que sirvieran como

control negativo,

ity
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Figura 6.- Método de inyeccitn del indeulo an ol tereer segmento abdominal de tos camarones,

En el segundo bioensayo se utilizd el mismo indculo, inyectando 85
juveniles de camaron blanco provenientes del mismo lole de organismos gue se
utiizaron en el experimeanto anterior. &l peso de estos juveniles fue de 2.03
0.21 g. Ei volumen de indculo administrado fue de 30 pl.g™” de peso corporal, En
seguida de la inoculacion de los camarones, se siguieron fas mismas

especificaciones que para el experimento anerior.

FPara el tercer experimento de infeccion via inyeccion intramuscular, se
wtilizo el segundo indculo preparado con una proporcion de tejido infectado con
WSSV vy buffer TN de 1:5. En este bioensayo 50 juveniles con peso promedio
de 2.5 + 0.3 g se ihocularon con 40 plg' de peso corporal. El indculo se

administrd utilizande una jeringa de Insuling esténl de 1 om® (Plastipak, Becton-



Dickinson, Meéxico). Cada camardn fue inyectado en el ditimo segmento
abdominal v finalmente distribuidos  aleatoriamente  en 3 unidades
experimentales. Los orgamismos del contred negativo fueron inyectados con

buffer TH siguiendo las mismas especificaciones que para el indculo,

En el transcurso de los bioensayos, todos los organismos de las
unidades de experimentacion y controles negativos fueron alimemtados ad
libiturn con  alimento  peletizado  Camaronina  (Purina™, México) con un
contenido de proleinag det 30%. EI alimento fue suministrade diariamente vy

distribuido en dos tiempos; a las 9:00 y a las 1700 horas,

Se lleve un registro diario de los sinlomas clinicos de cada una de las
unidades experimentales. Los organismos muenos, encontrados en las
unidades de experimentacion, fueron retirados para evilar fa alteracidn en la
proporcidn  de  tejido  infectado  suministrado.  Se  colectaron  muestras
diariameante, utitizando una red para acuarios de 12 cm (Hagen, Malasia). A los
organismos colectados, se les disectaron los pledpodos, los cuales fueron
depositados en tubos esteriles de 1.5 ml Esto, con la finalidad de realizar
analisis por PCR, El resto del cuerpo de cada uno de los organismos colectados
fue colocado en frascos de plastico con tapa de rosca de 500 ml de capacidad.
Todas las muestras fueron preservadas con fijador Davidson y eliquetadas con
la fecha, el numero de acuario y tipo de infeccion para su posterior

procesamiento histoldgico,

5.4.2. Infeccion Per os.

El tejido infectado con WSSV para llevar a cabo los experimentos por ingestion,
fue el mismo que se ulillzd para la preparacion del primer indculo (proporcion de
tefido y buffer TN 1:10). Ef tejido fue macerado y homogenizado. Se prepararon
porciones para cada unidad experimental correspondiente a un horario de



alimentacidn. Para el pesado de las porciohes de alimento infectado con WEHBV
s@ utilizd una balanza analilica (Scientech SP30, USA). Las porciones fueron
mantenidas en congelacion 3 —20°C y descongeladas individualmente en cada

horario de abmentacion,

En el primer bicensayo se utilizaron 100 juveniles de camaran blanco con
peso de 1+0.25 g. Los organismos permanacieron sin alimentar 24 horas antes
de iniciar et experimento, El alimento fue suministrado en 2 tiempos a las 08:00
y a las 16:00 horas a razon del 10% del peso corporal/dia (Wang, et af, 1998}
durante 3 dias. Posteriormente v hasta finalizar el experimento se alimentd ad

libitum con alimento peletizado Camaronina (Purina™”, México).

Se realizd un segunde bicensayo de infeccidn por ingestion, en esta
ocasion se utilizaron 20 juveniles de camardn blance con peso de 2.95 3 0.62
gr. Ef alimento infectado con WSSV fue suministrado durante b dias a razon del
10% del peso corporal/dia (Wang, ef al., 1999). Todas las demas indicaciones

se siguieron como en el bioensayo anterior,

En ambos bioensayos se llevd un registro diario de los sitomas clinicos
y mortalidades de cada una de las unidades experimentales, {.os organismos
muenos fueron retirados para evitar el deteroro en la calidad de agua de os
acuarios, De las muestras colectadas se disectaron los pledpodos a cada
organismo y colocados en tubos estériles de 1.5 mi. Esto, con la finalidad de
levar a cabo analisis por PCR. E! resto del cuerpo de cada uno de los
organismos colectados fue preservado con fijador Davison para su posterior
observacion histologica. Los organismos del control hegativo fueron colectados
al finalizar el bioensayo y también fueron preservados para fos analisis

histoldgicos.



5.6 Reaccidon en Cadena de ia Polimerasa (PCR).

Debido a que los diferentes sistemas de PCR que existen varian en cuamo @
la especificidad y sensibilidad al diagnosticar virus en camarones, dutante el
desarrollo de esta investigacion se utitizaron 2 sistemas, uno comercial y otro

desarnrollado en el Ciad Mazatlan:

a) Bl kit comercial Q2000 (Farming Inteiligene Tech. Corp, USA).
by Elsisterna WS1F/1R (Montoya, datos no publicados)

Para desarroitar esta técnica de diagnostico, fue necesario llevar a cabo
previamente la extraccion de ADN  de los organismos recolectados durante ta
infeccidn experimental. La exiraccidn se realizd uwilizande el bulfer de lisis y
siguiendn el protocolo y las recomendaciones del fabricante del kit 1Q2000

(Apéndice A).

5.5.1. Protocolo del kit 1Q2000,

Para desarrollar la técnica de la PCR bajo este protocolo, se siguid la técnica
descrita por Lo et al., {1998), asl como las recomendaciones del fabricante del
Kit (Apéndice B)

5.5.2, Protocolo del sistema WS1F/1MR .

El sistema WS1F/R es una reaccion de un solo paso, los oligos amplifican un
producio de 200 pb del ADN de WSSV, La secuencia de los oligos es la

siguiente:

WS1F & CAC CAT GGA TAT TTC AAA TAA G
WS1R 6 ACT TGC AGA GAA TAC GAA GC &
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Los oligos fueron disefdados, a partir de una secuencia reportada en la
base de dalos del GenBank de acuerdo a Monfoya ! al. (en preparacion), L.a
sintesis v liofilizacion de éstos, fue realizada por el laboratorio BQ ° The
Providers" La reconstilucion de dichos oligos, se dlevdo a cabo en las

instalaciones del CIAD, A.C., Mazattan, de la siguiente manera;

De acuerdo a la cantidad tolal inicial en microgramos de los oligos
liofilizados, se hizo una dilucién 11 (wiv) con agua bidestilada (1ugul™),
seguida par una dilucion 1.4 para obtener una concentracion final de 250
pg-mi”? (025 pgul’y La mezcla maestra se prepard como se muestra en el

Apéndice C.

5.6, Histopatologla.

1 procesamiento histoldgico se realizd siguiendo la metodologla propuesta por
Lightner {1996). Los organismos colectados fueron inyectados con sotucién
Davidson en el hepatopancreas y musculo con jeringas de insulina de 1 cm’
{Plastipak, Becton-Dickinson, Méxice). Asi como tambien, fueron sumergidas en
frascos con esta misma solucidn por un tiempo de 24 horas, Posteriormente se
enjuagaron con agua corrente para eliminar el exceso de fijador y se afadid
etanol al 70% por un tiempo minimo de 24 horas, Posteriormente, 1os
organismos fueron seccionados longitudinalmente intentando realizar el corte lo
mas limpiamente posible para evilar el desgarramiento de tejidos. Una seccion
fue conservada como referencia y la otra fue dividida en cefalotorax y
abdomen, las secciones obtenidas fueron colocadas en casetes de plastico
(Tissue-Tek unicasette, USA). A continuacidn, se llevd a cabio el proceso de
deshidratacion en un tren de deshidratacion aulomatica (Tissue-Tek I, Sakura
Finetechnical Co. Japon), En seguida, se realizo la inclusidon en parafina



(Histoembebedor  Leica-Jung,  UWSA}),  Los  blogues obtenidos  fueron
descalcificados con una solucion de acidos organicos diluidos al 50% en agua
destilada durante una hora. Posteriormente, se obluvieron los cores a un
grosor de 5 um  utilizando un microtomo manual (Jung Histocout-Leica®, LSA),
Se seleccionaron los cofes que tuvieran los tejidos mas completos y se
depositaron en &l bafo de flotacion (Fisher 135 lighted, USA) para que los
tejidos se exiendieran y pudieran ser montados en los portacbjetos para su

posterior tincian,

Se utilizd la téonica de tincion hematoxilina-sosin-floxina propuesta por
Lightner (1996).  Esta técnica de tincidn involucra la hidratacion de los tejidos
gn un tren de reactivos como se muestra en el apéndice 0. Posterior a la
lincidn, las laminas fueron montadas en resina sintética diluida en xileno y
cubiertas con cubreobjetos (Gorning, USA 25 X 50 mm). Finalmente, fueron
colocadas en el homo (Felisa, Meéxico) a 30°C duranie 24 horas para su

secado.

5.7 Purificacidn y Marcaje de la Sonda de WSSV,

Previo al desarrollo de la teécnica de hibridacion in situ, fue necesano llevar a
cabo la purificacidn y marcaje de la sonda para la deteccion de WSSV, Para la
purificacion de la banda se utilizd el kit Promega, (USA) (Apendice E). £
marcaje de la sonda se llevd a cabo siguiendo la téenica de random priming,
para ello se Wlilizd el kit de Roche No. 093657(USA) (Apéndice F).

Para la obtencion de la sonda por PCR se utilizaron los siguientes oligos:

WG&2F 5 GGC TGT ACA CAT GTC AGT GTT CT 3" (23 MER)
WG52R § CCTATC CTACAA CTT CTG CAG CC 3' (23 MER)



La secuencia de nucleotidos de estos oligos de WSSV se obluvo de la
base de datos GenBank (N de Acceso US20D07) depositada por Kim y Jang
(1997). Estos oligos amplifican un producto de 737 pb, el cual Tue ligado al
vector PGEM-T (Promega, USA) v clonado en e laboratorio de Biologia
Molecular en el CIAD Mazatlan, Dentro de este fragmento se encuentra 1a
secuencia de 200 pb gque es amplificada con el sistema WEB1FIR, este
fragmento fue utilizado como sonda (Fig. 6). Posterior a la purificacidn de la

banda de 200 pb se corrid un gel para visualizar el producto (Fig. 7).

Figura 8.- Visualizacion por electrofloresis del fragmento a utilizar coma sonda, Lines 1.
Marcador de paso molecular (de 100 a 1000 ph), Unesa 2.- Producto de POR del plasmido de
WESY v Linea 3.« control (-,

EEEE

Banda %
purificada

Figura 7.- Producto de PCR obtenido con el sistema WS1F1R. Se observa ta banda purificada
del plasmido de WSSV en fa tinea 1 v el marcador de peso molecular (de 100 a 1000 pb) en la
linea 2, :
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58 Hibndacidn in sily.

Se obluvieron cortes de 5 um de ejido infectado vy fueron colocados en
laminiltas cargadas positivamente (Sigma, LISA) posteriormente, se llevd a cabo
ta hibridacion /1 sity de acuerdo a la techica descrita en el manual Boehringer
Mannheim {1996), vy siguiendo las recomendaciones del fabricante del kit

comercial (DiagXotics®, Inc., USA) (Apéndice (3},

la Mancha Blanca (WESV),

Por medio de una camara digital (Cyber-SBhot, DSC-875 Sony, Japan.)
conectada a un microscopio oplico (Carl Zeiss, axioskop 2 plus, Germany) y
utiizando un objetivo de 63X se obtuvieron las imagenes de 105 cuerpos de
inclusion del virus del sindrome de mancha blanca (WSEV), procedentes de
tejidos de camarones infectados, Cada imagen, f(xy), fue grabada en formato
bmp con el programa Pixel View, £l tamaito para cada una de las imagenes fue
de 256 X 256 pixeles,

5.9.1. Reconocimiento de los cuerpos de inclusidon del virus de (WS5V)
mediante correlacion a color.

Se Hlevd a cabo uha simulacion numérica para correlacionar las imagenes
tomadas de las laminas histoldgicas de diferentes tejidos y érganos de juveniles
de camaron blanco (Lilopenaeus vannamel) que contienen ios cuerpos de
inclusion del sindrome del virus de mancha blanca. Para llevar a cabo esta
correlacion, se obtuvo un banco de 300 imagenes de las diferentes formas,

tamaiios y variaciones de color de los cuerpos de inclusion,



a8

El procedimiento que se lleve a cabo para la corelacion a color, se

muestra en la figura 8.

En el paso 1, se tiene el banco de imagenes de las diferentes formas,
tamaiios y variaciones de color de los cuerpos de inclusion. Este banco de
imagenes fue llamado banco de filtros, Para un mayor realce de la informacion
que contienen los filtros, las imagenes f,, fp, a f,, se elevaron al cuadrado (paso

2y,

En el paso 3, cada imagen fue descompuesta en los tres canales RGB
{por sus siglas en inglés, rojo, verde y azul) los cuales cubren el espectro
visible, Para cada canal se obtuvo la transformada de Fourier (paso 4) ia cual

da informacion del contenido de frecuencias que forma la imagen del filtro,

En el paso 5, se definid un filtro solo de fase haciendo gue la magnitud
de FF (1F|) sea igual a uno (Morne and Gianino, 1984). Las imagenes de las
laminas histoldgicas que contienen los cuerpos de inclusion fueron flamadas

imagenes problema (1P) (paso B8).

Da Ja misma manera que el paso 2, [a@ imagen problema fue elevada al
cuadrado (paso 7). En el paso 8, cada IP fue descompuesta en tres canales
(RGB). Para cada canal se obtuvo la transformada de Fourler (paso 9),

Se determing el especltro cruzado en el paso 10, y en el paso 11 se
obtuvo la corredacion de la 1P para el filtro j-ésimo, en cada canal RGB mediante

la transformada inversa de Fourier,

Fn el paso 12 se muestra el resultado de la correlacion a color
multiplicando la correlacion obtenida en cada canal, Para cada fiitro i-esimo se
guardd el resultado obtenido en la correlacion a color (paso 13).
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Finaimenie, cuando se correlacionaron las 1P's con los n filros {en este
caso, n=100) La comelacion final es la suma de los resultados de las

correlaciones para cada filtro (pasao 14),
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Figura 8.~ Diagrama de flujo de la metodologia de cocrelactdn a color del vimus
defl sindrome de mancha blanca (W35V)
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5,10, Peterminacian del porcentaje de reconecimiento de cuerpes de inclusion
de WSSV utilizando corneslacidn a color,

Para evaluar el funcionamiento del programa de reconocimiento de WSSV por
correlacion  a color, fue necesario vahdar este método de diagndstico
determinando su sensibilidad y especificidad, ulilizando un "gold estandar”,
Para ello se ulilizaron las imagenes con secciones de lejidos de camardn
infectados con WSSV y gue exhibian los c.i. La sensibilidad y especificidad se

determiné utilizando las siguientes fGrmulas (modificado de Cameron, 2000):

Resultados Verdaderos Positivos
Sensibilidacd= = % Bensibilidad
¢t Presentes en la Imagen

Resulados Verdaderos Negativos
Especificidad = = % Especificidad
bmagenes Libres de c.i,

Para la oblencion de los datos, se llevaron a cabo conteos de cada uno
de los cuerpos de inclusidon presentes en las 300 imagenes, ios resullados
fueron comparados con cada una de su imagen correspondiente, generada por
el programa de correlacion a color. En la evaluacion de la especificidad de la
prueba, se ulilizaron faminas histologicas con tejidos de camaron blanco (L.
vannamed), con presencia de cuerpos de inclusion de IHHNV (Virus de la

Infaccion Hipodermal y Hematopoyeélica) como pruebas ciegas.
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B, RESULTADROS

G.1.1. Sintomas Externos de la Enfermedad.

Durante todos los bicensayns de infeccion con WSSV, los organismos ho
presentaron las caracteristicas manchas blancas, observadas en especies
asiaticas y que le da &l nombve a esta enfermedad. Antes de iniciar los
experimentos  de infeccion, los organismos no  presentaron  signos  de
enfermedad ni de estres (Fig. 8). En el transcurso de los primeros diez dias
postnfeccion, los principales sintomas  fueron  aletargamiento,  anorexia,
opacidad muscular, aumento en la frecuencia de muda y coloracion rojiza en
todo el cuerpo, especialmenta; pledpodos, pereidpodos, urdpodos y telson por
expansion de los cromatoforos (Fig. 10).  Posterior a este periodo critico, los
organismos aumerntaron su actividad natatoria y apetencia alimenticia,

Figura 8- Juveniles de [, vanpamel antes Figura 10.- Juveniles de L. vanname! al segundo
de ser noculados con WESV, presentando dia post-infeccion. En donde se observa i
te coloracion caracteristics de organismos coloraclon rojiza en uLdpodos y teison

Ean0s,



En el transcurso de  los  bioensayos, se  observé una  mayor
susceplibiidad de los juveniles de L. vannamesi a la infeccion con WSSV cuando
se administrd oralmente (Per o8). En el experimento dos, los valores de
maralidad acumulada alcanzaron el 86.7% al séptimo dia post- infeccion (Fig.
11). Los organismos fueron menes susceptibles cuando la infeccion se indujo
via inyeceion inframuscular. Los valores maximos de mortalidad acumulada se
observaron en el experimento tres con 42.42% al sexto dia post-infeccion. Ge
observa un aumento en la mortalidad conforme aumentd el volumen del inoculo

( Fig. 12).

'

FPorcentaje de mortalidad acumulada
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Figura 11.- Porcentaje de moralidad acumulada de los dos bloensayos con juvenites de L.
vannamal expuestos a WS3BY mediante administracion oral {(poer os).
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Poecomtafes de Mortalidad Accimulada
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Figura 12,- Porcentaje de modalidad scumulada de L vannamed en los tres bioensayos de
mfeccion por inyeccidn intramuscular con WG3Y.

6.1.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

$5.1.2.1. Infeccidon Per os,

6.1.2.1.1, Experimento 1. Se colectaron en total 20 organismos que mostraron
lps sintomas externos de la enfermedad, durante los diez dias que durd el
experimento, Las muestras compuestas (pool) fugron analizadas utilizandw el kit
Q2000 y el sistema WS1F/MR,

Los resultados obtenidos utilizando el kit 102000, revelaron la presencia
de infeccion (ligera) a partir del segundo dia de alimentacion y hasta finalizar el
experimento, Sin embargo, estos resullados no fueron constantes, ya que al
sexto y octavo dia post-infeccion, no se observd el fragmento de 296 pb del
genoma viral que se amplifica con este kit (Fig. 13).
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fid0 ph
132w

196 ph
Figura 13.- Electroforesis en gel de agarosa al 2%, ublizando e kit 1Q2000, que muestra oS
patrones ge amplificacion de productos de PFCR. Lines 1 Marcador de peso molecular; Linea 2
dla 1 post-infecelén; Linea 3 dla 2 past-infecaion, Linea 4 dig 3 post-infeccion; Linea 5 dia 4
post-infeecidn, Lines &) dia 5 postinfeceion; Lines 7 dla 8 postinfeccidn: Linea 8. dia 7 post-
infeecitn, Linga @ dia B post-infeccian; Linea 100 dia 8 post-infeccian; Linea 11. dla 10 post-
infeoeidn, Linga 12 Contrgl (<)) Linga 13 Control (+),

Con el sistema WS1F/1R, los resultados fueron mas concluyenies,
debido a que fue posibie observar el fragmento de 200 pb del genoma viral que
amplifica este sisterna, a partir del segundo dia post-infeccion y hasta finalizar el

experimento (Fig. 14).

200 pb

Figura 14.- Andlisis de PCR de ADN de juveniles de L. vannamae infectados experimentalmente,
uliizanda al sisterma WSTEMR, Linga 1. Marcador de peso malecular { de 100 a 1000 pb);
Linea 2 dla 1 post-infeccion; Linea 3: dla 2 past-infeccion, Linea 4: dia 3 post-infeecion; Linea
% dia 4 postinfeceion, Linea 8! dla § post-infeccion; Linea 7! dia 8 post-infecsion,; Linea 8: dia 7
post-Infeccion, Linea 9 dla 8 post-infaceion; Linea 10 dia 9 postinfeceion; Linea 11 dia 10
post-infeccidn, Linea 12: Control (<), Livea 13: Control (+).

6.1.2.1.2. Experimento 2. En esle experimento, la colecta de muestras no fue
tan frecuente como en el experimento anterior, debido a gue se contaba con
pocos organismos para realizar el experimento. S6lo se tomaron dos muestras,
al primer y al séptimo dia post-infeccion (7 juveniles L. vannamei). De cada
muestreo se obtuve un “pool” el cual fue analizado con los dos sistemas de
PCR. Los resultados observados con ambos sistemas fueron positivos (Fig, 15

y 16).
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Figura 15+ Andlimis de PCR, utifizando el kit 1Q2000 ADN de juveniles de L vanname
infectados oraimente con WSSV Linea 1. Marcador de peso molecutar: Linea 20 dia 1 post-
mfecaion: Linga 3 dia 2 post-infecidn, Linea 4 Gontrol (-); Lines 5 Caontral {+).

Figura 16.- Electroioresis de productos de PCR, wilizando el sistema WEB1FAR. Linea 1
Marcador de peso molecular {de 100 a 1000 pb); Linea 2 dia | post-infeccidn, Linea 3 dla ¥
post-infegcion, Linea 4, Control {-); Linga 5 Gontrol (+].

6.1.2.2. Infeccion por Inyeccion {ntramuscular,

8,1.2,2.1. Experimento 1. La duracidén del experimento fue de 10 dias. Se
eolectaron en total 33 organismos que mostraron los sintomas externos de la
enfermedad. Las muestras fueron procesadas en “pools” de 3 organismos vy
analizadas utilizando el kit 102000 y el sistema WS1F/1R. En este experimento
s@ tomaron muestras dos veces al dia (mafiana y noche), durante los dos
primeros dias, Con el kit 102000, se observd infeccion al segundo dia de post-
inoculacion durante & muestreo de la noche. Sin embargo, en el muestreo de la
mafiana siguiente, los analisis no revelaron la presencia de infeccion, Es a partir
del tercer dia durante el muestreo nocturno y hasta finalizar el experimento, que
en los andlisis de PCR utilizando este kit , se observa con regularidad la
presencia de infeccion por WSSV en los organismos colectados (Fig. 17),
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Figura 17.. Patrones de amplificacion de productos de PCR. utilizando el kit 1032000 Linea 1
Marcador de peso molecular, Linea 20 dia 1(a.m) post-infeccidn; Linga 3 dia 1 {p.m) post-
infeecion, Linea 4 dia 2 (a.m ) post-infeccion, Linea 5. dis 2 (p.m.) post-infeceidn: Inea 6 dia 3
post-inteccian; Linea ¥ dia 4 postinfeccion, Linea 8: dia § post-infeccion, Lines § dia 6 post-
infeccion; Linga 100 dig 7 post-infeccion; Linea 11 dla B post-infeccion, Lines 12; dia 9 post-
infeccion; Linea 13 dia 10 post-infeccidn, Linea t4: Control (- Linea 15 Control {+).

Los resultados obtenidos con el sistema WS1E/MR, revelaron infecaion
por W3BV en los organismos colectados, a partit del primer dia post.

inoculacion y hasta finalizar ef experimento.

LA ph

Figura 18.- Visualizacion de productos de PCR con el sistema WS1F/MR, en get de agarosa al
2%. ADN de juveniles de L. vannamei infactados experimentalmente con WSSV, via inyeccion
inframuscular. Linea 1; Marcador de peso molecuar {de 100 a 1000 pb); Linea 2; dia 1 post-
Infeccion, Linea 3. dia 2 postinfeccidn, Linea 4: dia 3 postinfeccion; Linea & dia 4 post.
infeccion, Linea & dia 5 post-infeccion; Linea 7: dia 6 post-infeccion; Linea 8: dla 7 post
infeccion, Linea 9 dia 8 postinfeccion; Linea 10: dia 8 postinfeccion; Lines 11: dia 10 post-
infeccion; Linea 12 Control (-); Linea 13 Control (+).

8.1.2.2.2. Experimento 2. Durante tos 15 dias que durd el experimento, se
colectaron 13 organismos que fueron procesados por PCR utilizando el kit
1Q2000 y el sisterna WS1R/1F. La colecta se hizo cada tercer dia y como en los
experimentos anteriores, se obtuvieron “pools” de pledpodos y branguias de los
organismos que mostraban fos sintomas externos de la enfermedad.



Las muestras procesadas con el kit [Q2000, revelaron la presencia de
infeccidon con WSSV en los organismos colectados al décimo y doceavo dia
past-inoculacion. En los dias posteriores vy hasta finalizar el experimento, no s
voivid a observar el fragmento de 296 pb del genoma viral que se amplifica con

este kit (Fig. 19).

tdt ph
I ph
333 ph

Figra 19 - Visuallzacion de productos de PCR, en gel de agarosa al 2%. ADN de juveniles d
L. vannamaed infectados expacimentalmants aon WSSV, Lines 1 Marcador de peso motecular
molweular, Lnea 20 dla 2 postinfeceion; Linea 3 dia 4 postinfeccion, Linea 4; dia 6 post-
mfeccion; Linea & dia B postinfeccion; linea 6 dia 10 postinfeccion, Linea 7 dla 12 post.
nfeceian, Linea 8 dla 14 posbinfecoion: Linea 8 Conlrol {-), Linea 10: Contral (+),

Por otro lado, las muestras procesadas con el sistema WOHTFMR
revelaron la presencia de infeccion en los organismos, a pantir del primer dia
post-inoculacion, Los resultados positivos, se mantuvieron constantes durante
todo el experimento (Fig. 20),

200 i *

HH) pb
Figura 20.- Electroforesis de productos de PCR de ADN de juvenlles de L. vannamel infectados
experimantalments con WSSV, Linga 1: Marcador de peso molecular {de 100 a 1000 pb); Linea
2 dia 2 post-infeccian, Linea 3 dia 4 post-infeccidn; Linea 4; dia 6 post-infeceion; Linea & dia 8
post-infeccion; inea 6: dla 10 post-infecclon; Linga 7. dla 12 post-infeceian; Linga 8: dig 14
postdnfeccion: Linea 9 Cortrol (), Linga 18 Control (+),



6.1.2.2.3. Experimento 3. Se procesaron por PCR 14 organismes durante los 10
dias que durd el experimento. Como en el experimento anterior, 1a colecta de

fos organismo se realizd cada tercer dla y bajo las mismas condiciones.

Los resultados obtenides wilizando el kit 1Q2000, no revelan la presencia
de infeccidn con WSSV en los organismos colectados (Fig. 21), Sin embargo,
con el sistema WS1F/MR, si fue posible visualizar el fragmento de 200 pb del
genoma viral que se amplifica con este sistema, a partir del segundo dia post-

infeccidn y en los subsecuentes muestreos (Fig. 22).

B4L

610 pb
wipn 8

296pb

Figura 21, Analisis de PCR utilizando el kit 1G2000. Linea T Marcador de peso molecular,
Linea 2; dia 2 post-nfeccion; Linea 3; dia 4 postinfeccion; Lines 4. dia 8 post-infeceion, Linea
5. dla 8 post-infeccidn; linea 6; dia 10 post-infeceion; Linea 7; Control {-}, Linea 8: Control (+),

200 pb

AR pl
Figura 22 - Patrones de amplificacion de productos de PCR, utilizando el sistema WS1F/1R.
Linea 1; Marcador de peso molecular (de 100 a 1000 pb); Lines 2: diz 2 post-nfaccion; Linea b
dla 4 post-infeccion; Linea 4; dla 6 postinfeccion; Linea & dia 8 postinfeccion; linea 6. dia 10
post-infeceion: Linea 7: Control (-}, Linea B; Gontrol (4,
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6.1.3. Histologia,

En el transcurso de los 5 expetimentos de infeccion expermental, se
procesaron en total 92 organismos colectados, los cuales fueron Wilizados tanto
para los analisis de PCR como para histologia,

Como se pudo observar en los andlisis por PCR, en todos los
gxperimentos se indujo la infeccion en juveniles de camardn blanco (L
vannamel) con WSSV, Los principales cambios histoldgicos observados fueron:
infitracion hemocitica, hipertrofia nuclear, muere celular o necrosis (picnosis vy
caryorrhexis) y formacion de esferoides, principalmente en tejido epitelial de
branguias y cutlcda, (Fig, 23 y 24).

Figurs 23~ Secclon longltudinal de branquias  de  juvenll de L vapmarsd,  infectado
exprimentalimente con WSSV, Se observan anormalidades  histologicas: picnosis (a) y
caryorrhexis (b), Aumento GOOX, Barra = 2,92 um, Tincion hematoxiiing-eosing (H&E).
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Flgura  24.-  Anormalidades  hisiologicas  observadas  en L vammamel,  infeclado
experimentalments con WEEY, Esimides ectoplcos (flechas) en apitelic culicular de brangulay.
Tincion H&E. 600X, Barra = 2,92 jum,

De jos 92 organismos analizados, fue posible pbservar los cuerpos de
inclusion de WSSV solamente en 5 organismos, 2 de ellos obtenidos durante la
primera infeccion por inyeccion intramuscular y 3 como resultado de la segunda
infececion por administracion oral de tejido infectado. Los cuerpos de inclusion se
hicieron patentes a partir del sexio dia post-infeccion. l.as células epiteliales del
fracto  digestive, branquias vy tejido  hematopoyético  exhibieron  nucleos
hipertrofiados, anillo de cromatina poco marcado y en ocasiones anillo de
cromatina interrumpido, los cuerpos de inclusion presentes durante los estados
tempranos de la infeccién mostraron una coloracidn eosindfila (Fig. 25). A
medida que la infeccion progreso, los nucleos aumentaron de tamaiin y la
reaccion de tincion cambio de eosindfila 8 basofila (g, 26). Asl mismo,
aumentd el namero de drganos y tejidos que exhibieron cuerpos de inclusion
intfranucleares; Organo  finfoide, corazon, glandula antenal, glandulas  del
legumento, tejido nervioso, epitelio cuticular y tejido conectivo.
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Figura 25.- Lesiones caracteristivas de WESY, en un core longituding! de fa glandulz antensl
de un juvenll de L vannemwd, Be observan inclusionss intranuclearss sosindlilas (flechas).
Tincion HAE, GOOX, Barr = 2.82 um.
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Figura 26.- Corte longiudingl de una seccion de epiteliv cullcular de juvenil de L vannamed,

"

infectads experimendalmente con WH5Y, Be observan lesiones caracteristicas del virug de
mancha blanca basdfilas (fechas). Tincion HEE, GODX, Barra = 2 82 pm.
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6,2, Hibridacion in sifu.

Para desarrollar la base de datos para la téenicas de correlacion invanante, fue
necesario asegurar que los cuerpos de inclusion con que seria alimentado el
sistema pertenecieran efectivamente a WSSV, Para llevar a cabo esto, fue
necesario contar con una iécnica suficientemente  especifica como es

hibridacion in sifu,

Sa procesaron 20 laminiflas, 5 laminillas histoldgicas procedentes de los
organismos que  exhibigron  inclusiones intranucleares producto de  las
infecciones experimentales vy 15 taminillas obtenidas del acervo histologico con
el que cuenta el CIAD Mazatlan,

Se observaron reacciones positivas a la sonda de WSSV marcada
guimicamente con digoxigening, principaimentie en branquias, epitelio cuticular,
epitelio dal estomago, tejido conectivo y glandula antenal (Figuras 27 y 28). En
las laminas que sirvieron como controles negativos no se observo ninguna

reaccion (Figura 29),

Figura 27.- Seceidn longiudinal de brangulss de juvenll de L. vannamed infectado con WSSV,
SBe obgerva o precipitado azul prodycio de la Fesfatasa Alcaling (FA), gue ha sido ligads o la
sonda marcada con digoxigening via el articuermpo anti-dig. El precipiadn indica la localizacion
del ADN de WESBY Tinclon de diferenciacion con cald de Bismarck, 400X, Barra = 4.38 pm.
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Figura 28.- Reacclon positive  {precipilado azul) 8 ja sonda de WSSV marcada con
digoxigenina, Seccion de un corte Jongiludinal de tejido conective en un juventl de L. vanname,
Tingitn de difergnciacian can café de Bismark, 400X, Barrg = 438 um.
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Flgura 29.- Corle longhudinal de una seccion de tejido apitelisd de organismos no infectados con
WESY, Tincidn de diferenciacidn con café de Bismargl, 400X, Barra = 4,38 pnt.
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6.3, Reconocimiento de los Cuerpos de Inclusion de WSSV, mediante
correlacion a Color,

Se tomaron 300 imagenes de laminas histologicas de diferentes organos y
tejidos, de juveniles de camaron blanco (L. vannamei), para constituir la base de
datos, basandose en ella, se disefd el programa de procesamiento de
imagenes para el reconocimiento de los cuerpos de inclusion de WHSV,

Teniendo en cuenta que los cuerpos de inclusion de WSSY tienen
diferentes moffologlas y tonos de coloracion (con tincion hematoxitina de Harris
-e0sina Floxin} durante el desarrollo de la enfermedad, se hizo una clasificacion
de las diferentes morfologias pera faciltar la elaboracion de los filtos., Se
hicieron 5 clasificaciones de los cuetpos de inclusion de WSSV observados. Los

cuales se presentan a continuacion.

d

e

s

Tipo1.- Cuerpos de inclusion (G.1) donde se observa un lgero hato claro rodeando s pane
central fuedemente eosindfila gue cubre % pares o mas de lz célula, cromating marginal

nlarrumipida o poco visile y B0 QCASIONES Mas margada,

Tipo 2.- Guerpos de inclusion tipe Cowdry A en el que se observa un halo claro bien marcado
phtre la parte central eosindfiln & veces fuerte a veces Clara y o onlla que puede astar bien
marcads cort cromaling coma la de la primers fotogratia o estar difusa coms en las olrag dos
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Tipo 3.+ Cuerpos de inclusion de fuertemente eosinofilos a ligeramente basdfilos, cubriendo por
cormplets @ colula, Siempre se observa cromating marginal marcada,

Tipo 4.- Cuerpo de inclusion eosindfilo o ligeramente basdfilo cubriendo por completo la célula.
Cromatina marginal ausente,

Tipo &.- Guerpos de inclusion sosindfilos o basofilos Henando por completo a célula, cromating
marginal Interrumpida o poco visible,

Reconocimisnte de los cuerpos de inclusion de WSSV por correlacidn a

color,

Como se menciond anteriormente, se analizaron 300 imagenes para evaluar |a
sensibilidad y especificidad del programa de reconocimiento por correlacion a
color,  En la figura 30 y 31 se presentan ejemplos de imégenes, donde se
obtuvo un reconocimiento eficientie de 1os cuerpos de inclusian de WSSV,
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Figura 31.- Imdgenes de cuerpos de inclusion de WSSV en una seccion de tejido coneclivo (c) y
an glandida antenal (4}, En las graficas se observa un recopacimignto eficiente a través del
programa de corglacion a color con fillres de fase,
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“n la figura 32 y 33 se muestran imagengs donde el ruido de fondo
generado por otros elementos presentes en las imagenas, representan un
problema para el reconocimiento de los cuerpos de inclusion de WSSV,
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&n ghandula antenal (b). En las graficas generadas por el programa de correiacion & color con
filtros de fase, se observan pleos falsos (14).
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Figura 33« Imdgenes de cuerpos de inclugion con WSSV en una seccion del arganos tinfeide (¢)
y an tejido hematopoyaticn (d). o las graficas generadas por ¢f programa de correlacion & color
con filros de fase, se observan picos falsos (+),
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En la tabla 2 se resumen los resultados del nimero de cuerpos de
nclusion (o) reales de WSSV encontrados en las laminas histolégicas, el
nomers de ol reconocidos por el sistema de correfacion a color, asi como los
falsos  positivos vy falsos negativos generados por esle  programa  de
reconacimientn digital,

Tabla 2.- Resullades de cuerpos do nclusion presentes en [dmmas histoldgicas con tejidos de

camarén infectado con WSSV, Asi como, resultados del numers de cr presentes en bas
pruebas ciegas {[HHNV).

Estatus real de # de c.i,
Positivos Negativos Total
Positivas 11369 positivos 174 falsos positivos 1548
Negativos  |221 falsos negativos 5 negativos 226
Total 1590 ¢.i. Positivos 184 1774

Los resultados de sensibilidad y especificidad del programa de
reconocimiento de cuerpos de inclusion de WSEV, por correlacion a color con

fitros de fase con invariancias observados, fueron los siguientes:

Sensibilidad = 86.1%

=specificidad= 2.71%

Las imagenes de los tejidos, donde el sistema presentd los porcentajes
de reconocimiento mas altos fueron en lgjido nervioso y glandulas del
tegumento con 100% de reconocimiento, Los valores mas bajos se obgervaron
en epitalio del estomago y en secciones de tejido del corazdn con 78.4% y 69%,
respectivamente.
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En o los tejidos en donde el sistema presento un menor poder de
discriminacion fue en argano linfoide v tejido hematopoyético. En estos tejidos
s@ observaron cuerpos de inclusidon falsos positivos en promedio de 6§ y 11

respectivaments,

Se construyeron intervalos de confianza del 5%, para conocer la media
poblacional de los resultades en los porcentajes de reconocimienty de VWSSV
en cada uno de los tejidos por madio del sistema de carrelacion a color, El valor
calculado es 1, el coeficiente de correlacion de ta muestra, pero no es &l
verdadero coeficiente de correlacion ro (cuando es tomada en cuenta loda la
poblacidn), por eso los intervalos de confianza,  Como r no liene una
distribucion normal, aunque el tamanio de la muestra se incremente (aqui el
teoremia del limite central no se puede cumplin), se puede transformar esta
variable r en otra variable aleatoria si suponermnos gue los datos estan
distribuidos en una distribucién normal bivariada. Asl que se emplea la
transformacion Z de Fisher que tiene una distribucion normal con promedio miu
zeta el cual esta en funcidn de la ro, el verdadero coeficiente de correlacion, el
cual no se conoce. Los resultados de estos intervalos de confianza se muestran

en la tabla 3,
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Tabla 3. Intervalos de confianza del 35% de resullados de reconocimientn de WEEY, i zande

& sistema de correlacin & oolor,

TEJIDOS

r INTERVALD DE CONFIANIA
[IE

Branguins

Teyjico conectivo
Glandula antenal
Epileln cuticular
Organo linfoids

Tejido nervioso
Muscaln estriado
Tejicde hernatopoydtic
Coraxhn

Epitelin del estdmago

Glandulas del tegumenio

B R 221100 ) ey
B2 0.6225.0.9193 (n=24)

4 0730208075 (n=48}

026 0.75G0-0.9008 (n=d7)

93 0.7978-0 9768 (n=15)
1.00 D052 1000 (re=t)

BE 0.2394-0. 5888 (n=G)

B4 0.1541-0.9540 (n=12)

69 104780 9285 (n+1)

i (3. A4BGL MBS (na 1)
1.00 Me s puede coloular debico al

tarmane de muesita os3), bl sl
o5 un daks insuficiente,

Asl mismo, con &l fin de determinar si existe relacion entre ¢, falsos

positivos, falsos negativos, asi como

en el numero promedio éstos, en los

diferentes organos y tejidos de organismos analizados histologicamente, se

realizd un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de cordianza del 95%. En

base a los resultados obtenidos, no se detectaron diferencias estadisticamente

significativas (F>0.05).
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7. DISCUSION.

La sustentabilidad y el desarrolle del cullive de camardn se encueniran en
riesgo, debido a problemas vinculados con la degradacion del medio ambiente v
a enfermedades infecciosas principalimente de eliologia viral, Bl traslado de
camarones vivos o procesados de una region a otra del mundo, sin un estricto
control de salud de los organismos, ha contribuide a la dispersidbn de
enfermedades. El virus del sindrome de la mancha blanca (WS5V), es un claro
glemplo de come la falta de conocimiento sobre aspecios fisioldgicos vy
patolégicos  del camardn, asi como el escaso  entendimiento  de  las
enfermedades  infecciosas, pueden provocar el derrumbe de una de las

industrias de cultivo mas rentables a nive! murndial.

Por consiguiente, el control de las enfermedades se ha converido en una
prioridad en los paises productores de camardn, si se busca que la produccion
sea ecoldgica y econdmicamente sustentable. Lo anterior, va a depender del
equilibrio entre: 1) la calidad del medio ambiente, 2) estado de salud del
camarén y 3) un diagndstico oportuno que permita llevar a cabo estrategias de
control, para minimizar los efectos de las enfermedades y el estudio
gpidemiclbgico de los patogenos (Bachére 2000),

La prevencion y el control de las enfermedades de camarones, requisre
de la generacion de informacion confiable que sea capaz de predecir patrones
de enfermedades y disefar técnicas de manejo para prevenir o controlar su
ocurrencia, En este contexto, la aplicacion de técnicas epidemiologicas
(estudios de factores de riesgo, analisis de riesgo, modelacion de
enfermedades infecciosas, evaluacion de pruebas de diagndstico y estudios
axperimentales) permiten detectar, entender las causas y controlar las
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enfermedades infecciosas en poblaciones de organismos silvestres o hajo

cualgquier sistema de cultive,

Para levar a cabo estudios epidemioldgicos sobre enfermedades
infecciosas en poblaciones de camarones, es necesano contar con metodos de
diagnostico donde los resultados obtenidos sean repetibles y reproducibles, es
decir, gque cuenten con un nivel aceptable de precision y de confianza, Un
método de diagndstico comunmente utilizado en patologla de camarones es la
histologia. Sin embargo, su mayor desventaja es el intervalo de Hempo que se

requiere para obtener un diagnostico confiable.

fn este sentido, se llevo a cabo este lrabajo para evaluar el uso de
sistemas digitales de correlacion a color para realizar de forma automatizada el
reconocimiento de cuerpos de inclusion (c..) de WS5Y en tejidos de camardn y
facilitar la obtencidn de informacidon que tendria importantes aplicaciones en la
investigacion, programas de vigilancia, certificacion de zonas libres de
patdgenos, estimacidn de prevaiencia y estudios epidemiologicos de esta

enfermedad.

En el presente estudio, se realizaron cinco bicensayos de infeccion
experimental,  con la finalidad de obtener la mayor cantidad de variaciones
morfologicas de c.i. presentes en camarones con infecciones lempranas, ya
que se contaba con la coleccidn de laminas hislologicas de camarones con
infecciones agudas y cronicas con WSSV, propiedad del CIAD Mazatlan, Como
rutas de infeccion se utilizaron la inyeccidn intramuscular y per 0s.
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2 el transcurso de ios bioensayos de infeccidn experimental 10s signos
externcs que presentaron log organismos dentro de la primera semana post-
infeccion coinciden con los reportados por olros autores (Kanchanaphum et gl |
1998, Yohapnandhan ef al, 2003), difieren sin embargo, en la presencia de
manchas blancas  presentes en el exocesqueleto vy que parecen ser
caracteristicas en especies de vamarones asiaticos. En las dos rutas de
infeccion  experimental utilizadas, los camarones infectados se volvieron
letargicos y anoréxicos 24 hr post-infeccion. 8in embargo, la coloracién rojiza
de cuerpo y uropodos por expansion de los cromatoforos, se observod 24 hr
post-infeceion via inyeccion intramuscular,  mientras que por ingestibn se
observo § dias post-infeccion, esto se debid posiblemente a que se causd un
mayor estrés en los organismos inyectados. Esta posibilidad esta sustentada
por las observaciones hechas por Sahul Hameed ef al. (1998), en infecciones
experimentales via inyeccion intramuscular con WSSV en P monodon y P.
japonicus, en donde la coloracion rojiza en cuerpo y urdpodos se observd a

partir de las 24 horas post-inoculacion,

Aungue el objetivo de este estudio no estuvo encaminado a observar las
diferencias en cuanto a la susceptibilidad de juveniles de L. vannamei a WSSV,
debido a que en el diseno experimental de las infecciones, no se controlaron
factores como; origen de los organismos, edad, alimentacién, calidad del
indeulo, calidad de agua, etc. El compordamiento que se observd difiere con lo
reportado por Chou ef al (1988) y Sahul Mameed, af al, (1999), ellos
observaron que los organismos fueron mas susceptibles a la infeccion cuando
se inocularon via inyeccion intramuscular y reportaron mortalidades acumuladas
del 100% dentro de la primera semana post-infeccion. En este trabajo de
experimentacion, la mayor montalidad acumulada se observd en el experimento
2 de infeccion oral con un G6.7%, mientras que en las infecciones par inyeccion
e registraron un 20%, 27% vy 42% de moralidad acumulada en los
experimantos 1, 2 y 3 respectivamenta. Debido a que no se observaron c.i, de
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WSSV en las preparaciones histoiogicas oltenidas al final de cada experimento
de infeccion, el volumen del indculo administrado a los organismos en cada uno
de los experimentos se aumentd sistematicaments. Posiblemente, la mortalidad
ascendente observada en los 3 experimentos de infeccidén por inyeccidn se
debio a esle hecho, ya gue las mayores mortalidades se registraron al primer
dia post-infeccion, probablemente como consecuencia al estrés producido al
inyectar a los organismos y no tanto por fa carga viral del indculo. Otro factor a
considerar son los bajos niveles de mortalidad acumulada observados en el
presente estudio con respecto a estudios realizados por otros investigadores,
éstos pudieron ser debidos a variaciones en la virulencia de la cepa de WSSV
con la que se elabord el inoculo. Wang et &/, (1999} encontraron diferencias en
la virulencia de 6 cepas de WSSV en un estudio realizado con camarones
americanos, Eslas diferencias, se deben a la presencia de variaciones
genelicas entre cepas de WSSV detectadas por analisis de RFLP (Chang et &/,
2001,

Por otro lado, existen estudios de infeccion experimental, donde se ha
chservado que el WSSV puede ser mas virulento en algunas especies de
camaronaes {(Penaeus monodon, P. japonicus) ¥ menos en olras especies
(Farfantepenasus duorarum, Macrobrachium rosenbergil) (Wang et gl 1998,
Sahul Hameed ef al. 2000). La evolucion de los niveles de virulencia es
determinada por la relacion patdgeno-hospedero y es afectada por factores
como la mutacion, coinfeccion o superinfeccion, el modo de transmision,
susceptibilidad y heterogeneidad del hospedero (Gasunov ef al. 2002), Los
patdgenos en poblaciones heterogéneas evolucionan para ser menos virulentos
que los patogenos adaptados a un s6lo tipo de hospedero. Por lo tanto, si mas
de una poblacion de hospederos es afectada por una cepa de un patégeno en
particular, la virulencia no puede incrementarse en todas lag poblaciones
infectadas simultaneamente (Ebert y Hamilton 1996),
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EfF WSSBV es conacido por afectar un amplio numero de crustaceos. Sin
embargo, no produce fos mismos efectos entre las diferentes poblacionas de
astos organismos. Mientras gue en cangrejos y tangostas infectados con VW85V
no se observan efectos importantes de la enfermedad, en camarones es
altamente patogenico vy virulento (Karunasagar ef al., 1997, Chou af al., 1698,
Supamattaya et al, 1998, Wang ef al, 1998, Rajan el al, 2000). Los altos
niveles de tolerancia que presentan cangrejos v langostas pueden deberse a
procesos adaptativos a WESBV o a patogenos virales similares. La evolucion de
la virulencia gs en el fondo un proceso co-avolutive (Ganusoy et al. 2002) La
avindlencia puede ser un rasgo caracteristico de infecciones persistentes que
han coevolucionado por millones de afos con sus "hospederos naturales”. La
transferencia de un virus a otras especies puede ser catastréfica. Ejemplo de
esto es el herpevirus B que causa poco dano en macacos pero induce una
encefalitis letal en humanos (Weiss, 2002). Posiblemente este es el caso del
WSSV, que probablemente pasd de sus "hospederos naturales” (g, cangrejos)

a ofras especies (camarones) donde ha sido altamente virulento

7.2, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La infeccion con WSSV fue detectada por PCR a partir del primer y segundo dia
post-infeccion via inyeccidn intramuscular y por ingestion de tejido infectado
respectivamente. En todos los experimentos se observd este patrdn, excepto en
el experimento 2 de infeccion oral, Los resultados obtenidos por la ruta de
inyeceion coincidan con los de Sahul Hameed et al. (1998, 2000), pero difieren
de los observados en la infeccion por ingestion. Ya que ellos cdatémamn
infeccion a partir del 4° dia post-infeccion, esto se debe quizdas a que solo
suministraron 3 veces tejido infectado con WSSV como alimento en un intervalo
de 8 horas, mientras que en el presente estudio se mantuvo la alimentacion 2
veces al dia durante 4 dias, el contacto constante de los organismos con tejido



infectado tanto por ingesta como por los restos de tejido en el agua de los

acuarios, pudo favoracer la infeccion.

l.os resultados de los analisis de PCR, indican una mayor sensibilidad
con el sistema WSIR1F que con el sistema Q2000 Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Lopez-Felix (2002) en una evaluacion que
realizd de tos protocoleos de PCR anidados y no anidados. El sistema 1Q2000
amplifica un fragmento de 296 pb y el sistema WS1R1F amplifica un fragmento
de 200 pb, Lo anterior parece indicar que cuando prevalece una baja carga
viral  existe una mayor posibilidad de obtener resultados positivos  con

fragmentos de amplificacion pequenos (Hossain ef g/, 2001),

7.3 Histologia.

A pesar, que en los experimentos de infeccion se deteciaron por PCR
infecciones con WSSV a padir del primer y segundo dia post-infeccion, solo se
aobservaron 5 organismos que exhibieron los ¢4, los cuales se observaron a
partir del sexto dia post-infeccidn por medio de la técnica histopatoldyica, Esto
posiblemente se debid a losg bajos niveles de infeccion obtenidos durante el
desarrollo de los experimentos, Los i, se observaron en tejidos principalmente:
de origen ectodermico (epitelios de la cuticula, branquias, estomage, entie
otros) mesodérmico (glandula arenal, corazon, tejido hematopoyético, drgano
linfoide, entre otros) coincidiendo con los reportes descritos por Lo ef al. (1897),
Kasornchandra ef al, (1998) y Wang ef al, (1999).

En  todas las preparaciones histoldgicas procedentes de los
experimentos, se observaron signos de infeccion, entre las principales lesiones
histopatolégicas en tejidos que no exhibieron los c.i. caracteristicos de WSSV
se encuentraron; infiltracion hemocitica, hipertrofia nuclear, necrosis celular,

formacion de esferoides ectopicos y melanizacion, lo cual sugiere, que fue
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estimulada una respuesia de proteceidn de los organismos infectados, Lo
anlerior se suslenta, en uno de los mecanismos de defensa reconocidos en
invertebrados, que es la activacion del sistema profencloxidasa (proPO) Esta
@5 una cascada de enzimas y proleinas localizadas en hemocitos granulares vy
gemigranulares de decapodos que son activados por seflales de carbohidratos
que constituyen las paredes celulares microblanas, & {fravés de moléculas de
adhesién cellar, Su activacion resulta en la generacion de un namero de
potentes  productos  bicactivos los cuales asisten en la fagocitosis, la
aglutinacion y la formacion de depdsitos de melanina (Smith e al, 2003),

Por otro lado, 1as peroxinectinas, peneidinas y lectinas son las principales
moléculas  de  adhesion celular en  camarones, involucradas en el
reconocimiento de agentes infecciosos a través de los hemocitos y granulocitos
los cuales son capaces de fagocitar, encapsular y formar nodulos (Soderhall
gnd Cerenius, 1992, Wu ef al. 2002; Smith ef al. 2003). Esto también pudo jugar
un papel muy importante en la resistencia a WSSV observada en los

organismos experimentales,

7.4, Hibridacion in sifu,

Dentro de las pruebas de diagnostico utilizadas para la deteccion de
enfermedades en camarones, hibridacion in situ es una de las que presenta
mayor especificidad. Esta técnica fue utilizada para corroborar que los cusrpos
de inclusion, con los que fue alimentado el sistema digital de comnrelacién a color,

correspondieron efectivamente a cuerpos de inclugion de WSSV,

La sonda fue elaborada en los laboratorios de Vimlogia y Biologla
Molecular en el CIAD Mazatlan, El fragmento de 200 pb de ADN viral obtenido a
partir de un fragmento de 737 pb clonado en un vector plasmidico, fue utitizado
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como sonda gspecifica para detectar ADN viral de WSSV, La ausencia de
cualguier precipitado en tgjidos de camarén no infectados con WSSV indica su
especificidad. .a técnica de hibridacidon in situ proporciond la Incalizacién exacta
del ADN viral presente en las secciones de tejido, estos resultados concuerdan
con o reportado por Chang  ef af 1098, Se observaron reaccionas positivas
principalmente en branquias, epitelio culicular, epitelio del estomago, tejido
conectivo y glanduta antt‘anal,'aﬁt% resultados coinciden con los obtenidos por

Nunan y Lightrner (1997}

7.6 Reconocimientos de los cusrpos de inclusion (c.i.) de WHSY por

correlacion a color.

En los trabajos realizados por el grupo de la Universidad Autdnoma de
Barcelona (Millan, ef af 19891892, Kober of al 1997) el algoritmo de
reconocimiento de un objeto de color se realiza mediante la suma aritmetica de
los maximos en cada canal. Es decir que se considera identificado un objeto

cuando los maximos valores de correlacion coinciden en los tres canales,

S bien, el algoritmo propuesio para este trabajo presenta algunas
similitudes con algoritmos presentados en trabajos anteriores (Alvarez-Borrego
y Chavez-Sanchez 2001; Alvarez-Borrego, et al. 2002 Fajer-Avila y Alvarez-
Borrego 2002), la diferencia estriba en que la correlacion a color se realiza con
filtros compuestos solo de fase. Es decir, el algoriimo desarrollado en este
frabajo @s invariante a escala, rotacion y posicion, debido a que la informacion
es oblenida de cada uno de los filtros (banco de imagenes de las diferentes
formas y colores de log ¢.i.), Puesto que, los c.i e encuentran embebidos en
los tejidos infectados con WSSV y no se presentan de manera aislada,
Basandose en esta evidencia, el algoritrno de decision sobre la presencia de
WEEV ge hizo en base a la ubicacion de los picos de correlacidn,
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Los sisternas de reconocimignto automatizados para la identificacion y
clasificacion  de organismos  microscopicos, a diferencia de los experlos
encargados de realizar estas tareas, no son afectados por factores fisioldgicos
coma: 1) Una memona limitada; los humanos solo pueden almacenar
informtacion entre 5 v 9 detalles;, 2) Fatiga y saturacion (hastio); v 3) Sesgo
positivista, por 1o cual la clasificacion de un espécimen es influenciado por una
misma expectativa de la variedad de especies presentes en una muestra
(Evans 1987), Estos sesgos afectan la calidad de los analisis. 8in embargo, los
sislemas automatizados pueden perder calidad de reconocimiento, debido
principalmente  al  funcionamiento  de  los  algoritmos  de  procesamiento
seleccionados en presencia de ruido y ta natural variabilidad modoldgica de los

arganismos (Culverhouse et al. 2003).

l.a base de datos con gque se alimentd el sistermna se elabord en base a
las variamtes morfolodgicas y de coloracion que presentaron los c.i. de WSSV,
Para ello se revisaron 300 laminas histoldgicas vy se hicieron 5 clasificaciones.
Sin embargo, atn dentro de esta clasificacion los ¢.i. muestran variabilidad tanto
en color como en forma. Estos resultades difieren de las observaciones
realizadas por Wang ef af. (1999}, quienes describieron 4 fases de desarroflo de

los ¢.i.

Los valores de sensibilidad y especificidad que se obtuvieron con el
programa de correlacion a color fueron de 86% y 2.7% respectivamente.  8in
embargo, cabe sefialar que debido a las caracteristicas particulares de cada
uno de los tejidos observados (coloracion, estructura, tipo de células, etc)), es
necesario obtener los valores de especificidad para cada tejido y de esta

manera obtener un valor mas repressntative,



5 bien es cierto que existen trabajos de categorizacion de organismos
utiizando taxonomia convencional, donde el personal entrenado  obliene entre
87 y 83% de consistencia (Culverhouse et al. 2003), los vatores de especificidad
observados fueron bajos. Para que un metodo de diagnostico sea apropiado es
hecesario un método con resullados realmente especificos. Una regla general
en metodos de diagnostico eén casos de ausencia de enfermedad y para efectos
de vigilancia en poblaciones, es una sensibilidad de al menos 98% y una
aspecificidad del 75% y en presencia de enfermedades es necesaric un método
de diagnostico con al menos 75% de sensibiidad y con 95% de especificidad
{Pleiffer, 1994).

En los tejidos donde se observd un mayor reconocimignto (100%) fue en
tejido nervinso vy glandulas del legumento, mientras que en los tejidos donde el
sistema presentd un menor reconocimiento fue en epitelio del estéomago y en
corazon (78.4 v 69% respectivamente). Por otro lado, lo intervalos de confianza
obtenidos (Tabla 8), indican un rango de variacion mas estrecho en aquellos
lgjidos donde se observo un mayor reconocimiento de c.i., que en donde se
observd un menor reconocimiento. En iejido hematopoyético y en drgano
linfoide se observd la mayor cantidad de falsos positivos, denotando un bajo
poder de discriminacién del sistema. Lo anterior, debido posiblemente a la
naturaleza de los tejidos; en organo linfoide existe una gran cantidad de
hemocitos y en el tejido hematopoyético es donde éstos son producidos, esta
caracteristica les confiere a ambos una coloracion predominantemente basdéfila,
La infermacion de color con que fue alimentado el sistema basicamente es
basofilica y eosinofiica, es por ello, que incluso células sanas presentes en
estos tefidos también fueron reconocidas como ¢, por el sistema de
correlacion. Por lo gque se observé en los resullados que la informacion

determinante para el reconocimiento de los ¢.i. Tue &l color mas que la forma,
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Otros faclores que pudieron afectar la sensibilidad v especificidad dei
sistema son algunos problemas gue se tuvieron durante la digitalizacidn de las
imagenes como son enfoque e luminacion, debido a la pobre calidad de la

camara digital con gue ge tomaron fas imagenas.

Como  se pueden observar en las figuras 30, 31, 32 y 33, el
reconocimiento fue mas eficiente cuando en las imagenes se presentaban hasta
4 ¢iode WSSV, a medida gue estos iban en aumento el poder de
discriminacion del sistema disminuia debido al ruide de fondo generado por
ofros elementos presentes en escena. Lo anterior se debid posiblemente a que
no se realizd un preprocesamiento de las imagenes (impieza de las imagenes),
ademas falld ta aplicacion de un umbral de reconocimiento en la correlacion
para omitir ruido en la salida y obtener picos mas "mpios” y definidos en las

graficas de reconocimianto
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8. CONGLUSIONES.

Las ventajas de los sistemas automatizados ademdas de la rapidez de
diagnostico (el tiempo de identificacion se estima en segundos), el sislema no
sufre de sesgos sistematicos que afectan a jos humanos y por consiguiente la
calidad del diagndstico disminuye. Sin embargo, estos sistemas presentan un
problema én particular y es que su funcionamiento depende de gue o8 datos

con que es alimentado el sistema sean {0s cornectos.

En el presente estudio el sistema de reconocimiento de os cuerpos de
inclusion (o) de WSSV con correlacidn a color, depende de la naturaleza del
tejido en donde se encuentren los . y su poder de discriminacion disminuye si
s¢ observan mas de cuatro c.i. Sin bien, en el presente trabajo fa sensibilidad y
especificidad del sistema no se encuentra dentro de los esténdares que
requiere un método de diagndstico para su validez, es necesario continuar en
la busqueda de nuevos algortmos que permitan; a) el autoenfoque, b) fusion de
lag imagenes, c) una mayor definicion de tas imagenes (bordes de los ¢.i.), d)
centrar mejor la informacion de los ¢.b. en las matrices que forman el banco de
datos y ¢) reducir &l ruido de fondo generado por otros elementos presentes en
ias escenas y los problemas de ruido debido a la coloracion misma de las
tinciones  histolégicas. Es  necesario  también, probar otras tinciones
{higtoguimica), que permitan una mayor diferenciacion de los ¢ con el resto de
las células presentes en los tejidos. Por otra pare, fue evidente durante el
desarrollo de este trabajo la gama de variaciones morfoldgicas y de color que
presentan jos ¢.i. de WSSV, por lo que es necesario ser mas estrictos bara la
construccion de la base de datos con gque se alimenta el sisterna.
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El diagnéstico de enfermaedades de camardn, utilizande el sistema de
correlacion a color, puede ser una herramienta que agilizaria la técnica
histolgica, ta cual es la unjca  que proveg un registro permanente de os
patépenos in siflu. Con esta tecnica seria posible obtener un diagnostico en
poblaciones donde se pbservan los sintomas histopatologicos caracteristicos de
la enfermedad Sin embargo, en condiciones sub-clinicas y en organismos
portadores no es posible detectarla. Para ello, @8 necesario contar con métodos
de diagndstico confirmatives como son las técnicas maoleculares con las que se
pueden reforzar o refutar los resultados oblenidos con la histologla, asl como
con ofras técnicas de  diagndstico utilizadas. En general, esto demuestra que
ninguna técnica tiene venlajas  sobre ofra y que ninguna parece lener la
suficiente  ceridumbre  para  ulllizarse  sola, sino que la  informacion

proporcionada por cada técnica de diagnostico es complementaria.

En resumen, el sistema de reconocimiento de cuerpos de inclusidn de
WESY utilizando correlacion a color debe ser perfeccionade; probando nuevos
algoriimos que disminuyan el ruido en las imagenes y que realcen los rasgos
mas caracleristicos de las morfologias de los ¢.i. de WSSV, Asi como también,
poner especial atencion en el procesamiento de las imagenes; el equipo de
digitalizacion de las imagenes debe contar con un alte nivel de resolucion y
finalmente ser muy estrictos en la construccion de Ja base de datos; debido a
las variantes motfoldgicas y de color gue presenta WSSV,
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APENDICE A

Lisis alcalina del Kit 1Q2000

1. Lisis. Afiadir 500 | de buffer de lisis (Lysis buffer, Cat, AGS000-
200, Farming Intelligene Tech Corp.). Homogeneizar el tejido en forma
manuat con unos maceradotes de plastico estériles hasta quedar de

manera unifonme,

2. Desnaturalizar en inactivar las proteinas en un {ermoblock

modelo Lab-line a una temperatura de 86°C por 10 minutos.

3 Centrifugar por 10 minutos a 12, 000 rpm, para separar el ADN

da las proteinas y restos celulares.

4, Precipitar 2l ADN. Adadir 400 | de etanol al 86° frio para
precipitar el ADN. Tomar 200 | del sobrenadante con una punta con
fitro y afadir al tubo con etanol, agitar ligeramente, centrifugar por 5
minutas a 12, 000 rpm.

8. Secar el pellel a temperatura ambiente invirtiendo el tubo sobre

un papel absorbente.

g. Resuspension del ADN: Dependiendo del tamano del pellet,
afadir de 200 a 400 | de agua esteril. EI ADN extraido se almacend a
2070,



APENDICE B

Para ewvitar cualquier tipo de contaminacion, durante la
preparacion de las mezclas de las reacciones de PCR, el area
destinada para este fin, fue limpiada con etanol al 70% cada vez
qQue se prepard una reaccion y para la manipulacion del material
y los reactivos, se utilizaron guantes de ltex (Ambiderm nitrilo,
Malasia). Finalmente, se incluyd un control pasitivo y para
garantizar que no existio ningun tipo de contaminacion durante la
preparacion de las mezclas, se utilizd un control negativo. El
contral negativo fue la mezcla maestra sin ADN de [as muestras

a analizar,

L.os reactivos requeridos para preparar las mezclas de |a
primera y segunda reaccion/anidada para PCR, estuvieron en
funcion del nimero de muestras. Los volimenes descritos en la

tabla 2, son para preparar una muestra unica.



Tabla 4.- Preparacidn de mezclz maestra det Kit 132000, para la primera y
segunda reaceion de POR.

144

Reactivos Cantidad/muestra

Frimera Reaccion:

v FreMix (huffer, 7.5
dNTPs, y primer especificos

para WSSV )

v Tag ADN polimerasa 0.6
(22U

Segunda reaccion:

v PreMix (huffer, 14 ul
dNTPs, y primer especilicos

para W53V )

v IQryme DNA 1l

polimerasa ([Q2000) (2U41)

1. En un tubo estéril de 0.2 ml previamente eliquetado, se
mezclaron 8 yl de la primera Premix, y 2 yl de ADN, los tubos se

colocaron en ¢l fermociclador previamente programado (Tabla 3).

2). La reaccidbn anidada (segunda reaccion) se preparo
adicionando a los tubos de 0.2 ml conteniendo &l producto de {a
primera reaccion, 14 pl de PreMix anidada, y 2 yl de [Qzyme. Los
tubos fueron colocados nuevamente  en el lermociclador

previamente programado,
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Tabla & -Condiciongs del termogiclador (Thermolybaid, SPRTOGT DSSUEZ,

UK -
Tera, Reacoion, Temperatura("c) Tiempo(segunidos) Numero

o

ciclos:
Plesnaturalizacion o4 30 w®
Alineacion G52 30
Extension 7 30
Desnaturatizacian G4 15 11
Alingamiento G2 15
Extensidn 72 20
Extension final 72 w 1

2da. Reaccion:

Despaturalizacién 04 20 25

Alineacion G2 20

Extension 72 a0

Extension Final 72 30 1
4 )

Después que la reaccion anidada fue completada, se agregaron 5 pl de
buffer de carga. Finaimente, la reaccion se visualizd coriendo una

elactroforesis a 90 Voits, durante 20 minutos en gel de agarosa al 2%,



APENDICE €

Tabla 5.+ Preparacian de mezcla maestra para ol sistema WSIHIR

P

v Frimer
(F)

¥ Primer
(R)

Rieactivos Concentracion
S
ester
v Buffer 10X
PCR
v IQzyme 2004
DNA
polimerasa
v dNTRPs 2.5 mM
v MgCl2 25 mM

0.25 ug-ul”’

0.25 pg -t

Camidad/muestra

.48y
1.25 pl
0.2 ul
(.66 il

0.75

0.13

0.13 1l

Una vez preparada

la mezcla

se  siguo el

Mismo

procedimiento que para las muestras con 1Q2000. Las condiciones del

termaociclador para las reacciones de PCR con el sistema WS1F/1R, se

describen en la Tabla 5.



Tabla 7.-Condiciones del termociclador {ThermoHybaid, SPRT001 155UEZ

LK) -

2

1era. Reacoion:

Temperatura(®C)

Tiempo

Desnaturalizacion
Desnaturatizacion
Alineartiento
Extension

Extension Final

95

94
55

7

72
4

3min

30 seg
45 seg
40 seq

7 min

L)

Nurmero
de
ciclos:

]

34

Fl producto de la resceion se visualizd cortiendo una electroforesis a 80

olts, durante 20 minutos en gel de agarosa al 2%,
Volts, d te 20 minutos en gel de agarosa al 2%
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APENDICE D

Tincion Hematoxilina-Eosin-Floxina

2 inmersiones en xiteno por 5 minutos cada uno
10 enjuagues en etanol absoluto, 2 veces

10 enjuagues en etanol al 95%, 2 veces

10 enjuagues en elanol 80%, 2 veces

10 enjuagues en etanol al 50%, 1 vex

B enjuagues en agua destilada, 1t vez

Una vez hidratados los tejidos, las laminas fueron tenidas con &l
colorante vital hematoxilina de Mayer por un tiempo de 10 minutos, Se
hizo un lavado con agua coniente para eliminar &l exceso de colorante
en las laminas por 4 minutos y enseguida de pasaron &l coloranie

eosin-floxina por 2 minutos.

Los tejidos tefidos fueron deshidratados de la siguignts manera:

10 enjuagues en etanol al 96%, 2 veces,
10 enjuagues en etanol absolulo, 2 veces

10 enjuaguies en xilene, 4 veces
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APENDICE E

PURIFICACION DE BANDA

Se ulilizo el sistema WS1FIR para llevar a cabo fa amplificacion del
plasmido de WSSV, ulilizando Ja reaceion en cadena de la polimerasa.
Fl producto de 200 pb fue visualizado corriendo un gel de agarosa al
1% durante 25 minutos a 90 volts (Figura 6). Posteriormente, el gel fue
colocado en un transiluminador (Ultra Lum, model EA-40, UBA) para
facilitar |a visualizacion de la banda a purificar (Kit Promega, U3A), 1a
cual fue cortada utilizando una navaja estéril y colocada en un tubo
estéril  previamente pesado, se obtuvo la  diferencia  pesando
nuevamente el tubo, el valor obtenido equivale a un volumen,

Posteriormente, se agregd 1 volumen de "membrane binding solution”,

g incubo a 50°C por 10 minutos haciendo vortex hasta disolver el gel.
l.a muestra fue transferida a una columna e incubada a temperatura
ambiente por un minuto, para luego ser centrifugada a 13,000 rpm,
utilizando una centrifuga (eppendorf, modelo 5415 D, Germany) duranie
un minuto, el liquido fittrado fue eliminado y se afiadio 700 i de
“membrane wash solution”, la muestra se centrifugd durante un minuto
a 13,000 rpm y se elimind nuevamente el filtrado. En seguida, se
agregaron de 500 pl “membrane wash solution” y se centrifugd por 5
minutos a maxima velocidad, La columna fue transferida & un tubo
astéril de 1.5 ml, se afadieron 50 pl de agua libre de nucleasas, se
incubé  durante un minulo a temperatura ambiente y se centrifugo a
13,000 rpm por un minuto. El producto (ADN purificado) fue
aimacenado a -20°C, hasta su posterior marcaje.



Tabla 8- Preparacion de la mezcla maestra para la ablencin de la banda del

plagmide de WEEY,

Heactivos

Cooncentracion

Agua estaril

MyCl2

dNTP's

Buffer PCR

Primer Forward

Primer Reverse
[Qzyme DNA polimerasa

2bBmM

2.5 mM
10X

250 pg-mi’
250 pg m!
2U/ul

Cantidac (Sxs 1y por
ipeten)

50.88 1l
4.5 ul
3.96 ul
7.5
0.78
0.78 11
1.2
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APENDICE F

Para el margaje de la sonda se utilizd el kit de Roche N7 083657{U5A),

1} En un tubo de plastico estérl, se colocaron 10u det ADN
purificado,

2) Se agregaron 20ul de agua destilada y se incubd a 100°C por 10
minutos.

3) Inmadiatamente después, el tubo se colocd en hielo y se
mantuvo en & hasta agregar 4ul de "hexanucleotidoemix” (vial 5), 4pul
de "dNTF s labeiing mix ", y 2 pi de "kenow enzime labeling grade” (vial
7).

4} La reaccion se mezcldo bien con una pipeta esterl vy
posteriormente fue incubada loda la noche a 37°C en bano maria,

) Para detener la reaccion se agregaron 2 pl de EDTA 0.2 M (pH).
Finalmente la sonda marcada fue almacenada a -20°C para su

posterior uso.
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APENDICE G

Las laminillas fueran desparatinadas y secadas durante 1 hora en un
homo (Felisa México) a 60°C e hidratadas como se describe a

continuacion:

1 inmersion con xilol 1 durante § minutos

1 inmersion con xiiol 2 durante 5 minutos
- 1 inmersion en alcohal 100% 1 durante 1 minutos
inmersion en alcohol 100% 2 durante 1 minwos
inmersion an alcohol 96% 1 durante 1 minutos
inmersién en alcohol 96% 2 durante 1 minutos
inmersion en alcohol B0% 1 durante 1 minutos
inmersion en alcohol 80% 2 durante 1 minutos

inmersion en aicohol 50% durante 1 minuto

[

Posteriormente se enjuagd con agua 5 veces y las laminillas se
sumergieron en 1X PBS (Buffer Fosfato-Salino) durante § minutos,

Frevia eliminacion del buffer, fue afiadida la proleinasa K (10 pg-ml”) a
cada una de las laminillas y colocadas en una camara humeda para su
incubacion a 42°C durante 15 minutos. Para inactivar la proteinasa las
taminiflas fueron sumergidas en 1X PBS/Glicina al 0.2% durante 5

minutos a temperatura ambiente,

Para la post-fijacion, fas taminillas fueron sumergidas en formaldehido
al 0.4% durante 10 minutos a 4°C

Posterior al proceso de post-fijacion, Las laminillas fueron escurnidas vy
cubiertas con el buffer de pre-hibridacion y colocadas sobre un vaso de
precipitado con agua a temperatura de 53 + 3 "C durante 5 minutos.
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Posteriormente, se escurtieron las laminas con esta solucidn, se
colocaron sobie una placa de hielo en donde se afadid la sonda (5.l de
sonda en 100 i de soln. de hibridacidn/ laminilla), se cubrieron con
parafilm (American Nacional Can™, USA) evitando formar burbujas vy

ge colocaron en camara humeda, Se incubarpn a 42°0C toda | noche,

Pasado el tiempo de incubacion, el proceso de post-hibridacion vy

deteccion de la sonda se realizd de la siguiente manera:

- 2 lavados con 2X S5C (1753 g de cloruro de sodio y 88.2 g de
citrato de sodio) durante 5 minutos a temperatura ambiente

2 lavados con 11X S8C durante 5§ minulos a temperatura
ambiene

2 lavados con 05X S5C durante § minutos a temperatura
ambiente

El llquido excedente fue drenado y se afadio la solucidn de blogueo a
las laminillas, las cuales fueron colocadas en camarg homeda e
incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las laminillas
se drenaron nuevamente y se anadio 100 ul de la solucién con el
anticuerpo, Se Incubd 30 minwtos a temperatura ambiente,

Pasado este tiempo las laminillas fueron enjuagadas en dos ocasiones
con buffer TBS (Tris-Buffer Salino) 1X, &l liquido excedente fue
eliminado. Se agregaron 300 pul de la solucién de revelado a las
laminiltas y se colocaron en la cadmara humeda, se esperd & desarrollo
de color en completa oscuridad (camara cerrada), Concluido el tiempo
de revelado, las laminas fueron escurridas y se les afadieron 500 pl de
buffer stop y se incubaron en camara himeda a lemperatura ambiente

durante & minutos.
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Para realizar el contraste de color, se ulilizd |la solucion de cafe de
Bismark {Sigrma B-2759, USA) a una concentracion de 0.5% durante 2
mintos. Para llevar a cabo el montaje, los tejidos fueron nuevamenta

deshidratades come e muestra a continuacion,

2 inmersiones en alcohol 95% duranta 1 minuto
- 1 inmersion en alcohol absolilo durante 1 minuto

. 3 inmearsiones en xileno durante 5 minuios,

Las laminas fueron montadas en resina sintética diluida en xileno y
cubiertas con cubrecbjetos (Corning, W3A 25 X 50 mm}, se dejaron
secar @ temperatura ambiente durante 12 a 14 hovas y finalmente, las
laminillas fueron revigsadas bajo el microscopio optico (Olimpus, BX40,

Japan)
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APENDICE IH

Programa de correlacion a coior para W55V,
b bmiciahzacion de Varahies
Imgldxing = 1;

Imgldxiznd = 1,

Imglenldx = 5;

ImgName = 'ws',

ImgType = hmp',
ImgFilter = fil',

ImgFitType = bhmp’,
Img3izeX = 256,

Img&izeY = 266,
Numfiltros = 100,

Threshold = 24000,

% nicializacion de Variables
Wlmghdxine = 1]
YWimgldxEndg =2,
Wimglenlds = 1,
Wimghame = 'Prueha’;
YWimgType = "bmp"
imgFilter = 'Filtro',
YalrgFilType = bmp",
WimgSizeX = 2566,
YWimgSizeY = 256;
YoNumFiltros = 2,
YoThreshold = 24000,

Yo Algoritmo

% Obleniendo los parametros de la imagen de referencia: Imagen 1.0

for j=imgldxdni:imgldxEnd



P Omerendo @ bnagean

12

imagen = ImageRead(ImgName, ImgType, Imglentdx,j),

W leyendo I Imagen esima

ICuad = (Imagen .* lmagen .* 255 Threshold,

magen al Cuadrade
11 = 1Cuad(:.: 1),
Broper M4
12 = |Cuad(;,..2);
warde (G

13 = {Cuad(:,,3),

image(uintB(ICuad)).
Imagen Frotlerma

pause

e Fase

IFase = ImageFase(l1,0,3),
Imagen. R

IFase? = ImageFase(l2,0,3);
Imagen:. G

IFased = ImageFase(13,0,3);

imagen: B

% Inicializacion de la Matriz de Surmas
CorrSuma = zeros(imgSizeY,imgSizeX),

Matriz de las Surnas

for k=1:NumFiltros
% Obteniendo el Filro
K

e lmanen Canal

) Canal

iy Coactal Az

B Muesira la

Y% Fase de la

% Fase de fa

“o Fase de la

Y



Y Dirlenende fa imagen

2!

imagen = ImageRead(imgName, ImgType, Imgl.enldx j);

UL ayenchy ja imagen -esima

|Cuad = (Imagen .* Imagen .* 255 Threshold,

magen Al Guscdiado
= 1Cuad(,:, 1),
RENTTR I b

2 = 1Cuad(:,;,2},

13 = |Guad(:,:, 3),

image(uintB(ICuad)),
Imagen Froblama

[l s

T Fase

IFasel = ImageFase(1,0,3),
Imagen: R

IFasel = ImageFase(l2,0,3),
imagen: G

IFased = ImageFase(l3,0,3),

Imagen. B

Y% Inigializacion de ia Matriz de Sumas
CorrSuma = zeros{imgSizeY ImgSizeX),

Matriz de las Sumas

for k=1:NumFiltros
S Obtentendo e Fillro
k

w lavager oanal

iy Comral

K Canat Az

B Mussira la

% Fase de la

s Fase de la

Y Fase de la

Y



Y Obtemando g Enagen
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Imagen = ImageRead(ImgNamae ImgType ImgLenldx, ));

o leyendo g imagen esima

ICuad = (Imagen ." Imagen " 255)/Threshold,

BnagEn at uadrado
(1 = 1Cuad(:,:, 1),
Mope 2
12 = |Cuad(;,,2);

Vade (O

13 = {Cuad(.,:,3)

image(uint8(1Cuad));
imagen Problemas

pause

Yo Fase

{Fase1 = Imagetfase(l1.0.3),
Imagen: R

IFase? = ImagelFase(2,0,3);
Imagen G

IFased = ImageFase(l3,0,3),

hrtagen: B

Y% Inicializacion de la Matriz de Sumas

CorrSuma = zeros(imgSizeY,ImgSizeX),

Matriz de las Sumas

for ket:NumFitros
Y ODbteniendo el Filtro
K

e liagEn Canal

ol

Ty Canal Azul

ty Muestra

% Fase de la

Y Fase de la

% Fase de la

l.')m



Fittro = ImageRead(imgFilter ImgFilType.1,k);
Leyendo af Fito k-asimo

FGuad = (Filtro " Filtrp * 2858)/Threshold;
Cuadraclo

F1=FCuad(,. 1)
Rojo  F

F2 = FCuad(:,:.2);
Verde G

F3=FCuad(:,.3);
Azut

Safigurai
Sairmageauintd(F Cuad));

Yapause

FFasel = ImageFase(F1,0,3);
Filtro: R

FFase2 = imageFase(F2,0,3);
Filtro: G

FFase3d = ImageFase(F3,0,3);
Fittra: B

% Obteniendn la Carrelacion de Fase Extrama
EspX1 = (exp(ilFase1)).* conjlexp(i*FFase)):
%ectm cruzado: R

’%. EspX1 = IFaset. *conj(exp(i"FFasel));
EspX2 = (exp(i'lFase2))."conj(exp(i"FFase2)):
pactro cruzado: G
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Y Faltro al

Y Faltre Oanad

Cansd

Canal

Yo Fase ded

Yo Fase cel

Y% Fase del

B

t'.},-t')



