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RESUMEN

La camaronicultura ta tenido a nivel mundial, un repunte importante en
las ultimas dos decadas. En México esta actividad se ha desarrollado
princlpalmente con camardn blanco Lifopenacus vannamel vy camardn azul
Litopenaeus stylirostris, siendo los estados de Sinaloa v Sonora los mas
importantes productores de camardn cultivado en el pals. Para salisfacer la
demanda de postlarvas de camarén se han abiedo varios laboratorios de
produccion de nauplios y postlarvas. Sin embargo, en los ultimos anios la
mayoria de estos laboralorios de produccion de postlarvas han obtenido
rendimientos por debajo de su capacidad, como resultado de una serie de
factorgs entre 1os que destacan el impacto de las enfermedades infecciosas

ocasionadas principalmante por virus v bacterias.

En el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo ALC. (CIAD)
Unidad  Mazatlan, se han  Implementando vy estandarizando  téenlcas
moleculares tales como hibridacidn en soporte solido (dot-blot), hibridacion in
sy reaceion an cadena de la polimerasa (PCR), para la deteccion de virus de
ADN y ARN &n camardn, Aclualmente el CIAD se encuentra estudiando fa
problematica viral tanto en centros de produccion aculcola asl como en [0s
centros de produccidon larval de camaron en tos estados del noroeste de

México.

El presente trabajo uve como objetlve fa recuperacion de un fragmentp
del Virus Hepalopancredtico (HPV) para la obtencidn de una sonda no
radioactiva, Esto se llevd a cabo medlante el analisis de clones bactertanos, su
replicacldn, extraccion de plasmidos y digestién enzimatica para la obtencion
del Inserto de ADN viral, asi como el marcaje con digoxigenina. La aplicacion de
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la sonda se realizd maediante la téenica de hibridacian en soporte sélido (dot-
bict).

Este trabajo fue realizado en colaboracion con la Universidad de
Montpellier tl, Francia, de donde fusron obtenidos jos clones bacterianos con el

fragmento del genoma viral de HPV,

La sonda fue aplicada a muestras de camardn, obteniendo resultados
positivos an tados los lotes de camardn analizados con un varlado porcentaje
de prevalencias. Para la visualizacion de la hibridacion, se probaron dos
diferentes  tecnicas  de  deteccidm  gquimioluminiscencia v colorimetria,
observandose una mayor sensibilidad en la deteccion quimioluminiscente. Los
mismaes otes de organismoes a los que se les aplicd la sonda, fusron también
analizados  mediante  histopatologta  aplicande  la  tincion  rutinaria  de
Hematoxiling Eosin-floxina (H & E) (Bell & Lightner, 1988). En la mayoria de los
lotes se observaron dafios a nivel celular, y en algunog casos colncidieron con
altos porcentajes de organismos infectados, sin embargo, no se pudieron

observar los caracteristicos cuerpos de inclusion de HPV.

n este lrabajp se concluye que la implementacion de téonicas
moleculares apticadas al diagndstico de enfermaedades en camardn es un gran
apoyo &l desarrollo de la camaroniculiura en Maxico. La hibridacion en soporte
solicio es una buena herramienta para el diagndstico del HPY en camardn, La
histopatologia aportd  informacion importante del estado de salud de los
organismos Infectados con ef virus, sin embargo no garantizo la obsarvacion de
cuerpos de Incluslon, aun en organismos detectados como positives mediante

la téunics de dot-blot.



ABSTRACT

At world level, aquaculture has had an important upturn in the last two
decades. In Mexlco, this activity has been developed using the white shrimp
Litopenasus vannamei and the blue shrimp Liopenaeus styfirostris, with the
states of Sinaloa and Sonora being the main producers of cultivated shrimp in
the country. In order to satisfy the demand for shrimp postlarvae, various naupli
and postlarvae production faboratories have been opened. However, in the last
few years, the majority of these laboratories have abtained below capaclty yields
owing to a seres of factors, mainly due o the impact of infectious diseases

caused by virus and bacteria,

In the Centro de Investigacion en Alimentacidn v Desarrollo, A.C. (CIAD),
Mazatian Unit, standardised molecular lechniques such as hybridisation in solid
support (dot-blat), in situ hybridisation ang the polymerase chain reaction (PCR)
have besn implemented in order to detect viral DNA and RNA from shrimp
samples, Currently, GIAD is addressing the problematic of viral diseases from

shrimp hatcheries and farms in the northwestern states of Mexico,

The objective of this work was to recover a fragment of the
Hepatopancreatic Parvovirus (HPV) in order to oltain a no radioactive probe. A
sample of the viral DNA was obtained by growing bacterial clones carrylng the
DNA, followed by plasmid extraction to oblain the viral DNA probe, and probe
fabelling with digoxigenin, The probe was applied by using the hybridisation in
solid support (dot-blot) technigue,
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This work was carried out in collaboration with the University of
Maontpellier I, France; from where the bacterial clones with the HPV virus gene

fragment were obtained,

After the probe wasg applied to the shrimp samples, all the balches
otained positive results and varied percentages of prevalence.  For the
visualization of hybridisation, two different deteclion techniques were tested:
chemiluminescence and colorimetric, whereby higher sensibility was detected
using chemiluminescence, The same organisms were also analysed using the
histological stain Hematoxilin Eosin-floxin (M & £) (Bell & Lightner, 1988), Cell
damage was observed in mast of the batches and i some cases, this coincided
with high percentages of organisms infected by HPV. Nevertheless, it was rot

possible to observe the charscteristic inclusion bodies,

This work concludes that the implementation of molecular lechnigues
applied to the diagnosis of shrimp diseases is invaluable to the development of
agquaculture in Maxico and that hybridisation by dot-blot is a useful tool in
diagnosing the HPY virus in shrimp. Histology provides important information on
the health of organisms infected by virus, however it does not guarantes {he
detection of HPV in their inclusion bodies, bul positive results have been

observed using the dot-blot technigue.



INTRODUCCION

1 cultivo de organismos acudticos ha venida creciendo en s Glitimos
anos hasta converdirse en una industria importante. La camaronicultura a nivel
mundial ha tenido un repunte en fos ditimos 20 afios, siendo durante gran parte
de la decada de los 80's, Tallandia, Indonesia, China y Taiwan los principales
paises productores de camardn, con camardn tigre Penasuys monodon como
principal especie cullivada. A pesar del surgimiento de las enfermedades virales
la industria de camaron cultivado ha continuada su expansion durants el 2000 y
2001, espectalments en Vietnam, Talwan y China, asi coma en Venezuela v
Brasil como principales productores de camardn durante el periodo de finales

de los 90's y principios del 2000 (Rosenbearry, 2001),

En Meéxico, esta actividad  se ha realizado principalmente con camarén
blanco 'Litopenaeus vanname’, y o camaran azul Litopenaeus siviimostris, EJ
desamollo camaronicola se ha concentrado en e litoral del  Pagifico,
principaimente en los estados del norosste, con un total de 347 granjas
camaroneras cubrlendo una superficie aproximada de 26,462 Ha. La mayoria
de estas granjas se encuentran en Sinaloa con un total de 215, Sonora con
aproximadamente 53 y Nayarit donde se encuentran 79 granjas (SEMARNAP,
2000). EI impulso que se ha dado en los Otimos afios a los proyectos de
inversion en esta industria prevé un incremento considerable en el numern de
hectareas destinadas a la camaronicultura que podria llegar a alcanzar y un
panorama muy favorable para & desarolio de esta aclividad al menos en
Sinaloa vy Sonora. Actuaimente las granjas de estos estados demandan una
cifta del orden de 5,094 millones de postlarvas, considerands como promedio

'Litopenaeus; Sequn Perex-Farfante & Kens Ley (19973



dos ciclos anuales en Sinaloa, y un ciclo anual en Sonora. Para satisfacer esta
demanda en México operan 44 laboratorios de produccion de nauplios vy
posllarvas de camardn, que se concenlran en estos dos estadog, con una
capacidad de produccién de 1,051 millones de postlarvas por ciclo, S se
consideran 7 ciclos anuales de produccidon en promedio, se obtendria un
volumen total de 7,357 millones de postlarvas al afio, con o cual tedricaments
saé podria satisfacer la demanda aclual de las granjas camaronicolas, Sin
gmbargo, en los Altimos anes la mayoria de estos faboratorios da prodaccion de
posttarvas han obtenido rendimientos muy por debajo de su capacidad instalada
como resullado de una serie de faclores, entre los que destacan el impacto de
las enfermedades infecclosas ocasionadas principalmente por virus y bactetias

Clnstituto Sinaloense de Acuacultura, 2001),

En general ias enfermedades que afectan al camaron se agrupan
principalmente en dos: infecciosas y no infecciosas. Las no infecclosas son
aguellas enfermedades debidas a nutricidn deficiente, ambientes adversos,
defectos metabolcos, entre otras, Las enfermedades infeccinsas son causadas
por bacteras, virus, hongos y parasitos; y son la principal causa de mortalidad

en especias cultivadas (Espinoza de los Monteros & Lubarta, 1988),

El surgimiento de las diferentes enfermedades que se han presentado
gn las especies marinas en cultivo, ha dado lugar al desarrolle de técnicas de
diagnostico necesarias para mantensr buenos porcentajes de crecimiento
produccion (Vega-Villasante & Puente, 1993). Entre éstas sobresalen las

thonicas histoldgicas y las téenicas moleculares,

Actualmente se conocen varias enfermedades virales en camarones, las
cuales fueron descubiertas por causar altas moralidades en los diferentes

Hinetitulo Sinaloense de Aculoultura, Julio 25-2001, Peritdico Norosste,



sistemas de cultivo comercial. Los virus hasta ahora conocidos como
polenciales patogenos de camardn se agrupan en slete familias, Parvoviridae,
Haculoviridae, Togaviridae, fricloviridae, Picornaviridam, Raoviridae,
Rhabdoviridan y Whispoviridae o Nimaviridse (Lightner, 1993, van Hulten af al,
2000, 2001). Las enfarmedades que ocasionan pueden ser seéveras, v algunas

llegan a causar la muarte,

E]l FParvovirus Hepatopancreatico (HPV por sus siglas en inglés), fue
reportado por primera vez par Lighlner & Redman (1984), en postlarvas de
Paenagus  chinensis originarios de Quingdao, China, que afectaba a los
camarones cultivados. Este virus fue ltamado asi por ser el hepatopdncreas su

argano blance,

Actualmente MRV tiene una amplia distribucidn, ha sido reportado en
camarones sitvastres v cullivados en Asia, Africa, Australia asl ¢omo en el
continente  Americano (Lightner et al., 1998). Las especies de camaron que se
han registrado como susceplibles de ser infecladas por esta virug son FPenaeus
merguiensis, P.oooremtalis, P, semisulcatus, Pooesculentus, P monodon, P
japonicus, P. penicillatus, P, indicus, L, vannamely L. stylirostris (Bonami et al,
1995). En 1980 se detectd en cultivos de postlarva silvestre de camardn blanco
y camardn azul, en la costa oceidental de México, v lambién se ha detectado en
adultos silvestres de Litopenasus vanname! capturados frente a las costas de E

Safvador (Lightner, 1996).

El diagndstico de HPV se ha llevado a cabo con la observacion de
cuerpos de inclusion viral en celulas afectadas, medianle la aplicacidn de
técnicas histoldgicas (Lightner et al, 1893). También se han desarrollado
tecnicas moleculares para la elaboracion de sondas moleculares aplicadas a la

Investigacion (Marl, et a/, 1995), asl como para la realizacion de dlagnosticos



confirmativos de la presencia de MMV, No se han deteclado signos externos
gspecificos de la infeccion por MPV (Lightner & Redman, 1998, Lightner ot al,,
1993).

Debido a la impontancia econdmica que en los dltimos afios representa a
actividad camaronicola y a la aparicion da enfermedades exdlicas, ha surgido
la necesidad de Implementar estrategias para ef control de las enfermedades
virales de camaron, Estas deben estar basadas en la identificacion rdpida vy
confiable del agente causal que permita instaurar meélodos profilacticos
adecuados. Existen técnicas como la histologia, que aun cuando gs de gran
importancia por la descripcion de los dafos ocasionados en tejidos v drganos,
no garantizan la deteccion del virus en organismaos portadores con bajo grado
de infeccion, o de aquelos virus que no forman cuerpos de inclusion u oclusion

gn calulas hospederas.

Las tecnicas moleculares son una herramienta muy Gt para el
diagndstico de la presencia de uno o mas virus en camardn, permite ademas la
identificacién  rapida vy especifica del virus antes del desarrolly de la
enfermedad. Dentro de estas lécnicas se sncuentran las técnicas de
hibridacldn, las cuales requieren del disefo de sondas moleculares especificas
de ADN o ARN del virus gque se intenta detectar. Estas sondas moleculares son
fragrnentos de ADN o ARN marcados que tienen (a capacidad de unirse de
manera especifica a una secuencia complementaria permitiendo  asi su

deteccidn,

Este trabajo tlene como finalidad contribuir al conocimlento de ia
dispersion de HMPV en camaron slivestre y cultivado en la region noroeste de
Meéxico., Asi mismo, la evaluacion de herramientas altamente sensibles como
son las sondas moleculares para su uso en el diagnostico, Estas herramlentas
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pueden en su momento ser aplicadas como téenicas de rutina para detectar
enfermedades virales exolicas, asl como implemertar programas de vigilancia

para evitar la entrada de agentes patdogenos a nuestro pais.



QBIETIVOS

Objetivo General

Recuperacion, purificacion y marcaje de una sonda no radioactiva Y su
aplicacion mediante [a 1écnica molecular de dot blot, para la detaccion de HPY

&M camaranas paneidos,

Objetivos particulares,

Recuperacion de clones mediante |3 revision de cepds bacterianas de
E coli DH § g, previamente transformadas, an la busqueda de un
fragmento de ADN de 1.8 kitapares de bases correspondients a la

sorda de HIPV.

- Obtener el fragmento de ADN para la elabaracién de la sonda de
HPY mediante la extraccion de plasmidos baclerianos, digestion

gnzimatica y marcaje no radioactivo,

- Aplicacion de la sonda mediante a técnica de dot-blot para la
deteccion de HPV en el Labaratorio de Virologia del CIAD-Mazatian,

- Determinar la presencia de HPV en organismos silvestres y cultivados
de camarones L. vannamei y L. styflirostris, mediante la aplicacion de

la téenica de Dot-Bot,

-~ Determinar madiante la técnica histoldgica, algunas patologiss que

pudiesen coincidir con organismos portadores de HPY.

(=5}



REVISION BIBLIOGRARICA

Enfermedades virales: una limitante en la camaronicultura.

Las enfermedades virales han impactado severamente muchas de las
industrias  de  cultivo de camarones peneidos en e mundo, causando
impontantes pérdidas en 1a produccldn Y &@n consecuancia perdidas econdmicas,
Los virus que se han reportado cormo importantes patdgenos de camarones
cultivados en regiones de Asia v el Indo-Pacifico son: WSV, MBV, MPV,
IMHNV, y YHV, mientras que en América son TSV, IHHNY, BP v WESY,

Numerosas estrategias han sido utilizadas para tratar de controlar las
enfermedades virales en camarones cullivados. Estas estrategias van desde el
uso de mejores practicas de manajo hasta la siembra de especies o linsas
libres de patdgenos especificos” (SPF) o "resistentes a patdgenos especificos”
(SPR). Un ejemplo de estos fueron dos grandes compariias gue usaron lineas
SPR de camaran, Aquanova desarrolld una linea de [ stylirostris resistente af
IHHNV. Los métodos para desarollar esta linea se Mangjaron con mucha
discrecion, solo se sabe que es una linea mejorada lamada $PR43, por
haberse logrado en la 43ava generacion de los camarones. Esta fue
desarrollada por franceses en Nueva Caledonia, e introducida a Mexico en 1995
(Lightner, 1995), Otra linea SPR de L styfirostris fug  infroducida  por
"SuperShrimp”, desarrollada en Venezuela y considerada como resistenie a
TSV y a IHHMNV. Tanto la cepa de SPR43 asi como la de SuperShrimp tuvieron
gran aceptacion y mucha demanda durante un periodn aproximado de cuatro
ahos. Sin embargo, en 1999 surgid en Sinaloa la primer granja camaronfcola
acusada de tener WSSV, en un lote de postlarvas compradas a "SuperShrimp",
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lo cual causd un gran Impacto en el sector camaronicola y disminuyo el

prestigio de dicha empresa.

Er el continerts Americano se han hecho numerosos esfuerzos para
reducir tas pérdidas causadas por brotes de virus endamicos  (IMHNV, BP,
TSVY (Lightner et al,, 1993). Praclicas mejoradas de quitivo han sido usadas con
dwito para controlar algunas enfermedades de atiologla viral. Estas estrategias
de control han consistido principaimentg en la disminucion de densidades de
siembra, mejoramiento de la calidad de agua de los estangues, uwlilizacion de
algunos inmunoestimulantes, asi como Ja prevencion por axclusion de algunos
prganismos que pudieran ser vectores de enfermedades para el camaron, El
dxito de estas estrategias depende de la disponibllidad de herramientas de
diagnostico altamente sensibles y especificas para la deteccion de estos virus o
patbgenos antes de la introduccion de un lole Infectado a los diferentes

sistemas de cultiva.

Virus  mas  conocidos  que  afectan @ camarones de  importancia

aeonamica en Méesicn,

Los virus que han causado altas mortalidades en México son, e
parvovirus de IHMNV y el picornavirus de TSV, de los cuales el primaro fue
descublerto por Lightner (Lighiner of af, 1983) y el segundo por Bonami
{Bonami ot a/, 1997). Bl WSSV también ha causado grandes estragos en la
camaronicultura mundial. Estos virug fueron accidentaimente introducidos en
México y de la misma manera, el riesgo de introducir nuevos agentes
patdgenos a Jas zonas de cultivo estd siempre latente debido al
aprovislonamiento de postlarvas y reproductores de poblaciones silvestres de
camardn, asl como a la importacion de organismos a México sin ninguna
medida de control,



IHHNV

Las infecciones por IMHNV en cultivos semi-intensivos g intensivos de P,
stylirostris fueron muy serias, ocasionando grandes mortalidades (Lightner of
al, 1983). EHHHNV, ha sido asociado al "Sindrome de deformidad del rostro” y
‘snanismao”’ en organismos de L vannamal. Los camarones afectados se
caracterizan por presentar bajas tasas de crecimiento, asi como deformaciones
que afectan pringipalmente al rostro, & esto se le conoce como “rostro torcido”
(Kalagayan ef al, 1991). Las poblaciones afectadas pueden tener hasta 30%
de camarones enanos vy por consiguiente una amplia variabilidad de tallas
(Kalagayan et al., 1991} Actualmente se encuentra distribuido a nivel mundial,
aungue no 5@ sabe con certera su lugar de arfgen, Su presencia en ol Sureste
de Asia (Singapur, Malasla, Indonesia vy Filipinas), en donde sélo han utilizado
reproductores  silvestres de P, monodon, hace suponer que esta region se
encuentra dentro del espacio gengrifico de origen y que P, monodon podria ser
un huésped naturat (Lightner, 1990; Poulos et al., 1984),

En Maxico los datos existentes sobre el Golfo de California apoyan el
argumento de que [MHNV no se éncontraba presenle en esta region anles de
1987, Posteriormente la enfermedad se extendid a las areas camaronicultoras
de la region. Se cree que fa introduccion del virus pudo haber ocurrido con e
arribo  de  envios comerciales de larvas vy postlarvas de L stvlirostris

procedenias de los Estados Unidos (Lightner ef af,, 1992).

Las principates especies de camarén cultivadas es México son el L.
vannamei y L. stylirostris. La aiternancia entre ambas especies ha dependido en
gran medida de la aparicién de las diferentes enfermedades virales que se han
presentado en los Utimos aifos. Antes de que el IHHNV fuera accidentaimenta
introducido a Mexico, el cultivo predominante de camaron era el de camarion
azul {L. styllrostris), una vez que aparecio este virus en Mexico, la industria tuvo
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que renunciar a algunas ventajas que significaba trabajar con esta especie (ef
rapido crecimiento y la gran talla que se puede obtener en organismos de
cultivo), debido a gue era altamente susceptible a dicha infeccion. A pesar de
que el camardn azul ofrecla un mejor mercado extranjero, el virus obligh a los
productores a cambiar de especie cultivada, convirtiéndose asi el camaron

blanco en la espects predominantemente cullivada en México.

T8V

Bl Sindrome de Taura, se delectd por primera vez en granjas cercanss
a la hoca del Rie Taura cerca de Guayagquil, Ecuador v fue considerada en un
principio come una enfermedad ocasionada por agroquimicos Wilizados en el
control de plagas del platano (Lightner, 1995). Mas tarde se descubrid su
etivlogla viral (Masson et al., 1995, Bonami et al, 1997). En México, el virus de
Taura fue detectado a mediados de 1998 en reproductores silvestres de L.

vanname/ caplurados en las costas de Chiapas (Lightner, 1996),

En el transcurso de 1995, la introduccién vy dispersion del virus de
Sindrome de Taura, altamente patdgeno para L. vannamel, causo mortalidades
saveras en varias granjas de los estados de Binaloa, Sonora y Mayarit
(Lightner, 1995, Pantoja, 1996;).

EI TSV es una enfermedad de |a fase de precria que ocurre entre los 14
y 40 dias de la slembra, los camarones con T8Y son por |o regular juveniles de
0.05 g a 50 9. zn esta enfermedad se presentan tres fases: la aguda, la de
transicion y la cronica o de recuperacion (Hasson ef al., 1998), donde la primers
es la mas importante por preseniar altas mortalidades acompanadas de
coloraclon rojiza, expansion de cromatdforos, cuticula suave, intestino vacio,
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opacidad muscular, letargia v necrosts multifocal en la cuticuls. Las fases lanto
de transicion como de recuperacion, es donde la enfermedad se vuelve cronice

y @l riesgo de mortalidad disminuye (Lightner, 1996).

WSSV

La enfermedad viral del sindrome de la "mancha blanca” (W55V) fue
detectada por primera vez sn México en 1999, Este virus originaimente se
clasifico comp perteneciente a la familia de los Baculovirus, posleriores ratudios
demostraron que no pertenacia a esta familia, por o cual se gonsiderd por
algan tiempo como un virus no clasificado del cual se tenian antecedentas por
causar moralidades masivas de camargnes peneidos en palses del continente
asiatico (Lightner, 1996) y recientemente en el continente americano, en DAIBES
como Ecuador, Panama , Honduras y México, En el afio 2000 este virus fue
reclasificado mediante caracterizacion molecular, dentro de una nueva familia
Hamada Whispoviridag o Nimaviridag (van Hulten et af, 2000, 2001) Bl wirus
WSSY fue detectado por primera vez en 1993, en camarones cullivados de
Talwan, desde entonces se esparcid rapidamente  afectando camarones
cultivados y causando perdidas economicas a los productores (Chowu el af,

1995, Liginer, 1998),

Las signas clinicos principalmente reportados en la infecaldon por WSSV
son, manchas blancas en el exoesqueleto y la epidermis del camardn, una
coloracion rosada o rojo-calé del masculo, letargla, anorexia y porcentajes muy
altos de moralidad. Esta virus es altamente patogeno y tiene una amplia
variedad de haspederos (Supamattaya at a/,, 1998, Mohan ef &/, 1998).
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Ademas del THMNY, el TSV y el WSSV, hay olros virus gue ya estan
presentes en Mexico, pero que todavia no se han estudiado a fondo, Tal es el
Caso del Virus Hepatopancratico (MPV), que al igual que el IMMNV, pertenece a

la familia de los Parvovirys,

Enfermedad causada por el Parvovirus del Hepatopancreas (H PV

Bl virus de HPV ha sido reconocido come un posible miembr de la
familia Parvoviridae (Lightner & Redman, 1985), Es un virus de cadena sencilia
de ADN por fo cual estd asoclado con una fuerte reaceion Fulgen positiva, su
localizacion y replicacion nuclear involucra la formacion de una cadena (-) la
cual @s ulilizada como molde para la sintesis de ADN viral, Es el sequndo
parvovirus gue ataca a camarones peneidos, ademas de IHMNY. Estos dos
virus aunque pertenecen a la misma familia, infectan diferentes arganes blanco;
celutas epiteliales del hepatopancreas, en el caso de HEV y tejido hipodérmico
y hematopoyeético para el casa de [HHNV (Lightner y Redman, 1991 Lightner et
al, 1893). Sa ha reportado  olro virus de ADN que se considera tambian
perteneciente a los parvovirus y que tlambién infecta a camarones: el Parvovirus
linfoidal (LPV) (Owens, ef al, 1991, perg éste no ha tenido una detallada

caracterizacion (Bonami el al.,, 1990: Bonami et af., 1995).

Caracteristicas de HPY,

El virus HPV conslste en una particula viral de 22 ~ 24 nm de didmeltro
que forma cuerpos de inclusion nuclear en las células de los tubulos del
hepatopancreas (Bonami ef al,, 1995). Mediante procasamlento histoldgico se

puede observar que estos cuerpos estan localizados centralmente en el
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carloplasma, por lo regular se encuentran uno o mas nucleolos comprimidos
entre la membrana nuclear y el cuerpo de inclusion desarrollade {Lightner vy
Redman, 1985). Los cuerpos de inclusion de HPY, presentan un color de lila
claro @ morado vbscuro con la lincion rutinaria de Hematoxilina - Eosina (M &
£), la membrana nuclear de la célula permanece intacta y con cromatina
marginal, Estas inclusiones estan compuestas por malerial proteico (Lester f
al., 1987), son gosindfilas v amorfas, la parte densa de la inclusion es basofilica
y puede astar ocupando la mayor parte del carioplasma; ocasionando un ncleo
hipertroflado,  Ge  ha demostrado mediante  electroforesis con  geles de
polacrilamida que dentro del genoma viral de HPVY, existe un polipéptido con un
tamano de 54 Kda (Bonami ef al, 1995), lo cual €% inusual en la familia
Parvoviridae, Los ndcleos densos e hipertrofiados que produce son muy
parscidos a los producidos por Densovirus (Lightner & Redman, 1984), asto
hace suponsr gque HPY podria ser parte de esle grupo de parvavirus de

insectos tamados Densovirus (Bonami ef al., 1995),

Mediante microscopla electranics, se ha observado que la particula viral
de HPV tlene por lo regular seis lados, por lo cual se le considera de forma
icosaédrica. Su densidad se ha estimado mediante centrifugacion en un
gradiente de clorure de cesio v se encuentra en un rango de 1.412-1.415 g ml™,
Normalments por histopalologia se observan cuerpos  de inclusion esféricos

qua an gcasiones pueden tener forma angular (Lester ef al., 1987).

Los organismos infectados con HPV presentan numerosos cuerpos de
inclusion y dafo a nivel celular en el hepatopancreas (Turnbull st al, 1994),
Estos cuerpos se han encontrado en células epitellales de los tibulos
hepatopancreaticos en juveniles v adullos de camarones siivestres vy cultivados,
tlenen una localizacidn intranuclear con bordes claramente definidos v se

encuentran especificamente en el caroplasma y adyacente a los nucleolos. La
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atrofia del hepatopancreas asi como la reduccion de vacuolas lipidicas en los
hepatopancreacitos indican una infeccion de moderada a severa por HPV
(Spann et al, 1897). La inflamacion y necrosls en el hepatopancreas no es
visible en nbservacién macroscopica  del drgano (Lightner v Redman, 1985,

Paynter ef al., 1985),

Los signos externos de HPV no son especlficos, pero en infecciones
severas se ha reportado: atrofia del hepatopancreas, crecimiento lento,
anoraxia, reduccion en la actividad de limpieza y consecuentemente un
incremento  en organismos  epicomensales en superficie de branquias vy
opacidad ocasional de musculos  del  abdoman, agl como infecciones
secundarias por bacterias y hongos (Lightner et al., 1985). Algunos de estos
sighis como la anorexia y letargia coinciden con jos gque causan los migmbros
de la familia Densoviridas en insectos, aunque existen lambien oros signos
como flacidez e inhibicion de la muda (Kawase et al., 1991) debido a que el
hepatopancreas es el organo que aporta la cantidad de lipidos para estos
procesos (dstos no se observan en camaron). La Infeccion por HPY astd
acompafada por la presencia de caracteristicos cuerpos de inclusion basofilos
intranuctearas que afectan los tbulos hepatopancraaticos (Lightner & Redman,

1985),

Origen vy distribucion de HHY,

MRV fue repartado por primera vez gn 1982 en postlarvas de £, chinensis
provenientes de Quingdao, China (Lightner & Redman, 1885). En America e



observd por primera vez en Brasit, en camarones cultivados de A monodan y f
penicillatus importados de Taiwan (Lightner & Redman, 1991 Lightner et al.,
1992). El virus no fue encontrado en la especie nativa de Brasil, L. schmitti
pero mas larde se detectd en L, vannamed importade de Ecuador que habla
tenido contacty con aguas brasilefias, También se detectd en THEI camaron
infectado con HPV en el sur de Texas y cerca de Tamaulipas, México (Lightner

et al,, 1992; Lightner, 1993),

El parvovirus hepatopancrealico ha sido reportado en nueve especies de
camarones peneldos tanto silvestres como cultivados en Asia, Africa, Ausiralia
y Amarica (Lightner & Redman, 1985). Las especies de camaron gue parecen
ser susceplibles de ser infecladas por este virus son F.omerguiensis,
arfentalis, F. semisulcatus, F. esculentus, P, monodon, . japonicis, F

penicilfatus, F. indicus, L. vannameiy L. stylirostris (Bonami et &l,, 1995),

l.a prevalencia de HPV en México es bafa comparada con HHNV, pero
no por ello despreciable ya que se conocen casos de  altas mortalidades
acumuladas gue se han encontrado en poblaciones de camarones asiaticos,
donde se encuentra presente este virus (Lightner & Redman, 1985). En Meaxico
se han observado allas provalencias en temporadas especificas, por este

motivo ha sido muy dificil @l estudio de este virus {Pantoja, 1999).

Diagnostico de HPY.

Uno de los métodos mas usuales para la detecclon de HPVY, es por
histologla del hepatopancreas, mediante la tincidn rutinaria de H & E, este
método aungue es de gran utilidad para observar algunas patologias

posiblemente asociadas, no garantiza la deteccion en organismos con un bajo
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grado de infeccidon. Sin embargo mediante histologia, se pueden observar
cuarpes de inclusion y algunas patologias que puedan coingidir con organismos
infectados. El empleo de microscopia electrénica de transmisidén es tamblén una
buena herramienta para demostrar {a presencia de MPV pero el allo costo v
sofisticado equipo que se requiere fa convierle en una técnica impractica para

diagnostico rutinario (Fantoja, 1999, Sukhumsirichart ef al., 1998).

Las téenicas moleculares son una alternativa para la deteccion de HRPY,
Bl diagndstico se puede hacer mediante una sonda molecular especifica para
una parte del genoma del virus (Mard et af, 1985), dos de las técnicas que
pusden emplearse son la hibridacion in situ y el dot blot. Eslos metodos son
altamente sensibles v capaces de detectar niveles bajos de infeccidn. La
primara, as una tacnica gue requiere de entrenamianto y dedicacion pues es
necesario la preparacion de laminillas histoldgicas del hepatopdncreas; ia
segunda es una lécnica sensible y sencilla y no requiereg equipo especial para
su implementacién. Otra técnica molecular que puedes ser empleada con axito

@5 la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (FPOR).
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Caracteristicas v funcidn del hepatopancreas.

Caracteristicas generales.

La principal funcion del tracto digestivo de los decdpodos es la digestidn
de la comida ingerida por la boca, v en ella estan involucrados proceses intra y
extra celulares para la digestion, absorcion, almacenamiento de nutrientes y
finalmente excrecion y defecacién de productos de desecho (Abubakr & Jones,
1992), £l tracto digestivo, es esencialments un tubo intermo abierto por ambos
extremos que se divide en anterior, medio y posterior. En fa region anterior se
encuentra ia boca, vy en ta posterior se encuentra el ano, ambos llegan hasta la

zona actodermal v cruzan a través de la cuticula (Abubakr, 1991).

El intesting anterior esta dividido et esdfago, estdémago cardiaco y
g#stomago pildrico. Ef intesting medio forma parte del endodermo y consta de
una simple glandula epitelial sin cuticula tamada hepatopancreas. Esta unido a
la seccion posterior del estdémago pildrico v se extiende desde la mitad de 1a
rona posterior del cefalotdrax, hasta el imtesting posterior en al abdomen
{lgunos drganos varlan de acuerdo a la especie), En los decdpodos, e
integsting medio presenta un desarollo complejo  bilateral de los tubulosg
hepatopancredticos, v esta normalmente pegado a la seccidn ventral del
astdmago pilorico, Estos tbulos ocupan el mayor espacio en el cefalotdrax v en

algunas espectas pueden extenderse hasta el abdomen (Al-Mohanna, 1991),
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Funcion general,

Bl intestino medio o hepatopancreas ¢s designadn coma acarreador de (3
ultima fase del ciclo digestiva, Sus funciones primordiales son 1) complelar el
confinamiento de log productos digestivos recibidos del intesting anterior, 2)
producir y proveer al inlesting anterfor de engimas digestivas, 3) s absorgidn y
procesamiento de productos  digestivos, ast como el transponte de ésias

maedlante o torrente sanguingo, vy por ultimo 4) la eliminacion de material

rasicdual,

El hepatopancreas aesta involucrado tambign en olros procesos lales
come: mantenar el balance idnico, vitelogénesis, juega un papel imporante en
el sistema inmunoldgico para el rechazo de cuerpos exitrafios del slstema

sanguineo vy detoxificacion de metales y substancias organicas extranas.

lLos decapodos; al igual que todos los crustaceos; son organismos que
mudan durante toda su vida. En algunos casos el numero de mudas gs o gue
daetermina la madurez sexual y generalmente |3 reproduccion se da en los
periodos de muda, Esios periodos son importantes debido al gran consumo de
gnergla que se requiere para formar la siguiente muda, vy por la energla
empleada en ir completande el crecimiento muscular del organismo. DRentro de
gste proceso estd comprendida una preparacion acltiva para asi lograr la
formacidn vy endurecimiento del nuevo exoesqueleto. En estos periodos entre
muda y muda, los excesos de metabollios son apartados y almacenados
parlicularmente en el hepatopancreas, por lo cual este Organo as e encargado
de suministrar la energla necesaria en el momento que el organismo 1o reguiers
(Rosas ! al.,, 1995},
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Tanto la muda como la reproduccion, son dos de los mas importantes
evenlos metabolicos que implican  un periodo de movilizacion de las reservas
delb organismo las cualas se encuentran almacenadas en depdsitos de la
epidermis y la gonada respectivamente y que a su ver, fuaron abastecidas por

el hepatopancreas,

Se sabe que este ciclo de movilizacion de las reservas para muda vy
reproduccion, responde @ una accion hormonal, pero se desconoce como es
coordinado y alternado el suministro de energia para los dos mecanismos
(' Abramo et al, 1997, Abubakr & Jones, 1992},

La integracion e interaccion de los ciclos de muda y reproduccion, son
particularmente obvios en el caso de las hembras adultas donde el desarrollo
de los ovarios requiere de grandes reservas organicas (Adivodi & Adiyodi,
1970).

El hepatopancreas, ademés de ser una glandula digestiva encargada de
la digestion y absorcion de nutrientes, del almacenamiento de reservas y la
excrecion, tieng lambién importantes funciones relacionadas con procesos
esenciales como son la muda y reproduccion de los camarones, es por ello que
surge el intereés de conocer las diferentes enfermedades que atacan a dicho
argano, y los efectos que pudiessen ocasionar tanto en la salud de los

organismos, asl como en las descendencias futuras de éstos; es decir sila

calidad de las larvas pudiera verse afectada por el estado de salud de los

reproductores,



20

Caracteristicas morfologicas.

EH hepatopancreas de los decapodos consiste de dos mitades que estan
a cada lado del animal. Cada mitad llene tres Iobulos que estan coneclados
separadamente con el estomago & intesting medio por un ducto primario que se
divide en varios ductos secundarios para cada lobulo, Los ductos secundarios
son extensivas ramas que tienen una terminacion en ciego, El hepatopancreas
es morfologicamente similar en la mavyorla de los decapodos, pero el nimero de
lobulos varla de acuerdo a la especie. La terminacion en ciego de los Wbulos
hepaticos esld formada por pagquetes de pequedas células, las cuales estan
diferenciadas a lo largo del tibulo para formar un simple epitelio columnar, que
asta soportado por una delgada lamina basal. Una malla continua de tejido
conectivo es la que soporta fos ductos, los tbuwlos v la superficie externa del
hepatopancreas, Las celulas del mdscula forman una malla de tejido contractil

alrededor de Ja lamina basat de los {Ubulos (D' Abramo et af, 1997)

Las células neurosecretoras estan asociadas con las células musculares,
El sinus sanguineo ocupa el mayor espacio tubular, esta forrado por células
endoteliates con hemocitos circulantes en el limen, Los fagocitos estan fijados
junto cont las células endotellales de la membrana basal y pueden tener
contacto directo con la lamina basal de los tubulos. La innervacion del
hepatopancreas no ha sido examinada a detalls. Se han identificados oinco
tipos de células en el epitelio del hepatopancreas, que estan clasificadas como;
E (embrionariag), R {reserva), F (fibrilares), B (en forma de vacuolas) y células
M (Rosas ef al., 1995),

La iocalizaclon de estas células varla a lo largo v ancho del tibulo, con

las células E confinadas en el clego y las células R que se encuentran a lo largo
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y por fuera del tubulo. Las células F estan principalments en la region distal y
las células B en fa region proximal de los Wibulos, Solo las células R estan
normalmente  atineadas tanto en ductos primarios como secundarios  del

hepatopancreas (Al-Mohanna & Nott, 1989),

Estructura y funcidn de las células.

Las células B ocupan el mayor volumen y tienan membrana nuclear lisa.
= ocitoplasma tiene un reticulo endoplasmico rugoso, milocondrias con una
simple membrana que contigne vesiculas y numeroso complejo de Golgi. Estas

son células no especializadas.

Las células F tienen un nucleo localizado en la region basal de la celula y
en secciones donde hay células viejas presentan una iregular linea exterior, &
reticulo endoplasmico rugnso es extenso y con numerasos ribosomas libres
alrededor de la membrana mitocondrial gue son distribuidos hacia e exterior de
la célula, En los camarones el complejo de Gotgl produce enzimas vacuolares
en estadios especlficos dael ciclo alimenticlo, Vacuolas supranuctearss se
degarrollan en células viejas v estas sirven como reservas de hierro en algunos
casns, Su principal funcion es la manufaclurs y secrecion de enzimas,
contienen granulos de cimdgeno que tienen la propiedad de absorber material

soluble ajenc al organismo.

Las células B son las mas largas y complejas del hepatopancreas, estan
constituidas por una larga vacuola rodeada con una fina capa de citoplasma, El
nucleo estd restringido a la region basal de la célula, v en celulas viejas se
comprime formando un dvalo con una membrana nuclear Irregular. Las células
B contienen numerosas vesiculas picndticas en la parte apical del citoplasma.
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Estas vesiculas se ensanchan para formar “cuarpos digestivos” y a esta reglon
se le conoce como “complejo apical" (Al-Mohanna & Nott, 18849). Las
mitocondrias y et complejo de Golgi estan cominmente en la regldn basal. En
contraste con el complejo de Golgi de fas células F. en las células B aparecen
como vesiculas aplanadas, Sus principales funciones son la secrecion de
enzimas digestivas, posesn una Invaginacion donde se llevan a cabo Procesos
digestivos intra y extracelulares asi como de absorcion de particulas y
substancias coloidales, actian como blanco para iniciar 1a liberacion de células
epilefizles, poseen células que estan ligadas con al reamplazo de las células F

y aportan actividad mitdtica a las células B,

Las ceélulas R son numerosas en el hepatopancreas, Los nlcleos sa
encuentran a lo largo de la zona basal de la célula, y contienen menos
cromatina que olras célufas. El citoplasma esta asociado con invaginaciones de
la membrana basal de la célula; esto solo ocurre en el ciloplasma apical en
estadios especificos del ciclo digestivo. Bl reticulo endoplasmico y los
ribosomas  soh  sscasos, pero hay numerosas mitocondrias  localizadas
principalmente en el la region apical. El sistema de Golgi es activado en la
region medla de la celula. En las células R se da un aplastamiento del complefo
de Golgi que produce densas vesiculas de electrones, las cuales se colapsan
dentro de cuerpos mullivesiculares y se acumulan eventualmente para formar
vacuolas supranucleares, Estas vacuolas sitven de almacén de cobre y otros
metales. Su principal funcion s la absorcion vy almacenamiento de lipidos y
glicogeno, asi como la ransportacldn de melabolitos; estas células proveen el
mejor sitio de almacenamiento de lipidos (Al-Mohanna & Nott, 1887),

Las ceélulas M comprenden las células mas pequenas y abundantes del
hepatopancreas. Durante los primeros estadios de desarrollo, los ntcleos
ocupan la mayor parte del volumen de la célula. lgual que las células en
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desarrollo, tos nucleos adquiaren farma de hoz v se depositan an un costado de
la celula formando masivos cuerpos densos. £5t0s cuarpos estan formados por
acumulacion de granulos producides por el sistema de Golgi, ribosomas libres,
mitocondrias y glicogene que se encuentran dentro del citoplasma. Son cuerpos
densos que tienen como funcidn una digestion prograsiva donde el material
residual contiene densas esferas con contacto directo con el citoplasma, Estas

células no liene contacto con el lumen (Al-Mohanna & Nott, 1989).
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Fig. 1.-Diagrama de un tabulo del hepatopancreas de
Fenaeus semisulcatus, donde se muestran las funciones de
las células epiteliales en las diferentes fases del ciclo
digestivo, Tomada de: Al-Mohanna & Nott, 1987,



Tecnleas Moleculares.

Hasta hace algunos afos la importancia de los virus en camaron habla
sido subestimada debido a que su diagnodstico dependia casl exclusivamente de
téonicas  histoldgicas vy microscopla dplica, ulilizando en  algunos casos
microscopia elactrénica para su confirmacidon, Dichas técnicas son de gran
importancia tanto en la investigacion como en el diagnastico de ciertas
patologlas, sin embargoe comparadas con algunas téenicas moleculares, tales
como la reaccion eh cadena de la polimerasa (PCR), pueden estar en
desventaja en cuanto a tiempo de analisis se refiere. Cabe mencionar que en
peneral las técnicas moleculares pueden presentar mayor sensibilidad y
sspecificidad que las histpldgicas, debido a que son capaces de reconocer
nfecciones virales latenles, es decir; garantizan 3 deteccidn del virus en
organismos portadores con bajo grado de infeccion o de aguellos virus que no
forman cuerpos de inclusion u oclusidn en células hospederas (Pantoja, 1959),
Sin embargo, la histologia es capaz de mostrar patologlas importantas que
puadan estar relacionadas con algun patdgeno en particular. Mo lodas  las
thomicas moleculares son necesariamente mas rapidas que la histopatolngia,
por ejamplo, et dot-blot y la hibridacién in situ, reguieren de varias horas anles
de la obtencion de un rasultado. Por o tanto, la histologia asi como las técnicas
moleculares son herramientas complementarias que deben ser utilizadas én
conjunto para fa obtencion de un diagnostico confiable (Mari ef al., 1995,
Pantoja, 1999, Ademés del dot-blot, hibridacion m situ y PCR, existen olros
métodos moleculares que puaden ser wilizados para deteccion de patdgenos
como son el “Southern biot” para virus de ADN & el "Northern blot” para virus
de ARN.
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Debido at gran problema que representaron las enfermedades virales sn
el cultivo de camarén desde hace algunos anos: surge ta importancia de |a
aplicacion de estas técnicas moleculares como herramienta de dlagndstico para
la deteccion y estudio de enfermedades de camarcn, Esto confleva a la
glaboracidn de sondas especificas para los virus que estan afectando los
cultivos, Estos métodos han sido desarrollados exitosamente vy aplicados en e
campo de fa salud humana y fa agricultura, y actusimente estan siendo
aplicados para algunas enfermedades infecciosas en moluscos v crustaceos

(Mialhe et &/, 1992).

Sondas maleculares

Una sonda molecular es un fragmento de ADN o ARN que tiene
incorporada una molécula de marcaje, la cual permite visualizar los sitios de la

hibridacion. Esta molécula de marcaje puede ser un compuesto radioactivo o no
radioactivo, Bl fragmento empleado como sonda, debe hibridizar con qran
especificidad  secuencias complementarias pertenecientes  al genama  del
patogeno a detectar, a parir del cual se origing. Existan varias formas para
desarroflar una sanda; a) A partir de una determinada region de la secuencia
del genoma viral, para crear olignnucledtidos sintéticos, b) A partir de la
obtencion de fragmentos gendmicos virales obtenidos de la purificacion del
virus, mediante digestion enzimatica aleatoria y su clonacidn en vectores
plasmidicos para su replicacian. ) A partir del conocimiento de la secuencia del
genoma  viral,  seleccionando  una  delerminada region  para  disefiar
vligonucledtidos especificos y amplificar empleando la técnica de PCR (Farrel,
1993).
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RPCR

La lécnica de PCR es un excelente métado para la sinlesis de sondag,
ya que permite amplificar in vitro un fragmento de ADN wtilizando un par de
aligonucledtidos que reconocen los extremos opuestos de ADN que se va a
amplificar, una enzima termoestabla (por gjemplo Taq polimerasa), para la
sintesis de ADN, desoxinucledtidos trifosfatados (dNTPsg) v un ADN molde gue

contiene la regidn que se va a sintelizar (Sambrook ef al., 1989),

Transcripcion Reversa-PCR,

La transcripcidon reversa, es la sintesis de ADN a partir de un molde de
ARN, Esta copia de ADN es complementaria a la cadena de ARN parlo que se
denomina ADN complementario (ADNc). Para virus de ARN la sintesis de ADMc
se lleva a cabo en presencia de ofigos de seis bases llamados ‘random
primers”, los cudles van a actuar come iniciadores para la transcripcion reversa.
La reaccion es catalizada por las enzimas transcriptasas reversas (AMV y M
MLV), alsladas de los retrovirus Avian Myeloblastosis Virus (AMV) y Moloney
Murine Leukemia Virus (MMLV) por sus siglas en ingles,

Una vez obtenido ef ADNc se procede a realizar la amplificacion del
fragmento medlante PCR. £l producto de PCR es observade mediants la
utilizacion de un gel de agarosa tefido con bromuro de etidio. &1 bromuro de
etidio se intercala entre los pares de hases y este se pude observar con unz

lampara de luz ultraviolets (Farret, 1993).,
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Oligos sintéticos.

bos cligonuclestidos son artificialmente sintetizados de una cadena
sencilla de ADN. Estos pueden ser clasificados como Ylargos” cuando contienen
cien o mas bases o "cortos” cuando estan constituidos por no mas de 30
bases, La venlaja de trabajar con oligonuciedtidos es que s5e tiena un completo
control sabre la secuencia. La informacion sobre las secuencias para a
elaboracion  de  oligonucledtidos  estan por o general  previamente

documentadas en hases de datos a las cuales se puede tener scceso.

Clonacion,

El proceso de clonacion molecular requiere de alslar un fragmento de
ADN, ligarle a un plasmido bacteriano que sirve como vector, introducino a un
microorganismo  {generalmente bacterias) para que al crecer produzcan
grandes cantidades de esa secuencia de ADN. £ ADN es daspués exiraido de
las bacterlas. La habilidad de generar millones de copias (clones) de una
secuencia de ADN, es la base de la tecnologia del ADN recombinante. £
fragmento de ADN puede ser separado del vector plagmidico por medio de

anzimas de restriccion,

Enzimas de restriccion.- Las enzimas de restriccion son indispensables

para el proceso de clonacion, ya que permiten cortar el vector y ef ADN de
interes para poder ligaros. Estas enzimas catalizan la hidrolisls de los enlaces
covalentes entre el grupo fosfato de un nucledtido y la ribosa del nucledtido
configuo, Mara llevar a cabo esta reaccion, las enzimas de restriceion rEconacen
secuencias pequefias de 4 8 6 pares de bases en la doble cadena de ADN y
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cortan o enlaces fosfodiéster de ambas cadenas, Fstas enzimas son
absolutamente especificas y uUnicamente cortan la secuencia que reconocen,
Debido a esto, cuando se obliene fa digestion de un determinadn ADN, se da un
arreglo reproducible de fragmentos y estos pueden ser analizados medianie

glectroforesis,

Vectores plasmidicos.- Un plismido es una motécula de ADN de doble

cadena con capacidad de replicacion en un hospedero (bacterias o fevaduras),
Los plasmidos ulilizados para clonacldn molecular son pequefios { 2-3-kb),
cortienan un origen de replicacion, uno o mas marcadores de selaccion
{Lsualmente un gen que confiere resistencia a anlibldticos) y uno o mas sitios
de restriceion para introducir moléculas de ADN (sitio de clonacion multiple).

£l origen de replicacion es de 50 a 100 bases. Las enzimas del
hospedero se unen a esta secusncia iniciando la replicacion del plasmide
circular, Una vez que la replicacion inicia, contintia a lo largo del plasmido

independientemeante de la secuencia de ADN,

Uno de los vectores plasmidicos mas wilizados es el PUC 19 el cual
posee un gen de resistencia a la ampicilina de tal manera que océlulas
ransformadas de £, coll pueden crecer en un medio seleclivo que contenga
aste antibiotico. De igual manera este plasmido contiene un segmento de ADN
derivado del Operon Lac de £ coll que codifica para un fragmento amino-
terminal de la B- galactoxidasa. Las bacterias que adquiersn sl plasmido
recombinanate no sintetizan dicha enzima y forman colonias blancas en un
medlo con el inductor IPTG en un substrato X gal (5-bromo-4cloro-3indol-B-D-
galactuxidasa), mientras que las bacterias que no adguitleron el fragmento

producen colontas azules (Farrel, 1993).
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Sintesis de sondas de ARN.

Transcripcion in_ vitrg.-

La transcripcion in vitro es ef mejor método para generar una sonda de
ARN. Una gran cantidad de sonda eficientemente marcada puede ser generada
mediante la banscripoion de una secuencia de ADN clonada entre dos

promotores reconocidas por la ARN polimerasa,

La sintesis de una sonda de ARN mediante transcripcion in vitro,
involucra la elongacion de ARN mediante la incorporacion de dNTPs marcados
al esqueleto de la sonda. Esta sonda es marcada al mismo tempo que es

sintgtizada y presenta un alto grado de incorporacion en el marcaje.

Marcale de sondas,

Una vez obtenido el fragmento con el cual se va a elaborar la sonda, es
importante tener un método adecuado para la deleccion de la reaccion de
hibridacion, Este método consiste en una forma de ‘marcar’ &l fragmento de tal
modo que nos indique cuando y donde se lleva a cabo la hibridacion. Este
rmam.ajﬁe se realiza dependiendo del tipo de deteccion que se desee emplear y

de la sensibilidad que se requiera.

Las consideraciones en la seleccion del sistema de marcaje de una
sonda deben hacerse en base a una serie de faclores dentro de los que se
involucran: sensibilldad v resolucion requerida, la establiidad de ta sonda
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después de haber sido marcada, el ipo de hibridacidn gque se vaya & emplear,

antre atros,

Basicamente existen dos mélodos para el marcaje de acidos nucleicos:
a.- metodo de radiomarcaje, b.- mélodo no radioactivo de marcaje maediante 1a

deteccidn por guimioluminiscencla, tecnicas colorimétricas o fluorascencia,

Marcaje radipact

La aplicacion de isolopos radicactivos ofrece excelente sensibilidad v
compatibilidad con muchas téonicas de marcaje. La desventaja de los isdlopos
ragivactivos @s que son polencialmente dafines para la salud, v los materiales
requigren  contenedores  especiales para su  desecho, altos costos de

produccion, v en ocasionas a necesidad de largos periodos de deteccion,
. : - . , 4
Los isdtopos mas comunmente utilizados con acidos nucleicos son P,

¥Ry 95; 1a eleccion entre uno y otro muchas veces depende de la aplicacion y

precision en el método de deteccidn que se desee,

Marcale no radinactivo.

Biotina.

lL.a biotina es una pequefa vitamina soluble en agua que puede ser
faclimente conjugada a varias moléculas bioldgicas. Para la sintesis de una
sonda de acidos nuclelcas esta es ransformada enzimaticamente mediante el
uso de nucledtidos o por folvactivacion de la biotina. Estos tralamientos no
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interfieren con su actividad bloldgica, v crean un eslabon enlre la misma biotina

que le da mayor firmeza y resistencia a la sonda.

La biotina presenta una fuerte y natural afinidad con la estreptavidina, La
estreptavidinag es una proteina en forma de telramero, Con un peso motecular de
B0 kd, aistada de [a bacteria Streptomyess avidinil y posee siete sitios de union
para la biotina. A diferencia de la avidina (del huevo), la estreplavidina posee un
punto lsoeléctiico neutre a un pH fisialdgico con algunos grupes de carga, y
estos no  conlienen carbohidratos, Estas  propiedades  reducen la no
aspecificidad de la unidn v los problemas de trasfondo que en otras condiciones
pudieran darse, 1o cual da como resullado una reaccion muy sangible. B
complejo biotina -astreptavidina es muy utillzado en técnicas de hibridagion de

acidos nucleicos.

Digoxigenina,

La digoxigenina es una proteina wlilizada para marcar Acidas nucleicos,
Al igual que con bioting, las sondas de ADN son sintetizadas mediante el

sistema de marcaje de random priming”,

L.as sondas marcadas con digoxigenina son generadas enzimaticamente
de acuerdo con el métode de marcaje de “"random priming”, el cual esta basado
sn |a hibridacion de oligonucledtidos al azar, EI ADN es desnaturalizado, y las
cadenas de ADN complementario son sintetizadas por el fragmento "Klenow” de
la enzima ADN polimerasa, la cual requiere de las terminaciones 30OH de tos
oligos y ta mezcla de desoxiribonucledtidos que contienen DIG-11-dUTP, que
dan como resultado la incorporacion de la digoxigenina en el nueve ADN
sintetizado. Los sitios de hibridacion son detectados mediante un anticuerpo
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Artti-dig conjugado a una enzima que al ponerse en contaclo con un substrato

forma un precipitado de color,

Fluoresceina.

La fluorascelna es también un hapteno gue puede ser incorporado poy
una reaccion de  sintesis. Los nucledtidos marcados con  flugresceing;
Huoresceina-11-dUTP {(i71-dUTP) puaden ser utilizados para la deteccidn, una
vez realizada la hibridacion, los anlicuerpos especificos para la fluoresceina
suelen Ulllizarse para la localizacion de las zonas donde se llevd a cabo el
evento de hibridacion, Los anticuerpos anti-lluorasceina han sido modificados,
dando ast la existencia de un conjugado con una peroxidasa, para dar una
reaccion quimica en un soporte luminol para fluorescencia (Sambrooi et al.,
1989, Farrel, 1993},

Técnicas de marcaje,

"Randam priming",

Es una técpica en la cual una mezcla de pequenas secuencias de
oligonucledtidos (6 bases) se alinean al ADN al azar, v al mismo tiempo la
anzima "kienow" ADN polimerasa extiende estos oligos en direccion 5.3 e
incorpora fos nucleotidos marcados (Farell, 1993). "Random priming” funciona
mejor con malécutas de ADN linearizadas. Una molécula de ADN entre 200 v
2000 pares de bases es el mejor substrato para “random priming”, ya que la
longitud del molde no es un pardmetro oritico en esta reaccion de marcajs,



PCR

La PCR ademas de ser un excelente método para 1a sintesis de sondas,
puede ser empleado también come léenica de marcaje, ya que las moleculas de
marcaje son incorporadas al mismo tempo en gque se¢ van sintetizando. La
vantaja de dilizar PCR como un método de marcaje &5 que e producto de la
sintesis tiene una longitud uniforme. Las sondas marcadas por PCR presentan
un alte porcentaje de incorporacion debido a que son continuamente marcadas

durante el process de sintegis.

“Nick translation”,

Nick transiation es una de las ldonicas mas anliguas para marcaje de
sordas. Esta Involucra un marcaje aleatorio del esqueleto del ADN de doble
cadena mediante e uso de desoxinbonucleasa (ADNsa), A Dbajas
concentraciones de ADNsa, este marcaje ocurre aproximadamente cada 4-5
basas por molécula v produce un oligo fibre 3’0 en cada lugar donde se fleva
a cabo. Despuds la snzima ADN polimerasa remueve los nucledtidos natives de
las moléculas de la sonda en direccidon 57 3 7 (por su actividad de exonucleasa)
las puales son reemplazadas con precursores de dNTPs en la misma direccion
mediante la actividad de la polimerasa. Este método es eficienta tanto para
moléculas lineares de ADN asl como para no lingares y ef marcaje transcurre

en alrededor de una hora (Farell, 1993),
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Transcripcion in vitro

La transcripeion in vitro, s tambien considerada una téonica de marcaje,
ya que la molécula de marcaje es incorporada al mismo tempo que se realiza 3
sintesis. &5 por ello que se considera que estas sondas tienen un alto v

eficiente grado de incorporacion de marcajs,

Marcaje en la terminacion 5,

Este método consiste en marcar todas las terminaciones % de la
molécula, Esta técnica es coloquiaimenle conocida como "Kinasing reaction”
debido a que la reaccion es catalizada por la enzima T4 polinucledtido-cinasa.
Esta técnica es mas eficiente  para ARN que para ADN, por o cual no es

comunmente lilizada para marcar ARN,

Marcaje en la terminacioén 37,

EVARN puede también ser marcado en la terminacion 37, utitizando |a
enzima polimerasa poly(A). Esta enzima es la responsable de la poliadenilacion
nuclear de varios hnARNs v cataliza la incorporacion de AMP. En marcaje
iBOlOpico se requiere de un precursor ATP con marcaje en a para marcar ia

sonda (Farrel, 1993},
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Matodos de deteccion,

Autoradlografia.

La autoradiografia es una simple v sensible técnica Mtoguimica, usada
para la deteccion de compuesios empleados en el radiomarcaje  sobre
gspecimenas U objetos, En el estudio de dcldos nucleicos, las sondas
radiomarcadas son detectadas en el lugar donde se afectud la hibridacion, va

sea como hibridacion in sty o Inmovilizada sobre una membrana,

La awtoradiografla se subdivide en dos grupos comanmente conocidos
como macroautoradiografia y microavtoradiografia, Esto dependiendo del tipo
de gspecimen que contanga la radioactividad, el tipo de emulsion necesaria
para la formacion de la imagen, y ¢ método de andlisis de resullados que se

gmplas,
Colorimetria,

Varios de los sistemas de deleccion colorimétrica aparecieron a

mediados de los 80's teniendo gran aceptacion,

Los procedimientos de deteccion colorimetricos y quimiocluminiscentes
son muy similares y solo difieren en la aplicacion de los Oltimos reactivos. La
localizacion de la hibridacion de una sonda marcada con biotina es mediantg la
estreplaviding conjugada a fostatasa alcalina (AP} o peroxidasa (HFQP); las
gondas marcadas con digoxigenina son localizadas generalments con el

anticuerpo {anti-dig) conjugado a la enzima (AP o HRP).
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Fluorescencia.

Es un proceso de intensificacion por medio del cual 1a Bnergia asociada a
los isdtopos es convertida a luz mediante la inleraccion de radioparticulas
utiizando compuestos de fluor, 105 cuales son expuestos a una placa de rayos
Ao La teenica funciona mediants la impregnacion  del gspacimen (gel de
acrilamida, gel de agarosa, 0 membrana cargada positivamente (poliacritamida
0 nylon)) con una solucion flunrografica, v exponiéndola en una placa de

revelado (cassetle) de igual manera que en la autoradiografia,

Quimioluminiscencia,

Existen varios sislemas de deteccién mediante quimicluminiscencia:
estos puaden ser dependientes de una fosfatasa atcaling, o dependientes de
una peroxidasa. &l substrato utilizado para la fosfatasa alcaling es conocido
somo "Lumigen” v el resultado es ura emision de |uz azul en ef lugar donde se
encuentra presente la fosfatasa. EI substrato otilizado en el sistema de
peroxidasa es conocido como “luminel horseradish peroxidase”. Durante esta
reaccion, el luminol rompe los hidrdgenos de |3 peroxidasa conviriéndolos en
radicales oxigeno (O7) y Hy Entonces los radicales oxigeno catafizan la
oxidacion del luminol, dando como resultado fa formacion de productos de
oxidacion y una asociada emision de luz, La reaccidn en ambos casos se leva

a cabo en una placa para rayos X (Sambrook of al., 1989),
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Aplicacion de técnicas moleculares en el diagnostico de enfermadades

virales en camaron,

Las téonicas moleculares que principalmente han sido empleadas en el
diagnostico de enfermedades de camaron por estar mas disponibles en el
marcado, son el dot-blot y la hibridacion in situ, v mas recientemente la de
PCR. El empleo de una u otra técnica depende en gran medida del objetivo que

s& pretenda slcanzar,

Bl principio de las dos primeras es basicamente &l mismo ya que el
objetivo principal  es la hibridacidn de la sonda con una  secuencia

complementaria del genoma viral,

Dot-blot,

25 la hibridacion sobre una membrana de nylen o nitrocelulosa. A la
facha esta es una de Jas técnicas mejor adaptadas para la detaccion de virus en
camarén. Consiste en la extraccion del ADN molde del organismo al que se
vaya a realizar la deteccion, este ADN es desnaturalizado v fljado a una
membrana cargada positivamente. El tratamiento de la muestra debe ser o
suficientemente  efectivo para liberar el ADN gendmico del virus que se
encuentre en ol tefldo del organismo Infectado. Una vez que e ADN estd
desnaturalizado y fijado sobre la membrana, se afade la sonda previaments
desnaturatizada, y se da un tiempo de incubacién para que se lleve a cabo la
hibridacion de las secuencias complementarias. Después de la hibridacion, la
sonda margada es reconocida por medio de una proteina {eg. anticuerpo)
conjugada a una enzima la cual sera detectada al afadir un substrato con un |

cromogeno indicador,
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Aplicacion de técnicas moleculares en el diagnastico de enfermedades

virales en carnaron,

Las técnicas moleculares que principalmente han sido empleadas en e
diagnéstice de enfermedades de camarén por estar mas disponibles en ¢l
mercado, son ef dot-blot v la hibridacion in sity, v mas recienlemente |a de
FCR. Elemplso de una u otra lécnica depende en gran medida del objetivo que

s pretenda alcanzar,

Bl principio de las dos primeras es basicamente el mismo ya que el
abjetivo principal es la hibridacidon de la sonda con una  secuencia

complementaria del genoma viral.

Dot-hlot,

Es la hibridacion sobre una membrana de nylon o nitroceluloss, A la
fecha esta gs una de las téenicas mejor adaptadas para la deteccion de virus en
camardn, Consiste en la extraccion del ADN molde del organismo al que se
vaya a realizar la deteccidn, este ADN es desnaturalizado y fifado a una
membrana cargada positivamente. Bl ratamiento de la muestra debe ser lo
suficlentemente efeclivo para liberar el ADN gendmico del virus que se
encuentre en el tejido del organismo infectado. Una ver que el ADN esta
desnaturalizado y filado sobre la membrana, se afade la sonda previamente
desnaturalizada, y se da un tlempo de incubacion para que se lleve a cabo la
hibridacion de las secuencias complementarias, Después de la hibridacion, 1a
sonda marcada es reconoclda por medic de una proteina (eg. anticuerpo)
conjugada a una enzima fa cual sera detectada sl anadir un substrato con un .
cromogeno Indleador,
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Hibridacidn in situ.

En esta técnica se emplean secciones de lejido previamenle fijadas v
montadas sobre laminillas de cristal, en las cuales se lleva a cabo el proceso de
hibridacion, Esta tecnica es una vallosa herramienta para la deleccion de
celulas y tejidos infectados con virus. La hibridacion i situ tiene la venlaje de
poder detectar la presencia de virus que aldn no han desarrcllado los

caracteristicos cuerpos de nclusidn u aclusion particulares para cada caso,

Los tejidos son preparados por medio de  técnicas  histoldgicas
estandares, poniendo especial cuidado en disminuir fa degradacion de los
doidos nucleicos por rucleasas enddgenas o exdgenas. Bl lejido es fijado,
embebido en parafina, cortado e inmovilizado sobre un portaobjetos cargado
positivamente.  Antes de la hibridacion, el tgjido es sometido a un proceso de
digastion enzimatica con proteinasa K para remover proteinas asociadas al
ADN y parmite a la sonda la penetracidon hacia la célula infectada o incluso
hasta el nucleo para el caso de virus nucteares, Para ello es necesario realizar
una desnaturalizacion parcial del ADN, esta puede realizarse mediante
termparatura, o bien por medio de algun compuesto quimico el cual se puede

incluir en el buffer de prehibridacion.

La deteccidn se realiza del mismo modo que en el dot-blot, mediante una
proteina (anticuerpo) conjugada a una énzima y en presencia de un substrato
con un cromageno indicador, Esto va a dar como resultado el depdsito de
precipitados  de color {en el caso de la deteccion colorimétrica) que se van a
observar en nucleo o ciloplasma revelando asi la presencia del virus,
Generalmente se utiliza un colorante de contraste para cbservar la ublcacion de

ta hibridacion en el tejido (Wilkinson, 1992).
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PCR.

Esta téonica permite amplificar in vitro un fragmento especifico de ADN,
utiizando una sere de reaclivos. Todos eslos reactivos tenen una funcion
primordial: £1 ADN molde, que presenta la region que se quiere amplificar, una

enzima ADRN polimerasa, que cataliza la reaccion de polimerizacion, "Primers” o

oligonuctedclidos, que flanquean 1a region que se va a amplificar v acldan como
iniciadores  para que la enzima realice la polimerizacion det ADN vy
desoxiribonucleotidos trifosfatados (JATP, dCTP, dGTF v dTTP), gue actuan

como bloques de construccion de las moléculas de ADN que estan siendo

sintetizadas.

Una vez gue los reactivas han sido mezclados el temociclador realiza
res pasos fundamentales: 1) la desnaturalizacion del ADN a 95 °C, ) el
alineamisgrto de los oligos, donde la temperatura va a depender de la
staboracion de los oligos v 3) la extension, en donde la polimerasa incorpora 1os
dNTPg correspondientes a pantir del ADN melde, Estos pasos son considaerados

un ciclo v deben ser repetidos entre 25 v 40 veces,
"Northern blot”,

Esta tecnica consiste en la transferencia de ARN despuds de una
separacion electroforetica de un gel de agarosa a una membrana, para una
subsecuenta fifacion e hibridacién con una sonda especifica (ADN o ARN). £l
ARN es transferido a la membrana exactamente en la misma configuracion en
que fue separado en el gel y la seflal de hibridacion que se genera nos da un

paftl tanto cuantitativo como cualitative,
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"“Southern blot"

Fste técnica tigne basicamente el mismo principio que el Northerm blot,
paro es empleada para ADN. Consiste en la hibridacion de una sonda marcada
(con radipactividad, biotina o digoxigenina} a una molécula de ADN que ha sido
praviamente digerida & inmovilizada en una membrana (nylon o nlrocelulosa),
Despues de una sarie de lavados ta sefal se visualiza dependlendo del metodo
de marcaje (por autoradiografia, colorimetria o guimicluminiscencia). Una banda
sarda visible sn el sitio de la hibridacion. Cada banda representa el tamafio de
los fragmentos que contienen secuencias complementarias a la sonda {FFarrel,

1693).

]

Electroforesis de acidos nucleicos,

Los acidos nucleicos pueden ser analizados por electroforesis en un
buffer a pH neutro ya que los grupos fosfatos les confieren una carga neta
negativa, Esta carga eléctrica hace que cuando las moléculas de ADN o ARN
son colocadas en este campo aldctrico, migren hacia el poto positive del campo.
Si las moléculas en movimiento se encuentran en una maliz gelificada
(agarosa o poliacrilamida), las mas pequefias se mueven mas rapido y esto
permite separar los fragmentos de ADN de diferente tamario. Los fragmentos de
ADN separados son visualizados Ufendo los geles con bromuro de etidio . Las
moléculas de  bromuro de etidlo se intercalan en los nucledtidos de ADN vy
producen una fluorescencla color naranja al ser expuestos a luz ultravioleta, de
esta manera es posible detectar la ubicacidn y peso molecular de los

fragmentos de interés.
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Esta técnica permile 1a observacion det ADM plasmidico de producios de
digestion enzimatica de ADN, v la visuallzacion de productos de PCR, Fn geles
de agarosa, el bromuro de etidio es introducido directamente en el gel a una
concentracion de 0.5 pyg/ml. La muestra debe ir junto con un buffer de carga,
antes de ser introducida al gel, esto aumenta su densidad y ia colorea,

facilitando asl el control de fa migracion (Farral, 1993),

Geles de Poliacrilamida.

Los getes de peliaeorlamida resultan de fa polimerizacidn del mondmero
de acrilamida, 5on muy wtillzados para separar proteinas pero tambiégn son

utites pava separar fragmentos pequeiios de acidos nuclelcos,
Geles de Agarosa.

La agarosa es un derivado fino de los carragenanas extraidos de algas
pardas o rojas. Lste compueslo es poco abundante pues de un 100% de agar
extraido, solo de 3 o 4% puede ser utilizado como agarosa, Los geles de
agarosa son idealas para macromoléculas como son los dcidos nucleicos ya

que combinan fuerza y macroporasidad.



Replicacidn viral.
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L.a replicacion viral se basa en ocho pasos importantes que son:  unién,

penetracion, desenvaltura, replicacion del genoma, expresion génica y sintesis

de prolelnas, ensamblaje, libaracion y maduracion (Fig, 3).
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Fig 3.- Figura que muestra los ocho pasos involucrados en la
replicacion de un virus, Tomada de! http:iwww.
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a) Union,

La unidn del virug a la célula consiste especificamente en la ligacion de fa
protelna viral  con una célula resceplora, Estas células receploras pueden ser
proteinas (usuaimente glicoproteinas o molédculas espacificas), o residuos de

prucares presentes como glicolipidos.

Atgunos virua complejos pueden tener mas de un receptor y ulilizar rutas
allernativas para entrar a la celula. La exprasion del receptor en la superficie de
la célula esta determinada por el ropismo de algunos virus. Bl Hpo de célula en
la cual se va a llevar la replicacidon va a depender en gran medida del factor de

patogenicidad,

La unidn del virug a la célula, es en la mayoria de (0§ casos un process
reversible; si la penetracidon no sucede, oi virus puade separarse de la superficie
de la célula. Algunos virus tienen mecanismos especificos para desunirse; perog
la evasion de la superficie de la célula siempre conduce a cambios an el virug
an los cuales decrece o se glimina la posibilidad de unirse a olras células {FFig.

3),

b) Penetracidn,

Al fgual que la unién, la penetracidn del virus a la célula son procesos
gque implican un consumao de energia, en donde la célula debe estar
metabolicamants activa para que esto suceda, Son tres mecanismos que estan

involucrados:

1.- Translocacion,- donde el virion entra a través de la membrana

celular,
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2~ Fysion.- de la envoltura del virus con la membrana celular BEn este
paso se requiere la presencia de una protelna viral de fusion que
debe estar contenida en la envoltura del virus, o una glicoproteing
para el caso de los retrovirus,

- Endocitosis. cuando el virus penatra dentro de las vacuolas
infracelutares, y eventualments dentro dal ciloplasma de la célula
(Fig. 3).

¢} Desenvoltura.

La desenvoltura ocurre después de la penelracion, v as cuando a
capslde del virus es removida y el genoma viral queda expuesto, usualmente en

forma de una nucleoprateina compleja.

Rara [0s virus que se raplican en el citoptasma, el genoma es
simplemente liberado dentro de la edlula. Sin embargo, en el caso de los virus
que lienen rmalicacz‘z{nfnur.:lmar, ¢l genoma siempre estd asociado con
nucleoproteinas, v puede ser transportado a traveés de |a membrana nuchaar.
Esto se fleva a cabo mediante interscciones de las nucleoproteinas {(de 1a
capside) con el citoesqueleto, Al llegar a los poros nucleares, la capside rs

expulsada, v el genoma es introducido al nicleo (Fig. 3).
d} Replicacidn del genoma.

Las estrategias de replicacion de log virus depende de la naturaleza del

genoma. L.os virus pueden ser clasificados en siete Qrupos:

I: Virus de cadena doble de ADN (Adenovirys, Herpesvirus, Poxvirus, etc),
II: Virus de cadena senciita de ADN (+). (Parvovirus),



HI: Virus de cadena doble de ARN (Reovirus, BIARNvirus),

IV: Virus de cadena sencilla de ARN (+) (Picormavirus, Togavirus, ete),

V: Vitus de cadena sencilla de ARN (-) (Orthemixovirus, Rhabdovirus, ete).

VI Virus de cadena sencilla de ARN (+) con ADN intermediario en su siclo de
vida (Retrovirus),

VI Virus de cadena doble de ADN con ARN intermediario (Hepadnavirus).

La clase 1, donde se encuentran los virus de cadena doble de ADN,
pueden subdividirse a su vez en dos grupos: a) replicacion exclusivaments
nuclear, donde la maguinaria celutar juega un papel en la replicacién viral, v b)
la replicacion ocurre en el citoplasma; estos virus contienen todos 103 factores
necesarios para la transcripcion vy replicacion independientemente de la

maguinaria celular (Fig. 4).

En la clase If donde se encugntran los virus de cadena sencilla, la
replicacion ocurre en el nucleo, e involucra la formacion de una cadena (), la
cual sirve como molde para la sintesis de la segunda cadena (+) propia del

virus (Fig, 4).

La clase H esta formada por 105 virus de doble cadena de ARN; estos
virus poseen un genoma segmentado. Cada segmento del virus es transcrito

por separado para producir ARNs mensajeros monocistronicos (Fig. 4),

La clase IV formada por virus de cadena sencilla (+) de ARN, pueden ser
subdivididos en dos grupos: a) ARNm policistrénico; el resultado de la
traduccion es la formacion de una poliproteinag como producto, la cual es
utllizada a su vez para Ja formacion de proteinas maduras, b) Transcripeion
compleja;, donde dos o mas rutas de transcripcldn son necesarias para la
produccion de ARN gendmico (Fig, 4).
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La clase V, formada por virus de cadena sencilla de ARN (), puede
también tener dos pasos: a) en segmentos; donde el primer paso de la
i'ﬁ}i)”ﬂiﬂt:if)l'll @s la transcripeion de un ARN genomico () par el virion de ARN que
depende de la ARN polimerasa para producic ARNm manocistronicos, los
cuales a su vez sirven como molde para la replicacion del gepoma, bing
segmentados; donde la replicacion ocurre igual que en la clase IV vy Ios

productos son ARNm (Fig, 4).

La clase VI virus de cadena sencilla {(+) de ARN que mediante una
anzima transcriptasa que posee el mismo virus, tieng la facultad de copiar la
informacion del ARN a un ADN intermediario mediante un proceso llamado
lranscripeion reversa, En este caso el genoma poses una cadena positiva (+),

pero unicamente en medio de un virus (Fig. 4).

La clase VIL virus de cadena doble de ADN con un ARN intermediario
{Mepadnavirus). Este grupo también se basa en una transcripcion reversa, pern
a diferencia de los Retrovirus, ésta ocurre dentro de la parlicula viral an
maduracion, Durante la infeccién de una nueva célula, &l primer evento que se
da es una reparacion de cualguier maiformacidn del genoma, seguida por [
transcripclon. Para la repllcacion del genoma, el virus debe tener presente un
ARNm el cuat puede ser reorganizade vy traducido para codificar a proteina,

Esto puede realizarse de diferentes maneras,

o Los virus de doble cadena de ADN, sueltan su genoma dentro del
nucteo y utllizan la maquinaria celutar para {a transcripcidn,
« Los virus ARN (+), poseen un genoma el cual sirve diractamente

de ARNmM {(excepto en los Retrovirus),
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+ Los virus ARN (+), deben portar enzimas codificadoras de ARN
que dependen directamente de la misma replicacion de su ARN ya

que estas snzimas no se encuentran an las célutas no infectadas.

e) Ensamblaje,

En este paso estan involucrados todos Ins componentes necesarios PaEra
la formacidn de un virion maduro en un sitio particular de la célula. Durante este
proceso, @ estructura basica del virus es ensamblada,

Picornavirus, Poxvirus v Reovirus- £ el citoplasma,

- Adenovirus, Papovavirus v Parvovirus- En el nicleo.

- Retrovirus- En la superficie inerte de la membrana celular,
f) Liberacion,

Para los virus (iticos (la mayorfa de tos virus no envuallos), (a liberacion
@5 un simple proceso donde la membrana de la célula se rompe v el virus as

liberadao.

Para los virus snvueltos, éstos obtienen los lipidos de la membrana
celutar y con ellos forman un capullo. Las proleinas det virldn envuelto rasgan o
rompen la membrana de la célula durante este proceso, v ef virus es introducido

par fa reglon rota de la membrana.
g) Maduracién,

El momento en que comienza la slapa del ciclo de vida dal virus es
precisamente cuando comienza el procaso de infeccion. Usualmente estan
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involucrados  cambios  estructurales  en la  célula, como resullado  del
desdoblamiento de las proteinas de la capside para la formacion de productos
maduros, los cuates frecuentemente conllevan a cambios en dicha capside, o a
la condensacion de tas nucleoproteinas con el genoma, Para algunos virus, ol
ensamblaje y maduracidn son dos procesos inseparables, en otros casos, la

maduracion puede ocurrir después de que la particula viral se encuentra

instatada en la célula.
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Parvovirus,

La familia parvoviridae esta formada por tres generos. Fan-ovirus,
Dependovirus y Densovirus, Los parvovirus tienen una amplia distribucion entre
los animales de sangre caliente y el hombre, enlre ellos se encuentra el
parvovirus B19 humano, el virug de ia paulencopenia felina, parvovirug canino y
otros, Solo el B19 as patdgenc para el hombre el resto liens especificidad de
papecie. Los Dependovirus infectan solo cuando se asoclan a olro virus
cooperador como el adenovirus, Los Densovirus solo infectan a insectos, son
axtraordinariamante pequefes, con un didmetro que osclla entre los 18-26 nm,
no tienen capsula y presentan simaelria  icosaadrica con 18 a 32 capsomeros,
Son muy resistentes a la inactivacién manteniendo su estabilidad entre piH de 3
a9y durante 12 horas a 568 °C . Son inactivados por fa formaling, propiolactona
y otros agentes oxidantes. Los intentos de aistamiento mediante cultivo no han
gido muy fructiferos pudiendose cultivar $0lo en las colulas precursoras de la

serié roja,

El genoma esta compuesto por ADN monocatenario de unas 5.5 Kb,
Fuede ser de polaridad positiva o negativa, La proporcion entre 08 viriones de
una u otra cadena depende del tipo de virus que se considere. Presenta dos
zonas de lectura (ORFs) no superpuestas. Las mas cercanas al extremo 3
codifican a las proleinas de la cublerta VP1,2,3 v las cercanas al extremo 5 a
las proleinas no estructurales (NS1,2). EI numero de protelnas VP y NS varla
on funcion del tipo de parvovirus, La alleracidn de las protelnas N3 conduce a
una incapacidad o disminucion de {a actlividad repiicativa viral ya sea por
disminucion de la transactivacion de una protelna (p38) o por la propia
alleracion genetica. Todos los parvovirus tienen en sus extremos 3y §

sgcugneias palindromicas que son fundamentales para la replicacldn. Esta



replicacion se realiza en el nucleo celular siends imprescindible que la célula se
encuentra en actividad mitdtica, es declr, en Ia fase 8 o G2 Como
tensecuencia de ello la replicacion es muy intensa en los tejidos que muestran
und rapida multiplicacien celular {p.e, sistema hematopoyético). Son ingapaces
de replicarse en una célula en reposo e igualmente se duda de (g posibilidad de
que puedan producir latencia, La libetacion viral estd relacionada con rOCEs0s
degenerativos de la membrana nuclear y citoplasmica,

(http:/iwww . fel es/protocolfsero07 itm),



MATERIALES Y METODOS,

FProcedencia de los arganismos,

L.os organismos fueron caplurados durante el periodo que comprende

junia de 1997 a noviembre de 1998,

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron diferentes otes de
wamarones tanto silvestres como cultivados de las especies Litopenasius
vannamel v Litopenasus  styfirostris,  Los organismos  fueron  analizados
mediante 1a técnica de dotblot v analisis histopatologico, Los (Dtes analizados

fueron los siguientes:

Organismos cultivados

 Procedencia

arganismos

A 40 - Lovannamei  Laboratotio de produccion
larval. Sinaloa, México,
3 20 Lovannamai  Granja de produccion acuicola
Sinaloa, México.
» 20 L. stylirostis  Granja de produceion acuicola
Nayarit, México,
W 20 L. vannamei  Granfa de produccelon acuicola

Sinaloa, Maxico,

24



Organismos silvestres

T —— Mo ﬂmcm mem— Pmmdmwim T p———

organismos

Qrganismos silvestres

I 20 L. stylirostris
Costas de Navarit, México
(alta mar).

Enalgunes de los camarones cullivados fueron observadas algunas
caracterislicas externas tales como cuticula suave, nado arratico,  traclo
digestivo vacio, expansion de cromatdforos y necrosis en la cuticula, Los
organismos  sitvestres; (M) fueron capturados en altamar a bordo de la
embarcacion  camaronera  “Daniel Francisco Lito" durante e crucero de
evaluacion poblacioral que  realizé e Centro Regional de Investigacidn
Pesquera (CRIP-Mazatlan) del 5 al 10 de agosto de 1998. £} drea comprendida
fue de Punta Raza al Canal de Cuautla en el estado de Nayarit (tomado de

Hernandez, 2000),

Tratamiento de los organismos,

Cada lote de organismos fue dividido en dos, de donde una parte se
congeld a -20 °C para ef andlisis de hibridaclon en soporte sélido (dot-blot), y la
otra parte fue fliada con solucion e Davidson para el procesamiento

histolagice,
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Histopatologia,

Bl procesamiento histopatoldgico se efectud segun fa metodologia
teserita por Lightner (1986). Los organismos seleccionados fueron fijados con
solucidn de Davidson, Los camarones fueron inyectados con esla solucién
utitizando jeringas de insuling de 0.5 ml o 1.0 ml, y sumeargidos en ésta solucion
por un periodo de 24 a 72 horas. Posteriormente fueron enjuagadas con agua
corriente para eliminar el exceso de fijador y se sumergieron en una solucion de
atanol at 70% durante 12 horas, Finalmenta [0s organismos fueron seccionades.
Be hizo un corte ransversal separando el cefalotdrax del abdomen, v en ia
region del cefalotorax se hizo ofro corte diagonal a la altura del hepatopancreas,
colocando este Olimo en un molde Tissue-Tek unicassetie ¥ 4170 para llavar a
cabo la deshidratacion de los tejidos en un tren automatico. Esta consiste en ia
inmersion de os tgidos en un gradiente ascendente de alcoholes, xileno v
parafina, teniendo como finalidad la inclusién en parafina en donde se
substituyen los espaclos vacios de los tejidos deshidratados por parafina, de tal

manera que el tejido conserve su estructura aun después de ser deshidratado.

- Alcohal etllico at 70 %, dos bafios de 1 b cada uno.
Alcohol etilica al 80 %; dos banos de 1 h cada uno.
Alcohol etilicn al 95 %, dos bafios de 1 h cada uno.

- Etanol absoluto; dos bafios de 1 b cada uno.

- Xl dos banos de 1 h cada uno.

FParafing, dos bafios de 1 h cada uno.

FPosteriormente se hizo la Inclusion en parafina  (MHisioembebedor Lelca~
Jung, USA), Los blogques pblenidos fueron descalcificados con una solucion de

acldos organicos diluidos al 50% en agua destilada, cortados con un microtomo
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(Jung Histocut Leica #820) a un grosor de 3-8 pm, vy finalmente tenidos por la

tecnica de tincion de Hematoxiling Eosin-floxina (H & E) (Lightner, 1998).

Esta téonica de tincidn involucra 1a hidratacion de los tejidos mediante un
gradienle descendente de alcoholes y finaimente un enjuague con agua

destilada como se indica a continuaclon:

< inmarsiones en xileno por 5 minulos cada una,
- 10 enjuagues en elanol absoluto, dos veces.

10 enjuagues en elancl al BG%, dos veces,
- 10 enuagues en gtanol al 80%, dos veces.

10 enjuagues en etanol al 50%, una vez.

- Binmerslones en agua destilada, una vez,

LIna vez hidratados los tejidos, las laminillas se tifieron con el colorante
vital de Mematoxilina de Mayer durante 8 minutos. Sa hizo un lavado con agua
corriente para etiminar el exceso de colorante v e pasaron al colorante de

Eosina-foxing por dos mirnutos,

Los tejidos tefiidos fueron nuevamente deshidratados de la siguisnte

MEera!

- 10 enjuagues en etanol al B6%, dos veces.

10 enjuagues en elanoi absolulo, dos veces.

10 enjuagues en xileno, cuatro veces.

Por ultimo las laminillas fueron montadas en resina sintélica diluida en
xileno y con un cubreobjetos (Corning, USA de 25x50 mm). Se dejaron secar a
66 °C durante 12 horas.
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Las laminillas fueron analizadas con un microscopio oplico {Qlympus
mod, CH-30RE100, USA) a 40x para observar los posibles cuerpos de Inclusion
de MPV y algunas alteraciones patologicas que pudieran presentarse en el
hepatopancreas de los camarones Que resultaron ser positivos para aste virus

par la técnica de dot-bliot,

Recuneracion de |2 Sonda de HPV a parlir de plasmidos bacterianos,

La obtenclon de la sonda de HPV se inicld a padir de plasmidos
bacterianos desarrollados en la Universidad de Montpellier U, Francia, en
colaboracion <on la Universidad de Arizona, BEstados Unidos, Estos plasmidos
conlignen un fragmento de ADN correspondiante al genoma viral de HPY. Los
clones bacterianos fueron donados para investigacion al Laboratorio de
Virologia del CIAD-Mazatlan. La produccidn de plasmidos, recuperacion de los
fragmentos de ADN vy el marcaje no radioactive con DIG-11.dUTR,  fue
realizado en las instalaciones del CIAD siguiendo el protocolo descrito por Mari
ef al(1995),

Crecimiento de bacterias,

El fragmento correspondiente al virus de HPV fue clonado en bacterias
Escherichia coli DHS5w, mantenidas en glicerol a -20°C. Para su recuperacion
estas bacterias fueron sembradas en Caldo de Luria con 100 ng/mil de
amplaifing, Se colocaron 100 microlitros de solucidn bacteriana por cada 3 mi
de caldo v se incubaron en una incubadora Precision Scientific Mod 2727, a
37°C durante 14 h con una aghacion a 200 rpm.
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Extraccion de pltasmidos bacterianos.

a)

La metodologla empleada para la extraccion de plasmidos fue
mediante la lecnica de lisis alcalina, de acuerdo a las instruccinnes
del fabricante (Boehringer Mannheim, No, de cat. 1 754 777). Las
sotuciones bacterianas fueron colocadas en microtubos eppendort de
1.5 mly centiifugadas durante 10 minutos a 13000 rpm para obtener
un pellet compaclo de célutas ((Centrifuga Beckman mod. GS-15R

rotor F24028). La lécnica se describe a continuacion:

Se desechd el sobrenadante v se resuspendio el pellet en 250 4l de

buffer de suspension,

se afiadieron 250 ut de buffer de lisis, se mezcld cuidadosamente vy

se incubo durante & minutos a lemperatura amiblente.

Se neutralizd con buffer de neutralizacion y se invirlio el tubo de 3-6
vaces, se incubo en hielo durante 5 minutos, obteniendo una solucion

flocutenta v turbia.

Se centrifugd 10 minutos a 13000 rpm, para obtener nuevamente ol

pellet compacto,

El sobrenadante fue colocado sobre un twho de polipropileno con un
fitro de membrana en el fondo, colocando un tubo colectar,  Se
centrifugo de 30 a 60 seg a 13000 rpm.

b producto de la centrifugacidn fue descartado, y el filtro que
cortenta el DNA de interés fue lavado para posteriormente ser eluido.
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q) Los lavados se hicieron con 700 pl de buffer de lavado (20 mb de
NaCl y 2mM de Tris-HCI a un pH de 7.5). Se centrifugd de 30-60
segundos a 13000 rpm. Se repitio la centrifugacion para eliminar
residuos. Bn oamibos cases se descartaron los productos de la

centrifugacidn contenidos ert el tubo colector,

Iy La elucian sa hizo insertando & fitra en un microtubo nuevo, se
afladiaron de 25 a 100 u de butfer de elucion (10 mM de Tris-HClHy 1
mit de EDTA, pH 8.5).

N Se dejo reposar durante un minutg, $e centrifugs de 30-60 seg a

13000 mm vy se colectd el ADN en solucian.
Electroforesis.

Para comprobar la presencia del ADN plasmidico se realizd una
etectroforesis tomando como referencia un fragmento de ADN de peso
molacular  y concentracidn conocidos (Marcador I de peso molecular
(Boehringer Mannheim)). Este contiene trece fragmentos de difereantes pesos
moleculares que van desde 012 - 21.2 kb, El marcador se utilizd a una
concentracién  de 0125 pg/ul, v la cuantificacion se hizo medianie |a
camparacion entre [a intensidad de la muestra problema v la de las diferentes

bandas de peso molecular conacida,

L.a electroforesis se levo a cabo en un gel de agarosa (Sigma: A-8539} al
1% con una concentracion de 0.5 pg/mi de bromureo de etidio, utilizando un
butfer de carga (50 % de glicerol, 1.0 % de ficoll, 3.0% de 5035, 0.05 % de azul
de bromofenol y 0.05 de cyanal de xileno). La principal funcion de este buffer es
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atrapar el DNA para lograr que permanezca dentro del gel, y poder observar

aproximadamente [a rapidez con la que se efectta la corrida.

El gel fue colocado durante 45 minutos a 100 volts en una mini camara
de electroforasts  (Easy-cast Submarine Gel Systanm/Mod., £C370) con buffer
TBE (0.089 M de trisma base, .089 M de acido bérico v 0,002 M de EDTA,

ajustado a un pH de 8.4), utilizando una fuente de poder (FC 250-80),

Las bandas de ADN se observaron con una lampara de luz ultravioleta

(Ultra-Lum UVE-515) y se documentaron utilizando ung cdmara polaroid.

Precipitacion de ADN.

La precipitacion con etanol se realizd para elevar fa concentracién del

ADN en solucion, El procedimiento fue el siguiente:
b}y Colocar el ADN eluido an un tubo de 1.8 mi,

¢) Agregar acetato de sodio al 3M y etanol absofuto en una proporcion
de 120 acetatoetanol con respecto al volumen de la solucion de
ADN (Cantidad de etangl= 2.5 veces ol volumen de [a solucion de
ADIN).

dy Mamntener a 70 *C durante 80 minutos. Centrifugar a 12000 rpm
durante 10 minutos a 4 “C (Centrifuga Beckman mod. (G8-15R rotor
F24028).
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2} Repetir centrifugacion con etanol al 70 %, descartar el sobrenadante v

dejar secar @l pellet a temperatura ambiente,

fy &l pellet se resuspendid en 30 ul Buffer TE (Iris 10 mM, 1 mM EDTA,
pHo8.5) (Bl volumen de la eiucion depende de fa cantidad de ADN

estimado en la muestra),
Rigestion enzimatica de plasmidos.

Los plasmidos bacterianos fueron digeridos de acuerdo al protocolo gque
indica el distribuidor de  Boehringer Mannheim (19498) para la endonucleasa de
restriccion Acet (No. cat, 728 420), qua tiene un volumen de actividad de 5 x
10 * unidades/ml. El tiempo de  digestion fue de 3 horas y la temperatura de
reaccion de 37°0C, Se wtflizd  un Buffer de Incubacton (SURE  /Cut Bulfer A)
constitulde - por 33mM  de  Tris-acetato, 66 mM  K-acetato, 0.5 mM  de

dithiothreito, 4 un pH de 7.9,

Electroforesis Preparativa.

Una vez separado el inserto de ADN del resto det plasmido bacteriano,
ésie fue recuperado, El producto de la digestion fue separado en un gel de
agarosa al 1% con una concentracion de bromuro de etidio de 0.5 ug/ml. Se
colpcaron de 80 a 120 microlitros tolales de muestra (dependiendo de ios
volumenes de elucién), distribuidos en pozos cada uno con 8 ui de buffer da
carga por cada 40ul de solucidn de ADN, El gel fue colocado an la camara de
plectroforesis durante 45 minutos a 90 volts. Las bandas de ADN fueron
observadas en un translluminador de luz ultravioleta.
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Extraccidn del fragmento de HPV de un gel de agarosa.

Esta técnica se hizo siguiendo el protocolo descrito por Boehringer

Marnheim (1998)  (No. cat. 1 696 305), y consistio bisicamentes en ia

extracoion del DNA de la agarosa.

a)

]

Se cortn el gel de agarosa donde sg encontraban las bandas con e

ADM da interds,

Se colocaron las rebanadas de agarosa contenigndo el ADN en ubos

eppendorft de 1.5 mi (~100 mg de agarosa por cada microtubo),

Se agregaron 300 pl de buffer de solubilizacidn de agarosa
(compuesto de perclorato de sodio), a cada microtubo vy se adiciono
una solucidn de silica (matriz de silica esferica pretratada con

perclorato de sodia).

Se incubo durante 10 minutos a 60 °C agitando en el vortex cada 2 o
3 minutos, La cantidad de silica varid de acuerdo a la concentracion
ce ADN, 10 pl o de sllica para una solucion con un maxime de 2.5 ug

de ADN. Se agregarcn 4 1 mas por cada pg adicional de ADN,

e centrifugaron los microlubos durante 30 segundos a maxima

velocidad vy se descartd 8l sobrenadante.

La matriz que contenia el ADN (gilucion), fue resuspendida en 500
de buffer de acidos nuclelcos (disusitos en perclorato de sodie). E

pallet fue lavado con un buffer de lavado disuelto en etanc! absoluto



Cuantificacion de la sonda.

ksta técnica se hizo sigulendo la metodologia descrita por Boehringer
Mannhaim (1998) en el Kit de DIG Control Teststrips (No. cat, 166 966).

Para la cuantificacion se tomd 1ul de la sonda suspendida en TE (10 mM
tris HCL 1 mM EDTA, ajustado a un pH de 8.0, y 50 ug/ml de ADN de arenque),
y se hicieron dos dilucionags 10 " y 10 7 con el mismo buffer. Se coloco 1 ul
tanto de la sonda como de tas diluciones, en orden ascendente, en una tira Qe
contiene una membrana de nylon de 0.5 x 8.0 cm cargada positivaments y
dividida para cada alicuota, Se defaron secar a lemperatura ambiente durants 5
minutes, y se hizo la deteccion colorimétrica, Esta reaccion de colorimetrla se
realizo mediantg un tren de cuantificacion de sonda (Cuadro 1) usando como
refarencia una tira control, L.a reaccidn se revisd periddicamente para verificar
el desarrolio de color en las distintas concentraciones tanto de la sonda como
de los controles. La reaccion se deluvo con agua destilada y buffer TE, y la
cuantificaciéon de ta sonda se hizo de acuerdo a la reaccidon de color,
comparando la intensidad de la muestra con la tra control de concentracion

cnnocida,

Una vez parada la rescclon se tuvo cuidado de mantenerlas fuera de ia

luz para evitar que la membrana de la tra se pusiera obscura.

Se prepararon cinco tubes numerados en orden ascendante; Todos los

tubos tuvieron un volumen de reaccion de 2 mi,

Tubo No. 1.- 2 ml de reactivo de blogqueo (reactivo de blogueo disuelto en
nuffer de acido maleico; constituldo el segundo por 0.1 M de Acldo
maleico, 0.15 M de NaCl, ajustado a un pH de 7.5).



Tubo No. 2.- 2 mi de solucién del anticuerpo (Dilucidn de 1a anti-digoxigenina
(750 U/ml ) 1:2000 en buffer de acido maleico}.

Tubo No. 3.- 2 ml de buffer de Acido maleico,

Tubo No. 4.- 2 mi de huffer de deteceidn (D1 M Tris HCH 0,0 M NaCl, 80 mM

MgClz ajustado a un pH de 9.5),

Tubo No. .- 2 mi de solucion de substrato o reaceion de color (2 ml de  buffer
te deteccion, 7 ul de solucion de X-fosfatos (0.9 ml S-bromo-4-
cloro-3-indolyt  fosfato, sal  da tolveno, 50 mgiml  en
metilformamida), y 9 ul de NBT(1,25 mi de sal nitroblue tetrazolio,

75 mg/ml de dimetilformamida)),
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Cuadro 1.- Protocolo de cuantificacion de la sonda de HPV marcada
con DIG-11-dUTP (Boehringar-Mannheaim),

| Tubo No, 1 Reaccion de blogueo 2 minutos

| Tubo No, 2 Reaccion-anticuerpo 3 minutos

| Fube Ne, 1 Reaccion de bloques 1 minvto |
Tubo No 3 Lavado T minute

“Tubo No. 4 | Reaccion de equilibria 1 minula’
Tubo No. 5 Reaccién de color 5 - 30 minutos

5 an obscuridad |

N H T S ol

Prueba para corroborar &l buen funcionamiento de la sonda,

Se seleccionaron algunos controtes positivos para @l virus de HPY,

Se tomd una membrana de nylon cargada positivamente, se cuadriculd
con un lapiz de punto fine, v se colocd 1 ul del macerado de cada una de las
muestras de camarones tanto positivas {+) como negalivos (-) para HPY junto
con sus diluciones (1:4, 1:400, 1:4000),

WUna vez punteada y seca la membrana con las muesiras, ésta fue
colocada sobre un transiluminador para fijar et ADN a la membrana (2.5 min de
cada lado). Se procedid a realizar ta hibridacion, fos favades vy la deteccion
correspondientes al dot-blot, utilizando Ja sonda elaborada con el inserto para
HPV.
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Técenica de doi-blot para HPY,

Esta tecnica forma parle del diagnostico de enfermedades, vy fue
estandarizada en el Laboratorio de Virolegla del CIAD-Mazatian con el fin de
reatizar el diagnostico confirmativo de la enfermeadad viral de HPV, en aguellos
organismos de tos cuales ya se tenla un diagndstico histologice positivo para el
virus, Se empled la metodologia para dot blot de ADN descrita en el Manual de

Boahringer Mannheim (1945),

Se hizo la extraccion del hepatopancreas de cada organismo y se
macero an buffer TN estérll (Tris 20 mM, NaCl 400 mM, pH 7.4} (Bonami et al,
1997) a una proporcidon de 4:1 de buffer; tejido, respectivamente, Para macerar
s emplearon maceradores de polipropileno para remper las células y dejar an
suspensidon el ADN, La muastra se mantuvo siempre en frio para evitar la
degradacion  enzimatica. Las muestras fueron centrifugadas durante  dos
minutos a 13000 rpm (microcentrifuga HCF-120 Tomy Kogyo Co. Japén), v 5e
lamaran dnicamente [os sobrenadantes, descartando los residuos celulares, Se
hizo una serie de dilucionas (14, 110 y 11007 con buffer TN, donde la dilucion
1.4 fue la concentracinn inicial. Se desnaturalizd el ADN de cada muesira junto
con sus diluciones a una temperatura de 96-100°C durante 10 minutos, se
colocaron los tubos en hislo durants un par de minutos para evitar que las
bandas de ADN se volvieran a unir. Una vez fria la muestra se colocd 1 ul de
cada una junto con sus diluciones con una micropipeta (Finnipippette, 0.5 -~ 10
ul) sobre una membrana de oylon, cargada positivamente para retener e
matarial genélico (Boehringer Mannheim No. cat. 1208299), La muestra
colacada sobre la membrana, se dejd secar a temperalura amblente durante 5
minutos, y se fijo sobre la membrana mediante luz dltravicleta (5 minutos para
cada membrana, 2.5 min por cada lado). Las membranas fueron previamente

marcadas con los numeros correspondlentes a cada muestra,
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Posteriorments se hizo un lavado de prahibridacidn por cuatro horas con
gl buffer de prehibridacidn (Boehringer, Manoheim, 1995), Antes de terminar ta
prehibridacion, se desnaturalizd la sonda contenida en el buffer de hibridacion a
bato marla a 96°C por 10 minutos; e inmediatameanie se pusa en higlo durante
dos minutos. La hibridacion de la membrana se lleve a cabo en una bolsa Je
plastico  estéril (Whirlpack, NASCO, USAL Se selld la bolsa con calor
(ULSealing equipment, mod, KF-200M). Se verificd que no hubiera fugas del

buffer y se dejéd hibridizando a 88 *C duranle toda la noshe,

Una vez terminada la hibridacion, la solucion de hibridacion  fue
recuperada para posteriores muesiras (se almacend a -20°C). La meambrana se
lave en buffer de citrato salino, dos lavados de 10 minutos cada ung con al
buffar 1 de lavado {2 X S8C + D 1% (w/v) SDS), v dos lavados de 15 minutes
cada uno con @l buffer 2 de lavado (0.1% 3SC + 2.1% SD3), Ambos lavados a

tmmperatura ambiente y con agitacidon continua.

Fosteriormente se dio a la membrana un lavado durante 1 minuto con gl
huffer de acido maleico (0.1 M acido malaico, 0.18 M NaCl, a un pH de 7.5).

Se colocd la membrana en buffer de blogueo X (Buffer de blogueo
Boehringer Mannheim Cat, No 1096178, 0.5% (w/v) de reactivo de blaguen
disuelto an buffer de acido maleico), por una hora a lemperatura ambiente. Se
descarta la solucion de bloqueo v la membrana se colocd en una bolsa de
plastico estéril con una solucion 1.5000 de anti-DIG fosfatasa alcalinag en buffer
de blogueo 1X y se Incubo por una hora a temperatura ambiente,

Se desechd esta solucién y se hicleron a la membrana dos lavados de 15

minutos cada uno con buffer de acido maleico,
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l.a deteccion se hizo mediants dos mélodos: por colorimetria v por
guimioluminiscencia. La primara, utilizando como sustrato una mezcla de NBT-
BCIP fosfato, la cual da una coloracion azul o morada del complejo anticuerpo-
digoxigenina, Para la deteccion por quimiotuminiscencia se ulllizd como sustrato
al CG3PD que ss una substancia que Hbera folones a partlir de la reaccion
enzimatica con la fosfatasa alcatina, v esta reaccion es captada por una placa

folosensible (placa fotografical,

Deteceidn por colorimetria,

La membrana se lavo durante dos minutos a temperatura ambiente con
buffer iHF {100 mM tris MCI 100 mM NaCl, 30 mM MgCl; ajustado a un pH de
9.59),

Sa prepard fa solucion de deteccidn (9 pl de NBT + 7 ul de solucidn de
fosfatos, diluldos en dos ml del buffer ). Se colocd ta membrana dentro de
esta solucion vy se incubd en la obscuridad de 3 a 6 horas, Se revisd
perliddicamente la membrana hasta que el pracipitado fue visible, una vez que el
resultado fue satisfactorlo se sacd la membrana de esta solucion y se paro la
reaccion con buffer TE durante & minutos. Finatmente las membranas fueron

guardadas en agua destiltada y protegidas de |a luz,
Deteccion por Quimioluminiscencia.
Pespues de los lavados con buffer de acido malsico, se dio a la

membrana dos tavados de 10 minutos cada uno con buffer C (100mM Tris-HEH,
100 mM NaCl, pH 9.5 en agua destilada). Se afiadieron 10 ul de CSPD
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(Disodium 3 -{4 - meathoxyspiro 11,2 ~ dioxetano - 3,2° - (8" -cloro) triciclo
[3.3.1.1%] decan t - 4 - y1)) Boghringer, Mannheim Cat, No. 1655 834. Esla
solucion se prepard diluyendo af CSPD en buffer 3 en una proporeidn 1:100

respactivarmenle.

S colocd la membrana sobre un acetato, se agregd 1a mezcla anterior y
sa cubrie con olro acetalo evitando |3 formacion de burbujas. Se incubd durante
30 minutos a 37°C v se colocd sobre una placa radiografica, se expuso de 30
minutos hasta dos horas en un cassette de revelado. El iempo de exposicion

fue dado de acuerdo a la estimacion de ta concentracidn de la sonda.

Posteriormente se reveld como placa folografica v se prosiguio a la
lectura @ interpretacion de fos resultados (Metodologia tomada de Boehringer

Mannheim, 18895).



RESULTADOS

Recuperacion del fragmento de HPV para la elaboracion de una sonda

son digoxigenina,

Recuperacién de bacterias.

Las bacterias DHS5e transformadas con el plasmido PUCTHY que
contenfan un fragmento de ADN correspondiente al virus de HPV, fueron
recuperadas a partir de seis alicuotas (AF1.1, AF1.2, AF1.3, AF1.4 AF1.S y
AF1.6). Tres de estas no crecieron y fueron desechadas, por o que se continud
et trabajo con los clones obtenidos de las allcuotas: AF1.1, AF1.2 y AF1.3,

Bl cracimienlo en placa fue favorable y mostrd gue las bacterias
cortentan eb plasmido PUC 19, pues este plasmido contiene un gen que
codifica para la resistencia a la ampiciling de tal manera que se sembraron en
Wn agar con este antibldtico para garantizar que las bacterias que crecieran
fueran solo aquellas que contenian el plasmido. Las colonias obtenidas tuvleron
una morfologla que coincide con la morfologla de las colonias esparadas,
Luego se procedio a la replicacien de las mismas para su posterior extraceidn y

verificacion de los plasmidos,

7z
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Extraccion y varificacion de plasmidos.

L.os plasmidas extraldos tuvieron un peso molecular aproximado de 4200
pb (Fig.8), analizado por electroforesis en un gel de agarosa al 1%, lo cual
indlco ia presencla tanto del vector plasmidico PUC 19 (2400 pb), asi como
del fragmento correspondients a MPV (1800 ph).

Digestion enzimatica.

Una vez corroborada la presencia del plasmido con el inserto en el gel de
agarosa se procedio a la digestion enzimatica de!l mismo con la enzima Acct,
obteniendo tres diferentes fragmentos: a) 1800 pb; correspondiente al
fragmento viral de HPV, b) 2400 pb; correspondiente al vector plasmidico, ¢)
4200 pb; correspondiente al residuo de pldsmido que no se alcanzod a digerir
(Flg. 6). El marcador de peso molecular utitizado como referencla fue el
Marcador Il de Boheringer Mannheim que conliene trece fragmentos de los
siguisntes lamadtos: 125, 564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 3530, 4268,
4973, 5148, 21226 ph (No. cat, 528 552, catalogo Boheringer Mannheim, 1988),

Purificacion y recuperacion del fragmento de HPV.

El fragmento de 1800 ph obtenido en la electroforesis preparativa (Fig.
7), fue cortado del gel y purificado para eliminar la agarosa. Para la purificacion
fueron probados tres diferentes métodos, Sin embarge, la eficiencia de
recuperacion del ADN fue baja mediante las tres técnlcas.



Marcaje y cuantificacion de la sonda.

El ADN producto de la recuperacion de la agarosa fug marcado con
digoxigenina mediante la téenica descrita en el kit de Hi-Prime (Boehringer
Mannheim) v cuantificado en base a la incorporacion de digoxigenina entre los
pares de basas, obteniendo una concentracion de aproximadaments 100 pg/pl

de sonda marcada (Fig, 8)



23,130 pb
9,416 pbo
6,567 pb 5o ol

A,400 pb

{plagmido

circiar)

2322 ph
2,027 vb

Figura 5, -Resultade que muestra @ producto de la extraccion del
plasmido con un peso molscular aprox. de 4200 pb, en un
gel de agarcsa al 1 % con buffer TBE. £ carril
reprasenta e Marcador  Lambda-Hindill - de  peso
molecular, Camil 3 y 4 es @l plasmido extraido con un

pesa molectlar de 4200 pb.
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21,226
13

5,148 ph
4,200 ph 4,873 ph
2027 ph
1,804 pb

Digastion
Frarcial,

1800 pb
1,584 pb
247 b
831 pb

564 ol

Figura 6 - Resultado de |1a digestion enzimalica del plasmido con la
enzima Accl (Boehringer Mannheim) en un gel de
agarosa al 1 % con buffer TBE, &I camil 1 representa el
plasmido extraldo, ¢ caml 2 muesira [a digestion parcial,
al pardl 3 es el Marcador I de peso molecular

(Boehringer Mannheim),



Figura 7.-

4200 ph,
2400 15
1800 ob.

Eleclroforesis preparativa  del  producte de la digestion
enzimatica para separar el plasmido PUC19 del inserlo de
AFT de HPV. Gel de agarosa al 1 % en buffer TBE, La
banda de 2400 pb coresponde al plasmido sin el inserts; la
banda de 1800 pb coresponde a HPY y la banda de 4200
Pocorresponds a una fraceion del plasmido gquae no fueg

digerido,
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Figura 8.-

A 1 2
iy §1 3
AT 13
A
(R A
LR Y

30 py
100 g,
o L3 pa.
10 pg,

3o

Cuantificacion del fragmento de HPV marcado (sonda)
mediante la téchica de cuantificacion de acidos nucleicos
an base a la cantidad de digoxigenina, La tira A contiene
una camntidad conocida de digoxigenina y cuatro diluciones
en picogramos. Las liras 1y 2 contienen la sonda de HPV
marcada con digoxigenina y dos diluciones, Al comparar ka
intensidad de la sefal, se encontrd una cantidad
aproximada de 100 py/pl de ADN marcacdo,
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Aplicacion de la sonda de HPV a poblaciones silvesires y cullivadas de

mediante la tecnica de dot-blot,

La tabla No. 1 muestra los resullados de ta prueba de dot blot de log
diferentes lotes de camaron analizadas, En 0s organismos cultivados los loles
Cy D fueron los gque presentaron el mayor numerg de organismos posilivos
para HPV, mostrando 13 organismos positivos de 20 analizados (para ambos
sas0s), dando esto una prevalencia del 80 % (Figs. 9 v 10). En segundo lugar
se encontrd el fole A que presentd una prevalencia del 22.5 % v por ditimo el
lote B que solo presento un organismo positivo de 20 organismos analizados,
dando asl una prevalencia del 5.0 %. Para &l caso de [os organismos silvestres;
gl lole H presentd una prevalencia del 50% de organismos infectados con el

virus.

De los cinco lotes analizados, s0lo en ¢l lote A fueron empleadas las dos
tecnicas de detgccion; a colorimetrica v la quimiolurniniscente, encontrando
resullados positivos solo mediante la técnica de quimicluminiscencia. Los cuatro
lotes restantes (B, C, Dy M) fueron detectados empleando dnlcamenta la

técnica colorimétrica.

l.a tabla 1 muestra la prevalencia de HFV detectada en todos los lotes de

camaron analizados en este trabajo.

La figura 11 es una grafica de barras que muestra la prevalencia de HPY
en los cuatro lotes de organismos cultivados que fueron analizados mediante
dot- biot.
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Tabla 1.~ Prevalencia de HPV detectada en camarones peneaidos

medlante dot-blot,

Lote Origen Deteccion Prevalencia
"
A Cultivado  Quimioluminiscencia 22.5
i3 Cultivado Colorimetria 5.0
C Cultivado Colorimetria 80,0
W} Cultivadg Colorimetria 65030

Silvestre

Colormelria 50.0
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Fig. 9.
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Resultado de dot-blot para HPV del lole C (camardn blanco
cultivado) empleando una técnica de deteccion colorimeétrica,
Los nimeros indican un organismo diferente, cada muestra
(arriba) tiene una dilucion (abajo),

81

¢+
c +



%‘“‘ :\t P Wy& w) i i n’ )rJ : f‘g‘p‘:‘;g T
Al I \r-m

i B A g G i
myestrz Q}\‘: B N i ; il \ . \’; & 1\'\

dilucion : ”.Tv@h\.pﬂ.v\;’
"’ﬁ (..u‘x‘\m: o

i #}‘
Irilestre

clescidan

~E ﬁ‘ !
8 ﬂ,%m \“\’1

Fig. 10.- Resultado de dot-blot para HPVY del Iote D (camardn azul

cultivado) empleando una técnica de deteccion colorimétrica.
Lo% numeros indican un organismo diferente, cada muestra
(arriba) tiene su dilucidn (abajo).
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Lotes de camardn cultivado

Fig. 11.~ Pravalencia (%) de HPV en lotes de camaron cultivado.
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Garacteristicas macmscopicas de 10s organismos.

La tabla 2 muestra los signos clinicos observados en los lotes de
camaron cultivado. Se pudo observar que el lote A presentd signos externos de
posibles patologlas tales como: cuticula blanda con severa necrosis, urdpodos
negros; algunos con ademas bisn desarrollados y antenas rojas, asl como una
marcada atrofia det hepatopancreas en la mayoria de los casos. Esto se puede
apreciar observando el tamatio de este drgano disminuide con respecto a la
cavidad (Fig. 12). A difergncia de elle se observa un hepatopéncreas con
caracleristicas normales, donde e drgano se encuentra distribuido en loda la
cavidad ({Fig. 13). En algunos casos las diferencias entre  organismos
aparantemente enfermos y sanos fusron muy claras (Fig. 14) sin embargo esto
no coincidio con los diferentes grados de infeccion con HPV  detectados

medianta la sonda.

Los otes By C no presentaron signos clinicos de enfermedad, a
excepcian de un poco de cromatoforos expandidos v antenas rojas, lo cual fue

comun en todos (s lotes de camardn cultivads,

En el lote D ademas de abservarse algunos signos de estrés (musculo
blanco), resultaron tener elevados niveles bacterianos con altos porcentajes de
colonias  bacterianas  verdes en medio TCBS  (vibrlos  potencialmente

patdgenos).

El lote H no presentd caracteristicas macroscopicas anormales. Los

camarones de este lole tenfan aparencia externa sana,
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Tabla 2.- Caracteristicas de tos diferentes lotes de organismos

anallzados.

Lote | anatizados Cspecle [ Caracteristicas macroscopicas
pi) l 40 Loovanaamel Bevera necrosis en adlould, urdpodas negros, algunos
cin edema, anlenas rojas v rotas, cullouwls Handa,

cromatafors muy axpandidos y an la mayoria de los
casns log organismos no presantaron reflejo
BECARARNG.

4] 20 L. vannamegl MO preEsantarcn danos BKIArnos mpotantes a
axcepcion de un pooe de expansion de cromalolores v

algunas amenas rojas. En genetal esios oranismos se

nhSErENGN 53008,

C 20 L, vanhamel Mo presentaron danos exlernos imporantes a
groapcidn de un poco de expansion de cromatdioms v
algunas antenas rojas, En general estos organismos se
DRSSV Aren Sanos,

{ 20 L. stylirostris Algunas signos de estrés tales como sromatdfores
aupandides y musculo blance, pledpados muy
araritios, Atrofia del hepatopancreas (G-3) (Fig, 10)

H 20 L. vannamae/ Mo presantaron caracterlsticas macroscaplcas de

anfermedad.
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Figura 12.- Cefalotérax de un organismo donde se muestra el
tamano  del  hepatopdncreas disminuide  con

respacto a la cavidad del drgano {atrofia),

Figura 13.- Cefalotdrax de un organismo donde se muestra un

hepatopancreas con apariencia normal,
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TR A,

I
affs

14.-Crganismos L. vannamed donde se muestra |a
diferencia entre un camarén con caracteristicas
externas de enfermedad tales como cuticula blanda,
severa expansion de cromatoforos, antenas rotas y
rojas, asl como musculo flacide  (arriba), v oun

pamardn con apariencia sana (abajo).



Anatisis histopatoldgico

Er la tabla 3 se describen algunas de las patologlas encontradas en los
lulgs de camaron cullivado, mediante analisis histopatolégico. Los lotes A, Cy
D, fueron los gue se obsarvaron con mayor problema. A nivel tisular se observd
en los tibulos del hepatopancreas: hipertrofia de algunos nlcleos de las
células, infillracion hemocitica y formacion de nodulos hemociticos, asi como
sevaera atrofia en la regidon central del drgano, adelgazamiento de las paredes
de s wbulos v necrosis, En el fote D se observaron algunas inclusiones
paracidas a HMPV en of ntcleo de las células (Fig, 22) que coincidieron con

diversas patologias encontradas en el hepatopéncreas,

En el lote B no se ochservaron alteraciones en el hepatopancreas,

tampaco cuarpos de inclusion de HPV (Fig, 18).

Algunos de los organismes procesados por histologla presantaron
autdlisis de la region central del hepatopdncreas debido a una mala fijacidn.
Esto sa die en organismos de lallas muy grandes pertenecientes al lote A, y an

un bajo porcentaje de aproximadamente un 15 % (Fig. 18),

Ll lote H de camardn sitvestre no presentd alteraciones celutares en el
hepatopancreas sin embargo 58 observaron, aungue en un porcentaje bajo,
cuerpos de Inclusion intranuclearss que pudieran relacionarse con una infeccion
por MPY,



Tabla 3.-Alteraciones tisulares observadas en log jotes de camaron

analizados,

Lote Dafios tisulares
A Se observo infiltracion hemocitica con formacion de granulomas (Fig. 18),

hipertrofia del limen y adelgazamiento de las paredes gnlre los Whulos
hepatopancreaticos, asl como desprendimiento de células picndticas
(Fig. 17). No se observaron cuerpos de inclusion caracteristicos de HPV,

B3 Mo se encontraron problemas a nivel celular en el hepatopancraas, M
clerpos de inclysion caracteristicos de HPV {Fig, 15),

> 5e pbservo infiltracidn hemacitica con formacion de nadulos (Fig, 20),
hipertrofia del lumen de los tibutos con necrosis tubutar, asi como
nacuing con melanizacion (Fig, 21) & inclusiones nucleares parecidas a
fuarpos de inclusion de HPY (g, 22).

2 e observaron diversas patologlas tales como infiltracién hemacitica,
Inicio de formaciin de nddutos hemocilicos, atrofia da células de algunos
bulng del hepatopancreas, melantzacion y necrosls en gran pare del
hepatopancreas, Se observd la formacién de nicleos hipsrirofiados

parecidos a cuerpos de inclusion de HPY (Fig. 22).

H S¢ observaron posibles cuerpos de inclusion de HPV..
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Figura 15 Hepatopancreas de un organismo perleneciente al
lole B donde se observa el tejido sin dafo aparente

(40X).
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Figura 16.- Hepatopancreas de un organismo perteneciente al
lote A, donde se muestra autalisis debida a una mala
fijacion con solucion de Davidson (40X).
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Figura 17.- Hepatopancreas de un organismo pertenaciente al
lote A, donde se muestran atrofia del epitetio de los
tibulos hepatopancredticos (1), desprendimiento de
células picndticas (2) e infiltracion hemocitica (3),

(B0OX).
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Figura 18.- Hepatopancreas de un organismo pedeneciente al
ote A donde se muestra granuloma melanizado en

un tbulo (1), con infiltracion hemocilica (2)
nacrosis (3). (40X).
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19.- Mepatopancreas de un organismo perteneciente al
lote C, donde se muesira infiltracion hemaocitica y

naecrosis (1), asl como desprendimiento celular (2)
(40X).
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Figura 20.- Hepatopancreas perteneciente a un organisme del

lote ¢ donde se muestra la formacion de un nodulo
hemocltico en la periferia del tibulo (GOX).



Figura 21.- Hepatopancreas de un organismo del lote C donde
se muestra la formacion de nddulos hemaociticos con

melanizacion y autdlisis (60X).

Figura 22.- Hepalopancreas de un organismo det lote D que
muestra un nucieo hipertrofiade  parecido a un
cuerpo de inclusion de HPV (60X).
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Tabla 4.- Resumen de las patologlas encontradas en los diferentes
urganismos analizados y prevalencias de HPV encontradas.

(Total organismoes analizades=120),

Caracteristicas © Hibridacién
Lote macroscopicas Histopatologia (prevatencia)

Yo

A Mecragis cutioular, MNulens higerirofiadas,
uripactos negros of cromating marginal v 9 5
gdema, sromatdiors adelgazamiento de tibulos dal woteeed
expandidos, sin reflejo GlsTREELeTed
escapalorio. Alrofia del Infiltraciaon hemociica,
hepatopancraag

k3 Expansion de Mo se detectaron problemas.
cromatdforos, gers, e
LR : retms 5.0
aligunas anienas rotas,

o Expansiin de infiltracion hemaeitica, injgio de
cromataforss ligera, formacion de nddulos, atroflades .
algunas antenas rotas wilbtlog v necrosis de algunas 60
(apariencia sana) regiones del hepatopancraas,

W] Expansion de infiltracibn hemocitica,
sromatdforos, pledpodos farmacion da nddulos, .
amarillos, signos de rslanizacion, atrofia de celulas 6o
REtres, del hepatopancreas.

Fosibles cuerpos da inchision
da HPY.
b4 Mo Mo Positlas cuerpos de inclusion 50

tie HPY,




DISCUSION,

Qraanismps analizados y sus caracteristicas axternas.

La colecta de organismos se realizd al azar, documeantindose las
diferentes caracteristicas externas observadas tanto en organisimos silvestres
como ocullivados. Los Iotes de arganismos cultivados mostraron una clara
diferencia al presentar en la mayoria de los casos variadas caracteristicas
externas que pudiesen asociarse a enfermedad. Fn cambio las ubseraciones
macroscopicas de los organismos silvestres, mostraren una apariencia sana, La
diferencia en apariencia de los dos Qrupos de organismos puede ser, como se
sabe, daebido al bajo estrés en el que se encuentra un camaron en su rnedio
natural, a diferencia de aquellos que viven en cautiverio, Y que en la mayoria de
tos casos pueden legar a convertirse en organismos portadorss, sin que
necesariamente llegue el patdégeno a representar peligro para sy salud.
Coincidentemeante se pudo observar que en el lote H, se presentd un porcentaje
elevado de organismos infectados con HPV detectado mediante |a sonda, sin
embargo la apariencia externa de los camarones era sana, En este caso Mo s@
puede saber si en algun momento es0s organismos pudieran desarrollar alguna
patologla relacionada con el virus, sin embargn, es probable que fueran
portadores asintomaticos el resto de su vida, Esto coincide con fo reportado por
varios autores que afirman que la enfermedad de HPV o tiene $Ign0s externos
caracteristicos (Ligtner & Redman, 1985, Pantoja 1999), Este Gtima reporta que
la ausencia de signos externos espaecificos de HPV ha sido una de las razones
por fas cuales no se le ha prestado la debida atencion, )
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Aun cuando los lotes de camardn cultivade presentaron caracteristicas

externas de enfermedad y los silvestres no, no se encontrd relacion entre estas

y la presencia del virus detectado mediante la sonda,

Analisis histopateidaqico.

En el andlisls histopatologico de la mayorta de los organismos be
observaron  anomatias a nivel tisular en ef hepalopancreas lales como
desprendimiento  celutar, infiltracidn de  hemacitica, nucleos hipertrofiados,
cariorrexis v necrosis en algunas regiones del drgano, Sin embarga, no fue
clara la observacion de log caracteristicos cuerpos de inclusion de HPY, vy en
los casos donde se observaron dichos cuerpos, no se pudo apregiar con

claridad af dasplazamiento def nucleold.

Los camarones del Jote A provenientes de una granja de Sinaloa, se
srcontraron en mal astado, anto en lo que a sus caracteristicas externas se
refiere, como en el analisis histopatoldgico del hepatopancreas (ndcleos
hipertrofiados v adelgazamiento de las paredes tubulares del hepatopancreas,
presencia de granulomas v desprendimiento celular de células picnoticas). En
gste lote, aun cuando los resultados de dot blot demostraron fa prasencia del
genoma viral en un 22.5%, no se encontraron los caracteristicos cuerpos de

incluston viral,

En Jos lotes C y D también se encontraron anomalias en el
hepatopancreas, tales como desprendimiento celular y formacion de nodulos
hemociticos, pero a diferencia del lote A, tos porceniajes de organismos
positivos mediante la sonda fueron mas altos, alcanzando el 60% para ambos
casos, Fn estos lotes se observd una baja presencia de posibles cuerpos de
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nclusion de HPV, sin embarge, tampaco se pudo observar en elios el
caracteristico desplazamiento del nucleolo, Una posible explicacion de la
ausencia de cuerpos de inclusion viral, es debido a la sensibitidad de Ja téenica,
lo cual significaria que se pueden detectar pariculas de ADN viral an

concentraciones tan bajas, gue aun no son capaces de formar dichos CUBTPDS.

Bl desplazamiento del nucleolo en las células donde se encuentran los
cuerpos de inclusion de MPV se considera una caracteristica importante
(Lightner, 1996). Sin embargo, mucho depende del core histologico v de la
odentacion al microscopio. Resulta casi imposible pensar que la observacion
del cuerpo de inclugion stempre va a ser desde el angulo correcto, pues no
axiste ningun dato publicado que repore algin patrén de acomado de éstos
que pudiera indicar un corte adecuado para una mejor observacion. Por olro
lado, la baja presencia de cuerpos de inclusion en las laminillas observadas,
lamblen es un factor que limitd la observacion de cuerpos caracteristicos pues
®n ningun campo microscopico observado se encontrd mas de un cuerpo de

inGlusion.

Bl jote H de camardn silvestre mostrd una prevalencia de HPV del 50%
mediante la tecnlca de dot-blot, A pesar de ello la presencia de cuerpos de
inclusion fue baja, sdlo el 5% de los organismos positivos para HPV,
presentaron los caractertsticos cuerpos de inclusion viral, Esto respalda lo
mencionade anteriormente, pues aln cuando el virus esta presente en el
organismo, no es faclt su deleccion mediante analisis histopatalogico. Por lo
cual es importante conlar con herramientas moleculares para reallzar un

diagnéstico confirmativo,

Ademas de las razones mencionadas anteriormente para explicar las
posibles causas de falla de correlacidn entre las observaciones histologlcas y
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los resultados de dot-blot, se puedan mencionar que adn cuando los camarones
analizados por ambas técnicas perenecian al mismo lote, los organismos
analizados por una y otra técnica no fueron los mismos. Debldo a esto cabe la
posibilidad de gque un organismo procesado por dot blot fuera positivo al virus,
pero no asi el procesado por histopatologla. Otra pusibilidad es por ejemplo, en
el lote M, donde a pasar de gue of porcentaje de organismos positivos para HPV
detectados con {a sonda fue del 50%, lus organismos se encontraban
aparentemente sanos, probablemente no habla las suflcientes condiciones de

estrés para que el camaron desarrollara la enfermedad.

£n el caso de los lotes €, D y M donde las prevalencias de HPV fueron
altas {del 50 al 60%), se observaron algunos posibles cuerpos de inclusion de
MPY mientras que, en los lotes A y B que presentaron prevalenclas det 225 vy
5.0 %; respectivarnente, no se observaron posibles cuerpos de inclusion. Es
dacir, entre mayor fue la prevalencia encontrada, se incrementd tamblen la
posibilidad de encontrar cuerpos parecidos a HPV.

Considerando que la técnica de dot blot es cualitativa y no cuantitativa y
aunque el porcentaje de camarones infectados es elevado en algunos casos,
esto no es indicativo del grado de infecclén, Por lo gque no se sabe si fa
infeceitn con HPV es lo suficientermente severa para formar los cuerpos dé
inclusion asociados al virus. Ademds la histologia es una herramienta de gran
utilidad para la descripcion de un dlagnéstico patoldgico pero no garantiza la
datecclon del virus en organismos con infecclones ligeras (Lightner, ef af,
1994).

Es importante resaltar que el hepatopancreas de o camarones es un
drgano muy activo que se encuentra en constante cambio debido a los
procesos fislolégicos del organismo (Robertson et al, 1987) Durante dichos
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procesns, la morfologia de las células experimentan diferentes fases de
desarrollo (Al-Mohanna & Nott, 1989), lo cual puede en ogaslones dar lugar a la
formacion de cusrpos extrafios que nada tienen gque ver con un proceso de

infeccion,

El proceso de fijacion puede ser un factor deternminante en un analisis
histopatoldgico. En el caso particular del fote A, algunos de los organismos
presentaron lisls en la parte central del hepatopancreas debido a una
inadecuada fijacion. Eslo pudo causar la perdida de la estructura celular vy
isular y con allo disminuir fa posibilidad de encontrar dichos cuerpos,

Raplicacion de bacterlas iransformadas,

Para la replicacion de bacterlas transformadas se fuvo gue realizar una
busquada de aquellas cepas que conservaran tanto el plasmido como el inserto
correspondiente a HPV. El empleo de un medio LB con ampiciling fue de gran
utilidad ya que permitio recuperar tnicamente las bacterias de interes, debido a
que el plasmido PUC19 contiene un gen gue codifica para 1a resistencia a este
antibiolico, de tal manera que si las bacterias por algun motivo perdian el
plasmido, no padian tener crecimiento. Se utilizd la electroforesis para visualizar

la presencia del fragmento.

Para lograr recuperar a las bacterias en su fase exponenclal de
crecimiento se probaron varios tiempos de incubacion, encontrando un
grecimiento dptimo entre 10 y 12 horas. Esto permitié Ja seleccidn de baclerias
para urt mejor rendimiento en el momento de la recuperacion de los plasmidos,
en este paso, solo en algunas allcuotas se logrd recuperar el inserto de KPPV,
Durante el proceso de recuperacion del plasmido y del fragmento genomico
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para la produccion de la sonda, se presentaron algunas problemas debido a la
perdida del insarto, gntre los principales factores que pudieran haber contribuido
a esto destacan: cambios bruscos de temperatura lo cual puede ocasionar que
la bacteria muera perdiendo asi su capacidad para reproducirse, que siga viva
y pueda replicarse pero sin el plasmido o finalmenle, que &l vector plasmidico
pierda algun sitlo de restriccion dificultando asi la recuperacion del inserto

(Farrel, 1993).
La electroforesis ademas de corroborar la presencia del inserto, permitio

Nacer una estimacion aproximada de la cantidad de ADN recuperado para la

aptimizacidn de 1a reaccidn de digestidn.

Rigestion apzlmatica,

lL.a digestion enzimatica que se realizd para separar el vector plasmidico
del inserto de MPY no mostrd mayor problema. Aungue el protocoln marca
liempo y temperatura; con algunas variaciones an el tiempo de incubacion se
pudo optimizar la reaccion. Esta variacion en los tiempos se eligid de acuerdo @
la canfidad de plasmido a digerir por lo que siempre se hizo una previa

suantiflcacion.

La falta de un espectofotometra o un fluordmetro para la cuantificacion
del ADN obligd a utilizar fa téenica de electroforesis, dificultando en ocasiones ej
proceso pues ademas de gue & tiempo empieado es mayor, la cuantificacion no
se realiza con exactitud. Esto provocd en ocasiones tanto subestimacion como
sobreastimacion de algunas reacciones de digestion y marcaje.
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Recuperacion del fragmente,

El principal problema que se presentd al realizar ta extraceion del insero
de HPV del gel de electroforesls preparativa fue la pérdida del producto, Fato se
pudo observar mediante ta cuantificacion det ADN despuds de la extraccion de
la agarosa. Se probaron dos métedos diferentes de extraccidon; Sigma v
Boehringer Mannheim, en ambos casos hubo una considerable pérdida de
ADN. [Esta baja eficiencia de recuperacion del fragmento fue una variable que
nunca se pudo eliminar, v dio como resultado  una merma en la cantidad de

ADN disponible para el marcaje con digoxigening.

Existen varios factores que pudleron haber dado lugar a esla pérdida de
ADN, Dentro de estos se puede mencionar gue los residues det etanol
conteniio en las soluclones de lavado no hayan sido bien removidos v éste
interfiera en reacgiones pesteriores, un pH acido en la solucidn de elucion (ésta
debe estar entre 8 y B.5) que de iguat manera inlerfiera en tas reaccionas. Sin
embargo, una de las posibilidades mas factibles pudo ser una elevada cantidad
de agarosa que haya sido removida eficientemente con los reactivos, v estos
residuos estuvieran causando interfergncia en las reacciones posterores. Una
forma de disminuir este riesgo es emplear agarosa de bajo punto de fusidn. La
posibilidad de que el tamafio del fragmento haya sido inadecuado para esta
téonlca queda descartada, pues @ protocolo describe que esta melodologia
puede ser ulilizada con fragmentos que van desde 400 hasta 5000 pb
(Boehringsr Mannhelm, 1998). El fragmento a recuperar en este trabajo fue de
1800 pb y debido a los anterior se recomienda la utilizacion de agarosa de hajo
punto de fusion, para evitar que se vayan residuos tanto de la matrlz de silica
asl como sales y protelnas en la solucion de ADN, los cuales pueden ser
inhibldores para posteriores reacciones enzimaticas. Otra opcion  para
solucionar este problema puede ser el emplear otro sistema de purificacion de
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agarosa, por gjemplo tos sistemas de extraccion de ADN de Qiagen han dado
muy buenos resultado para el caso de muestras gue presentan gran cantidad
de pigmentos, como son las larvas de camardn gue contienen pigmentos en los
ojos, Sin embargo esta teécnica no fue probada en la extraccion de ADN de
hepatopancreas debido al desconocimiento de ella. Por lo tanto pudiera
probarse la tecnica de Qiagen para purlficacion de agarosa, donde el protocolo
especifica que no se necesita utiizar olra agaresa que no sea la convencionat y
especifiica no lener imitacionas con respecio a la concentracidn de agarosa

ampleada.

Los perfodos de exposicion a la luz ultravivieta en el momento de cortar
el gel vy ta longitud de onda empisada son factores gque pueden influir en ia
calidad de ADN, ya que prolongados perfodos de exposicion a una ongitud de
onda corta intervienen en el rompimiento del ADN. En esle trabajo los tiempos
de exposicion se trataron de reducir al maxime, empleando longitud de onda
corta golo para la observacion del fragmento, y longitud de onda larga en el
momento del corta, para evitar la ruptura de las cadenas de ADN {Farrel, 1993),
sin embargo, @ corta experiencia en el manegjo de astas lecnicas pude dificullar
gl manejo y aumernttar ast dichos tlempos de exposicion, dando como resultado

perdidas en el producto de |a extraceion,

Marcaie con digosigening.

A pesar de haber varios métodos utilizados para el marcaje de sondas,
la digoxigenina ha mostrado dar buenos resultados y es actualmente el tipo de
marcaje mas empleade en las téenlcas molecutares aplicadas al dlagnostico de
enfarmedades de camardn. Para el marcaje se probaron diferentes tiempos de
incubacion para obtener el mayor rendimlento posible, El éxito en el marcaje
dependid en gran medida tanto de la eficlencia de Incorporacion de la
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digoxigenina al ADN, asi como de la cantidad de ADN disponible. Se ratd da
tener una reaccion eflciente sin embargo, en algunos casos se tuvo una baja
cantidad de ADN con alta eficiencia de incorporacion de la digoxigenina, 1o cual
dio como resultado una buena sonda; contrario a esto, hubo ocasiones en que
ta cantidad de ADN disponible ¢ra alta pero 1a incorporacion de digoxigenina fue
baja, esto resuild en una sonda no muy funcional posiblemente debido a la
competencia por el sitio de hibridacién entre &l ADN marcado y el ADN no
marcado; por ultimo, en el peor de los casos se luvo una baja cantidad de ADN
con baja incorporacion de digoxigenina, lo cual dio como resultado una sonda
de mala calidad que no funclond. Debldo a esto cabe resaltar la Importancia de
reallzar la cuantificacién no solo del ADN presente en la reaccidn, sino también
de la eficiencia de incorporacion de la molécula de marcaje antes de su
utilizaclon, Esta Ultima es ta que indicd Ia cantidad de sonda marcada,
disponible para la hibridacién,

La cuantificacion de digoxigenina incorporada, permitid conocer |3
concentracion a la cual se debe wtllizar la sonda, a manera de dar una major
interpretacion al resultado de hibridacion. Esto siempre y cuando la téenica sea
manejada culdadosamente. Una prueba preliminar con el fin de corroborar el
buen funcionamiento de &sta y la utilizacion de controles positivos y negativos,
son importantes para un diagndstico confiable.

Apllcacian de la sonda mediante ia Beonica de dot-blot,

Los cinco lotes analizados en este trabajo resultaron ser posltivos para
gl virus de HPV detectado mediante la tecnica de dot-blot, Las prevalencias
fueron variadas an los cinco lotes. El virus se encontrd en porcentajes elevados,
del 60 % para Cy D, asl coma para el lote H con un 50 %. El lote A mostrd una
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prevalencia moderada del 22.8 % vy el lote B una prevalencia baja del 5 %, Los
altos grados de infeccidn de algunos lotes coinciden con lo reportado por
Hermandez (2000), quien encontrd prevalencias del 50% de HPVY para

camarones silvestres del estado de Navyarit,

Los resultados positivos para MPV obtenidos mediante esta técnica, no
coincidigron en todos los casos con 1o observado par histopatologia, A pesar de
que lodos los lotes a excepcion del M, presentaron danos tsulares en ol
hepatopancreas, solo en dos de ellos (D y H) se observaron escasos cuerpos
de inclusion parecidos @ MHPV. Cabe mencionar qui estos dos Ollimos lotes
fuernn los que mediante dot-blot, presentarsn las mas altas prevalencias de
organismas infectados con HPV, 60 % y 50 %, respectivamente, No asi en el
iote C, donde se observo tambien una alevada pravalencia (80 %) pero no fue

posible la observacion de ningun cuerpo de inclusién parecido a HPV,

En este trabajo se pudo confirmar la presencia de HPY en Arganismaos
analizados de los estados de Sinaloa y Nayarit, tanto silvestres como cultivados
para el periodo comprendido entre junio de 1997 v noviembre de 1998, que es
Guando e realizaron 10s muestreos. La variacitn de prevalencias del virus de
HPV encontradas entre los diferentes lotes indicaron el buen funcionamiento de

la sonda,

Gabe mencionar que las técnicas de hibridacién de deidos nucleicos
requieren de una adecuada estandarizacion asi comao del manejo estricto de las
condiciones de hibridacidn y proceso de extraccion de ADN, sobra todo en el
caso de emplear tejidos como el hepatopancreas debido a que la gran cantidad
tanto de enzimas digestivas como de lipidos dificultan su manejo. En el caso de
las enzimas, si la musstra no se trabaja en condiciones de baja temperalura,
estas terminan degradando rapldamente los tejidos vy con ello el ADN tanto viral
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como del organismo. En el caso de los lipidos, éstos implden que el producto de
la extraccion de ADN sea cristalino dando, ademas de coloracion al extracto,
dificultad de manejo por el alio contenido de grasa. Todas estas condiciones
manejadas cuidadosaments son las que conllevan a la obtencidn de resultados

confiables en el analisis.

Un ejemplo de condiciones de manejo adecuadas para un buen dot-blot,
es el grado de astringencia en los lavados de las membranas, ya que este 8s un
factor que permite una mejor eliminaclén de la sonda que no encontrd su sitio
de hibridacion, reduciendo asi el manchade de la membrana {"background”),
Esto ayuda a lograr una mejor deteccion, siempre y cuando fa exposicion al
cromégeno (NBT/BCIP para el caso de la fosfatasa alcalina), se lleve a cabo
también en condiciones adecuadas. Los Uempos de exposicion al NBT/BOIP
puaden ser muy vartables pues se observd gue en ocasiones cuatro horas no
fugron suficlentes para una buena deteccion, como o marca Boheringer
Mannheim (1998), de tal modo que el Incremento en el tiempo de incubacion
fue necesarfo pars lograr la reaccién, Este tiempo legd a ser hasta de 16 horas
para obtener asl una sefial positiva, El resultado fue satisfactorio solo cuando el
bloqueo de la membrana se hizo correctamente, pues de los contrario la
membrana puede mancharse de tal manera que implda la observaclon de la
raaccion positiva,

El hepatopancreas es un Grgano que posee una gran cantidad de
gnzimas las cuales una vez que muere &l organismo se descompanen con gran
facilldad. Esto se debe principalmente a la presencia de nucleasas que se
iberan de forma natural, y son capaces de fragmentar el ADN que este a su
paso (ya sea del camaron o del virus que se encuentre presente dentro de las
células del camardn). En el caso de una fijacion o preservacion inadecuada,
éstas nucleasas pueden ser liberadas y degradar una gran cantidad del ADN
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viral, ocasionando asi la disminucion o pérdida total de este y dando lugar a un
meficiente analisis, tanto histopalologico como molecular, 1o cual puede dar
como resultado un falsa senal negativa, Es por ello que ta adecuada fijacion de
los organismos a analizar  es un paso indispensable en el diagnostico de

enfermedades de camarin.

El manejo individual de lps organismos, asl como la elaboracién de una
serie de diluciones de cada muestra permitid en el primer caso, conocer con
mas precisidn {a pravalencia de Individuos infectados, vy en segundo lugar
corroborar que la sefal era fidedigna y no ocasionada por alguen tipo de
contaminacién de la membrana, Estos dos factores contribuyen a la

confiabilldad de los resultados.

Un resultado interesante en este trabajo, fue la estandarlzacion y
evaluacion de la técnica de detecclon por quimioluminiscencla, Aplicando
ambas técnicas, colorimétrica y quimioluminiscente. En uno de los lotes
analizados al cual se le aplicaron ambas técnicas, se pudo observar que la
segunda presentd mayor sensibilidad que la primera comp se encuentra
reportado por Wilkinson (1992). Un factor que puede ser determinante para la
glaceion antre estas dos téenicas es que aungue la guimloluminiscente as mas
sensible, reguiere de un cuarto obscuro y material fotografico para su revelado,
lo cual pueds ser un inconveniente sl no se cuenta con ello. Mientras que la
colorimetrica se puade realizar en el laboratorio sin necesidad de instalaclones
aspeciales, Sin embargo, en el caso particular del virus de HPV, existe un factor
adicional que debe tomarse en cuenta, y es que &l hepatopancreas es un tejido
que prasenta muchos plgmentos, los cuales, en la mayoria de los casos
permanecen en el ADN extraldo, de tal manera que pueden llegar a tedir a
mambrana faciimente y confundirse con falsos positivas al ser detectada
mediante colorimetria. En este caso la quimloluminiscencla presenta una
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ventaja adicional debido a que la detecclon se Hleva a cabo mediante la ernision
de fotones sobre una placa fotografica, de tal modo que adn cuando Ia
membrana se encuentre contaminada con tejido  del camaron esta
contaminacion jamas aparecerd sobre la placa de revelada en la cual solo se
observard lp emlsion de folones producto de una hibridacidn que indica una

reaccion positiva al virus.

Es importante resaltar que aungue en México se sabe de la existencia de
HPV, existen pocos dalos publicados, En el transcurso de los 90's HPV era
comunmente reportado en diagndsticos hechos a camarones pertenacientes
tanto a granjas de engorda como al medio silvestre. Sin embargo, para finales
de westa década y principios del 2000, los reportas de este virus en Mexico han
disminuido notatlemente hasta convertirse en uno de log menos mencionados,
a excapcion de algunos reportes aislados que no han sido publicados, Por otro
lado, las lécnicas moleculares se han ido perfeccionando en los Gitimos afios, y
actualmente son utilizadas como herramienta de dlagnostico. Tomande en
cuenta esto, cabe la posibilidad de que en 1a disminucion de reportes de HPV
en México, pueda influir ei hecho de que no lodos los laboratorios gue realizan
dlagnostico cuentan con sondas para delectar este virus. Ya que como se
nbservd tanto en este trabajo como en el de Hernandez (2000}, los resultados
positivos para HPV en andlisis histopatoldgico pueden en algunos casos, estar
subestimados al no corroborarse con una tecnica molecular,

Por otro lado, es importante resaltar que el desamollo de estas tecnicas
debe ser aplicado para e control de las enfermedades virales de camaron,
incluso de aquellas gque no se han reportado como causanles de alles
mortalidades. Un gjemplo de estas enfermedades que han sido subestimadas
en México es el de HPV, pues aparentemente no ha causado problemas al
sactor aculcola, sin embargo, las altas prevalencias encontradas en este
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trabajo, deberfan alertar en cuanto a un posible Impacto de las poblaciones
silvestres, Aun cuando la prevalencia y severidad del virus sean bajas en las
poblaciones, esto no garantiza la susceplibilidad del organismos a desarroliar 1a
enfermedad, a transmilita o en dado caso a presentar el camardn una mayor
suscaptibilidad de contraer alguna ofra enfermedad.

Este impacto puede verse reflejado principalmente en afectaciones
importantes del hepatopancreas, ya gue una prevalencia del 50 al 60 % en una
poblacion silvestre es bastante elevada,

Al igual que HPV, hay muchos virus de los cuales poco se conoce, vy que
probablemente estén siendo introducidos a los medios de cultive sin ningin

cantrol,

Aunado a lo anterior, es conveniente que los laboratorios de diagnoéstico
que manejan estas técnicas no dependan Unicamente de los "kits" comerclales
gque existen en el mercado, Pues aunque estos son upa buena opcion para el
diagnostico, es importante tomar conclencia de la importancia que tlens el
desarrollo de material molecular, ya gue ayuda a tener mayor control sobre el
manejo de los resultados y ast lograr perfeccionar cada vez mas estas
herramientas de trabajo. Por olro lado esto puede resultar en una
independencia tecnolégica enfocada al mejoramiento tanto de la investigaclon
como del servicio gue se puede brindar a una actividad socioecondmica tan

importante en México, como es la camaronicultura.



CONCLUSION

Las sondas moleculares han demostrado ser una buena apcidn a utllizar
para la deteccion de patdgenos en camaron. La posibilidad de aplicarias en
diferentes técnicas permite considerarias dentro de las diferentes estrategias de
prevencion, diagnostico y control de virus y enfermedades virales.

La tecnica de hibridacion en soporle sélido es una buens herramienta de
diagnostico para  la deteccion de HPV, y ofras enfermedades virales en
camaron, que puede dar un diagnostico confirmativo en infecciones tempranas.
E} dot blot aunque es una prueba cualitativa Y no cuantitativa, bajo condiciones
estrictas se puede determinar un relativo grado de infeccion.

Bl analists  histopatoldgicn  mostrd algunas  patologlas en el
hepatopancreas que coinciden con una sefal positiva para HPV mediante
hibridacion en soporte sdlido solo en el caso de infeccionas de moderadas a
severas, sin embargo no se pudieron detectar con claridad s cuerpos de
inclusion caracteristicos. Esto debido probablemente a la sensibilidad de las
sundas, ya que estas pueden detectar la presencia del agente viral antes de
que aste legue a ser avidente mediante un corte histolégico.

La histopatologla en combinacion con las técnicas molaculares son de
gran utilidad en el diagnostico de enfermedades virales de camarén,

Se observd una elevada prevalencia delf virus de MHPV en camarones

pengidos de la region noroeste de México en poblaciones silvestres v
cultivadas, durante el periodo de junio de1997 y octubre de1998,

109
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El desarrollo de técnicas moleculares puede ser una de las mejores
alternativas para la deteccion de virus en camarén, sin embargo es importante
la adecuada estandarizacion en cada laboratorio donde se vayan a implementar
para oblener resultados confiables y de utilidad para la Industria aculcola. Esto
@s algo importante, sobre todo sl consideramos la problematica por la que estd
pasando actualmente la camaronicuitura debido a brotes infecciosos no solo de

HPY sino de otros  virus y bacterias,
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GLOSARIO

ADN POLIMERASA. - Enzima que sintetiza una nueva banda de ADN =0
la direccion 5' - 3" usando una banda antiparalela de ADN como molde.
ANTICUERPQ MONOCLONAL - Es producido a partir de un solo clon de
células y poses una estruciura v especificidad Onica,

ARN.- Folimero de nucledtidos conectadas via una fosfato-ribosa;
retacionados en la sinlesis de proteinas,

ARNm.- Molécula de ARN transcrita a partir del ADN que contiens la
informacion genética necesaria para codificar a una proteina espacifica.
ATROFIA.- Falta de desarrollo normal de cualquier parte del cuerpo,
Risminueidn del volumen de un tefido u drgano, con pérdida de su
funcionalidad.

CARIOPLASMA - Parte liquida que se forma en al ndclea de ia celula en
donde se encuentra suspendido el material geneatico,

CATALISIS - Alteracion de la velocidad de una reaccion o un proceso sin
modificar tas condiciones del equilibrio,

CLONACION MOLECULAR.- Aislamisnto e ncorporacion  de  un
fragmento de ADN dentro de un vector donde puede ser replicado.
CUERPO DE INCLUSION.- Inclusién celular que puede ser redonda
ovalada o irregular v $e encuentra dentro del sitoptasma o del nucleo de
la celula, pusde ser indicador de infeccion viral.

CUERPOQ DE OCLUSION.- Matriz protelca gue se encuesntra envolviendo
gran namere de particulas virales o viriones dentro del citoplasma o
nucleo de una célula,

ENZIMAS DE RESTRICCION.- Enzimas que reconacen una secuencla
aspecifica en al ADN para realizar un corte,

ELECTROFORESIS .- Es la separacion de moléculas cargadas dentrp de

un campo alecirico,
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HAPTENO,- Pequefia molécula orgénica o inorganica que no flene
propiedades antigenas pero puede estar ligada 2 wna proiteina vy ser
acarreada por ella.

HIBRIDACION.- Formacion natural o construccion artificial de una
molecula doble de acido nucleico por complementariadad de bases entre
dos bandas de dcidos nucleicos derivadas de diferentes fuenles,
HIPERTROFIA - Aumento exagerado del peso y tamanio de un drgano,
tefido o parte del mismo, por el incremento de volumen de los slementos
que lo constiluyen.

LABIL..- Compuesto facil de transformar an otro mas estable.

LISIS - Remision lenta v progresiva de una enfermedad, Destruccion de
las membranas celulsres,

MONOCISTRONICO.« £5 un mARN gue codifica a una polipéptido
simple,

PCR.- (Reaccion en cadena de la polimerasa del ADNY. Matode ulilizado
para amplificar in vilro, una secuencia especifica de ADN a partir de
primvers especifiicos v la enzima ADN polimerasa,

PLASMIDO.- Elemento genético extracromosomal.

POLIMERIZACION.- Es la combinacion de una serie de compuestos
simples para formar un polimero,

POLICISTRONICO. - Es un mARN que codifica a varios polipeptidos,
PRIMER.- £5 una molecula {generalmente un polinuclaotida) empleada
en ta amplificacion de fragmentos mediante PCR. Nombrada también
Oligo.

SONDA DE ACIDOS NUCLEICOS.- Es una banda de acido nucleico que
es marcada y usada para hibridizar a una molécula plementaria,
TRADUCCION.- Sintesis de una protelna utilizande la informacion
genética de un ARNm.
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TRANSCRIPCION.- Sintesis de una molécula cornplementaria de ARN a
una de las dos bandas de una molecula de ADN.

TRANSCRIPCION REVERSA - E5 @l procesn de sinletizar una cadena
de ADN & parti de un ARN haciendo una copiar idéntica  donde son
subtituides los uracilos por timinas,

UNIDAD ENZIMATICA - £5 Ia actividad enzimatica necesaria para

cortar 1 ug de DNA A en una hora a 37 °C,

(Tomado de; Blood & Studdert, 1988)



