INTRODUCCION
El cultivo de organismos acuaticos en el mundo adquiere dia con dia mayor

importancia por la creciente demanda de fuentes alimenticias que requiere la
poblacion. De acuerdo a la estadistica mundial, la camaronicultura se ha
convertido en una actividad sobresaliente, segin Rosenberry (1997) y Jory
(1998), la produccion mundial de camarén en 1997 alcanzé 3,010,000 Tm. De
esta cifra, 660,200 Tm (22 %) fueron cultivadas en granjas, con un abatimiento
del 5 % con respecto a la produccién de 1996. La produccién en el Hemisferio
Occidental se incrementd un 15 % con 198,200 Tm. Esta cifra récord
correspondid al 30 % de la produccion mundial, mientras que en el Hemisferio
Oriental decrecid un 11 % pot tercer aio consecutivo debido a varios problemas
sanitarios, particularmente los virus cabeza amarilla (yellow head virus=YHV) y el
de la mancha blancas (white spot baculovirus o white spot syndrome
virus=WSBV, WSSV).

Existen granjas camaronicolas en 50 paises de todo el mundo, pero la mayor
produccidn en los (ltimos veinte afios se centra en 10-12 paises del Sudeste de
Asia y América Latina donde fue dominada por dos especies, el camarén tigre
(Penaeus  monodon Fabricius, 60 %) y el camarén blanco del Pacifico
(Litopenaeus  vannamei Boone, 27 %). En menor escala se cultivd a
Fenneropenaeus chinensis Osheck (= orientalis Kishinouye) (8 %), Marsupenaeus
Jjaponicus Bate (< 1%), L. styfirostris Stimpson (3 %) y Fe. merguiensis de Man.

En el presente afio, el camardn azul (L. stylirostris) fue la especie que
predomind en el 95 % de las granjas de América Latina, en respuesta a la mayor
resistencia natural al virus del sindrome de Taura (Taura syndrome virus=TSV), el
cual abatié la produccidn de camaron blanco en el Hemisferio en 40-95 %
durante el periodo comprendido de 1992 a 1996 (Lightner y cols., 1997).



Tailandia contintia siendo €l lider en la produccién camaronicola por sexto
afio consecutivo, pues a pesar de los serios problemas de enfermedades
causados por virus, su produccién disminuyé de 220,000 Tm a 160,000 en 1996,
y en 1997 bajo hasta 150,000 Tm. El segundo mayor productor en 1997 fue
Ecuador, con un récord anual de 130,000 Tm con 180,000 Ha en produccion, ain
después de sufrir severas pérdidas. México posee el segundo lugar (16,000 Tm,
8.1 %) en Latinoamérica, explotandose 20,000 Ha ocupadas por 220 granjas
camaronicolas y 23 productores de larva, con el séptimo lugar a escala mundial.
Incluso, el pais podria ser uno de los lideres en el mundo, y estar en la cima de
los productores, por lo cual se le llama uno de los “gigantes dormidos”, junto ¢on
Brasil. Las expectativas en México son optimistas, quedando aln por explotar el
90 % de los litorales viables. Mas, aunque el cultivo de camarén ha crecido
considerablemente, los problemas sanitarios contindan siendo uno de los riesgos
mayores en la pérdida potencial en la produccion, pues desde el inicio de esta
actividad, han surgido serios problemas patoldgicos, constituyéndose estos en
factores determinantes en la evolucién de la camaronicultura. (Jory, 1998).

Las especies mayormente cultivadas en la Repdblica Mexicana son L.
vannamel/ y L. stylirostris (estd Ultiima especie es la que se cultiva casi
exclusivamente en el pais en el presente afio), figurando Sinaloa, Sonora y
Nayarit como los Estados mas productivos en cuanto a volimenes y valor de
produccion (Rosenberry, 1997; SEMARNAP, 1998).

Paralelo al mejoramiento en las técnicas de cultivo con los sistemas de
produccion intensivos e hiperintensivos, existen factores de alto riesgo por las
altas densidades poblacionales que se manejan, porque a pesar de ello, ocurren
pérdidas notables por enfermedades bactetianas y virales en los cultivos
comerciales (Couch, 1981; Lightner, 1985 y Luedeman y Lightner, 1992).



Las etiologias de mayor trascendencia por el impacto econdémico a escala
mundial son las infecciones de los virus YHV y WSSV, introducidos de Asia a
América. En Tailandia, el YHV causé la pérdida de 5,000 Tm en 1992, mientras
que WSSV ocasiond pérdidas de 70,000 Tm (40 % de la produccion) en 1996
(Dixon y Dorado, 1997; Lightner y cols., 1997; Wang y cols., 1999).

Los estudios sobre virus de camarén inician con el reporte de Couch (1974)
sobre Baculovirus penaei (BP), este fue el primero de los virus que fue conocido
en el camardn Farfantepenacus duorarum Burkenroad del Golfo de México, A
partir de ese estudio, la lista de virus se ha incrementado a casi 20 (v se espera la
aparicion de otros mas), los cuales han sido reconocidos como patdgenos
importantes en las regiones donde se cultiva camardn (Lightner y cols., 1997).

Periddicamente ocho de ellos se han presentado regularmente en América y
de ellos, cuatro han sido identificados como agentes etioldgicos serios en una o
mas especies de camarones: el virus de la necrosis hematopoyética e hipodérmica
infecciosa (infectious hypodermal and haematopoietic virus= IHHNV), TSV,
Parvovirus hepatopancreatico (hepatopancreatic parvovirus= HPV) y BP. De
estos, a dos de ellos, IHHNV y TSV, se les reconoce por el impacto econémico vy
mortalidad severa que han causado en las granjas camaronicolas, estableciéndose
ademas en hospederos silvestres. HPV ha sido diagnosticado en L. vannameiy L.
stylirostris silvestre, capturado en Perd, Ecuador y México, pero no se ha asociado
a epizootias. Una de las regiones mas severamente afectadas por el sindrome de
Taura fue Ecuador, quien reportd pérdidas anuales que excedieron los 100
millones de ddlares a partir de 1992 hasta 1996 (Brock y cols., 1995). En Texas,
las pérdidas por esta enfermedad no han sido estimadas, pero las mortalidades
alcanzaron del 80 al 90 % en el camardn blanco del Pacifico, el cual, irénicamente
fue una cepa desarrollada para prevenir la aparicién de otra enfermedad viral de
caracter epizootico, substituyendo a la especie L. stylirostris Ya cual fue
severamente afectada por IHHNV (Dixon y Dorado, 1997).



El TSV fue encontrado recientemente en el Valle del Rio Grande, Texas en
1995 en tanques de larvas de L. vannamei, asi como en laboratorios de postlarva
de Harlingen.Texas, en el condado Cameron County y dos granjas mas en
Matagorda. TSV también se ha detectado en cuatro granjas de South Carolina en
junio de 1996. Todos los camarones de las granjas afectadas fueron destruidos.
La importacion de sementales y postlarvas son el riesgo mas alto en la
introduccién de WSSV y YHV, similar a la introduccion accidental del IHHNV que
abatio la produccién del camardn azul en el Hemisferio Occidental. YHY, enzootico
de China, Sudeste de Asia e India, ha sido detectado en camarones de Cameron
County, Texas en 1995 (Lightner y cols., 1997; Alday-Sanz y Flegel, 1997).

En reunién de evaluacidén sanitaria de la industria camaronicola realizada en
Monterrey N.L., la Direccion General de Acuacultura (SEMARNAP, 1996), estimé
mortalidades de hasta el 80% en las granjas de Nayarit, durante el primer
periodo de 1995-1996. Para el mismo periodo, €l Estado de Sonora con 2,500 Ha
en operacion, registrd pérdidas del 40% al 60 % en la produccion. Desde 1984,
cuando surgieron las epizootias por IHHNV no se conocia otro patdgeno mayor en
el pais. La necrosis cuticular se observé como causa de muerte en el 50 % de la
produccion de camarén en granjas de Nayarit. El sindrome invadid a 40 de las 90
granjas existentes (500 de las mil Tm que se estimaba cosechar). Al sindrome se
le denomind “NEC” (necrosis del epitelio cuticular) y la causa o agente etioldgico,

permanecio sin identificarse (PINITAR, 1996).

A principios de marzo de 1999, se extiende la distribucion geogréfica del
WSSV hacia Honduras y Nicaragua, donde causé serias epizootias en L.

vannamel y L. styfirostris, este corresponde al tercer registro de WSSV en



América: Texas, South Carolina y Centro América (Lightner y cols., 1997; Alday-
Sanz y Flegel, 1997).

La caracteristica clinica macroscopica causada en comun por los virus WSSV
y TSV es la expansién de los cromatdforos, por lo cual, los ejemplares infectados
se observan de color rojo o rosa en el primer y segundo mes de siembra y

durante el proceso de muda (Sudha y cols., 1998).



1) IMPORTANCIA

1. La Oficina Internacional de Epizootias, clasificé a las enfermedades causadas
por virus del sindrome de Taura y virus de la mancha blanca (ademas del
virus de la cabeza amarilla), como certificables; las cuales a la fecha no han
sido reportadas en el pais, hasta la presentacion del presente manuscrito (OIE,
1999).

2. La camaronicultura es una actividad importante por la derrama econdmica
hacia los nucleos poblacionales en la zona costera del Pacifico y las divisas que
genera. Ocupa 20 mil Ha en produccidn, representando éstas, solo al 10 % de los
litorales susceptibles a explotar. Por este motivo, requiere el apoyo de estudios
sobre agentes patdgenos, que en un momento dado, pueden poner en riesgo la
produccion,

3. Las expectativas para la industria camaronicola son alentadoras, pero requiere
del apoyo de la sanidad acuicola para generar nuevos conocimientos realizados
mediante estudios sobre patégenos virales. Esto debido principalmente por su
rapida diseminacion, colaborando a establecer oportunamente medidas de control
0 prevencion, y asi, evitar epizootias y elevadas pérdidas econdmicas.

2) OBJETIVOS
1) Implementar métodos con bases moleculares, para la deteccion para las

principales infecciones virales de importancia econdmica.

2) Establecer un diagndstico sanitario con respecto a infecciones virales en la
camaronicultura de México.

3) Caracterizar las diferencias en las cepas virales involucradas en las
enfermedades de penaeidos y establecer nuevos registros.



ANTECEDENTES
I. CLASIFICACION DE VIRUS.

Los estudios sobre virus patdgenos de penaeidos' han sido dirigidos a

determinar la distribucidn geografica, dispersion y cambios histopatoldgicos o

citoldgicos. En cambio, los estudios sobre biologia molecular son relativamente

escasos, encaminandose particularmente a identificar las proteinas que constituyen

la capside o el tipo de acido nucleico que poseen vy sitios de restriccion del genoma

viral.

Los agentes etiolégicos virales, reconocidos en el mundo son las siguientes

(la abreviacién del nombre comun aparece en paréntesis):

Tabla 1. Familias de DNA virus que infectan camaron.

mesodermal baculovirus)

Nombre comin en extenso |Siglas | Descriptor Nombre cientifico sugerido

Baculoviridae

Baculovirus penaei BP Couch, 1974 P vannamel  single nuciear

polyhedrosis virus= Pv SNPV

Baculovirus de £. monodon MBY | Lightner v| P  monodon single  nuclear
Redman, 1981 polyhedrosis virus=_ Pm SNPV

Necrosis baculoviral de la|BMN Sano y cols., 1981. ---

glandula del intestino medio

(baculoviral midgut gland

Necrosis)

Baculovirus tipo C de A |TCBV |Brock y Lightner ----

monodon (type C baculovirus 1990.

of P. monodon).

Baculovirus no ocluido [ PHRY | Owens, 1993 ----

hemocito infectante 3]

{hemocyte-infecting

| nonoccluded baculovirus)

Baculovirus de A plebejus|PBV Lester y cols, ---

(Hess) P. plebejus baculovirus) 1987

Baculovirus del sindrome de la | WSBV | Wongteerasupaya |2, monodon non-occiuded

mancha blanca y cols., 1995 baculovirus type Il= Pm NOBII).

Baculovirus ectodérmico y|SEMBV |Wongteerasupaya ---=

mesodérmico sistémico y cols., 1995

(systemic ectodermal and

! Los géneros de los penaeidos han sido actualizados con base a las recomendaciones de Pérez-Farfante y Kensley (1977).




Virus en foema de varilla de P.|RV-P) |Takahashi y cols,

japonicus  Bate.(rod-shaped 1994 .-
virus of P, japonicts

Baculovirus de la necrosis | HHNBY |Huang vy cols,, .-
hipodérmica y hematopoyética 1995

(hypodermal and

hematopoietic hecrosis

baculovirus).

Iridoviridae

Iridovirus de camarén({shrimp | [RDO |[Lightner y ----
iridovirus) Redman, 1993

Parvoviridae

Parvovirus linfoidal (lymphoidal | LPV Owens y cols., ----
parvo-like virus) 1991

Virus de la necrosis | IHHNV) | Lightner, y cols., ----
hematopoyética e hipodérmica 1983a

infecciosa

Parvovirus HPV Lightner ¥ ----

hepatopancreatico{hepatopanc
reatic parvovirus)

Redman, 1985.

Tabla 2. Familias de RNA virus que infectan camaron.

Nombre comin completo |Siglas | Descriptor Nombre cientifico sugerido
Reoviridae
Reovirus tipo III (type III reo- | REOIIl |Tsing y Bonami, --——
like virus). 1987.
Reovirus tipo IV(type Iv|REOIV [Adams y Bonami, ----
reo-like virus). 1991
Picornaviridae ----
Virus del sindrome de Taura | TSV Lightner y cols.,

1985; Brock vy

cols., 1995;

Hasson y cols,,

1995
Rhabdoviridae o ----
Paramyxoviridae
Rhabdovirus de | RPS Nadala y cols., -———
penaeidos({rhabdovirus of 1992
penaeid shrimp)
Virus cabeza amarilla YHV. |Boonyaratpalin vy

cols., 1993; Flegel

y cols., 1995,
Togaviridae
Virus de la vacuolizacion del|[LOVV |Bonami y cols., ----
érgano linfoide({lymphoidal 1992,

organ vacuolization virus).




En México existe relativamente escasa informacion referente a infecciones
virales en el cultivo de camardn. Existen reportes de infecciones ocasionadas por el
TSV, IHHNV y WSSV (Lightner y cols., 1992b). Sin embargo, tal informacion esta
basada en sintomatologia o semiologia diversa, porque hasta la fecha, no ha
existido un estudio con un protocolo metodolégico que indique la ocurrencia de

infecciones virales en las diferentes areas camaronicolas del pais.

A continuacidn se describe la epizootiologia de los principales agentes virales

que han impactado negativamente los cultivos de camardn a nivel mundial.

II. EPIZOOTIOLOGIA Y CARACTERIZACION DE LAS ENFERMEDADES DE
ORIGEN VIRAL Y SIMILARES EN LA CAMARONICULTURA MUNDIAL.

1) SINDROME DE TAURA

A.- Etiologia controversial: Las primeras aportaciones concisas sobre el
sindrome de Taura (TS) fueron aportadas por Jiménez (1992), quien la sefald
como una nueva patologia del camardn blanco, L. vannamei cultivado en granjas
cercanas a la boca del Rio Taura, Golfo de Guayaquil, Ecuador en Junic de 1992.
Desde entonces, el TS se disemind a otras granjas del Golfo de Guayaquil. En
reunion emergente de expertos patdlogos y camaronicultores -Taller sobre el
Sindrome de Taura- (Lightner, Jones y Ware, 1994), se revis6 el impacto negativo
a la camaronicultura del Ecuador y la posible causa, pues el agente etioldgico atin
era desconacido. El sindrome inicié con mortalidades de camarén cultivado en
granjas cercanas al Rio Taura durante Junio y Julio de 1992, En Noviembre del
mismo afo se determind la inefectividad del alimento medicado como control
terapéutico para el TS y se planted que una etiologia tdxica podria ser [a causa del
TS. Durante Marzo y Abril de 1993 el TS se extendio hacia las localidades del Golfo
de Guayaquil donde los camarones SPF (Specific pathogen free) fueron los mas
afectados en comparacion con los silvestres. En Junio del mismo afio la



distribucién del TS abarcé hasta Tumbes, Perd. En Agosto la enfermedad se
extendié a través de todas las granjas del Golfo de Guayaquil (Bahia de Caraquez,
Provincia de Manibe), Tumaco, Colombia; Choluteca, Honduras y Oahu, Hawaii con
efectos devastadores(Wigglesworth, 1994),

Se uniformizaron los signos macroscopicos del TS, estableciéndose de la
siguiente manera: La fase aguda del TS tuvo un periodo incubacion del 15-40 dia
de post siembra en las postlarvas (PL’s) en estadios D tardios, de la muda
apreciandose un color rojizo por la expansion de los cromatoforos, acompafiado de
letargia y anorexia. Esta fase es seguida de la crénica, en la cual los ejemplares
presentaron lesiones cuticulares melanizadas y multiples y pueden estar activos
con alimentacion normal. Sin embargo, los episodios agudos pueden reaparecer en
la siguiente muda. Los tejidos se observaron al microscopio con patologias de
necrosis multifocal en el epitelio cuticular y subcuticula distribuidas en todo el
cuerpo, agallas, apéndices, intestino anterior e intestino posterior. Las lesiones
mas caracteristicas en la fase aguda fueron inflamacion ausente o escasa, células
necréticas con nicleos hipertrofiados o picndticos, numerosos cuerpos de inclusion
citoplasmicos esféricos, que van de eosinofilicos a basofilicos obscuros. En la fase
cronica las lesiones mostraron infiltracién hemocitica y melanizacién acompafiada
de colonizacién bacteriana de la cuticula, enfermedad de la “concha” y lesiones
como las descritas en la fase aguda. A nivel ultraestructural los tejidos
subcuticulares presentaron mditiples cuerpos de inclusidn citoplasmicos,
conteniendo agujas de cristales en una matriz amorfa, pero con ausencia de
patégenos reconocibles (virus, bacterias o protozoarios). Los cristales en forma de
aguja también se presentaron a nivel extracelular (Lightner y cols, 1994). Se
concluye que la etiologia del TS podria ser causada por:

a.- Substancias téxicas debido a los resultados negativos en los estudios de
infectividad, sin apreciarse patdgenos al microscopio de luz (ML) o
electrénico de transmision (MET), porque las epizootias del TS iniciaron



regularmente en areas que reciben drenes de la agricultura y son mas
comunes en época de lluvias. También, la filtracién con carbon activado
del agua de los estuarios redujo la prevalencia, ademas de que el TS
puede ser inducido en bioensayos con mezclas de fungicidas.

b.- La segunda etiologia probable fue la infecciosa, destacandose dos razones
principales, una de ellas fue la dispersion a través de todo el Golfo y
distante de los plantios de la agricultura, la segunda observacion derivo
de la extrema susceptibilidad de los lotes SPF que fueron mas
seriamente afectados en comparacién con las PL’s silvestres. La
inclinacidn principal del grupo se dirigidé hacia la etiologia toxica,
sefialdndose dos hipdtesis principales, la primera sobre el uso de
fungicidas en la agricultura (afinidad por las particulas sedimentadas) y
la segunda, el uso de fungicidas que bloguean la hormona de la muda
(el TS es frecuentemente mas comun en las mudas de PL/juveniles), el
sindrome fue directamente proporcional a la frecuencia de la muda,
pues la severidad disminuyé en organismos mas viejos, la presencia de
TS aguda en el estadio D tardio de la muda y los cristales en forma de
aguja correspondieron al fosfato de calcio.

Hasta esta fecha, el TS ha destacado como la enfermedad mas significativa
econémicamente para las granjas donde se cultivd a L. vannamei en el Hemisferio
Occidental, pues las pérdidas estimadas excedieron los 100 millones de ddlares
unicamente en Ecuador (Rosenberry, 1993), disminuyendo el pico de produccidn
en aproximadamente 100 millones de Tm en 1991 a 70 millones en 1993. Las
pérdidas de 30 millones de Tm, traducidas a un 30 % en la reduccidn en la
produccion de camardn con el precio en 1993, permitid calcular en mas de 120
millones de ddlares las pérdidas anuales causadas por esta etiologia de causa no
determinada (Rosenberry, 1993, 1994a, b).



Boyd (1994) estudid los probables pesticidas sospechosos que causan
mortalidad en masa en camarones de las granjas del Golfo de Guayaquil. Sefialé
que es dificil garantizar una conclusion definitiva debido a que existe insuficiencia
de informacion sobre el fendmeno, porque la baja sobrevivencia y sintomas
caracteristicos del TS empiezan al mismo tiempo en que las bananas son rociados
con pesticidas para controlar la sigatoka negra, asociando a dos de ellos como la
causa principal: Calixin® (tridemprph, BASF) y Tilt® (propiconazole, Ciba-Geigy)-
(propuesto asimismo por Lightner y cols., 1994 y Wigglesworth, 1994), de los
cuales se conoce el efecto tdxico sobre los camarones, Y que la combinacion de
ambos a bajas concentraciones producen sintomas (en camarones de prueba)
similares a los observados en los camarones de las granjas afectados por el TS.
Indicé que como no ha sido posible demostrar que el TS sea originado por una
agente microbial, viral, metales pesados, disminucion en el oxigeno disuelto o
metabolitos tdxicos (nitrito, amonia y sulfuro de hidrdgeno), parece razonable
considerar la contaminacidn por pesticidas como la causa del problema. Por ello,
recomendd realizar varios experimentos para aportar datos que confirmen esta
sospecha, sugiriendo analizar agua filtrada y no filtrada, asi como sedimento y
camarones junto con pruebas de toxicidad de los pesticidas involucrados.

En Aqualab, una granja de Ecuador, se realizaron los ensayos de toxicidad
con una mezcla de Tilk® (59.8 pg/l) y Calixin® (75 ng/l) adicionandolo al agua de
los acuarios en concentraciones del 0 al 0.10 %. Al introducir juveniles de L.
vannamei encontraron sobrevivencias del 50 % y 45 % en los ensayos de 0.05 %
y 0.10 % de concentracién en tres dias de contacto. Realizaron repeticiones del
experimento a diferentes concentraciones de salinidad, pesticidas y con alimento
estetilizado y no esterilizado, concluyen que la causa se debia a los pesticidas.
Otras hipdtesis que fueron abordadas como la causa probable del TS fue una
bacteria intracelular o rickettsia, el efecto de una degradacién general del medio
acuatico de las granjas debido a la contaminacion (Rosenberry, 1994) o bien, que

exista mas de un agente causal y que la causa varid con la regién geografica.



Brock y cols. (1995) presentaron los resultados concernientes a la posible
causa del TS, sugiriendo un solo agente infeccioso y mas especificamente a un
probable virus, tentativamente llamado virus del sindrome de Taura. Reportan que
el TS ocurrié en juveniles (0.1 a 5 g) de L vannamef dentro de la segunda a
cuarta semana en las salas de incubacion ¢ de introducirse en los estanques. En
los canales de corriente rapida (Hawaii), tardé de 9-23 dias para que iniciaran las
epizootias (19.7 + 11.4, n=6) en PL’s 10-12. El curso de la enfermedad fue
preagudo a agudo con picos de mortalidad de 5-7 dias desde el inicio de la
epizootia. La supervivencia de los cambios estimados debido al TS en los canales
de corriente rapida en el cultivo intensivo (densidades elevadas de = 1,000
camarones/m2) con la cepa mexicana SPF de camardn blanco, mostré una
disminucion hasta del 30 % al tercer dia, 10 % al cuarto y 1 % de sobrevivencia al
séptimo dia. En comparacion, la mortalidad acumulativa de camarones en
estangues alcanzo del 80 al 90%. Las PL s de laboratorio fueron mas susceptibles
en comparacion con las PL s silvestres. L. vannamei SPF fue altamente susceptible
al mostrar elevada mortalidad.

La definicion de los signos macroscopicos, histopatologia y ultraestructura fue
descrita por Lightner y cols. (1995) para consolidar estudios futuros sobre la
enfermedad. Emplearon en este estudio L. vannamei con signos macrascopicos
caracteristicos de TS en la fase peraguda y de recuperacion o cronica, colectados
de granjas situadas en Ecuador, Per(l y Colombia. Transportaron a los ejemplares
en envases con fijador AFA-Davidson para estudios por ML y glutaraldehido 6% en
amortiguador de fosfatos para procesos de MET. El criterio que sefialan para
uniformizar las diferentes fases de TS fueron los siguientes: Los signos
macroscopicos inician en la fase de postlarva de 14-40 dias, por eso, los
camarones con TS son tipicamente pequefios juveniles de 0.1 g a menos de 5 g,
pero los camarones mas grandes también pueden contraer la enfermedad con
menor frecuencia. Los ejemplares moribundos muestran expansidon de los



cromatoforos rojos en los apéndices, pero especialmente en uropodos, telson,
pleopodos y en la superficie del cuerpo. La inspeccién en los apendices mas
delgados como bordes de uropodos y telson revelaron signos de necrosis epitelial
focal, por lo cual en Guayas se le llama “colita roja”. Los camarones que mostraron
estos signos de TS preagudo estaban tipicamente en el estadio D tardio del ciclo
mudal y por eso presentaron una cuticula suave y el intestino vacio. EI TS
preagudo severo culmina con la muerte durante el proceso mudal. Las frecuencias
mas elevadas de muda en juveniles menores de 5 g comparados con los juveniles
mayores sugieren que la muda es importante en la patogénesis del TS. Los
sobrevivientes desarrollaron lesiones cuticulares melanizadas, similares a |la
enfermedad bacteriana del caparazon, con o sin la cuticula suave y expansion de
los cromatdforos rojos con un comportamiento normal y buena alimentacion. Se
propuso que es la segunda fases de la enfermedad vy que los camarones presentan
signos de recuperacibn o una forma cronica de TS. La caracterizacion
histopatoldgica en cortes de tejidos tefiidos con H & E se establecié de la siguiente
forma: Las lesiones se caracterizan por areas multifocales de necrosis en el epitelio
cuticular de la superficie general del cuerpo, todos los apéndices, branquias,
intestino posterior, eséfago y estémago. Rara vez el epitelio tubular de las
glandulas antenales es afectado. Frecuentemente el tejido conectivo subcuticular y
fibras musculares estriadas basales adyacentes al epitelio cuticular estuvieron
involucradas. Fueron caracteristicas las lesiones multifocales cuticulares vy
extremadamente abundantes los cuerpos de inclusion esféricos citoplasmicos (1 a
20 pm de didametro). Estos Ultimos variaron en tincidn obervéandose eosinofilicos a
grisiceos o intensamente basofilicos. Los nlicleos picndticos o cariorécticos, no
fueron tefidos por la reaccion de Feulgen lo cual indica que no contienen
cantidades significativas de DNA. Los cuerpos de inclusion le confieren a la lesién
una apariencia de “pimientado” o “escopeteado” lo cual se considera patogndmica
en el TS. No se observo en las lesiones infiltracidon hemocitica u otros signos que
seflalen una respuesta inflamatoria del hospedero, lo cual distingue la fase
peraguda de la fase cronica o de recuperacién. La segunda etapa de la



enfermedad recuerda a la clasica enfermedad bacteriana del caparazén. Estas
lesiones mostraron erosién de la cuticula, colonizacidn superficial e invasion de las
areas afectadas por Vibrio spp. Frecuentemente se presenté un marcado infiltrado
hemocitico, melanizado o no, basal a las lesiones. El estudio ultraestructural, de las
lesiones focales en casos preagudos confirmd las observaciones realizadas por ML.
Las inclusiones intracitopldsmicas esféricas fueron abundantes en los tejidos
afectados (branquias y epitelio cuticular, subcuticula y musculo de apéndices)
observadose de electrodensos a electrolicidos. Se encontrd que algunos contenian
cristales en forma de aguja. Algunos especimenes examinados presentaron masas
de estos cristales en el espacio hemocélico de las branquias, subcuticula y
asociados a las fibras musculares adyacentes. En uno de los especimenes se
detectaron los mismos cristales en el hemocele basal al epitelio y lumen de la
grandulal antenal. La morfologia de estos cristales fue idéntica a la reportada para
el fosfato de calcio en ciertos desérdenes metabdlicos de vertebrados, por ello se
presume que se trate de fosfato de calcio asociados a la patologia de las lesiones
causadas por TS. Consideran que en la etiologia de estd involucrado el
metabolismo del calcio (calcificacion y descalcificacion de la cuticula durante la
muda, segun lo indicé la acumulacion de cristales de fosfato de calcio en los
tejidos y dérganos afectados, o cual apoya la hipdtesis de la etiologia tdxica. De
esta manera, se crea una discordancia en la opinidn de ambos expertos.

B.- Origen viral del sindrome de Taura: Los primeros indicios certeros de
la etiologia del TS fueron indicados Brock y cols. (1995); en una serie de
experimentos donde transfirieron el agente Taura a camarones juveniles sanos,
alimentados con camarones positivos macerados, colectados en un brote
epidémico. Los ejemplares inoculados mostraron la coloracion caracteristica de los
cromatoforos, entre el dia 4 y 5 de exposicion al alimento infectado. Los
camarones moribundos se apreciaron débiles, desorientados y con los
cromatdforos expandidos. La histopatologia patogndmica de las lesiones se

observd en la epidermis cuticular de los grupos de camarones expuestos, a



diferencia del grupo control. El porcentaje de la supervivencia en l0s ensayos fue
del 20 y 25 % en cada grupo experimental de 20 L. vannamey, de los cuales los
signos patolégicos al TS se diagnosticaron en el 75 % y 80 % de cada grupo. En
los dos grupos cantrol encontraron supervivencias del 90 y 95 % con ausencia de
positividad al diagndstico microscopico del TS. Indicaron que el proceso de
esterilizacidn inactiva al agente TS en una segunda serie de experimentos con
alimento esterilizado y no esterilizado. La tercer serie de experimentos tuvo el
objetivo de conocer [a susceptibilidad de las cepas mexicanas SPF de camaron
blanco y azul, observaron que la primera fue altamente susceptible, mientras que
la segunda fue considerablemente mas resistente, con supervivencias del 20 % en
L. vannamei y del 87 % en L. styfirostris. La cuarta serie de experimentos fue
realizada por inoculacién de tejido infectado desde 10 a 10° , prefiltrado en
membranas de 45 um, Observaron mortalidades en el grupo inoculado con 10° en
el primer periodo de 24 h de post inoculacion (PI) con los mayores picos de
mortalidad acumulativa a las 48 h en todos los grupos experimentales. De acuerdo
a estos resultados, concluyeron que:

a.- el agente causal estuvo presente en forma activa en los tejidos de
camaron colectados de las epizootias de TS,

b.- el agente conserva la actividad después de congelario y almacenarlo a 0
oC,

c.- el agente TS es facilmente trasmitido y resulta en signos patoldgicos
tipicos por ingestion oral, inoculacion o exposicidon a los tejidos
infectados con TS;

d.- el agente puede trasmitirse a juveniles de L. styfirostris ocasionandole las
lesiones histopatolégicas patognémicas, mas sin embargo es mucho
menos patogénico a esta especie de camardn;

e.- la dilucién de 10 ~* a 100 no disminuye significativamente la patogenicidad
del TS;

f.- el TS es inactivado por el calor y

g.- el TS es mas pequeio de 45 pm.



Basandose en estas conclusiones, indicaron que el agente TS es un agente
bidtico, descartando los argumentos anteriores donde se indicaba una causa
toxica. La principal evidencia que aportaron estos investigadores en apoyo a la
hipotesis, fue la observacion ultraestructural de los casos preagudos a agudos de
las lesiones en epizootias ocurridas en Honduras y Oahu, Hawaii. Los cristales
minerales no fueron observados, siendo los cuerpos de inclusidn la caracteristica
mds prominente junto con cambios nucleares y citoplasmicos no especificos que
indican degeneracion y necrosis celular. En lugar de los cristales observaron
particulas presumiblemente de virus individuales o en arreglos irregulares de
racimos localizados en el citoplasma de las células epidérmicas y subepidérmicas
necrosadas v dentro de los restos celulares en espacios intercelulares. Las
particulas tenian un “core” opaco de 20 nm de diametro y una superficie
electrolicida. El didmetro aproximado de los probables viriones fue de 30 nm,
semejando a los virus Nodamura, sin embargo, el arreglo paracristalino tipico de
los Nodamura no fue observado.

Hasson y cols. (1995) demostraron por ML, MET y bioensayos el origen viral
del TS. En el estudio utilizaron 5000 L. vannamei de la cepa mexicana SPF,
manteniéndolos en acuarios con agua de mar sintética y alimento Rangen No 4. En
el bioensayo 1 emplearon un homogeneizado crudo de camardn blanco
ecuatorianos con TS, para inocular a los SPF, los cuales se sacrificaron en la fase
aguda, homogeneizando los tejidos y purificando los agentes virales en sacarosa y
CsCl. El segundo bioensayo se realizd con un inoculo del primerro en la misma
cepa de camarones, realizando ensayos de densidad flotante, tamafic de
particulas, histopatologia y MET. El tercer y (ltimo bioensayo se realizd con
inoculacién de un tercer lote de camarones SPF con fracciones purificadas del
primer y segundo bicensayo. Los resultados obtenidos por este grupo de
investigadores indicaron picos de mortalidad entre las primeras 24 y 48 h PI con
declinacién rapida. La mortalidad acumulativa oscilé del 73 al 87 % entre cada
poblacion tratada. En contraparte, no ocurrieron mortalidades en el grupo control,



inoculado con solucion salina 2 % o el inoculo control preparado con tejidos de la
cepa SPF. Los signos clinicos observados en el grupo inoculado fueron letargia,
nado lento, intestino vacio, opacidad muscular, cuticula suave (sugiriendo que la
muda habia ocurrido, sin embargo, no se observaron mudas en el acuario) y
postura lateral previos a la muerte entre otros. Al final de los bioensayos, del 25 al
100 % de los sobrevivientes al tratamiento desarrollaron lesiones cuticulares
multifocales, melanizadas similares a los casos de epizootias de las granjas. El
analisis histoldgico de los ejemplares moribundos del dia 1-3 PI reveld lesiones en
grado moderado a severo con tres 0 mas tejidos como blanco, incluyendo epitelio
cuticular general del cuerpo, apéndices, branquias, boca, esdfago, estémago e
intestino posterior. Las lesiones fueron caracterizadas por picnosis nuclear y
necrosis de las células del epitelio cuticular y subcuticula. Presentes en las lesiones
estaban multiples esferas basofilicas claras a obscuras de didmetro variable,
interpretadas como cuerpos de inclusion intracitoplasmicos y nlcleos cariorécticos.
Ninguno de los camarones analizados en la declinacion del pico de la mortalidad o
desarrollo de las lesiones melanizadas externas presentd lesiones TS activas, sin
embargo, las lesiones de la fase cronica, tipificadas por melanizacion focal e
infiltrado hemocitico, fueron notadas en algunos de los sobrevivientes del
tratamiento. Las lesiones al 6rgano linfoide fueron de moderadas a severas,
caracterizandose por esferoides vacuolados en escaso © alto nimero. Al MET, las
suspenciones virales purificadas por gradientes de sacarosa contenian numerosas
particulas virales hexagonales, indicativas de una simetria cdbica y morfologia
icosaedrica. Los purificados de los casos hawaianos y ecuatorianos median 31 nm
(punta a punta) con una media de 27-28 nm (lado a lado) con la técnica de
difraccion en réplica. Utilizando como referencia al virus del mosaico del tabaco
(VMT) mostraron valores algo mas grandes, con una longitud de punta a punta de
32 nm y 28 nm de longitud (lado a lado). El indice de refraccion calculado para el
virus ecuatoriano fue de 1.337 g ml ™ como promedio para la densidad flotante.
Estos resultados lienaron los requisitos del postulado de River, sefialando a los
viriones de forma icosaédrica, de 31-32 nm de diametro como al agente infeccioso



causal del TS, descartando la etiologia toxica de la enfermedad, llamandolo virus
del sindrome de Taura, tal como habia sido propuesto por Brock (1994).

Con este patogeno sumaron 20 los virus que afectan a los camarones
peneidos, descubiertos a raiz de sus efectos negativos en la acuicultura (Lightner,
1996). Dos de ellos con efecto sumamente desbastador en América, han sido el
THHNV y el TSV.

Ambos se han propagado extensamente debido al movimiento de los
reproductores infectados utilizados para la acuicultura. El TSV y otros virus
recientemente descubiertos en camarodn silvestre y cultivado tienen el potencial
para infectar los lotes de camarones americanos y causar un dafio significativo
hasta de $ 9 billones en la camaronicultura y la industria acuicola, segln
estimaciones del Commerce Department’s National QOceanic and Atmosferic
Administration (United States Department Of Commerce 1997). Los Estados Unidos
de Norteamérica importaron aprox. 2.5 billones de este producto en 1996,
capturandose en el mismo afio 224 millones de libras valuadas en 463 millones. La
pesca de camaron en el Golfo de México oscilé en el 82 % del total capturado, casi
202 millones de libras, equivalente a 392 millones de ddlares. De ahi, el riesgo que
podria ser catastrofico al introducir enfermedades virales (Smullen, 1997).

C.- Distribucion geografica del TSV en América: En 1997 se actualizé la
distribucion del TSV en granjas camaronicolas del Continente Americano, la cual se
extendié a las siguientes zonas: Ecuador (1992), Colombia, Ecuador, Pert (1993),
Brasil, Colombia, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras y EUA (Qahu, Hawaii
y Forida) (1994), Belice, Ecuador, El Salvador, Honduras y México (Sonora,
Sinaloa, Guerrero y Chiapas) (1995) y Belice, Costa Rica, Guatemala, México
(Sonora, Sinaloa y Tamaulipas), Panama y EUA (Texas y South Carolina) (1996). El
diagndstico utilizado por Hasson y cols (1997) incluyd el examen histoldgico e
hibridacion in situv de 98 muestras de L. vannamei constituidas de 1 a 50



ejemplares. Con los resultados obtenidos por hibridacién concluyen que se apoya
la distribucion geografica determinada anteriormente solo por histologia indicando
que se trata del mismo virus o cepas virales relacionadas, responsables de las

epizootias ocurridas en el Continente Americano durante los cinco afos anteriores.

Lotz (1997) sugirié que la pandemia causada por el TSV pudo ser controlada
aplicando tacticas compensatorias, como son ajustar la alcalinidad y el pH e
introducir a la estanqueria larvas de mayor tamafo y edad manteniéndolas hasta
antes de su introduccion en sistemas de bioseguridad. Estudié la posibilidad de
aumentar la resistencia incrementando e! tamafio de L. vannamei o bien,
determinar si la resistencia disminuye al incrementar el tamafo. En el experimenio
utilizd poblaciones SPF originarios de Sinaloa, México y conservados en Hawaii. La
cepa de virus que empled fue recuperada de una epizootia ocurrida en Texas en
1995, Los camarones fueron infectados per os permitiendo que los camarones se
alimenten de tejido infectado o bien, inoculados por via intramuscular con un
extracto acuoso libre de células inyectado en el musculo abdominal. En los cuatro
experimentos realizados concluyd que la resistencia al virus no se incrementa al
incrementar el tamafo. La variante que encontré en el experimento 4 fue que la
virulencia del TSV en camarones no solo dependia del tamaiio entre 0.1 a5 g,
sino en un rango superior de 2 g en juveniles a adultos de 30 g.

D.- Caracterizacion molecular del TSV en casos de Hawaii y Ecuador:
El TSV se considera un miembro mas de los Picornaviridae o Nodaviridae,
basandose estrictamente en las caracteristicas morfoldgicas limitadas que se
conocen. Bonami y cols. (1997) desarrollaron un protocolo de investigacion para
determinar las caracteristicas fisico quimicas y morfolégicas de dos aislados virales
separados, purificados de L. vannamei originarios de Ecuador (Ec-TSV) y Hawaii
(Hi-TSV), en brotes epizooticos ocurridos entre 1993 y 1994. Por MET

determinaron la morfologia icosaédrica del virus en rangos de 31 a 32 nm. La



densidad del virus determinada después de graficar los valores derivados del indice
de refraccion fue de 1.338 +0.001 g ml 1, La composicion proteinica del virus
analizada por electroforesis en geles estandar de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) ,
fue de tres peptidos principales (24, 40 y 55 kD) en cantidades iguales de acuerdo
a la misma intensidad de las bandas, ademds de un péptido menor (58 kD). La
constitucidn genémica del TSV en los purificados de Ecuador y Hawaii fue RNA de
acuerdo a los analisis espectrofotomeétricos v la relacion Ao : Aso mayor a 1.9.
En los geles desnaturalizantes estimaron una longitud aproximada de 9 kb al
compararse con marcadores ss RNA (acido ribonucléico de una sola cadena),
siendo este sensible a la digestion con MBN y RNasa A vy resistente a la DNAsa en
los purificados Hi-TSV y Ec-TSV sin observar diferencias en los patrones de

migracion.

Mari y cols. en 1998, lograron la clonacion del genoma viral en purificados de
Ecuador y Hawalii, para la elaboracion de sondas a partir del ssRNA viral,
transcribiéndolo en una doble hebra para producir cDNA de extremos romos y
construir librerias en el plasmido pUC 18 o pBluescript IT KS. Seleccionaron doce
plasmidos recombinantes y los analizan con enzimas de restriccién para determinar
el tamaiio de los insertos y el mapa de restriccion, Seleccionaron a dos de ellos, el
pP15 y pQl para el desarrollo de sondas. Marcan con DIG (digoxigenina-11
deoxiuridintrifosfato) los insertos de 1500 y 1300 pb denominados pP15 y pQ1, las
cuales hibridaron con los purificados del virus y camarones infectados
naturalmente.

El inserto de la clona TSV P15 obtenido en el estudio anterior, fue
secuenciado por Nunan y cols, (1998), seleccionando dos iniciadores de acuerdo al
andlisis vertido del programa Primer 2. Los iniciadores denominados 9195 y 9992
fueron utilizados para realizar una reverso transcripcion del RNA viral en



camarones L, vanname/ SPF infectados experimentalmente utilizando 1 pl de
hemolinfa como templado de RNA viral. En las reacciones de amplificacién utilizan
el “kit” Gene Amp EZ rTth RNA PCR (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT). Analizaron
los resultados de la técnica desde el dia 0 al 9 PI determinando la efectividad de la
prueba, confirmada por “Southern blot” con sondas digoxigeniladas. En esta
técnica obtuvieron productos amplificados de 231 pb en todos los casos
estudiados.

E.- Situacién del Sindrome de Taura en México: Los informes cientificos
sobre este problema en México no existen, solo algunas publicaciones informales
en los diarios nacionales. Durante 1995-1997 se detectaron casos agudos vy
crénicos de un sindrome semejante en granjas camaronicolas de la Republica
Mexicana, sin embargo, autoridades sanitarias (SEMRNAAP) negaron que se
tratara del TSV, identificandola como NEC (necrosis del epitelio cuticular) y
“sindrome similar al Taura”. La enfermedad afecté al 50 % de la produccidén en
Nayarit, invadiendo 40 de las 90 granjas que operaron en la entidad. A causa del
NEC se afectaron 500 de las mil toneladas que se estimaban cosechar en el
transcurso de las seis semanas que permanecié la situacion (PINIIAR, 1996). En
Noviembre de 1995 también surgié un problema similar en San Blas, Pimientillo y
Rosamorada, afectando a 200 toneladas del producto de camardn blanco.
(PINIIAR, 1996). Sinaloa y Sonora fueron otras dos entidades donde se abatiod la
produccion del camardn blanco en porcentajes del 40 al 70 % de las granjas
cultivadas. En Sinaloa, la enfermedad se presentd en camarones de 1 a 15 g
durante el proceso de muda, la diferencia fue que esta Ultima solo se habia
reportado en animales menores de 5 g. Mencionan que las causas de esta nueva
enfermedad en el pais pueden ser

1) cambios bruscos en la temperatura,
2) calidad de la semilla de laboratorio,
3) mala calidad de los alimentos,



4) calidad del agua y
5) presencia de agroquimicos en el agua.

El Colegio de Camaronicultores de Sinaloa A.C. (1995) informa que las 22
granjas representaron un total de 3,000 hectdreas y considerando que la
produccion promedio es de 700-800 Kg/Ha ($ 30,000/tonelada) el valor estimado
de pérdidas para el primer ciclo de 1995 seria de 45 a 65 millones de nuevos pesos
(Abril a Julio de 1995).

2.- VIRUS DE LA NECROSIS HEMATOPOYETICA E HIPODERMICA
INFECCIOSA (IHHNV):

A.- Descripcion y distribucion del IHHNV: Lightner y cols. (1983a)
describieron una nueva enfermedad de tipo viral a la cual llamaron necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa en L. styfirostris, L. vannamei y P.
monodon capturados en Ecuador, Panama, Costa Rica, Honduras, Texas, Florida,
México y Tahiti. Hasta esa fecha solo se conocian tres enfermedades de origen
viral, 8, MBV y BMN.

Lightner y cols. (1992a), documentaron la introduccién y diseminacion del
IHHNV a cultivos de camardn en las industrias del Noroeste de México y areas del
Golfo de California. En los casos de rutina provenientes de Puerto Pefhasco,
diagnosticados por la Universidad de Arizona desde 1973 a 1980, sefialaron la
ausencia de IHHNV en 1603 ejemplares de L. styfirostris, Fa. californiensis Holmes
y L. vannamei, También revisaron 22 L. stylirostrisy 2 L. vannamei en 1980-1985
del Golfo de California y 1500 ejemplares SPF de camardn azul capturados en

México y criados en Marine Culture Enterprise durante 1980-1986 en Hawaii.



Todos ellos resultaron negativos. Sin embargo, en 1987 detectaron el primer caso
de IHHNV en L. vannamel de esta region en una granja en la Paz, Baja California.
En el periodo de 1989-1990 identifican al virus en granjas de camardn azul
ubicadas en Guaymas, Sonora y Mazatlan, Sinaloa. Incluso hicieron hincapié en
que durante 1973-1990, el cultivo de camarén azul superintensivo en canales de
corriente en Puerto Pefiasco, no padecia de esta infeccion hasta mediados de
1990. Los camarones importados fueron - de acuerdo al criterio del autor- la
fuente del IHHNV que causd la epizootia en 1989-1990. En esta ocasion, los
camarones importados provenian de Estados Unidos de América y América Central,

y a su vez, distribuidos a varias granjas de las costas del Golfo de California.

Lightner y cols. (1992b) sefialaron que la introduccion de camardn para
cultivo desde areas remotas hacia Hawaii, México, Brasil y Norte América, mostrd
que ciertos patégenos de camardn principalmente el IHHNV, MBV y HPV pueden
ser facilmente transportados con el envio de camarones vivos. Sefialan que estas
introducciones han causado enfermedades catastroficas. Por ejemplo, el MBV fue
reconocido y descrito primero en P. monodon importado de Taiwan a Puerto
Pefiasco en 1976. Después, el MBV fue encontrado en P. monodon importado por
Hawaii desde Taiwan, Tahiti y Filipinas. De igual manera, el IMHNV se descubrio en
L. vannamei'y L. stylirostris importado a Hawaii en 1980-1982 de granjas ubicadas
en Florida, Panama, Costa Rica, Ecuador y Thaiti. Sefialaron a esta (litima especie
como la mas altamente susceptible con mortandades de hasta el 90.0 % vy L.
vannamei como portador asintomatico. A HPV y MBV lo diagnostican en granjas
del Norte y Sur América en camarones importados de Asia. El camarén blanco se

encontro infectado por ambos virus.



B.- Caracterizacion del IHHNV: Bonami y cols. (1990), purificaron y
caracterizaron el IHHNV con base en bioensayos, Infectando a la especie
susceptible L. stylirostris con L. vannamei positivos. Purificaron al virus en
gradientes de sacarosa, CsCl, Celite 235 y Freon. Extrajeron el &cido nucleico en
cloroformo-alcohol isoamilico v lo separaron por electroforesis en geles de agarosa.
La densidad del acido nucleico (AN) en CsCl la calculan en 1.3-1.4. Por tincidn
negativa, y empleando como comparador al VMT determinaron un tamano de 20-
23 nm con 5-6 lados, indicando que es un virus icosaédrico. Por SDS-PAGE
separaron cuatro polipéptidos de 74, 47, 39 y 37.5 kD. Unicamente se presentd un
tipo de AN en base al examen en un medio de disociacién calentado a 60°C por
tres min vy corridos en SDS al 0.7% en geles de agarosa. Asi mismo, detectaron
una sola banda en el material tratado con metil-mercurio. El AN fue RNasa
resistente y sensitivo a la nucleasa SI, por tanto, se dedujo que este era DNA de
un solo filamento (ssDNA). Estos datos se corroboraron por la ausencia de
hipercromicidad a 260 nm cuando se calentd suavemente. El tamario calculado fue
de 4.1 kb con marcadores dsDNA en agarosa al 0.7 %. De acuerdo a estas

caracteristicas se ubico en la familia Parvoviridae.

Bonami y Lightner (1991) ubicaron al IHHNV como un Picornaviridae, al cual
detectan en penaeidos marinos cultivados en Ameérica, Asia y Medio Oriente.
Mencionaron que el virus afecta al camardn azul y blanco del Pacifico Americano y
P. monodon y P. semisculatus De Haan del Indopacifico, pero solamente en el
camaron azul causd pérdidas serias, mientras en el blanco no ocasiona alguna
sintomatologia aparentemente. Diagnosticaron al virus en camarones silvestres
cautivos Unicamente de Malasia y Filipinas. Hasta entonces, caracterizaron al
IHHNV como un virus sin envoltura, tolerante a glicerol, de 20-22 nm, icosaédrico,

replicacion en citoplasma con una densidad en gradiente de CsCl de 1.34-1.40 g ml



1, por electroforesis se cree que existen tres proteinas de capside, dos menores y
una mayor, de 36, 49 y 35 kD, respectivamente, Los analisis de AN obtenidos los
consideraron inconsistentes, sugiriendo que no es DNA. Entrevén la posibilidad de

que se trate de un Picornaviridae, pero no excluyen a Parvoviridae.

C.- Caracterizacion molecular de IHHNV y otros parvovirus
relacionados: El grupo de los Parvoviridae se incluye en la Clase II, donde se
concentran aquellos que poseen un genoma deDNA monocatenario (ssDNA), de
acuerdo a la clasificacion de Baltimore y al International Committee on Taxonomy
of Viruses (ICTV, ver para mayores detalles a Voyles, 1993). Al filamento de DNA
de los Parvovirus se le denomind banda negativa, 0 minus, debido a que su AN
tiene secuencias que son el complemento del mRNA quien por convencién en
biologia molecular, se le define como una banda positiva. Asi, el mRNA es la
figura central de la clasificacion Baltimore. En los DNV (Densovirus, que es el
género al que mas se acerca el IHHNV a la fecha) estudiados, ocurre la
encapsidacion separada en proporciones equimolares de bandas de cada polaridad
(plus y minus) mostrando cada una capacidad codificante equivalente (Giraud vy
cols., 1992; Dumas y cols., 1992). A diferencia de estos DNV's, el IHHNV no
ocasiona tanta hipertrofia en los ndcleos durante la infeccidn y no encapsida
filamentos de ambas polaridades en igual frecuencia, segin considera Mari y cols.
(1993).

En Parvoviridae se encuentran los géneros Densovirus, Dependovirus vy
Parvovirus. El género DNV incluye (nicamente a los parvovirus autonomos de
invertebrados a los cuales casi no se les ha investigado. En Parvovirus se
encuentran los virus autdnomos que se reproducen en mamiferos y en el género

Dependovirus se incluyen a los virus adeno-asociados (AAV) con replicacion



defectuosa los cuales requieren que la célula hospedante se infecte
simultaneamente con otro DNA virus como Adenovirus o Herpevirus, auxiliandolos
para la replicacion. Por esta razon, al IHHNV se le ubica como miembro de los

Densovirus (Mari y cols.; 1993).

Los DNV s identificados en invertebrados, causan enfermedades letales en
grupos de Lepiddpteros, Dipteros, Orthopteros, Dictyoptera y Odonata
caracterizadas por la acumulacion de particulas DNV en el compartimento nuclear.
En los DNV s secuenciados, se han demostrado largas secuencias palindromicas
terminales (ITR, para el rescate del DNA viral de los plasmidos y para su
replicacion) y lo mismo se ha postulado para varios de ellos de acuerdo al andlisis
con enzimas de restriccion. Estos ftermin/ contienen secuencias especiales
autocomplementarias que le permiten plegarse sobre si mismas para formar dos
horquillas lobuladas dandole apariencia de "Y" 6 "T", donde las secuencias en los
extremos 3y 5~ difieren una de otra (Giraud y cols., 1992; Dumas y cols., 1992;
Voyles, 1993).Todos los parvovirus secuenciados hasta 1991 presentan dos marcos
de lectura abierta (ORF “s) mayores dentro de la banda p/us, de los cuales el ORF
izquierdo codifica para proteina(s) no estructurales importantes para la replicacion
viral y el derecho para la mayoria de las secuencias expresadas en proteinas de la
capside (Anton y Lane, 1986).

Lu y cols. (1989) reconocieron la falta de un protocolo para el aislamiento,
recuperacion y purificacion de grandes cantidades de virus en camarones
infectados con IHHNV, Desarrollaron un método aplicade en branquias vy
gnatotorax de L. vannamel y L. stylirostris provenientes de Hawaii y Ecuador.
Prepararon una solucion homogeneizada al 33.0 % en amortiguador de fosfatos

salino (PBS) pH 7.5, centrifugan y el sobrenadante lo tratan con trifluoro-tricloro-



etano (Genetron 113). La purificacion final consistié en un bandeo isopicnico en
CsCl. Colectaron las fracciones registrando las lecturas a A 0280 HM.
Determinaron el tipo de AN por la prueba colorimétrica de orcinol y difenilamina
como RNA, en cantidades de 4.7% considerandolo como un miembro de
Rhabdoviridae. La densidad de la Gnica banda la calcularon en 1.33 g ml . El
radio de las particulas virales fue de 0.69-0.77 lo cudl segln ellos, revelan una
poblacidn homogénea de particulas isométricas con un didmetro de 19 £ 1 nm. al
MET. Los intentos para infectar PL's de P. stylirostris y P. monodon con el

producto purificado fueron negativos.

Loh y Brock (1990) encontraron que la linea celular de peces llamada
epitelioma papilfosum cyptinf (EPC) de la carpa (Cyprinus carplo Linnaeus es
susceptible al virus del camarén penaeido IHHNV. Reportaron crecimiento exitoso
del virus lo cual, mencionan, promete servir com un sistema celular sensitivo el
aislamiento y deteccidn del IHHNV. Conforme a sus observaciones, determinaron
que el virus presenta RNA como AN y para confirmarlo, someten al virus a la
presencia de BUDR (5°- bromo-2-deoxiuridinal), un antagonista del DNA. Como
controles emplean al CCV (DNA del virus del bagre) y al genoma del virus SVCV
(Viremia primaveral de la carpa, que presenta RNA). Observaron que Ia inhibicidn
se presentd en la muestra de CCV, mas no en la del SVCV y en el IHHNV por estar
constituido por RNA.

Lu y cols. (1991), infectaron la linea celular EPC con un homogeneizado libre
de células provenientes de camarones infectados con IHHNV. Al MET lo
describieron como un virus cilindrico con un extremo redondo y el otro plano, con
una envoltura rodeando la nucleocapside y una estructura en forma de perilla en el

extremo distal. Determinaron el diametro de las particulas virales entre 65-77 nm.



Infectaron L. stylirosiris y L. vannamel al inocularlos con 0.2 pl del filtrado de

camarones enfermos v lisados de células infectadas. Consideraron a la linea celular

altamente sensitiva para la proliferacion del virus.

Luedeman y Lightner (1992) desarrollaron un método para cuiltivos celulares
primarios de camarones penaeidos. Evaluaron la hemolinfa de langosta, extracto
de musculo de camardn, suero fetal bovino, hibridoma-suero bovino fetal, entre
otros. Los mejores resultados fueron obtenidos con el medio de insectos Grace
suplementado con hibridoma-suero bovino fetal. Las condiciones Optimas de
osmolaridad para las células de camarén en este medio fueron de 700-750
mmol/kg a una temperatura de 25-28°C con incubacién en una atmosfera normal.
Con el método desarrollado, las monocapas de los cultivos primarios de células
epiteloides de ovario de L. stylirostris y L. vannamef maostraron rutinariamente una

confluencia del 80.0% en un periodo de dos dias.

Mari y cols. (1993), investigaron la estructura gendmica del IHHNV para
determinar la posible diferencia entre las cepas del virus, conocer su efectividad
como cepa de referencia despues de clonarla y disefiar una prueba de diagndstico
especifico. El genoma purificado fue tratado con MBN, RNasa A y calor (94°C
min.). Determinaron el peso molecular con los marcadores Hindlll e
Hindll1/EcoRI. En geles de agarosa al 1% observan 3 bandas: (1) La banda A con
6.5-7 Kpb (no resistid a la digestion con MBN, es ssDNA, sensible al calor y es una
banda pius), (2) la banda B con 4 Kpb (resiste la digestion con MBN, es dsDNA,
sensible al calor, y se cree que es el resultado de 2 0 mas moléculas de DNA
asociadas por extremidades complementarias 0 secuencias palindromicas) y (3) la
banda C (no resiste la digestion con MBN, es ssDNA, y es el DNA encerrado

mayormente en el virus apareciendo como una marca fuerte en el gel de



electroforesis, se considera una banda minus). con 2.6-1.5 Kpb. La digestion con
RNasa no afectd a las bandas. Para clonacidn en el plasmido pUC18 emplearon
solo la banda B obteniendo 500 colonias de Escherichia coli DH5a transformantes.
Efectuaron el mapeo de los insertos con enzimas de restriccion para determinar la
similitud entre los fragmentos. Localizaron el sitio de restriccion Acd, Bg/ 11, Eco
RI, Hinc 11, Kpa I y Pst 1. El DNA se Insertd en el sitio Sma 1 del pUC18,
flanqueado en la clonacion multiple por Bam HI y Sac 1. Llamaron al inserto
completo BS4.5 (productos de Ia digestion con Sac I/ Bam HI) y a sus 3 fragmentos
los llaman BE1.0, BE2.3 y BE1.3, obtenidos de la doble digestion con £co Rl y Bam
HI (presentaron un tamafio de 1.0, 2.3 y 1.3 kpb, respectivamente). Los
fragmentos con IHHNV a concentraciones de 1.5 y 0.5 ng hibridaron con el
fragmento B54.5 marcado con DIG, lo cual indicd que el DNA clonado correspondié
al menos con una parte del genoma marcado. Los fragmentos BE1.3 y BE1.0 no
hibridan, pero el BE2.3 si lo hace, sehalando |8 presencia de secuencias
homologas. El B54.5 también hibridd con el producto de digestién (BamH1/ EcoRI)
de los plasmidos BA401, BA402, pero no con BG45 y DR22.

3.- BACULOVIRUS QUE INFECTAN CAMARON

A.- Subgrupos y distribucion en hospederos: La familia Baculoviridae
estd dividida en tres subgrupos: (1) Virus de la polihedrosis nuclear (nuclear
polihdrosis virus= NPV} o Tipo A, (2) Virus de la granulosis denominados
{(granulosis virus=GV) o Tipo B y por ultimo, (3) baculovirus no formadores de

cuerpos de oclusion (non occluded baculovirus= NOB) llamados Tipo C.

En insectos se conocen mas de 50 virus NPV que poseen una acentuada
especificidad hospedatoria en plagas de importancia econdmica, por elio,

actualmente numerosos estudios estan orientados a emplearlos en el control



integral de insectos plaga. En el subgrupo de los NPV se encuentran aquellos virus
cuyo cuerpo de oclusién poliédrico contiene nucleocapsides senciflas con envoltura
y se denominan como SNPV, mientras que el otros virus desarrollan oclusiones
virales que contienen miultiples nucleocapsides con envoltura y se designan como
MNPV (Adams y Clintock, 1991). BP es el Unico baculovirus (no patégeno de
insectos) caracterizado suficientemente a la fecha como para ser aceptado por el
ICTV. Este se conoce desde 1974, cuando Couch lo diagnosticd por vez primera
en Fa. guorarum. Es un baculovirus ocluido que desarrolla cuerpos de oclusion
poliédricos en el ndcleo de las células tubulares del epitelio hepatopancreatico y en

células epiteliales del intestino medio.

La familia se caracteriza porque los viriones presentan forma de varilla con
envoltura, el cual encierra un genoma de DNA bicatenario o de doble filamento
circular. En el caso particular de BP, las investigaciones sefialan que este debe
llamarse PVSNPV debido al hospedero donde desarrolla la forma mas tipica, L.
vannamej, y por presentar los viriones con una cubierta o envoltura sencilla de
acuerdo al ICTV. (Adams y Clintock, 1991; Bruce, 1993). En este escrito, aun se le
seguira denominando AP debido a que es el nombre con el que se conoce mAas
comunmente. Los baculovirus de hospederos no insectos, principalmente de
Crustacea, como camarones, langostinos y cangrejos, se conocen desde 1972. Las
baculovirosis se han reportado de ocho especies de camarones penaeidos en
diversas localidades, como el Golfo de México, Hawaii, Japdn, Sudamérica y
Australia. Las infecciones baculovirales en no insectos, ocasionan significativos
cambios citopatolégicos. BP fue el primero que se describié en hospederos no
insectos. Este, aunque no produce signos clinicos de infeccion en adultos o larvas

de penaeidos, los cuerpos de oclusion tetraédricos pueden observarse en las



células hepatopancreaticas y cuando la infeccion es fuerte, los cuerpos de oclusion

aparecen en heces.

La infeccidn causada por 8P afecta la glandula digestiva (hepatopancreas) y
trae como resultado la produccion controlada de cuerpos tetraédricos de oclusion
que contienen mdltiples viriones embebidos. Los viriones presentan una
nucleocapside rodeada por una envoltura de forma trilaminar, La nucleocapside
mide aprox. 260 nm de longitud y 44.2 nm de diametro. En los cortes
ultraestructurales se observa una protrusion en forma de perilla desde [a base de
la nucleocapside, la cual también ha sido observada en el Baculovirus del insecto
Autographa californica Speyer. El virion inyecta su DNA en el nicleo de la célula
hospedante a través del poro nuclear después de entrar al hepatopancreas
presumiblemente por viropexis o por fusion del viridn en sitios especificos de la
membrana. Una vez integrado en el genoma de la célula hospedante, el virus
dirige una serie de cambios morfoldgicamente reconocidos al MET. Estos cambios
caracterizan la infeccion celular durante la produccion de viriones maduros y
cuerpos de oclusién tetraédricos. Los estadios son (1) hipertrofia nuclear y
disminucion de la cromatina, segregacion del nucleoplasma en regiones del
estroma fibrilar, (2) aparicién de viriones con y sin envoltura, proliferacion de la
membrana nuclear externa y aparicién de una extensiva membrana laberfntica
contigua al reticulo endoplasmico y (3) en las infecciones avanzadas ocurre el
crecimiento, coalescencia, y paracristalizacion de los cuerpos de oclusién
tetraédricos que miden desde 0.5 a 12 pm (Couch, 1974). Los viriones no ocluidos
y los cuerpos de oclusion tetraédricos se liberan de las células epiteliales lisadas y
llegan al lumen del intestino medio para salir por el ano junto con las heces fecales

(Bruce, 1993).



B.- Distribucion y epizootiologia de BP en México: Lightner y Redman
(1989) reportaron el primerr hallazgo de BP en México y describen caracteristicas
Unicas en los crustaceos infectados, L. styfirostris. Encontraron cuerpos poliédricos
de oclusion en larvas cultivadas cerca de Guaymas, Sonora relacionadas con
mortandades hasta del 100.0 % en estanques. La infeccién aparecié primero en
protozoaeas y se incrementd en el estadio de misis hasta PL s con una frecuencia
del 80-100.0 %. Posteriormente la prevalencia y severidad decrecié en los
juveniles de 45 dias hasta que fue indetectable. Las caracteristicas al MET
concordaron con las descripciones anteriores en fa. duorarum, Fa. aztecus 'y P.
marginatus Randall . Las caracteristicas (nicas que presentd la infeccidn fue la

gran afinidad de los viriones por los micro filamentos nucleares.

Overstreet y cols. (1988) mencionaron que las infecciones por BP han
impactado historicamente la produccidn camaronera de larvas a nivel de
laboratorio y de estanques, debido a las alteraciones histopatoldgicas y mortandad
en al menos cuatro especies de camarones incluyendo a L, vannamel. Para

corroborar la patogenicidad de este virus, infectaron experimentalmente a L.
vannamei de laboratorio en las fases de PLy y PL» con rotiferos libres del virus

alimentados con algas y a los estadios de misis M2, M3 y PL1 con tejidos de
camardn sano y algas. Por otra parte, alimentaron a los estadios PL3 con rotiferos
infectados con BPy a Mp vy PLy con tejidos de camaron infectado. Cuando la

fuente de infeccion fueron adultos y juveniles para alimentar a PL3, los camarones

mostraron una infeccion patente con nucleos hipertréficos y oclusiones poliédricas
virales a los 5-6 dias P1. El examen al MET y ML mostraron infeccién viral extensiva
en muchas células del intestino anterior y casi el 80-90.0 % de las células

tubulares hepatopancreaticas mediales y proximales. La prevalencia obtenida en el



bioensayo fue del 100 %, pero en los estadios larvarios de L. vannamei el virus fue

especialmente patdgeno.

Krol y cols. (1990), observaron un reovirus en el intestino medio y epitelio de
hepatopancreas durante un estudio sobre el efecto de BP en larvas de camardn
blanco. El reovirus solo se presentd en ejemplares infectados experimentalmente
con BP. Durante su investigacidn, infectaron primero a los rotiferos Brachionus
plicatis con BP y transfirieron la infeccion a 14 nauplios de L. vannamei en los
conos Imhoff en periodos de 26 h de contacto. Nueve de los crusticeos
desarrollaron la infeccidn con evidencias clinicas y 5 de ellos una infeccion por
Reovirus. El BP se presentd al ML en cuerpos poliédricos de oclusidn y viriones en
el nicleo de las células epiteliales del hepatopancreas e intestino medio. Mientras,
la infeccidn por el reovirus se manifesté en racimos de viriones en el citoplasma del
hepatopancreas y células epiteliales del intestino medio anterior pero mas
frecuentemente en las células de reserva R y células fibrilares F. De acuerdo a la
forma, tamafio y localizacion, este ultimo correspondio al grupo de los Reovirus
pero mencionaron que es necesario realizar estudios de aislamiento, purificacién y
andlisis del AN para confirmarlo. Por otra parte, consideraron que la infeccion
experimental con 5P muestra una patogenicidad limitada debido quiza al escaso
tiempo de desarrollo. Indicaronraron que el reovirus es uno de los factores que

predisponen la adquisicidn de enfermedades.

Le Blanc y Overstreet (1990), concluyeron que la edad influencia la infeccién
con BP de acuerdo a los experimentos realizados en 7 grupos de edad. Los L.
vannamei/ mas viejos (PL's mayores de 63 dias) fueron menos susceptibles a
desarrollar infecciones patentes en comparacion con los jévenes. La prevalencia de

las infecciones nuevas disminuyo con la edad, algunas veces hasta cero. El periodo



prepatente se incrementd unos dias en las infecciones de los grupos con mayor
edad. El nimero relativo de células hepatopancredticas afectado fue del 75-80%
en las PL's de 3 dias hasta menos del 5% en los individuos entre 63-157 dias. Las

infecciones no fueron detectables en los crustaceos entre 325-454 dias de edad.

Le Blanc y cols. (1991), reportaron la relativa susceptibilidad que presentd Fa.
aztecus a la infeccién experimental con 5P, en base a reportes anteriores en 13
especies de penaeidos del Continente Americano, en los cual varié la severidad de
las epizootias, no solo de acuerdo a la especie, sino también al estadio y
condiciones de cultivo. Ademas realizaron este trabajo al observar que P. setiferus
Linnaeus, originarios de los estuarios de Mississipi no habian presentado
infecciones por BP en contraste con los juveniles de Fa. aztecus de la misma
localidad, quienes exhibieron infecciones leves o moderadas, lo cual
tentativamente sugirié que P. setiferus fue una especie mas resistente al virus. En
su estudio infectaron experimentalmente a Artemia franciscana para dosificar las
infecciones en Fa. aztecus 'y P. setiferus. La primer especie presentd un 25% de
infeccion mientras que la segunda no desarrolld signos de la virosis. Concluyeron
que L. stylirostris no es un hospedero natural aunque el resultado no fue

contundente debido a lo pequefio de la muestra (n=18).

Lightner (1993), reporté que los baculovirus son entéricos, con excepcion de
HB (Baculovirus hemacito infectante de P, monodon v P. escufentus Haswell,
Haswell; ahora PHRV) que se presenta en hemocitos. Los baculovirus causaron
severas epizootias en PL’s, larvas y juveniles, Sugirié que el diagnéstico de BP se
debe fundamentar en la observacidn de las oclusiones fetraédricas en

hepatopancreas, intestino medio o heces. Menciond que los cuerpos de oclusion

son eosinofilicos, triangulares, de 17 pm, ocurri dentro de los nicleos



hipertrofiados de los tabulos epiteliales del hepatopancreas, células epiteliales del
intestino medio y su distribucidn geografica incluyo a Ecuador (L. vannameil), Golfo

de México (Fa. aztecusy Fa. duorarum) y Hawaii.

C.- Caracterizaciéon molecular de Baculovirus penaei : E|l genoma de
BP ha sido bastante estudiado en el ambito bioldgico, bioguimico y genético.
Incluso se conoce la composicién bioguimica de la polihedrina de los cuerpos de
oclusidn. Summers y Smith (1987), determinaron la conformacion de la polihedrina
y su relacion con los baculovirus de insectos encontrando algunas reacciones
cruzadas con la del baculovirus de Aufographa calffornica y de Trichoplusia ni
(Hibner), lo cual confirma la presencia de secuencias primarias similares o de
sitios antigenicos entre la polihedrina de BP y de la de otros baculovirus de
insectos (Vialard y Richardson, 1993).

El ds DNA de BP, posee un tamaiio de 114 kb y caracteristicas estructurales
similares al DNA de los baculovirus de insectos. El DNA presenta 50-100 genes, los
cuales, durante la infeccion de una célula inician un ciclo de transcripcidon en
cascada, gobernado por genes tempranos, tardios y muy tardios. La transcripcidn
temprana es mediada por la RNA polimerasa II de la célula hospedante y empieza
antes del inicio de la replicacion del genoma. La transcripcién tardia, en contraste,
ocurre después de la replicacion y depende de la presencia de una RNA polimerasa
que es o-amanitina e inicia la transcripcion desde dentro de una secuencia
promotora y contribuye a la transcripcion de la polihedrina y del gen p10. En esta
fase también se transcriben las proteinas estructurales de la envoltura viral. Otro
de los productos de los genes tardios es la glicoproteina viral gp64 y la proteina
mayor de la capside. Ambos son genes esenciales. (Volkman y Keddie, 1990;
Bishop, 1992; Glocker y cols., 1993).



Mari y cols. (1993) realizaron la caracterizacion y clonacion parcial del
genoma del Baculovirus de P. monodon (PmSNPV=MBY), el cual es un virus
ocluido, enzootico en camarones silvestres y cultivados del Sureste de Asia.
Aislaron y purificaron al MBV determinando que este presenté forma de varilla, con
envoltura y tamafio de 265-282 nm de longitud x 68-77 nm de diametro.
Observaron que presenta ademas un Unico apéndice en cada extremidad. La
superficie presenté un aspecto estriado con una estructura en forma de gorra en
cada extremo. Encontraron que las subunidades del cuerpo de oclusion midieron
22-23 nm de diametro con forma de icosaedro. Estas subunidades, que es
polihedrina, exhibieron al menos un polipéptido mayor de 58 kD por SDS-PAGE, El
AN presentd forma superenrrollada al MET y demostraron que es DNA mediante
enzimas de restriccion, pero debido al superenrrollamiento de las moléculas de
DNA no fue posible medir el peso total del genoma. Obtuvieron cinco fragmentos
de restriccion (21 o mas, 9, 6.5, 3.5 y 2.8 kpb denominandolos con las letras A, B,
C, D y E, respectivamente) con la endonucleasa BarrHI, separandolos en geles de
agarosa para clonarlos en el sistema pUC18-DH5«. Determinaron el ndmero de
sitios de restriccion para los fragmentos B, C, D y E con las enzimas £co Rl, Eco
RV, Hind 111, Kpn 1, Pst1, Bglll, Xbal, Hinc1l, Sal 1y Sacl. Establecieron el
mapa de restriccion para los insertos que presentaron de 8.5 a 2.8 kb
correspondiendo al fragmento de restriccion clonado Bam HI. Por esta
caracteristica proponen que se incluya en el subgrupo A, subtipo SNPV de la

familia Baculoviridae y se nombre Pm SNPV de acuerdo a la guia del ICTV.

Bruce (1993) realizd la caracterizacion y clonacion parcial del genoma de 8Py
ademas determind la aplicacion de la sonda genética para detectar al virus en
muestras de camarédn mediante hibridacion "dot blot" v en cortes histologicos.
Caracterizé los fragmentos de DNA obtenidos de la clonacién del genoma clonado



y digerido con las endonucleasas de restriccion BamHI en el vector pUC18.
Determind ocho fragmentos de restriccion, los cuales presentaron 11.7, 8.2, 8.2,
4.8, 4.0, 4.0, 29 y 1.1 kpb con sitios de digestion EcoRl/HindlIl. Entre las
caracteristicas fisicas encontré que las subunidades de polihedrina midieron 17-19
nm; nucleocdpside de 306-312 nm de longitud por 62-68 nm de didmetro. Las
particulas envueltas midieron 312-320 nm de longitud y 75-87 nm de diametro.
Designd a la prueba génica B1.23; B3.9, B4.9, B8.4a y B8.4b, con un tamafio
aproximado de 1.23, 3.9, 4.9, 8.4 y 8.4 kpb, respectivamente. La sonda genica
mostrd reaccidn positiva con el DNA de BP obtenido de especimenes en Hawaii y
Mississippi, con los cuerpos de oclusion de cepas provenientes de Hawaii,
Mississippi y Ecuador y con muestras de heces y tejidos de camarones infectados
con BP, pero no reacciond con los virus REO, HPY e IHHNV. El fragmento de
restriccién que mostrd reaccidn en cortes de tejidos fue el B1.23. Mientras, las
pruebas con los fragmentos B8.4A y B8.4B mostraron reacciones moderadas. El
resto de los fragmentos presentaron reaccion leve. Esta técnica fue altamente
especifica para camarones de varias especies, observando reacciones negativas
con los virus MBV, Tipo C, HPV, cabeza amarilla e IHHNV.

D. Complejo de virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV,
WSBV, etc.): Inicialmente conocido como WSBVY, este virus fue clasificado en el
género NOB, dentro de la subfamilia Nudivaculovirinae, familia Baculoviridae,
segin el 5° Reporte del ICTV (Francki y cols., 1991). Sin embargo, en el 6°
Reporte de la ICTV la subfamilia y el género citados, no se agregan a la lista,

quedando como virus de invertebrados sin asignacion (Murphy y cols., 1995).

Otros nombres que le han sido asignados han sido: Baculovirus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética (IHHNBV), causante de la enfermedad epidérmica

explosiva del langostino ocurrida en 1993-1994 en China, (Huang y cols., 1994; Cai



y cols., 1995) Virus en forma de varilla de Ma. japonicus Bate (Inouye y cols.,
1994; Takahashi y cols., 1994) ) Baculovirus sistémico ectodérmico y mesodérmico
(SEMBV) del camaron tigre 2. monodon de Tailandia (Wongteerasupaya y cols.,
1995). Baculovirus de la mancha blanca (WSBV), asignado por Wang y cols.
{1995) y Lo y cols. (1996). Los agente (s) virales de esta enfermedad son muy
similares en tamafio (80 a 120 x 275 a 360 nm), rango geografico, signos
macroscopicos y microscopicos, por lo cual, las enfermedades causadas por estos
baculovirus no ocluidos se agrupan junto con los diversos miembros del grupo
WSBV, bajo el nombre de sindrome de la mancha blanca (WSSV), de acuerdo a la

recomendacion de Lightner (1996).

a) Caracterizacion del complejo WSSV: Debido a la amplia distribucion
geografica y de hospederos que actualmente presenta, asi como a la variacion
morfométrica ultraestructural y secuenciacidén génica, en el complejo WSSV se
reconocen aproximadamente 15 variedades (aislados geograficos o cepas), con el
mismo numero de iniciadores reportados en la literatura. Inouye y cols. (1994)
describieron al agente causal como virus no ocluidos, en forma de varilla, con
envoltura. El virion maduro midio 404 x 152 nm. El genoma viral fue identificado
como DNA no segmentado de doble cadena, aproximadamente de 163 kpb. Con
esta base, sugirieron que sea ordenado dentro de los Baculoviridae, subfamilia
Nudivaculovirinae. Redesignaron al virus como PRDV (Penaeid rod-shaped DNA
virus, anteriormente RV-PJ). Wongteerasupaya y cols. (1995) describieron viriones
como SEMBYV, los cuales midieron 276+121 nm. la nucleocldpside de lo viriones
completos de 201 £ 89 nm v las capsides vacias de 302 + 85 nm. Park y Lee
(1996) refirieron un estudio mas, derivado de epizootias en camaron, en el cual
encontraron viriones con un tamafio de 375 x 167 nm; la nucleocapside midié de

290 x 75 nm. Takahashi y cols. (1996) observaron al MET un agente viral que



causo patologia similar a los mencionados. En este caso, la longitud y anchura al
MET fue de 375 x 167 nm y la nucleocapside de 290 x 75 nm. Consideraron que
este difirid morfoldgicamente al RV-P) estudiado en Japon. Durand y cols. (1997)
estudiaron la ultraestructura de un aislado tailandés de WSSV originario de A.
monodon, inoculdandolo en L. vannameiy L. stylirostris. Al MET, los viriones fueron
observados de forma cilindrica, con una extensidon apical de la envoltura. La
nucleocdpside fue cilindrica, con extremos asimétricos y apariencia segmentada,
Indicaron que la morfogénesis viral inicia con la formacién de membranas de novo
en el nucleoplasma y por la elaboracién de tubulos largos, segmentados, vacios.
Estos tibulos se rompen después en fragmentos para formar las nucleocapsides
vacias. Después de eso, las membranas envuelven las capsides, dejando una
extremidad abierta. Las nucleoproteinas, que tienen una apariencia filamentosa,
entran a la capside a través del extremo abierto. Cuando el core estd
completamente formado, la envoltura se cierra en el extremo abierto y forma la

cola apical del virion maduro.

b) Distribucion geografica y epizootiologia: La enfermedad viral mas
reciente en América es la denominada WSSV, aunque el origen de esta inicié en
Asia. Los integrantes del complejo WSSY son muy similares en el cuadro clinico,
morfologia al MET, histopatologia e histotropismo. Los miembros de este complejo

se replican en nlcleos de las células derivadas del ectodermo y mesodermo.

En el Hemisferio Oriental ocasiond efectos devastadores en 1992,
reconociéndose como la enfermedad mas severa en camarones cultivados. Las
especies afectadas fueron F. monodon, Fenneropenaeus chinensis , Fe. indicus
Milne Edwards, Fe. penicillatus Alcocky Marsupenaeus japonicus, que constituyen

las principales especies infectadas naturalmente con el virus en los paises



asiaticos. Algunos ejemplares mostraron manchas blancas en la superficie interna
del exoesqueleto vy la mortalidad acumulativa alcanzé al 100 % después de la
aparicién de los signos clinicos. (Chen, 1995, Kasornchandra y Boonyaratpalin,
1998).

Las primeras observaciones de esta nueva entidad viral fueron realizadas en
granjas camaronicolas de Japon, donde la mortalidad en los cultivos de Ma,
Japonicus alcanzo mas del 80 %. (0.01-22.5 ). Los camarones moribundos
desarrollaron un color anormal rojizo, ademas de manchas blancas en el cuerpo
(Nakano y cols., 1994; Takahashi y cols., 1994). Inouye y cols. (1994) identificaron
al agente causal como virus, no ocluidos, en forma de varilla, con envoltura,
localizado en los nacleos de las células del epitelio cuticular del estdmago y células
linfoidales de los ejemplares Ma japonicus moribundos. A esta nueva entidad le
llama RV-P) (rod shaped nuclear virus of P. japonicus), ubicandelo en

Baculoviridae o Poly DNAviridae, tentativamente.

En 1994, sucedid otro brote de enfermedad causando serias mortalidades en
el camardn tigre P. monodon, cultivado en Tailandia. Los signos en los ejemplares
enfermos fueron una decoloracion rosa o rojiza del cuerpo, con manchas en el
interior del exoesqueleto en el cefalotorax. Las observaciones al MET mostrarcn
viriones cilindricos a elipsoidales (Asian Shrimp Culture Council 1994).
Wongteerasupaya y cols., (1995) la denominaron informalmente SEMBV por el
origen de los tejidos infectados, perteneciente al género NOB. Las caracteristicas
patoldgicas de este fueron la necrosis en tejidos derivados de ecto y mesodermo,
pero sin la formacion de los cuerpos de inclusién Cowdry tipo A.

Inouye y cols. (1994) describieron mortalidades en masa del camaron

“kuruma” Ma. japonicus. El agente etioldgico lo describieron como viriones de



forma oval, con una nucleocapside cilindrica parcialmente lenticular, de 86 x
363nm dentro de una envoltura. Con esta base, recomendaron que este sea
ordenado dentro de los Baculoviridae, subfamilia Nudivaculovirinae. Redesignaron
al virus como PRDV (Penaeid rod-shaped DNA virus, anteriormente RV-PJ) y

sugirieron denominar a la enfermedad PAV (viremia aguda de los peneidos).

Takahashi y cols. (1996) consideraron que el RV-PJ) fue importada por Japdn
de una poblacion de Ma japonicus de China. Desarrollaron un estudio para purificar
y amplificar un fragmento del DNA del RV-P] y aplicar la técnica de PCR para el
diagndstico no solo de RV-P] en Ma japonicus, sino también para el SEMBV de P
monodon, debido a que estas enfermedades presentan signos clinicos similares
causados por un virus baciliforme, no ocluidos, ocasionando serias pérdidas
econdmicas en los cultivos asiaticos. Purificaron particulas virales a partir de tejidos
infectados con RV-P] y por separado, con SEMBV, Concluyen que RV-PJ] y SEMBV
estan estrechamente relacionados, en base a estudios de clonacién vy
secuenciacion, ademas de que causan el mismos cuadro clinico, compartiendo

drganos blanco e histopatologia, excepto por la formacién de cuerpos de inclusion.

Park y Lee (1996), estudiaron una enfermedad masiva ocurrida en Fe
orfentalis Kishinouye cultivados en Corea. Las caracteristicas patolégicas de esta
enfermedad, en infecciones naturales y experimentales, fueron la decoloracion
rojiza del cuerpo y manchas blancas en el interior del caparazon.
Histopatoldgicamente  observaron necrosis masiva del drgano  linfoide,
degeneracion y necrosis del epitelio epidémico e intestino anterior, con los cuerpos
de inclusion amfofilicos a basofilicos en epitelio y branquias. Al MET se observaron
particulas virales con envoltura, no ocluidas, en forma elipsoidal o de varilla en el

interior de los nlicleos de células linfoidales e intersticiales del hepatopancreas.



Consideraron que el agente etiolégico estudiado en casos de Corea fue similar a

los baculovirus asociados con el sindrome de la mancha blanca (WSBV) ocurridos

en Taiwan.

El histotropismo de la infeccién por WSBV hospederos silvestres, P. monodon,
fue analizado por Lo y cols. (1997) en 16 partes disectadas: pleopodos, branquias,
estdbmago, musculo abdominal, hemolinfa, intestino medio, corazén, pereiopodos,
organo linfoide, integumanto, tejido nervioso, hepatopancreas, testiculos, ovario,
espermatoforos y tallo ocular. En todos los tejidos y Organos estudiados
observaron replicacién viral. Por primera vez, los estudios de hibridacion in situy
MET mostraron evidencias del WSBV en 6rganos reproductores. Sin embargo, no
observaron huevos maduros infectados, considerando que estos fueron matados

por el virus antes de la maduracion.

En 1998 se reportd un brote epizootico viral en cultivos de Fe chinensis de
Corea. El agente causal se identificd como un virus similar al WSSV de Taiwan, con
base en los signos clinicos (coloracion rojiza y manchas blancas) y a la morfologia
viral al MET. Consideraron que este difirid morfoldgicamente al RV-PJ estudiado en
Japén. Sin embargo, encuentran un producto de PCR de 643 pb con una secuencia
idéntica a la de RV-P1. Concluyeron que el agente coreano combiné caracteristicas
de WSSV y RV-P] (Takahashi y cols., 1996)

Uno de los principales portadores silvestres, de los cuales se pensaba que no
desarrollaban la enfermedad, Macrobrachium roserbergii de Man, fue estudiado
por Peng y cols. (1998), quienes observaron las manchas blancas en el
exoesqueleto, seleccionando ejemplares infectados en forma natural. Por PCR, los

productos amplificados fueron similares a los de 2. monodon y la comparacion de



los perfiles de restriccion con Hze III, Hpa II, Rsa I y Sau 3 Al no revelaron
diferencias. Un homogeneizado de los tejidos infectados de AP. moodon fue
inoculado a larvas y PL's de M. rosenbergii sanos. Después de dos dias, algunos

de los especimenes muertos fueron positivos para WSBV.

Otros hospederos silvestres estudiados, pero negativos a la infeccién por
WSSV fueron son Exopalemon orientalis, Trachypenaeus curvirostrs, M ensis De
Haan, Macrobrachium sp y Procambarus clarkii. Las jaibas Calappa lophos,
Portunus sanguinofentus (Herbst) , Charybdis granulata Lamark C. feriata tampoco
presentaron infeccidn natural, al igual que las langostas Panufirus ornatus Heller,
P. versicolor Latreille, P. longipes (Milne Edwards) y P. penicillatus Qlivier,
colectadas de las costas de Taiwan. Los casos de WSSV positivos fueron
detectados en las cuatro especies mayores de cultivo, £. monodon, Ma japonicus,
Fe penicillatus y  Metapenaeus ensis (Wang y cols.,, 1998), aunque en el
laboratorio se demostré la capacidad de las jaibas Scyfla serrata Forskal, 1775 ,
Sesarma 'y Uca pugilator como portadoras del WSSV. Kanchanaphum y cols,
(1998) infectaron experimentalmente a estos hospederos manteniendo la infeccion
viral hasta por 45 dias sin que desarrollaran un cuadro clinico de la enfermedad.
Todas ellas transfirieron la enfermedad via agua a P. monodon. Estos estudios
demostraron que las jaibas son un problema real en los sistemas de cultivo. Otros
reservorios potenciales que han sido identificados mediante estudios
experimentales son la jaiba de la arena Portunus pelagicus Linné, Scyfla serrata y
el krill Acetes sp., los cuales son capaces de transportar el agente infectivo vy
persistir por largos pericdos en el medio ambiente de las granjas camaronicolas
(Supamattaya vy cols., 1998).

En vista de la diversidad de aislados que se reportan de WSSV,
Kasornchandra y cols. (1998) analizaron aislados virales de epizootias ocurridas en

seis diferentes paises por histologia, MET y PCR. Para aplicar la Ultima técnica,



disefiaron los iniciadores 102 F1 y 102 R1. Los cambios histopatolégicos en su
totalidad fueron similares, caracterizados por degeneracién celular, hipertrofia
nuclear y marginacion de la cromatina en los tejidos de origen ecto y
mesodérmico, con la presencia de cuerpos de inclusion Cowdry, tipo A. Al MET
observa similitud en tamafio y morfometria de los seis diferentes aislados. Por PCR,
obtuvieron un producto amplificado de 520 pb en los aislados de Indonesia,
Tailandia y Malasia, pero con los aislados de Japon, China e India se presentaron

productos de peso molecular mayor a lo esperado.

Una de las principales contribuciones sobre la epizootiologia de WSSV es la
de Sudha y cols. (1998), quienes distinguieron tres tipos diferentes de epizootias
en la India, asociadas al WSSV en los cultivos de camaron P. monodon y Fe
indicus. En el Tipo I (aguda o subaguda), el nivel de severidad de infeccidn en los
tejidos fue moderada a alta, las mortalidades mas significativas ocurrieron dentro
de los 7-10 dias. Los camarones afectados presentaron prominentes manchas
blancas en el caparazon como el principal signo clinico. En el Tipo II (preagudo),
los camarones afectados mostraron una masiva coloracidn rojiza, el nivel de
severidad a los tejidos fue muy alta y las mortalidades en masa ocurrieron a los 2-
3 dias. El Tipo III (crdnico) presentd baja severidad a los tejidos, con las manchas
blancas o coloracion rojiza ausente. Las mortalidades se presentaron entre los 15 a
28 dias, pero escasas. La forma preaguda fue mas comdn en los juveniles,
mientras que la forma aguda a sub aguda y crénica fueron mas comunes en los
sub adultos y adultos. Las formas agudas y subagudas se observaron en el 60 %
de las epizootias., mientras que la forma crénica y preaguda en el 30 y 10 % de

los brotes, respectivamente.



¢) Presencia del complejo WSSV en el Continente Americano: Los
primeros casos diagnosticados de WSSV en el Hemisferio Occidental, ocurrieron
casi simultaneamente en octubre y diciembre de 1995 en granjas de L. setiferus
(Linnaeus) cultivados en Texas y Carolina del Sur, EUA (Lightner, 1996; Nunan y
Lightner, 1997). Este fue diagnosticado por histopatologia y confirmado por
hibridaciébn y PCR. E! tercer caso de WSSV fue registrado en langostinos
Procambarus clarkii, Orconectes punctimanus y Procambarus spp. del Zooldgico

Nacional en Washington, DC. (Lightner y cols., 1997), en diciembre del mismo aiio.

Debido al enorme impacto econdmico causado a la industria camaronicola
asiatica, en el periodo de 1992 a 1998, y a los focos epizooticos ocurridos en los
Estados Unidos de América, se realizaron inoculaciones experimentales con las
cepas asiaticas del WSSV en penaeidos americanos con el objeto de conocer el
efecto patolégico o bien, la susceptibilidad de estos hospederos a la infeccion.
Durand y cols. (1996) aislaron el agente de la enfermedad referida como WSS y
WSBVY, infectando experimentalmente a L. vannamei y L siylirostris con un
homogeneizado de P. monodon infectado proveniente de Tailandia. Al MET, los
viriones midieron 350 nm de longitud y 130 de ancho. Las nucleacapsides oscilaron
de 300 a 420 nm de longitud y 70-95 de anchura con una superficie segmentada.
Describieron también la presencia de particulas Unicas que no habian sido
observadas anteriormente y fueron las nucleocapsides mas usuales (400 x 120
nm).

La presencia del virus asiatico, WSSV, en Texas, EUA, planted una seria
pregunta, ¢Cémo entrd el virus al Hemisferio Occidental? La diseminacion de virus
excticos histdricamente se atribuyd a la introduccién de animates enfermos, como
sementales, en areas libres de infeccidn; aves que actuan como vectores y

transportan al agente infectivo; asi como la importacién y procesamiento de



productos alimenticios congelados. El dltimo mecanismo se consideré de mayor
importancia, debido a los elevados volumenes de alimento congelado, que son
importados por los EUA. Este pais, en 1995 import6 118, 888, 869 kg de camardn
provenientes de seis exportadores asiaticos: China, India, Tailandia, Vietnam,
Indonesia y Filipinas. De este volumen, el producto congelado, constituyd el 97 %
de todo el camardn importado (United States Department of Commerce, 1997). El
producto recibido, por lo comin fue re-empaquetado y procesado en las plantas
situadas en las costas. Los desechos sdlidos y liquidos de estas plantas fueron
desechados al mar sin un tratamiento previo. De acuerdo a los analisis efectuados
por Nunan y cols. (1998), los ensayos de infectividad, MET y PCR, han demostrado
que los virus WSSV y YHV fueron detectables e infecciosos en las importaciones

de producto congelado.

El estudio de otras especies de penaeidos americanos como hospederos
experimentales de WSSV y YHV fue realizado por Lighther y cols. (1998). En este,
las PL"s y juveniles de Fa aztecus, Fa duorarum, L. setiferusy L. vannamej fueron
inoculadas con tejidos infectados por los virus, provenientes de Asia. Los retos en
las PL's de L. setiferusy L. vannamej, resultaron en infecciones severas, mientras
que en Fa aztecus y Fa duorarum fueron menos severas. En los juveniles de L.
setiferus y L. vannamei, el WSSV causé mortalidad acumulativa del 100 %. £n Fa
aztecus, se determind una infeccion moderada, con mortalidad acumulativa del 27
%. En contraparte, fa duorarum no presentd signos de infeccidn y la mortalidad
acumulativa fue del 0 %. El YHV, en cambio, causd mortalidad severa y mortalidad
en los juveniles de las cuatro especies, pero las PL's fueron resistentes a la

infeccion, sin presentar signos tipicos de enfermedad,



La virulencia de seis aislados geograficos de WSSV en las PL's de L
vannamei y juveniles de Fa duorarum fue comparada por Wang y cols. (1999),
quienes reconocieron al WSSV como uno de los patdgenos mas importantes de
camardn, extendiéndose en la mayoria de los paises asiaticos donde se cultiva el
crustaceo, asi como en el Golfo de México y el SE de los EUA. Comparan Los
aislados originarios de China, India, Tailandia, Texas, Carolina del Sur y el aislado
de cangrejos cautivos del Zoolégico Nacional de los EUA. En el estudio, los
hospederos experimentales fueron inoculados per os con tejidos infectados. Las
infecciones resultantes fueron confirmadas por histologia. La mortalidad
acumulativa en L. vannamei alcanzd el 100 % después del reto con cada una de
los seis aislados geograficos de WSSV, en el cual, el aislado de Texas, sin
embargo, causé mortalidad mas rapida que los otros aislados. En un marcado
contraste, la mortalidad acumulativa en Fa duorarum alcanzd del 35 al 60% con
los diferentes aislados. En este, el aislado de Texas fue también el mas virulento.
En conclusidn, la virulencia varid entre cada aislado geografico de WSSV vy (a

susceptibilidad varid también con la especie y estadio de los hospederos.

Ultimamente, en el periodo de febrero a marzo de 1999, se registraron los
ultimos casos de epizootias en Nicaragua, Guatemala y Honduras. Los primeros
reportes se originaron en Honduras, a mediados de enero, observandose a los
camarones con estrés y un cuadro parecido al sindrome de Taura. Lo inusual de
aste signo fue que los cultivos de L. styfirostris fueron los mas afectados. Cabe
sefialar que el origen de las larvas fue el silvestre. Por su parte, la semilla de
laboratorio, L. vannamei fue afectada en un grado mucho menor. Este reporte,
constituyd el primer registro del WSSV en las costas del Pacifico del Continente
Americano, pues los registros anteriores estaban limitados a los organismos

silvestres y cultivados del Golfo de México (Deli Group-Ecuador and Aquaculture



Fonseca-Honduras, 1999; Carlos Lara G., Cosechas Marinas, Costa Rica, com.

pers.).

d) Caracterizacion molecular del complejo WSSV: El genoma viral fue
identificado como DNA no segmentado de doble cadena, aproximadamente de 163
kpb. Takahashi y cols. (1996) Extrajeron el DNA gendmico y efectuaron
digestiones con Eco RI/Hind 111. Insertaron los fragmentos en el sitio £co R/ Hind
111 del plasmido pGEM 3zf (+) y con los pldsmidos recombinantes transformaron
Escherichia coli XL1-BlueMRF . Emplearon la clona Pjb79, con un inserto de 889 pb
para disefiar un par de iniciadores. De acuerdo a la secuenciacion realizada v a las
reacciones de prueba, el producto amplificado mide 643 pb. Los iniciadores
disefiados fueron probados con tejido del érgano linfoide infectade con RV-PJ y
SEMBV, los cuales sirvieron como templado, concluyeron que ambos estan

estrechamente relacionados.

Un integrante mas del complejo, denominado baculovirus asociado al
sindrome de la mancha blanca fue aislada del camarén tigre P. monodon. Esta
cepa se utilizd para desarrollar una herramienta diagndstica por Lo y cols. {1996)
para la deteccion del WSBV y otros agentes infecciosos relacionados. Purificaron
los viriones y extrajeron el DNA para la construccidon de bibliotecas gendmicas.
Disefiaron dos pares de iniciadores especificos, con los cuales amplifican productos
de 1447 pb y un segundo producto de 941 pb. Consideraron que este estudio
constituye una buena herramienta para estudios comparativos de otros baculovirus
no ocluidos, tales como el RV-P) de Japdn; HHNBV de China; SEMBV de Tailandia
y WSBV de Taiwan, asi como otros baculovirus no ocluidos. Estos investigadores
emplearon iniciadores especificos para amplificar en DNA genémico del camardn

para monitorear la contaminacion del DNA de camardn en las preparaciones de



DNA gendmicas de WSBV. Con este abjetivo disefian un par de iniciadores a partir
de una region altamente conservada de la secuencia 18 s RNA de los decdpodos,
basada en las secuencias publicadas por Kim & Abele (1990). Con estos
iniciadores, se espera un producto de PCR de 848 pb, correspondiente a las
secuencias 352 — 1200 de la subunidad 18 S rRNA de Fa. aztecus Ives. Durand y
cols. (1996) después de la extraccion de los acidos nucleicos obtuvieron
fragmentos de digestion con la enzima Eco RI para efectuar la clonacion de una
parte del genoma. Caracterizaron cuatro de estos fragmentos y los utilizaron como
sondas no radioactivas, etiquetdndolas con DIG. Las sondas asi preparadas,
hibridaron con el material localizado en los nicleos de los tejidos infectados, como
son el tejido conectivo, tejido epitelial, musculo y tejido nervioso, incluyendo

también, los hemocitos.

Una herramienta diagnostica, basada en la produccion de sondas por la
tecnologia dl PCR, fue desarrollada por Nunan y Lightner (1997). Utilizaron la
informacion de secuencias de dos baculovirus de camarén, BP y MBV, para crear
iniciadores que producieron una banda de 750 pb al ser probados con WSSV de 2.

monodon como templado.
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METODOLOGIA

I. MATERIAL BIOLOGICO:
La coleccion de muestras se dividid en dos etapas, de acuerdo a los brotes

epizooticos o signos indicativos detectados en el periodo de muestreo. Las
caracteristicas patoldgicas de los ejemplares consideradas, para ser seleccionados
en el estudio, fueron la expansion de los cromatodforos rojos (camardn rojo © rosado)
en todo el cuerpo o en apéndices caudales, periopodos y pleopodos. Aunado a esto,
se consideré el desarrollo de manchas blancas en el exoesqueleto o bien, la
presencia de necrosis cuticular extensiva asociado o0 no a brotes de mortandad en
masa.

1) ORIGEN DE LAS MUESTRAS

A.- Primer muestreo (1996-1997): Las muestras infectadas fueron
colectadas en epizootias de granjas camaronicolas de los estados de Sonora, Sinaloa
y Nayarit, durante el periodo de Junio de 1996 a Octubre de 1997. La patologia,
sugestiva de una etiologia viral fue detectada en secciones de cefalotorax, tefiidas
con hematoxilina y eosina. El criterio patoldgico que se considero es el descrito por
Brock y cols. (1995); Lightner y cols. (1995) y Hasson y cols. (1996). Los sitios de

muestreo y especie de los organismos estudiados se citan a continuacion (Tabla 3;
Fig. 1).

Las muestras fueron transportadas del lugar de colecta en CO, solido, al
Centro Nacional de Sanidad Acuicola (CNSA) de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,
UANL donde se canservaron a =70 °C. Las muestras de Miami Florida y del Golfo de
California se emplearon como controles negativos durante el proceso de purificacion
de particulas y electroforesis en agarosa y acrilamida para diversos propositos (ver
diagrama de flujo de la metodologia a continuacion).
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B.- Diagrama de flujo de la metodologia utilizada

Muestreos

Primer muestreo 1996-1997
Navarit

Sinaloa

Sonora

Golfo de California

Florida, EUA

Segundo muestreo 1999
Sinaloa

Sonora

Nayarit

San Diegp, CA

Caracterizacién del TSV y la
Enfermedad que causa.

!

a) Purificacién del virus por
gradientes de densidad

b) Microscopia electrénica de las
particulas virales.

¢) Bioensayos

d) Analisis histologico de la infeccidn.

!

) Hibridacion de acidos nucleicos en membrana

e in situ.

|

f) Identificacién de proteinas virales por SDS-PAGE

U

g) Caracterizacion de acidos nucleicos virales,

Caracterizacion del WSSV
y sus enfermedades.

g

a) Signos macroscopicos.

U

b) Histopatoclogia de la infeccion.

U

¢) Identificacion del WSSV por PCR

d) Desarrollo del sistema de PCR
multiplex.

h) Extraccion de AN totales y analisis de PCR para WSSV,
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C.- Segundo muestreo: La segunda serie de muestras analizadas, fueron los
brotes epizooticos ocurridos durante los meses de Febrero a Julio de 1999 en los
estados de Sinaloa, Sonora y Nayarit. Los signos clinicos macroscdpicos
correspondian también a la expansién de cromatdforos extendiéndose en todo el
cuerpo y apéndices, similar a la anterior etapa. La especie afectada principalmente
fue también L. vannamei. Las postlarvas y los adultos jovenes, durante la etapa de
muda fueron asi mismo, los mas afectados. La diferencia en los casos clinicos fue, en
primer lugar, que no todos los camarones sobrevivientes desarrollaron la necrosis
cuticular extensiva, sino, manchas blancas, circulares, de 0.2 a 3 mm (estas Ultimas
muy escasas) aproximadamente, dificiles de detectar a simple vista. La diferencia,
con los brotes registrados en nuestro pais, fue la escasa mortalidad observada en los
estanques que fueron afectados. Las localidades estudiadas corresponden a los
estados de Sonora, Sinaloa y Navyarit, 10S cuales aparecen en la Tabla 4 y Figuras 2-
3.

Tabla 3. Sitios de muestreo y especies de camaron analizados. Junio 1996-Octubre 1997.

ORIGEN GRANJA ESPECIE
Nayarit Santos Lépez, San Blas L vannamei

Los Espejos/Matatipac, San Blas L vannamef
Sinaloa Ramdn Ahumada, Los Mochis L vannamei

Finca Camaronera de Guasave L vannamej/L

stylirostris

El Dorado, Guasave L vannamei
Sonora Maritech, San Luis Rio Colorado L vannamei
Golfo de California Silvestre L vannamei
Florida, EUA GMSB Inc., Summerland L vannamei

D.- Transporte de las muestras al laboratorio: En esta fase de trabajo, los
especimenes seleccionados se trasladaron en su mayoria vivos, con oxigeno
suplementario, en bolsas de polietileno selladas. El resto de las muestras se
preservaron en etanol 96 %, inyectandose en cefalotorax y cada uno de los
segmentos antes de depositarse en envases de plastico con etanol 96 %.
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Tabla 4, Sitios de muestreo y especies de camaron analizados. Febrero-Julio de 1999,

ORIGEN GRANJA ESPECIE
Sinaloa Granja el Thenari L vannamei
Jaiba silvestre
(Callinectes sp)

Granja Shrimp Quality L vannamei
Granja Acuavision, L vannamei
Granja El Baturi L vannamei
Acuicola Valdés L vannamei
Explotacion Acuicola L vannamei
Juventud Pesquera L vannarmei
Granja Coguasin L vannamei
S.C. y P, A. Mayocoba L vannamei
Manuel Avila Camacho L s vannamei
Acuicola Baja Mar L vannamef
Las Isabeles L. vannamej

Sonora Ejido Francisca Felix. L. stylirostris
Jorge Diaz Serrano L. stylirostris
Héroes del Campo #2 L. stylirostris
Comuneros Mayos L. stylirostris
Estero Aquiropo L. styfirostris (silvestre)

Nayarit Bahia de Matanchen, L. vannamei
Nayarit (silvestre)

San Diego, CA Agquadiagnostics Control positivo
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Fig. 1. Sitios de muestreo correspondientes a Sonora. (A) Mapa 1: Golfo de Santa Clara, San Luis Rio
Colorado; y (B) Mapa 2: Estero Siari/Atanasia, Cd, Qbregén.
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I1. PURIFICACION DEL AGENTE ETIOLOGICO.

1.- Procedimientos de ultracentrifugacion.
A.- Centrifugacién diferencial: Se utilizé la técnica descrita por Trudel y Payment

en 1993. Para cada uno de los procedimientos se emplearon de 20 a 30 ejemplares
conservados a -70 9C. Se eliming la exocuticula del cefalotorax 0 gnatotorax, para
homogeneizar los tejidos en una licuadora de cocina (Osterizer®) con 400-500 mi de
solucion amortiguadora TN (Tris-HCl 20 mM y NaCl 0.4 M, pH 7.4-7.6) frio, en
intervalos cortos de tiempo intercalandolos con enfriamiento perigdico. Este
homogeneizado fue centrifugado en tubos tipo oakridge opacos de polipropileno
(Nalgene®) a 2,000 rpm por 10 min. Después los sobrenadantes fueron
centrifugados a 5,000 rpm por 10 min recuperando también los sobrenadantes en
nuevos tubos para repetir el paso de centrifugacién a 16,000 rpm por 30 min. Las
modificaciones realizadas al procedimiento son las que recomienda Bonami y cols.
(1991). En cada una de las corridas que se describen, 0s sobrenadantes se
recuperaron en tubos limpios y estériles, mientras que los precipitados fueron re
homogeneizados y centrifugados de nuevo a la misma velocidad (antes de
descartarlos) junto con la capa de grasa de la parte superior del tubo, reuniendo los
sobrenadantes con los iniciales; los tubos se enjuagaron con 3-5 ml de solucion
amortiguadora TN y este se reunio con el material a re homogeneizar. Todas las
corridas se efectuaron a 4 °C.

Los sobrenadantes provenientes de la clarificacion a 16,000 rpm fueron
concentrados en una ultracentrifuga a 150,000 g por 2.5 h a 4°C, recuperando los
precipitados y resuspendiendolos en 500 pul de TN; posteriormente el precipitado se

dispersé en un ultrasonificador por 5 min o en jeringas de 1 ml.

B.- Extraccién con freon: De acuerdo con las recomendaciones de Bonami
(1996, com. pers.) el precipitado se homogeneizé con 1 vol. de freon (1,2,2-tricloro-
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1,2,2-trifluoroetano, Sigma ™®), agitando por 10 min y centrifugando a 2,500/10 min
para desechar el freon. A la suspencién se le agregé 0.1 g de carbdn activado (Sigma
MR) agitdndose por 5 min para filtrar posteriormente en una capa de Celite-235
enjuagandose en TN. El material extraido fue precipitado de nuevo a 150,000 g y
resuspendido en 300-1000 ml de TN. (Bonami y cols., 1990).

C.- Centrifugacion en gradientes de densidad discontinuos y lineales:
Se prepard un gradiente discontinuo de sacarosa (15-40%) con jeringas de 10 ml y
aguja 18 en tubos ultraclear (Sigma "?) depositando 700-850 ml de la suspencién
sobre el gradiente. Las corridas se efectuaron en el rotor horizontal SW 28 (Beckman
50" por 3 h a 27,000 rpm a 4°C (Bonami y col 1991). Los gradientes continuos o
lineales se prepararon de forma similar, dejandolos reposar toda la noche a 4 °C. La
recuperacion de las bandas se realizd con agujas estériles del N° 18, enjuagandolas
en 500 ml de TN y precipitandolas de nuevo a 150,000 g para efectuar bioensayos
(ver mds delante), (Hasson y cols., 1995). o preparaciones con tincion negativa al
MET para la identificacién de particulas virales (Payment y Trudel, 1993).

D.- Densidad del virus en gradiente de CsCl: Una vez realizadas las
observaciones al MET y efectuados los bioensayos, se continud con los gradientes
lineales en CsCl para conocer la densidad flotante (p en centrifugacion isopicnica). El
gradiente en CsCl se realizé manualmente en concentraciones (peso/peso) del 50 al
20 % diluido en solucidn amortiguadora TE 0.1 X (Tris-HCl 10 mM y acido etilen
diamino tetracético, EDTA, 1 mM, pH 7.4) depositandose 500 m! de la suspension
viral sobre el gradiente. La centrifugacion se efectud en un rotor horizontal SW 41
(Beckman 50™* ) a 28-35,000 rpm por 12 h a 4 °C. Al final de |a corrida se colectaron
fracciones de 500 ul en microtubos (Eppendorf M®). A cada fraccién se le determind
la absorvancia en un Espectrofotémetro Beckman™® 750 a una densidad dptica de

340 nm ( A 340) para detectar las fracciones con proteinas en la muestra.
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Posteriormente se determind el indice de refraccion de las fracciones en un
refractdmetro de Abbé marca Bausch-Lomb™™® para conocer la densidad de la fraccién
perteneciente al virus, graficandose las fracciones VS absorvancia y fracciones VS
densidad para calcular la densidad de cada fraccion. Las fracciones con lecturas
mayores fueron precipitadas a 40,000 rpm por 3 h y se confirmé al MET y
bioensayos la existencia del virus en la fraccién.

E.- Tincion negativa para microscopia electronica: La metodologia
empleada para la observacion de particulas virales en el MET, fue como sigue, una
gota (10 pl) de la suspencidn de muestra procedente del proceso de purificacién, se
depositd en Parafilm® y sobre esta se colocd una rejilla de 200 mallas (tratada
previamente con collodion/carbon) permaneciendo en contacto por 2 min. Después
se elimind el exceso de liquido absorviéndolo con papel filtro Watman. El material
depositado en la rejilla fue tefido con 4cido fosfotingstico 2 % en agua bidestilada
por 30 seg eliminando el exceso con papel filtro y dejandolo secar. En ocasiones se
utilizd acetato de uranilo filtrado en nitrocelulosa con poros de 22 nm (Alain y
Berthiaume, 1993).

II1. ENSAYOS DE BIOINFECTIVIDAD

Las bandas seleccionadas de los gradientes de sacarosa y CsCl, fueron
probadas para determinar la infectividad de las particulas virales purificadas. Con
este propdsito, el agua previamente declorada se utilizd para disolver sal marina
Ocean Instant®. Esta se estabilizé por 24 h, tal como lo recomienda el fabricante,
antes de introducir los camarones. Los acuarios fueron desinfectados previamente en
hipoclorito de calcio 1 %, enjuagandolos con abundante agua después de 15 min de
contacto, Los bioensayQs se realizaron con 15 camarones L. vannamei, de 1.5a2¢g
de peso. El indculo consistio de 20 pul de la suspencion viral purificada vy

semipurificada (diluida 1:10 en agua inyectable) aplicandose por via intramuscular en

60



el misculo caudal con una jeringa de 1 ml. El seguimiento se realizé durante 15 dias,
determinando la mortandad diaria (dias de post infeccién dpi) por acuario y las
principales caracteristicas fisico quimicas del agua como son pH, salinidad y
temperatura. Los acuarios se mantuvieron separados fisicamente y ademas, se
cubrieron con polietileno o vidrio para evitar la posible contaminacion por salpique de
agua entre los acuarios. El alimento proporcicnado a los camarones fue Ranger 0-4,
esterilizandolo con anterioridad a 120 Ib/15 min como una medida preventiva. Cada
grupo control se mantuvo en un area separada, bajo las mismas condiciones que los
anteriores, solo que a estos no se les inoculd. Los ejemplares con los signos agudos
de la enfermedad fueron procesados para MET, ML y otros procesados por
ultracentrifugacion, estos para determinar la presencia del agente causal.

IV. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DE LA CAPSIDE (SDS-PAGE)

Para determinar el peso molecular de las proteinas que constituyen la capside
de los viriones, se prepararon geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
constituidos de un gel concentrador al 6 % y un separador al 12% de acrilamida
(Laemmli, 1970). El corrimiento fue llevado a cabo usando una solucién reguladora
de fosfatos con SDS al 0.1 % vy corriente constante de 35 mA, 200 volts
recomendados para la camara vertical Mini-V 8:10 (Gibco, Life Technologies™®). Las
proteinas virales se diluyeron a razon de 1:2 con solucién amortiguadora de muestra
2X, desnaturalizandose a 100 °C por 5 min. Los marcadores de peso molecular
empleados fueron; Fosforilasa B; ovoalbumina, e inhibidor de tripsina, utilizados para
la comparacion del peso molecular de las proteinas virales. Los geles fueron tefiidos
con azul Coomassie (1.25 g disuelto en 500 mi en una solucidon metanol-acido
acético) y otra serie de geles fue tefiida con plata, segln el protocolo descrito por
Caetano-Anollés y Gresshoff {1994). Posteriormente los geles se colocados en papel
celofan y fueron deshidratados en placas de vidrio por 24 hrs para su preservacion
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permanente. La molaridad de los polipéptidos fue medida de acuerdo a su
desplazamiento electroforético (Weber y Osborn; 1969).

V.- EXTRACCION DEL GENOMA VIRAL

Una vez establecida la presencia del virus en las fracciones correspondientes,
estas se precipitaron a 150,000 g en la ultracentrifuga Beckman, resuspendiéndolas
en 400 pl de solucién amortiguadora TE en microtubos (Eppendorf ®). La
desnaturalizacion de las proteinas y liberacidn del genoma se inicid adicionando 50
ug/mi (concentracion final) de proteinasa K en presencia de SDS 1% (Gibco BRL®) a
37 °C/0.5 h (Campbell y Gerard, 1994). Inicialmente se realizaron extracciones de
acidos nucleicos totales con fenol equilibrado precipitindose con etanol (Sambrock y
cols, 1989), pero debido a los resultados poco efectivos, se procedié a realizar las
extracciones subsecuentes con Trizol ® (Gibco, BRL), agregandose 1 ml de Trizol®
homogeneizando por inversion e incubandose 5 min a temperatura ambiente.
Después se agregaron 200 mi de cloroformo y se mezclaron vigorosamente,
centrifugandose a 12,000 g/15 min./4°C. La fase superior acuosa que contiene el
RNA se transfirid a un nuevo tubo y se precipité con 0.5 ml de isopropanol/15 min a
12,000 rpm /10 min. La pastilla se lavd con etanol 75 % y se disolvié en agua DEPC
(Simms y cols., 1993). El corrimiento electroforético se efectu$ en geles de agarosa
estandar al 1% con 0.5 pl de bromuro de etidio en solucidén amortiguadora de TAE
(Tris acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M) (Voytas, 1993). Cada 4 pl de muestra fueron
diluidos con 4 ul de agua y desnaturalizada con 1 ul de SDS 20 % vy calor (70 °C por
5 min), adicionandose 1 ml de solucion amortiguadora muestra antes de depositarse
en los posos del gel. La electroforesis se efectud a 70~100 mA con una fuente de
poder Eppendorf. La naturaleza de los acidos nucleicos extraidos fue confirmada con
RNAasa (Ribonucleasa A, SIGMA ®) a una concentracién de 50 pg/ml por 30 min a
37 °C; 0.2 unidades de Nucleasa SI (SIGMA®) a 37 °C/ 5 h a 37 (DNAasa para DNA
de doble cadena) o Deoxiribonucleasa I (DNAasa 1, libre de RNAasa, SIGMA®) a 0.5
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19/15 min de acuerdo a las instrucciones del fabricante y calor (100°/3 min), segtn
Sambrook y cols. (1989).

VI. HIBRIDACION IN SITUE HIBRIDACION EN MEMBRANAS.

Una de las alternativas para la identificacion del agente causal, fue la aplicacion de
sondas de hibridacion del kit comercial Diagxotic®. La distribucién comercial de este
inicid a finales de 1998, el cual se aplicé también a los cortes de tejidos para
comparar los resultados de este estudio con el de otros investigadores. El
procedimiento que se siguid fue el que se describe en Boheringer Mannheim (1989)
y el del fabricante. La identificacion se confirmd en los ejemplares con infeccion
natural y en los ejemplares inoculados en el laboratorio mediante los bioensayos
realizados.

VIL. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

En el muestreo de Febrero-Julio de 1999 se observaron signos sugestivos de Ia
enfermedad llamada sindrome de la mancha blanca, por lo cual se utilizd la técnica
de PCR, aplicando los iniciadores descritos en la literatura asidtica (Inouye y cols.,
1994; Kasornchandra y cols., 1998; Kim y cols., 1998; Lo y cols., 1998; Park y cols.,
1998; Peng y cols., 1998; Takahashi y cols., 1994; 1996; Wang y cols., 1995), donde
esta entidad viral ha causado pérdidas importantes en la produccion camaronicola.
También en el Continente Americano, durante 1995, una serie de brotes epizooticos
se sucedieron en Texas y South Carolina. Durante el periodo comprendido de Enero
a Marzo del presente afio, se registré una mortalidad masiva en las granjas que
circundan el Golfo de Fonseca, pertenecientes a los paises de Honduras y Guatemala,
donde se identificd al agente causal como el virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV), con mortalidades de hasta el 90 % de la produccion.
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A.- Extraccion de acidos nucleicos: De cada ejemplar se tomaron 50 mg de
tejido branquial (previamente congelados con hielo seco para transportarlos al CNSA)
y se agregé 1 ml del reactivo DNAzol ® (Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Grand
Island, N.Y.). El tejido se homogeneiz con un macerador de pistilo, lisando la
muestra por pipeteo repetitivo. Después el homogeneizado fue centrifugado a 10,
000 x g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se transfirid a un nuevo microtubo,
precipitando €l DNA con 0.5 ml de etanol absoluto. El homogeneizado se mezclo por
inversién y se incubaron a temperatura ambiente por 1-3 min. La precipitacion del
DNA se completd por centrifugacién a 4 000 x g/1-2 min a temperatura ambiente. El
precipitado de DNA se lavd con etanol al 95 %, conservandolo en solucion
amortiguadora TE 1X hasta el momento de utilizarlo.

B.- Seleccion de iniciadores para la reaccion: En la literatura existe una
amplia variedad de referencias (Inouye y cols., 1994; Kasornchandra y cols., 1998;
Kim y cols., 1998; Lo y cols., 1998; Park y cols., 1998; Peng vy cols., 1998; Takahashi
y cols., 1994; 1996; Wang y cols., 1995) donde se mencionan diferentes iniciadores
para la deteccion del virus responsable del sindrome WSSV, las cuales varian segin
el aislado geografico, hospedero o variacion clinica/histopatoldgica que se observé en
los casos epizooticos. Por esta razén, se sintetizaron los siguientes iniciadores, los
cuales corresponden a agentes etioldgicos que ocasionan un aspecto patoldgico
similar en Asia (Inouye y cols., 1994; Kasornchandra y cols., 1998; Kim y cols., 1998;
Lo y cols., 1998; Park y cols., 1998; Peng y cols., 1998; Takahashi y cols., 1994;
1996, Wang y cols., 1995):

WSBV) 1F: 5"ATC TGA TGA GAC AGC CCA AG 3~
1R: 5°GGG AAT GTT AAA TAT GTA TCG G 3°(Kim y cols., 1998)

WSBV)146 F1 5 ACT ACT TTC AGC CTA TCT AG 3°
146 R1 5'TAA TGC GGG TGT AAT GTT CTT ACG 3
146 F2 5°GTA ACT GCC CCT TCC ACT TCC 3°
146 R2 5 TAC GGC AGC TGC TGC ACCTTG T 3°



146 F4 5 AGA AGG TTA GCG AAT GGA CTG 3°
146 R3 5°CGA AGA GTA GTG TTA GAA GAG GA 3'(Lo y cols,, 1996; 1958).

W55V)6581 5 TGT AGC AGC AGA GAA GAG 3
7632 5°ACT GCA CCA AAT TGT CCA CC 3"(Nunan y Lightner, 1998)
RV-P] y SEMBV) 5 GAC ACA GAT ATG CAC GCC AA 3°

5’ ACC AGT GTT TCG TCA TGG AG 3" (Takahashi y cols., 1996)
WSS) 102F1: 5 TCA CAT CGA GAC CTC TGT AC 3

102R1 5 TCT AGG ACG GAC TAT GGC AA 3 Kasorchandra y cols., 1998).
WSBV)FOO1 5 CCA GAATTG GACATG ATGTGG C 3”7

ROO2 5'GCG TCT CTG CAA ACA ATG TAG TGA 3’ (Klimpbel, com. pers., 1999)
18 S IRNA de decapodos

143F 5'TGC CTT ATC AGC TNT CGA TTG TAG 3’
145R 5°TTC AGN TTT GCA ACC ATA CTT CCC 3" (Kim y Abele, 1990; Lo y cols., 1996).

C.- Control positivo: Este consistid de un aislado tailandés del virus WSSV,
amablemente donada por el Dr. Kurt Klimpel (Aquadiagnostics, San Diego, CA). Con
este fue estandarizada la técnica, desarrollandose un protocolo de PCR simple, PCR
en dos pasos o (“nested”) y un formato de PCR mdltiple.

D.- Control negativo: Consistié en agua desionizada, estéril, en presentacion
de ampolletas de 1 ml (IMSS). También se utilizd6 DNA del plasmido p Bluescript SK*,
purificado por medio de la técnica de lisis alcalina (Birnboim y Dolly, 1979).

E.- Amplificacion del DNA del virus WSSV a partir del DNA total
extraido de los tejidos de camardon por la técnica de PCR muiltiple
(Multiplex): Las muestras de DNA usadas en el proceso de amplificacién totalizaron
0.2- a 0.3 mg/ml, agregandose 2 ul a la mezcla de reaccion. Esta contenia Tris-HCI
10 mM; pH 9 a 25 °C; KCI 50 mM; MgCI2 1.5 mM; Triton-X 0.1 %; dNTP 200 mM de
cada uno; 100 pmol de cada iniciador (146 F1/146R1; 146 F4/146R3; FOO1/R0OO01;
1F/1R; 6581/7632; 102 F1/102 R1) y 2.5 U de Platinum Taq DNA Polimerasa (Life
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Technologies, Inc., Gibco BRL, Grand Island, NY). Esta enzima permite la aplicacion
de la técnica en la modalidad conocida como “hot start”, adicionandola junto con el
resto de los componentes del cdctel. La amplificacion se efectud en un termocilador
M J Research, con el siguiente programa:

Paso 1: 94 °C 4 min

Paso 2: 55°C 1 min

Paso 3: 72 °C 3 min

Paso 4. 94 °C 1 min

Paso 5: 55° 1 min

Paso6 72°C 3 min

Paso 7: Ir al Paso 4. Repetir 30 veces,

Paso 8: 72° 5 min

Paso 9: Conservar a 4 ° por tiempo indefinido.
Paso 10: Fin.

F.- PCR simple: Las condiciones de la reaccion fueron las mismas, la variacion
fue que se agregd un par de iniciadores disefiados por Kim v cols., 1998; Klimbel (
com. pers.} o uno de los descritos por Lo vy cols. (1998).

G.- PCR en dos pasos (Nested PCR): Este se desarrollo de acuerdo a la técnica
descrita por Lo y cols, (1996, 1998) y consistié en realizar el primer PCR con el par
externo de iniciadores 146 F1/146 R1. Después de completar este primer paso, se
tomaron 10 ul de la mezcla de reaccion y se agregaron a un segundo coctel de PCR,
con el par interno de iniciadores 146 F2/146R2, sometiéndolo a una segunda ronda
de ciclos de amplificacion. Esta modalidad permite aumentar la sensibilidad hasta 10°
- 10% veces mayor que el PCR en un solo paso (Fig. 4).
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Fig. 4. Esquema de amplificacion por la técnica de PCR en dos pasos (Nested PCR) o PCR anidado).
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H.- Amplificacion del DNA de camaréon como control: En los analisis de
PCR se utilizaron iniciadores especificos para amplificar el DNA gendmico del
camarén. Lo anterior para monitorear la calidad del DNA extraido. Los iniciadores
utilizados amplifican la regidén altamente conservada de una secuencia 185 rRNA de
decapodos. Los iniciadores denominados 143 F y 145 R, amplifican un producto de
848 pares de bases (pb), que corresponden a las secuencias 352 a 1200 del rRNA
18S del camarén Fa aztecus: Las secuencias fueron obtenidas de un archivo de
secuencias de decapodos, basados en el trabajo de Kim y Abele (1990) y en el
estudio de Lo y cols. (1996) aplicado a 2. monodon.

I.- PCR en ejemplares del primer muestreo: Los mismos procedimientos
de PCR se realizaron con ejemplares congelados del primer muestreo para
determinar la posible presencia del WSSV en los ejemplares, debido al cuadro clinico
parcialmente similar que ambas etiologias presentan. Ademas de que el WSSV se
conocia desde 1993 en el Hemisferio Oriental.
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