RESULTADOS

I. CARACTERIZACION DEL VIRUS DEL SINDROME DE TAURA Y LA
ENFERMEDAD QUE CAUSA

Todos los estudios de caracterizacion se realizaron con el material colectado
en el primer muestreo. La muestra de camarones cultivados en granjas de San
Blas, Nayarit; Guasave, Los Mochis, Sinaloa y San Luis Rio Colorado, Sonora,
procesados para la deteccion del agente causal de los brotes epizooticos, fueron
positivas. En el proceso de ultracentrifugacion se aislaron particulas virales,
icosaédricas, observadas al MET (datos no mostrados). Al inocular las bandas de
los gradientes en camarones sanos, se logré reproducir la patologia tipica del virus
del sindrome de Taura (VST), descrita en L. vannamei cultivados en Ecuador
mediante los bioensayos. Para cada una de las localidades se realizd un proceso
diferente de ultracentrifugacion.

1.- Purificacion de virus por gradientes de densidad:

A.- Gradientes de sacarosa: En los gradientes discontinuos se observaron
2 6 3 bandas. La banda intermedia, situada entre el gradiente 30% y 40% fue la
que contenia la mayor cantidad de particulas virales, siendo estas por consiguiente
mas escasas en la banda superior localizada entre el gradiente 30% y 20% v la
banda inferior, localizada entre el gradiente 50 y 40% de sacarosa, tal como se
determing al MET (datos no mostrados).

Fig. 5. Purificacion de particuias virales. (A) Gradiente de cloruro de cesio donde se presentan dos
bandas analizadas (B) Tincion negativa observada al MET (25, 000 X).
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B.- Gradiente de cloruro de cesio: Las lecturas de absorvancia en las
fracciones eluidas (2 una longitud de onda de 340 nm), registradas para cada
ensayo, se complementaron la lectura del IR para determinar la densidad de las
fracciones obtenidas, segin la observacién del bandeo (Fig. 5). Los resultados
obtenidos en los cuatro procedimientos, correspondientes a cada localidad,
reportan en tres de ellos la presencia de dos importantes picos. Sin embargo uno
de los picos que se presentd con mayor acentuacion, no correspondid a la
densidad esperada del virus, sino a material identificado como restos celulares o
posibles fragmentos protéicos arrastrados durante el proceso de maceracion vy
purificacién.

La presencia evidente de un segundo pico (menos acentuado en tres
ensayos), o Unico (en el cuarto ensayo), corresponde a lecturas de 0.25 (tubo 8),
0.08 (tubo 5), 0.07 (tubo 6) y 0.5 (tubo 5) a una absorvancia de 340 nm, en los
procedimientos de purificacidn realizados en material infectado de San Blas,
Guasave, Los Mochis y San Luis Rio Colorado, respectivamente, Las lecturas del IR,
en general, fueron de 1.363, 1.364, 1.367 y 1,365 para cada una. Al aplicar la

formula:

D =10.2402 ( N ) - 12.6483

Donde p es la densidad de la fraccién en g ml * en CsCl.

N corresponde a la lectura del indice de refraccion

Los resultados indican densidades que oscilaron entre 1.31 a 1.34 g ml ™.

El ambito de las densidades calculadas, es el que corresponde a las familias
Birnaviridae (1.33 g ml ); Calciviridae) (1.33-1.39 g ml }); Nodaviridae (1.30-1.35
g ml ) y Picornaviridae (1.33-1.45 g ml %) del grupo de los RNA virus (Trudel y
Payment, 1993). En los DNA virus, los Adenoviridae presentan una densidad de
1.33-1.35. g ml ! Coincidentemente, todos ellos corresponden a virus desnudos
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(sin envoltura) (Trudel y Payment, 1993). Las lecturas de absorvancia e indices de

refraccion se describen a continuacion.

C.- Purificacién viral del material procedente de San Blas, Nayarit: El
primer pico correspondid a lecturas de absorvancia de 0.0598, 1.1903 y 0.0360. En
el segundo, el rango fue de 0.0360 a 0.0020 (Tabla 3, Fig. 6).

La absorvancia registrada en el segundo pico, que contenia las particulas
virales, fue de 0.0824 y a un IR= 1,3630. La densidad calculada (p ) con base en
el valor obtenido del IR, fue de 1.320 g ml . Estos datos son los que
corresponden a la fraccion S de los eluidos del gradiente de la muestra procesada.
Tabla 5. Absorvandia de las fracciones obtenidas de los gradientes de CsCl del material colectado

en Nayarit. Proceso de purificacion de virus a partir de casos agudos observados en L. vannamei
de granjas situadas en San Blas, Nayarit,

Tubo de A 340 nm L.R. Densidad

elucion
1 0.0598 1.3410 1.083
2 1.1903 1.3440 1.114
3 0.0360 1.3490 1.165
4 0.0669 1.3550 1.227
5 0.0824 1.3630 1.320
& 0.0050 1.3680 1,360
7 0.0030 1.3730 1.411
8 0.0020 1.3800 1.483
9 0.0020 1.3830 1,513
10 -— -~ ---
11 ~-- == -—
12 --- == i
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Fig. 6. Absorvancia y densidad en las fracciones de los gradientes eluidos de muestras de Nayarit.
(A) Absorvancia de las fracciones. (B) La densidad del segundo pico corresponde a 1.32 g/ml’.

D.- Purificacion viral del material procedente de Guasave: Las lecturas
de absorvancia del segundo pico (Fig. 7) fueron de 0.0148 a 0.0073. La lectura de
0.0786 fue la que correspondié a la fraccién de mayor concentracién de particulas
virales. La densidad correspondiente de esta, fue de 1.31-1.34 g/ m! *, de acuerdo
a las lecturas del IR obtenidos (1.3620 y 1.3670). En la Tabla 4 y Fig 7, se cita
también la lectura de densidad del primer pico donde se detectd material
proteinico, y restos celulares, la cual fue de 1,24 g/ml™.
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Tabla 6. Absorvancia de las fracciones s de los gradientes de CsCl en el proceso de purificacion de
virus @ partir de casos cronicos observados en L. vannamei de granjas situadas en Guasave,

Sinaloa.
Tubo de elucién A 340 nm LR. Densidad
1 0.0856 1.3435 1.109
2 0.2373 1.3450 1.124
3 0.0122 1.3510 1.186
) 0.0222 1.3570 1.247
5 0.0148 1.3610 1.293
6 0.0786 1.3620 1.313
7 0.0086 1.3670 1.340
8 0.0073 1.3660 1.355
9 0.0003 1.3700 1.380
10 0.0003 1.3760 1.442
11 0.0003 1.3760 1.447
12 0.0002 1.3845 1.529
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Fig. 7. Absorvancia de las fraciones de virus purificadas del material colectado de Guasave. (A)
Absorvancia y (B) densidad correspondiente de las fracciones obtenidas con base en los datos

calculados del indice de refraccion

72



E.- Purificacion viral del material procedente de Los Mochis: El
material procesado corresponde a camardn azul (L. styfirsotris). Estos organismos
eran adultos, de 20-22.1 g de peso. Los ejemplares se observaron a simple vista
con expansion de cromatdforos rojos en todo el cuerpo, particularmente en
apéndices, como son pereiopodos, pleopodos, uropodos, telson y antenas, pero a
la vez, la tercera parte de la poblacién estudiada presentd el curso crénico del
sindrome referido en otros paises latinoamericanos como sindrome de Taura. Este
consistia en necrosis cuticular extensiva, similar a la ocasionada por bacterias del
género Vibrio sp. La muestras de 5 kg de camardn, fue enviada al CNSA para
analisis, debido a la mortalidad extensiva que se detect6 en la estanqueria. Como
dato extraordinario, se menciona que el reporte del sindrome en camaron azul es
raro, debido a que no es un hospedero preferencial para el virus de Taura. La
fraccidn con las particulas virales se detectd a partir del tubo 4 (Tabla 5, Fig 8; DO
0.1855), culminando en el tubo 7 (0.0482) y terminando en el tubo 9 (0.0058).

Tabla 7. Absorvancia y densidad analizadas con muestras de L. styfirostris, cultivados en Los
Mochis, Sinaloa. La densidad se calculd como se describe en la metodologia.

Tubode | A 340 nm IR. Densidad

elucién
1 0 0081 13450 1124
2 00043 1 3460 1.146
3 0 1844 1 3500 1.175
4 0 1855 13538 1.214
& 0 6508 1 3570 1.247
6 01150 1 3600 1.278
7 0.0482 1.3630 1.320
8 0.2535 1.3670 1.350
9 (0 0058 1.3720 1.401
10 01160 1.3780 1.462
11 0 0049 1.3820 1.503
12 0 0071 1.3830 1513
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En el proceso de purificacion viral, en gradientes de cloruro de cesio, se
detectd el segundo pico, graficado con las lecturas de absorvancia a 340 nm. La
lectura correspondiente fue de 0.0492 en la fraccion 7, Fig. 8). Esta misma,
presentd una lectura de indice de refraccion de 1.3630. Al aplicar la férmula p, se
calculé una densidad de 1.320 g/cm® para la misma fraccion. Al igual que el resto
de las fracciones con esta caracteristica, ésta fue inoculada en camarones sanos,
de laboratorio, para reproducir el cuadro clinico y una segunda muestra se utilizo
para observacion al MET. Los datos obtenidos se describen en la Tabla 5, Fig. 8.
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Fig. 8 A. Grafica de absorvancia de las fracciones obtenidas en gradiente de cloruro de cesio, a
partir de las muestras colectadas en Los Mochis, Sinaloa.
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Fig. 8B. Grafica de la densidad (gml *) de cada fraccidn, obtenidos con base en las lecturas del
indice de refraccion,

F.- Purificacion viral del material procedente de San Luis Rio
Colorado: Los organismos procesados por ultracentrifugacion, corresponden a
una epizootia detectada en la fase aguda del sindrome, la cual afecté & L.
vannamel en forma masiva. Estos organismos presentaron un peso promedio de
15 g, y exhibian la expansion de cromatéforos, caracteristica de la fase

mencionada.
La densidad de la fraccion eluida, , correspondiente al tubo 5, se determind

en 1.334 gml’?, de acuerdo a la lectura de indice de refraccidn (1.3650) y a la
lectura de absorvancia (0.5337).
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Las fracciones eluidas, 4, 5 y 6 correspondieron al Unico pico detectado en los
gradientes con una densidad que correspondia a particulas virales (Tabla 6, Fig.
9).

Tabla 8. Lecturas de las muestras correspondientes a fracciones eluidas de camarones {. vannamef
en la fase aguda del sindrome, originana de San Luis, Rio Colorado.

Tubo de A 340 nm IR. Densidad

elucion
1 00020 1.3425 1.089
2 0G020 13440 1.114
3 00020 1.3460 1.140
4 00148 1.3520 1.196
5 0.5337 1.3650 1.334
6 00153 1.3980 1.667
7 0.0153 1.4000 1.698
8 0 0025 1.4010 1.696
] 0 0509 1.4110 1.801

La densidad de la fraccidn eluida del tubo 5, fue de 1.334 g ml !, de acuerdo al
[R=1.3650.
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Fig. 9 A. Grafica de absorvancia de las fracciones del material procedente de San Luis Rio Colorado,
Sonora, Note que este presentd un solo pico.
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Fig. 98. Gréfica de la densidad (g ml " ) para determinar el valor correspondiente del IR para el
tubo eluido de la fraccion 5.

2.- Microscopia electronica de transmision

A.- MET de las fracciones eluidas: Las fracciones donde se detectaron
lecturas de densidad correspondientes a particulas virales, provenientes de los
gradientes de cloruro de cesio, presentaron particulas entre un rango de 31-32 nm
de didmetro maximo, con 5 a 6 lados en la periferia, 1o cual indica que se trata de
particulas icosaédricas, segun las observaciones realizadas al MET con la tincién
negativa de acido fosfotlingstico o acetato de uranilo.

Los cuatro procedimientos realizados de acuerdo a los sitios de colecta de
material bicldgico (San Blas, Nayarit; Guasave y Los Mochis, Sinaloa y San Luis Rio
Colorado, Sonora), coincidieron al presentar particulas icosaédricas con las
dimensiones mencionadas anteriormente. En las figuras 10 y 11 se presentan las
observaciones realizadas al MET.
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Fig. 10. Microfotografia tomada a 25,000 X de particulas virales icosaédricas tefiidas con acido
fosfotingstico, donde se observa la capside electrolicida y material gendmico electrodenso.

Fig. 11. Particulas virales obtenidas de muestras de camarén infectado con VST,
procedentes de Nayarit, Sonora y Sinaloa, México (25, 000 X).

B.- MET de camarones infectados: En el tejido fijado con glutaraldehido,
proveniente de los organismos infectados, se detectaron particulas esféricas, de 31
a 32 nm de didmetro, al observarse a 132, 500 X (Fig. 12).
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Ademas de la presencia de particulas esféricas 6 icosaédricas y sin envoltura,
se observaron cristales aparentemente de fosfato de calcio. La muestra de tejido
mostrada en la figura 12, fue tomada del dorso de uno de los camarones
infectados experimentalmente.

mostrando los viriones icosaédricos, que constituyen los cuerpos de inclusion citoplasmicos (V) y
cristales de fosfato (F), 135, 200 X,

3.- Ensayos de bioinfectividad

Las caracteristicas clinicas del sindrome de Taura se observaron a partir del
segundo dia en los L. vannamei inoculados con las suspenciones virales purificadas
de camarones cultivados en Nayarit, Sinaloa y Sonora. El cuadro inicid con una
coloracion rojiza en los urdopodos y antenas y nado repentino de extremo a
extremo del acuario en forma intermitente. Los signos indicativos coincidieron con
el cuadro preagudo y agudo de la enfermedad conocida como virus del sindrome
de Taura (Lightner y cols., 1997).
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Fig. 13. Binensayo efectuado con 15 L vannamej, inoculados con particulas virales del material
colectado en Sonora y Sinaloa, bandeadas en gradiente de doruro de cesio. La tabla de datos
muestra los parametros fisicos del agua del bioensayo {(ma= mortalidad acumulativa).

A.- Indculo viral procedente de Sonora y Sinaloa: Con la suspencion
vial de ambas localidades, se obtuvo el mismo resultados de mortalidad
acumulativa y sobrevivencia (%). Dos de los ejemplares inoculados con la
suspension viral, murieron al segundo dpi, mientras que al octavo dpi, la
mortalidad acumulativa fue de 10 organismos. En la Fig. 13 se observan con
detalle los datos, quedando solo un sobreviviente con los signos indicativos
(macroscopicos) durante el experimento del primer bioensayo realizado con 15
organismos.

En los bioensayos experimentales se observé sobrevivencia del 33.3% hasta
el octavo dpi. En el décimo dpi la mortalidad aument$ al 73.3 %, pero al llegar al
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14 dpi, se registrd la maxima que fue de 93.33 %, sobreviviendo uno de 15
organismos inoculados (6.7 %, Fig. 14).

En el grupo control, constituido de 15 ejemplares del mismo origen y especie,
la mortalidad acumulativa alcanzé el 13.3 % (2 organismos) en el mismo periodo
de tiempo. Con respecto a los factores fisicos determinados, no se observaron
cambios trascendentales en el grupo control y en el grupo del ensayo de
infectividad (Fig. 13).

El indice de sobrevivencia, expresado en porcentaje, detectdndose que al
tercer dpi la sobrevivencia alcanzd el 86.7 %, disminuyendo progresivamente
hasta el 33.3 % en el noveno dpi, 26.6 % en el décimo dpi y al final del
seguimiento se detecté un 6.7 % de organismos sobrevivientes, los cuales, como

se indica anteriormente, presentaban signos clinicos del STV (Fig. 14).

B.- Indculo viral procedente de Nayarit: La mortalidad acumulativa se
mantuvo en el 20 % (3 ejemplares) del segundo al cuarto dpi (80 %) de
sobrevivencia. Del quinto al séptimo esta aument$ al 40 % (6 organismos). En el
décimo Ilegd al 93.3 %, contabilizandose 14 organismos, con un solo sobreviviente
(6.7 % de sobrevivencia). Al décimo primer dpi, el indice de sobrevivencia llego al
100 %. Los signos clinicos macroscopicos de los ejemplares se presentaron entre
el segundo y tercer dia en la poblacion inoculada, coincidiendo con los descritos

anteriormente.
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Fig. 14. Indice de sobrevivencia en los bioensayos efectuados con indculos de las localidades de
estudio.

En los bicensayos realizados, no se observod el inicio de la fase crénica que
debfa consistir en el desarrollo de lesiones cuticulares melanizadas multifocales,
descritas para el virus del sindrome de Taura (Hasson y cols., 1995).

4.- Hibridacion de acidos nucléicos

A) Hibridacién en membranas de soporte solido: Para esta fase
confirmatoria de la identificacion del agente causal, fueron seleccionadas dos
muestras (3 pl de cada una) de las fracciones obtenidas en los gradientes, mas un
control negativo que consistid en tejido de sementales sanos, de laboratorio,
provenientes de Florida, procesados con la misma técnica de ultracentrifugacion

(Fig. 15).
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Los resultados observados son los siguientes: Las fracciones eluidas de los
gradientes de cloruro de cesio presentaron resultados positivos, hibridizando con la
sonda comercial. La diferencia en la sefial de hibridacion, proporcionada por la
reduccién del substrato (BCIP/NBT), se observa mas aumentada en las muestras
de Sinaloa y menos acentuada en los eluidos de Sonora, pero esto se debe a la
concentracion de las particulas virales en la muestra eluida. El control negativo
(muestra 4) y positivo (+) se presentan en la misma membrana de prueba. La
extraccion de RNA se realizd con la técnica de Trizol, mencionada en la
metodologia.

Fig. 15: Hibridacion en membrana de soporte solido realizado en las fracciones eluidas de los
purificados virales con la sonda comercial DiagXotics. 1 - 2: Fracciones de camarones cultivados en
Sonora. 3 y 5: Fracciones de purificados virales de Sinaloa. 6 y 7: Fracciones originarias de granjas
de Nayarit. 4: Control negativo. (+) Control positivo.

B.- Hibridacion in sitir. Los cortes histologicos, preparados con secciones de
tejido proveniente de camarones con infeccion natural, asi como los cortes de
egjemplares fijados en los ensayos de bioinfectividad, presentaron reaccién con la
sonda en el citoplasma de las células infectadas con VST, asi comao el citoplasma
de las células de tejido conectivo subcuticular. Los nlcleos picndticos o
cariorecticos de las zonas lesionadas, no reaccionan con la sonda (Fig. 16 y 17).
Las fracciones eluidas de las muestras de L. styfirostris, cultivada en Los Mochis, e
inoculadas en L. vannamei, se presentan en la figura 17 A y de ejemplares

estudiados de Sonora, con el mismo resultado positivo a la sonda figura 17 B.
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Fig. 16. Corte de tejido subcuticular de camarén L, vannmi cultivdo en aarlt. El citoplasma de
las células epiteliales se observa de color plrpura al estar infectadas con el virus.

Fig. 17. Hibridacion in situ de células de tejido epitelial de la subcuticula de camardn. (A)
Subcuticula de un pereiopodo con areas reactivas a la sonda marcada con DIG. (B) Subcuticula de
la region dorsal del abdomen. El citoplasma de las células infectadas reaccionan apropiadamente
con un color purpura obscuro (flecha), pero no en los fragmentos de los niicleos cariorecticos y en
los cortes de H & E.
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5.- Microscopia de luz,

Una vez que se observaron los resultados de hibridacidn y de microscopia
electronica, algunos de los ejemplares fijados se utilizaron para determinar el
cuadro histopatoldgico causado por el virus de Taura. Los cortes, tefiidos con
hematoxilina y eosina, demaostraron la presencia de lesiones dispersas en la
subcuticula, a nivel del epitelio, constituidas por cuerpos de inclusién citoplasmicos
y esféricos, basofilicos, rodeados por células epiteliales necrdticas, segun lo refleja
la fragmentacién (cariorexis) y picnosis de los nicleos, sin observar hemocitos
alrededor del tejido necrosado (Fig. 18) en comparacion con un corte histoldgico

de un ejemplar utilizado como control negativo (Fig. 19).
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Flg. 18. Corte de epitelio subcuticular de un control negativo de L. vannamei donde se muestra la
apariencia normal del epitelio y tejido conectivo subyacente, Fig. 19. Epitelio subcuticular con
necrosis, enmarcada por la picnosis y cariorexis nuclear (flecha) junto con los cuerpos de inclusion
dtoplasmicos, esféricos. en la zona afectada.
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6.~ Electroforesis por SDS-PAGE:

Los corrimientos electroforeticos de las muestras que correspondian a los bandeos,
se realizaron con material previamente lavado en solucién amortiguador TN Y
precipitado a 45, 000 rpm.

A.- Gradiente de sacarosa: En la migracion electroforética (Fig. 20), al
graficarse los datos de la distancia recorrida (Tabla 9) ) en la abcisa x con el peso
molecular de los marcadores (Mr en kD, J), los datos se ajustaron a una curva

exponencial (y=aeb"), graficandose estos en la Fig. 21 B.
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Fig. 20. Gel de poliacrilamidacon las proteinas correspondientes a las fracciones de sacarosa. Mr=
Marcadores de peso molecular (kD); a-c) Camarones infectados con el virus de la necrosis
hipodémmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV); d-f) camarones infectados con VST; g-h)
controles negativos y camarones sanos provenientes de Costa Rica,

las bandas de proteinas que caracterizaron el corrimiento electroforético,
presentaron un peso molecular 161.21; 138.75; 130.68; 112.46; 73.89; 62.35;
47.1 y 34.89 kD. En la Fig. 21A se presentan la grafica obtenida con los datos
originales y en la Fig. 21B con el peso molecular estimado de acuerdo a la
ecuacion y=284.576 e %™ La F estimada fue de 244,244.84 con una
significancia estadistica de p< 0.01 y un coeficiente de determinacién () de 1.0
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Tabla 9. Datos numéricos de la migracion electroforética del VST semipurificado en gradientes de
sacarosa. Estos se aplicaron a la ecuacion y =ae™ para calcular el peso de las proteinas del virus.

Ecuacion y =ae™ a: 284 576
x: Migracion en mm delas Prot. Problema
y. Peso en Kda Estimado por la ecuacion |P.M real
X xb e y = Peso en Kda
19 -0 57 0 5655 161.2127
21 -063 05325 151 8051
24 072 04867 138 7484
26 -078 04584 130 6807
3 083 03945 112 4641
43 -129 02753 78 4825
45 -135 0.2592 73.8927
51 -153 02187 62,3470
60 -1.8 0.1652 47.0952
70 2.1 01224 34.8938
71 -2.13 01199 34.1811
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Fig. 21. Graficas para determinar el peso de las proteinas del virus VST semipurificado en los geles

Distancia en mm

Drstancia en mm

de poliacrilamida. (A) Peso molecular con los datos originales y. (B) datos estimados de acuerdo a

la ecuacion y =ae™.
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B.- Gradientes de cloruro de cesio: El patron electroforético de las
fracciones eluidas y seleccionadas de acuerdo a la lectura de absorvancia e indice
de refraccién se muestra en la Fig. 22, corriéndose en un gel de poliacrilamida al
10 %, Los datos originales se presentan en la Tabla 10 y en la grafica de la Fig.

23A,
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Fig. 22. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 % de las fracciones eluidas de las bandas
obtenidas en la purificacion del VST en cloruro de cesio (Mr=Marcadores de peso molecular en kD).

La electroforesis en poliacrilamida, de los bandeos realizados en cloruro de
cesio, mostraron 13 presencia de proteinas con un peso molecular de 154; 124; 72;

56.9; 54 y 38 kD.

La grafica de la Fig. 23B se realizd con base al peso molecular estimado
donde y= 210.139 e %%% X (3 significancia p = 0.0001 con un coeficiente de

determinacién r 2 de 1.0 y F = 4, 041, 887.7 (Fig. 23B).
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Tabla 10. Datos numéricos de los valores obtenidos para el peso molecular (kD) de las proteinas

electroforadas de las fracciones de cloruro de cesio.

X y peso en kD 'S
17 154 3685653 0.023094201
20 124 361525 0.018605018
21 116.5478513 0.017435059
30 72 52448684 0.010849975
36 56.90803728 0.008513687
37 54 87160207 0.008209027
40 49 46706517 0.007400485
47 3991772504 0.005971863
48 38 81549131 0.005806964
61 28.22066561 0.004221933
87 24 91015591 0.003726666
71 23 00122269 0.003450058
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Fig. 23. Graficas del peso molecular de las fracciones eluidas de cloruro de cesio. (A) Gréfica del
peso mole%lélgr con los datos originales y (B) Peso molecular estimado de acuerdo a la ecuacion y =
210.139 e #057x,

7.-Extraccion de RNA:

El proceso de extraccidn se inici6 a partir de las fracciones eluidas. Con el producto
se realizo hibridacion en membranas de soporte solido, mostrado en la Fig. 15 y se
corrid en geles de agarosa. Las bandas observadas en las fracciones de las

siguientes figuras, no fueron tan caracteristicas como esperabamos, En el primer
gel, se depositaron en los carriles 4 pl de muestra. Algunas bandas alcanzaron
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mayor area que otras (Fig. 24) por la diferente concentracién de virus en las
fracciones, pero en el carril 2 y 8 la concentracion del RNA no fue la suficiente para
observarse en el gel. En esta primer observacion no se tenia la seguridad si se
trataba de RNA 0 si este correspondia al VST. Por lo cual se realizo la hibridacion.

A~12345 6789 10

Fig. ooreS|s realizaca. con
producto de extracciones correspondientes a los
muestreos descntos en el texto. Fig. 25 B. Carril
1) Sin tratamiento. 2) Tratamiento con RNAasa.
3) Tratamiento ocon calor {100 °C) y 4)
Tratamiento con DNAasa I. Las tres primeras

Fig. 24..Andlisis del RNA obtenido de la
fracciones eluidas en geles de agarosa. E
volimen depositado fue de 4 ul por cad

carril. Las muestras ofiginales correspondian
los siguientes muestreos: 1-2: Fracoiones d

camarones cultivados en Sonora. 3 a 6 corresponden @ muestras de  Navyarit, las
Fracciones de purificados virales de Sinaloa. siguientes cuatro a muestras de Sonora v las tres
restantes a muestras de Sinaloa.

2 8: Fracciones onginanas de granjas d
Nayant.
Para asegurar la presencia de RNA en el producto de la extraccidon, una

muestra de 2 pl se trataron con DNAasa I, otros con RNAasa y la tercer muestra se
calenté a 100 °C/3 min, La presencia de acidos nucleicos persistid en la muestra
tratada con DNAasa I, pero no se detecté en la muestra tratada con calor o
RNAasa, con lo cual se concluyé que el producto de las extracciones son RNA de
cadena sencilla (Fig. 25). Lo anterior, aunado a la reaccion de hibridacidén descritos
en la Fig. 15-19 indican que el RNA analizado es de! virus causante del sindrome

de Taura en las granjas camaronicolas de México.
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subcuticula e intestino medio anterior (Fig. 29). La hipertrofia nuclear, observada
en las células dafiadas, fue mas comun en las fases tempranas de la enfermedad,
0 sea, donde estos se manifestaron como cuerpos eosinofilicos. Por el contrario,
los cuerpos de inclusion basofilicos correspondieron a las fases tardias,

observandose la cromatina marginal y atrofia nuclear.
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Fig. 29, Cuerpos de inclusién Cowdry, tipo A, producto de la multiplicacion viral en el interior de los
nlcleos de filamentos branquiales en la fase temprana de desarrollo (flecha).

El complejo de virus que causan el sindrome, se alojaron en células de origen
endotelial y mesodérmico, como se describié originalmente en brotes de Asia. En
tejido conectivo adyacente a las glandulas antenales presentaron cuerpos de
inclusion eosinofilicos (Fig. 30) en menor grado de infeccion, en comparacion a los
filamentos branquiales. Ademas de los cuerpos de inclusion se detecté necrosis
masiva en epitelio cuticular y branquias, observandose la cariorexis y picnosis
nuclear. En estos casos, el desarrollo de cuerpos de inclusion basofilicos, con la

cromatina marginal fue la mas frecuente.

Fig. 30. Tejido conectivo adyacente a las glandulas antenales con cuerpos de inclusion Cowdry.
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11, CARACTERIZACION DEL VIRUS DE LA MANCHA BLANCA
Y LA ENFERMEDAD QUE CAUSA

1. Signhos macroscépicos del causados por el WSSV: En la granja
denominada Aquicola Valdéz, se observaron algunos ejemplares con las manchas
blancas caracteristicas, descritas en casos de Asia e India desde 1992. Estas
manchas, midiéndose en exocuticulas desprendidas, presentaron un diametro de
0.1 a 3 mm (Fig. 26A) las que se presentaban aisladas. También se encontraron
grupos traslapados de manchas, midiendo estas 6-8 mm. En los organismos vivos
no se aprecian bién por el escaso contraste de la exocuticula, solo las que estan
sobre el hepatopancreas por el color obscuro de este (Fig. 26B). En la zona de
Sinaloa se detectaron estanques de L. vannamei, con brotes leves de mortalidad,
oscilando estos entre el 2 y 10 %. Los ejemplares examinados tenian un peso
promedio de 8 g, mostrando expansion de cromatdforos, resultando en una

apariencia de color rojo o rosa (Fig. 27).

s, S Nl

Fig. 26A. Manchas blancas en una exocuticula del cefalotorax de L. vannamei ., 26B: En organismos
viv0s son casi inaparentes. Los ejemplares fueron detectados en Acuicola Valdéz, Guasave, Sin.

e e e

Foto 27 A y B. Ejemplares de L. vannamei con expansién de cromatdforos (camarén rojo o rosa),
una de las expresiones clinicas de la enfermedad conocida como mancha blanca.
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En resultados de campo se encontraron signos indicativos de la enfermedad, més
sin embargo, la tasa de mortalidad reportadas no coincidieron con las registradas
normalmente en Tailandia, Japdn, India y otras localidades asiaticas, siendo estas

mas bajas.

Es necesario sefialar que la expansion de cromatdforos no es una caracteristica
patognomica del sindrome de la mancha blanca, porque este también se presenta
en el sindrome de Taura. Por este motivo se continio con los analisis
histopatologicos, para buscar al microscopio cuerpos de inclusion intranucleares
(WSSV) y cuerpos de inclusion citoplasmicos de 1 a 20 um (TSV), pues en las
localidades sefialadas en la Tabla 11, se observaron ejemplares (L. vanname/) con
signos sugestivos de la fase tardia del sindrome de Taura, la cual consiste en
necrosis cuticular extensiva, en cualquier parte del cuerpo ¢ diseminada en todo el
ejemplar (Fig. 28). Primero se describen la histopatologia de WSSV y después del

TSV.
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Fig. 28. Necrosis cuticular extensiva, sugestiva de una fase tardia del sindrome de Taura.

2.- Histopatologia de WSSV: Los cortes histopatoldgicos, tefiidos con
hematoxilina y eosina, presentaron los cuerpos de inclusibn Cowdry, Tipo A,
eosinofilicos © basofilicos e intranucleares, Estos se observaron en los tejidos
branquiales, tejido conectivo esponjoso, tejido muscular y tejido epitelial de la
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Las granjas Thenari, Shrimp Quality, Acuavision y Baturi , de Sinaloa, fueron las
localidades donde se detectaron los cuerpos de inclusion sefialados. En Sonora y
Nayarit no se encontraron cuerpos de inclusidn por microscopia de luz, o signos
macroscopicos sugestivos de WSSV, debido quizd a que se cultivd una especie
diferente, a excepcion de! Ejido Francisca Felix de Sonora, donde se observd una

patologia sugestiva (Tabla11).

3.-Histopatologia del virus del sindrome de Taura: En la Tabla 11 se
sefialan las localidades donde se detectd la presencia histopatoldgica de! sindrome
de Taura, descrito en la primer etapa del estudio. En esta no se realizd el proceso
de purificacidn, debido a que en la etapa anterior ya se tenia conocimiento de Ia
presencia de este agente infeccioso en las localidades de estudio.

En las granjas camaronicolas de Sinaloa, en nueve de ellas se encontraron L.
vannamer infectados con TSV correspondiendo a Thenari, Shrimp Quality,
Acuavision, Baturi, Acuicola Valdés, Juventud Pesquera, Coguasin y Manuel Avila
Camacho. En Matanchen, Nayarit se detectdo un brote epizootico con TSV. La fase
cronica fue la que mas predomind en la segunda etapa del estudio (Fig. 31),
afectando severamente el érgano linfoide donde se aprecio necrosis (cariorexis y

picnosis) con cuerpos de inclusion esféricos basofilicos.

Fig. 31. Lesiones histopatologicas del virus de Taura. (A) Cariorexis extensiva, (B): Cuerpos de
inclusion esféricos, citoplasmicos, caracteristicos del TSV acompaiados de necrosis severa en L.
vanname de Matanchen, Nayarit y otras localidades de Sinaloa sefialadas en el texto.
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Tabla 11. Resultados del examen histopatoldgico para deteccion del VST y WSSV.

ORIGEN GRANJA ESPECIE VST WSSSV
Sinaloa Granja el Thenari L vannamei +

Jaiba silvestre

(Callinectes sp) - .
Sinaloa Granja Shrimp Quality L vannamei + +
Sinaloa Granja Acuavision, L vannamei o+
Sinaloa Granja El Baturi L vannamej + o+
Sinaloa Acuicola valdés L vannamei + =
Sinaloa Explotacion Acuicola L vannamei - -
Sinaloa Juventud Pesquera L vannamej + -
Sinaloa Granja Coguasin L vannamef + -
Sinaloa S.C. y P, A. Mayocoba L vannamel - -
Sinaloa Manuel Avila L s vannamej + -

Camacho

Sinaloa Acuicola Baja Mar L vannamei + -
Sinaloa Las Isabeles L. vannamei - -
Sonora Ejido Francisca Felix, L. stylirostris + +
Sonora Jorge Diaz Serrano L, stylirostris + -
Sonora Héroes del Campo #2 L. stylirostris - -
Sonora Comuneros Mayos L. stviirostris + -
Sonora Estero Aquiropo L. stylirostris (silvestre) - -
Nayarit Matanchen, Nayarit L. vannamei + -

En la Tabla 11, se enlistan las localidades donde se observaron ejemplares
con TSV en Sonora y Nayarit, los cuales, también en su mayoria, exhibieron la fase
cronica del sindrome, también llamada de recuperacion. Estas fueron la granja
Francisca Felix, Jorge Diaz Serrano y Comuneros Mayos, pertenecientes a Sonora.
En Nayarit solo se detectaron casos de TSV en Matanchen.

Cabe mencionar que al comparar los resultados de Sonora y Sinaloa, la mitad
de las infecciones que se encontraron en esta segunda etapa eran mixtas, es decir,
los casos de TSV eran simultaneos a los de WSSV en los ejemplares provenientes
del mismo estanque y granja. Por ello, las bajas mortalidades descritas

anteriormente podrian ser causadas por uno u otro virus, 0 ambos.
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4.- Reaccion en cadena de la polimerasa.

A.- Calidad del DNA purificado con DNA2ol: Los primers denominados 18 S,
amplificaron fragmentos de 848 pb, correspondientes a la regidn nucleotidica 352
a 1200 de la subunidad 18 S rRNA, altamente conservada en decapodos. La Fig.
29 muestra las bandas observadas en los geles de agarosa, a partir de
extracciones de DNA de las localidades estudiadas y amplificadas con los primers
143Fy 143 R,

Fig. 32.Amplificacion por PCR del gen 18 S en
muestras de camarén, Carril a y h) DNA lader
100, marcador de pares de bases. b-c)
Ejemplares de Sonora. d-e) Ejemplares de
Sinaloa y f-g) Ejemplares de Navarit. Gel de
agarosa 1 % en TAE 1X  mostrando los
productos de amplificacion.

De esta forma, se logrd determinar si los resultados negativos eran reales, o
correspondian a un DNA con elevado contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos

u otros contaminantes que inhibieran el procedimiento de amplificacién.

B.- PCR simple 0 en un paso: El primer FOO1 y ROO2, que amplifican
productos de 306 pares de bases, fueron los que presentaron mayor eficiencia en
los procedimientos de la reaccion en cadena de la polimerasa, segin se deduce de
los resultados de la estandarizacién preliminar realizada con el DNA viral utilizado
como control positivo, Estos amplificaron el producto esperado de 306 pb de las
muestras de DNA purificadas de ejemplares cultivados en la granja Shrimp Quality,
Thenari (enviados vivos 0 en preservados en hielo) y en especimenes enviados en
etanol 96 % procedentes de Aquavision. En todas estas se cultiva el camarén
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blanco. El control positivo se observd como una banda compacta, perfectamente
definida en la posicidn 306, utilizando el marcador DNA ladder 100, el cual
presenta bandas cada 100 pb hasta 1500, y una superior de 2072. En la Fig. 30 se
observa el gel de agarosa de los productos de la reaccion, tefiidos con bromuro de

etidio,

Fig 33. Identificacion de WSSV por PCR en muestra
de comaron. Carrl a) Control Positvo, b-d) EN los canales de llamada y el

ejemplares de Shrimp Quality; f-9) camardn blanco d imen a |
Thenari preservado en hielo y transportado vivo estero  que  al ta o

respectivamente, h) ejemplares de Aquavision, i estanques de la granja Thenari, se
marcador de pares de bases Ladder 100.
encontraron jaibas, las cuales al
ser procesadas, fueron positivos a
la presencia del virus del sindrome de la mancha blanca (carril e y h de la Fig. 33).
Una muestra de L vannamei, cultivado en Baturi también resultd positiva al

amplificarse con los mismos iniciadores FOO1 y ROO2.

Las jaibas del entorno silvestre que presentaron productos amplificados, fueron
identificadas como Caflinectes sp.

Fg 34.: Identificacion de WSSV por PCR e abcdefghi]j

muestras de camardn y jaba. Carril a) Contro o

positivo; b) Jaba  silvestre del reservorio de Los iniciadoresFOO1 y  ROO2
Thenari;  y d): L. vannamei cultivado en Baturi; ¢ - amplificaron genomas virales de
Jaiba sitvestre Callinectes sp. de esteros de

Thenari; f- 9): L. stylirostris silvestre colectado e WSSV a patir del DNA total
el reservorio de  Baturi: h-1): Callinectes sp ) ]

sivestre; j) Marcador de pares de bases del DN purificado de  Callinectes  sp.

Ladder 100. colectado en Thenari (carril ¢, Fig.
35,
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nueva muestra), L. vannamei de la granja Coguasin (carril d) y Manuel Avila
Camacho (carril e), preservados en etanol 96 %. Ei producto amplificado

Fig. 35. Identificacion de WSSV por PCR en
muestras de camaron L. vannameiy jaibas
de Sinaloa. Caml a) Marcador de pares de
bases DNA lader 100, b) Control positivo.
¢) Calfinectes sp. silvestre de Thenan. d) £,
vennamel de Coguasin, €) la misma
espede culbvada en Manuel Avila
Camacho. f-g) Las Isabeles. h) Control
Negativo. Gel de agarosa al 1 % en TBE
0.5 X, tehido con bromuro de etidio.

)

correspondié a 306 pb, establecidas por su posiién con respcto al

r de
pares de bases DNA ladder 100 (Fig. 32). En esta ocasion, las muestras se
corrieron con peine de 0.8 mm de espesor, también en geles tefiidos con bromuro
de etidio. La localidad donde no se obtuvo producto amplificado fue en la granja
Las Isabeles {carriles f y g, de la Fig. 35), procesandose dos muestras de la misma
area.

C.- PCR en dos pasos y multiplex: En la estandarizacion de esta técnica el
pimer PCR se realiz6 con los iniciadores FOO1/R002 (amplifican productos de 306
pb), 146 F1/146 R1 (1447 pb), 6581/7632; RVPJ; 1F/1R (365 pb). En el segundo
PCR se adicionaron los primers internos del producto de 1447 (146 F2/146 R2);
(941 pb) y 146 F4/146R3 (775 pb). La estandarizacién se realizd con genomas
virales de variedades o cepas tailandesas, hondurefias y muestras positivas de
México descritas en la paginas anteriores.

El gel que se muestra en la Fig, 36, muestra los amplicones que se

resolvieron en la cepa tailandesa, situandose en las posiciones esperadas de 1447
pb; 941 pb y 775 pb, amplificado por los iniciadores F1/146 R1; 146 F2/146 R2 y
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146 F4/146F3, respectivamente. También se muestran los productos de
amplificacion de los primers 1F y 1R y FOO1/R0O02 (306 y 365 pb).

En la cepa hondurefia del virus de la mancha blanca, se apreciaron productos
de 306 y 365 pb, obtenidos por la técnica de PCR multiple o multiplex y productos
de 775 pares de bases. Los productos de 1447 y 941 no se amplificaron en esta
cepa.

En dos de las cepas o variedades mexicanas del virus del sindrome de la
mancha blanca, correspondientes a el DNA extraido de las jaibas, Callinectes sp.
de Thenari Sinaloa y camarones de Coguasin, ubicado en el mismo estado, los
iniciadores que amplificaron productos fueron FOO1/RO02 y 1F/IR, aprecidndose
los productos amplificados en las posiciones de 306 y 365 pb.

Fig. 36, Identificacion de WSSV por PCR multiplex
Controles taillandeses (carril b), hondurenios (c-d)

mexicanos (e-f). Gel de agarosa al 1% tefiido o
bromuro de etidio,

El resto de los iniciadores mencionados anteriormente no amplificaron los
productos esperados, aun variando la concentracion de iniciadores, enzima 7ag,

nucledtidos o bien, la temperatura de anillamiento o aumentando el nimero de
ticlos en el termociclador.

Las muestras positivas de Sinaloa y Sonora (descritas arriba)se procesaron por el
PCR mltiple y PCR en dos pasos, demastrando que los iniciadores FOO1/R0O02 y
IF/1R amplifican de manera constante al genoma viral detectada en las localidades
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mencionadas. Con respecto a los demdés iniciadores, solo en una muestra se
observd una banda tenue, ubicada en la posicion de 775 pb. También se
observaron bandas constantes de 600 pb como un producto de PCR no especifico,
originado por la introduccién de varios iniciadores en la reaccion. La Fig. 37

muestra los resultados obtenidos con la técnica descrita.

1447
941
775

Fg. 37. PCR muitiple (muitiplex) realizado en la modalidad de PCR en dos pasos, donde se
observan los productos de la reacaon con la cepa tailandesa como control {carril b); cepa
hondurefia (c-g); genoma wviral detectado en Sinaloa (h-k); y de Sonora (l), En el carril m) se
observa ef control negativo y en los carriles a) y n) el marcador de pares de bases DNA Lader 100.

Con el DNA purificado a partir de la cepa tailandesa se observaron las bandas
de 1447 pb, 941 pb, 775 pb, 365 pb y 306 pb al realizar la amplificacién con el
juego de iniciadores descritos. El resto de los iniciadores no amplificaron los
productos esperados. El DNA obtenido de camarones originarios de una epizootia
hondurefia, al procesarse con los mismos primers, se observaron productos de 775
pb, 365 pb y 306 pb. A diferencia de la cepa tailandesa, no se observaron

productos de 1447 y 941 pb.
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Con el DNA purificado de los brotes epizooticos de Sinaloa, se observaron
productos de 365 y 306 pb. Para el resto de los iniciadores no se obtuvieron
productos de PCR. Las muestras de Sinaloa correspondieron a las localiades de
Thenari, Manuel Avila Camacho, Coguasin (banda tenue de 775) y Gallinectes sp.
del canal de llamada de Thenari (carriles h-k, Fig. 37). En el carril restante se
encontrd un producto amplificado que corresponde a DNA purificado de camarén
L stylirostris, asintomatico, correspondiente a la granja Francisca Felix, en el
estero Siari, Sonora (carril |, Fig. 37).

la muestra de postlarvas enviada para andlisis de Ensenada de Los Cocos, Bahia
de Matanchen, frente a San Blas, Nayarit, se encontrd positiva para la presencia
del genoma viral. La diferencia de los amplicones o productos de PCR encontrados
en la muestra, fue que uno de los produtos de PCR, ubicados para la cepa
tailandesa y hondurefia se reveld en el gel de agarosa, por lo cual consideramos

que esta corresponde a otra cepa diferente de virus de WSSV presente en el pais.

"3

. S ey
9. 38. Comparacion de ios am

licones de 1a cepa tallandesa, hondurena y del genoma viral de 1a
epa mexicana detectada en Eﬁs:zada de Losp(?ocos, Bahia de Matanchen. (A) Primer PCR'déal
wntrol tailandes (b); ¢) muestra de las postlarvas L. vannamei de Ensenada de Los qucobs,. |.)'
control negativo, (B) El producto del pnmer PCR del control tailandes se muestra en el carril b); s(aj
¢l carril c) aparece el producto del segundo PCR de la muestra de Ensg.-nada de Los CocosI g enwg
¢l producto del segundo PCR del control tailandes. En a) y e) se colocd el marcador DNALa?:I err100'
¥ en el carril f) el control negativo. {C) En el carril a) y g) se muestra el marcador DNA Lader 100;
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by f) producto del segundo PCR del control tailandes, ¢} y d) segundo PCR de la cepa hondurefia;
e} producto del segqunde PCR del genoma viral detectado en Bahia de Los Cocos; h) control
negativo, Geles de agarosa al 1% en TAE 1 X teiiidos con bromuro de etidio y electrofaorados a 50
mA. (Ver pesos moleculares en las figuras anteriores).

En la Fig. 38 A, se muestra el primer PCR de la muestra de Bahia de Cocos, San
Blas Nayarit y el segundo PCR con los iniciadores internos del fragmento de 1447
pb. Al analizar los amplicones finales del PCR en dos pasos, encontramos una
particularidad importante, evidenciada por una banda de 775 pb (Fig. 38 B) que
s0lo se habia observado en la cepa hondurefia y la cual no se presenté en las
muestras de Sinaloa y Sonora. La comparacién entre las cepas de referencia y la
segunda variedad del genoma viral, presente en el pais, se corrobord en la
segunda reaccion realizada (38 C). En esta, encontramos que la cepa tailandesa
seguia presentando amplicones de 1447, 941, 775, 365 y 306 (carril by f). En la
cepa hondurena (Fig. 38 C, carriles ¢ y d) se presentaron los amplicones de 775,
365 y 306 pb (junto con el producto extra de 600 pb que acompaiio las reacciones
del sistema multiplex), mientras que en la muestra de postlarvas se encontraron
los amplicones sefalados en las mismas posiciones que la cepa hondurefa (Fig. 38
C, carril e).

Al observar estos resultados, primero se sospecho de la contaminacion de las
muestras en el proceso de extraccion del DNA, por lo cual se reinicié el analisis de
las muestras con tejido diferente, proveniente del congelador. Sin embargo, los
resultados fueron iguales a los sefalados en la Fig 38 A-C, encontrando también,
el mismo comportamiento correcto de los controles negativos utilizados.

D.- PCR en dos pasos con los ejemplares del primer muestreo: Los AN
extraidos de los ejemplares colectados en los sitios del primer muestreo durante
1996-1997 y conservados en el congelador arrojaron resultados negativos para la
presencia del genoma viral del WSSV. La totalidad de las muestras fueron
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SSV.
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DISCUSIONES Y CONCLUSIONES

En el d4mbito mundial, la camaronicultura actual es el reflejo de una practica
sostenida desde la década de los 70's. Paralelo al desarrollo de la industria del
cutivo del camardn, también se has desarrollado problemas sanitarios,
particularmente infecciones virales, las cuales han impactado en forma negativa la
produccion. De un solo virus (BP) que se conocia, afectando el cultivo de camarén
en 1974 (Couch, 1974), actualmente se han descrito mas de 20 anormalidades
atribuidas a virus, entre las cuales los mas severos para la industria a nivel
mundial, han sido el STV, WSSV y YHV (Lightner y cols., 1997; OIE, 1999).

En México, el cultivo del camardn como actividad comercial, se
institucionalizo alrededor de 1977, desde entonces, ha ido creciendo
paulatinamente para llegar a ser hoy en dia una fuente permanente de empleos y
generacion de divisas para gran parte de la poblacion ubicada principalmente en
las zonas costeras del Pacifico Mexicano (Garmendia Nufies, 1996).

Los resultados derivados de este estudio, al caracterizar al virus plenamente,
comprueban que fue este la causa, y no la NEC (necrosis del epitelio cuticular) el
que invadié a 40 de las 90 granjas camaroneras que operaron en Nayarit (PIINIAR,
1996), afectando el 50 % de la produccién en ese estado (500 ton de las mil gue
se esperaban cosechar. A escala mundial, el Commerce Department’s National
Oceanic and Atmosferic Administration, estima en 9 billones de délares, las
pérdidas ocasionadas por enfermedades virales. A pesar de ello, en los paises
dfectados no se han implementado programas de prevencién y control, a
excepcion de Belice, donde se establecid un programa de erradicacién que inici6
con la desinfeccion de estanques al finalizar el ciclo de cultivo, rotacion de la tierra,
dispercion de insecticidas, eliminacion de carcasas y residuos en las plantas
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procesadoras con excelentes resultados. Los programas de prevencién y control,
evitaron en Belice un impacto negativo erradicando al virus de las granjas (Dixon &

Dorado, 1997).

La diseminacién actual del TSV en el Continente Americano, es practicamente
cualquier sitio donde se cultiva camardn, con escasas excepciones, com 5on
Jamaica, Puerto Rico y Venezuela, los cuales no se citan en la literatura (Hasson y

cols,, 1999).

En 1995, Lightner y cols. estudian muestras de L. vanname/ cultivadas en
Ecuador, Pert y Colombia, los cuales presentaban la fase pre aguda y cronica del
TSV. El resultado histopatolégico indicd dreas multifocales de necrosis en epitelio
subcuticular de la superficie general del cuerpo, apéndices, branquias, intestino
posterior, esofago y estdmago. El tejido conectivo subcuticular y fibras de musculo
estriado adyacente, también se encontrd infectado. En las lesiones multifocales
encuentran los conspicuos cuerpos de inclusién, citoplasmicos, esféricos (1-20 mm
de diametro) eosinofilicos, gnsaceos o basofilicos mas la presencia de ndcleos
picnéticos y cariorécticos. Al microscopio electrdnico de transmision observan
tristales en forma de aguja en branquias, subcuticula y fibras musculares, las
cuales identifican como cristales de fosfato de calcio, pero las particulas virales no
las detectan en los cortes ultrafinos que realizaron, por lo cual estos investigadores
se inclinan por un agente tdxico como la causa de la enfermedad. A diferencia de
elios, en este estudio, las particulas virales y 10s cristales de fosfato de calcio se
observaron en el mismo campo en las observaciones efectuadas en 1996, con lo
cual se tuvo la primer evidencia de la causa de las epizootias. Sin embargo, el
estudio debia de continuar con la purificacion por ultracentrifugacion e inoculacion
de las fracciones eluidas en camarones sanos para la reproduccion del cuadro
tnico e histopatoldgico de la enfermedad, La coloracion rojiza en los uropodos,
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teison, pledpodos, pereiOpodos y antenas, corresponde a la expansién de los
cromatoforos citada por Lightner y cols., en 1995, Estos investigadores revelan que
en especimenes con estos signos se presenta una necrosis focal del epitelio, en los
bordes de los apéndices. Esto marca una fase peraguda de la enfermedad, tal
como se percibié en los ejemplares muertos en el bioensayo. Hasson y cols (1995)
logran caracterizar el agente etiolégico mediante estos procedimientos de
muestras de camarones originanas de Ecuador y Hawaii. Los virus purificados
median de 26 a 34 nm en las fracciones de muestras de Hawaii y de 24 a 34 en las
de Ecuador. Los bioensayos les permitieron reproducir la fase preaguda y la
aonica, encontrandose lesiones en drgano linfoide, similares a las que se
describen en este estudio. La densidad fiotante de las particulas segin los
resultados de Hasson y cols. (1995) fue de 1.337 g ml , y en comparacién a la
realizada en el material procedente de Sonora, Sinaloa y Navyarit, que fue de 1.31 a
134gcm 3 (indice de refraccion de 1.363, 1.364, 1.367 y 1.365), permite definir
al agente causal como el mismo virus descnto por ellos, aungue las medidas
reslizadas al microscopio electronico nos permiten establecer un didmetro de 31-

32 nm.

En los bioensayos del experimento observamos supervivencia del 50% hasta
¢l octave dpi, difiriendo notablemente de los resultados de Hasson y cols. (1995)
quienes observan sobrevivencias cercanas al 13 y al 17 % en solo 4-5 dpi. Otra de
las diferencias observadas es que el pico de mortalidad fue del 73 al 87%,
presentandose este entre el tercer y cuarto dia que durd el bioensayo.

Los indculos empleados fueron tomados de las bandas de los gradientes de
sucrosa y CsCl, a diferencia del procedimiento empleado por Hasson y cols.(1995)
quenes emplean en uno de los bioensayos un ingculo crudo, homogeneizando y

centrifugando a 30,000 rpm.
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Suponemos que esta diferencia se debe al origen de la cepa de virus, pues
ellos emplean una cepa ecuatoriana de L. vannamei infectada, inoculandola en
organismos SPF de la misma especie. En este bioensayo, los camarones no
provenian de laboratorios, sino que eran camarones silvestres por lo cual no
presentaron tanta sensibilidad al virus como I8 observada por los autores
mencionados, o bien, por la concentracion de los virus en el inoculo.

Bonami y cols. en 1997, describen también sus resultados con respecto a la
caracterizacion del agente viral del sindrome de Taura a partir de muestras
ecuatorianas y Hawaianas. Encuentran particulas icosaédricas de 31 a 32 nm de
diametro, las cuales concuerdan con las medidas realizadas en las observaciones
de las fracciones eluidas de muestras de camarones de Sinaloa, Sonora y Nayarit
reglizadas en este estudio. La densidad flotante calculada por los autores en la
caracterizacion del sindrome en muestras ecuatorianas y hawaianas fue de 1.338
+ 0.001 g/ml, difiriendo ligeramente de las lecturas encontradas en los virus
purificados procedentes de muestras del Pacifico mexicano (p =1.31 a 1.34 g cm®).
Hasson y cols (1995) consideran que el TSV debe ubicarse en la familia
Picomaviridae o Nodaviridae, mientras que Bonami y cols. (1997) lo ubican en
Picomaviridae. De acuerdo a nuestras referencias bibliograficas, Picornaviridae
presenta un didmetro de 24 30 nm con una densidad de 133 a 1.45 g/cm’; en
cambio, Nodaviridae mide 29-30 nm y su densidad oscila de 1.30 a 1.35 g/cm?
(Trudel & Payment, 1993), por ello, nos inclinamos a respaldar la sugerencia de
ubicarlo en los Nodaviridae. Bonami y cols. (1997) con la reaccion de orcinol
demuestra que el genoma del virus esta constituido por RNA, mientras que la
reaccién de la difenilamina permanecio negativa. El analisis en geles de agarosa al
1% en condiciones desnaturalizantes determina una longitud de 9 kb comparada
con marcadores de ss RNA y fue sensitivo a la digestion con MBN y RNasa A, pero
resistente a la digestion con DNasa. Resultados similares encontramos en los
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resultados descritos al realizar las digestiones con DNasa I y RNasa en el genoma
extraido con Trizol. Los picos de mortalidad acumulativa obtenida en los
bioensayos ascendieron al 60 % con el grupo inoculado con los virus de Hawaii y
64 % en el grupo ecuatoriano, extendiéndose a siete dias los experimentos de
bioinfectividad.

El andlisis de proteinas en los geles de poliacrilamida entre el estudio de
Bonami y cols (1997) vy el descrito aqui fue la diferencia mayor encontrada. Estos
investigadores determinan la presencia de tres polipéptidos mayores de 24, 40 y
55 kD y un polipéptido menor de 58 kD En los geles realizados en las fracciones
gluidas, encontramos en cambio, cuatro polipéptidos mayores, de 154, 124, 72 y
56.9 kD y dos menores, de 54 y 38 kD.

En 1997, Hasson y cols. estudian la distribucion geografica del TSY en el
Continente Americano por histopatologia e hibridacion /7 sifu. Analizan 98
muestras de las cuales, 74 (76 %) fueron positivas a la sonda, encontrando la
reaccion en las células subcuticulares y en érgano linfoide, donde al parecer, el
TSV es secuestrado durante la fase crénica de Ia infeccion. Veinticuatro de las
muestras no reaccionaron con 1a sonda de hibridacion, debido a la hidrdlisis acida
causada por el fijador Davidson que tenia un pH de 3.5 a 4.0. Solucionan este
problerna utilizando un fijador neutro (pH 6-7), llamandolo "RNA-friendly” (RF). Las
muestras analizadas fueron colectadas desde Brasil hasta South Carglina y Texas,
USA en el periodo comprendido de 1991-1996. También en 1999, Hasson y cols.
reportan la presencia del TSV en muestras de Guayas, Ecuador (1992); Tumaco,
Colombia y Tumbes, Per( (1993); Pernambuco, Brasil; Colombia; Ecuador; El
Salvador; Guaternala; Honduras; Ohau, Hawaii y Florida, EUA. En muestreos de
1995 lo detectan en Belice, Ecuador, Salvador, Honduras, México (Sonora, Sinaloa,
Guerrero, Chiapas); Nicaragua, Panama y Texas, EUA. En los muestreos de 1996 lo

108



ubican en Belice, Costa Rica, Guatemala, México (Sonora, Sinaloa y Tamaulipas),
panamd y EUA (Texas) por ensayos de hibridacion e histopatologia. Estos
encuentros apoyan fuertemente la distribucion geogréfica del TSV, indicando que
el mismo virus o cepas estrechamente relacionadas son las responsables de las
epizootias que han ocurrido en el Continente Americano desde 1992. Asi mismo,
indica que el TSV es responsable de muchas, si no todas, las epizootias de México
y Texas durante 1995 y que estas epizootias no fueron el resultado de “la
enfermedad similar al sindrome de Taura”, citando a Jiménez (1996) o bacterias
intracelulares, pues la existencia de estas dos enfermedades aln no ha sido
cientificamente establecido y documentado. Bajo esta perspectiva, concordamos
completamente con Hasson y cols. (1999), al encontrar las particulas virales,
confirmando los resultados mediante observaciones al microscopio electronico,
pases sucesivos en bioensayos, histopatologia e hibridacion, inclusive, el andlisis
del genoma viral. De hecho, los resultados de este manuscrito indican la existencia
de brotes en el presente ciclo de cultivo (Octubre de 1999) causados por el mismo
TSV en granjas localizadas en Nayarit y Sinaloa, principalmente, pero no tan
severos como los que causd en 1996-1998.

Hasta 1999, la enfermedad mas importante en la industria camaronicola del
Continente Amencano es, sin lugar a dudas, el sindrome de Taura. Lotz (1997)
estudia el efecto del tamano del hospedero (L. vanname)) con respecto a la
virllencia del TSV, como una tactica para disminuir el efecto adverso de las
infecciones en los cultivos, En los experimentos efectuados observa que el
hospedero no aumenta su tolerancia al virus al aumentar su talla de 1 a 30 g.

Hasta la fecha en que concluyd la segunda etapa, las mortalidades por el TSV

en el Continente Americano no han concluido, aunque si podemos asegurar que el
impacto es menor, debido probablemente a I3 mayor resistencia al patdgeno,
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generada por el camardn, pero también a que la practica de cultivar postlarvas
sivestres ha disminuido dramaticamente, cultivandose por lo general, larvas
certificadas producidas en laboratorios bajo condiciones sanitarias controladas,

libres del virus de Taura.

Aungue Hasson y cols. indican en sus reportes de 1995 la identificacion del
agente etiolégico del sindrome de Taura, en camaronicultivos de Ecuador y Hawaii,
asi como Bonami y cols., en 1997 (a partir de muestras de camarén de los mismos
paises mencionados), consideramos conveniente continuar con este estudio,
iniiado en 1996, al no conocer, en las granjas de México, el agente de las
epizootias de la enfermedad a la cual se le Ilamaba “sindrome del camardn rojizo”
o también, NEC (necrosis del epitelio cuticular), pues este cuadro clinico también
es causado por bactenas del género Vibrio, substancias tdxicas (pesticidas),
florecimiento de algas toxicas, toxinas cianobacterianas o bacterias intracelulares

(Brock y cols., 1994).

Con respecto a la segunda etapa de estudio, desarrollada en el primer
semestre de 1999, este se inicid al tener conocimiento de la presencia de
camarones de color rojo o rosa en la estanqueria de las granjas ubicadas en Los
Mochis, Sinaloa, aunado a mortalidades significativas que solo afectaban a L
vanname), mas no en estanqueria vecina donde se cultivaba a L. stydirostris.
Inicialmente se sospecho de la fase aguda del sindrome de Taura. Cabe aclarar,
que en 19s ciclos de cultivo de 998 no se presenciaron brotes epizooticos similares
3l0s que causa el sindrome de Taura y se consideraba esta enfermedad como un
suces0 pasado. Al iniciar los muestreos de material biologico en Los Mochis,
Guasave y Culiacan, detectamos algunos ejemplares con las “manchas blancas”,
pero otros, presentaban también necrosis generalizada en la exocuticula.
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Los resultados indicaron la presencia de WSSV, confirmandose por la reaccion
en cadena de la polimerasa la identificacidn preliminar realizada por la apariencia
macroscopica de las manchas blancas en campo y los cuerpos de inclusion
intranucleares Cowdry, tipo A en el estudio histopatoldgico.

Los resultados del cuadro clinico, histopatologia y reaccién en cadena de la
polimerasa coincidieron en cinco de los sitios de muestreo, siendo estos la granja
Thenari (camardn cultivado y jaibas silvestres Callinectes sp.), Shrimp Quality,
Acuavision, Baturi. La muestra de la granja Manuel Avila Camacho, L. styfirostris
procedente de Sonora y la de Bahia de Matanchen se diagnosticaron positivas por
PCR. La presencia de este virus en México no es tan sorpresiva si tomamos en
cuenta los casos de Nicaragua y Honduras (Lara, 1999) ocurridos en el Golfo de
Fonseca, afectando principalmente a L. styfirostris de origen silvestre. Este fue el
primer reporte de la presencia del WSSV en las costas del Pacifico del Continente
Americano, porque los primeros tres casos diagnosticados sucedieron en Texas,
Carolina del Sur y en el Zooldgica Nacional de Washington. EUA durante 1995, En
las dos primeras epizootias se reportaron pérdidas en los cultivos de L. setiferusy
en la tercera a los cangrejos de rio Procambarus spp. Y Orconectes punctimanus
(Nunan y Lightner, 1997). Las infecciones experimentales de un aislado tailandés,
realizadas por Lightner y cols. (1998) en especies americanas de camarones
indicaron también, infecciones de curso severo en L. setiferusy L. vannemej, con
mortalidades acumulativas del 100 %, aunque en Fa aztecus y Fa duorarum
mostraron cursos moderados y resistencia a la infeccién, respectivamente.

La presencia del virus del sindrome de la mancha blanca es una pregunta
dificil de responder, aunque existe una evidencia real predominante. Al estudiar
productos alimenticios congelados, en supermercados de los Estados Unidos de
Norteamérica (se importaron 119 millones de toneladas de crustaceos asiaticos)
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representados por seis exportadores asiaticos, se encontraron infectados por
WSSV y por el virus de la cabeza amarilla (este Gitimo causa serias epizootias en
Asia) por las técnicas de PCR, hibridacidn y MET. Incluso, algunas de las muestras
positivas, resultaron con  virus infecciosos al probarse en bioensayos

experimentales.

Aunque este estudio confirma la presencia del WSSV en el pais, no nos
atrevemos a asegurar que las mortalidades registradas corresponden a infecciones
de este virus al encontrarse infecciones mixtas con TSV, La cepa o aislado
geografico que se encuentra en Sinaloa y Sonora amplifica de manera constante
con los primers 1F/1R y FOO1/R0O02 que amplifican productos de 365y 306 pb.

El primer par de primers fueron disefiados por Kim y cols. (1998) a partir de
virus purificados de P. japonicus en Corea realizado por Kim y cols (1998). De
acuerdo a los resultados de estos autores, obtiene cientos de clonas a partir del
genoma viral de las fracciones purificadas. El analisis de las secuencias
nucleotidicas mostré que ninguna de las clonas mostré considerable homologia con
las de otros virus conocidos. Indica que el virus nombrado como baculovirus
asociado con el WSBV es un nuevo virus que causa enfermedad seria en
camarones.

El segundo par de primers fue disefiado por Klimpel (1999, com. pers.) a
partir de una cepa tailandesa que causa efectos desbastadores en peneidos.

En cambio, el aislado que se detectd en Nayarit, amplificd también con los

primers descritos Lo y cols (1996) quien purificé las particulas virales a partir de P.
monodon en Tailandia.
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El comportamiento de ambos aislados geograficos o cepas, al amplificarse por
PCR es diferente, por lo cual suponemos que ambos tienen diferente origen. Una
altemativa que sugerimos es la introduccidn de crustaceos congelados al pais,
realizados por cadenas de restaurantes u hoteles, debido a que antes de 1999 no
gxistian restncciones para la importacion de estos productos. Los desechos de!
procesamiento como son el, corte, procesamiento sanitario y reempacado de los
productos definitivamente van al mar o se realizan en areas cercanas a la costa,
constituyendo una fuente de infeccién para los crustaceos silvestres o cultivados,
tal como ha sido demostrado en Estados Unidos de Norteamérica (Lightner vy cols.,
1998). Otra de las alternativas es el armbo del camaron asiatico, 2. monodon a
aguas mexicanas por mar, tal como ocurrid en el sistema lagunar costera
Huizache-Camainero, Sinaloa, reportado en 1994 por Coérdova Murueta y cols.
Ambas alternativas constituyen serios objetivos que deberan analizarse en otros
estudios.

La variabilidad en las secuencias nucleotidicas de los virus gue constituyen al
complejo WSSV ha obligado a los investigadores a purificar por ultracentrifugacion
las particulas virales de las entidades geograficas donde han ocurrido mortalidades
en masa. Por esta razdn existen diversos pares de primers para la deteccion del
virus. Cabe mencionar que el protocolo de Lo y cols. (1996) es el que se utiliza
mas cominmente para estandarizar los nuevos protocolos de la reaccidn en
cadena de la polimerasa, aunque no siempre detectan la presencia del genoma
viral, como ocurrid en los casos del pais. Incluso, en Ia literatura se le denomina
con diferentes nombres como son: Virus de la necrosis baculoviral hipodérmica y
hematopoyética (IHHNVB, Huang y cols., 1994); Virus en forma de varilla de
Penagus Japonicus (RV-P), Inouye y cols., 1994; Takahashi y cols., 1994);
Baculovirus mesodérmico y ectodérmico sistemico (SEMBV, Wongteerasupaya y
cols., 1995) y Baculovirus de la mancha blanca (WSBV). Actualmente se le has ha
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llamado WSSV para uniformizar el complejo de virus con un solo nombre (Lightner,
1996), pero también porque en el 6° Reporte ICTV los Nudivaculovirinae y el
género NOB (Non-Occluded Baculovirus, solicitado por Lo y cols., 1997) no se
enlistaron, permaneciendo en la lista de virus de invertebrados sin asignacion
genérica (Murphy y cols., 1995).

La amplia diversidad de hospederos que presenta el WSSV incluyd
inicialmente a especies de peneidos asiaticos, como P, monodon, P. semisulcatus,
Marsupenaeus (P.) Jjaponicus, Fenneropenaeus chinensis (P. orientalis), Fe.
Penicillatus, Fe indicus, Fe merquiensis, Trachypenaeus curvirostrisy Metapenaeus
ensis (Wongteerasupaya, 1995; Lo y cols. 1996; Lightner y cols., 1997). En el
Hemisferio Occidental el rango de hospederos incluye a Litopenaeus setiferus, L.
vannamei' y L. stylirostris con infecciones naturales y a L. vannamei, L. stylirosttis,
L setiferus, Farfantepenaeus aztecus ¥ Fa. duorarum (Lightner y cols., 1997;
Wang, 1999). Las diferencias entre los casos asiaticos y los del Continente
Americano son que en Asia las manchas blancas del exoesqueleto son muy
prominentes, alcanzando estas de 0.5 a 3 mm de didmetro; la coloracién rosa o
rojiza del cuerpo en casos avanzados de la infeccion, letargia, pérdida del
exoesqueleto, disminucion repentina en el consumo de alimento, afecta a juveniles
de todas las edades, siendo mas severo entre el primer y segundo mes de la
siembra, las cepas inducen mortalidades del 80-100 % y son escasas las que
ocasionan mortalidades menores al 20 %. A diferencia, en el Hemisferio Occidental
las manchas blancas son dificiles de observar, aln en infecciones experimentales,
por lo cual, la ausencia de estas no es una regla para excluir una infeccién,
requiriéndose de la confirmacion por métodos mds sensitivos para un diagndstico
definitivo (Lightner y cols., 1997). En los casos revisados personalmente por el
autor, de ejemplares provenientes de Nicaragua y Honduras, el material presento
manchas blancas diminutas en escasos ejemplares, dificiles de detectar a simple
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vista (0.18 a 2 mm), solas o en aglomerados. El color rojizo del cuerpo fue similar
alos casos causados por el TSV, La mortalidad en esta ocasion (Febrero-Marzo de
1999) alcanzd del 60-80 %. En los casos estudiados de las granjas mexicanas, 105
brotes de mortalidad fueron cortos y se sucedieron entre el primer y segundo mes
de la siembra. Las mortalidades observadas por estanque fueron menores del 20

%.

Fue muy importante, en el desarrollo de la sequnda etapa, revisar el
manuscrito de Sudha y cols. (1998) porque diferencia tres tipos de epizootias
asociadas al sindrome de la mancha blanca en P. monodony Fe indicus cultivados
en la India y que coinciden con l0s casos ocurridos en México. Menciona que es
bien conocido que los signos clinicos son no especificos y por lo comdn, reflejan un
imbalance funcional de los drganos blanco. Los signos dependen del tejido blanco
de la infeccion, la carga de patdgenos, severidad de la infeccién y respuesta del
hospedero. Diferencia el tipo I de epizootias porque los camarones en cultivo
presentan manchas blancas predominantes, las mortalidades significativas tienen
un periodo de duracién de 7-10 dias en cultivos con 60-90 dias promedio. Este tipo
de epizootias se presentd en subadultos y abarco al 60 % de las epizootias
estudiadas. La forma de |3 enfermedad predominante fue la aguda. La epizootia
tipo II la caractenza porque los camarones presentan predominantemente el
Cuerpo rosa o rojizo. La duracidn de la mortalidad mas significativa ocurrié en un
periodo de 2-3 dias afectando a camarones juveniles donde se manifesto la fase
preaguda. El total de epizootias afectadas abarco al 10% de las estudiadas, en
altivos de menos de 30 dias. En contraste, al tipo III lo separa de los dos
primeros porque los camarones (subadultos) en cultivo estan saludables, las
mortalidades mas significativas abarcan periodos de 60-90 dias y la forma de
enfermedad que se presenta es la cronica. El porcentaje de epizootias
torrespondié al 30 %, con respecto al total. Los casos registrados en México, de
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acuerdo al punto de vista de Sudha y cols. (1998), quedarian ubicados en el tipo 11
por presentar los ejemplares el cuerpo rojizo o rosa y afectar a juveniles entre el
primer y segudo mes de la siembra, segln la informacion obtenida en mayoria de
s granjas que se visitaron en Sinaloa y que resultaron positivas (Thenari,
Acuavision, Batur). El caso detectado en Sonora por PCR ocurrié en ejemplares
asintomdticos, sanos y en sitios donde no se presentaron brotes, en contraste a los
(asos observados en la misma especie de hospederos cultivados en Honduras y
Nicaragua y a los resultados descritos por Lightner y cols. (1997) donde menciona
que en . stylirostris (al igual que en postlarvas y juveniles de P. vannamei, P.
setiferus, P. aztecus y P. duorarum) al ser infectados experimentalmente
desarrgllaron la enfermedad con los inoculos del virus, debido probablemente por
la diferencia en las cepas 0 aislados virales.

Wang y cols. (1999) estudia seis aislados geograficos por infecciones
experimentales, Los aislados provenian de China, India, South Carolina, Texas y el
Zocldgico Nacional en Washington y amplifica la cantidad de virus inoculandolo
primero en L. setiferus por inyeccion o en el alimento. El primer ensayo lo realiza
en 700 postiarvas (PL 30) SPF de L. vannameiy el sequndo en 75 Fa duorarumy
15 SPF de L. vannamei. La mortalidad acumulativa de L. vannamei alcanzo el 100
% después de retarlos con los seis aislados geograficos de WSSV. De los aislados,
¢ de Texas causdé mortalidades mas rapido que el resto, El aislado viral de los
langostinos fue el mas bajo. El contraste mas marcado se encontré en Fa
duorarum donde se presentaron mortalidades del 35-60% v varié de un aislado a
oo, Interesantemente, en esta especie, el aislado de Texas fue también el mas
virulento. De acuerdo al punto de vista de los autores, sugieren que existen
diferencias en la virulencia de los aislados y que la susceptibilidad varia con la
gspecie y estadio de vida del hospedero, con lo cual estamos de acuerdo al revisar
los casos del pais y compararla con los descritos en la literatura.
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Es claro, desde nuestro punto de vista, que existen en el pais dos cepas o
aislados geograficos distintos, segun lo sefalan los resultados de la reaccion en
cadena de la polimerasa. Uno de ellos ubicado en cultivos de Sinaloa y Sonora y el
sequndo en [as costas de Matanchen. Este ultimo aislado, al obtenerse de un lote
de postlarvas silvestres, presentaron productos de PCR de los que describe Lo y
cols. (1996) y que son similares a los que se observaron en los controles de
Honduras, con bandas de 775, 306 y 365 pb: Estos lotes de postlarvas finalmente
no se cultivaron (en respuesta a la norma oficial NOM-001-PESC-1999) por lo cual
no tenemos datos de sobrevivencia o mortalidad acumulativa. En los casos de
Honduras y Matanchen, los productos que no amplificaron en la reaccion fueron el

de 941 y 1447, pero que si amplifican regularmente en el control tailandés
utilizado en Ias reacciones.

En Marzo del presente afio, el gobierno mexicano a través de la SEMARNAP,
emitid la norma NOM-EM-PESC-1999 con la cual, se restringen las importaciones
de crusticeos e insumos para evitar [a introduccion de los virus mancha blanca y
cabeza amarilla al pais, debido a la mortalidad masiva ocurrida en Centroamérica a
inicos de 1999 y a los casos registrados en los Estados Unidos de Norteamérica
desde 1995. Por ello, el Centro Nacional de Sanidad Acuicola, es uno de los cuatro
laboratorios aprobados por la SEMARNAP para analizar las muestras de las
compafias importadoras de camardn para consumo humano, sementales para
produccién de larvas, postlarvas para cultivo e insumos alimenticios para los
cultivos como es la Artermia. De hecho, a la actualidad, el Laboratoric de Patologia
Molecular de! CNSA es el Unico con las instalaciones, equipo y personal capacitado
donde se realiza 1a técnica de PCR en el pais.
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