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RESUMEN

Enfermedades causadas por virus, entre ellos el virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV), se encuentran entre los
principales causales asociados con la baja productividad en la industria de
camarén. La implementacién de técnicas de diagndstico confiables es
esencial para mejorar las estrategias de control de dichas enfermedades. El
presente trabajo se destiné al desarrollo y analisis de un sistema conjunto de
PCR/dot blot para la deteccion del IHHNV. La estrategia experimental se
ejecutod en tres fases: 1) clonaje de regiones especificas del genoma viral
para la generacion del sondas nucleicas contra IHHNV, 2) optimizacion de un
protocolo de PCR/dot blot para la deteccion del virus, y 3) evaluacion del
método optimizado de diagnéstico PCR/dot blot en la determinacion de

IHHNV en muestras de Penaeus vannamei.

Las pruebas de sensibilidad y especificidad realizadas en fragmentos
de ADN viral purificado mostraron valores de deteccion del dot blot (sin PCR)
de hasta 3/, y ausencia de falsos positivos. El uso del conjunto PCR/dot
blot permitié la deteccion de hasta 0.002%9/,; de ADN objetivo, comparado con

una sensibilidad de 2?9/, de la PCR sin dot blot.

Este incremento en sensibilidad fue evidenciado durante la aplicacion
del protocolo PCR/dot blot al analisis de muestras de Penaeus vannamei. En

una poblacion de reproductores analizada, mediante PCR y PCR/dot blot, se



encontré resultados positivos para el virus en un 69.83% y 79.9%,
respectivamente; mientras que en una poblacion experimental de juveniles
los positivos estimados por ambas técnicas fueron 7.48% para PCR y 13.3%
para PCR/dot blot. A mas de incrementar el poder de deteccion de la PCR, el
dot blot permitié el diagndstico inequivoco de un numero significativo de
muestras cuyo analisis por PCR presentd resultados ambiguos. En base a
estos resultados, el uso conjunto de PCR y dot blot como técnica de
deteccion viral ofrece mayor sensibilidad y especificidad con respecto al

diagndstico basado solamente en PCR.
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INTRODUCCION

En sus inicios, que datan de los afios 1970’s (1), la acuicultura en el
Ecuador se caracterizd por su poco desarrollo tecnolégico. Este bajo nivel de
tecnologia, junto con la creciente intensificacion de los cultivos, impulsada
por la demanda de los mercados, ha contribuido al surgimiento de problemas
asociados con el deterioro de la calidad de agua y suelo, y a la ocurrencia de
enfermedades infecciosas. Las epidemias del sindrome de la mancha blanca
(WSS) y el sindrome de Taura (TSD) en los anos 1990’s fueron
especialmente negativas por su alto impacto econémico en la acuicultura del
Ecuador y del mundo (2)(3)(4)(5)(6). Eventualmente, las crecientes pérdidas
causadas por éstas y otras enfermedades en la productividad de la industria
de camarones, han promovido la implementacion de nuevas estrategias,

orientadas a minimizar el impacto de los agentes infecciosos.

Es asi, como inicia el desarrollo de nuevas tecnologias en la
camaronicultura, empezando por la obtencidn de larvas generadas en
laboratorios, reemplazando a las larvas silvestres, que se creian portadoras
de enfermedades. Posteriormente, la idea de utilizar reproductores libres de
enfermedades, para la produccion en laboratorio, de larvas de alta calidad
sanitaria, demandd que técnicas de deteccion de patdgenos a nivel molecular

fueran introducidas. Una de las técnicas de deteccion mas usadas, hasta la



actualidad, es la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR por sus siglas
en inglés (Polymerase Chain Reaction). Esta técnica, basada en la
multiplicacion de un ADN objetivo, tiene una gran aceptacion al momento de
la seleccion y control de reproductores, debido a que no es necesario
sacrificar al animal para realizar el diagndstico; mas bien, partiendo de una
pequefa muestra de tejido se puede realizar la extraccidon del material
genético y asi realizar la deteccion de un segmento genémico de interés (e;.
ADN viral). Sin embargo, la técnica como tal tiene sus limitaciones en
términos de sensibilidad y sobretodo especificidad; por lo que es aconsejable

su complementacion con otras técnicas moleculares.

El presente trabajo busca determinar la factibilidad de la
complementacion de la PCR con el dot blot para la deteccion del Virus de la
Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa, conocido como IHHNV
por sus siglas en inglés (Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis
Virus), agente asociado con el Sindrome del Enanismo y Rostro Deformado
(RDS). Esta enfermedad, en Penaeus vannamei, causa un crecimiento
retardado y heterogeneidad de tallas, produciendo una desvalorizacion
economica de la produccion. La hipétesis que se pretende evaluar plantea
que la incorporacion de una técnica para la deteccion de secuencias virales
basada en sondas nucleicas (dot blot), como complemento a una deteccion
inicial basada en PCR, resulta en un incremento en la sensibilidad y

especificidad en la deteccion del IHHNV. Estos avances permitirian



establecer estrategias mas efectivas y confiables de control de este agente
en los sistemas de produccion. Ademas, metodologias similares podrian ser
facilmente aplicables para la deteccion de otros agentes patdégenos del
camaron, utilizando algunos de los lineamientos técnicos implementados en

el presente trabajo.



CAPITULO 1

1.ANTECEDENTES

1.1 Acuicultura del camarén en el mundo

El interés por el cultivo a escala comercial del camardn inicia
por la incapacidad de satisfacer, por parte de las pesquerias, el
aumento en la demanda del mercado mundial (7). Una de las primeras
especies en ser cultivadas a gran escala fue Penaeus monodon, en el
afo de 1968 en Taiwan, ya que tuvo gran aceptacion en el mercado

japonés (8).

Debido a que la acuicultura tuvo un crecimiento acelerado, se
diversific las especies a cultivar, siendo en Asia las mas importantes:
el camaron tigre (P. monodon), camaron indico (P. indicus), camaron
banana (P. merguiensis) y camaron oriental (P. chinensis). Mientras
que, para las regiones de América Central y Suramérica, las especies
mas representativas son: el camardn blanco (P. vannamei) y el

camaron azul o mezclilla (P. stylirostris) (7).



En la actualidad, la camaronicultura representa una de las
industrias de mayor importancia en el mercado internacional de
productos marinos. Segun la FAO (9), en el 2006, el comercio mundial
de camarodn cultivado estuvo avaluado en 12 mil millones de ddlares,
un valor mayor que aquel estimado para los salmoénidos. Los
camarones penaeidos de cultivo representan actualmente el segundo
grupo mas importante de especies acuicolas en el mundo, después de
los ciprinidos cultivados a gran escala en Asia. Las especies con
mayor representacion en el mercado son P. vannamei, con mas del
60%; y P. monodon. Entre los principales paises productores de
camaron, se encuentran: China, Tailandia, Vietham, Indonesia, India,
México, Brasil, Ecuador, Myanmar y Filipinas (9). Las contribuciones
relativas de estos paises al mercado internacional de camaron se

observan en el grafico #1.

En lo que respecta al Ecuador, la camaronicultura tiene sus
inicios a finales de la década de los 1970’s en la provincia de El Oro
(1). La produccién del crustaceo tuvo un incremento rapido desde sus
comienzos, remontando la cantidad de 10000TM en el afio de 1980, y
llegando a generar 65000TM para el afio de 1988. Hasta antes de ese
afo, Ecuador fue el primer pais exportador de camarodn, siendo
superado en anos siguientes por China, pais que logré producir

100000TM en el afio de 1988 (10).
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Grafico #1. Principales paises productores de camaroén desde el afo 2003
hasta el 2006. Los porcentajes indicados representan la contribucién relativa
de cada pais a la produccion total de camarén (TM) en el mundo. Fuente:
Fishstat-FAO.

En la década de los 1990’s las exportaciones de camaron,
especialmente a Estados Unidos, llegaron a representar el segundo
rubro de ingreso econdmico para el pais, superado solamente por las
divisas generadas por la explotacidon petrolera (11). Es en medio de
este auge que la industria camaronera sufre su mas grande revés,

cuando el virus de la mancha blanca ingresa al pais y causa pérdidas



catastroficas, a tal punto que la industria se ve practicamente

paralizada (12).

En el 2001 las exportaciones de camardn ecuatoriano
(33000TM) generaron 214 millones de ddlares en ingresos, marcando
el principio de la recuperaciéon de la devastadora epidemia de mancha
blanca. Hasta Octubre del afio 2008, se exporté un total de 92000TM
de camardn, significando un ingreso de 462 millones de ddlares para
el pais. Uno de los mayores importadores de nuestro camaron es el
continente europeo, adquiriendo mas del 50% de lo exportado;
seguido por Estados Unidos, con un 43%; y Africa, Asia y el resto de

América, con un 3.5% (13).
1.2 Impacto de las enfermedades infecciosas

La incidencia de enfermedades infecciosas en la
camaronicultura es uno de los factores que mas afecta al desarrollo y
sustentabilidad de esta industria. Pérdidas cuantiosas asociadas con
brotes de patégenos han sido documentadas alrededor del mundo
(14). Lundin (1996) ha estimado que durante el afio de 1994, el total
de pérdidas mundiales como producto de las enfermedades en la
camaronicultura bordearon los 3000 millones de ddlares, tomando un

precio referencial de 5 ddlares por kilo.



Uno de los mayores agentes causales de las enfermedades del
camaroén han sido los virus (16). El virus del sindrome de la mancha
blanca (WSSV) y el virus de la cabeza amarilla (YHV) dejaron, para
Asia, una pérdida de alrededor de 1000 millones de dodlares por afio
desde 1994 (17). EI WSSV es uno de los virus mas devastadores en el
cultivo de camarones penaeidos (14), significando una pérdida
acumulativa por exportacion de 1000 millones de ddlares, para los
paises asiaticos, solo en los afios de 1996 y 1997 (18)(19). Otro virus
de importancia a nivel mundial es el virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa (IHHNV), que para los Estados Unidos
caus6 pérdidas estimadas entre 500 y 1000 millones de dodlares para

los afos comprendidos entre 1981 y 2001 (20).

Otros agentes de importancia comercial incluyen el virus del
sindrome de Taura, que causd mortalidades del 50 al 90% de la
produccion a principios de los 1990’s (3). El virus de la necrosis
muscular (IMNV), detectado inicialmente en Brasil en el 2002 (21),
produjo mortalidades del 20 al 60% (22). El nodavirus de Penaeus
vannamei (PvNV) detectado en Belice en el 2004, causé una
reduccion del 50% de la produccion en piscinas de granjas afectadas

(23).

Estas reveladoras estadisticas hacen que el control de

enfermedades infecciosas representen un area prioritaria de desarrollo



tecnologico para la camaronicultura. La implementacidon de mejores
métodos de deteccidn, estrategias de control epidemioldgico,
mejoramiento genético, bioseguridad, prevencion y tratamiento seran
esenciales para minimizar el impacto de agentes infecciosos en la

productividad camaronera en el futuro.

1.3 Principales enfermedades virales que afectan la camaronicultura

1.3.1 Sindrome de la mancha blanca

La enfermedad de la mancha blanca (WSD) se debe a la
ocurrencia del virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV)
que ha afectado a camarones cultivados en casi todas las
regiones del mundo (16). EI WSSV es caracterizado por su gran
virulencia y ha sido responsable de significativas pérdidas en la
produccion a finales del milenio pasado. El primer evento de
esta enfermedad contagiosa se detectd en Japon en 1993 e
inmediatamente en otras regiones de Asia (4)(24)(25). Para
1999, la enfermedad ya se encontraba distribuida en
Centroamérica y Suramérica, causando los mismos estragos
que en los lugares de origen (5)(6). Ademas, se conoce que el
WSSV se encuentra no solamente en camarones penaeidos y
no penaeidos, sino que también, en cangrejos, langostas y otros

crustaceos (26).



La presencia de manchas blancas, de 0.5 a 2mm de
diametro, en el interior de la superficie del exoesqueleto de los
animales moribundos y una coloracién rojiza, son signos
caracteristicos de la enfermedad (14)(16). A nivel histolégico,
este virus causa infecciones sistémicas en el camarén, con
lesiones producidas a nivel del tejido de origen ectodérmico y
mesodérmico, sin afectar el tejido endodérmico (ej. intestino
medio y el epitelio hepatopancreatico) (27). En los primeros
estadios de desarrollo viral, las células afectadas muestran
nucleos hipertrofiados, ademas de wuna inclusion central
acidofilica rojiza rodeada por un anillo azul, basofilico, de
cromatina marginada (las coloraciones rojiza, acidofilica; y
azulada, basofilica, se obtienen al usar hematoxilina y eosina).
Conforme se desarrolla la infeccion viral, la inclusién central se
expande por todo el nucleo hipertrofiado y la region basofilica

se incrementa en intensidad (2)(27).

El agente causal se caracteriza por tener una
nucleocapside envuelta, y en su interior un ADN circular de
doble cadena de aproximadamente 293kb (28). Una de las
caracteristicas morfolégicas mas notorias del WSSV es un
apéndice en una de las terminaciones del virion (29). En los

ultimos anos, este virus fue clasificado como una especie de un



nuevo género: Whispovirus, perteneciente a una nueva familia,

Nimaviridae (30).

1.3.2 Sindrome de la cabeza amarilla

El agente causal de esta enfermedad, el virus de la
cabeza amarilla (YHV), fue reportado por primera vez en
Tailandia (31), por sospecharse ser el causante de mortalidades
masivas en paises del sudeste asiatico. Poco mas tarde, una
gran area de la costa Este de India fue afectada por el sindrome
de la cabeza amarilla durante los meses de Julio y Agosto de
1994 (32). La enfermedad fue asi denominada, debido a que
uno de sus signos clinicos es una leve coloracion amarilla en el
dorso del cefalotérax, producido por la tonalidad amarillenta que
el hepatopancreas hipertrofiado desarrolla como consecuencia

de la infeccion (33).

Las grandes pérdidas causadas por el sindrome de la
cabeza amarilla en Tailandia y otros paises de Asia, estimularon
a inicios de 1996 un programa para desarrollar reservas

domésticas de P. monodon libres del YHV (34)(35).

Esta enfermedad esta asociada con procesos necroticos
en el organo linfoide. Camarones con infeccion aguda muestran

una necrosis severa; las células se observan con una



prominente picnosis nuclear y cariorrexis. Ademas, se producen
cambios degenerativos del o6rgano linfoide (31)(36)(37).
Cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos se observan en
hemocitos presentes en el hepatopancreas, los cuales parecen

estar asociados con una respuesta inflamatoria (32).

La necrosis destruye las células parenquimales del
organo linfoide y células del tejido conectivo fibroso. En una
necrosis avanzada se observa una marcada eosinofilia y una
abundancia de debris necroticos, con restos de nucleos
cariorrécticos, dando una apariencia de pimiento al 6rgano

linfoide (38).

El agente causal del sindrome de la cabeza amarilla, es
un virus de ARN de simple cadena (33); y forma parte del
conjunto de virus (6 genotipos) de la cabeza amarilla, siendo el
genotipo 1 quien causa la enfermedad (39). El YHV y los demas
genotipos, son clasificados como una sola especie dentro del

género Okavirus, perteneciente a la familia Roniviridae (40).

1.3.3 Sindrome del enanismo y rostro deformado

Conocido como RDS por sus siglas en inglés (Runt
Deformity Syndrome), el sindrome del enanismo y rostro

deformado, asociado con la presencia del virus de la necrosis



hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV), es una
enfermedad que se presenta especialmente en P. vannamei y
P. monodon (41)(42). La relacion causal entre infecciones con
IHHNV y RDS parece ser complicada, ya que se han reportado
multiples casos de infecciones asintomaticas, asi como falta de
correlacion entre presencia del virus y talla de los animales. En
un estudio en particular, se demostré que en juveniles de P.
monodon, sin signos de la enfermedad, la presencia del virus
era alta, y que la mayoria de los camarones tenian tamanos
entre 20 y 22cm de longitud, dimension muy similar a los no
infectados con el virus (43). Fendmenos similares han sido
notados en P. vannamei (Biogemar S.A., trabajos no

publicados).

RDS ha sido definida como una enfermedad cronica no
letal (44), que resulta en deformidades a nivel cuticular del
rostrum, antena, térax y abdomen, ademas de una baja tasa de
crecimiento (45). Esta disparidad en tallas, puede producir
pérdidas econdmicas del 10 al 50% en comparacion con el
ingreso producido por lotes libres de RDS (46). Cabe recalcar
que, en al menos una especie de camarones penaeidos (P.

stylirostris), el IHHNV es un agente altamente virulento,



causando altas tasas de mortalidad, tanto en la produccion a

nivel comercial, como en infecciones experimentales (44).

Las células afectadas por IHHNV muestran inclusiones
eosindfilas en un nucleo alargado, donde la cromatina se
encuentra desplazada hacia los bordes (47); también
denominadas como inclusiones de Cowdry del tipo A.
Generalmente, las células afectadas son de origen
mesodérmico, donde constan el tejido hematopoyético, las
glandulas antenales, las génadas, el 6rgano linfoide, el tejido
conectivo y el musculo estriado; y de origen ectodérmico, que
incluyen las branquias, la epidermis cuticular, el epitelio
hipodérmico de la parte anterior y posterior del intestino,

cordones y ganglios nerviosos (2)(41).

1.3.4 Sindrome de Taura

El sindrome de Taura (TS) fue descrito por primera vez
en Ecuador en el afio de 1992, en P. vannamei localizados
cerca de la desembocadura del rio Taura (47). Esta es una de
las principales enfermedades que afectan a camarones
penaeidos, causando un fuerte impacto econémico en la

industria acuicola (48).



Inicialmente, el TS se atribuyd al uso de fungicidas
utilizados por las bananeras de la regiébn para combatir la
Sigatoka negra, producida por el hongo Mycosphaerella
fijiensis; hasta que Hasson et al. (1995) revelaron un agente
viral como causa de la enfermedad de Taura. El agente fue
denominado como el virus del sindrome de Taura, conocido
como TSV (Taura Syndrome Virus), y estda ampliamente
distribuido en las Américas (50) y en el sureste de Asia, donde

ha causado grandes pérdidas (51).

El TSV tiene forma icosaédrica, con un tamano de
particula entre 31 y 32nm, compuesto de ARN de simple
cadena (3). Tiene un genoma viral de 10kb sin incluir la cola
poliadenilada. Sus caracteristicas estructurales y moleculares
colocan al TSV dentro de la familia Picornaviridae (3),
filogenéticamente cercano al patdogeno de insectos Cricket

Paralysis Virus (CrPV)(52).

A nivel histopatologico, la infeccion produce una necrosis
multifocal y difusa en todo el epitelio cuticular del cuerpo
(estomago, intestino posterior, branquias y apéndices
corporales). Las células infectadas con el TSV muestran un
nucleo picnoético y cariorréctico, un aumentado citoplasma

eosindfilo, lesiones tipicas del sindrome que generan una



apariencia de pimienta o de perdigdén. Ademas, la infeccion
genera lesiones hemociticas menalizadas en la cuticula

(53)(54).

1.3.5 Sindrome de la necrosis muscular infecciosa

Caracterizado por mostrar necrosis severa en el tejido
muscular estriado del camaron y una coloracién blanquecina de
apariencia opaca en la zona del musculo abdominal, el
sindrome de la necrosis muscular infecciosa fue descubierto en
Agosto del 2002 en el area costera del estado de Piaui, Brasil
(21)(54). En poco tiempo, la enfermedad se distribuyd por los
estados de Ceara, Maranhdo, Rio Grande do Norte,

Pernambuco y Paraiba (55).

El agente causal que se relacion6 con la enfermedad, fue
nombrado como el virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV).
IMNV es un virus icosaédrico no envuelto, con un didmetro de
40nm; que almacena un ARN de doble cadena de 7560pb, que
comprende dos marcos de lectura (ORF por sus siglas en
inglés, Open Reading Frame). El ORF1 codifica las proteinas de
la capside, mientras que el ORF2 codifica una ARN polimerasa

dependiente del ARN (RdRp) (54). En estudios recientes,



basados en el genoma del IMNV, se lo relaciona con los

miembros de la familia Totiviridae (56).

Histologicamente, la infeccion muestra una necrosis
coagulativa del musculo estriado que puede ser acompafado
con edema, infiltracion hemocitica y fibrosis (21). ElI IMNV
provoca la enfermedad en P. vannamei, P. stylirostris, P.
monodon y Farfantepenaeus subtiltis (22)(57). La tasa de
mortalidad provocada por el sindrome de la necrosis muscular
infecciosa se encontrd entre el 35 y 55% en camarones de 12g,
produciendo pérdidas econdmicas de 20 millones de ddlares

para el afio 2003 (58).

1.4 El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa

(IHHNV)

Uno de los primeros virus de camaron identificados en la
década de los 1980’s, fue el virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa, conocido por sus siglas en inglés como
IHHNV (Infectious Hipodermal and Hematopoietic Necrosis Virus)
(44)(59). EI IHHNV causo alta mortalidad, mayor al 90%, en Penaeus
stylirostris cultivados en Hawai, convirtiéndose en una de las
principales causas de enfermedades conocidas en el cultivo de

camarones penaeidos (60). En otras especies comerciales, sobre todo



P. vannamei y P. monodon, el IHHNV ha sido asociado con el
sindrome conocido como RDS, caracterizado por un crecimiento lento

y acumulacion de deformidades (41) (42) (45).

En los items siguientes se detalla informacién acerca de la

biologia molecular y epidemiologia del IHHNV.
1.4.1 Biologia molecular del virus

El IHHNV tiene una disposicion icosaédrica sin envoltura,
con un tamafno de 22nm de diametro, que contiene un ADN
lineal monocatenario de 4.1kb (61). Basandose en las
caracteristicas de morfologia y genética, el virus se clasifica
dentro de la familia Parvoviridae (62)(63), y se encuentra
estrechamente relacionado con los densovirus pertenecientes al

género Brevidensovirus (64).

Cerca del 100% de la secuencia gendmica del virus se
encuentra determinado, incluyendo los tres marcos abiertos de
lectura (Open Reading Frame, ORF) (64)(65). Segun Tang y
Lightner (2002), las secuencias genomicas de IHHNV de
animales recolectados entre 1982 y 1997, en Hawai y algunos
paises del continente Americano, mostraron un bajo nivel de

variacion.



El ORF1 abarca alrededor del 50% del genoma viral,
codificando un producto de 666 aminoacidos; esta region tiene
homologia con la proteina no estructural 1 (NS-1) de 2
brevidensovirus de mosquito, lo que indicaria la relacion
filogenética del IHHNV con estos virus que infectan a insectos.
En otros virus de esta familia, la NS-1 es requerida para la
replicacion viral, ademas tiene gran importancia para la
transactivacion de dos promotores virales (66). EI ORF2
empieza en el nucledtido 534, a 221 nucledtidos del inicio del
ORF1; lo que indica que el ORF2 se encuentra dentro del
ORF1, pero con diferente marco de lectura. Esta region codifica
una proteina de 363 aminoacidos, desconociéndose su
funcionalidad; sin embargo, se la relaciona con la NS-2 de otros
parvovirus. El ORF3 empieza en el nucledtido 2535,
sobreponiéndose en 59 nucledtidos al extremo 3’ del ORF1,
compartiendo el mismo marco de lectura con éste. EI ORF3
codifica una proteina compuesta por 329 aminoacidos (64)(60).
Bonami et al. (1990) encontré 4 proteinas estructurales con un
tamano de 74, 47, 39 y 37.5kDa en viriones purificados. Se
hall6 que la proteina de 47kDa era procedente del ORF3,
basandose en la secuencia parcial de aminoacidos. Esta

observacion, junto con la conocida distribucion de los genes



estructurales en virus relacionados al IHHNV, sugiere que el
ORF3 efectivamente codifica las proteinas estructurales del

virus.

Al menos dos promotores han sido identificados en el
genoma de IHHNV, y han sido denominados como P2 y P61.
Estas regiones regulatorias poseen actividad tanto en células de
insectos como en células de peces; y en musculo de camaron,
tanto ex vivo, como in vivo (67). El promotor P2 en IHHNV se
encuentra adyacente al ORF1, y presumiblemente regula la
expresion de la proteina NS-1, mientras que el promotor P61

regularia la expresion de las proteinas estructurales (64)(67).
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Grafico #2. Genoma y organizacion de los promotores del IHHNV. Left
ORF, Middle ORF y Right ORF, corresponden a los ORF-1,2y 3
descritos en el texto. Tomado de Dhar et al., 2007.

Tang y Lightner (2006) reportaron por primera vez la
integracion de un segmento del IHHNV dentro del genoma de P.
monodon, al demostrar que un extremo del virus de 1.9kb
formaba parte del ADN del camarén. Esta integracion no es

inusual en los parvovirus; para citar un ejemplo, el virus



asociado a adenovirus (AAV) es capaz de integrarse en el
genoma humano mediante un mecanismo de recombinacion no
homodloga (69). Esta integracién ha sido asociada a estados de
latencia. Por esta razon, Tang y Lightner han especulado sobre
la posibilidad de una relacion entre la integracidn y la ausencia
de reportes de infecciones con IHHNV en Africa y Australia,
lugares de procedencia de los animales en los que se ha

observado evidencia de integracion.
1.4.2 Epidemiologia

El IHHNV se encuentra distribuido en todo el continente
Americano (desde Peru hasta Meéxico), Oceania y Asia
(Filipinas, Japon, Tailandia, Singapur, Indonesia, Oriente medio,

Polinesia Francesa, Nueva Caledonia y Guam) (48)(18).

La infeccion con IHHNV es fatal para P. stylirostris (41);
sin embargo, la tasa de mortalidad es baja en P. vannamei y P.
monodon. En estas dos especies el virus es asociado con el
sindrome del enanismo y rostro deformado (RDS), que se
caracteriza por anormalidades en el crecimiento y deformidades
cuticulares (45)(42). En ocasiones, juveniles de P. monodon no

muestran signo alguno del RDS, a pesar de la presencia del



virus (43), lo cual ha sido también observado en P. vannamei

(Biogemar S.A., trabajos no publicados).

El canibalismo de los animales moribundos es una fuente
de transmision efectiva y rapida del agente viral, aunque
también se ha visto una transmisién viral horizontal menos

eficiente, a través del agua del estanque (70).

Basandose en el incremento de la prevalencia del virus,
luego del primer desove en hembras ablacionadas, se presume
que el aumento en la replicacion del IHHNV es inducido por el
desove; y como resultado la proporcion de individuos positivos
para el virus se incrementa con el tiempo, en reproductores en
cautiverio (71). Ademas, estudios sobre transmision vertical
indican que hay mayor probabilidad de que ésta ocurra a través
de los huevos provenientes de hembras infectadas; y en una
menor proporcion, a través del esperma de un macho infectado
con el virus (71). La presencia del agente viral ha sido
documentada en el ovario de hembras que produjeron lotes de
post-larvas positivas para IHHNV (43), lo cual es consistente
con la hipétesis de transmision vertical, sobretodo a través de

hembras cuyas gonadas hayan sido infectadas.



Aunque es conocida la extremada virulencia del virus en
P. stylirostris, documentada a inicios de los anos 1980’s,
Morales-Covarrubias et al. (1999) notaron un declive de la
mortalidad en poblaciones de P. stylirostris expuestas al IHHNV,
a inicios del presente milenio. En P. vannamei, observaciones
anecddticas parecerian indicar que la relacidn entre huésped y
virus también se ha modificado en poblaciones domesticadas, a
tal punto que IHHNV es extremadamente prevalente en ciertas
poblaciones comerciales, como por ejemplo en Ecuador (71),

sin que se observen brotes significativos de RDS.

En algunos parvovirus se ha asociado la variaciéon de
patogenicidad con una sustitucion de aminoacidos en las
proteinas estructurales (73)(74). En el caso del IHHNV, existe
variacion genotipica limitada, asociada con distintas zonas
geograficas, siendo las regiones mas conservadas del genoma
aquellas que codifican las proteinas no estructurales, en
comparacion con las regiones que codifican las proteinas de la
capside (60). Esta inequidad en la distribucién de la variacion a
lo largo del genoma se compara con lo observado en parvovirus
de vertebrados (75)(76). Futuros estudios seran necesarios
para clarificar la posible relacion entre mutaciones en genes

estructurales y la posible disminucién en la patogenicidad del



IHHNV. Por otra parte, la aparente disminucién de la virulencia
del IHHNV podria estar asociada con un mejor balance entre el
hospedero y el patdgeno; o con la seleccion, natural o artificial,

de poblaciones mas resistentes o tolerantes al virus (60)(72).
1.5 Métodos de deteccion de agentes virales

1.5.1 Métodos de diagndéstico basados en la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR)
1.5.1.1 PCR simple

Esta técnica fue desarrollada en los anos 1980’s
por Kary B. Mullis (77). La PCR permite obtener o
amplificar una secuencia de ADN en particular en un
numero muy elevado de copias (78). También se puede
partir con ARN como matriz, siempre y cuando una
copia de ADN complementario a éste sea generada
primero. El numero de copias se incrementa
exponencialmente segun la cantidad de veces que se
repita el ciclo de amplificacion. En esta reaccion se
utiliza una enzima denominada ADN polimerasa
termoestable, siendo la mas utilizada la Taq polimerasa,
que debe su nombre a la bacteria termdfila de la cual

procede (Thermus aquaticus) (79).



La PCR consta de tres etapas, la primera es la
fase de desnaturalizacion, donde la doble cadena de
ADN a amplificar es separada o desnaturalizada,
aplicando altas temperaturas (generalmente se eleva a
95°C). La etapa siguiente se denomina de hibridacion,
en este periodo los oligonucleotidos se acoplan a una
region complementaria del ADN molde, otorgando una
pequeia region necesaria de doble cadena, la cual sera
reconocida por la polimerasa. En esta fase |la
temperatura Optima es regida segun la proporcion de
cada uno de los dNTP’s que forman parte de los
primers; esta temperatura se encuentra entre 40 y 72°C,
por un tiempo de 10 a 60 segundos. La ultima etapa es
llamada fase de extension, donde la enzima incorpora
los dNTP’s, complementarios a la cadena de ADN
molde, en sentido 5’-3’ a partir de los oligonucleétidos.
Aqui la temperatura 6ptima de rendimiento de la enzima
se encuentra entre 68 y 72°C, por un tiempo que va a
depender del tamano de la regidn a amplificar,
utilizando 1 minuto por cada 1000 nucledtidos de

extensidon como regla general (78)(77).
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Grafico #3. Amplificacién por PCR de un fragmento de ADN. Tomado de Biologie
Moléculaire, (1996).



Los productos obtenidos mediante esta técnica
son tipicamente visualizados en geles de agarosa. El
posicionamiento de la banda en el gel esta basado en el
tamano del fragmento amplificado. La concentracién de
agarosa dependera del tamafno de los productos a
migrar. Un gel con alta concentracion permitira una
mejor separacion de pequenos fragmentos de ADN,
mientras que una baja concentracion es utilizada para la

observacion de fragmentos grandes de ADN (78).

El uso de la PCR, en la acuicultura del camaroén,
tuvo su auge debido a que los productores de camaron
tenian problemas de contaminacién cruzada en sus
granjas, por lo que estas técnicas se empezaron a
desarrollar para la identificacion de IHHNV y otros
patogenos en tejidos de camardn (80)(81). Nunan et al.
(2000) indico una sensibilidad alta de la técnica de PCR
para la deteccion de IHHNV en muestras provenientes
de tejido fijado en etanol (70%) o de tejido congelado y
de muestras de hemolinfa. En la actualidad, protocolos
de diagnostico basados en PCR han sido reportados y
comercializados para la gran mayoria de los patdégenos

virales conocidos que afectan al camardn, incluidos el



WSSV, TSV, IMNV, Baculovirus Penaeus (BP), YHV y

otros (65)(82)(83)(12).

1.5.1.2 Sistema anidado (Nested-PCR)

Nested-PCR es una modificacion de la PCR
simple. Practicamente, se realiza dos reacciones de
PCR partiendo de una misma muestra. La unica
variacion es el numero de oligonucleétidos iniciadores y
el lugar de su hibridacion. Para esta técnica son
necesarios un primer par de iniciadores (externos) para
generar el primer producto de amplificacion, que sera
utilizado como ADN molde para la segunda PCR, que
utilizara un segundo par de iniciadores (internos) que se
hibridaran en una region especifica dentro del primer

producto generado. Ver grafico #4.

El numero de ciclos en el ensayo puede variar. En
general, la primera reaccién se realiza con menor

numero de ciclos que la segunda reaccion.
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Grafico #4. Amplificacion por la técnica de Nested-PCR.




El uso de esta técnica aumenta la especificidad y
la sensibilidad en la deteccion del agente viral; sin
embargo, la probabilidad de una posible contaminacion
crece, debido a la manipulacién adicional que se debe
realizar durante el proceso. Ademas, el tiempo y costo
del diagnédstico se incrementan debido a la reaccion

doble que necesita la Nested-PCR (84).

Motte et al. (2003) utiliz6 esta técnica para
detectar la presencia del IHHNV en una investigacion
en donde se documento evidencia de la transmision
vertical del virus, al encontrar particulas virales en la
hemolinfa de hembras infectadas y en nauplios

procedentes de éstas.

1.5.1.3 PCR en tiempo real (Real Time-PCR)

La PCR en tiempo real tiene el mismo principio
que la PCR simple: un par de iniciadores determinan la
deteccidon y amplificacién de una region de interés. Sin
embargo, la visualizacion del ADN amplificado se
realiza durante la reaccion misma de PCR, sin efectuar

actividad alguna post PCR (ej. geles de electroforesis).



Esto es posible a través del uso de compuestos
fluorescentes, con afinidad al ADN de doble cadena,
que no interactuan significativamente con el ADN

monocatenario.

La cuantificacion del ADN sintetizado a medida
que se produce la amplificacibn del blanco, es
registrada a través de la acumulacién de fluorescencia,
dada por la asociacion especifica entre el compuesto
fluorescente y el producto (ver grafico #5). Asi, es
posible documentar el rendimiento del proceso de

amplificacion en tiempo real (85).
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Grafico #5. Resultado obtenido por PCR en tiempo real.
Curvas que describen el incremento en fluorescencia con
respecto a los ciclos de amplificacién de la PCR. La linea de
color negro marca el nivel de amplificacion referencial o
umbral. Tomado de www.biotech.uiuc.edu.



La relacidn entre la acumulacion del producto de
amplificacion y el numero de ciclos de PCR
transcurridos, proporciona la informacion necesaria para
la determinacidén cuantitativa del sustrato presente en
muestras desconocidas. La definicion de un valor de
fluorescencia referencial (umbral), en el cual la
amplificacion de todas las muestras a analizar se
encuentra dentro del rango lineal de la reaccién, permite
definir un punto de referencia, en el cual todas las
muestras pueden ser comparadas entre si (ver graficos
#5 y #6). El ciclo de PCR en el cual la acumulacién de
producto en wuna reaccion alcanza el umbral de
amplificacion, se denomina Ct. ElI Ct es el parametro
mas importante para comparar la cantidad de producto,
y por ende de sustrato, entre diferentes muestras. El
grafico #6 muestra el comportamiento lineal de la
funcién que tipicamente relaciona el Ct con el logaritmo
de la cantidad de sustrato presente en la reaccion. Esta
caracteristica de la PCR permite elaborar curvas de
calibracion mediante la determinacion empirica de la
relacion entre cantidad de sustrato y Ct (el grafico #6

muestra una de estas curvas de calibracion,



determinadas para un ensayo de PCR en tiempo real
para la cuantificacion de IHHNV (86). Usando este tipo
de curvas de calibracion, es posible estimar la cantidad
de sustrato en una muestra desconocida en base a un
Ct observado experimentalmente. Existen métodos
variados para la estimaciéon relativa o absoluta de la

cantidad de sustrato en base a estos principios (87).
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Grafico #6. Curva estandar del niumero de copias de IHHNV
versus el valor del umbral del ciclo de reaccién. Tomado de
Tang et al., 2001.

Al momento, algunos protocolos de deteccién
basados en PCR en tiempo real han sido desarrollados
para la deteccion de IHHNV en tejidos de camardn
(88)(86). Ademas, la técnica ha sido utilizada para

cuantificar la carga viral en investigaciones de



resistencia inducida para el virus de la mancha blanca
mediante una pre-infeccion con el IHHNV en P.

stylirostris (83), y en P. vannamei (12).

1.5.2 Métodos basados en hibridacién de acidos nucleicos

1.5.2.1 Southern blot

Es una de las técnicas que tipicamente se utiliza
para el analisis organizacional de genes dentro de un
genoma. Para esto, el ADN purificado que ha sido
procesado mediante digestion usando enzimas de
restriccion, es separado de acuerdo al tamano usando
electroforesis en geles de agarosa. EI ADN separado es
transferido del gel de agarosa a un soporte sélido, como
filtros de nitrocelulosa o membranas de nylon. Este
ADN fijado es desnaturalizado e hibridado por
complementariedad usando sondas de un ADN
conocido, previamente marcadas. Al ser procesada la
membrana, evidencia las bandas correspondientes a los
fragmentos de ADN hibridados con la sonda. Segun el
numero y el tamafo de las bandas encontradas es
posible localizar un ADN especifico con un contexto de

sitios de restriccion (78)(89).
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Grafico #7. Proceso de Southern blot. Tomado de
Fundamentals of Molecular Biology.

El marcaje de las sondas con radioactividad y la
visualizacion de los resultados por autoradiografia
corresponden al método clasico para detectar
secuencias de interés. En la actualidad también existen
opciones de marcaje basados en nucleétidos ligados
covalentemente a un antigeno, el cual es
posteriormente detectado a través de anticuerpos
ligados a una enzima, que producen una reaccion

colorimétrica como resultado de la hibridacion.

El principio del Southern blot puede también ser
utilizado en la deteccion de agentes patdogenos virales.
Esta técnica puede ser utilizada por si sola para
detectar ADN viral en el contexto de ADN gendmico
total del huésped, o también como complemento a la
deteccion por PCR para detectar productos de

amplificacion especificos mediante hibridacion de las



sondas. En este ultimo caso, el ADN es obtenido
mediante PCR antes de ser depositado en el gel de

agarosa.

Debido a que el Southern blot es una técnica mas
elaborada, demanda de mayor tiempo que otros
métodos de deteccion molecular, por lo que es
raramente aplicada para realizar diagnéstico rutinario de

patogenos.

1.5.2.2 Dot blot

Dot blot es una técnica, que al igual que Southern
y Northern blot, es de alta sensibilidad y especificidad.
Se utiliza en la deteccion de una region de ADN de
interés, para lo cual se deposita directamente el ADN
sobre la membrana de nylon y se desnaturaliza ya sea
de forma quimica (NaOH) o fisica (temperatura). Luego,
se utiliza una sonda de acidos nucleicos, que
generalmente se marca con digoxigenina, biotina u otra

molécula posteriormente detectable.

La sonda marcada se hibrida por
complementariedad al ADN fijado en la membrana. A su

vez, la digoxigenina o molécula marcadora es



reconocida por un anticuerpo conjugado a una enzima
(ej. fosfatasa alcalina) u otra molécula detectora, que
depende del tipo de molécula marcadora que se haya
utilizado. Tipicamente se produce una reaccidn
colorimétrica ante la adicion de un sustrato especifico
para la enzima conjugada a la molécula detectora,
revelando la existencia del segmento de ADN de interés

en la muestra (90).

Otras opciones de revelado incluyen el uso de
sustratos quimioluminiscentes y fluorescentes. El
grafico #8 muestra un esquema del procedimiento y

principios del dot blot.
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Grafico #8. Esquema de la técnica de dot blot.




1.5.2.3 Hibridacién in situ

La reaccion de hibridacion de la sonda marcada
en esta técnica, a diferencia de las técnicas
mencionadas en los items anteriores, se realiza
directamente sobre los tejidos (in situ), sin tener que
realizar una extraccion previa de ADN. Sin embargo, es
necesario realizar un procesamiento extensivo de los
tejidos previo a la deteccidn, utilizando técnicas

histolégicas.

A través de elevada temperatura, entre 85 y 90°C,
o variando extremadamente el pH, se logra la
desnaturalizacion del ADN dentro de la célula. Cuando
se agrega la sonda marcada, se restituye gradualmente
la temperatura o el pH. Asi, la sonda hibrida de forma
complementaria en el ADN celular. La adicion de un
sustrato revela la hibridacion o no de la sonda, de forma
conceptualmente similar a lo ya descrito en las

secciones anteriores (91).

La hibridacion in situ se utiliza especialmente para
reconocer el sitio de accion de algunos genes dentro de
la célula, mediante la localizacion del ARN mensajero

(ARNm). Inicialmente se elimina el ADN celular con



ADNasas, dejando como unico material genético a los
ARN, para luego anadir una sonda de ADN o ARN
marcada, complementaria al ARNm que se pretende

localizar (91).

Gracias a que la técnica indica el sitio en que se
encuentra el material genético de interés, se utiliza en el
contexto del diagndstico para hallar el sitio de accién de
agentes virales. Por ejemplo, sondas especificas de
ADN se han utilizado para detectar IHHNV, obteniendo
resultados positivos en juveniles de P. monodon y P.
vannamei, que habian sido positivos para IHHNV por
PCR. Estos estudios han revelado que tejidos
infectados por el virus incluyen células de la glandula
antenal, branquias, tejido hematopoyético, corazéon y
tejido conectivo en érganos como el hepatopancreas
(47). Ademas, la hibridacion in situ tiene la ventaja de
poner en evidencia la localizacion de un virus en el
contexto de lesiones histopatologicas e incluso dar
informacion acerca de la distribucién sub-celular del

agente viral.



1.5.3 Inmunodeteccién

1.5.3.1 Ensayo de inmunoabsorcion ligado a una enzima

(ELISA)

El ensayo de inmunoabsorcion ligado a una
enzima, mas conocido como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) es una técnica cuantitativa
basada en la deteccion de un antigeno inmovilizado

sobre una base sodlida, por medio de anticuerpos (92).

El complejo anticuerpo-enzima se fija a una
proteina o antigeno especifico. Luego es adicionado el
sustrato necesario para producir una reaccion
colorimétrica, que es cuantificada por medio del
espectrofotometro. Los lectores que se utilizan para
estas cuantificaciones, cuentan con sistemas de filtros
que permiten la lectura de una o pocas longitudes de

onda (93).

Existen tres clases de ensayos de este tipo, ELISA
directo, en el cual el antigeno es reconocido por el
conjunto anticuerpo-enzima; para luego generar la
respectiva coloracién. Por otro lado, ELISA indirecto

emplea dos anticuerpos, uno que reconoce al antigeno



de interés, y el segundo que reconoce al primer
anticuerpo. Este segundo anticuerpo es el que esta
ligado a una enzima que producira la reaccion

colorimétrica.

Por ultimo, el ELISA sandwich permite la
cuantificacion y deteccidn del antigeno, debido a que el
antigeno se deposita sobre una base de anticuerpos
especificos para él. Luego, otro anticuerpo (marcado)
que también sera especifico para el antigeno de interés,
es adicionado y generara el color que se leera en el
espectrofotometro. En ELISA tipo sandwich, la
deteccidon del segundo anticuerpo especifico puede ser
también indirecta, es decir, utilizando un tercer

anticuerpo ligado a la enzima de deteccion (92)(93).

ELISA tiene una gran aceptacion en las areas
donde se precisa de la cuantificacion de productos
mediante anticuerpos, como son: el diagnostico clinico,
deteccion viral 'y busqueda de anticuerpos
monoclonales. Por ejemplo, Intorasoot et al. (2007) uso
esta técnica en su estudio para demostrar y caracterizar
la presencia de una glicoproteina del virus de la cabeza

amarilla usando anticuerpos especificos. Asi mismo, Liu



et al. (2002) se basaron en la deteccion de antigenos de
WSSV (proteina de 28kDa) usando anticuerpos

especificos monoclonales para este virus.

(8) ELISA indirecto
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Grafico #9. Ensayo de inmunoabsorcion ligado a una enzima
(ELISA). (A) ELISA indirecto y (B) ELISA tipo sandwich.
Tomado de Janeway et al. (2001).

1.5.3.2 Western blot

El analisis de western blot es utilizado para la
identificacion de proteinas que son inmunorreactivas a
un anticuerpo especifico. Las proteinas son separadas
mediante electroforesis en geles de Sodium dodecyl
sulphate-poliacrilamida (SDS-PAGE) (91). Ademas,
western blot puede ser usado para una proyeccion de
los cambios de expresiéon de una proteina en diferentes

condiciones (96).



El tejido sometido al analisis es homogenizado y
las proteinas de dicho tejido se separan en los geles
durante la electroforesis (en base a su peso molecular),
visualizandose en bandas. La capacidad migratoria de
las diferentes proteinas en SDS-PAGE esta dada
fundamentalmente por su peso molecular, ya que
moléculas de SDS (con carga negativa) desnaturalizan
las proteinas y confieren a los polipéptidos una carga
neta negativa uniforme a lo largo de la cadena de
aminoacidos (91). Finalmente, las bandas se transfieren
a membranas de nitrocelulosa, nylon u otros
compuestos sintéticos; las cuales se incuban con
anticuerpos especificos para la proteina que se desea
localizar; y que servira como sustrato para la fijacion de
un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa u otra
enzima reveladora. El revelado es mediante un agente
quimioluminiscente o cromogénico, que pone en
evidencia a la proteina que reaccioné frente al

anticuerpo especifico (91)(96).

La técnica ha sido utilizada en estudios de
deteccién del virus del sindrome de la mancha blanca,

(97), YHV y otros.



1.5.3.3 Inmunohistoquimica

Este tipo de técnicas, al igual que Ilas
mencionadas anteriormente, son pruebas que utilizan
anticuerpos como reactivos especificos para evidenciar
un producto de interés (91). Tiene como principio la
deteccién de antigenos sobre cortes histoldgicos a

través de anticuerpos monoclonales o policlonales (98).

La inmunohistoquimica es uno de los métodos
mas directos para la identificacion de la distribucion, sea
celular como subcelular, de una proteina. En el caso de
la deteccion de agentes virales, de manera similar a la
hibridacién in situ de sondas nucleicas, la
inmunohistoquimica permite observar la distribucion de
antigenos  virales en  diferentes tejidos vy
compartimientos extra e intracelulares. La deteccion in
situ de virus a través de anticuerpos requiere, ademas,
un procesamiento relativamente extenso de las
muestras, resultando en un tiempo de deteccion mas

largo que otros métodos de diagndstico molecular.

La inmunohistoquimica fue desarrollada y aplicada

usando anticuerpos monoclonales para detectar el virus



del sindrome de la mancha blanca (99). Ademas, la
técnica ha sido utilizada en estudios relacionados con la
deteccion del virus del sindrome de Taura, donde
Erickson et al. (2005) analizaron una variacion del virus

proveniente de camarones cultivados en Belice.

1.5.4 Histopatologia

La histopatologia se basa en la observacion al
microscopio de cortes histoldgicos previamente tenidos. La
tincibn mas usada es la hematoxilina y eosina, que comprende
la exposicion de la muestra a un colorante basofilico
(hematoxilina) y a un colorante acidofilico (eosina). La doble
tincion tiene como objeto la generacion de contraste entre
estructuras en el tejido, para facilitar la observacion y resolucion

de estructuras a nivel histologico.

Las anomalias histopatoldgicas asociadas con diferentes
agentes infecciosos, y reveladas a través de técnicas
histolégicas, permiten en muchas ocasiones el diagndstico
diferencial de enfermedades, aun sin conocer las caracteristicas
moleculares del agente causal. Ademas, este tipo de
observacion puede revelar eventos celulares asociados con el

proceso patologico, tales como infiltracion de células



inmunitarias, hipertrofia celular o de compartimientos
subcelulares, procesos necroticos, formacion de cuerpos de
inclusion, y otros. Estos métodos han permitido comprender
mejor muchas de las enfermedades que afectan a la
camaronicultura, incluidas aquellas causadas por virus como el
IHHNV, WSSV, TSV, YHV (23)(32)(38)(43)(47)(54)(82)(83)(100)

(101).

La histopatologia ha sido una de las técnicas con mayor
trayectoria en el diagndstico y estudio del IHHNV. Tang et al.
(2003a) estudiaron las caracteristicas de la infeccion del IHHNV
con aislados obtenidos en varias regiones del mundo, para
analizar una posible variacion de la enfermedad segun el origen
geografico del virus. Ademas, Tang et al., (2003b) en su
investigacion acerca de la resistencia inducida contra el virus
del sindrome de la mancha blanca al pre-infectar con el IHHNV
a ejemplares de P. stylirostris, hizo uso de la histopatologia para
confirmar los estragos de los agentes virales. Del mismo modo,
se usoO la técnica en un trabajo para identificar las distintas
respuestas que producia el IHHNV en P. monodon y P.

vannamei (47).



CAPITULO 2
2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Preparacion de la sonda nucleica
2.1.1 Amplificacion de diferentes regiones del genoma de IHHNV

Mediante PCR se amplificé varias regiones del genoma
del virus (numero de acceso en el GenBank AF218266), de las
cuales una regidn (A) se selecciond para generar la sonda que
se utilizé en el ensayo de dot blot, y las 6 regiones restantes (B,
C, D, E, F y G) se destinaron para controles negativos del

mismo ensayo.

La region A fue amplificada con los iniciadores 5-AATTC
GACGCTGCCAATGAT-3 y 5-GCCAATGTTACGTCGGCTTC
3’, los cuales producen un segmento de 345pb. La region B se
obtuvo con los iniciadores 5’-CGACTGGCAACAGATCTTCA-3’

y 5-AAGTGACGGCGGACAATATC-3’, generando una region



de 465pb, mediante PCR simple. La region C (465pb) y D
(323pb) fueron obtenidas mediante Nested-PCR utilizando
iniciadores externos 5-CGACTGGCAACAGATCTTCA-3 y 5-
AAGTGACGGCGGACAATATC-3, region C; e iniciadores
internos 5’-GAAGTACGACTCCCACCACA-3’' y 5-CTGACGATA
GGGATTTTAGTC-3’, regién D. Utilizando los iniciadores 5'-
GGAAGTGTTGGAAACAGTAAT-3' y 5-TTCGTATTTTGGTCTT
GGCC-3’, se obtuvo la region E de un tamano de 637pb. La
region F se amplificd con los iniciadores 5-GGAAGTGTTGGAA
ACAGTAA T-3' y 5-GCTCTGGCAGCAA AGGTAAC-3’, para un
segmento de 535pb. Por ultimo, la regién G se obtuvo con los
iniciadores 5-TAATGAAGACGAAGAACACGCCGSSGG-3' y 5'-
TGGGTAACTAGGTTTCCAAGGGATGGTT-3’, produciendo un

fragmento de 702pb. Ver grafico #10.
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Grafico #10. Regiones amplificadas del genoma del IHHNV durante el
presente estudio.

Las condiciones en que se realizaron las diferentes
reacciones de PCR fueron las siguientes: iniciadores (0.5uM de

cada uno), dNTPs (0.2mM), Taq (Invitrogen) polimerasa



(2.5U/50pl1), MgCl, (1.5mM), en 1x bufer PCR (20mM Tris-HCI
pH8.4, 50mM KCI). Un volumen de 1ul de ADN molde fue

utilizado por cada 20ul de volumen de reaccion.

Las reacciones se llevaron a cabo bajo las condiciones
detalladas en la tabla #l. Luego, las muestras se mantuvieron a

4°C hasta ser retiradas del termociclador para su siguiente

proceso.
Regiones A Regiones B Regién D
E C

T Tiem. T Tiem. T Tiem.

(°C) (°C) (°C)
Desnaturali. inicial 95 3min 95 5min 95 Smin
Desnaturalizacion 95 30s 95 30s 95 30s
Hibridacion 58 30s 59 455 62 455
Polimerizacion 72 1min 72 455 72 455
Polimerizac. final 72 3min 72 3min 72 3min
Ciclos 41 3 36

Regioén F Region G
T Tiem. T Tiem.
(=C) (=€)

Desnaturali. inicial 95 5min 95 Smin
Desnaturalizacion 95 30s 95 30s
Hibridacién 61 455 60 455
Polimerizacion 72 455 72 455
Polimerizac. final 72 3min 72 3min
Ciclos 30 40

Tabla #l. Condiciones de PCR para cada una de las regiones de
IHHNV amplificadas en este proyecto.

Se uso electroforesis en geles de agarosa para la
visualizacion de los fragmentos amplificados. La cantidad
necesaria de agarosa fue pesada y mezclada en bufer 1x TAE

(40mM Tris, 5mM NaOAc, 0.77mM EDTA), para luego ser



calentada en un microondas. Se utilizaron los 20ul de la
reaccion de PCR en un gel de agarosa al 1.2%, tefido con
bromuro de etidio, y migrado en bufer 1x TAE. Se utilizé un
marcador de peso molecular de fabricacion casera donde se
evidencian bandas de distintos tamanos (1040, 702, 505, 345 y

255pb).

Las bandas visualizadas fueron cortadas del gel de
agarosa, depositadas en tubos de 1.7ml y almacenadas (por
pocas horas) a 4°C hasta realizar la extraccién del ADN. Para
extraer el ADN del gel de agarosa se utilizé el kit QI Aquick Gel
Extraction (QIAGEN), siguiendo el protocolo sugerido por el

fabricante.
2.1.2 Clonaje de regiones amplificadas

Los fragmentos amplificados fueron clonados usando el
kit TOPO TA Cloning, (Invitrogen). Se procedié de acuerdo a
una modificacion del protocolo original del kit: 0.5ul del vector
(PCR®4-TOPO®) de 3956pb, 0.5ul de solucién salina (12M
NaCl, 0.06M MgCly) y 2ul de ADN. Esta mezcla se incubd
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego, se
descongeld muy lentamente las bacterias (One Shot® TOP10
Chemically Competent E. coli, del mismo kit) almacenadas a

-80°C. Enseguida, se coloco 25ul de bacterias a cada tubo de



reaccion que se dejo incubando con el plasmido vector. Esta

mezcla se incubd durante 30 minutos en hielo.

Para realizar la transformacion se produjo un choque
térmico para lo cual se trasladaron los tubos (incubados en
hielo) rapidamente a 42°C durante 50 segundos. Luego se los
devolvi6 al hielo durante 1 6 2 minutos. Después de este tiempo
se adicion6 200ul de medio de cultivo S.O.C. (Triptona 2%,
extracto de levadura 0.5%, 10mM NaCl, 2.5mM KCI, 10mM
MgClz, 10mM MgSO, y 20mM glucosa), y se incubd a 37°C con
agitacion constante durante 1 hora. Por dultimo, las células
fueron sembradas en placas con medio LB agar (triptona 1%,
extracto de levadura 0.5%, NaCl 1% vy agar-agar 1.4%)
autoclavado a 20psi durante 15 minutos y suplementado con
ampicilina a una concentracion de 100"%/,,, incubandose a 37°C

entre 16 y 24 horas para visualizar las colonias.
2.1.3 Secuenciacion de los clones

Se tomaron 10 muestras (por cada inserto clonado) de
colonias obtenidas en las placas con medio LB agar con
ampicilina. Estas colonias fueron sembradas en tubos de 1.7ml
con 1ml de medio de cultivo LB con ampicilina 100"%/,,, e
incubadas a 37°C durante 6 horas. Para confirmar la presencia

del inserto se realizaron diferentes PCRs con los iniciadores



que se utilizaron para obtener cada uno de los fragmentos
clonados y en condiciones similares a las descritas en la
seccion 2.1.1. para cada uno de ellos, con la particularidad de
que se us6é como fuente de ADN molde 1ul de bacterias

recuperadas en los tubos de 1.7ml.

De los clones seleccionados como recombinantes
mediante PCR, se re-inocularon (con 100pul del cultivo inicial) 3
clones para cada uno de los insertos A, B, Cy D; y 1 clon para
cada uno de los insertos E y F, en tubos con 2ml de medio LB
con ampicilina a 100"%/,,.. Estos tubos se incubaron a 37°C, con

agitacion durante toda la noche, para la extraccidén del plasmido.

Para la extraccion del plasmido vector, se utilizd el kit
Rapid Plasmid Isolation - Minipreps Scale (<40ug), (Invitrogen),

siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante.

En este punto, se realizaron varias pruebas de PCR para
confirmar la presencia del fragmento clonado en ADN
plasmidico purificado, utilizando las condiciones descritas en la
seccion 2.1.1. y los iniciadores indicados en la tabla #Il. Las
muestras seleccionadas en base a estas pruebas confirmatorias

fueron secuenciadas por Macrogen Inc. (Corea del Sur).



Primer 1

Primer 2

Muestras
analizadas

A5N A5R A15 B8N

; T3 priming site* T7 priming site* B8R B11 C4N C4R
8 5-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’ 5-CCCTATAGTGAGTCGTATTA-3’ C11 D7N D7R D13
E5 F1
P> T3 priming site*
x " kK
8 5-AATTCGACGCTGCCAATGAT-3 5-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’ A5N A5R A15
s T3 priming site*
@ ’_ _QrEE
8 5-GCCAATGTTTACGTCGGCTTC-3 5-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’ A5N A5R A15
<
@ " s M13 Reverse priming site* B8N B8R B11 C4N
8 5-CGACTGGCAACAGATCTTCA-3 5. CAGGAAACAGCTATGAC-3’ C4R C11
n
, - M13 Reverse priming site* B8N B8R B11 C4N
[vd N -
8 5-AAGTGACGGCGGACAATATC-3 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ C4R C11
© - . B8N B8R B11 C4N
o i N M13 Forward (-20) priming site*
8 5-GAAGTACGACTCCCACCACA-3 5-CATTTTGCTGCCGGTC-3 C4R C1 [1) 1I::)57N D7R
~ . . B8N B8R B11 C4N
@ " e M13 Forward (-20) priming site*
8 5-CTGACGATAGGGATTTTAGTC-3 5_-CATTTTGCTGCCGGTC-3' C4R C1 é 1I?37N D7R
[ee]
5 5-GGAAGTGTTGGAAACAGTAAT-3"™* 5-GGCCAAGACCAAAATACGAA-3** E5
a
(o]
% 5-GGAAGTGTTGGAAACAGTAAT-3"** 5-GCTCTGGCAGCAAAGGTAAC-3** F1
o

Tabla #ll. Iniciadores utilizados en las diferentes reacciones de PCR para comprobar
la existencia del inserto de interés. *Iniciadores que son parte del kit Rapid Plasmid

generar los productos que fueron clonados.

Isolation - Minipreps Scale (<40ug), (Invitrogen). ** Son iniciadores utilizados para




2.1.4 Obtencién de la sonda mediante PCR

La sonda de ADN fue marcada con Digoxigenin-11-dUTP
(Roche) mediante PCR. Se utilizaron los mismos iniciadores
que se usaron para generar la region A: 5-AATTCGACGCTGC

CAATGAT-3'y 5-GCCAATGTTACGTCGGCTTC-3'.

La reaccion de PCR se produjo bajo los siguientes
parametros: iniciadores (0.5uM de cada uno), dNTPs (0.2mM
de dCTP, dGTP y dATP; 0.130mM de dTTP y 0.07mM de UTP-
11-DIG), Tag (Invitrogen) polimerasa (2.5U/50ul), MgCl;
(1.5mM), en 1x bufer PCR (20mM Tris-HCI, 50mM KCI). EI ADN
(plasmido conteniendo la regién A secuenciada anteriormente)
utilizado en la PCR fue previamente diluido a razon 1:300. De la
dilucién, un volumen de 1pl fue utilizado por cada 20ul de
volumen de reaccion de PCR. La mezcla de reactivos fue
desnaturalizada a 95°C por 3 minutos en un termociclador.
Luego se realiz6 35 ciclos bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos; hibridacion a 58°C
por 30 segundos; y polimerizacién a 72°C por 1 minuto. Al
finalizar el dltimo ciclo, las muestras fueron polimerizadas a

72°C por 3 minutos y luego almacenadas a 4°C.



El producto amplificado marcado con digoxigenina
(sonda) fue resuelto en agarosa al 1.2% y purificado utilizando
el kit QI-Aquick PCR purification (QIAGEN), antes de ser

utilizado en pruebas de hibridacion.

2.1.5 Evaluacién del marcaje de la sonda con digoxigenina

La incorporacién de Digoxigenin-11-dUTP (Roche) en la
sonda fue evaluada al realizar una reaccion de dot blot
utilizando sondas marcadas y sondas sin marcar; para luego
someter dichas membranas al proceso de revelado detectando
asi la presencia de digoxigenina asociada al producto de
amplificacion. Las membranas fueron secadas al ambiente,
luego equilibradas en TBS (12mM Tris-Cl pH 7.5, KCI 0.02%;
NaCl 0.8%), e incubadas en 5% leche descremada diluida en
TBS, con el fin de bloquear posibles sitios de interaccidn
inespecifica. La sonda fue detectada incubando con anticuerpos
Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments (Roche), marcados con
fosfatasa alcalina (0.05 U/ml). Esta interaccion se revelo al
afnadir el sustrato cromogénico insoluble BM Purple AP Sustrate

precipitating (Roche).



2.2 Protocolo basico de dot blot

2.2.1 Pre-hibridacién

La membrana de nylon es cortada al tamafo necesario, y
colocada sobre papel aluminio. Esta es marcada con un lapiz
para saber su orientacién y por ende la de las muestras. Entre
0.5 y 1yl de cada muestra a analizar es depositado en la
membrana. Esta membrana se deja secar durante 3 horas. Si
se desea se puede almacenar en papel aluminio a 4°C hasta su

procesamiento.

La membrana es humedecida en soluciéon 2x SSC (0.75M
NaCl, 75mM Citrato de Sodio NazCgHs07). Enseguida la
muestra es desnaturalizada al sumergir la membrana en
solucion 1 (0.5M NaCl, 0.2N NaOH) durante 5 minutos.
Transcurrido el tiempo, se sumerge en solucion 2 (1M NacCl,
0.5M Tris-Cl pH 8.0) durante 10 minutos, para neutralizarla.
Luego, la membrana es colocada en una funda plastica con
cierre hermético, agregando solucion de hibridacién Church-
Gilbert (0.34M NayHPOQO4, 0.16M NaH,PO4*H,O, SDS 7.5%,

1mM EDTA, pH 7.2) durante 60 minutos a 65°C.



2.2.2 Hibridacion

La sonda nucleica es llevada a 95°C durante 5 minutos,
para la desnaturalizacién de la doble cadena. Se descarta la
solucion de hibridacion y se coloca nueva solucion de
hibridacién. En este momento, se adiciona a la membrana la
sonda inmediatamente después de haberla calentado. La
membrana se deja hibridar a 65°C durante toda la noche (entre

16 y 24 horas).

2.2.3 Post-hibridacion

La membrana es transferida de la funda plastica a un
recipiente, donde se sumerge en soluciéon 2x SSC por 10
minutos. Luego se realiza 3 lavados de 20 minutos cada uno,
con solucién de lavado 1 (0.2x SSC, SDS 0.1%) a 65°C,
seguido de 3 lavados de 20 minutos cada uno, con solucion de
lavado 2 (0.1x SSC, SDS 0.1%) a 65°C. Por dultimo, la

membrana es lavada con solucion 0.1x SSC por 5 minutos.

El proceso de revelado incluye la humectacion de las
membranas con TBS (12mM Tris-Cl pH 7.5, KCI 0.02%, NaCl
0.8%). Enseguida, la membrana es bloqueada al sumergirla en
solucién de leche descremada al 5% (diluida en TBS) durante

30 minutos. Se debe enjuagar la membrana con TBS, para



luego afadir solucioén fresca de leche 5% (v/v) incorporando el
anticuerpo (Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments 0.75 U/ul,
Roche) a razén de 1:15000, para dejar incubar a temperatura

ambiente durante 60 minutos.

Finalizado este periodo la membrana es lavada
brevemente 5 veces con solucién TBS. Adicional a esto se lava
2 veces con bufer B (50mM Tris-Cl pH 9.0, 1mM MgCl;, 0.1M
NaCl). En este punto se afade el sustrato o solucion de
revelado (BM Purple AP Sustrate precipitating, Roche) hasta
observar reaccion en los controles positivos en la membrana.
Finalmente se realiza un lavado con bufer B para eliminar el
sustrato de la membrana y evitar el ruido que se produce por la

presencia del sustrato sobre la misma.

2.3 Método de PCR para la deteccion de IHHNV

2.3.1 Extraccion de acidos nucleicos a partir de tejido

Las muestras almacenadas a -20°C en etanol 95%,
fueron procesadas de acuerdo al siguiente protocolo de
extraccion: se descarta el etanol 95% de la muestra, y se realiza
un enjuague con 500ul de NaCl 0.85%, luego se descarta el
NaCl y se agrega 200ul bufer lisis (0.01M NaOH, S.D.S

0.025%) y se macera la muestra. El exoesqueleto es eliminado



al momento de la maceracion. Las muestras maceradas son
hervidas a 95°C por 10 minutos. Sin dejar enfriar, las muestras
son centrifugadas a 13000rpm por 10minutos. Luego, 150ul de
sobrenadante obtenido es depositado en un tubo de 1.7ml con
300ul de etanol 95% helado preparado previamente, y se
homogeniza vigorosamente. Esta mezcla se centrifuga a
13000rpm por 5 minutos, generando un pellet. Se descarta el
etanol 95% evitando tocar el pellet, para después agregar 100pl
de etanol 70% helado. Esto se centrifuga a 13000rpm por 5
minutos. El etanol 70% es descartado y el tubo conteniendo el
pellet es dejado sobre papel toalla para que se evapore el
etanol residual. Finalmente, el pellet es re-suspendido utilizando
agua ultra pura entre 30 y 70ul (de acuerdo al tamafio del pellet)
para luego llevar al vortex durante 20 minutos. Los tubos son
centrifugados 4 segundos a 13000rpm y almacenados a -20°C

hasta el momento de su analisis.

2.3.2 Amplificacién por PCR

El analisis de las muestras para la deteccion del IHHNV
fue realizado por PCR utilizando los iniciadores 5-AATTCGACG
CTGCCAATGAT-3 'y 5-GCCAATGTTACGTCGGCTTC-3,
generando una banda de 345pb. La PCR se realiz6 bajo las

siguientes condiciones: iniciadores (0.5uM de cada uno), dNTPs



(0.2mM), Taqg (Invitrogen) polimerasa (2.5U/50ul), MgCl,
(1.5mM), en 1x bufer PCR (20mM Tris-HCI, 50mM KCI). Un
volumen de 1ul de ADN molde fue utilizado por cada 20ul de

volumen de reaccion.

Las mezclas de reactivos fueron desnaturalizadas a 95°C
por 3 minutos en un termociclador. Luego se ejecutaron 41
ciclos con los siguientes parametros: desnaturalizacion a 95°C
por 30 segundos; hibridacion a 58°C por 30 segundos; y
polimerizacion a 72°C por 1 minuto. Al finalizar el dltimo ciclo,
las muestras fueron polimerizadas a 72°C por 3 minutos y luego

almacenadas a 4°C hasta su visualizacion.

2.3.3 Electroforesis de productos de amplificacion

Los productos obtenidos por PCR fueron visualizados por
electroforesis en geles de agarosa al 1.2%. Para la preparacién
del gel de agarosa, se pesé 1.8g de agarosa ultra pura
(Invitrogen) y se diluyé en 150ml de bufer 1x TAE (40mM Tris,
5mM NaOAc, 0.77mM EDTA). Esta preparacion fue calentada
usando un microondas. La solucion homogenizada se dejé
enfriar durante 15 minutos y se agregé entre 2 y 5ul de bromuro
de etidio (0.5™/). Esto fue depositado sobre el soporte de

electroforesis hasta que haya solidificado.



El gel fue cargado con 20ul de la muestra usando 1x
tampén de carga (10mM Tris pH 8.0, TmM EDTA pH 8.0,
Sucrosa 25%, Azul de Bromofenol (sal sédica) 0.4M9,, Cianol
de Xileno 0.4M%/,). El marcador de peso utlizado fue de
preparacion casera, evidenciando las bandas de 1040, 702,
505, 345 y 255pb. La electroforesis se realizé6 a 90 voltios
durante 40 minutos. El producto obtenido se visualiz6 usando

una camara UV.

2.4 Bioensayos y animales experimentales

2.4.1 Ensayo con reproductores de P. vannamei

Para este ensayo, fueron seleccionados 50 camarones
(P. vannamei) de un lote de 120 reproductores con un peso
promedio entre 35-40g, provenientes de la maduracion
BIOGEMAR S.A,, situada en Ayangue. Un analisis previo revel6
alta prevalencia del IHHNV en estos ejemplares. De los 50
animales seleccionados, el 50% fue determinado positivo para
la presencia del virus antes de comenzar el ensayo. Estos
camarones fueron colocados por separado en recipientes de 20
litros con agua de mar (34ppt), aireacién constante y un flujo de

agua de 8 horas durante el dia. La alimentacion se la realizé 2



veces al dia con alimento balanceado comercial con un 35% de

proteina.

La muestra tomada era proveniente de uno de los
pleépodos del cuarto o quinto segmento del animal vy
almacenadas en cuatro partes de etanol 95% por cada parte de

muestra.

2.4.2 Ensayo con juveniles de P. vannamei

En este ensayo se utilizé 200 juveniles de P. vannamei
con un peso promedio de 1 a 1.6g, provenientes de una linea
de reproductores con baja prevalencia del virus, perteneciente

al laboratorio BIOGEMAR S.A. (Ayangue).

Estos animales fueron colocados individualmente en
recipientes de 250ml de capacidad, con agua de mar (34ppt)
previamente tratada (200ppm de hipoclorito de sodio y 140 ppm
de tiosulfato de sodio). Una vez por dia se realizaba un
recambio total de agua. Los camarones fueron muestreados
tomando un pledpodo del cuarto o quinto segmento del animal,
y almacenadas en 4 partes de etanol 95% por cada parte de

muestra.



CAPITULO 3
3.RESULTADOS

3.1 Sondas nucleicas para la deteccién de IHHNV
Uno de los objetivos del presente trabajo fue la generacion de
sondas nucleicas confiables para la detecciéon de IHHNV. Previo a
esto, se defini6 la region del genoma de IHHNV a ser detectada (ver

grafico #11) utilizando ya sea PCR o el conjunto PCR-dot blot.

IHHHV -6

S—

—

IHHHY -5

Grafico # 11. Region A, seleccionada para desarrollar la sonda
nucleica. Se muestra también la posicidén de los iniciadores utilizados
para generar la region: IHHNV-5 (5-AATTCGACGCTGCCAATGAT-3’)
e IHHNV-6 (5-GCCAATGTTACGTCGGCTTC-3’).



Esta region fue escogida como blanco de deteccion debido a la
existencia de protocolos bien establecidos y validados para el
diagnostico de IHHNV en base a la amplificacién de dicha region
utilizando PCR (BIOGEMAR S.A., datos no publicados). La estrategia
general, tanto para la obtencién de sondas, como para la generacion
de fragmentos de ADN control, heterdlogos a la sonda, fue la
generacion de plasmidos conteniendo un segmento especifico del
genoma viral. Asi, el clonaje de los fragmentos de ADN viral para ser
utilizados durante la implementacién y validacion de los protocolos de
dot blot, permiti6 contar con un material biolégico definido, de

secuencia conocida, clonal y facil de regenerar de forma ilimitada.

3.1.1 Clonaje y secuenciacion de un fragmento del genoma de

IHHNV como sustrato para la amplificacion de sondas especificas

La amplificacion del fragmento A, a ser utilizado para el
marcaje de sondas con los iniciadores 5-AATTCGACGCTGCC
AATGAT-3 (IHHNV-5) y 5-GCCAATGTTACGTCGGCTTC-3’
(IHHNV-6), produjo el producto esperado de aproximadamente
345pb. El clonaje en la bacteria E. coli por medio del vector
pCR®4-TOPO® fue exitoso, resultando en mdltiples clones
recombinantes, de los cuales se caracterizaron dos clones. A

partir de estos, se realizaron 3 preparaciones de ADN



plasmidico, dos de ellas provenientes del mismo clon y una

tercera a partir de un clon diferente.

Los resultados de la secuenciacion de las 3
preparaciones de ADN para la region A, se usaron para generar
una secuencia consenso, que luego fue alineada con la
secuencia del IHHNV (numero de acceso en el GenBank
AF218266), utilizando la herramienta informatica BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nih.gov). Los
resultados de esta alineacién mostraron un 98% de identidad
entre el consenso y la secuencia referencial del IHHNV (ver
grafico #12), confirmando que el fragmento generado mediante
PCR y luego clonado, corresponde a la region seleccionada de
IHHNV. La discrepancia en 5 nucleotidos con respecto a la
secuencia referencial AF218266 posiblemente obedece a los
diferentes origenes geograficos de ambos aislados, aunque no
se descarta la introduccién de mutaciones durante el proceso

de amplificacion por PCR.



>[]gblanlBZES.llAFZlBZSS " Infectious hypodermal and hematopoietic necrosSis virus, cowplete
genome
Length=4075

Soore = 610 hits (330), Expect = 1e-171

Identivties = 341/346 [98%), Gaps = 1/346 (0%)

Strand=Flus/Minus
Query 1 GCC-ATGTTACGTCGGCTTCCTTAGTTGATAGTTGATTATGTAGTCCAGTAGTATCCTTA 59

PEETEEEEE e e e e e e b e e e e e e e e et
3bjoct 3272 GCCAATGTTACGTCGGCTTCCTTAGTTGATAGTTGATTATGTAGTCCAGTAGTATCCTTA 3213

uery 60 BATATTTCTALGTATGGGGTGTC TG TAAATGTGAGAGTCTCARATGATGTACCTCCTGAT 115

PEEREEETEEE PErr e e et e et b e e e e e e e rererernd
Sbhjct 3212 AATATTTCTARATATGGGGTGTCTGTAAATGTGAGAGTCTCALATGATGTGCCTCCTGAT 3153

Query 120 ACTTTTAAGTCTTTCATAAGGGGTACCATTGAGTGCATCACTACGCCTGCTTTATGTACT 178

(R RN R N NN NN AR RN R R RN RNy
Shjot 3152 ACTTTTAAGTCTTTCATAAGGGGTACCATCGAGTGCATCACTACGCCTSCTTTATGTACT 3093

Query 180 TTCCATCCGTAGGTCTTCATC AATGATTTTACCATCTTATATCGTTGTGTTTCTGTTGCT 239

(RN RN R NN R R NN NN R R R E R RN RN RNy
Shict 3092 TTCCATCCGTAGGTCTTCATCATTGATTTTACCATCTTATATCGTTGTSTTTICTGTTGCT 3033

Query 240 GARLCTGTCGCTGC TCTTTAGACCATAGAGATATAAGTTCATCCAATGTAGTGGGAGGCAG 299

FECTEEEER TR e e b e e e et e e e et e e e e et el
Shict 3032 GARACTGTCGCTGCTCTTTAGACCATAGAGATATAAGTTCATCCAATGTAGTGGGAGGCAG 2973

Query 300 TATAAATTTTTTCCGTCGAAGTTTCCATCATTGGCAGCGTCGAATT 345

PECERTEEEE T et b e e e et e e bl
Shict 2972 TATARATTTTTTCCGTCGAAGTTTCCATCATTGGCAGCGTCGAATT 2927

Grafico #12. Secuencia de la regidn A. Alineacion del consenso
de 3 secuencias provenientes de 2 clones distintos, para la
regioén A (Query) con la secuencia del IHHNV (Genebank
AF218266, Sbjct), segun la herramienta informatica BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.1.2 Clonaje y secuenciacion de regiones especificas del genoma

de IHHNV para ser usadas como ADN de control

Aparte de la region clonada con el fin de obtener un
sustrato para la generacién de sondas para dot blot (region A),
otras regiones del genoma del IHHNV fueron clonadas. Esto se
realizé con el fin de obtener fragmentos de ADN viral definidos y
distintos a la regidbn que se detectara mediante la sonda
nucleica. Estas regiones distintas se usaron como muestras de
control al momento de evaluar la especificidad del

procedimiento de hibridacién usado en el dot blot.



El clonaje de las regiones B, C, D, E y F se realizaron sin
dificultad; mientras que para la region G no se obtuvo clon
alguno. Tal como para la regién A, se obtuvieron 3 preparados
de ADN (dos de un mismo clon y una de un clon diferente) para
las distintas regiones mencionadas. Los resultados de
secuenciacion fueron analizados de igual forma que para la
region A que se detalla en la seccion 3.1.1. Todas las
secuencias obtenidas mostraron entre un 98 y 99% de identidad
con las respectivas regiones del genoma referencial del IHHNV

(Genebank AF218266).

Los resultados del BLAST realizado para cada una de

estas regiones clonadas se adjuntan en la seccion de anexos.

3.1.3 Evaluacion del marcaje de la sonda con digoxigenina

Para corroborar el procedimiento de marcaje de la sonda
nucleica con digoxigenina, asi como la metodologia basica del
dot blot, se realizé una prueba utilizando dos membranas. Para
la primera se utilizd6 sonda marcada con digoxigenina (producto
de PCR sintetizado en presencia de 11-DIG-dUTP), mientras
que para la segunda se utilizé un producto de amplificacién

idéntico pero sin marcar. El blanco a detectar fue el mismo



fragmento de IHNNV que se obtiene mediante PCR utilizando

los iniciadores que generan la sonda nucleica (regién A).

Para la membrana donde se utiliz6 sonda nucleica
marcada, se observaron los puntos o0 manchas que se generan
al obtener una reaccion positiva de dot blot. Mientras que para
la membrana que se utiliz6 sonda nucleica no marcada, no se

obtuvo reaccién alguna.

(A)

Ct & Ct CLE G

(B) 4
Grafico #13. Evaluacién de la sonda marcada con digoxigenina.
(A) se muestra la membrana donde se utilizé sonda nucleica
marcada con digoxigenina. (B) Se muestra la membrana en la
que se utilizé sonda nucleica sin marcar. En las membranas se
utilizaron 4 controles positivos de igual concentracién de ADN
(réplicas) y un control negativo (agua).

3.1.4 Especificidad de la sonda usada en la reaccién de dot blot y

andlisis de la sensibilidad tipica de la visualizacién de los

resultados en membrana de nylon y en gel de agarosa.

Con el propésito de demostrar que la sonda que se utiliza
en el procedimiento de dot blot es de alta especificidad, se
expuso ésta a distintos fragmentos de ADN amplificados del

genoma del IHHNV, previamente secuenciados (A, B, C, D, E, F



y G descritos en la seccion 3.1.2.). Al mismo tiempo, se analizd
la sensibilidad que se obtiene al visualizar los resultados sobre
una membrana de nylon después de hibridarlas con una sonda
especifica, en relacion a lo que puede ser visualizado en un gel

de agarosa.

Los resultados demostraron la alta especificidad de la
sonda desarrollada, debido a que se comprobd que no hubo
reaccion positiva con otros fragmentos del virus (B, C, D, Ey F).
En esta prueba se obtuvo un respuesta positiva, al exponer la
sonda nucleica a la region G de 702pb obtenida mediante los
iniciadores (5'-TAATGAAGACGAAGAACACGCCGSSGG-3' y
5-TGGGTAACTAGGTTTCCAAGGGATGGTT-3’). Esto se debe
a que el segmento G incluye a la region A, de 345pb,
seleccionada como sonda nucleica utilizada para la deteccion.
En otras palabras, la region A (blanco a detectar) forma parte

del fragmento G. Ver grafico #14.



Region G
5 -TAATGAAGACGAAGAACACGCCGAAGG-3' (2814-2840ph)
5 -TGGGETAGACTAGGTTTCCAAGGGATGGTT-3" (3488-3516ph)
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Region A
5 -AATTCGACGCTGCCAATGAT-3' (2927-2946ph)
5'-GCCAATGTTACGTCGGCTTC-3" (3253-3272pb)
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Grafico #14. Localizacion de las regiones G y A en el genoma
de IHHNV. El sitio que se selecciond para ser detectado
mediante dot blot, es la region A.

Al momento de comparar la sensibilidad tipica de los dos
medios de visualizacidn de resultados, geles de agarosa y dot
blot en membranas de nylon, se obtuvo una mejor sensibilidad
utilizando dot blot, pudiendo visualizar productos de una
concentracion de hasta 3%/, (Grafico #15); mientras que, al
realizar el analisis en los geles de agarosa (1.5%) se llegd a
observar hasta una concentracién de 2.5"/,. Esta dramatica
diferencia en la sensibilidad de detecciéon de un fragmento de
ADN especifico por ambos métodos era lo esperado, y es
consistente con la idea de que un método de diagndstico que
incorpora el procedimiento de dot blot como complemento a la
PCR deberia incrementar la sensibilidad del diagndstico basado

solamente en visualizacion de productos de PCR en agarosa.



Grafico #15. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de la
sonda. Las diluciones corresponden al fragmento A,
complementario a la sonda nucleica, 10° corresponde a una
concentracion de 30"/, de ADN; los controles B, D, E, Fy G
tienen una concentracion de 30"/ sin dilucion alguna.

3.2 Optimizacién del protocolo de dot blot

El dot blot y otros métodos de deteccion de acidos nucleicos
basados en hibridacién, tipicamente requieren de tiempos
relativamente largos, desde la toma de muestra hasta la generacion de
resultados. Con el fin de implementar un protocolo de diagndstico
rapido, se evalud el potencial de minimizar el tiempo requerido en
varias etapas del dot blot. El objetivo de estas pruebas fue generar un
protocolo de PCR/dot blot que permita la obtenciéon de resultados en

un dia o menos.

3.2.1 Evaluacion del tiempo y tipo de secado de las membranas

de nylon

El tiempo y el tipo de secado de una membrana, después
de ser cargada con el ADN a analizar, fue uno de los puntos

que se consideraron para la optimizacion del protocolo. Para



esto, se utilizaron diversas membranas, cargadas con varias
diluciones de ADN del fragmento a detectar. Las membranas
fueron secadas, ya sea al ambiente o en un horno a 65°C,

considerando tiempos variados para los dos tipos de secado.

Las membranas mostraron los mismos resultados en
cuanto a eficacia al momento de detectar una cierta cantidad de
ADN objetivo. Como se observa en la figura #16, las
membranas (a) y (b), que fueron secadas a temperatura
ambiente durante 1 y 2 horas respectivamente, no se
diferenciaron de las membranas (c), 1 hora; (d), 2horas; y (e),
15 minutos; secadas en un horno a 65°C. Los controles
negativos no mostraron reaccion alguna, indicando que la

prueba se desarroll6 de forma adecuada.

2 10° 10" 10° 10° H,0

H,0 10

(@)
(b)
(c)
(d)
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Grafico #16. Determinacion del tiempo y tipo de secado de las
membranas. Dentro del marco se puede observar la ultima
dilucién capaz de ser detectada por la técnica, la cual fue la
misma en todas las variaciones ensayadas en esta prueba.



Basandose en los resultados obtenidos, se eligio un
tiempo de secado de 15 minutos a 65°C (por ser el mas rapido).
Sin embrago, debido a que el secado al ambiente no afecta la
sensibilidad del ensayo, es posible utilizar esta opcion cuando

las condiciones experimentales o logisticas lo requieran.

3.2.2 Disminucién del tiempo de diagnostico

La realizacion de algunas pruebas, en especial acerca
del tiempo de hibridacion, fue de utilidad para llegar a optimizar
el protocolo de dot blot en lo que se refiere al tiempo necesario
para practicar esta técnica. Estas pruebas permitieron
establecer un protocolo de diagnéstico mediante el sistema
conjunto de PCR/dot blot factible de ser ejecutado en un solo

dia.

En uno de estos ensayos se utilizaron tres membranas
conteniendo las mismas muestras en cada una de ellas. Cada
una de las tres membranas (a), (b) y (c) fueron expuestas a
distintos tiempos de hibridacion. Las membranas (b), con 2
horas de hibridacion; y (c) con 4 horas de hibridacién, mostraron
la misma capacidad de deteccion. Mientras que en la
membrana (a), hibridada durante 1 hora, se observdé una

pequena reduccion en la intensidad de revelado, en especial en



las concentraciones cercanas al limite de deteccion (3°9/,) (ver

grafico #17).

Grafico #17. Evaluacién del tiempo de hibridacion. Las
diluciones corresponden al fragmento A, complementario a la
sonda nucleica, 10° corresponde a una concentracion de 30"/,
de ADN. Los tiempos de hibridacion utilizados para cada
membrana fueron (a) 1 horas, (b) 2 horas, y (c) 4 horas.

3.2.2.1Protocolo optimizado de dot blot

En base a las pruebas anteriormente descritas,
que permitieron establecer los parametros 6ptimos de dot
blot para una deteccién rapida sin disminucion de la
sensibilidad, se estableci6 el siguiente protocolo

optimizado.



3.2.2.1.1 Pre-hibridacién

La membrana es humedecida en solucién
2x SSC (0.75M NaCl; 75mM Citrato de Sodio).
Enseguida es sumergida en solucion 1 (0.5M
NaCl; 0.2N NaOH) durante 5 minutos.
Transcurrido el tiempo, se sumerge en solucién 2
(1M NaCl; 0.5M Tris-Cl pH 8.0) durante 10
minutos. En este momento, la membrana es
colocada en una funda plastica con cierre
hermético, agregando solucion de hibridacion con

una incubacion a 65°C 30 minutos.

3.2.2.1.2 Hibridacién

La sonda nucleica es llevada a 95°C
durante 3 minutos, para la desnaturalizacion de la
doble cadena. Se descarta la solucion de
hibridacion y se coloca nueva solucion de
hibridacion previamente llevada a 65°C. En este
momento, se adiciona a la membrana la sonda
inmediatamente después de haberla calentado. La
membrana se deja hibridar durante 2 horas a

65°C.



3.2.2.1.3 Post-hibridacion

La membrana es transferida de la funda
plastica a un recipiente, donde se sumerge en
solucion 2x SSC por 5 minutos. Luego se realiza 6
lavados de 5 minutos cada uno, con solucion de
lavado 1 (0.2x SSC, SDS 0.1%) a 65°C. Después,
se realiza 6 lavados de 5 minutos cada uno, con
solucion de lavado 2 (0.1x SSC, SDS 0.1%) a
65°C. Por ultimo, la membrana es lavada con

solucion 0.1x SSC por 5 minutos.

El proceso de revelado incluye Ia
humectacion de las membranas con TBS (12mM
Tris-Cl pH 7.5; KCI 0.02%; NaCl 0.8%).
Enseguida, la membrana es sumergida durante 15
minutos en solucién de leche descremada 5%
(diluida en TBS). Se debe enjuagar la membrana
con TBS, para luego afiadir nueva solucion de
leche 5% incorporando el anticuerpo (Anti-
Digoxigenin-AP Fab Fragments, Roche) a razon
de 1:15000 e incubar a temperatura ambiente

durante 45 minutos.



Finalizado este periodo la membrana es
lavada 5 veces con solucién TBS. Adicional a esto
se lava 2 veces con bufer B (50mM Tris-Cl pH 9.0;
1mM MgCl,; 0.1M NaCl). En este punto se afiade
la solucién reveladora o sustrato (BM Purple AP
Sustrate precipitating, Roche) hasta observar
reaccion en los controles positivos de la
membrana. Finalmente se da un lavado con bufer
B para eliminar el sustrato de la membrana y evitar
el ruido que se produce por la presencia del

sustrato sobre la misma.

3.3 Comparacion de algunos parametros entre la PCR y el conjunto

PCR/dot blot

3.3.1 Andlisis de la sensibilidad de la PCR y del conjunto PCR/dot

blot

Esta prueba se realizé con el fin de conocer la cantidad minima
de material genético que las técnicas (PCR y PCR/dot blot) requieren
para poder emitir un diagnéstico; considerando la hipétesis de que con
una cantidad muy pequefia de ADN, la PCR no produce respuesta de
diagndstico, mientras que, el conjunto PCR/dot blot logra expresar

respuesta con un rango menor de ADN inicial, en otras palabras el



conjunto PCR/dot blot tiene mayor sensibilidad al momento de realizar
diagnosticos. Para esto se procedio a detectar, ya sea por PCR o por
PCR/dot blot, la presencia del fragmento de ADN blanco en diluciones

seriales del producto previamente purificado y cuantificado.

Analizando los resultados se observd que, la PCR por si sola
necesitd un minimo de 2x107° "9/, = 2%/, de ADN para obtener una

respuesta de diagnéstico (ver Grafico #18).

Grafico #18. Sensibilidad de la PCR para la deteccién de IHHNV. Gel
de agarosa donde se han migrado las reacciones de PCR usadas para
detectar un fragmento de IHHNV diluido serialmente. La cantidad de
ADN sustrato usado en cada reaccion de amplificacion fue ("9/): 1
(2x107), 2 (2x10®), 3 (2x10), 4 f()2x10'1°), 5 (2x10™""), 6 (2x107?), 7
(2x10™"%), 8 (2x10™), 9 (2x107™"°), 10 (2x107"®). Se notan ciertos
productos inespecificos (de distinto tamaro al esperado) en dos de los
controles negativos.

La cantidad minima de ADN blanco que el conjunto de PCR/dot
blot logré detectar fue de 2x107* "9/, = 0.002%/,, (ver Gréfico #19). Este
resultado demuestra que es posible incrementar la sensibilidad del
diagndstico por PCR aplicando dot blot para la subsecuente deteccion

del producto de amplificacion.



Grafico #19. Sensibilidad del conjunto PCR/dot blot. Membrana donde
se muestran los resultados obtenidos en una prueba de dot blot
aplicada a los productos de amplificacion mostrados en la Grafico #
18. Las muestras son las mismas detalladas en la Grafico #18.

3.4 Aplicacién del dot blot en los ensayos experimentales para

complementar el diagnéstico por PCR

3.4.1 Analisis de reproductores de P. vannamei

El analisis consté con un numero final de 169 muestras de ADN
recolectadas de 50 reproductores de P. vannamei. Los animales
fueron muestreados en cuatro ocasiones en intervalos de 5 dias, para
obtener un numero considerable de muestras con poca cantidad de
animales. La mortalidad durante el transcurso del experimento impidid
obtener las 200 muestras que se esperaban. Segun los resultados
generados, se obtuvo un porcentaje del 79.9% de presencia viral del
total de muestras segun PCR/dot blot; mientras que el analisis basado
en PCR simple, determin6é un 69.83% de positivos para las muestras
analizadas. Esto indica que el uso del dot blot permitié detectar IHHNV
en un 10.07% de muestras adicionales a lo determinado por PCR

simple. Asi se demuestra que ciertas muestras calificadas como



negativas por ausencia de productos de amplificacion visibles en
agarosa, contienen ADN viral amplificado, el cual puede ser detectado
mediante la técnica de dot blot, resultando en un incremento en la

sensibilidad del diagnéstico.

De las 50 muestras declaradas como negativas para el virus
segun la técnica de PCR, 16 muestras (32%) respondieron
positivamente al analisis del sistema conjunto PCR/dot blot para el
mismo virus. Este resultado advierte las ventajas de completar el
diagnostico basado en PCR con métodos moleculares alternativos,

tales como dot blot.

Una de las contribuciones mas importantes del dot blot como
complemento a la PCR en estos estudios fue la clarificacion de
muestras cuyo estatus (positivo o negativo) era de dificil interpretacion

en base a la visualizacion de productos de amplificacién en agarosa.

El grafico #20 muestra un ejemplo de este fenbmeno: en varias
muestras se observan numerosos productos inespecificos
provenientes de la amplificacién de ADN durante la PCR (el producto
especifico generado por los iniciadores es de 345pb). En varias
instancias, resulta imposible determinar con confiabilidad si el producto
de amplificacion especifico esta presente, debido a la presencia de

multiples productos distintos al objetivo, que incluso pueden coincidir



en tamano aparente con el producto esperado. En estas instancias, la
subsecuente hibridacién en dot blot demuestra que en efecto algunas
de estas muestras con estatus dudoso contienen el producto de
amplificacion correspondiente al ADN viral, mientras que otras son

negativas.

PPNNPPPNN NPPNNPPN

Grafico #20. Clarificacion de resultados erroneos de PCR usando el
conjunto PCR/dot blot. Las letras amarillas son los resultados
obtenidos mediante la aplicacion del dot blot al producto de
amplificacion de PCR (sistema conjunto PCR/dot blot). P: positivo, N:
negativo. La flecha indica el tamafno de 345pb (objetivo).

3.4.2 Analisis de juveniles de P. vannamei

En este ensayo, un total de 480 muestras fueron analizadas
mediante el sistema de PCR simple y el conjunto PCR/dot blot.
Basado en los resultados obtenidos mediante el conjunto PCR/dot
blot, se determiné un valor del 13.3% (64 muestras) de positivos para
el virus del IHHNV; mientras que el analisis realizado por PCR simple

detect6 un 7.48% (36 muestras) de positivos para el virus.



Durante el analisis de las muestras de juveniles se observo,
inesperadamente, un numero pequeno del total de muestras (4%)
aparentemente positivas para el IHHNV en base a PCR simple, pero
negativas mediante PCR/dot blot. Este resultado es inesperado porque
el conjunto PCR/dot blot tiene una sensibilidad superior a la PCR (ver
graficos #18 y 19), y por tanto se espera que toda muestra positiva en
base a PCR sea también positiva al someterla a la reaccion de
PCR/dot blot. Existen varias posibles explicaciones para este
resultado: puede ser que el producto de amplificacion observado en el
analisis de PCR en estas muestras coincida en talla con el producto
especifico, pero sin embargo corresponda a un producto de
amplificacion inespecifico. En su defecto, es posible que errores
técnicos en la ejecucion del dot blot hayan impedido la deteccién de

algunas muestras legitimamente positivas.



CAPITULO 4

4.DISCUSION

La camaronicultura a nivel mundial ha tenido un crecimiento notorio
desde sus inicios, sin embargo la arremetida de enfermedades, en especial
las causadas por agentes virales, ha ocasionado declives productivos de la
actividad; originando que los productores de camardn implementen
herramientas mas adecuadas, como las técnicas moleculares, para la

deteccion de estos patégenos.

Una de las técnicas moleculares que se utiliza para generar
diagnosticos es la PCR; pero ésta, al igual que otras técnicas, tiene sus
limitaciones en cuanto a sensibilidad y especificidad, lo que puede ocasionar
un diagnéstico de poca confiabilidad en algunos casos. Otras técnicas
usadas son aquellas basadas en sondas nucleicas; las cuales, en
comparaciéon con la PCR, poseen tipicamente menor sensibilidad, pero un

mayor grado de especificidad.

La estrategia que se planted al inicio de este trabajo para desarrollar

un protocolo de diagnédstico para IHHNV fue tomar ventaja de las bondades



de la PCR y del dot blot (este ultimo fue escogido por ser un método sencillo

dentro del grupo de técnicas basadas en sondas nucleicas).

Se logré demostrar que la integracion de estas dos técnicas (PCR y
dot blot) proporciona mejores resultados de diagnéstico de lo que estas dos
técnicas podrian mostrar por si solas. Asi, la PCR utilizada tuvo un limite de
deteccion de 2%/, mostrando en algunos casos resultados ambiguos. Por
otro lado, el dot blot por si solo mostré un limite de deteccién de tan solo
3%/,, pero no se evidenciaron falsos positivos ni resultados ambiguos
durante las pruebas de evaluacién. La sensibilidad del dot blot desarrollado
es comparable a lo obtenido por Bedoya en 1996, quien demostré6 una
sensibilidad de hasta 1079/; al desarrollar sondas nucleicas marcadas con
digoxigenina para Vibrio alginolyticus. La integracién de PCR y dot blot en un
método de diagndstico conjunto permitié la deteccion de hasta 0.002%/,, y la
resolucion de un numero importante de resultados ambiguos en pruebas de

validacion con muestras de P. vannamei.

Vale recalcar que los limites de deteccibn aqui reportados
corresponden a estimados basados en un ADN generado artificialmente, y
cuya concentracion fue estimada mediante espectrofotometria. Ciertos
factores, tales como la complejidad y pureza de muestras de acido nucleico
preparadas a partir de tejido, probablemente afectan la capacidad de

deteccion del conjunto PCR/dot blot. Es asi que la sensibilidad de estos



protocolos en muestras de P. vannamei es probablemente menor a la

determinada usando un fragmento de ADN viral purificado.

El conjunto PCR/dot blot desarrollado en este trabajo podria ser
utilizado para la seleccidn de reproductores necesarios para la produccion de
larvas de camaron en laboratorios, debido al alto grado de confiabilidad que
esta técnica proporciona. Asi, se obtendria un lote de larvas con baja
prevalencia para un cierto patégeno, en este caso, para IHHNV; reflejando un
posible incremento en la produccion de este crustaceo, aludiendo la
prevalencia baja de una enfermedad que causa deformidades y enanismo,

como lo es el RDS.



1)

CONCLUSIONES

Se implementdé un protocolo de dot blot usando sondas nucleicas

preparadas a partir de ADN clonal para la deteccion de IHHNV.

El uso conjunto de PCR y dot blot en un protocolo optimizado de
deteccion de IHHNV permite ejecutar el diagnostico de este virus en
menos de 24 horas, con un limite de deteccion estimado de hasta

0.002%/,, de ADN viral.

La adiciéon de un componente de dot blot al protocolo de deteccion de
IHHNV en base a PCR incrementa la especificidad del diagnéstico,
facilitando la calificacion de un numero significativo de muestras, cuyo

diagnostico en base a PCR es ambiguo.



1)

2)

RECOMENDACIONES

Estudios mas extensos de validacion de los beneficios del uso
del conjunto PCR/dot blot, en comparacion con otras técnicas
de diagnostico, seran necesarios para documentar mas
rigurosamente las posibles ventajas de esta estrategia en

situaciones reales de diagnostico.

En base a los lineamientos técnicos discutidos en el presente
trabajo, deberia ser factible la aplicacion de protocolos
conjuntos de PCR/dot blot para la deteccidon de otros agentes

virales de importancia en la camaronicultura.
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Anexo A

Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus, complete

833 bits (451), Expect = 0.0
/466 (98%), Gaps =

Alineacién del consenso de 3 secuencias provenientes de 2 clones distintos,
para la regién B (Query) con la secuencia del IHHNV (Genebank AF218266,
Sbjct), segun la herramienta informatica BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov).



Anexo B

Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus, complete

Score = 649 bits (351), Expect
Identities 63 (98%), Gaps
Strand=Flus

Alineacioén del consenso de 3 secuencias provenientes de 2 clones distintos,
para la regién C (Query) con la secuencia del IHHNV (Genebank AF218266,
Sbijct), segun la herramienta informatica BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov).



Anexo C

E266.1|RF21E266 Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus, complete

Score = 582 bits (315), Expect
Identities = 24 (9%%), Gaps
Strand=Plus/}

o
=]
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Aol
I
i
[z

Quer 121
Sbijct 3
Quer 181
Sbjct 37
Quer 241

Alineacioén del consenso de 3 secuencias provenientes de 2 clones distintos,
para la regidén D (Query) con la secuencia del IHHNV (Genebank AF218266,
Sbijct), segun la herramienta informatica BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov).



Anexo D

>|:|c_r'3 LFZ218266.1|RF218266 Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis wvirus, complete

core = 1166 bits (631), Expect
dentities = §33/637 (9%%), CGaps
trand=Flus/Plus

mn
[Sare

[ ]

Skjet 1152 1211
Query 81 120
Sbict 1212 1271
Query 121 180
Sbict 1272 1331
Query 181 240
Sbjct 1332 1381
Query 241 300
Sbict 1392 TGIAGTAGCGGRACRCRALCCCGRACTTITATTGRAGGGRCTCCCRAACGGRCCGGRACGRAATGE 1451
Guery 301 ELCEEALGECCLCT AL CACACTCLCAT TEATALACAAGTGEARARTACALCATEETAC 360

Query 361 AC 420
Sbject 1512 AC 1571
Oue 47 ) = as0
Waery 1 AllLAallAlLAlbsl LA - ou
Sbict 1572 ARCCATTRCAGR 1631
Query 481 540
Sbijct 1632 ACCRAGRCATAGRGCTACRRTCCTCGCCIATTITGGE AGTTACCTTTGCTIGCCRAGAGCCGAR 1691

Alineacioén del consenso de 3 secuencias provenientes de 2 clones distintos,
para la region E (Query) con la secuencia del IHHNV (Genebank AF218266,
Sbijct), segun la herramienta informatica BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov).



Anexo E

LF21E286 Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis wirus, complete

ore = 878 bits (530), Expect

[T ]

c
s
T

rand=Plus/Plu

Skbijct 1272 ARLLGRRCCRGRALCTCCRACRCCRCRARDCGRGRCLGECEEAGEAGRCRACCERCERCAT 1331
Query 181 CLGERRLGCEATCATGERRACGCARTCEARATCCRCTEEARCCTRACCEATGEREEAGREREC 240
Sbjct 1332 1391
Query 241 300

Skbjct 1452 GRACGGAAGGCGRACTGGRAGRAGAGTGRAGRATIGATARACRRGTGL

=]

Query 361 ACCTTCGEICATCAGRAGRRR LA CCACARCCRRGRAGRCTCTCCGGRAGRACECCRARACTTIC 420

Skxjct 151z ACCIICGICAICAGAGARRRACCARACRRCCAAGRRGACTCICCGGACGRACGCCRRACTTIC 1571

Query 421 LCCATTACAGATCATGETGACCACTGGCACATCACATACTCCGGACACCCARCCARTALG 48

Alineacién del consenso de 3 secuencias provenientes de 2 clones distintos,
para la region F (Query) con la secuencia del IHHNV (Genebank AF218266,
Sbijct), segun la herramienta informatica BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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