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Resumen.-

En e! orbe, la produccion total de camaron tiene dos fuente principales, una, la captura en
aguas oceanicas y zonas costeras y, dos, el cultivo de este organismo. En 1997, la produccion
total mundia! de camarén fue de 3,477,000 toneladas. México participa con 90,000 tonetadas de
las cuales 18,000 son resuitado de la produccién en granjas en sus diferentes modalidades
(extensivas, semi-intensivas e intensivas). En las poblaciones de camarones peneidos, se
observan graves problemas de sanidad, uno de ios cuales es el que se refiere a los diferentes
tipos virales que atacan a este tipo de organismos, particularmente en las granjas camaronicoias.

En el pais, se detectd recientemente (1999) la enfermedad de la Mancha Blanca o White
Spot Syndrome Virus (WSSV), la cual produce una alta mortalidad en las poblaciones de
camarones, principalmente en los Estados de Nayarit, Sinaloa y Sonora.

El objetivo de este trabajo es caracterizar a los cuerpos de inclusidn asi como las
alteraciones histoldgicas producidas por el sindrome de la mancha blanca (WSSV) en camarones
peneidos de importancia comercial a través de técnicas histoléogicas convencionales y moleculares.

Se colectaron organismos de la especie Litopenaeus vannamei que presentaban las
caracteristicas macroscopicas de la enfermedad y se aplicé la técnica de PCR (Polimerase Chain
Reaction) de los cuales se hizo un homogenizado de tejidos del cefalotérax para extraer el material
genético viral para posteriormente inocular organismos sanos que desarrollasen el cuadro clinico
caracteristico de WSSV.

Posteriormente, se colectaron organismos sanos que fueron divididos en dos grupos para
la fase experimental, el primero, que fue el grupo control y el segundo, el grupo al cual se inyecto
el indculo viral. Previo a ser inoculados, estos organismos se mantuvieron en cuarentena por un
periodo de 14 dias y se les aplico la técnica de Reaccion de la Polimerasa en Cadena
comprobando la ausencia de material viral en los camarones.

A los organismos del primer grupo se les inyectd una solucion buffer con la que se preparo
el indculo, el cual sirvio de placebo; al segundo grupo, se les inyectd 0.01 ml de inéculo
proveniente de camarones infectados y positivos por medio de la técnica anterior en |a parte lateral
de la union del tercero y cuarto segmentos abdominales.

Las muestras fueron fijadas en solucién Davidson durante 48-60 horas y conservadas en
alcohol 70° hasta el momento de su procesamiento histolégico y otras se conservaron en alcohol
70° para su procesamiento por medio de PCR. Para aplicar esta prueba, sin sacrificar a los
organismos, se tomaron los dos pledpodos del primer segmento abdominal y el resultado fue
corrido en un gel de agarosa.

Las muestras a ser procesadas por técnica histologica, fueron deshidratadas, incluidas en
parafina y cortadas a un grosor de 5-7 um, se emplearon diferentes tinciones y se aplico la prueba
de hibridacion in situ.

Como resultado de la infeccidn experimental, se observaron precipitaciones de sales de
calcio en el caparazon a nivel del cefalotdérax, formando manchas blancas ademas de la expansion
de los cromatdforos de los apéndices locomotores y antenas. El abdomen presenta opacidad en el
tejido muscular. Se aplicaron diferentes técnicas de tincion, realizando las observaciones con
microscopia fotonica. Por medio de las técnicas de tincion convencionales, se observaron
principalmente, células hipertrofiadas del epitelio del tracto digestivo, tejido branquial y tejido
conjuntivo en general con prominentes cuerpos de inclusion.

En el caso de la prueba de hibridacion in situ, se observaron evidentes precipitaciones
azules. Por medio de la técnica de PCR, se pudo observar el corrimiento del material genético viral
obteniendo bandas de corrimiento de diferentes pesos moleculares entre ellas la correspondiente
al material genético viral.




Summary.-

in the world, the total production of shrimp has two main source, the capture in oceanic
waters and coastal zones and, the cuitivation of this organism. In 1997, the production world total of
shrimp was from 3,477,000 tons. Mexico participates with 90.000 tons of which 18.000 is been of
the production in farms in their several modalities (extensive, semi-intensive and intensive). In the
populations of penaeid shrimps, serious problems of health are observed, one of which itis the one
that it refer to the several viral types, particularly in the shrimp farms.

In Mexico, it was detected recently (1999) the iliness of White Spot Syndrome Virus
(WSSV), which produces a high mortality in the populations of shrimps, mainly in the states of
Nayarit, Sinaloa and Sonora.

The objective of this work is characterize to the bodies of inclusion as well as the
histological alterations produced by the syndrome of the white spot (WSSV) in penaeid shrimps of
commercial importance through conventionai histological and molecular techniques.

Organisms of Litopenaeus vannamei were collected that presented the macroscopic
characteristic of the illness and were applied the technique of PCR (Polimerase Chain Reaction) of
which it was made a mix of knitting of the cephalotorax in order to extract the genetic viral material
for later on inoculate healthy organisms that development the clinical characteristic square of
WSSV.

Later on, healthy organisms were collected that they were divided in two groups for the
experimental phase, the first, that was the group control and the second, the group to which the
virus was injected. Previous to be inoculated, these organisms stayed in quarantine for a period of
14 days and applied them the technique of PCR checking the absence of viral material in the
shrimps.
To the organisms of the first group injected them a buffer solution, which was used as
placebo; to the second group, injected them 0.01 ml of coming virus from infected shrimps and
positives by means of the previous technique in the lateral part of the union of the third fourth
abdominal segments.

The samples were noticed Davidson solution for 48-60 hours and conserved in alcohol 70°
until the moment of their histological prosecution and another they were conserved 70° for their
prosecution by means of PCR in alcohol. In order to apply this test, without sacrificing to the
organisms, they took the two pleopods of the first abdominal segment and the resuit was run in a
gel! of agarose. The samples to be processed for histological technique, they were dehydrated,
included in paraffin and cut to of 5-7 um, several staining was used and was applied the test of in
situ hybridization.

As a result of the experimental infection, precipitations were observed of you leave from
calcium in the shell to level of the cephalothorax, forming white stains besides the expansion of the
chromatophore of the appendixes locomotives and antennas. The abdomen presents opacity in the
muscular fabric. Several staining techniques were applied, carrying out the observations with
photonic microscopy. By means of the techniques of conventional staining, they were observed
mainly, hypertrophied celis of the epithelium of the digestive tract, branchial and connective tissue
in general with prominent bodies of inclusion.

In the case of the test of in situ hybridization, evident blue precipitations were observed. By
means of the technique of PCR, one could observe the landslide of the genetic viral material
obtaining bands of landslide of several molecular weight between them the corrasponding to the

genetic viral material.
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Demostracion del sindrome de la mancha blanca (WSSV) en camarones
peneidos de importancia comercial a través de técnicas

histoldgicas convencionales y moleculares.
Por: Biol. José Luis Bortolini Rosales
1.0 Introduccion

£n 1988, la produccion de camardn por concepto de captura y cultivo a nivel mundial
fue de 3,151,000 toneladas; en 1997, esta cantidad se incrementd a 4,419,000 toneladas. La
produccion del camarén en estanques de cultivo ha observado un rapido crecimiento en los
ultimos afos. Muchos paises en el mundo han adoptado esta practica; en 1988, la
produccién mundial de camardn por cultivo fue de 576,000 toneladas, que represento el 22%
de Ia»pvroduccién total mundial; en 1995, este valor fue de 952,000, el valor mas alto de
: produccnon en la década de los afios 90; y para 1997, 942,000 toneladas, un 61.14%
‘su'p(é.:rior'a 1a produccion de 1988, pero solo un 27% de la produccion total mundial (FAO,
1997b) ~En México, el comportamiento es similar al que se observa en el ambito
intefhécional. En 1988 la produccion de camardn por cultivo era de 1,000 toneladas y en
ﬁ9'97 se alcanza la cifra de 18,000 toneladas, siendo la produccion mas alta en esta década,
con un incremento del 1,800% en tan solo 9 anos (SEMARNAP, 1999). Segun el Instituto
Nacional de la Pesca, en el ano 2000, se obtuvieron 33,480 toneladas por concepto de
acuacultura, 61,597 por concepto de pesca obteniendo un total de 95,077 toneladas durante

este afo.

En el orbe, existen aproximadamente, un millén de hectareas de estanques con una
produccion promedio de 630 kilogramos por hectarea. Las granjas del mundo abastecen al
mercado con el 25% del camardn disponible, siendo el otro 75% producto de la pesca en
aguas abiertas. En 1980, del camardn disponible en el mercado, sélo el 2% provenia de las
granjas de cultivo, para este siglo, la meta es obtener una produccion del 5S0% por concepto
de cultivo y el resto proveniente de los mares y esteros por concepto de captura. En la
industria del cultivo del camardn existen también, la creacion de miles de fuentes de trabajo,
ya sea de manera directa o indirecta, millones de ddlares por concepto de produccion y por

]

TEQ
: FALLE




consiguiente el aumento de fuentes de proteinas que cada vez son mas necesarias para
cubrir la demanda mundial (FAO, 1997a).

Las pérdidas por enfermedades estan reconocidas como una constante
determinante en la producciéon acuicola, afectando por ende el desarrollo econémico e
ingresos del sector en muchos paises del mundo. Las enfermedades son un factor
limitante en la produccién de camarones y el hecho de no tener enfermedades es
favorable para incrementar el desarrollo del sector. (Conroy y Conroy, 1990)

A su vez, en la industria camaronicola existen pérdidas econémicas que se
atribuyen a las enfermedades; en ABD/NACA de 1991, se indica que en 1990, se
perdieron 1,400 millones de ddlares en paises en vias de desarrollo. El costo de la merma
en la produccion de China en 1993 fue aproximadamente de 1,000 millones de ddlares. En
Tailandia (1996), esta suma fue de 500 millones de ddlares, atribuido principalmente a dos
enfermedades: la enfermedad de la cabeza amarilla (Yellow Head Virus, YHV o Yellow
Head Disease, YHD) y la enfermedad de la mancha blanca (White Spot Syndrome Virus,
WSSV o White Spot Disease, WSD) (Alday-Sanz y Flegel, 1997).

Son varios los factores que se relacionan con el incremento de la incidencia de
enfermedades, algunos de ellos, factores ambientales y la calidad de agua, que causan el
incremento de la transferencia de patégenos, por movimiento de organismos causando las
epizootias. Existen estimaciones, basadas en la sobrevivencia de las granjas de 16
paises, que sugieren que las enfermedades y los problemas ambientales causan una
pérdida anual de unos 3,000 millones de ddlares. Como ejemplo, en 1993, Ecuador perdié
23,000 toneladas (22% de su produccion) debido a la enfermedad producida por el virus
del sindrome de Taura. El confinamiento de un gran nimero de organismos acuaticos en
pequefas superficies de agua como estanques, canales de corriente rapida o jaulas,
aumenta notablemente la posibilidad de que entren en contacto organismos hospedero y
organismos patoégenos, produciendo enfermedades de diversa indole, ocasionando
mortalidades de magnitudes variables, que de acuerdo al patdgeno involucrado, podrian
llegar a ser hasta del 100%, como por ejemplo, las virosis y bacteriosis (Provenzano, 1985).
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E! contro! de las enfermedades depende de un complejo de tres factores, que son:

diagnosis, prevencion y tratamiento.

1) La diagnosis, que es el conocimiento de los signos y sintomas de las enfermedades,
incluye el conocimiento del ciclo de vida y ecologia del patégeno, siendo una etapa

critica para cualquier programa de control.

2) La prevencion, o toma de medidas para tratar de evitar un dafo o enfermedad,
constituye el eje de cualquier programa de control e incluye el mantenimiento de la
calidad de! agua; reduccioén en las diferentes fuentes de estrés como son bajos niveles
de oxigeno, presencia de temperaturas extremas, refuerzo o intercambio paulatino de
productos de consumo; nutricidn adecuada; desarrollo de cepas resistentes;
desarrollo de vacunas para proteccion inmunologica; manipulacidn ambientalt;
regulaciones tanto nacionales como internacionales para la importacion; y exportacidon
de fauna exdtica a lugares de cultivo; y profilaxis quimica.

3) El tratamiento, que es el conjunto de cuidados para atacar a las enfermedades, es
usualmente en forma de quimioterapia posiblemente combinada con alguna medida
preventiva. El contro! quimico se considera como la ultima instancia en el control de
las enfermedades (Sinderman y Lightner, 1988).

Para hacer posible l|la deteccion de enfermedades producidas por estos
microorganismos en los camarones peneidos, existen tres procedimientos basicos, que son:

a) Los muestreos periddicos por medio de histopatologia de los organismos o
poblaciones en cultivo.

b) El analisis de muestras directas por microscopia fotonica o electronica, por técnicas
de histopatologia (preparaciones humedas o permanentes) y analisis molecular.

c) La aplicacion de bio-ensayos en una poblaciéon de organismos posiblemente
contaminados con una especie utilizada como bioindicador, combinando asi, los



muestreos directos y examen a éstos ultimos haciendo evidentes los signos de

infeccion (Lightner y Redman, 1992).

) Con referencia a la enfermedad de las manchas blancas sobre el exoesqueleto en
Penaeus monodon y P. japonicus y que surge a principios de la década de los afios 90 en
diferentes lugares de Asia, ésta es reportada bajo diferentes nombres pero con cuadros
hiétobatolégicos similares (Peng et al., 1998). En Japon, se reporta como virus nuclear en
fof}'rla de baston de Penaeus japonicus (RV-PJ) por Inouye, et al., Momoyama, et al.
Nakano et al. y Takahashi, et al. en 1994, en China, como baculovirus de la necrosis
hipodérmica y hematopiyetica (HHNBV) por Cai, et al. en 1995 y por ultimo,
Wongteerasupaya, et al. en 1995 lo reporta como baculovirus sistémico del ectodermo y
mesodermo (SEMBV) en Tailandia. En México, esta enfermedad surge en las costas del
Pacifico en el afio de 1999 y se le conoce como el Sindrome de la Mancha Blanca (White

Spot Syndrome Virus, WSSV) (Gédmez, et al. 2001).

Debido al auge que ha cobrado recientemente el cultivo intensivo de camarones, se
ha incrementado también, el interés en !a patobiologia de estos crustaceos. Los organismos
patégenos y los diferentes tipos de enfermedades que ellos producen se consideran
responsables, en muchos casos, del fracaso en los cultivos comerciales. Por otra parte, se
reconoce también que, si bien en la naturaleza las enfermedades infecciosas constituyen la
segunda causa de mortalidad de estos crustaceos después de la depredacion y de las
variaciones criticas en los factores ambientales, en la acuacultura representan el factor
limitante mas importante después de los requisitos nutricionales y reproductivo (Sindermann,

1990).



1.1 Antecedentes

La patologia de camarones inicia hace unos 30 afos. Muchos de los primeros
autores en esta area utilizaron métodos de diagnodstico simples para describir el primer
conocimiento de la enfermedad y los agentes que la causaban, en camarones del medio
silvestre, semi-silvestre y cultivados. En las décadas de los afios 60, 70 y 80, se aplicaron
meétodos microbioldgicos clasicos en el desarrollo de l|la patologia de camarones
determinando agentes causantes de vibriosis, enfermedades propias del exoesqueleto y
ciertas fungosis (Kusada y Watada, 1969; Egusa y Ueda, 1972; Cook y Lofton, 1973;
Lewis, 1973; Lightner y Lewis, 1975; Austin y Austin, 1987; Nakamura et al., 1994).

En las primeras publicaciones que describian las enfermedades de los camarones,
los autores utilizaban métodos de diagndstico relativamente simples, como la observaciéon
de preparaciones humedas de tejidos enfermos por medio de microscopia de luz o
contraste de fases (Sprague, 1950; Ilversen y Manning, 1959; Ishikawa, 1966, 1967;
Anderson y Conroy, 1968; Cook, 1971; Egusa y Ueda, 1972; Overstreet, 1973; Johnson et
al., 1973; Lightner y Fontaine, 1973; Couch, 1974a, b; Barkate et al., 1974; Johnson, 1975;
Lightner, 1975). Por otra parte, la histologia, con sus varios métodos de tincidon, generales
y particulares para cada uno de los grupos de parasitos y la microscopia electrénica de
transmision, fueron introducidas en los afios 70 para el diagnostico de enfermedades
(Baxter et al., 1970; Sparks y Lightner, 1973; Lightner, 1975; Brock y Lightner, 1990 a yb).

A través del tiempo, se han descrito varias enfermedades virales en crustaceos, no
s6lo de camarones peneidos de importancia comercial. Los trabajos de virologia en
peneidos comienzan con Couch (1974 a, b), quien utilizd microscopia electronica de
transmision para determinar que los cuerpos tetraédricos, hasta el momento inusuales,
descubiertos por examenes directos del hepatopancreas en Farfantepenaeus duorarum y
F. aztecus, eran la causa de la infeccion de los tubulos hepatopancreaticos por un cuerpo
de inclusion producido por una especie de baculovirus, éste fue el primer virus en ser
descubierto en un camardn peneido y se le asigna el nombre de Baculovirus penaei

(Lightner y Redman, 1998).



El virus del sindrome de la mancha blanca, se detectd en 1993 en Asia. En ese
momento, se habian reportado enfermedades de origen viral con mortalidades
acumulativas de hasta el 80% en las granjas de cultivo de China, Japdén, Corea y Tailandia
(lnouye et al., 1994, 1996; Nakano et al., 1994; Wongteerasupaya et al., 1995) y mas
recientemente en Indonesia, Taiwan y la India (Chen, 1995; Chou et al.,, 1995; Rosenberry,
1995; Wang et al., 1995; Winarno, 1995; Lightner, 1996; Lo ef al.,, 1997; Krishna et al.,
1997)

: Estaé‘enfermedades tenian caracteristicas muy similares entre ellas, la principal, la
‘presencna de manchas blancas sobre la cuticula, las cuales fueron atribuidas, en ese
momento a cuatro diferentes virus: el Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética
Baculoviral (Baculoviral Hypodermal & Haematopoietic Necrosis Virus, HHNBV) por Huang
et al. (1994); el Virus Ovoide Alargado de Penaeus japonicus (Rod-shapes Virus, RV-PJ)
por'lhouye et al. (1994) y Takahashi ef al. (1994); el Baculovirus Sistémico Ectodermal y
Meébdermal (Systemic Ectodermal and Mesodermal Baculovirus, SEMBYV) por
Wongteerasupaya et al. (1995) y el Baculovirus de la Mancha Blanca (White Epot
Baculovirus, WSBV) por Wang ef al. (1995), determinando posteriormente que se debia a
diferentes cepas del mismo agente viral (Durand et al, 1996). Todos estos virus se
consideraron dentro de la Familia Baculoviridae y a la subfamilia de los baculovirus no
ocluidos, los Nudibaculovirinae (Francki et a/., 1991) cuya ubicacion es ahora cuestionada

(Kasornchandra y Boonyaratplain, 1998).

Para Ameérica en 1995, incluyendo las islas del Archipiélago de Hawai, se habian
identificado ocho especies de virus o tipos virales muy estrechamente relacionados que
producian enfermedades, cuatro de ellos afectando a una o mas especies de camarones
cultivados. Estos son: Baculovirus penaei, (BP); el virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa (Infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus,
IHHNV); el Parvovirus hepatopancreatico (Hepatopancreatic virus, HPV); el picornavirus
del sindrome de Taura (Taura syndrome virus, TSV); el virus tipo Reo Il (Reo-like virus I,
REO-II); el virus de la vacuolizacion de! érgano linfoide (Lymphoid organ vacuolization
virus, LOVV); el rhabdovirus de camarones peneidos (Rhabdovirus of penaeid shrimp,
RPS); y finalmente, el iridovirus de camarones (Rhabdovirus of penaeid shrimp, IRDO)
(Lightner et al., 1997). A finales de ese mismo afno, se detectaron por primera vez en
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Ameérica el virus de la cabeza amarilla (Yellow head virus, YHV) y el virus del sindrome de
la mancha blanca (White spot syndrome virus, WSSV) originarios del continente asiatico,
sumando entonces, solo en Ameérica, diez tipos virales diferentes que afectan a la industria

camaronicola.

Wang et al. (1995), purificaron el virus de la mancha blanca, describieron su
genoma y dieron sus caracteristicas ultramicroscédpicas. Compararon las diferencias
morfoldgicas de este virus con el de virus de la necrosis baculoviral de la glandula del
intestino medio (BMN), nombrando a esta cepa PmNOBIII.

En 1996, Inouye et al., proporcionaron las caracteristicas ultraestructurales y
morfometrias de lo que llaman virus nuclear ovoide de Penaeus japonicus, clasificandolo
dentro de los Nudibaculovirinae, una subfamilia de 1a familia Baculoviridae, y lo redesignan
como.  viremia aguda de los peneidos. Chang et al. (1996), realizaron una infecciéon
experimental describiendo el comportamiento de ésta a nivel tisular, concluyeron que la
hibridacidén in situ fue el proceso mas eficiente para la determinacion de la presencia en los
érganos afectados en comparacion con otras técnicas de diagnostico. Durand et al.
(19986), realizaron infecciones experimentales a L. vannamei y L. stylirostris con material
viral de P. monodon provenientes de Tailandia, analizaron los viriones resultantes por
medio de microscopia electronica de transmision y dieron las caracteristicas morfoldgicas,
aplicaron la técnica de hibridacién /n situ para determinar los tejidos afectados,

caracterizando cuatro fragmentos por medio de electroforesis en gel de agarosa.

Lu et al. (1997), infectaron camarones provenientes del Hemisferio Occidental (L.
vannameiy L. stylirostris) con indculos de camarones infectados. Mientras tanto, Wang et
al. (1997a), analizaron poblaciones silvestres de Metapenaeus ensis, y las compararon
histolégicamente con P. monodon concluyendo que existe similitud de la enfermedad con
otros huéspedes, determinaron que la proliferacion de los viriones se lleva a cabo dentro
del nucleo de las células posibilitando una infeccidn, vertical en las poblaciones durante el
desove; Metapenaeus ensis no presentd las manchas blancas en el exoesqueleto

presentando organismos asintomaticos.



Wang et al. (1997b), proporcionaron las caracteristicas de la enfermedad de las
manchas blancas con base en estudios histopatolégicos y de microscopia electronica de
interferencia y microscopia electréonica de barrido, por ultimo, dan las morfometrias de los
cuerpos de inclusidn y viriones, concluyendo que el factor que desencadena la apariciéon
de la enfermedad son los niveles de amonio en el medio. Lightner et al. (1997), reportaron
el primer caso de WSSV en el hemisferio occidental a finales de 1995 en L. setiferus
muestreado en las costas de Texas, y mas tarde, Lightner et al. (1997) y Nunan et al.
(1998), mencionan la importancia del movimiento de los camarones peneidos a nivel
internacional. Durand et al/. (1997), proporcionaron las caracteristicas morfolégicas de los
viriones asi como las alteraciones a nivel histologico de los cuerpos de inclusidn de WSSV
a niVél ultraestructura. Lo et al. (1997), realizaron pruebas de deteccion y tropismo de cada
uno de los diferentes tipos tisulares de F. monodon, haciendo énfasis en los 6rganos
reproductores. Karunasagar y Karunasagar (1997), describieron las caracteristicas
morfologicas externas y la histopatologia de P. monodon en organismos infectados por
wWSssv originarios de la India y reportando las poblaciones de bacterias asociadas con esta
virosois. Nunan y Lightner (1997), desarrollaron una prueba genética para la identificacion
de 'WSSV a partir de secuencias de Baculovirus penaei y Monodon baculovirus. Flegel
(1 997), realizé un trabajo retrospectivo de cinco de los virus mas importantes que

producen enfermedades en P. monodon.

El afio de 1998 y debido a la alta frecuencia de mancha blanca en los sistemas de
produccién-a nivel mundial, se da un incremento en la investigacion acerca de WSSV,
resultando 'ser la época en la cual existen mas trabajos publicados sobre el tema.
Kasornchanydra y Boonyaratpalin (1998), desarrollaron el primer cultivo de tejidos a partir
de P. monodon, para el analisis de la patogenicidad del Virus de la Mancha Blanca (White
Spot Syndrome Virus, WSSV) probandolo en diferentes especies de crustaceos,
determinando alteraciones histologicas y tiempo de infeccion en cada una de éstas. Sahut
et al., (1998) realizaron estudios sobre patogenicidad y métodos de deteccion por medio

de inmunologia.

Lo et al. (1998), desarrollaron una PCR a partir de la region mas conservada del
virus de WSSV, dando cuatro niveles de infeccidon. Suppamattaya et al. (1998), llevaron a
cabo una transmision experimental de WSSV obtenido de P. monodon en Portunus
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pelagicus, Scylla serrata y Acetes sp., mediante inyeccion, ingestion e inmersion; donde se
observan infecciones con diferentes porcentajes de mortalidad. Kanchanaphum et al.
(1998), realizaron una infeccion experimental de WSSV en Sesarma sp., Scylla serrata y
Uca pugilator que colocan a coexistir con Penaeus monodon. Mohan et al. (1998),
reportaron las caracteristicas histopatoldgicas de los camarones que muestran los signos
externos macroscoépicos de WSSV con cuerpos de inclusion intranucleares del Virus de la
Cabeza Amarilla (Yellow Head Virus, YHV) y viceversa, durante la epizootia de 1994 en
la Iﬁdia, sugiriendo una infeccién dual. Nadala y Loh (1998), analizaron tres diferentes
cepés de 'WSSV purificado provenientes de Indonesia, China y los Estados Unidos, la
cérﬁbara'c’iyén es morfolégica, bioquimica y gendmica utilizando microscopia electrénica,
eléf;ﬁtidforesis, western blot y polimorfismo de los fragmentos de restriccion.

Nadala et al. (1998), purificaron virus de lo que llaman baculovirus chino (CBV) de
P. _/apon/cus morlbundos obtenidos en China y caracterizandolo morfolégicamente. Kou et
(1998) observaron la predominancia del WSSV en los diferentes tipos de tejidos
camarones y cangrejos y dan la prevalencia de los cuerpos de inclusion en los tipos
tlsulares Karunasagar y Karunasagar (1998), resaltaron la importancia de las pruebas
moleculares y PCR en el diagndstico de varias enfermedades que atafien a los camarones
peneidos. Chang et al. (1998a), aplicaron técnicas de hibridacidon jin situ a diferentes
organismos de la fauna carcinolégica de Taiwan a Trachipenaeus curvirostris,
Metapenaeus ensis, Exopalaemon orientalis, Machrobrachium sp., Procambarus clarkii,
Portunus sanguinolentus, Charybdis granulata, Panulirus versicolor and P. penicillatus,
determinando el tipo tisular afectado de cada uno de éstos.

Chang et al. (1998b), realizaron ensayos sobre e! efecto que tiene el WSSV en
juveniles de P. monodon utilizando diferentes técnicas para inactivar este virus.
Kasornchandra et al. (1998), compararon los cambios microscopicos a nivel
histopatolégico en camarones colectados en varias localidades de Asia. Peng et al.'(1998),
analizaron por medio de la Reaccion de la Polimerasa en Cadena (Polymerase Chain
Reaction, PCR, poblaciones de larvas, postlarvas, juveniles y adultos de Macrobrachium
rosembergii y lo comparan con P. monodon. Chou et al. (1998), infectaron a juveniles de
P. monodon y P. japonicus y postlarvas de P. penicillatus de forma oral y por contacto de




extractos de P. monodon y P. Japonicus, la mortalidad acumulada en todos los
experimentos es del 100% en un periodo de 4 a 6 dias.

Sudha et al. (1998), compararon tres cepas diferentes de WSSV clasificando las
manifestaciones clinicas en tres niveles: sub-agudo, agudo, hiper-agudo. Kim et al. (1998),
confrontaron la secuencia del WSBV con otros virus parecidos y determinan que es un
nuevo virus, Itami et al/. (1998), dan las tasas de sobrevivencias de organismos
alimentados con petidoglucanos, observandose una baja en l|la tasa de mortalidad.
Chanratchakool! y Limsuwan (1998), monitorearon la poblacion postlarvas de camarén a
las cuales se administra formalina para ser usada como prevencion del WSSV. Wang et
al. (1998a 1998b y 1998c), desarrollaron una nueva prueba diagnéstica utilizando
hibridacion in situ en genes para la identificacion de WSD utilizando l|la técnica de
amplificacion polimoérfica de DNA; mas tarde, compararon seis aislados de diferentes
regiones geograficas, utilizando a juveniles de Farfantepenaeus duorarum y postlarvas de
L. vannamei, determinandc que el indculo de Texas fue el mas virulento de todos ellos,

pues la mortalidad de los organismos expuestos a este inoculo fueron
| ot

S_que.mas rapido
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murieron. | v
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En 1999, Rajendran et al., realizaron un trabajo en el cual inoculan diferentes
especies de crustaceos marinos y de agua dulce originarios de la India y observan las
mortalidades en cada una de las especies. Tapay et al. (1999), desarrollaron primers para
PCR para la identificaciébn de material genético de WSV de varias localidades alrededor
del mundo. Chen y Wang (1999), establecieron lineas de cultivo de tejidos de ovario,
corazon, organo linfoide, hemocitos periféricos de P. monodon, P. japonicus y P.
penicillatus para determinar la susceptibilidad a WSSV y YHV. Lo et al. (1999), trabajaron
siete diferentes muestras de WSSV de la coleccion del Dr. Lightner de la Universidad de
Arizona determinando e! parentesco de estas muestras.

En el 2000, Hammed et al, compararon la susceptibilidad de Macrobrachium
rosenbergii, M. idella 'y M. lamarrae con P. indicus y P. monodon, determinando que M.
rosenbergii es el que presenta una tolerancia a la infeccion viral. Hulten et al/. (2000a),
analizaron el genoma de! WSSV y lo comparan con los virus pertenecientes a la Familia
Baculoviridae y determinan que es un virus de reciente origen que pertenece a un nuevo
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género (Whispovirus) de la Familia Baculoviridae o un mi;;b?é ‘de un;_Famllna
enteramente nueva, posteriormente Hulten et al. (2000b), identifican dos proteinas de los
viriones de WSSV. Nadala y Loh (2000), desarrollaron un método de nitrocelulosa para
Dot-blot e identificar WSSV y YHV como una prueba rapida de diagnostico de camarones
infectados. Tsai et al. (2000a), caracterizaron un gen de WSSV, sugiriendo que con base
en un analisis filogenético y alineacion de secuencias, el gene puede ser el resultado de la
fusion de un gene tipo celular TK y un tipo celular TMK, pudiéndose aprovechar como un
gene marcador de WSSV. Tsai et al. (2000b), realizaron un analisis transcripcional de la
ribonucledtido-reductasa de los genes de WSSV. Villarreal et al. (2000), hacen un estudio
de las estrategias del ciclo de vida virales para provocar enfermedades. Tang y Lightner
(2000), desarrollan un método de cuantificacion del genoma de WSSV por medio de PCR.

En el 2001, Hossain et al., aplicaron la técnica de PCR para la determinacion de la
enfermedades de WSSV en fauna carcinoldgica asociada a las granja de cultivo de
camarones peneidos de las costas de la India, indicando que éstos son asintomaticos pero
portadores del virus. Hammed et al. (2001), infectaron dos especies de cangrejos de agua
dulce, determinando la alta susceptibilidad de estas tal como los camarones peneidos.
Hulten et al. (2001a y b), realizan trabajos de gendmica analizando la secuencia del gen
de WSSV asi como la estructura de la proteina VP28, involucrada con este virus.
Finalmente, Liu et al.,, (2001) hacen un analisis filogenético y la caracterizacion de una
proteina kinasa del WSSV.

Hammed et al. (2002), realizan investigaciones acerca de Artemia sp. como
possible vector de WSSV a Penaeus indicus.

En México, el estudio de las enfermedades de camarones peneidos en cultivo se
inicia a principios de la década de los arfios 90. De manera oficial, se constituye el Comité
de Sanidad Acuicola, el cual depende del Comité Nacional de Normalizacidon de Pesca
Responsable conformado por grupos de investigacion, el gobierno federal y los
productores del pais. Desde l!a creacion de este grupo, se han expedido normas
relacionadas con la sanidad acuicola de camarones comerciales, si no de la flora y fauna
relativa a la acuacultura del pais, como lo son: la Norma Oficial Mexicana NOM-010-

PESC-1993, la cual establece los requisitos sanitarios para la importacién de organismos



acuaticos; la Norma Oficial Mexicana NOM-011-PESC-1993, que regula la aplicacion de
cuarentenas a efecto de introducir enfermedades exodticas al pais; la Norma Oficial
Mexicana NOM-020-PESC-1994, que acredita las técnicas de identificacion de agentes
patégenos y finalmente la Norma Oficial Mexicana NOM-022-PESC-1994, que establece
las regulaciones de higiene y su control (Hernandez, 1995).

Jiménez (1999), editd un atlas de las enfermedades de camarones peneidos, el cual
es uno de los primeros trabajos a nivel nacional que tratan no solo de WSSV sino de
varias enfermedades de diferentes tipos en camarones de importancia comercial. Gémez
et al. (2001), dieron las caracteristicas de las diferentes enfermedades que atacan a la
industria camaronicola en México.
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1.2 Caracteristicas del Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (White Spot
Syndrome Virus).

La bibliografia nos sefiala los siguientes:

Datos clinicos de la enfermedad y su morfogénesis.

Los primeros rasgos de la sintomatologia son: |a baja de consumo en el alimento, la
letargia , el reblandecimiento de la cuticula; asi como una coloracion rosada originada a la
excitacion de los cromatoforos y la presencia de manchas blancas de 0.5 a 2.0 mm de
diametro en la superficie de la cuticula y otros drganos internos.

De manera histologica se determind la presencia de hipertrofia nuclear, la
marginacion de la cromatina y la acumulaciéon intranuclear de los viriones. Los nucleos
contienen material granular y fibrilar localizado de manera central, presentandose
fragmentos circulares o lineares de la membrana, se observa que los cuerpos de inclusion
son eosindfilos y progresivamente basoéfilos. El agente viral tiene de 80 a 120 X 275 a 360
nm (Durand et a/.1997). Los tejidos blanco que son afectados son los tejidos epitelial y
conjuntivo de todo tipo, particularmente el de las branquias y estdmago (lnouye et al/.,
1994; Chen, 1995; Wongteerasupaya et al., 1995, Durand et al. 1996, 1997).
Wongteerasupaya et al., 1995, concluyeron entonces que la infeccion esta limitada a los
tejidos de origen embrionario mesodérmico y ectodérmico de los camarones.

Ultra estructura (-

[P

El virus esta tipicamente caracterizado por una extension apical que lo envuelve,
algunas veces se observa hacia un lado de la particula. La nucleocapside desptiega una
apariencia superficialmente segmentada, Cada segmento parece estar formado por sub-
unidades de 8 nm de diametro, los cuales estan arreglados en dos filas paralelas.

El cilindro representando la nucleocapside es cerrado en uno de los extremos por
un pequeno segmento que forma una ligera terminal redondeada y en el extremo opuesto
es cuadrado (Fig. 1a). En algunas nucleocapsides degradadas se observa una apariencia
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rota o quebrada y un area clara, de aproximadamente 24 nm de grosor, en uno de los
extremos. Los segmentos estan parcial o completamente separados del resto de la
nucleocapside formando un anillo en uno de los extremos. El contenido de ésta, parece

ser un material filamentoso relacionado durante la degradacion de la nucleocapside

El virion es ovoide de unos 250 x 100 nm. La envoltura es de unos 6 o 7 nm de
grosor y tiene una estructura trilaminar en la unidad de la membrana.
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Figura 1a.- Micrografias electronicas de particulas de WSSV teilidas
negativamente. A, Aislado Indonesio; B, Aislado Norteamericano y C, Aislado
Chino. Las escalas de las micrografias indican 100 nm. 1, Virus mostrando la
caracteristica extension (flecha) de la envoltura en el apice de la particula; 2,
Localizacion inusual de la extension de la envoltura en la parte media de la
particula; 3, Una nucleocapside presentando una extremidad cuadrada y otra
redondeada con una apariencia segmentada. Los segmentos estan formados por
dos series de unidades alineadas arregladas en hileras regulares (flechas) La
segunda nucleocapside es parcialmente hinchado (flecha); 4, Nucleocapside
exhibiendo un una apariencia de reventarse a lo ancho formado por unidades
dispuestas regularmente. Un area clara (flecha) de una de las extremidades
representando la orientacion de la nucleocapside degradada; 5, La nucleocapside
degradada es fracturada al nivel de la segmentacion (flecha); 6, Nucleocapside
con un segmento objetivo mostrando su forma redondeada. (A - C, tomado de
Nadala y Loh, 1998; 1 — 6, tomado de Durand et al., 1997)




1.3 Objetivos

Objetivo general.-

Demostracion de tas alteraciones histolégicas producidas por los cuerpos de inclusion del
Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) en tejidos y 6érganos de camarones peneidos a

través de técnica histologica convencional y técnicas moleculares.

Objetivos particulares.-

v

Identificar los cuerpos de inclusidn y alteraciones histologicas que produce el WSSV,
aplicando diferentes técnicas de tincibn en camarones peneidos, Litopenaeus

vannamei.

identificar el material genético viral del WSSV aplicando técnicas moleculares en

camarones peneidos, Litopenaeus vannamei.

Demostrar las alteraciones histologicas producidos por los cuerpos de inclusion del
sindrome de la mancha blanca (WSSV) en los tejidos y érganos en camarones

peneidos, Litopenaeus vannamei.

Establecer las ventajas y desventajas de cada una de las técnicas histologicas

convencionales y moleculares para su implementacion en campo y laboratorio.
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2.0 Material y Método
2.1 Colecta y aclimatacién de los organismos

Se llevaron a cabo dos colectas de camarones de la especie Litopenaeus vannamei
en granjas camaronicolas del Estado de Sinaloa, la primera, en la region de Culiacan, para
la obtencion de organismos positivos a WSSV para elaborar un indculo viral y la segunda,
en la regidon de Mazatlan, para obtener organismos sanos, los cuales se infectaron
posteriormente con el inéculo viral. Ambas colectas fueron procesadas en el Centro de
Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A. C. (CIAD) Unidad Mazatlan, en el Estado de
Sinaloa, México.

La colecta para obtener material genético viral, se realizé6 en estanques de una
granja camaronicola, en la cual, la poblacién de camarones resulté positiva para WSSV
por medio de la técnica de PCR. Los organismos fueron etiquetados y mantenidos en
congelacion a una temperatura de —20° C hasta el momento de su procesamiento. Los
organismos a infectar, que corresponden a la segunda colecta, con un peso de entre 1.0y
3.0 g, fueron obtenidos de una granja de cultivo a los que se les tomd una muestra de
hemolinfa, procesada posteriormente mediante la prueba de PCR para determinar que
estuvieran libres de particulas virales de WSSV. Los camarones fueron dejados en
aclimatacion por un periodo de 14 dias, colocados en acuarios de 40 L a una salinidad de
35 %o, temperatura de 24-25° C, aireacion constante y un pH de 8.0-8.5, con recambio de
agua del 40% cada 24 horas, y alimentados con una formula comercial de alimento
concentrado para camaron; el agua utilizada en los bio-ensayos fue tomada del ambiente
marino, filtrada en arena y colocada en tanques de plastico negro con capacidad de 500 L
cada uno y aereacion constante en un ambiente oscuro para evitar el crecimiento de
microalgas.

Al finalizar la aclimatacion se tomé nuevamente hemolinfa de los organismos para
asegurar que no fueran portadores del material genético viral del WSSV (Diagrama 1).
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Salinidad = 35 %o
pH= 8.0-8.5
T= 2a4-25" C

. =

Inyecciéon del placebo e inéculo viral

Periodo de
infeccién (40
Horas)

Fijacién de organismos moribundos y terminales
Solucién Davidson v conservados en OH 70°

Diagrama 1.- Disefio experimental para {a obtencion de organismos a procesar
histolégicamente para la identificacion de WSSV.




2.2 Preparacion del inoculo viral

De acuerdo a los trabajos de Brock et al. (1995), Hasson et al. (1995); Durand et al.
(1996, 1997) y Overstreet et al. (1997), se elabord un inoculo viral de WSSV a partir
organismos juveniles de la especie Litopenaeus vannamei en el Laboratorio de Virologia
del! Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C. (CItAD, A. C.) Unidad
Mazatlan, bajo la coordinacion del M. en C. Leobardo Montoya R.

De estos organismos se obtuvieron 27 g de tejidos del cefalotérax (branquias,
artrobranquias, pereiopodos, parte distal de pledpodos) separando el hepatopancreas
debido a que este drgano presenta una baja concentracion de particulas virales y una alta
densidad bacteriana lo que ocasionaria una contaminacion del indculo. Posteriormente, se
homogenizaron los tejidos disueltos con buffer TN 1X estéril (Durand et al/.,, 1996, 1997,
Hasson et al., 1995) (Anexo 1). La suspension del homogenizado de los tejidos se coloco
en una serie de 10 tubos de centrifuga de polipropileno claro estériles con graduacion. La
centrifugacion se llevo a cabo a 10000 g a 4° C por 20 min., el sobrenadante fue filtrado en
una malla con apertura de 0.22 pm a una temperatura de 4° C. La proporcion tejido: buffer
TN fue de 1:4 (Anexo ). El inoculo fue almacenado en alicuotas y congelado a —20 °C

hasta antes de ser utilizado en los bioensayos. et
R S L

[ IR

2.3 Infeccion experimental "‘L \. s Coasletd

La infeccion experimental con el virus fue realizada con base a la informacion de
Inouye et al. (1996). Los organismos juveniles de L. vannamei, fueron inyectados, con una
jeringa hipodérmica para insulina, depositando una cantidad de 0.01 ml de! inoculo viral en
el costado de la union del segundo y tercer segmento abdominal entre el musculo y la
cuticula. Bajo las mismas condiciones de aclimatacion, los camarones bajo
experimentacion fueron un total de 78 organismos, que fueron colocados en tres grupos
de 26 organismos por acuario con una capacidad de 40 L cada uno, un ultimo grupo de 26
organismos mas fueron colocados en un cuarto acuario y que sirvio como grupo control a
los cuales se les inyectd 0.01 mi de Buffer TN 1X a manera de placebo. Estos acuarios se

mantuvieron en un area de bio-ensayos de! CIAD, A. C..
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2.4 Fijacion y conservacion de las muestras 1 )

Los camarones moribundos y los que llegaron a cumplir con un periodo de cuarenta
horas (39 organismos totales) fueron procesados histologicamente, desechando a los
organismos muertos. Los organismos fueron fijados en soluciéon Davidson por un periodo
de 48-60 horas de acuerdo a Bell y Lightner (1988), la cual se inyectd en una relacién 1:1
con el peso del organismo y preservados en alcohol 70" neutralizado (pH 7.0-7.5) hasta el
momento de su procesamiento histoldgico. Posteriormente, las muestras fueron
deshidratadas para ser incluidas en parafina con punto de fusion de 56-58 °C.

2.5 Técnica Histologica

Se realizaron cortes en un microtomo American Optical modelo 820 Spencer con un
grosor de 5 a 7 pm (Ferrer, 1931; Bell y Lightner, 1988; Lightner, 1996; Wang et al.,
1997b). Estos cortes fueron seriados para cada uno de los organismos obteniendo de12 a
15 preparaciones por camaron para que cada uno de los organismos fuera procesado por
las diferentes técnicas de tincidn. Los primeros cortes para aplicar la técnica de
Hematoxilina-Eosina, fueron realizados en el Laboratorio de Histopatologia del CIAD, A. C.

Se aplicaron diferentes tinciones: Moreno de Bismark (Lightner, 1996), (Anexo I1);
Hematoxilina-Eosina (Luna, 1968; Bell y Lightner, 1988; Austin y Austin, 1989; Lightner,
1996), (Anexo lll); Hematoxilina-Eosina/Floxina (Luna, 1968; Sheehan and Hrapchak,
1980; Lightner, 1996), (Anexo V), Técnica de WMallory (Luna, 1968; Sheehan and
Hrapchak, 1980), (Anexo V); y la Tincion de Lendrum (Sheehan and Hrapchak, 1980;
Austin y Austin, 1989), (Anexo VI).

Para este trabajo se aplicaron cuatro tipos de microscopia, las cuales son:
microscopia de campo claro, microscopia de contraste de fases, microscopia de
fluorescencia (U-M536 y U-M556 Olympus America Inc.) y microscopia de Nomarsky.

Las laminillas fueron analizadas en un microscopio American Optical, PhaseStar y
un microscopio Nikon Alphaphot del Laboratorio de Invertebrados de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma de México. Una vez identificadas las zonas
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con presencia de cuerpos de inclusion y alteraciones histolégicas se tomaron
fotomicrografias en un equipo Olympus Provis AX70 del Laboratorio de Microcine de la
misma dependencia.

2.6 Técnicas Moleculares

Se realizaron dos técnicas moleculares que son la Reaccidn de la Polimerasa en
Cadena y la Hibridacion in situ ambas en las instalaciones del Laboratorio de Virologia del
CIAD.

Reaccioén de |la Polimerasa en Cadena (PCR) (Anexo VII).

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction), es
usada para amplificar un segmento o segmentos de ADN que se encuentran entre
regiones de una secuencia conocida. Dos oligonucledtidos son usados a manera de
“primers” en una serie de reacciones sintéticas que estan catalizadas por una ADN-
polimerasa. Para este estudio, se utilizaron oligonucleétidos de la casa comercial
DiagXotics, Inc. (1Q2000) que se encuentran en un paquete de trabajo. Estos
oligonucledtidos tienen tipicamente, diferentes secuencias y son complementarias a las
secuencias que, primero, se encuentran por arriba o sobre la hebra templada de ADN, y
segundo, flanquean al segmento de ADN que esta siendo amplificado. Como primer paso,
el ADN templado es desnaturalizado por medio de energia caldrica en la presencia de un
medio rico en exceso de los dos oligonucledtidos y los cuatro desoxirribonucleédtidos
trifosfatados (dNTP 's) (Sambrook et al., 1989).

La reaccidn o mezcla es enfriada a una temperatura en donde los “primers” de
oligonucledtidos se alinean con base a las secuencias patron, y posteriormente con la
ADN-polimerasa. El ciclo o ciclos de desnaturalizaciéon, alineacién y sintesis del ADN es
repetida varias veces. Los productos de un ciclo completo de amplificaciones, sirven como
patrén para el siguiente, asi los ciclos sucesivos resultan en el doble de ADN como
producto total. El producto de esta reaccidon exponencial, es un segmento de doble cadena
de ADN cuyo termino esta definido por la terminacion 5° del “primer” del oligonucledtido
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cuyo largo esta definido por la distancia entre los “primers” (Sambroock et al., 1989)
(Anexo V).

El PCR, tiene ventajas sobre otros métodos que utilizan pruebas de acidos
nucleicos, las cuales tienen una sensibilidad de deteccion de 10% a 10° moléculas en un
patron homologo. El PCR necesita en promedio 10 moléculas patrén para proveer un
resultado positivo (Karunasagar y Karunasagar, 1998).

Para este trabajo, se disectaron los dos pledpodos del primer segmento abdominal
de los organismos, primero los organismos del lote experimental y segundo los
organismos de cada uno de los acuarios que se sometieron a la infeccion experimental. A
todos ellos se les aplicd la técnica de extraccion de DNA, 1Q2000 y DTAB/CTAB (Anexo
Vilt), colocando éste a una temperatura de —20 “C hasta el momento de su procesamiento
por PCR. Para la aplicacion de la prueba de PCR se utilizé el protocolo 1Q2000.

Una vez extraido el DNA de las muestras, se colocaron cada una de las ellas en
tubos estériles de 1.5 ml, adicionando la Taqg Polimerasa y la mezcla maestra de reactivos
para colocarlos en el termociclador previamente programado en donde se llevo a cabo el
proceso de desnaturalizacion, alineacion y extension. Este proceso se realizd dos veces y
los tiempos para cada uno de los pasos estan determinados por la finalidad que se tenga
en el trabajo.

Posteriormente se colocaron en un gel de agarosa para correr estas muestras con
un marcador y separarlos por pesos moleculares y finalmente hacer la observacion en una
lampara de luz ultravioleta (UV). La banda esperada en |a observacion es de 296 pares de
bases que corresponde al peso molecuiar de WSSV por medio de este kit.

—

Hibridacion in situ (Anexo 1X)

7 rEQie oo
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Se realizaron cortes transversales de los organismos infectados con un grosor de 5
HM y se montaron en portaobjetos cargados positivamente. Los cortes fueron
desparafinados en 2 pasos de xilol e hidratados con alcoholes graduales seguido por una
digestidon con proteinasa K. Los cortes fueron catlentados a una temperatura de 95 “C por 6

22



minutos para posteriormente hibridizarlos a 42 *C por 24 horas con una sonda de
comercial de WSSV (WSBV ShrimProbe DiagXotics, Inc.), posteriormente se realizé una
tincion de moreno de Bismark para contrastar la actividad resultante de esta hibridacion in

situ.

Finalmente, las preparaciones histologicas se deshidrataron mediante alcoholes
graduales y fueron aclaradas con xilol para ser montadas con resina sintética y tener

preparaciones permanentes.
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3.0 Resultados

En este trabajo, la totalidad de los camarones infectados (78 organismos de la
especie L. vannamei) desarrollaron las caracteristicas manchas blancas que son
claramente visibles en una infeccion avanzada sobre el exoesqueleto. En la figura 1b, se
puede observar manchas ocasionadas por depodsitos calcareos sobre la cuticula del
camardn. Estas manchas, que inicialmente son decoloraciones de los cromatdforos
subcuticulares, van de una coloracidn rosa a rojo en las infecciones iniciales, pardo en las
infecciones intermedias, tornandose blancas y mas evidentes en infecciones agudas. La
infeccion de los animales fue confirmada por medio de pruebas histoldogicas,
observandose infecciones leves y lesiones mas agudas, dependiendo de! niamero de
células infectadas y el grado de desarrollo de los cuerpos de inclusion en las mismas
células, asi mismo, a nivel tisular la severidad de la infeccion estuvo dada por el nimero

de células que se encuentran infectadas, pudiendo observar un mayor o menor niumero de

cuerpos de inclusion.

Figura 1b.- Vista general y detalle de las incrustaciones calcareas sobre la
cuticula correspondiente al area del cefalotérax de un juvenil de L. vannmei. A)
Contraste de un exoesqueleto sano correspondiente a fos organismos utilizados
como grupo control y un exoesqueleto con incrustaciones calcareas. B)
Incrustaciones de un organismo enfermo. C) y D) Detalle de las incrustaciones de
un organismo con infecciéon aguda de WSSV, Microscopia de campo claro en un
microscopio de diseccion.

Otros signos clinicos que se apreciaron incluyen letargia, anorexia, una baja en el
consumo de alimento, y de manera general un enrojecimiento en los apéndices y una
%




coloracion rosa en el exoesqueleto provocado por la excitacion de los cromatéforos, una
decoloracion del musculo, principalmente en los paquetes musculares del abdomen, una
falta de alimento en el tracto digestivo de esta porcién del cuerpo y por ultimo las antenas
rojas y quebradizas (Figura 4C). Los cuerpos de inclusidon de WSSV en organismos
juveniles de L. vannamei, son caracterizados por medio de técnica histologica
convencional aplicando diferentes tinciones (Hematoxilina-Eosina; Hematoxilina-
Eosina/Floxina, moreno de Bismark; Tricromica de Mallory; Lendrum) y técnicas
moleculares (PCR e Hibridacion in situ). Asi como el uso de diferentes tipos de
microscopia (Campo claro, Contraste de fases, Fluorescencia).

3.1 Técnica Histologica

Los resultados obtenidos a través de la técnica histoldgica mostraron una alteracion
de la estructura normal del epitelio subcuticular del estomago, originada por la presencia
de cuerpos de inclusidon prominentes en diferentes etapas de desarrollo. De acuerdo con el
trabajo de Lightner et al/. (1983), el grado de infeccion observado en las laminillas
histolégicas obtenidas de los organismos que se sometieron a la infeccion experimental,
estuvo dentro de los niveles 1 a 4, dado por el niumero de cuerpos de inclusion
intranucleares que se encontraron en el tejido entonces el nivel 1 corresponde a una
infeccion muy liviana; el nivel 2 a una infeccidn liviana; el nivel 3 a una infeccién moderada
y finalmente el nivel 4 a una infeccién severa. Existen también, cuerpos de inclusion
prominentes inmersos en el tejido conjuntivo que une el epitelio con el resto del tejido en la
zona del estdbmago y la parte anterior del tubo digestivo. En el tejido branquial, por medio
del uso hibridacion del tejido, se observé material genético del virus, intra y extracelular,
este Ultimo, diseminado entre el tejido, en cuanto a la alteracién de la estructura tisular, no
se observd de forma aguda pues el niumero de los cuerp‘o“s,#gp_ _inclusic‘)nﬂ totalmente

desarrollados no fue alto.

f

e RSN

Los 78 organismos que se sometieron a la infeccion experimental, presentaron las
caracteristicas manchas blancas sobre el exoesqueleto (figura 1b), principalmente sobre el
caparazon del cefalotorax, de este total de organismos se procesaron por medio de
histologia solo 39 organismos pues los demas fueron desechados pues fueron organismos
muertos, los cuales no tienen las condiciones anatémicas e histolégicas para aplicar
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técnica histolégica. Los organismos del grupo control, fueron analizados por medio de
histologia, encontrandose la ausencia de los cuerpos de inclusiéon, tanto por el uso de
histologia convenciona! y molecular. En las preparaciones con la técnica de Hematoxilina-
Eosina, se observaron fases diferentes de la infeccion de WSSV, presentando cuerpos de
inclusién intranucleares desde iniciales hasta totalmente desarrollados.

LLas fases de inclusidn tempranas son abundantes, y se encuentran separadas de la
membrana nuclear, la cromatina se presenta marginal en los halos («) (Fig. 2A y 2B). En
la figura 2C, se observan cuerpos de inclusion intranucleares de WSSV totalmente
desarrollados («), las inclusiones intranucleares del WSSV, son eosindfilas en etapas
iniciales con una zona clara alrededor del cuerpo de inclusion. Gradualmente se tornan
basdfilos ocupando al mismo tiempo la totalidad del nucleo presentando una textura
granulosa en los nucleos hipertrofiados. Estas inclusiones intranucleares son similares a

los cuerpos de inclusion Tipo A que se presentan en el IHHN.

En la figura 2D, se observa un corte de tejido branquial de un juvenil de L. vannamei
mostrando cuerpos de inclusién en diferentes estadios de desarrollo, estadios tempranos
(«-T) y totaimente desarrollados («—D) de WSSV. Cuando el nivel de la infeccion es muy
bajo, la diagnosis por medio de histopatologia es dificil. Salvo algunas precipitaciones de
color azul observadas por la técnica de hibridacidon in situ, en este trabajo no se
observaron cambios a nivel tisular originados por la patologia en el hepatopancreas de los
organismos infectados, ni tampoco algun otro tejido derivado del endodermo, sin embargo,
se observé una alteracidn en la estructura del epitelio subcuticular del estomago, debida al
crecimiento de los nulcleos celulares que posteriormente lisan a la célula huésped (Fig. 3A,

C y D) y en el tejido conjuntivo asociado a esta estructura (Fig. 3B).

Para evidenciar los cuerpos de inclusion, se utilizé la microscopia de Nomarsky
(Fig. 4A y B) en la cual el uso del filtro azul permite evidenciar estos («) en el epitelio
subcuticular y en el tejido conjuntivo, ambos del estomago (Fig. 4A). Con el uso del filtro
verde (Fig. 4B), se puede hacer evidente el grado de desarrollo que tienen los que se
encuentran en los nucleos, tanto los cuerpos de inclusion tempranos («T) y los
completamente desarrollados («D), estos ultimos producen una lisis total del nucleo

celular.




Figura 2.- A-D, Fotomicrografias de cortes histolégicos de un organismo juvenii de
L. vannamei infectado con WSSV. A, B, C, Epitelio subcuticular y tejido conjuntivo
del estémago; D, tejido branquial. Se muestran células con nicleos degenerados.
A, D, Hematoxilina-Eosina; B, C, Hematoxilina-Eosina/Floxina. Microscopia de
campo claro. ESC, Epitelio subcuticular; C, Cuticula; TC, tejido conjuntivo; «D,
Cuerpo de inclusion desarrollado; «T, Cuerpo de inclusiéon temprano.
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Figura 3.- A-D Fotomicrografias de cortes histoldgicos de un organismo juvenil de
, D
Eosina. Microscopia de contraste de fases. ESC, Epitelio subcuticular; TC, tejido
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Figura 4.- A, B Fotomicrografias de cortes histolégicos de un organismo juvenil de L. vannamei
infectado con WSSV. Microscopia de Nomarsky. A, tejido subscuticular y conjuntivo del estémago
tefidos mediante la técnica de Hematoxilina-Eosina y uso de filtro azul;, B, tejido conjuntivo,
subscuticular y cuticula del estémago tefiidos mediante la técnica de Lendrum y uso de filtro verde.
ESC, Epitelio subcuticutar; TC, tejido conjuntivo; C, Cuticula; «D, Cuerpo de inclusi¢n desarroliado;
«T, Cuerpo de inclusiéon temprano. C, a la izquierda dos camarones sanos con el tracto digestivo con
alimento y a la derecha dos camarones enfermos con la excitacion de los cromatoéforos en la region
de los urépodos y la alteracion del color del abdomen, asi como el tragto digestivo vacio...—
1 b ) -




En la figura 5, se presentan diferentes campos de cortes histolégicos del epitelio
subcuticular y tejido branquial de juveniles de L. vannamei, en la figura 5A se muestra en
detalle los cuerpos de inclusion de WSSV totalmente desarrollados («); en la figura 5B y
5C, dos panoramicas de tejido epitelial subcuticular y tejido conjuntivo; y en la 5D, se
observan dos cuerpos de inclusién a punto de estar totalmente desarrollados (<), asi

como la cromatina marginal del nucleo.

En la figura 6A y 6B, se muestran cuerpos de inclusion en tejido epitelial
subcuticular del estomago en fases terminales de desarrollo («); en la figura 6C, un corte

de tejido branquial con cuerpos de inclusién en diferentes estadios de desarrollo.

La tincion monocromatica de moreno de Bismark es una técnica en la cual al no
haber un contraste de coloracién en las estructuras, es dificil establecer la diferenciacion
celular; en el caso de los cuerpos de inclusion, éstos son evidentes solo cuando estan en
fases terminales de su desarrollo (Fig. 6D). En el epitelio subcuticular del estdmago («) se
pueden observar cuerpos de inclusion terminales, los cuales son mas grandes que la

dimension total de las células.

En algunos nucleos hipertrofiados, principalmente del epitelio subcuticular del
estomago, fueron detectados cuerpos de inclusiéon en proceso de formacion en el plasma
del nucleo, lo cual indica que la multiplicacion viral se lleva a cabo en el interior de! nucleo

celular, para posteriormente liberar viriones al resto del tejido.

En la totalidad de las preparaciones, no se observaron cuerpos de inclusion en la
zona del citoplasma celular, hecho que nos confirma que es un virus formado de DNA y

que se sintetiza estrictamente en el nucleo.
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Figura 5.- A-D, Fotomicrografias de cortes histolégicos de un organismo juvenil de L. vannamei
infectado con WSSV. Técnica de Lendrum; Microscopia de campo claro. A, Detalle del epitelio
columnar subcuticular de l|a region del estomago con cuerpos de inclusion completamente
desarrollados («); B, C, Panoramicas de dos zonas del epitelio subcuticular y tejido conjuntivo del
area del estomago en el que se observan cuerpos de inclusion en diferentes fases de desarrollo; D,
Detalle de un corte de ramas branquiales con cuerpos de inclusion completamente desarrollados («).
ESC, Epitelio subcuticular; TC, tejido conjuntivo; C, Cuticula; L, Lumen de|] estomag!
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Figura 6.- A-D, Fotomicrografias de cortes histolégicos de un organismo juvenil de
L. vannamei infectado con WSSV. A, B, C, Técnica Tricromica de Mallory; A-B,
Detaile del epitelio subcuticular del estéomago; C, Tejido branquial, ambos con
cuerpos de inclusion en diferentes fases de desarrollo («). D, Tincién
monocromatica de moreno de Bismark; Microscopia de campo claro. ESC, Epitelio
subcuticular; TC, tejido conjuntivo; C, Cuticula. B ——
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En la figura 7A, se presenta una vista panoramica de un corte transversal del
estdmago de L. vannamei, teiiido con Hematoxilina-Eosina/Floxina con microscopia de
fluorescencia utilizando filtro verde (Cubo modular de fluorescencia Olympus U-MWU), en
donde se muestra la actividad de la floxina haciendo evidente de manera especial a la
cuticula que recubre el epitelio subcuticular. En la 7B, se exhibe un detalle de los cuerpos
de inclusidn intranucleares de WSSV desarrollados totalmente («) (Cubo modular de

fluorescencia Olympus U-MNBV).

Técnica

Ventajas

Desventajas

Hematoxilina -
Eosina

* Provee una vision panoramica de la muestra.

“ Costo bajo.

* Tiempo de procesamiento de 12-24 horas.

* Manejo de la técnica en lugares sin condiciones
particulares.

Hematoxilina-
Eosina/Floxina

* En microscopla de campo claro, contraste de
fases y Nomarsky, da los mismos resultados que
H-E.

* En microscopia de fluorescencia, da informacién
de las estructuras que reaccionan con la floxina.

* Costo bajo.

* Tiempo de procesamiento 12-24 horas.

* Manejo de la técnica en lugares sin condiciones
particulares.

Técnica de
Maltory

“Tiempo de procesamiento 12-24 horas.

* Costo bajo.

* Manejo de la técnica en lugares sin condiciones
particulares.

* El material genético no se observa hasta
formar los cuerpos de inclusién.

* Poco especifica en ta identificacion entre
tas diferentes especies de virus.

* El niumero de organismos analizados
depende de |la cantidad de equipo y personal
calificado.

Técnica de
Lendrum

* Evidencia de manera clara los cuerpos de
inclusion en todos sus estadios.

* Manejo de la técnica en lugares sin condiciones
particulares.

* Costo ligeramente elevado con relacién a
otras técnicas convencionales.

* Tiempo de procesamiento 48-80 horas.

* Poco especifica en la identificacion entre
las diferentes especies de virus.

Moreno de
Bismark

* Costo bajo. .

*Tiempo de procesamiento 12-24 horas.

* Manejo de |a técnica en lugares sin condiciones
particulares.

* Se necesita de mucha experiencia en el
microscopio para la identificacion de los
cuerpos de inclusién.

* Imagenes monocromaticas sin contraste.
* Poco especifica en la identificacion entre
las diferentes especies de virus.

Hibridacion
in situ

*Tiempo de procesamiento 12-24 horas.

* El material genético se observa sin la formacién
de los cuerpos de inclusion,

* Alitamente especifica en la identificacién de cada
especie viral,

* Costo elevado.

* Utilizacion de recursos humanos
calificados.

* Manejo de la técnica en lugares estériles y
aislados. |

Tabla 2.- Cuadro comparativo de las técnicas histologicas empleadas en !la
identificacion de WSSV.




3.2 Técnicas Moleculares
Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Los organismos del grupo control (26 camarones) y los infectados
experimentalmente que llegaron a cumplir con las 40 horas post-infeccion (39 camarones),
fueron analizados por medio de la técnica de la Reaccion de la Polimerasa en Cadena

(PCR).

Como primer paso se analizaron los organismos del grupo control y como segundo
paso, los organismos del grupo de experimentacion, esto Gltimos resultaron ser positivos

posterior a la infeccién por inyeccion.

En la figura 8, se muestra los resultados de diferentes corrimientos de los productos de la
PCR para material genético de camarones peneidos los cuales fueron infectados

experimentalmente, con los resultados descritos en el pie de figura.

Figura 8.- Corrimiento de! gel de agarosa para los productos de la PCR de
camarones peneidos infectados experimentalmente. Carril 1, Marcador de peso
molecular; carril 2, control positivo; carril 3, control negativo; carril 4 y 6, muestras
de camarones positivos para WSSV, entre estos dos carriles, se puede observar la
diferencia de concentraciones de material genético viral; carril 5, muestras de
camarones negativos para WSSV (Grupo control).




Hibridacion in situ

El desarrollo de la infeccion a nivel celular en los tejidos fue observado gracias a los
precipitados azules que se presentaron en el epitelio subcuticular del estomago y tejido
branquial, mostrando distintos niveles de tincion y alteracion de la morfologia celular, lo
cual nos indica los diferentes grados de infeccion entre los tejidos.

Se encontré tejido intacto en el cual no se presentd coloracion, por lo que se
considera negativo de ser portador del material genético viral, y tejido tefiido de azul en
una alta proporcién, lo cual indica que se trata de células altamente infectadas y cuya
alteracion a nivel nuclear y citoplasmatica puede observarse con mayor claridad con las

otras técnicas empleadas.

En los organismos utilizados como grupo control no se encontraron manchas
blancas sobre el exoesqueleto ni tampoco las precipitaciones color azul en las laminitlas.
En los organismos del grupo experimental estuvieron presentes los precipitados azules
tenues en el nudcleo del epitelio subcuticular y tejido conjuntivo de! estomago de los

organismos .

Estos tejidos poseen una morfologia con cambios a nivel celular y tisular en
infecciones agudas; en este nivel de infeccion se observan nucleos anormales, con un
diametro mayor al promedio y en el caso de las células que han experimentado la lisis, se

observa solo el material genético viral diseminado de manera intercelular.

En la figura 7C, se observa tejido subcuticular del estdbmago de L. vannamei
infectado con WSSV en diferentes fases de desarrollo. En la figura 7D, tejido branquial
gue reacciond con la hibridacidn in situ, en donde los cuerpos de inclusion desarrollados y
el material genético de WSSV diseminado de manera intercelular en los filamentos

primarios y secundarios de |la estructura («).

En el caso del tejido branquial se observan precipitados azules intensos a nivel
nuclear y en el area de las células que han perdido su estructura se puede ver la




diseminacién del material viral a manera de manchas azules, pero sin una apariencia
puntual, lo cual da como resultado que en estas areas el tejido muestre desintegrado.

En el hepatopancreas se pudieron observar precipitaciones aisladas o manchas no
bien definidas en los espacios intertubulares, particularmente en el tejido conjuntivo y
células mioepiteliales, lo que indica que el grado de infeccidon de este 6rgano es menor a
los antes mencionados. Por otro lado, las células que forman parte del interior o a los
tibulos no presentaron precipitados, indicando la ausencia de material Vviral,

manteniéndose asi la estructura celular y tisular.

En la regién dorsal del cefalotérax, principalmente en ta zona central que
corresponde a la espina rostral, se presentaron precipitaciones azules en el tejido
conjuntivoe. En los primeros segmentos de los pereiopodos se observaron precipitaciones

azules tenues, pero no cuerpos de inclusion .
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Figura 7.- A-D, Fotomicrografias de cortes histoldgicos de un organismo juvenil de L. vannamei
infectado con WSSV. A, B, Hematoxilina-Eosina /Floxina. Microscopia de fluorescencia. A,
Panoramica de un corte transversal del estomago; B, Detalie del epitelio subcuticular del estémago en
donde se observan cuerpos de inclusién en diferentes fases de desarrollo («).C. D, Hibridacion in
situ. Microscopia de campo claro. La reaccion de la hibridacion in situ positiva para WSSV es indicada
por las precipitaciones azul oscuro en los nucleos de las células. C, Branquias con células epiteliales
positivas. D, Epitelio columnar subcuticular del estomago. ESC, Epltelvo sub (_:_l._ljgi:_:l}‘,, tejido

conjuntivo.




4.0 Discusion

Con base en los resultados presentados en este trabajo, los signos clinicos que se
detectaron en la totalidad de los camarones sometidos a la infeccion experimental, fueron
una baja en el consumo de alimento debida a la falta de apetito y letargia, mismos
sintomas que han sido reportados por Sahul ef al. (2000). La infeccidon de WSSV, se hizo
evidente de manera macroscopica mediante la aparicion de las manchas blancas
localizadas en la regidn del cefalotérax de la totalidad de los animales (Takahashi et al.,
1994; Wongteerasupaya ef al.,, 1995; Chou et al.,, 1995). Otra respuesta a la infeccion fue
un enrojecimiento del cuerpo debido a la excitacion de los cromatoforos subcuticulares, a
nivel de los urépodos, el telson, los pereidpodos y los pleépodos (Momoyama ef al. 1994).
Las observaciones realizadas en los tejidos de los camarones infectados de este trabajo
coinciden con las hechas por Wang et al. (1997b) y Kasornchandra et al. (1998); los
cuales reportan que la apariencia de los cuerpos de inclusidon intranucleares concuerdan
con los que se desarrollan con la presencia del IHHNV, sin embargo, las inclusiones tipo
Cowdry A en e! cuadro clinico con el sindrome de la mancha blanca representan estadios

tempranos de la infeccion viral de esta enfermedad.

Las caracteristicas diagnodsticas de la presencia de WSSV descritas a nivel
microscopico por autores como Wongteerasupaya et al. (1995); Lightner (1996);, Wang et
al. (1997a, 1997b) y Sahul et al. (2000), coincide con las mostradas en Ias.figuras 2a7v,
donde se observan los cuerpos de inclusidon en los nucleos hipertrofiados de las células
infectadas. Mediante la utilizacion de histologia convencional y microscopia fotonica,
empleadas en este trabajo, estos cuerpos de inclusidon localizados en distintos tipos
tisulares, son similares a los descritos en P. japonicus, P. chinensis, P. monodon, P.
indicus y P. merguiensis por Karunasagar y Karunasagar (1997); Kasornchandra et al.
(1998); Chou et al. (1995); Inouye et al. (1994); Kasornchandra et al. (1995) y Momoyama
et al. (1994). ; T '

Utilizando la técnica de Hematoxilina-Eosina, los resultados obtenidos en este
trabajo, concuerdan con lo presentado por Lightner (1996); Chang et al. (1996, 1998b);
Durand et al. (1996, 1997); Wang et al. (1997b); Lu et al., 1997); Mohan et al. (1998); Kuo
et al. (1998); Karunasagar y Karunasagar (1998); Sudha et al. (1998) y Rajendran et al.
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(1999), en cuanto a las caracteristicas de los cuerpos de inclusion, los cuales son
eosinofilos en sus etapas iniciales, mientras que en las etapas terminales se tornan
basdfilos. En este trabajo, ademas de utilizar esta técnica, los resultados obtenidos
involucran las técnicas de Moreno de Bismark, Hematoxilina-Eosina/Floxina, técnica de
Mallory y la tincidn de Lendrum para identificar los tejidos en donde se desarrolld la
formaciéon de cuerpos de inclusion como son: el epitelio subcuticular, las branquias, el
organo linfoide, el epitelio subcuticular del estomago, la glandula antenal, e! tejido
hematopoyético, el vas deferens, el tejido conjuntivo general, el ovario y el cordén nervioso
ventral, todos estos de origen ectodérmico y mesodérmico y como lo mencionan autores
como: lnouye et al. 1994; Momoyama, et al.,, 1994; Chou, et al.,, 1995; Wongteerasupaya
et al., 1995 y Kasornchandra et al.,, 1998. Mediante la utilizacion de técnicas de tincién
convencionales, el material genético viral se observa en estadios en los que existe el
desarrollo de cuerpos de inclusion intranucleares. En el caso de células o tejidos que se
encuentran en estadios iniciales de infeccion, €sta no puede ser observada y determinada

debido a que no existen alteraciones morfolégicas de las estructuras.

Durante el diagndstico de infecciones positivas del WSSV, el uso de técnicas
histopatolégicas, asi como técnicas de microscopia electronica de transmision, estan
limitadas a factores como: a) analisis de un nimero pequefio de muestras dentro de un
universo muy amplio de organismos que pueden estar o no infectados o bien, ser
asintomaticos y b) requerimiento de grandes periodos para la aplicacion de las técnicas de
manera rutinaria (Durand et al., 1996; Wang et al., 1997a; Wang et al., 1998a). El mas
claro ejemplo en este trabajo es la técnica de Lendrum la cual puede llegar a requerir de
hasta 80 horas para proporcionar un diagndstico. Recientemente el desarrollo de las
diferentes técnicas moleculares, ha permitido valorar de manera mas rapida a estos
organismos. De acuerdo con Lo et al., (1997), el diagnéstico por PCR es mucho mas facil
y rapido, pudiéndose confirmar con estudios de hibridacion in situ, incrementando la
velocidad y eficiencia en los diagnésticos. En este trabajo, se aplicaron ambas técnicas
obteniendo resultados en un periodo corto, en el caso de la PCR y confirmando la
presencia y ubicacion del material genético viral en los diferentes tipos tisulares del

huésped.
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En los ultimos afos, la técnica de ta PCR, se ha convertido en una de las
herramientas mas poderosas en el diagndstico de enfermedades virales en camarones
peneidos. Lightner (1996), Durand et al. (1996) y Nadala ef a/. (1998), mencionan que
ésta, es una técnica que tiene la ventaja de utilizar solo la hemolinfa o segmentos de
mtisculo, como en este trabajo, de los camarones infectados para su diagnéstico evitando
el sacrificio del organismo. Esto ultimo es de importancia particular cuando el monitoreo
requiere del registro de determinadas caracteristicas de la poblacion. Varios tipos de
microorganismos patogenos, y particularmente virus, pueden ser detectados de forma
directa en muestras muy pequenas con la utilizacion de métodos de PCR. Esta técnica,
tiene la ventaja sobre otros métodos que usan acidos nucleicos, de que la sensibilidad de
deteccion en muchas de estas pruebas es de 10%10° moléculas de un patrén homologo,
mientras que |la PCR tiene una sensibilidad de 10 moléculas en un patrén similar
(Karunasagar y Karunasagar, 1998). Para este trabajo, esta prueba resulto ser eficiente
por la sensibilidad que tiene al emplear cantidades muy pequenas de material genético
viral asi como el tiempo empleado. Se puede realizar un diagndstico positivo, sin sacrificar
al organismo muestreado; sin embargo, no provee informacion del avance que tiene la

infeccion, solo nos da un resultado positivo o negativo, pero no la informacién cuantitativa
l .

SO ——
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ni la ubicacion de la infeccion dentro del organismo.

BN

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de la enfermedad, posterior a la -
infeccion experimental en los acuarios, corroboran lo propuesto por Lo, et al. (1998), en
cuanto a emplear a la PCR para predecir mortalidad dentro de las poblaciones infectadas
con WSSV. Experimentalmente, el tiempo de esta mortalidad puede ser estimado, sin
embargo en el medio natural o un estanque de cultivo en donde 1as condiciones biodticas y
abidticas estan sin control o controladas en parte, la variable tiempo, dificilmente puede
ser estimado.

Con respecto al empleo de la técnica de hibridacidn in situ, y de acuerdo con
autores como Chang et al. (1996) y Durand et al. (1996), es mas ventajosa la utilizacion
de esta técnica para detectar el material viral de WSSV que las tinciones aplicadas
durante el desarrollo de las técnicas histologicas, microscopia electréonica o 1a PCR. Asi
como en la literatura, en este trabajo se ha demostrado que la hibridacion in situ,
proporciona la ventaja principal, el detectar de manera mas clara y rapida la diseminacion
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del material viral de WSSV en las preparaciones, la ausencia de cualquier precipitado en
los tejidos del huésped, sugiere que ésta prueba no reacciona con el tejido sano. Los
baculovirus ocluidos pueden ser detectados en los tejidos huésped por medio de esta
prueba, antes de que existan cuerpos de oclusion. Otra ventaja de esta técnica es obtener
con mayor precision la ubicacion del material de DNA viral en los tejidos del organismo
huésped, ya que existe gran especificidad de interaccién entre la muestra y la secuencia
patron de DNA viral, respuesta que no es posible obtener mediante el analisis por PCR
(Durand et a/.,, 1996).

En la tabla 2, se resumen las ventajas y desventajas que proporcionan cada una de
las técnicas empleadas durante el desarrollo del trabajo, analizando preferentemente
factores como el costo-beneficio, el tiempo de procesamiento para la obtencion del
diagndstico, factor de suma importancia para la toma de decisiones con relacion a la
posible cosecha de emergencia. Se ha reportado que tanto en el ambiente, como en las
granjas camaronicolas en donde la densidad de organismos es mas alta que en el medio
natural, el WSSV puede transmitirse a través de agua contaminada o por ingestion de
tejido contaminado que se da durante el fendmeno de! canibalismo de los organismos
moribundos, como 1o mencionan Kasornchandra et al.,, 1995; Suppamattaya et al., 1996;
Durand et al., 1996; Suppamattaya ef al/.,, 1998 y Chou et al., 1998. De acuerdo con los
resultados obtenidos en este trabajo, y los reportes de Wang et al. (1997a, 1998a) y Lo, et
al. (1997), existe la posibilidad de tener en los cuerpos de agua asociados con los
estanques de siembra, organismos asintomaticos y portadores de la enfermedad, estos
dltimos pudiendo convertirse en vectores de ésta. Casos como éstos se han reportado en
la fauna carcinologica asociada a los estanques de cultivo, particularmente en Callinectes
sapidus o jaiba azul y en los copépodos que conforman en un alto porcentaje et
zooplancton, por ejemplo, Kanchanaphum et a/. (1998), al analizar material genético de
ambos tipos de organismos mediante la técnica de PCR, obtiene que ambos tipos de
organismos resultaron positivos para WSSV, sin embargo al hacer el analisis por medio de
hibridacion in situ, solo C. sapidus resultd positivo de ser portador del material viral a nivel
tisular.
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5.0 Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, nos permiten concluir que:

>
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La apariciéon de las manchas blancas sobre el exoesqueleto del organismo,
asociado con un enrojecimiento del cuerpo, de los apéndices locomotores y
de las antenas, fueron las caracteristicas macroscopicas externas que
indican una infeccién producida por WSSV.

Mediante técnica histoldgica convencional y el uso de microscopia foténica,
WSSV se hace evidente por la presencia de cuerpos de inclusion
intranucleares, localizados en diferentes estadios de desarrollo de los tipos
tisulares de origen ectodérmico y mesodérmico del huésped.

En el caso de WSSV, las técnicas histolégicas convencionales, son una
herramienta de gran utilidad para la deteccion de la enfermedad a partir de |la
formacién de cuerpos de inclusion en los tejidos blanco, sin llegar a ser
especificas en cuanto a la diagnosis del patégeno. Para diagnosticar con un
porcentaje alto de confianza, debe conocerse a fondo el comportamiento de
los cuerpos de inclusion para no confundirlo con otros tipos virales como
seria el IHHNV.

El uso de técnicas moleculares como la PCR y la Hibridacién in situ, tienen la
ventaja de ser precisas por la cantidad de material necesario de reacciéon y la
especificidad en la localizacion del DNA viral. La probtematica para la
utilizacion de estas técnicas son: el empleo de personal capacitado asi como
una infraestructura determinada y costos mas elevados que en el empleo de
técnicas histolégicas convencionales.

Para emitir un diagndstico completo y lo mas preciso posible sobre la
infeccion producida por el WSSV, es necesario el aplicar diferentes
herramientas como lo son las técnicas histoldgicas convencionales y las

e
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técnicas moleculares, ya que cada una de ellas aporta informacién que
complementa un diagnostico global.
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6.0 Recomendaciones

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, creemos que existen dos
factores, los cuales tienen que ser considerados como importantes, primero el tiempo de la
aplicacion de las técnicas y el segundo e! costo de las mismas. En estas dos directrices
es en donde se tiene que realizar mas investigacion para el desarrollo de técnicas que
permitan abatir ambos aspectos. En el caso de las técnicas histoldégicas convencionales,
en donde el factor mas importante a vencer es el tiempo de procesamiento de las
muestras se hacen las siguientes recomendaciones:

> Aplicar técnicas de tincion rapidas que puedan llevarse a cabo in situ, evitando el

traslado del material biolégico al laboratorio de diagndstico y por lo tanto la pérdida

de tiempo durante el transporte.

> Es necesario el desarrollo de técnicas especificas para material genético, las cuales
ofrezcan la posibilidad de identificar, con un grado de veracidad significativo acidos
nucleidos aun en los estadios de desarrollo tempranos de los cuerpos de inclusién.

Para el caso de las técnicas moleculares, el aspecto de mayor importancia que tiene
que ser considerado es el factor econdmico. Aunque los costos se abaten cuando se
procesa una cantidad de muestras considerable, la aplicacion de este tipo de técnicas es
aun alto, esto aunado a la especificidad del equipo que tiene que ser empleado para el
desarrollo adecuado de dichas técnicas. Es por esto que existe la necesidad de:

Desarrollar kits que puedan ser aplicados en las granjas con un costo accesible al
publico en general.

‘,’

Facilidad de uso en los kits no dependiendo de la infraestructura de un laboratorio
de biologia molecular.
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Los factores antes mencionados son importantes dentro del campo del diagndstico

pero a nivel comercial, tiene que tomarse en cuenta también etl:

> Realizar muestreos de manera periddica en los estanques de produccion de la
granja, detectando asi la presencia de WSSV en etapas iniciales de infeccion.

Establecimiento de protocolos de monitoreo para l|la deteccion de agentes
infecciosos, no solo virales sino la mayor gama de posibles simbiontes de los

Y

camarones, asi como la certificacion de semilla sana libre del virus.
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8.0 Anexos
Inoculo viral (Anexo l)
Solucion concentrada de buffer TN 10X (Tris de NaCl) pH 7.4
Tris Base, 4.22 g/I, NaCl 233.76 g/l; filtrar en una malla de 0.22 um

Modo de preparacion.-

1) Homogenizar el tejido con buffer TN 1X Proporcion de 1: 4 (p/v).
2) Centrifugar a 3,500 g por 5 min.

3) Centrifugar sobrenadante a 10,000 g por 10 min.

4) Resuspender el pelet.

5) Centrifugar a 10,000 g por 5 min.

6) Juntar el sobrenadente del paso 4 y el paso 6.

7) Dividir el total de la muestra en alicuotas.

Moreno de Bismark (Anexo II)

Calentar los portaobjetos con los 15 min.
cortes en estufa a 56-58° C

Xilol 5 min.
Xilol 5 min.
Alcohol Absoluto 5 min.
Alcohol S$6° 5 min.
Alcohol 70° 5 min.
Hidratar las preparaciones en agua destilada 5 min.
Terir con Moreno de Bismark 15 min.
Lavar con agua de la llave 10 min.
Enjuagar en agua

Alcohol 70° 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol absoluto 5 min.
Xilol 5 min.
Xilol 5 min.

Montaje con resina sintética

Resultados de tincion.-
La totalidad de los componentes tisulares de café claro, pardo o café oscuro.




Hematoxilina-Eosina (Anexo 1ll)

Modo de preparacion.-

Hematoxilina de

Hematoxilina 1 gr.; Alcoho! 96° 10 ml.; Alumbre de Potasio 20 gr.; Agua destilada
200 ml.; Oxido de mercurio 0.5 gr.; Acido acético glacial. 8 m!.

Disolver la hematoxilina en alcohol. Disolver el alumbre en el agua usando calor.
Mezclar las dos soluciones anteriores; calentar a punto de ebullicién; agregar el 6xido de
mercurio. Enfriar rapidamente por inmersion en agua fria. Agregar el acido acético giacial
cuando la solucidon este fria. LLa solucion esta apta para ser usada durante tres o cuatro
meses guardada adecuadamente en una botella cerrada herméticamente.

Eosina.

Eosina (Amarillenta, soluble en agua y alcohol) 1 gr.; Alcohol 70° 100ml.; Timol (o

Calentar los portaobjetos con los
cortes en estufa a 56-58° C
Xilol

Xilol

Alcohol Absoluto

Alcohol 96°

Alcohol 70°

Agua destilada
Hematoxilina de Harris
Carbonato de litio

Alcohol 30°

Alcohol 50°

Alcohol 70°

Alcohol 70°

Eosina alcohdlica

Alcohol 70°

Alcohol 96°

Alcohol 96°

Alcohol absoluto

Xitol

Xilol

Montaje con resina sintética

Harris.

0.2% v/v formo!) 1 cristal pequerno

Resultados de tincion.-
Nucleos: azul; Citoplasma: tonalidades de naranjas a rosas

15 min.

5 min.
5 min.
5 min.
5 min.
5 min.
5 min.
5 min.
Lavar
5 min.
5 min.
5 min.
5 min.
3 min.
5 min.
5 min.
5 min.
5 min.
5 min.
5 min.




Hematoxilina-Eosina/Floxina (Anexo 1IV)

Calentar los portaobjetos con los 15 min.
cortes en estufa a 56-58° C

Xilol 5 min.
Xilol 5 min.
Alcohol absoluto 5 min.
Alcohot 96° 5 min.
Alcohol 70° 5 min.
Agua destilada 5 min.
Hematoxilina de Harris 5 min.
Carbonato de litio Lavar
Alcohol 30° 5 min.
Alcohol 50° 5 min.
Alcohol 70° 5 min.
Alcohol 70° 5 min.
Eosina alcoholica/Floxina 3 min.
Alcohol 70° 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol absoluto 5 min.
Xilol 5 min.
Xilol 5 min.

Montaje con resina sintética

Modo de preparacion.-
Hematoxilina de Harris. (Ver anexo Il)

Eosina/Floxina
Floxina
Eosina (Amarillenta, soluble en agua y alcohot!) 1 gr.; Alcohol 70° 100ml.; Timo! (o

0.2% v/v formol) 1 cristal pequefio

Resultados de tincion.-
Nucleos: azul; Citoplasma: tonalidades de naranjas a rosas




Técnica de Mallory (Anexo V)

Calentar los portaobjetos con los

cortes en estufa a 56-58° C 15 min.
Xilol 5 min.
Xilot 5 min.
Alcohol absoluto 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol 70° 5 min.
Agua destilada 5 min.
Tiosulfato de Sodio 2.5% 7 min.
Agua corriente 15 min.
Fucsina acida 0.1% 5 min.
Agua destilada Lavar
Acido Fosfomolibdico 10% 5 min.
Solucidn compuesta & min.
Agua destilada Lavar
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol absoluto . 5 min.
Xilol 5 min.
Xilol 5 min.

Montaje con resina sintética

Modo de preparacion.-

Solucién compuesta 3
Azu!l de anilina 0.5 gr.; Orange G 2.0 gr.; Acido oxalico 2.0 gr.; Agua destilada 100

mi.

Resultados de tincion.-
Musculo: Azul; Colagena: rojo; Fibras: tonalidades de azul; Ndcleos: azules

iv




Tincién de Lendrum (Anexo Vi)

Calentar los portaobjetos con los

cortes en estufa a 56-58° C 15 min.
Xilol 5 min.
Xitol 5 min.
Alcohol Absoluto 5 min.
Alcoho!l 96° 5 min.
Alcohol 70° 5 min.
Hidratar las preparaciones en agua destilada 5 min.
Tefir con Hematoxilina de Harris 5 min.
Lavar con agua de la llave 10 min.
Solucion de floxina 30 min.
Enjuagar en agua y secar

Solucion de Tartrazina De minutos a horas
Lavar en agua de la llave

Alcohol 70° 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol absoluto 5 min.
Xilol 5 min.
Xilol 5 min.

Montaje con resina sintética
Modo de preparacion.-
Hematoxilina de Harris (Ver Anexo I!)

Solucién de floxina roja
Floxina roja o floxina azul, 0.5 gr.; Calcio clorado, 0.5 gr.; Agregar agua destilada

100 ml.
Guardar esta solucién

Solucién de Tartrazina
Tartrazina 2.5 gr.; Etilen-glycol monoetil eter, 100 ml.

Resultados de tincion.-
Cuerpos de inclusion se tifien de rojo brillante; nucleos se tifien de azul; fondo se tife de

amarillo.
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Protocolo PCR para WSSV (1Q2000) (Anexo Vi)

1.- Etiquetar tubos eppendorf estériles correspondientes a cada una de las muestras a

realizar.
2.- Hacer los calculos de cada uno de los reactivos multiplicado por el numero de muestras

a procesar.
3.- En un tubo nuevo, mezclar los siguientes reactivos

Cocteles de las reacciones:

12 reaccion 2* reaccion

Reactivos

Master Mix 7.5 gl X n= [¥]] 14 pl X n= il
Taq Polimerasa | 0.5 yl X n= K 1.0 pl X n= 811
Vol. Total o Xn= Ml 1Sl Xn= !

Volumen de reaccioén

Master Mix 8.0 pl 15.0 pl
Muestra 2.0 pi 2.0t
Vol. Total 10.0 pl 17.0 pi

n = Ndmero de muestras a procesar.

4.- Agitar levemente y en cada uno de los tubos previamente etiquetados adicionar para la
primera reaccion 8.0 pl de la mezcla mas 1.0 yl del producto de la extraccion de ADN,
poner los tubos en el termociclador previamente programado.

5.- Después de terminada la primera reaccion mezclar los reactivos para la segunda
reaccién y agregar a cada uno de los tubos previamente etiquetados 15.0 pl de la mezcla
mas 1.0 pl del producto de la primera reaccion de PCR, poner los tubos en el
termociciador previamente programado.

Programas
1® reaccion 2* reaccion

Programa No. i # de ciclos 5 Programa No.4 # de ciclos 25
Desnaturalizacidn 94" C 30 seg. | Desnaturalizacion 94" C 30 segq.

Alineacion 62° C 30 seg. Alineacién 62" C 30 seg.

Extensién 72° C 30 seg. Extension 72° C 30 seq.
Programa No. 2 # de ciclos 11 Programa No.3 # de ciclos 1
Desnaturalizacion 94° C 30 segq. | Extension final 72°C 30seg.y4"C a

Alineacion 62° C 30 seg.

Extension 72° C 30 segq.
Programa No. 3 # de ciclos 1

72°C 30seg.y4°C a

Banda esperada: 296 pb que corresponde a White Spot Syndrome Virus.
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Extraccion de ADN (Anexo Vill)

A partir de que el ADN se le considero el transmisor hereditario y de que Watson y
Crick presentaron su modelo estructural, este se ha convertido en el componente celular
mas estudiado, ademas, por su confirmacion y facil manejo el ADN ha sido parte
fundamental para el desarroillo de métodos en la biologia molecular.

La extraccidn y purificacion de los acidos nucleicos es el inicio en el analisis por
cualquier técnica de Biologia Molecular y existen varios métodos por los cuales se puede
llevar a cabo, algunos se describen a continuacion.

Protocolo de extraccion de ADN con el buffer de lisis del kit IQ2000

1.- Marcar los tubos eppendorf de 1.5 ml con la etiqueta correspondiente a cada muestra.
2.- Agregar en un tubo de ensaye aproximadamente 20 mg de la muestra (pledpodos,
branquias, hemolinfa, o en caso de poslarvas todo el organismo (50), agua de los
estanques, zooplancton, etc).

3.- Adicionar 500 ul de buffer de lisis.

4.- Macerar las muestras (con pistilo de plastico)

5.- Incubar por 10 min a 95° C.

6.- Homogenizar y dejar enfriar a temperatura ambiente durante 5 min. o incubarde §a 10
min. en hielo (la segunda opcion es lo mas recomendable para precipitar proteinas.

7.- Centrifugar por 10 min. a 12,000 g.

8.~ Etiquetar nuevamente tubos eppendorf de 1.5 ml correspondientes a cada muestra.

9.- Agregar 400 ul de etanol 95° a 4° C.

10.- Transferir los 200 pl del sobrenadante a 1os tubos con etanol.

11.- Agitar brevemente y centrifugar a 12,000 g por 5 min.

12.- Decantar el etanol y dejar secar el pellet a temperatura ambiente.

13.- Resuspender el ADN en H,O o en buffer TE 1X (Dependiendo del tamano y limpieza
del pellet obtenido, resuspender en 10, 20, 100, 200, 400 ul).

Protocolo de extracciéon de ADN con el kit DTAB/CTAB

1.- Etiquetar los tubos eppendorf de 2.0 ml con los datos correspondientes a cada
muestra.

2.- Depositar en los tubos aproximadamente 20 mg. de muestra (pleopodos, branquias,
hemolinfa, o en caso de poslarvas todo el organismo (50 larvas o 25 postlarvas), agua de
los estanques, zooplancton, artemias o sedimento en estanques, 500 mg.).

3.- Adicionar 0.6 ml de DTAB.

4.- Macerar el tejido e incubar a 75° C por 5 min.

5.- Esperar a que los tubos tomen |la temperatura ambiente.
6.- Agitar y centrifugar levemente la muestra.

7 .- Adicionar 0.7 ml. de cloroformo.

8.- Agitar por 20 seg.

9.~ Centrifugar a 12,000 g por 2 min.

10.- Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo de 2.0 ml.
11.- Adicionar 100 ul de la solucién de CTAB y 900 pl de H>O dd.
12.- Agitar nuevamente e incubar a 75° C por 5 min.
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13.- Dejar enfriar hasta que tome la temperatura del ambiente y centrifugar a 12,000 g por
10 min.

14.- Decantar el sobrenadante, resuspender el peliet con 150 pl de la solucién de dilucion.
15.- Incubar a 75° C por 5 min y dejar enfriar a temperatura ambiente.

16.- Centrifugar a 12,000 g por 5 min.
17.- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio que contenga 300 pul de etanol 95° a 4° C.

Agitar levemente y centrifugar a 12,000 g por 5 min.
18.- Lavar el pellet con 200 pl de etano! 70°, centrifugar levemente y secar el pellet

19.- Resuspender el ADN con buffer TE 1X.
Protocolo de extraccion de ADN con el kit DNAzol.

1.- Marcar los tubos eppendorf de 1.5 ml. con la etiqueta correspondiente a cada muestra.
2.- Agregar en un tubo de ensaye aproximadamente 0.1 g de la muestra (pledpodos,
branquias, hemolinfa, o en caso de poslarvas todo el organismo (50), agua de los
estanques, zooplancton, etc).

3.- Centrifugar de 10,000 a 12,000 g por un min. para sedimentar el tejido y desechar el
sobrenadante (Solo para eliminar agua).

4.- Adicionar 1 ml de buffer de DNAZzol.

5.- Macerar las muestras hasta que la solucion se torne turbia (Con pistilo de plastico).

6.~ Incubar por 10 min. a 50° C.

7.- Homogenizar y enfriar a 4° C durante 5 min.

8.~ Centrifugar por 10 min. a 12,000 g.

9.- Etiquetar nuevamente tubos eppendorf de 1.5 ml correspondiente a cada muestra.

10.- Transferir el sobrenadante y agregar 400 pl
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13.- Dejar enfriar hasta que tome la temperatura de! ambiente y centrifugar a 12,000 g por
10 min.
14.- Decantar el sobrenadante, resuspender el pellet con 150 ul de la solucion de dilucion.
15.- Incubar a 75° C por 5 min y dejar enfriar a temperatura ambiente.

16.- Centrifugar a 12,000 g por 5 min.
17.- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio que contenga 300 ul de etanol 85° a 4° C.

Agitar levemente y centrifugar a 12,000 g por 5§ min.
18.- Lavar el peliet con 200 pl de etanol 70°, centrifugar levemente y secar el pellet

19.- Resuspender el ADN con buffer TE 1X.
Protocolo de extraccion de ADN con el kit DNAzol.

1.- Marcar los tubos eppendorf de 1.5 ml. con la etiqueta correspondiente a cada muestra.
2.- Agregar en un tubo de ensaye aproximadamente 0.1 g de |la muestra (pledpodos,
branquias, hemolinfa, o en caso de poslarvas todo el organismo (50), agua de los
estanques, zooplancton, etc).

3.- Centrifugar de 10,000 a 12,000 g por un min. para sedimentar el tejido y desechar el
sobrenadante (Solo para eliminar agua).

4.- Adicionar 1 ml de buffer de DNAzol.

5.- Macerar las muestras hasta que la solucion se torne turbia (Con pistilo de plastico).

6.- Incubar por 10 min. a 50° C.

7.- Homogenizar y enfriar a 4° C durante 5 min.

8.- Centrifugar por 10 min. a 12,000 g.

9.- Etiquetar nuevamente tubos eppendorf de 1.5 m! correspondiente a cada muestra.

10.- Transferir el sobrenadante y agregar 400 pl
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Protocolo de Hibridacién in situ para la deteccién de DNA genémico de WSSV en

camarones peneidos.
WSBV ShrimProbe. DiagXotics, Inc. (Anexo IX)

Pasos preliminares.

e Incluir en parafina y cortar secciones de 4 ym de grosor o mas delgadas.

e Montar los cortes en portaobjetos cargados positivamente.

e Diluir los buffers que se especifican. Los buffers pueden ser diluidos el dia anterior
a correr la hibridacién y guardarios a 4° C.

e Dejar los buffers a temperatura ambiente antes de usarlos.

e Hacer una solucién de Moreno de Bismark al 0.5% en agua destilada. Una vez
disuelta, filtrar la solucion acuosa a traveés de papel filtro. Desde la filtracion, guardar
después en frasco de vidrio color ambar a temperatura ambiente.

e Hacer una solucidn de formaldehido/paraformaldehido. Diluir 1.08 m! de
formaldehido 37% en 100 ml de buffer PBS 1X, o 4 ml de formalina al 10% en 100
m! de PBS 1X. El paraformaldehido, e! cual es usado como fijador, debe estar
guardado a 4 "C y ser usado dentro de las dos semanas siguientes.

e Una solucion de trabajo de proteinasa K debe de ser preparada disolviendo
proteinasa liofilizada con 30 ml de buffer PBS 1X. Esta solucion debe ser usada
inmediatamente y cualquier remanente no utilizado debe ser guardado en alicuotas
de pequerios volumenes y congelados después de la reconstitucion. Deben ser
evitadas repetidas congelaciones y descongelaciones.

Protocolo.-
1.- Calentar las preparaciones en un horno a temperatura de 65° C por 30 minutos.
2.~ Hidratar los tejidos:

Xilol o un substituto3 veces por 5 minutos cada uno
Alcohol absoluto 2 veces por 1 minuto cada uno

Alcohol 95 ~ 2 veces por 1 minuto cada uno
Alcohol 80 2 veces por 1 minuto cada uno
Alcohol 50 © 2 veces por 1 minuto cada uno
H>O destilada Sumergir 6 veces

3.- Lavar los portaobjetos por S minutos en buffer PBS 1X a temperatura ambiente. Secar
las preparaciones.

4.- Con los portaobjetos horizontales, pipetear 0.5 ml de solucién de proteinasa K a cada
uno de ellos e incubar durante 15 minutos a una temperatura de a 37° C a 65 C. Usar una
camara humeda para evitar que las preparaciones se resequen. Mientras se incuban las
preparaciones, poner en un bafno de agua o sobre una placa caliente para poner a hervir la
solucion de hibridacion .

5.- Secar y lavar las preparaciones en buffer PBS 1X con glicina al 0.2% por 5 minutos a
temperatura ambiente para inactivar la enzima. Hacer alicuotas de la solucion de



hibridacién dentro de tubos que puedan alcanzar la temperatura de ebullicion. Para
determinar el volumen de la solucidén de hibridacién a necesitar, multiplicar el nimero de
portaobjetos por 75 y! y agregar 0.2 ml contando las perdidas potenciales. Para prevenir
que se abran los envases durante el proceso de ebullicion, se puede hacer un pequerio
orificio en la tapa. Para hacer esto, es necesario calentar un alfiler y tocar la tapa del tubo,
pero lo necesario solo para hacer escapar la presion que se ejerce desde adentro.

6.- Secar las preparaciones, Sumergir tos portaobjetos en 0.4% de formaldehido o
paraformaldehido hecho en PBS 1X por 10 minutos a 4° C. Mientras tanto, poner a hervir
la solucién de hibridacion por 10 minutos poniéndola inmediatamente después en hielo
manteniendo también las preparaciones sobre hielo mientras se aplica ésta.

7.- Secar las preparaciones. Con las preparaciones horizontales, agregar 75 ul de solucién
de hibridacion por laminilla y cubrir con un portaobjetos. Ubicar las preparaciones sobre
agua hirviendo la placa caliente por un periodo de 6 minutos para desnaturalizar el DNA
en el tejido sobre e! portaobjetos. Poner en hielo por dos minutos.

8.- Colocar las laminillas en una camara humeda para la hibridaciéon. Dependiendo del
programa del usuario y los requerimientos en términos de sensibilidad, se pueden emplear
los siguientes tiempos y condiciones de incubacién:

e Toda la noche a 42° C produce éptimos resultados de sensibilidad.

e Toda la noche a temperatura ambiente, provee una buena sensibilidad cuando no
esta disponible una incubadora de 42 °C.

e 3 horas a 42" C provee resultados rapidos con una moderada sensibilidad.

e 3 horas a temperatura ambiente, este método es para una vision rapida de las
muestras sin una optima sensibilidad o cuando no hay una incubadora de 37° C.

9.- Retirar cuidadosamente el cubreobjetos después de la hibridacion. Lavar las laminillas
de la siguiente manera *:

2X SSC buffer 2 bafos por 5§ minutos cada uno
1X SSC Buffer 2 banos por 5 minutos cada uno
0.5 SSC buffer 2 banos por 5 minutos cada uno

* Secar las laminillas entre cada uno de los bafios.

10.- Bloquear las laminillas en proceso de incubacion con 1 ml por laminilla de buffer
bloqueador 1X por 10 minutos a temperatura ambiente. Secar las preparaciones.

11.- Con las laminillas horizontales, agregar 0.5 ml de solucion conjugada Anti DIG/AP.
Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. Secar las preparaciones

12.- Lavar las laminillas en buffer TBS 1X a temperatura ambiente, 2 veces por 5 minutos
cada uno. Secar las laminillas entre cada uno de los lavados.

13.- Con los portaobjetos horizontales, agregar 0.5 ml por portaobjetos de solucion de
desarrollo e incubar en una camara humeda, a temperatura ambiente y en oscuridad por 2
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14.- Secar las preparaciones. Detener la reaccion por medio de lavados en buffer
detenedor 1X por 5 minutos a temperatura ambiente.

15.- Secar las preparaciones. Sumergir las preparaciones por 30 a 60 segundos en
Moreno de Bismark.

16.- Deshidratar la preparaciones: *

Alcohoi 95° C 3 veces por 1 minuto cada una

Alcohol absoluto 3 veces por 1 minuto cada una

Xilol o un substituto4 veces por 1 minuto cada una

Cuidar que las preparaciones después del ultimo xilo! o substituto no se resequen.

* Si es utilizado un medio de montaje acuoso, se puede omitir la deshidratacion.
17.- Agregar medio de montaje y cubrir
18.- Observar las preparaciones bajo un microscopio de luz en campo claro. Examinar los

controles negativos y positivos primero para determinar que la reaccion de hibridacion fue
satisfactoria (controles positivos) y que las anomalias dentro de la reaccion fueran

minimas (control negativo).
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