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Introduccién. A nivel mundial, las enfermedades virales
han surgido como uno de los problemas mas importantes en
el cultivo de camardn (Peneidos). Actualmente, una de las
principales enfermedades virales que afectan las especies de
camarén son el Virus de la Mancha Blanca (WSV), € cua
ha sido detectado en granjas alo largo de la costa del Golfo
de México, causando importantes pérdidas econémicas. En
nuestro pais, los recursos camaroneros han sido los mas
importantes, por tal razén la implementacién de estrategias
para e control y manejo de la sanidad en las granjas
acuicolas es de vital importancia. Los sistemas de deteccion
para las enfermedades del camar6n son similares a los
usados en otro tipo de especies animales. A lafecha, existen
una serie de metodologias moleculares para la deteccion de
agentes infecciosos en las granjas de camarédn. Dentro de las
ventgjas que ofrecen los métodos moleculares estan su
sensibilidad y especificidad. Sin embargo, algunos de éstos
resultan poco préacticos para su implementacion como
diagnostico de rutina. La Biotecnologia ofrece a través de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) una alternativa
de diagndstico para la deteccion de agentes infecciosos, ya
gue ademés de | as ventajas antes sefial adas, |a técnica puede
ser optimizada para lograr un resultado confiable en poco
tiempo y con costos relativamente bajos. Por tal razén, en
este trabajo nos propusimos optimizar la metodologia de
deteccion del WSV basada en el uso de un estuche
comercial, el cual es el mas frecuentemente usado en los
laboratorios del pais.

Metodologia. De acuerdo a procedimiento recomendado
por la casa comercial, identificamos que la amplificacion
esta basada en un PCR-anidado. Esta estrategia consiste en
dos PCR suscesivos, cada uno de los cuales requiere el uso
de un par especifico de iniciadores en donde el producto de
la primer reaccién es el DNA blanco, para la segunda. El
siguiente paso fue la determinacion de la eficiencia de
amplificacion de la primera PCR, con € fin de calcular la
concentracion de templado necesaria para el resultado
Optimo del segundo PCR. Una vez calculada, se disefiaron
una serie de experimentos para determinar € nlmero
minimo de ciclos para la obtencion de dicha concentracién.
Ya establecido el procedimiento se puso a prueba el uso del
numero cal culado de ciclos para el primer

PCR, acoplandolos imediatamente y desples de la adicién
del segundo par de iniciadores ala segunda amplificacion.
Resultados y Discusion. Una vez analizado paso a paso €l
protocolo propuesto por la compafiia distribuidora del
estuche, identificamos €l procedimiento como PCR-anidada.
La meta de nuestra optimizacién fue lograr € mismo
resultado obtenido siguiendo a pie de la letra las
instrucciones del proveedor del estuche, pero reduciendo los
tiempos y costo por andlisis. Con nuestra optimizacién,
logramos reducir el nimero de ciclos de la primer PCR de 30
ab, lo cual da un ahorro en tiempo delh. Durante la segunda
amplificacién, no se logré reducir €l nimero de ciclos, sin
embargo puesto que no fue necesario utilizar reactivos
adicionales para la preparacion de la segunda PCR, €l costo
total de las dos reacciones se redujo en un 50%.
Adicionalmente, el tiempo total estimado para la obtencion
del resultado final seredujo alamitad.

Conclusiones. Uno de los principales problemas en el
establecimiento de las técnicas moleculares como métodos
rutinarios de diagnostico, son sus altos costos. En nuestro
pais, este tipo de problemas se ven incrementados por la
necesidad de importar toda o gran parte de esta tecnologia,
sin embargo con nuestro trabajo demostramos que la
implementacion y optimizacion de los sistemas comerciales
de deteccion molecular, permite hacerlos econdémicamente
viables sobre todo en el caso de enfermedades donde la
deteccién oportuna del agente infeccioso, juega un papel
preponderante en el control sanitario.
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