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Editorial

Diagndstico Molecular como
Herramienta en la
Identificacion de Plagas y
Enfermedades

Necesidad de aumentar la sensibilidad y
rapidez de la identificacion de plagas y
enfermedades agropecuarias

El estado ecuatoriano se encuentra comprometido en
obtener la soberania alimentaria dentro de los linea-
mientos trazados en el “Plan Nacional del Buen Vivir”.
Por esta razén presta una especial atencion a la protec-
cién de las especies animales y los cultivos de interés
econdmico de la amenaza de enfermedades graves,
que pueden comprometer la salud y la seguridad
alimentaria de la poblacién.

Las enfermedades de los animales y los cultivos, sobre
todo las causadas por virus, son un constante y princi-
pal problema para la produccion agricola y ganadera
en todo el mundo, pueden presentarse desde las
formas agudas altamente contagiosas con alta mortali-
dad, a las crénicas y sin sintomas con un insidioso
efecto sobre la produccién. [1, 2].

En el caso de los animales son el factor mas importante
que reduce la productividad del ganado sobre todo en
los paises en desarrollo [3]. La Organizacion Interna-
cional de Sanidad Animal (OIE) ha elaborado desde
mayo 2004 una lista de enfermedades de declaracion
obligatoria, que se actualiza anualmente, que consta
actualmente de 82 enfermedades [4], causadas por
diferentes especies de virus, bacterias, protozoos,
rickettsias y clamidias y que producen infecciones con
elevadas pérdidas econdmicas en los animales terres-
tres en produccion.

Dentro de la lista de la OIE se encuentran una serie de
enfermedades que han sido llamadas transfronterizas
por la facilidad de diseminarse entre los paises y a
veces continentes y que pueden ser ademas emergen-
tes o reemergentes. Se ha observado un incremento
alarmante en todo el mundo y esto constituye un serio
problema para la comunidad internacional por el costo
y el impacto ambiental de las medidas de control y/o
erradicacion y las pérdidas por la mortalidad y la baja
produccion de carne, leche, huevos y otros derivados.
Estos costos en muchos casos no pueden ser asumi-
dos por los paises en vias de desarrollo [2, 5].

Dentro de las epizootias que han ocurrido en las
Ultimas décadas y que han alertado sobre la importan-
cia de tomar medidas globales para mitigar las péerdidas
economicas, podemos citar: Encefalopatia Espongi-
forme Bovina en Inglaterra (1986 — 1997); Fiebre Aftosa
en Inglaterra (2001) y Argentina (2001); Peste Porcina
Clasica en Holanda (1997), Alemania e Inglaterra
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(2000); Influenza aviar de alta Patogenicidad H5N1 en
Asia (2003), Europa (2005), Oriente Medio y Africa
(2006) y del subtipo H7N3 en Chile (2002) [5].

La fiebre aftosa, fue declarada endémica para el conti-
nente americano en 1961 [7]. En Ecuador resurgié en el
2002, produciéndose brotes en varias provincias del
pais hasta el afio 2011.[8,9].

Se han producido enfermedades emergentes en
humanos por adaptacidbn de un virus a un nuevo
hospedero como el hombre. Ejemplo de ello han sido el
virus SARS, de los murciélagos pasé a las civetas y al
hombre provocando un brote de altas mortalidades en
humanos en China (2002-2003); Hantavirus de
roedores en USA (1993) y Chile y Argentina (1995);
Influenza aviar H5N1de aves en Tailandia (2004); In-
fluenza porcina HIN1 en México (2009) y mas reciente-
mente el virus Ebola desde un reservorio todavia
desconocido a primates y el hombre. [10, 11, 12]

Dentro de los factores que han contribuido al desarrollo
de estas epizootias, el mas importante ha sido el desa-
rrollo global de la infraestructura de transporte que
influido en el aumento del movimiento internacional de
pasajeros, animales, productos y subproductos de
origen animal y las relaciones econémicas entre dife-
rentes regiones del mundo; como consecuencia de la
globalizacién, ha aumentado el riesgo de difusion de
las enfermedades de un pais a otro, incluso entre conti-
nentes [5, 6]. Otro factor ha sido el concepto moderno
de la cria de ganado con la aplicacién de métodos de
cria intensiva, que favorece la transmision de las enfer-
medades infecciosas, e incrementa la probabilidad de
emergencia o reemergencia de una enfermedad [3,6].

A esto podemos agregar los cambios climaticos
producidos por el calentamiento global, que pueden
propiciar que enfermedades endémicas para un area
geogréfica tiendan a extenderse a nuevas latitudes,
como la introduccion en Europa de la peste porcina
africana ( Portugal, 1957 y Espafia, 1960 ) y de los virus
de rumiantes, lengua azul (serotipos 8 y 6) en Holanda
y Bélgica (2006) [5].

Mas recientemente (2011), la aparicion del virus
Schmallenger, el cual se determiné era un nuevo virus
filogenéticamente relacionado con los del género
Orthobunyavirus, Sathuperi, Douglas y Shamonda,
principalmente detectados en otros continentes como
Asia, Africa o Australia [13].

La Sanidad Vegetal también demanda el uso de
tecnologias de diagnéstico mas eficientes, pues el
primer paso para el correcto manejo de una enferme-
dad dada en un cultivo es conocer su verdadera
etiologia, esto es particularmente dificil en la agricultu-
ra, pues existen mas de 950 virus, 30 especies de
viroides, alrededor de 100 especies de bacterias
fitopatogenos, 1300 especies de hongos junto con
4105 especies de nematodos fitoparasitos, los cuales
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son agentes causales de enfermedades de cultivos
utilizados para la alimentacion humana y animal y que
son responsables del incremento en las pérdidas
econdmicas en todo el mundo [14].

Estos patdgenos pueden causar una gran variedad de
sintomas en la mayoria de las plantas cultivadas
afectando las diferentes partes de la planta (hojas, raiz
tallo o frutos) con un gran impacto agronémico. Estas
enfermedades pueden ser dificiles de controlar debido a
la falta de productos eficientes para el tratamiento
quimico dentro de las condiciones de campo, ademas
de la afectacion ecoldgica y ambiental que implica el
uso de pesticidas.

Consecuentemente, entre las medidas para el control y
prevencion de estas enfermedades se encuentra la
confirmacion de que el material a sembrar esta libre de
estos fitopatdégenos, los cuales pueden permanecer
latentes en el material de siembra, y en una muy baja
concentracion.

En el caso de nematodos y hongos fitopatogénicos la
identificacidbn de especies es un prerrequisito para el
desarrollo de variedades resistentes y para la determi-
nacion de la biologia béasica y el comportamiento [15].
Por todo esto, también en la Sanidad Vegetal se re-
quieren métodos de diagnostico con una alta sensibili-
dad, especificidad y confiabilidad.

De todo lo expuesto anteriormente, surge la necesidad
de que los laboratorios oficiales dispongan de
tecnologias de avanzada rapidas, seguras y confia-
bles, a fin de garantizar el diagnoéstico con la exactitud y
celeridad requeridas para enfrentar una emergencia
sanitaria [2, 17].

A nivel internacional el uso de los métodos de deteccion
de &cidos nucleicos para el diagnéstico de patégenos
de importancia agropecuaria ha aumentado significati-
vamente en los Ultimos afos [5, 16,17].

Dentro de éstos, la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés) con sus principales
variantes PCR en gel, PCR en tiempo real, PCR-RFLP
y PCR-secuenciacion son las herramientas de
diagnéstico y caracterizacion que han pasado a ser
parte de la rutina de los laboratorios de diagnéstico
veterinarios y de sanidad vegetal.

El concepto de amplificacién de ADN por PCR es simple
y su impacto ha sido extraordinario. Kary Mullis obtuvo
el Premio Nobel de Quimica en 1993 por esta invencion,
la cual fue concebida en 1983 y la primera publicacion
salié en el 1986 [18], en enero de 1987 le fue concedida
la patente de invencion [19] y, posteriormente, cada afo
el nimero de articulos cientificos con una aplicacion de
esta tecnologia ha aumentado exponencialmente.

En 1993, Higuchi y colaboradores [20] publicaron el
primer trabajo de deteccion de la amplificacion por PCR
mediante la medicion de la fluorescencia emitida por
una sonda marcada con un fluor6foro, asi nacié la PCR
en tiempo real.

El advenimiento de la PCR implica que contar con
cantidades insuficientes de ADN, no sera mas una
limitacion para el diagnéstico de patogenos y la investi-
gacion en Biologia Molecular.

Principio ¥ ventajas de la reacciéon en
cadena de’la polimerasa.

El principio de la PCR es el mismo que la sintesis de
ADN que se produce en el nucleo de una célula. La
enzima ADN-polimerasa realiza la copia de un
fragmento de ADN que le sirve de molde, la diferencia
es que en la PCR, la reaccion ocurre en un tubo y la
enzima realiza entre 30-45 ciclos de amplificacion obte-
niendo billones de copias del fragmento de ADN, lo que
le da una alta sensibilidad a la técnica. Este ADN ampli-
ficado esta flanqueado por la secuencia de los ceba-
dores de la reaccion, en cuyo diseno radica la especifi-
cidad del ensayo.

Antes de ejecutar la PCR se realiza la extraccion y
purificacion de los acidos nucleicos del microorganismo
y del hospedero, que se encuentran en la muestra
biolégica y que servirdn de molde a la enzima en la
etapa de PCR; en el caso de los virus cuyo genoma
esta constituido por ARN, es necesario incluir una reac-
cién de reverso transcripcion del ARN a ADN comple-
mentario para que la polimerasa pueda realizar la copia
del fragmento en la PCR.

En la tercera etapa se lleva a cabo la deteccion de los
fragmentos amplificados (amplicones) mediante una
electroforesis en gel de agarosa y tincion con un
colorante intercalador de ADN como el bromuro de
etidio. Los fragmentos amplificados pueden ser purifi-
cados para la obtencion de un perfil electroforético de
bandas mediante el corte con una enzima de restric-
cién (RFLP) o la secuencia nucleotidica. Esto se hace
con varios objetivos: la caracterizacion genética del
agente infeccioso, la genotipificacion, la identificacién
de mutaciones, determinantes de resistencias a farma-
cos o de virulencia y para analisis epidemiolégico
molecular.

Diferentes tipos de formatos y quimicas se han desa-
rrollado para la PCR en tiempo real. A diferencia de la
PCR en gel, los procesos de amplificacion y deteccion
se producen de manera simultanea en el mismo vial
cerrado o en el pocillo de una microplaca, sin necesi-
dad de ninguna accion posterior. Ademas, mediante la
deteccion de la fluorescencia emitida en tiempo real
por la sonda, se puede medir durante la amplificacién
la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya
que la fluorescencia producida en la reaccion es
proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto
permite conocer y registrar en todo momento la cinética
de la reaccion de amplificacion y la cuantificacion del
acido nucleico diana. El programa informatico va regis-
trando el incremento de fluorescencia en cada ciclo,
esta informacién se refleja graficamente en curvas de
cinética de la reaccion para cada una de las muestras
y controles y determina el valor del ciclo umbral (Ct),
que es inversamente proporcional a la cantidad de
ADN en la muestra. La cuantificacion se realiza, me-
diante el analisis simultaneo de controles de concentra-
ciones conocidas y crecientes de ADN diana, obtenien-
do una curva patrén donde se interpola el valor del ciclo
umbral de la muestra [21].

El desarrollo de procedimientos de diagnéstico basa-
dos en la PCR -tanto en la forma clasica de revelado en
gel o en tiempo real (Real Time PCR)- son cada vez
mas Utiles como herramientas a emplear en los labora-
torios de diagnéstico de patdégenos tanto de animales




ECUADOR ES CALIDAD: Revista Cientifica Ecuatoriana., 2015, Vol.1, No. 1, Pag. 18

como de plantas, pues permite obtener resultados mas
rapidos y a la vez sensibles y especificos [5, 17]. Esto
ultimo posibilita en primer lugar, tomar medidas de
control mas efectivas para limitar la diseminacion de la
infeccion a otras granjas o plantaciones y reduce el
riesgo inherente a una enfermedad no diagnosticada
que puede ser exdtica.

Las experiencias de la Ultima década indican que los
ensayos de PCR han tomado el lugar de muchos de los
métodos clasicos de deteccion directa del agente infec-
cioso como el aislamiento, pues este requiere: la viabili-
dad del microorganismo y facilidades de cultivo.

Aunque los ensayos de PCR fueron inicialmente caros
y engorrosos, hoy en dia son relativamente baratos,
seguros y sencillos en su manipulacién.

La sensibilidad y especificidad de la PCR es en algunos
casos mayor que el aislamiento o los procedimientos
de ELISA de captura. Otra ventaja de esta técnica es
que puede utilizarse a la vez para detectar vy tipificar o
subtipificar, ya que el empleo de cebadores especificos
de tipo o subtipo, hace que se reduzca el tiempo para
obtener este tipo de informacion, tan importante para la
aplicacion del control a través de la vacunacion y en las
plantas buscar variedades resistentes [6, 1].

En el caso de los animales, el conocimiento temprano
de la etiologia de la enfermedad, reduce el costo del
uso indiscriminado de antibidticos cuando la etiologia
es viral. En el caso de las enfermedades virales de
animales, la aplicacién de ensayos moleculares reduce
el uso de biologicos derivados de animales que se
sacrifican como donantes para cultivos celulares con el
objetivo de aislar el virus.

El empleo de la PCR permite crear un sistema de pro-
cesamiento de la muestra y de ensayo, util para detec-
tar a la vez la presencia de microrganismos exdticos y
para el diagnostico diferencial con otros presentes en
el pais, con gran eficiencia, en menor tiempo y sin
necesidad de contar con la cepa aislada o el anticuerpo
especifico, lo que es muy ventajoso por razones de
bioseguridad tratandose de microrganismos exoticos.

Después de obtener protocolos optimizados de diag-
néstico de patégenos basadas en la PCR, las investi-
gaciones se han dirigido a incrementar la sensibilidad y
la especificidad de la deteccion, que puede en
ocasiones ser limitadas por el alto contenido de inhibi-
dores de la enzima en las muestras de animales y
vegetales. Los formatos de PCR anidada y PCR multi-
plex, ofrecen una alta sensibilidad y la posibilidad de
detectar varias dianas en un ensayo, respectivamente.

El diagnostico molecular en los laborato-
rios dé AGROCALIDAD

Desde hace tres afios la Direccién de Laboratorios de
AGROCALIDAD se encuentra perfeccionando el diag-
néstico de plagas agricolas y enfermedades de los
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animales productivos para ganar en rapidez y eficien-
cia, para lo cual se construy6 un laboratorio de Biologia
Molecular, y se encuentra realizando un trabajo
sistematico de introducciéon a la practica de meto-
dologias de diagnéstico por PCR de las enfermedades
notificables y sus diferenciales y de las plagas agrico-
las de mayor impacto econémico en Ecuador.

La lista de enfermedades estandarizadas es creciente
entre las que podemos citar: fiebre aftosa, estomatitis
vesicular, pestivirus de rumiantes, laringotraqueitis
infecciosa aviar, enfermedad de Newscastle, influenza
aviar y porcina, peste porcina clasica y diarrea epidémi-
ca porcina.

Dentro de los fitopatdégenos, los virus de las bracteas y
del rayado del banano, los virus X y Y de la papa,
Ralstonia solanacearum, Fusarium oxysporum y F.
oxysporumf. sp. Cubense raza 4 tropical, Phytophthora
infestans y nematodos fitopatégenos del género Meloi-
dogyne.

También se realiza la caracterizacién molecular de los
patégenos de mayor importancia que se encuentran en
el pais, con el objetivo de realizar investigaciones de
Epidemiologia Molecular, sobre las que se sustenten
los programas de erradicacion y control de las enferme-
dades de importancia veterinaria y fitosanitaria.
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