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son agentes causales de enfermedades de cultvos
utiiizados para la alimentacién humana y animl y que
son responsables del incremerto en las pérdidas
econbmicas en todo el munco [14].

Estos patdgenos puedsn causar una gran variedad de
sintomas en |2 mayoria de Ias plantas cuivadas
afectando [as diferentss partos de la planta (hojas, raiz
tallo o frutos) con un gran impacto agronérica, Estas
enfermedadas pusden ser dificiles da controlar debido a
Ia falta de productos eficientes para el tratamiento
guimicg dertro do las oondiciones do carmpa, adomis

e la afectacién ecologica y ambiental que implica ef
uso de pasticidas.

Gonsecuentemente, entre las medidas para el control y
prevencitn de estas enfermedades Se encuentra la
confirmacién de que el material a sembrar estd libre do
eslos fitopalogenos, los cueles pueden permanecer
latentes en el material de slembre, y en Una muy baja
concentragion

En ol caso da nematodos y hangos filopatogénicos la

Icertioacin de espedies es un premequisto para el

desartollo de varisdados resistentas y para la dstermi-

nacion de la bilogia basica y el comportamiento [15]

Por todo esto, también en la Sanidad Vegstal se re-

qigron métodas do ciaghdstico con Una afa sensicil-
jad, especiicidad y confiabilidad.

De fodo lo expuesto anteriormente, surge la necesidad
de que los Iaboratorios oficiales dispongan de
tecnologias de avanzada rapidas, seguras y confia-
bies, a fin de garantizar el diagnéstico can la exactitud y
celeridad requeridas para enfrentar una ememencia
sanitaria [2, 17].

Anlyel Internacional el uso de los métodos de deteccién
de 4cidos nucleicos para el diagnéstico de patbgencs
de importancia agropecuaria ha aumentado significati-
vaments en los dlimas afios [5, 18,17].

Dantro de éstos, la reaccior an cadena de la pallmerasa
(PCR por sus ‘siglas en inglés) con sus principales
variantes PCR en gel, PCR en tlempo raal, PCR-RFLP
y_PCR-secuenciacin son las hemamientas  de
diagnéstico y caracterizacion que han pasado a sar
parie da la Tutina de los laboratorios de diagnostico
veterinarios y de sanidad vegeal.

El concepto de amplificacion de ADN por PCR es simple
y su impacto ha sido extraordinario. Kary Mullis cbiuvo
&l Premio Nobel de Guimica en 1993 por esta invencion,
Ia cual fue concebida en 1983 y Ia primera publicacién
sali6 en el 1986 [18], en enero de 1967 le fue concedida
s patenta de nvencion[19]; pusieriorments, cada 0
&l niimero de articulos clentfficos con una aplicacion de
esta tecnologia ha aumentado exponencialmerts.

En 1993, Higuchi y colaboradores [20] publicaron el
primer frabajo de deteccion de la. amplificacion por PCR
medlante Ia mediclén de la fluorescancla emftida
una sonda marcada con un fluordforo, asi nacic la PCR
entiempo real.

El advenimiento da la PCR implica que contar con
cantidades insulicientas de ADN, no seré més una
limitacion para el diagnostico de patogenos y la investi-
gavién en Biologla Molecular.

Principio ¥ ventajas de la reaccion en
cadena de la polimerasa.

El principio de Ia PCR es el mismo que la sintesis de
ADN que $8 produce en el niicieo de una célula. La
enzima ADN-polimerasa realiza la copia de un
fragmento de ADN que le sirve de molde, la diferencia
&5 que en la POR, [a reaccion ocurre en un tubo
erzima realiza entre 30-45 diclos de amplificacin obte-
niendo billones de copias del fragmento de ADN, lo que
e da una ahta sensibilidad a a técnica. Este ADN ampli-
ficado esté flanqueado por Ia secuencia de los ceba-
dores de la reaccién, en olya disefio fadica la especifi-
cidad del ensayo.

Antes de ejecutar la PCR se realiza la extraccion y
puriicacién de los Acidos nucelcos del microorganismo
¥ del hospedero, que se encueniran en la musstra
biolégica y que serviran de molde a la enzima en la
s1apa do FCR; on ol c3s0 da o virus cuyo genoma
esta consthuido por ARN, es necesarlo Inclulr una reac-
cién da reverso transcripcian del ARN a ADN comple-
menlavio para que i polimerasa pueda ealizar a copia
del fragmento en la PCR.

En Ia tercera etapa e lleva a cabo la deteccion de los
fragmentos empiificados (empiicones) mediante una
electroforesis en gel de agarosa y fincion con un
colorante intercalacor de ABN como el bromuro de
stidio. Los fragmentos amplificadog pusden ser purifi-
cados para la obtencion de un perfl electrofontico de
bardas mediante el corte oon Una enzima de restric-
cién (RFLF) o la secuencia nucleotidica. Esto se hace
con verios objetivos: I caracterizacion genética del
agente Infeccioso, la genotipificacion, la Identhicacion
de mutaciones, deferminantes de resistencias a fama-
o5 0 de virulencia y para anglisis epidemiolégico
molecular,

Diferentss tipos de formatos y quimicas se han desa-
nollado para la PCR en fiempo real. A diferencia de la
PCR an gel, los procesos de amplificacion y deteccion
se producen de manera simufidnea en el mismo vial
cerrado o on el pocillo de una microplaca, sin necosi-
dad de ninguna accion posterior. Ademés, medianta i
defeccion de la fluorescencia emilida erl fiempa real
for 1a sonda, se puede medr durarte |a ampicacion
a cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya
que la fluorescencia_producide. en la reaccion es
proporcionel & la cantidad de ADN formado. Esto
permite conocer y registrar en todo momento la cinética
do la reaccion de amplificacion y Ia cuantificacion del
acido nucleico diana. El programa informético va regis-
franda el Incremento de fiuorescencia en caca ciclo,
esta Informacién se reflefa graficaments en curvas de
cinéica de la reaccian para cada una de las musstras
y controles  determina el valor del ciclo umbral (GY),
G es inversamento proparcioal & Ia canidad o

N en |2 muasira. La cuantiiicacion se reaiiza, me-
dianta el analisis simultaneo de coniroles de concentra-
ciones conocidas y orecientes de ADN diana, obtenien-
do una curva patrén donde se interpola el valor del cidlo
umbral do la muestra [21].

El desarrollo de procedimientos de diagnostico basa-
dos en la PCR -tanto en a forma clésica de revelado en
gel 0 en tiempo real (Real Time PCR)- son cada vez
mis files como heramientas & emplear en los labore-
torlos de clagnéstico de patégenos tanto e animales
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Editorial

Diagnéstico Molecular como
Herramienta en la
Identificacion de Plagas y
Enfermedades
Necesidad de aumentar la sen:

rapidez de la identificacion de pl
enfermedades agropecuarias

El estado scustorianc se encuentra comprometido en
obtener la soberania alimentaria dentro de los linea-
miantos trazados en el “Plan Nacional del Buen Vivir',
Por esta razén presta Una sspecial atencin a la protec-
cion de |as especies animales y los cultivos de interés
econbmico de la amenaza de enfermedades graves,
que pueden comprometer la salud y la segurided
alimentaria de la poblacicr.

Las enfermedades de los animales y los cultivos, sobre
todo las causadas por virus, son un constante ¥ princi-
pal problema para I produccion agricola y ganedera
en fodo el mundo, pueden preseniarse desde las
formas agudas altamente contaglosas con aita mortall-
dad, & Ias crénicas v sin sintomas con un insidioso
efecto sobre la produccién. [1, 2]

En e caso de los animales son el factor mas Importante:
qus reduce la productividad del ganado sobre todo en
os paises en desarrollo [3]. La Organizacion Interna-
cional de Sanidad Animal (OIE) ha elaborada desde
mayo 2004 una lista de enformedades de declaracién
obligaloria, que se actualiza anualmente, que consta
aciualmente de 82 enfermadades [4], causadas por
dierentes especles de vius, bacieras, prolozoos,
Tickettsias y cla ¥ que proditcen infecciones con
olevada pirdiia 6CONGICAS s 108 anmaies tor1o6-
tres en produccion.

Dertro de Iz lista de la OIE se encuentran una serie de
enfermedades que han sido llamadas transfronferizas
por la faclidad de diseminarse entre los paises y a
Veces continentes y cue pueden ser ademés emergen-
tes o resmergentss. Se ha observado un incremento
alamnants en tado el mundo y asta constituye un serio
problema para la comunidad internacianal por el costa
¥ 8l Impacto amblental de las madidas de control yio
‘emadicacin y las pérdidas por la mortalidad y la baja
produccién de cam, leche, huavas y atos derivados.

510 costas en muchos casos no pueden ser asumi-
dos por los paisos en vias de desamolo [2, 5].

ue han oourrido en las
artan-

Dentro de las epizootias
Gltimas décadas y que han aledado sobre la i
i dotomar medias globales para it s pérdicas
econdmices, podemos citar: Encefalopatia_Espongi-
forme Bovina en Inglaterra (1986 —1997); Fiebre Aftosa
on Ingiaterra (2001) y Argentina (2001 Paste Forcina
Clssiva en Holanda (1997), Alemaria & Ingiaterra
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(2000); Influenza aviar de alta Patogenicidad HGN1 en
Asia._(500G), Europa (9005), Oriente Media y Africa
(2006} y del subtipo H7N3 en Chlle (2002) [5].

La fisbre aftosa, fus declerada endémica para el conti-
nents americand an 1961 [7]. En Ecuador resurgio en el
2002, produciéndase brotes en varias provincias del
pais hasta el afio 2011.[6,9]

Se_han producido_enfermedades emergentes _en
humanos por adaptacién de un vinus a un nuevo
hospedero coma el hombre. Ejempio de ello han sido ol
virus SARS, de los murcidlagos paso a las civetas y al
hombre provocando un brote de alias morialidades en
humanos en China (2002-2003); Hantavirus de
roedores en USA (1993) y Chile y Argentina (1995);
Influenza aviar HSN1de aves en Tailandia (2004); in-
fluenza porcina HIN1 en México (2009) y més reclente-
mente el virus Fbola desde un reservorio todavia
desconocido a primates y o hombra. [10, 11, 12]

Derntro de los factores que han confribuido al desarrolio
de estas epizootias, el mas importants ha sido el desa-
nallo global de Ia infraestructura de transporte que
influido en el aumenta del movimiento intemacional de
pasajeros, animales, productos y subproductos do
origen animal y las relaciones economicas entre dife-
rentes regionies del mundo; como consecuencia de |
globalizacion, ha aumentado ol iesgo de difusi de
las enfermedaties de un pais a otro, incluso entre corti-
nentss [5, 6. Qo factor ha sido el concepto moderno
de la cria de ganado con I aplicacion de métodos de
crfa intersiva, que favorece Ia transmision de las enfer-
medades infeccioszs, & incrementa la probabildad de
amergencia o reemergencia de una enfarmedad [3,6].

A esto podemos agregar los cambios climéticos
producidos por el calertamiento global, que pueden
propiciar que enfarmedades endémicas para un area
geografica tiendan a extanderse a nuevas latitudes,
coma la infraduccién en Europa da la peste porcina
aiicana ( Porugal, 1967y Espane, 1860 Ly de Iosviis
de rumiantes, lengua azul (serotipos 8 y 6) en Holanda
y Bélgica (2006) [5).

Mis recientemente (2011), la_sparicion del virus
Schmallenger, el qual se delermin era un nuevo virus
flogensticamente relagionado_con los del género
Orthobunyavirus, Sathuper, Douglas y Shamonda,
principalmente detectados en otros continentes como
Asia, Africa o Australia [13].

La Sanided Vegetal también demanda el uso de
tecnologlas do diagntsiico més eficientes, pues el
primer peso para ef correcto mane|o de una enferme-
dad dada en un culivo es conocer su verdadera
sticlogia, osto 65 particularments difici on la agrioulty-
ra, pues existen més de 950 virus, 30 espacies de
viroides, alrededor de 100 especies de bacterias
fitopatégenos, 1300 especies de hongos Junto con
4105 especies de nematodos fitoparésitas, los cuales
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como de plantas, pues permite obtener resultados més
tpKios y 3 ve: sonsidiesy espagiios [, 17], Esto
illimo_posibilita en primer lugar, tomar medidas de
control més sfectivas para limitar |2 diseminacion de la
infaceion & ofres granjas o planiaciones y reduce of
riesgo inherente @ una enfermedad no diagnosticada
qQue puede ser exbtioa.

Les experiencias de la ilima década indican que los
ensayos de PCR hantomado el lugar de muchos de los
métodos clésicos de deteccion directa del agente infec-
cioso como el aislamierto, puas ests requiera: Ia viabii-
dad del microorganismo y facilidades de culivo.

Aunqus los ensayos de PCR fueron inicialments caros
y engormosos, hoy en dia son relativamente baratos,
Saguros y sencillos en su manipulacion.

Ls sensibilidady especificidad de la PCR es en algunas
casas mayor que el aislamiento o los procedimientos
de ELISA de captura, Otra ventaja de esta téonica es
que puede utilizarse a la vez para detectar y fipificar o
sublipificar, ya qua el empleo da cebadores especificos
de fipo 0 sublipo, hace que se reduzca el tiempo para
obtener este lipo de informacibn, tan importante para la
aplcasion dol conrol atraves da  vacunacion yenlas
plantas buscar variedades resistantes [6, 11

En el caso de los animales, el conosimienta temprano
de la efiologia de la enfermedad, reduce el costo del
uso indiscriminedo de antibibticos cuando la etiologia
es viral. En el caso de las enfermedades virales de
animales, ia aplicacién de ensayos moleculares reduce
el uso do biolgicos derivados de animales que se
saciifican como donantss para cultivos calleres con el
objétivo de islar el virus.

El empleo de la PCR permite craar un sistema ds pro-
cesamianto de Ia muestra y de ensayo, dtil para detac-
tor ala voz la presencia do microrgarismos exbicos ¥
para._el diagndstico diferencial con atros presantes en
el pais, con gran eficiencia, en menor tiempo y sin
necesidad de canlar con Ia cepa eislada o el anticuerpo
espeaiio, o o cs muy verajoso por razencs de
bioseguridad tratandose de microrganismos exsticos.

Después de obtener protocolos optimizados de diag-
néstico de patogencs basadas en la PCR, las investi-
gacionss s6 han dirigido a incrementar |a sensibilidad y
fa_especificided do la_detaccion, que pusde en
ocasiones ser limitadas por el alto contenido de Inhibl-
dores de Ia enzima en las muestras de animales y
vegetales. Los formatos de PCR anidada y PCR muli-
pléx, ofrecen una alta sensibilidad y la posibilidad de
detectar varias dianas en un ensayo, respectivamente.

El dlagnéstico molecular en los laborato-
rlos d& AGROCALIDAD

Dasde hacs treg afios la Direccién de Laboratorios do

AGROCALIDAD se encuentra perfeccionando el diag-
nostico de plagas agricolas y enfermedades de los
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animales productivos para ganar en rapidez y eficien-
cia, para lo cual se construyb un laboratorio de Biologia
Moleculer, y se encuenira realizando un_irabajo
sistemético de introduccion a Ia préctioa de meto-
dologlas de lignastio por PCR de as enfermedads
notificables y sus dierenciales y de las plagas agrico-
las de” mayor impacto economica en Ecuador.

La lista de enfermedadas estandarizadas es creciente
entre Ias qus podemos citar: fisbre attoss, estomatitis
vesicular, pestivirus de rumiantes, laringotraqueitis
Infecclosa aviar, enfermedad de Newscastls, Influenza
aviary porcina, pests porcina clésica y diarrea epidémni-
ca porcina.

Dentro de los filopatégenas, los virus de las bracteas y

del rayado del banano, los virus X y ¥ de Ia papa,

Ralstoria solanagogrum, Fusaium oxysgoru, y .

oxysporumt. sp. Cubenseraza 4 tropical, Phylophihora

idnag stans ¥ nematodos fitopatégencs del género Meloi-
3yme.

También se realiza la caracterizacién molecular de los
patogencs de mayor importancia que se encuentran en
ol pals, con el objetivo de reslizar investigaciones de
Epldemiologia Molecular, sobre las que se sustenten
os programas de erradicacion y control de las enferme-
dades de importancia veterinaria y fitosanitaria,
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