UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS AGROPECUARIAS
Y RECURSOS NATURALES

“CARACTERIZACION PATOLOGICA DE UNA ENFERMEDAD HEMORRAGICA
EN CARPA COMUN (Cyprinus carpio carpio) E IDENTIFICACION DEL
AGENTE ETIOLOGICO”.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES

PRESENTA:
LETICIA CANAS LOPEZ

COMITE DE TUTORES:
Dr. César Ortega Santana (Tutor Académico)
Dr. Raul C. Fajardo Muioz (Tutor Adjunto)
Dr. Juan Carlos Vazquez Chagoyan (Tutor Adjunto)

El Cerrillo Piedras Blancas, Toluca, Estado de México, Febrero 2023



iNDICE

DEDICATORIAS. ... et s s s e s s s s s n s s n s nnenn s nnnss
AGRADECIMIENTO.....ciiiiiiiiir s s s e s n e rn s s s r e s e e e s
130 o
INDICE DE CUADROS.......citutiiiiiettiieetrtiseeranneessesssnssersansseersssnsenes
INDICE DE FIGURAS........cuiiiiettiiieetiieetaseeseesssessersannessssseseesnsnssens
RESUMEN. .. .o er v s e s s s e s s e e rn s s s s e nr e e s
Y= 3 3 I X O
L. INTRODUGCCION......cuuuiiiiieniiiieritieeirsneeesssseseesann s errasssserssnnseesanns
Il. REVISION DE LITERATURAL. ......iiiittieiieieeeeeraeeesena s eren s eesannee e
2.1 Familia Rabdoviridae............c.ociiiiiiiiiiiiir e
2.1.1 Estructura y organizacion de los Rabddovirus............c...........
2.1.2 Taxonomia de los Rabdovirus............c.ooviiiiiiiiiciii e
2.1.3 Ciclo de Replicacion de los Rabdovirus...........cccocviiiiiiiinines
2.2 Rabdovirus de PecCes........c.coiiiiiiiiiiiiicii i s s
2.2.1 Rabdovirus de Peces miembros del género Novirhabdovirus...
2.2.1.1 Virus de la Septicemia Hemorragica Viral (VHS)...............
2.2.1.2 Hirame Novirhabdovirus (HIRRV)...........cccviriiiienen
2.2.1.3 Virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV)......
2.2.1.4 Snakehead Norvirhabdovirus (SHRV)...........c.ccceiinnnnnn.
2.2.2 Rabdovirus de Peces miembros del género
PerhabdoVvirus..........cooiiiii e
2.2.2.1 Perch Rabdovirus (PRV).......ccccviiiii e e e
2.2.3 Rabdovirus de Peces miembros del género Sprivivirus.........
2.2.3.1 Virus de la Viremia Primaveral de la Carpa (SVCV)............
2.2.3.1.a Distribucion de SVCV.........cociiiiiiiiiiiiiiircr e,
2.2.3.1.b Caracterizacion del Genoma de SVCV.....................
2.2.3.1.c Patologia y Signologia reportada en la enfermedad
de la Viremia Primaveral de la Carpa (SVC)......ccovveiiiiiiiiiiicrecencreee
2.2.3.1.d Hallazgos Histopatolégicos reportados en Carpa
Comun infectadacon el SVCV ... e
2.2.31.e Transmision de SVCV.........ccccoiiiiiiiiiii e e
2.3 Respuesta inmune de la carpa frente a la infeccién de SVCV.........
2.4 Periodo de incubacion de los Rabdovirus de peces..........cccccceveeeeee
2.5 Parametros de sensibilidad de SVCV.........cccoiiiiiiiciiiiciciiineeee
2.6 La Carpa (CYprinuUS SPP.)-..cocuuiiiiiiiiiiiiasiiasiasssansassasassnssnnsnnnns
2.6.1 Carpa Comun (Cyprinus carpio carpio)............c..cccevvevnnnnns
2.7 Antecedentes sanitarios en carpas de México............cccveevivnnnnnnn.
NI JUSTIFICACION. ... cotuuiiiiiitieieiet e e eeete s e e rean e e sasa s eresa s eessnneseenns
IV. HIPOTESIS.......ueieitieeeeeeeeesnteees s sesssssaeeeeseesssss s sssannneeeeseessnnnns
V. OBUJETIVOS. ... rr s e s s s rn s s n s s e s n s e e e nnnns
5.1 Objetivo general ..........ccoiiiiiiiiii i
5.2 Objetivos eSpecCifiCOS......c.cevviiiiiiiiiiii e
VI. MATERIAL y METODOS......cuciiiittieiieieniieeestneeeresssssssnsnseesssnseens
6.1 OrganisSmMOS ViVOS........cooiiiiiiiicirerierarir s s s s ennsrnnnnanne

Caracterizaciéon Patolégica de una enfermedad hemorragica en carpa comun (Cyprinus carpio carpio)
e identificacion del agente etiologico



6.1.1 Obtencion de MUESEIIaS......ciiiii i e e ier e e eeeresenrrnrrnes 27

6.1.2 Aislamiento Viral............cooeiiiiiiiiiii e 28
6.1.3 Confirmacién del aislamiento viral...............cccoviceeiiiiiieiiiene. 28
6.2 Titulacion viral ...........ccoiii 28
6.3 Microscopia electronica............ccoeviiiiiiiiiiinic e 29
6.4 Extraccion de RNA y obtencion de cDNA.............ccccciiiiiiiiiiiinnne 29
6.5 Reaccién de PCR para deteccionde SVCV........cccciiviiiviiiecnnnns 29
6.6 Analisis de secuenciacion gendmicCa............cvovviriiiiinnirnarienenans 30
6.7 Analisis HistopatolOgiCo...........coviiiiiiiiiiiii e 30
VILRESULTADOS. ... rerrererr e rn s s s s s s s s s s sn s s mn s snnsannnnes 31
7.1 Registro de signos CliNiCOS.........cccvviiiiiiiiiii e 31
7.2 Descripcion histologica de Tejidos.......c.ocvvviiiiiiiiiiiniiiiiicrcre e 32
7.3 Aislamiento inicial de SVCV.........ccoiiiiiiicr e 35
7.4 Crecimiento viral en diferentes lineas celulares, tiempo de
supervivencia y resistencia al medio ambiente..............c.cceciiiiiiiiin 35
7.5 Titulacion viral.........ccoiii e e e 37
7.6 Analisis de microscopia electronica............c.ccoveiiiiiiiiiiiiiiianenns 38
7.7 Reaccion de RT-PCR para deteccion de SVCV..........cccevvivininnnen. 38
7.8 Articulo publicado, Revista MVZ Coérdoba...........cccceeeviiiiiiinninens 39
VIL DISCUSION. .....uuiiiiieieiiiiiciiee et eeer e s e ses e s ee st s e s seana e eeennnnnseees 41
IX. CONCLUSIONES. ... v s s s s s s s s s r i r s e rr e 45
X. RECOMENDACIONES. ... rer v e e s s v s r i r s e nrnnes 45
XI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........covvuiiiiiiiieeeeeeeeeeee e eeeaanns 46
XIL ANEXOS. ... e rn s s s s s s s s rn s s s s n e s rn e e nnsaan 57
12.1 Secuencia del primer SVC R4 (SVC R4).....cceviiiiiiiiiiiiiieieaenaes 57
12.2 Secuencia del primer SVC R2 (VPC R2)......cvoviiiiiriiiiceeeeeveenaes 58
12.3 Secuencia del primer SVC F1 (VPC F1)..cnnrniiiiiiiiiiieieeeeeeeees 59

Caracterizaciéon Patolégica de una enfermedad hemorragica en carpa comun (Cyprinus carpio carpio)
e identificacion del agente etiologico



iNDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Rabdovirus de teledsteos reconocidos por el Comité Internacional sobre
la Taxonomia de VIrUS... ... e e a8

Cuadro 2. Porcentaje de infeccion y mortalidad por afeccion de SVCV, segun edad

el PeZ... o 012
Cuadro 3. Especies acuaticas susceptibles a la infeccién por SVCV de forma

natural (ciprinidos y no ciprinidos) e infectados experimentalmente..................13
Cuadro 4. Secuencias completas de seis genomas de SVCV.......................... 14
Cuadro 5. Parametros de sensibilidad de SVCV ante soluciones y activos......... 18

Cuadro 6. Principales especies de carpa (Cyprinus spp.), presentes actualmente
BN IMEXICO. .. oo 19

Cuadro 7. Situaciones que conllevan a la introduccion de Ciprinidos a nuevos

habitats. .. ... .. 022
Cuadro 8. Lesiones observadas en organos internos de Cyprinus carpio carpio,
(muestra en estudio) y descripcion histopatologica..........................ooo. 32

\'

Caracterizaciéon Patolégica de una enfermedad hemorragica en carpa comun (Cyprinus carpio carpio)
e identificacion del agente etiologico



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Virion de Rabdovirus... ............coo i 03
Figura 2. Estructura de un Rabdovirus y organizacién del genoma.....................5
Figura 3. Esquema representativo de infeccion y replicacion de un Rabdovirus.....6
Figura 4. Anatomia de la Carpa comun (Cyprinus carpio carpio)....................... 22
Figura 5. Lesiones macroscopicas en carpa comun (Cyprinus carpio carpio)........ 31

Figura 6. Placas de dos pocillos con células EPC, inoculadas con el aislado de
SVCVobtenidoen 2015, 35

Figura 7. Placa de seis pocillos con células BF-2, CHSE-214 y RTG, inoculadas
con el aislado de SVCV obtenidoen2015........................oco .36

Figura 8. Grafica de resultados para el crecimiento viral registrado en las lineas
celulares empleadas para el estudio de SVCV aislado de Carpa Comun en

Figura 9. Grafica titulacion viral en tres submuestras del aislado de SVCV
conservado a tres diferentes temperaturas.........................oo 03T
Figura 10. Microfotografia electrénica en células EPCa8hpi..........................38

Vi
Caracterizaciéon Patolégica de una enfermedad hemorragica en carpa comun (Cyprinus carpio carpio)
e identificacion del agente etiologico



RESUMEN

En octubre de 2015 ingresé al Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en
Salud Animal (CIESA), una muestra compuesta por 15 peces de aproximadamente
250 grs de carpa comun (Ciprinus carpio carpio), provenientes de la laguna de
Tecocomulco, en el estado de Hidalgo. El motivo era un estudio de rutina, sin reporte
previo de enfermedad ni mortalidad de alguna de las especies que habitan el cuerpo
de agua, por parte de las instancias remitentes.

Durante la necropsia de los animales, se tomaron preparaciones humedas de la
piel, aletas y branquias para diagnosticar la presencia de parasitos, descartando
hallazgos que fuesen letales para los peces, ademas se encontraron en poca
cantidad. Al estudio sobre signos clinicos sobresalientes, destaco la presencia de
areas de necrosis superficial de piel con pérdida de escamas, exoftalmia, branquias
palidas, distencion abdominal, hemorragias diversas en aletas, mandibula y
diversas zonas del cuerpo. También, se detall6 el aspecto, coloracion y el contenido
de los organos internos, donde se observo ascitis sero-hemorragica, formacion
severa de adherencias pleurales entre los dérganos abdominales, ademas de
esplenomegalia. Se continud con la recoleccidon de fragmentos de tejido de algunos
organos como bazo, higado y riidn para el aislamiento de agentes bacterianos en
medios convencionales, pero las improntas realizadas no evidenciaron presencia
de bacterias.

Para aislamiento viral, aproximadamente un ml de fragmentos de bazo y rifion de
los peces con hemorragias y adherencias fueron depositados en tubos Falcén de
15 ml conteniendo 9 ml de medio L-15 (Medium LEIBOVITZ'S Cat 11415-064,
GIBCO BRL), las muestras fueron maceradas, centrifugadas y filtradas en
membrana de 0.22 micras (Um) para inoculacion posterior en una monocapa de
células EPC (Epitelioma papuloso de la carpa), con = 90% de confluencia e
incubados a 20°C.

Las muestras con efecto citopatico positivo (CPE), sugestivo de infeccion viral
fueron confirmadas mediante RT-PCR especifico para virus de la viremia primaveral
de la carpa. Ya que por los signos clinicos que presentaron los peces y los hallazgos
nulos realizados frente a parasitos y bacterias, se trataba de una enfermedad no
antes diagnosticada dentro del pais. Y posteriormente confirmadas empleando los
cebadores y recomendaciones que se mencionan en el manual de la OIE,
esperando una amplificacion de 714 pb. El producto de amplificacién se analizé
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% y fue sometido a una prueba
semi-anidada disefiada para amplificar un producto de de 606 pb. Ambos productos
obtenidos fueron purificados mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, USA). Posteriormente fueron mandadas a Macrogen Korea
(Seoul, Rep. of Korea), para su secuenciacion. Las secuencias obtenidas se
ingresaron a Blast NCBI y se obtuvo una similitud de 96-97%, respecto al gen de la
proteina G del virus de la viremia primaveral de la carpa (SVCV). Para el analisis
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por comparacion con otras secuencias depositadas en el GenBank, se usd un
fragmento de 426 pb de la muestra Carp-1. Generando un cladograma.

La placa de cultivo celular que mostro CPE después de ser inoculada con el virus
aislado, fue muestra para buscar el agente infeccioso a través de microscopia
electronica. Confirmando la presencia viriones con tipica forma de bala que
distingue a la Familia Rabdoviridae.

Las lesiones halladas en distintos organos internos, se describieron
histologicamente para su comparaciéon con las reportadas en estudios de la
enfermedad de SVCV por diversos autores.

Palabras clave: Rabdovirus, Ciprinus carpio carpio, hemorragias.
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ABSTRACT

In October 2015, a group of 15 common carp fish (Ciprinus carpio carpio) as remitted
from the Tecocomulco lagoon, Hidalgo State, Mx. To the Center for research and
advanced Studies in animal Health (Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
en Salud Animal,CIESA). A routine study was conducted. Samples arrived with no
report of disease, or mortality from any of the inhabitant species of the lagoon.

During necropsy, humid preparations were taken from skin, fins and gills, and search
for parasites, however parasitosis was discarded since parasite counts were very
low and potential lethal findings were observed. Main clinical signs found were areas
of necrosis on skin and scales loss, exophthalmia, pale gills, abdominal distension,
diverse hemorrhages in fins, jaws and other parts of the body. Internally, sero-
hemorrhagic ascites, Bacteriological analysis was conducted in tissue fragments of
liver, kidney and spleen with negative results.

Spleen and kidney from fish showing hemorrhages and internal organs adhesions
were studied for virus presence. Tissue fragments were place in 9ml L-15 medium
(Leibovitz's médium), and macerated, then samples were centrifuged and
supernatant filtered through 0.22 um filters, and filtered solution was used to
inoculate 90% confluence CPE (Carp Papulosus Epitheliome) monolayer cell culture
and incubated at 20° C.

Samples showing positive cytopathic effect (CPE), were analyzed for the presence
of the virus from spring viral carp viremia (SVCV) through reverse transcription
polymerase chain reaction rtPCR. Then the test was repeated using the rtPCR
primers recommended by the EIO diagnostic manual, where a 714 pb band is
expected and confirmed in a 1.5% agarose gel electrophoresis. PCR product was
further analyzed though a semi-nester PCR designed to aplify a 606 bp DNA band.
PCR products were purified using the Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System
(Promega, USA). Then, cleaned amplicons were sent for sequencing by Macrogen
Korea (Seoul, Rep of Korea). Sequences reported by Macrogen were blasted (Blast
BCBI), finding a 96-97% identity with respect to the virus of the SVCV G protein. A
cladogram was built using Genbank previously reported sequencies and a 426 bp
(Carp-1) sequence found in the present report.

Histopathologic findings from the analysis of tissuee samples collected from different
fish internal organs showing lesions, showed similarities to previously SVCV lesions
reported by several authors.

In conclusion, considering clinical lesions found in fish histopathological findings,
CPE observed in cell culture, shape of virus observed by Electron microscopy from
CPE samples and that DNA sequencing obtained from rtPCR from CPE samples
matches the sequence of viral G protein gene of SVCV, the present study
demonstrates that infection found in the fish remitted from the Tecocomulco lagoon,
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Hidalgo State, Mx. to the Center for Research and advanced Studies an Animal
Health in October 2015, was caused by SVCV virus.
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1. INTRODUCCION

La carpa es un pez de la familia Cyprinidae, que por su resistencia y capacidad
de adaptacién a distintos ambientes son el grupo de peces mas producidos en
el mundo; la lista de los 10 principales paises productores esta conformado por
naciones asiaticas, destacando China, India y Bangladesh (DOF, 2018; Miao y
Wang 2020).

Las carpas se consideran especies muy resistentes a diversas condiciones
adversas y a las enfermedades (Arredondo y Lozano, 2003). Sin embargo, al
igual que cualquier especie animal, pueden ser afectadas por enfermedades muy
caracteristicas, causadas por bacterias y virus (Fernando, 1991, Jeney y Jeney,
1995, Arredondo y Lozano, 2003).

Entre las enfermedades causadas por virus en carpas, destaca la Viremia
Primaveral de la Carpa o SVCV, por sus siglas en ingles de Spring Viral Carp
Virus, provocada por un Rabdovirus. Es una enfermedad incluida en lista de
enfermedades de declaracion obligatoria para la Oficina Internacional de Salud
Animal (OIE), que se caracteriza por causar alta mortalidad en peces de cultivo
y silvestres (Fijan, et al., 1971, Kiuchi and Roy 1984, Anhe, 1978). Sin embargo,
existen distintos Rabdovirus que tienen alta relacion con SVCV, por lo que no
todos causan la viremia primaveral de la carpa. Debido a esto, es necesario
hacer una descripcion y caracterizacién de todo aquel aislamiento viral obtenido
de carpas para poder confirmar o descartar esta enfermedad de gran importancia
para la produccion de ciprinidos (OIE, 2015c).

En la literatura se han descrito distintos protocolos de clasificacion para la Familia
Rabdoviridae, que incluye a virus que se relacionan morfoldgica y genéticamente
(Fijan, et al., 1971, Lu et al., 1991, Xiao et al., 2014), y que en general, causan
enfermedades severas en plantas y animales, incluyendo al ser humano.
Actualmente, la genotipificacion de los Rabdovirus incluye a 40 géneros:
Almendravirus, Alphanemrhavirus, Alphapaprhavirus, Alpharicinrhavirus,
Arurhavirus, Barhavirus, Caligrhavirus, Curiovirus, Ephemerovirus, Hapavirus,
Ledantevirus, Lostrhavirus, Mousrhavirus, Merhavirus, Lissavirus,
Perhadbovirus, Ohlshavirus, Sawgrhavirus, Sigmavirus, Sprivivirus, Sripuvirus,
Sunrhavirus, Tibrovirus, Tupavirus, Vesiculovirus, Zarhaviru,
Alphanucleorhabdovirus, Betanucleorhabdovirus, Cytorhabdovirus,
Dichorhabdovirus, Gammanucleorhabdovirus, Varicosavirus y Norvirhabdovirus.
El virus de la Viremia Primaveral de la Carpa esta incluido dentro del género
Sprivivirus (http://www.ictvonline.org/ index.asp).

En México, la carpa se introdujo en 1889, y desde entonces se han realizado
muchas importaciones; su cultivo se realiza principalmente bajo un sistema de
producciéon extensivo que dio lugar a un importante desarrollo de la acuacultura
en el pais (FAO, 2002; CONAPESCA, 2017), brindando nutricién principalmente
a poblaciones de zonas desprotegidas (Frerichs, 1989). Sin embargo, en el pais

1

Caracterizacion patolégica de una enfermedad hemorragica en carpa comin (Cyprinus carpio carpio)

e identificacion del agente etiolégico



otras especies de peces y camarones han recobrado mayor interés por
considerarse productos de mayor calidad nutricional (Ortega y Valladares, 2015).

Sanitariamente hablando, a la fecha no se ha reconocido la presencia de agentes
virales en carpas de México, aunque si se ha informado de sospechas no
confirmadas. Tomando en consideracion la constante introduccion de carpas
desde paises donde SVCV ha sido detectado, cabe la posibilidad de que el virus
haya ingresado al pais a través de peces portadores.

En este trabajo se presentan resultados de un estudio de diagnéstico sanitario
integral que permitieron realizar la confirmacion de SVCV en carpas del pais, a
través de un estudio clinico-patoldgico en peces que sufrieron una enfermedad
septicémica en la Laguna de Tecocomulco, un cuerpo de agua natural del Estado
de Hidalgo en el centro de México. Asi mismo se estudiaron las caracteristicas
de replicacion y supervivencia del virus.
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Familia Rabdoviridae

Los virus de la Familia Rabdoviridae presentan una morfologia tipica en forma
de bala; son virus con cadena de ARN sencilla con polaridad negativa (ssARN),
el cual constituye aproximadamente el 2% de la particula viral. Las medidas del
virion son de aproximadamente 80 a 180 nm de longitud por 60 a 90 nm de
diametro, posee nucleocapside interior de simetria helicoidal que mide alrededor
de 50 nm de diametro (Murphy, 1996).

Figura 1. Virion de Rabdovirus. Tipica forma de bala, se muestran las glicoproteinas como
picos superficiales, que favorecen la entrada a la célula huésped mediante su union a receptores
especificos. En fotografia microscopica es caracteristico observar presencia de estrias (flechas
rojas) (Behera and Swain 2012).

La palabra Rhabdovirus se deriva del griego pdapdog "rhabdos”, que significa
“varilla” y del latino utrus "virus", que significa "veneno" (Wildy, 1971). El término
"Rhabdovirus" fue sugerido por primera ocasion en el afio de 1966 por Melnick y
Mc Coombs; posteriormente, en 1970 el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus recomendé la adopcion del término Rhabdovirus (Murphy, 1996).

Los miembros de esta familia viral pueden infectar una amplia gama de
hospederos (Anhe et. al., 2002; Dietzchold et. al., 1996; Brown, 1987). Debido a
las enfermedades que causan en humanos, estos virus se consideran un
problema de salud publica y también representan riesgos para la industria
agropecuaria al ocasionar grandes pérdidas econdmicas, por afectar a animales
domésticos y de vida silvestre, peces y plantas (Jackson et. al., 1987).
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2.1.1 Estructura y organizacion de los Rabdovirus

El genoma de los Rhabdovirus tipicamente codifica para cinco proteinas, una de
éstas, que es la ARN-polimerasa dependiente de ARN, convierte todo el genoma
en cinco ARN mensajeros (ARNm), cada uno de los cuales codifica una proteina
que forma parte de la particula del virus (Figura 2). Las cinco proteinas
localizadas de exterior a interior del virion se ordenan de la manera que a
continuacion se describe (Figura 2), y cumplen con las siguientes caracteristicas
y funciones:

1. La glicoproteina (G): Es la parte mas externa del virion y forma una espina
en la superficie a manera de trimeros, y es la que se fija a los receptores
celulares que desencadenan la endocitosis viral. Es la unica de las
proteinas del virus que esta glicosilada.

Esta proteina G, es una proteina inmundgena, actia como el antigeno mas
importante para determinar las propiedades seroldgicas de los Rabdovirus. Es la
responsable de bajar el pH del cual depende la actividad de fusion de
membranas (Rigaut et. al., 1991; Schlegel et.al., 1982), tanto en mamiferos como
en peces (Estepa et al., 1996).

2. La proteina matriz (M): es una proteina multifuncional periférica de la
membrana, representa un papel sumamente importante en el ensamblaje
viral y en la extrusion viral. Actua como proteina reguladora con actividad
estimulante de la replicaciéon (Finke et.al., 2003).

3. La fosfoproteina (P): participa en la transcripcion y replicacion del virus.

4, La ARN polimerasa viral dependiente de ARN (L): interactua con las
proteinas P y N para lograr la transcripcion y replicacion del virus (Anhe,
1985). Ejerce tres actividades enzimaticas: transcriptasa/replicasa,
metilasa y polimerasa) (Anhe, 2002).

5. La nucleoproteina (N): es la principal proteina estructural, que cubre y
protege al genoma de ARN, de las nucleasas. Forma la estructura
helicoidal de la nucleocapside (Dietzgen et al., 2011).
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Figura 2. Estructura de un Rabdovirus y organizacién del genoma. El SVCV codifica cinco
proteinas estructurales: glicoproteina (G), proteina matriz (M), fosfoproteina (F), polimerasa (L)
y la nucleoproteina (N). Los Rabdovirus son virus ARN monocatenarios con sentido negativo, en
el orden 3’-(leader), N, P, M, G, L, (trailer) (Howatson, 1970; Wagner, 1975).

2.1.2 Taxonomia de los Rabdovirus

Esta Familia incluye tres subfamilias, 40 géneros y 246 especies. La subfamilia
Alpharhabdovirinae incluye 26 géneros: Almendravirus, Alphanemrhavirus,
Alphapaprhavirus, Alpharicinrhavirus, Arurhavirus, Barhavirus, Caligrhavirus,
Curiovirus, Ephemerovirus, Hapavirus, Ledantevirus, Lostrhavirus,
Mousrhavirus, Merhavirus, Lissavirus, Perhadbovirus, Ohlshavirus,
Sawgrhavirus, Sigmavirus, Sprivivirus, Sripuvirus, Sunrhavirus, Tibrovirus,
Tupavirus, Vesiculovirus, Zarhavirus. Dentro de la subfamilia Betarhabdovirinae
se encuentran 6 géneros: Alphanucleorhabdovirus, Betanucleorhabdovirus,
Cytorhabdovirus, Dichorhabdovirus, Gammanucleorhabdovirus, Varicosavirus.
La subfamilia Gammarhabdoviridae incluye un solo género e infecta a peces,
Norvirhabdovirus publicadas en ICTV en 2022 (http://www.ictvonline.org/
index.asp). Algunos de los ejemplos mas importantes de esta familia, son el virus
de la rabia en seres humanos, asi como en animales terrestres, que ocasionan
casi el 100% de mortalidad (Dietzschold et al., 1996), y el virus de la viremia
primaveral de la carpa (SVCV) que causa una enfermedad hemorragica grave
en peces ciprinidos (Ahne et al., 2002).

Los viriones de la Familia Rhabdoviridae en general se relacionan en términos
tanto de caracteristicas morfoldégicas, como genéticas, ocasionando alta
mortalidad y morbilidad (Walker et al., 2000; Warrilow et al., 2002). EIl uso de
pruebas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a base
de enfoques y analisis de secuencias, ha dado lugar a la adicion de nuevos
géneros a la familia Rhabdoviridae (Amelia et al., 2002; Kuzmin et al., 2003; Mork
et al., 2004).
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2.1.3 Ciclo de replicacion de los Rabdovirus

Cuando un virién de tipo Rhabdoviridae infeccioso encuentra una célula huésped
susceptible, el resultado mas frecuente es una serie de eventos que termina en
la liberacion de los nuevos viriones de la progenie y con la muerte de la célula.
La multiplicacién de los Rabdovirus ocurre dentro del citoplasma de la célula
huésped, donde a menudo se forman cuerpos de inclusion intracitoplasmicos,
también llamados “cuerpos de Negri®’, asi denominados porque en 1903 el
médico italiano, Adelchi Negri describio esta lesion (Shope et.al, 1987). La
temperatura optima para la replicacion del virus y la actividad transcriptasa
asociada al virién es de entre 20° y 25° C (Roy et.al., 1978).

El proceso de infeccidén de los Rabdovirus (Figura 3), es una serie de eventos en
el siguiente orden: fijacion y adsorcién, penetracién, liberacion, transcripcion (1°
y 2°), traduccion, replicacién, ensamblaje y brotacion (Wagner et al., 1963).
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Figura 3. Esquema representativo de infeccion y replicacion de un Rabdovirus. La
adsorcion de los Rabdovirus depende de la presencia del receptor especifico en la superficie
celular, que permite la union y penetracion del virion hacia la célula, desencadenando los
subsecuentes eventos que permitan la replicacion viral. Cada evento no es necesariamente un
precursor de los posteriores, sino que pueden ocurrir simultaneamente (Wagner et al., 1963;
Rose et.al., 2000; Barr et.al., 2002).
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Fijacion y Adsorcion; La particula viral inicia su ciclo de replicacién por la
union de los trimeros de la glicoproteina (G) a los receptores de superficie
de la célula huésped.

Penetracion; el viribn entra a la célula mediante endocitosis mediada por
receptores, un evento dependiente de la energia generada por la célula,
que requiere una temperatura fisiolégica para la supervivencia del virus.

Liberacién del genoma viral; la acidificacién del endosoma (pH 5.7 a 6.1),
altera la conformacion de la glicoproteina (G), permitiendo la fusion de la
membrana viral con la membrana endosomal y asi la liberacion de la
nucleoproteina en el citoplasma celular.

Transcripcion 1°; durante la transcripciéon el complejo RdRp (RNA-
dependent RNA polymerase) transcribe el ARN viral en cinco ARNm de
forma secuencial y en gradiente (genes proximales a 3" se transcriben con
mayor abundancia que los genes distales), estos son traducidos por
ribosomas de la célula huésped para producir proteinas virales
funcionales que se requieren para la replicacion del genoma (Banerjee et.
al., 1990; Barr et al., 2002). Tan pronto como estas transcripciones se
traducen en proteinas pueden comenzar la replicacion.

*Los ARNm del Rabdovirus estan encapsidados y metilados en el extremo 5" y
poliadenilados en el 3°, sin embargo, el ARN lider no lo esta (Rose et.al., 2000).

5.

Glicosilacion de la proteina G (postraduccién); una vez obtenido el ARNm
de la proteina G mediante la transcripcién, viaja a través de vesiculas y
se inserta en la membrana del reticulo endoplasmico (RE) para su
traduccion y por continuidad es movida hacia el aparato de Golgi donde
se glicosila. Una vez ya dglicosilada se inserta en una porcién de la
membrana citoplasmica, actuando como sefal para que la proteina M ya
traducida se acople en la region de la membrana citoplasmica donde se
encuentra la proteina G.

Replicacién; se sintetiza un antigenoma (+ssARN) complementario de
longitud completa y sirve como “plantilla” para la sintesis de genomas de
sentido negativo de longitud completa (Banerjee et.al., 1990; Wunner,
1991; Finke et al., 2003).

Transcripcion 2% los nuevos genomas pueden utilizarse como plantilla
para la transcripcibn o ensamblarse en nuevas particulas infecciosas.
Tanto el genoma como el antigenoma estan encapsidados con la proteina
N (ARN-N), que junto con las proteinas P y L forman el complejo de
Ribonucleoproteina (RNP), este es usado en rondas subsecuentes de
transcripcién, replicacion o ensamblado en nuevos viriones (Wunner,
1991; Rose et.al., 2000; Barr et. al., 2002).

Ensamblaje; una vez que se llevé a cabo la transcripcidn, traduccion y
replicacién, la formacién de nucleo-capsides nuevas es inmediata. Una
7
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vez conformada la nucleo-capside, viaja hacia la regién de la membrana
citoplasmatica donde ya se encuentran las proteinas G y M, listas para
acoplarse y formar nuevos viriones. El ensamble ocurre mediante el
reconocimiento mutuo de secuencias de aminoacidos en las proteinas
involucradas “N, Gy M”.

9. Brotacién; los nuevos virones emergen de la célula a través de gemacion,
listos para infectar otra célula susceptible. (Warrell, 2004, Basic et al.,
2009).

2.2 Rabdovirus de peces

Dentro de familia Rhabdoviridae, existe un interesante y econémicamente
importante grupo de virus que infectan peces, tanto en vida silvestre como en
condiciones de cultivo, donde la mortalidad regularmente es alta (McAllister,
1979; Betts et al., 2003).

Histéricamente, los Rabdovirus que afectan peces se consideraban miembros
de los géneros Vesiculovirus y Lyssavirus, basandose principalmente en sus
perfiles proteicos observados en electroforesis en gel. Sin embargo, actualmente
se reconoce que los peces pueden ser afectados por tres géneros de la familia
(Cuadro1), a saber: Novirhabdovirus, Perhabdovirus 'y Sprivivirus (Stone et al.,
2013).

Hirame rhabdovirus Platija, grayling,
varios.

IHNV Virus de la necrosis Salmoénidos

hematopoyética infecciosa
Snakehead y
Novirhabdovirus | Snakehead virus Pescado de aguas

cdlidas de Asia
sudoriental

VHSV Virus de la septicemia Salmoénidos, otros

hemorragica viral
Anguillid Rabdovirus Anguilas
Perch rhabdovirus Perca, varios
Perhabdovirus = Sea trout rhabdovirus Trucha de mar
Pike fry rhabdovirus Enfermedad roja Lucio, varios
SVCV (Spring Virus de la viremia Ciprinidos, otros
Sprivivirus Viraemia of Carp primaveral de la carpa

Virus)

Cuadro 1. Rabdovirus de teleésteos reconocidos por el Comité Internacional sobre la
Taxonomia de Virus (Stone et al., 2013; ICTV, 2017).
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Los virus que infectan a peces y que pertenecen a uno de los tres géneros
existentes dentro de la familia Rhabdoviridae han sido clasificados
serolégicamente; sin embargo, preferentemente la distincion entre especies se
basa en la divergencia de la secuencia de nucleétidos y en la separacion
filogenética de los virus (ICTV, 2017). Comparaciones directas entre genes de la
familia Rhabdoviridae han demostrado el grado de conservacién de las proteinas
que conforman el genoma, en el orden N>M>G>P>L (Bourh et. al., 1993).

La divergencia de secuencia de nucledtidos tiene como regla que >17%, indica
especies separadas dentro del mismo género y que aislados que son idénticos
en 85%, se consideran de la misma especie.

2.2.1 Rabdovirus de peces miembros del género Novirhabdovirus

La principal diferencia entre Novirhabdovirus y los demas Rhabdovirus es la
presencia del gen NV entre la proteina G y la proteina L (Wagner, 1975; Kurath
et al., 1997). La proteina NV, que no es estructural, es indispensable para la
replicacién eficiente de los Novirhabdovirus. No se conoce con exactitud la
funcién de esta proteina, pues no aparece en el viribn maduro, sin embargo, si
esta presente en las células infectadas (Kim et al., 2011; Ammayappan et al.,
2011). Algunas investigaciones informan que, aunque esta proteina no es
necesaria para la replicacion, su presencia mejora substancialmente la
multiplicacion de los Novirhabdovirus (Biacchessi et al., 2000).

2.2.1.1 Virus de la Septicemia Hemorragica Viral (VHS)

Se le reconoce como uno de los principales patégenos de la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), especialmente en Europa donde es el responsable de
graves pérdidas econdmicas. Se trata de una enfermedad de notificacion
obligatoria ante la OIE.

En salmoénidos, esta enfermedad se caracteriza por la manifestacion de
exoftalmia, palidez branquial (Wolf, 1988), dificultad para nadar y desorientacién
(Smail, 1999), obscurecimiento de la piel, hemorragias alrededor de la cabeza y
base de aletas, también en 6rganos internos (Snow et.al., 1999), donde se
aprecia necrosis en higado y corazén (Brudeshet et al., 2005).

Esta enfermedad fue descrita por primera vez en 1938 por Schaperclaus, sin
embargo, el primer aislamiento del virus se logré hasta la década de los afos
60’s (Jensen, 1965). Anteriormente el VHSV solo se habia aislado de salménidos
de agua dulce (Wizigmann et.al., 1980), pero en la actualidad se ha aislado de
un gran numero de especies marinas, cultivadas (lenguado y rodaballo) y en
peces de vida libre (sardina, caballa, fletan negro, bacalao y arenque). Por tanto,
esta enfermedad ha ampliado sus areas geograficas de localizacion entre aguas
europeas hasta las costas del Atlantico Norte (Anhe et.al., 1985; King et al., 2001;
Dixon et al., 2003), algunas costas de Norteamérica (Hedrick et al., 2003) y
Japon (Takano et al., 2000; Watanabe et al., 2002).
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2.2.1.2 Hirame Novirhabdovirus (HIRRV)

Este Rabdovirus de peces, se encuentra ampliamente distribuido en Japon y
hasta la fecha no hay reportes de haber sido encontrado fuera de ese pais. Fue
aislado por primera vez de Paralichthys olivaceus, “especie comunmente
conocido como Flounder japonés” (Kimura et al., 1986), junto con otras especies
como son Plecoglossus altivelis, Milio macrocephalus, Sebastes inermis (Sano
et.al., 1987; Yoshimizu et al. 1987).

En la década de los afios 90's, Nishizawa et al., realizaron estudios para la
caracterizacién molecular de este virus, mediante la secuenciacién de los genes
de la fosfoproteina y de la proteina matriz, y comparando las secuencias con
secuencias del virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV) y el virus
de la septicemia hemorragica viral VHSV. Sus estudios concluyeron en que
HIRRV estd mas estrechamente relacionado con IHNV (Kimura et al., 1986). Sin
embargo, los estudios filogenéticos publicados y las comparaciones de
secuencias, colocan claramente al HIRRV dentro género Novirhabdovirus
(Kurath et al., 1997).

2.2.1.3 Virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV)

El IHNV, es el agente causal de una enfermedad sistémica aguda que ocasiona
alta mortalidad en salmonidos jovenes tanto en cultivo como vida libre. Fue
aislado por primera ocasion en Washington en la década de los afios 50°s, del
salmén rojo (Oncorhynchus nerka) cultivado (Rucker et al., 1953; McAllister
1979). Pero fue hasta la década de los afios 70's que se propagé a Europa,
Japdn, Estados Unidos, Corea, Taiwan y China, a través de peces y huevos
infectados que fueron comercializados (Bovo et.al., 1987, Laurencin, 1987, Sano
etal., 1977).

En los afios ochenta, se identificaron seis ARNm de este virus (Kurath et al.,
1985). Mas tarde se demostrd que el sexto ARNm de IHNV correspondia a la
proteina no estructural Unica que se sintetiza en células infectadas, pero se
excluye de los viriones maduros (Schitze et al., 1996, Kurath et al., 1985). Esta
proteina esta identificada como Ila principal caracteristica del género
Norvirhabdovirus.

La biologia molecular e inmunologia sobre IHNV esta bien caracterizada
(Bootland et.al., 1999; Wolf, 1988). La cepa tipo de IHNV es la cepa del Western
Regional Aquaculture Center (WRAC) disponible en la American Type Culture
Collection (ATCC VR-1392) (Morzunov et al., 1995; Winton et al., 2002). Los
analisis filogenéticos basados en secuencias de nucledtidos del gen G clasifican
esta cepa en cinco genogrupos principales “U, M, L, E y J” (Garver et al., 2006),
segun la zona geografica donde se han reportado (Cieslak et al., 2017; Enzmann
et al., 2005; Johansson et al., 2009; Kolodziejek et al., 2008).
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2.2.1.4 Snakehead Novirhabdovirus (SHRV)

Este virus fue aislado de Channa striata, una especie de pez con cabeza de
serpiente. La enfermedad se caracterizd por ulceraciones necréticas y afectd a
peces silvestres y cultivados en el sureste de Asia. Aunque varias especies de
peces fueron infectadas experimentalmente, prevalecié mas en cultivos de peces
Channa striata (Kasornchandra et al., 1991).

SHRV se identific6 como Rabdovirus mediante estudios de microscopia
electréonica. La caracterizacion se obtuvo mediante perfiles proteicos vy
neutralizacién cruzada. El analisis filogenético confirmo su estrecha relacion con
VSHV (Kasornchandra et al., 1991; Johnson et al., 1999).

SHRYV puede replicarse a temperaturas de hasta 35°C (rango éptimo 28°-31°C)
en células EPC (Epitelioma Papulosum Cyprini), a diferencia de otros
Norvirabdovirus que solo se replican a temperatura inferior de 20°C (Johnson et
al., 1999; Johnson et al., 2000). La secuencia del genoma completo de SHRV es
de 11, 550 pb (acceso en el GenBank AF147498 y NC_000903) (Johnson et al.,
2000).

2.2.2 Rabdovirus de peces dentro del género Perhabdovirus

Al igual que otros virus de peces, el rango de temperatura de replicacién de los
Perhavirus es menor que el de Rabdovirus de mamiferos, lo que refleja la
naturaleza poiquilotérmica acuatica de la especie huésped.

2.2.2.1 Perch Rhabdovirus (PRV)

Esta enfermedad se notificd por vez primera en Irlanda en 1986 en la trucha
marrén (Salmo trutta) silvestre. Entre los peces afectados por esta enfermedad
la mayoria presentaba un comportamiento de natacion anormal y enrojecimiento
en la base de las aletas, con hemorragias internas. Al examen histopatoldgico
se encontraron areas de necrosis en el higado, bazo y rindn (Betts et al. 2003).

Como en toda enfermedad, el diagndstico se basa en signos clinicos, cambios
histopatolégicos y estudios complementarios. Para la confirmacion del
diagnéstico, es indispensable el aislamiento del virus para la identificacion
serologica y secuenciacion del genoma (Talbi et al. 2011, Galinier et al. 2012,
ICTV 2013, Gadd et al. 2013, Stone et al. 2013).

Aunque el rango natural de hospederos de PRV no ha sido completamente
definido, se sabe que infecta principalmente a la perca, lobina (Micropterus
salmonides), grayling (Thymallus thymallus) y lucio (Esox lucius) (Galinier et al.
2012; ICTV, 2013; Pozet et.al., 2005, Betts et al., 2003).
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2.2.3 Rabdovirus de peces dentro del género Sprivivirus

Este género se conforma con dos miembros, de los cuales el mas importante y
representativo es el virus de la viremia primaveral de la carpa (SVCV).

2.2.3.1 Virus de la Viremia Primaveral de la Carpa (SVCV)

El nombre es descriptivo de una viremia que afecta principalmente a la carpa
comun (Cyprinus carpio carpio), donde los peces mas susceptibles a la infeccidn
suelen ser animales de un ano de edad o menores (Cuadro 2). En paises
europeos, la enfermedad ocurre especialmente durante la primavera, cuando la
temperatura del agua tiende a aumentar por encima de los 20°C, que favorece
que el virus logré infectar y se replique con gran velocidad (Anhe, 1978, Anhe et
al. 2002).

Etapa del pez Porcentaje de Porcentaje de
infeccion mortalidad
Pez recién nacido >80% >60%
Pez de 3-5 cm 55-70% 40-55%
Juveniles 40-50% 30-40%
Adultos <30% <25%

Cuadro 2. Porcentaje de infeccion y mortalidad por afeccion de SVCV, seguin edad del pez
(Adel et. al., 2008).

Anteriormente, SVCV se incluia en el género Vesiculovirus (King et al., 2011),
pero en 2013, se postuld la creacién de un nuevo género dentro de la misma
familia (Stone et al., 2013). El nuevo género nombrado Sprivivirus (Misk et al.,
2015; ICTV, 2014; Stone et al., 2013), se deriva de la traduccion en idioma inglés
de la enfermedad Viremia Primaveral de la carpa “Spring Viraemia of Carp Virus”,
convirtiéndola en su miembro mas representativo e importante (Stone et al.,
2013; Adams et al., 2014).

La propuesta de separar al SVCV del género Vesiculovirus para crear al género
Sprivivirus, se basd en su huésped principal que son peces de agua dulce del
orden Cypriniformes, aunado a que el rango de temperatura reportado para la
replicacién del virus en peces es menor que la registrada en mamiferos. Por
ultimo, la separacion ecolégica, que se apoya en el analisis filogenético (Adams
etal., 2014).

Como se describe en el Cuadro 3, diversos estudios han reportado que el SVCV
infecta de forma natural a la carpa comun (Cyprinus carpio carpio), ademas de
otros ciprinidos (Sano et al., 2011). Sin embargo, investigaciones han
demostrado que, de manera experimental y natural, también infecta a un gran
numero de especies marinas (Haenen et.al., 1993; Johnson et. al., 1999;
Sanders et. al., 2003; Jeremic et. al., 2006; Cipriano et. al., 2011; Vicenova et.
al., 2011; Misk et. al., 2015).
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ESPECIES AFECTADAS DE FORMA NATURAL
POR SVCV

CIPRINIDOS
Carpa comun (Cyprinus
carpio carpio).

Fijan et. al., 1971.
Carpa Koi (Cyprinus
carpio koi).

Goodwin, 2002.
Carpa herbacea
(Ctenopharyngodon
idella) Goodwin, 1975.
Goldfish (Carassius
auratus) Anhe, 1973.

Orfe (Leuciuscus idus)
Dixon et al., 1994.

Tenca (Tinca tinca) Ahne,

1982.

NO CIiPRINIDOS
Trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss)
Jeremic et al., 2006.
Lobina (Mycropterus
salmoides)

Cipriano et al., 2011.
Gusano (Lepomis
macrochirus)
Cipriano et al., 2011.
Esturion siberiano
(Ascipenser baerii)
Vicenova et al., 2011.
Lucio (Esox lucius)
Vicenova et al., 2011.
Camarones peneidos,
Johnson et al., 1999

ESPECIES INFECTADAS
EXPERIMENTALMENTE CON
SVCV

Rutilo (Rutilus rutilus),
Haenen y Davidse, 1993.

Pez cebra (Danio Rerio),
Sanders et al., 2003.

Lucio norte (Esox lucius),
Ahne, 1985b.

Guppy (Lebistes reticulatus),
Bachman y Ahne, 1974.

Pez globo,

Bachman y Ahne, 1974.
Lechon blanco (Catostomus
cowmersoni) Misk et al., 2015.

Esmeralda (Notropis
atherinoides)
Cipriano et al., 2011.

Cuadro 3. Especies acuaticas susceptibles a la infeccion por SVCV de forma natural
(ciprinidos y no ciprinidos) e infectados experimentalmente.

2.2.3.1. a Distribucion de SVCV

El primer aislamiento de “Rhabdovirus carpio” se notificé en la ex-Yugoslavia
(Fijan et al., 1971), y posteriormente se propago a Francia (Tuffery, 1972; Fijan,
1976), Checoslovaquia (Macura et al., 1973), Alemania Occidental (Bachmann
et.al., 1973) y a la antigua Unién Soviética (Rudikov et al., 1975). También se ha
reportado en la mayoria de los paises europeos (Ahne et al., 2002) y asiaticos,
Corea (Oh et al., 2001), China (Gao et al., 2004). Asi como en el Medio Oriente
(Perelberg et al., 2003; Soliman et al., 2004; Dikkeboom et al., 2004). En el
continente americano uUnicamente se ha descrito en Brasil en pez dorado
silvestre, y en los Estados Unidos y en Canada unicamente en peces silvestres
de los grandes lagos, no en peces de granja (Garver et al., 2007). En otros paises
de Latinoamérica y México no se ha informado, aunque se debe reconocer la
falta de servicios de diagndstico enfocados a la piscicultura de los paises.

Ademas de su aislamiento de peces, en 1999 en Hawaii, se informé de un primer
aislamiento de SVCV en camarones, un huésped invertebrado. Los camarones
afectados provenian de estanques mixtos que contenian también una poblacién
de peces (Johnson et al., 1999).

Paises como Dinamarca, Finlandia, Irlanda, Suecia, algunas regiones de
Inglaterra, Irlanda del Norte, Isla de Man, Jersey y Guernsey son consideradas
libres de SVCV (Emmenegger et.al., 2016), y por lo general mantienen
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programas de prevencion basados en las recomendaciones descritas en el
Cdédigo Sanitario de animales acuaticos de la OIE (OIE, 2015c).

2.2.3.1.b Caracterizacion del Genoma de SVCV

La historia de la caracterizacion del genoma del SVCV comienza en 1984 (Kiuchi
et.al., 1984; Roy et al., 1984), con la publicacién de la secuencia completa del
gen M y los primeros 70 nucledtidos (3" end) del genoma; seguido de la
secuenciacién parcial del gen L (Bjorklund et al., 1995).

En 1999 se publicd la secuencia completa del gen de la glicoproteina de un
Rabdovirus aislado en camarones enfermos en Hawaii, la cual contiene el 99%
de identidad comparada con el SVCV (Lu et al., 1991).

En el cuadro 4, se muestran 6 cepas depositadas en el GenBank, y que han sido
secuenciadas por completo (Xiao, et al., 2014).

Secuencia

Completa del
genoma

AJ318079 Europa 11,019
Bjorklund NC_002803 Europa 11,019

DQ097384 China 11,100
DQ491000 China 10,990
EU177782 China 11,047
KJ513477 China 11,029

Cuadro 4. Secuencias completas de seis genomas de SVCV identificados y depositados en
el GenBank, con numero de acceso, clasificados por su origen geografico europeo o asiatico
(Xiao et. al., 2014).

2.2.3.1.c Patologia y signologia clinica de la Viremia Primaveral de la Carpa
(SVC)

La Viremia Primaveral de la Carpa es una enfermedad muy importante en la
produccién piscicola multinacional por causar alta morbilidad y mortalidad.
Ademas de las pérdidas econdmicas, ocasiona serios impactos negativos en las
poblaciones de peces nativos que son sustento de zonas de escasos recursos;
puede propagarse internacionalmente a través de peces vivos y/o sus productos
o subproductos (Anhe et al. 2002; OIE, 2015c). Debido a lo anterior, se considera
una enfermedad de notificacion obligatoria ante la OIE (OIE, 2015c), ya que
como en el caso de otras enfermedades, los peces con infeccion clinica o
asintomatica pueden trasportar el virus y perpetuar asi la infeccién (Wolf, 1988;
Ahne et al., 2002).

Los signos clinicos de la SVC no son especificos o exclusivos de esta
enfermedad. Generalmente, la superficie corporal del pez con infeccidon activa
tiende a presentar una coloracion mas oscura; las branquias se observan palidas
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y el movimiento opercular lento. Se presenta también pérdida de equilibrio y los
peces no reaccionan oportunamente a los estimulos (Fijan, 1976; Anhe, 1978;
Wolf, 1988; Ahne et al., 2002).

Entre los signos que mas se han reportados se encuentra la distencion
abdominal, exoftalmia, inflamacion o edema del conducto anal y hemorragias
petequiales de piel, branquias y ojos (Fijan, 1976; Anhe 1978, Anhe et al. 2002).
Una de las lesiones internas mas caracteristicas en casos agudos son las
hemorragias en la vejiga natatoria (Fijan, 1976; Anhe 1978; Wolf, 1988; Ahne et
al., 2002).

Los animales clinicamente afectados presentan un fluido seroso en la cavidad
abdominal, que puede estar mezclado con sangre o material necrético y se
observan hemorragias focales y/o petequias en el musculo y tejido adiposo
(Fijan, 1976; Anhe 1978; Wolf, 1988; Ahne et al., 2002). El bazo generalmente
estd inflamado, con una textura gruesa-rugosa, existe inflamacion cardiaca y
pericarditis (Soliman et al., 2008).

Las infecciones secundarias ya sea por bacterias y/o parasitos suelen influir en
la signologia, en el cuadro clinico y en el indice de mortalidad de los peces
infectados (Anhe et al., 2002; Yuan et al. 2012).

Durante una infeccidon experimental de SVCV en carpa comun, el hematocrito
(Jeney et al., 1990) demostré6 un marcado aumento de neutrofilos circulantes,
monocitos, eosindfilos y baséfilos. El plasma presentd bajos niveles de calcio,
fosfato inorganico, fosfatasa alcalina, proteina total y colesterol; con notable
aumento en bilirrubina total (Rehullka, 1996).

2.2.3.1.d Hallazgos histopatolégicos en Carpa Comun infectada con el
SVCV.

Microscopicamente, en los 6rganos principales se ha observan lesiones
asociadas a un proceso septicémico. El rifidn presenta dafos tanto en tejido
hematopoyético como excretor; tales como degeneracion tubular hialina y
vacuolizacion con formacion de cilindros que obstruyen tubulos renales; nefritis
intersticial y areas de necrosis multifocal (Negele, 1977). Los vasos sanguineos
de higado presentan perivasculitis necrotizante que avanza a necrosis con
infiltracién linfocitaria e histiocitos; hiperemia y degeneracion con areas de
necrosis multifocal. El bazo muestra hiperemia y/o hemorragias con hiperplasia
de centros reticuloendoteliales y melanomacréfagos agrandados; pancreatitis
con necrosis multifocal. Intestino con enteritis e inflamacion perivascular y
necrosis con desprendimiento del epitelio. En corazén se observa pericarditis,
endocarditis y miocarditis con necrosis miocardica focal. En la vejiga natatoria se
aprecia erosion epitelial, ulceracion con areas de hiperplasia y displasia,
hemorragias en submucosa y vasos sanguineos dilatados.
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2.2.3.1.e Transmision de SVCV

La transmisién de SVCV ocurre de manera horizontal por contacto directo o a
través del agua o fomites (Goodwin et al., 2004). La transmisién vertical no se ha
comprobado; sin embargo, el virus puede estar presente en los fluidos
reproductivos de peces infectados (Bekesi et.al., 1985; Fijan, 1988; Goodwin et
al., 2004).

Algunos autores proponen a vectores invertebrados como medio de transmision
de multiples enfermedades de peces como son la sanguijuela Piscicola pscicola
y el piojo de agua Argulus foliaceus (Ahne, 1978; Ahne, 1985; Pfeil-Putzien,
1978), no excluyendo la participacion de algunas aves piscivoras (Sano et al,,
2011). SVCV, fue recuperado de la garganta regurgitante de la garza real (Ardea
cinerea), 120 minutos después de alimentarse con peces infectados (Peters
et.al., 1986).

EI SVCV ingresa por el epitelio branquial del hospedador, desencadenando una
viremia, de esta manera el virus se propaga rapidamente al higado, riiién, bazo
y otros organos del pez (Dixon, 2008).

En un estudio sobre infeccion y replicacion de SVCV, carpas comunes
mantenidas a 13°C fueron desafiadas a través de agua contaminada con SVCV;
se reporté como punto de entrada del virus y sitio primario de multiplicacién a las
branquias, 6rgano diana donde el SVCV puede ser aislado después de 2 hpi.
Posteriormente el virus se disemina a través del torrente sanguineo causando
una viremia secundaria entre los 6 y 11 dias postinfeccion (dpi) (Anhe, 1978). En
este tiempo o dias mas tarde el virus es detectable en rifidn, higado y bazo, con
altos titulos que indican que estos érganos representan el tejido objetivo para la
replicacion viral (Ahne, 1978; Baudouy et al., 1980; Fijan et al., 1971). A partir de
los 11 dpi, SVCV es eliminado a través de las heces, y permanece viable por
varios dias mas en el ambiente (Anhe, 1978).

La ubicacion y multiplicacion de SVCV ocurre en el endotelio de los vasos
sanguineos (especialmente en los capilares sanguineos, produciendo a menudo
vasculitis), probablemente mayormente en rifidn (Anhe et.al., 2002). Varios
autores sugieren que esto seria la causa mas probable de hemorragias internas
y externas (Anhe et al., 2002; Sano et al., 2011). Por otra parte, se ha postulado
al desequilibrio osmorregulador como la posible causa de muerte, debido a la
multiplicacion del virus en el tejido renal hematopoyético y excretor (Anhe et al.,
2002).

El virus es excretado de peces portadores a través de la orina, las heces y a
través de la mucosidad de la piel, asi como en exudados de ampollas de la piel
o bolsas de escamas edematosas.

2.3 Respuesta inmune de la carpa frente a la infecciéon de SVCV

El sistema inmune de los vertebrados ha co-evolucionado constantemente junto
con las estrategias que los virus han desarrollado para evadir las defensas del
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huésped. Una de las estrategias mas usadas por ciertos virus, bacterias y
parasitos para evadir el sistema inmunolédgico del huésped y poder escapar de
las respuestas inmunitarias protectoras humorales y celulares es la variacion
antigeno/epitopo (Dixon et.al., 1994).

Para los vertebrados poiquilotérmicos, la temperatura es un factor critico en las
interacciones huésped-patogeno (Chen et.al., 2008). Casi todos los aspectos de
la fisiologia del huésped tales como: la fuerza y velocidad de la respuesta inmune
y la replicacion del patégeno dependen de la temperatura (Dixon et.al., 1994).
Se designa a la temperatura como el principal factor ambiental ante la infeccién
del Rhabdovirus carpio (Anhe, 1986).

En la carpa comun, durante la infeccién con SVCV se ha reportado a los 20° C
como la temperatura de mayor desarrollo de anticuerpos neutralizantes en 7 dias
post desafio. Sin embargo, los anticuerpos se ven reducidos si la temperatura
desciende a 10° C, donde se observa un retraso a 7 semanas o no se desarrollan
por completo (Anhe, 1986; Baudov, 1978). Ademas de la temperatura, otros
factores ambientales como la edad, la dieta, la estacionalidad y el estado
reproductivo seran aspectos importantes de estudio para comprender
completamente la respuesta inmune ante los Rabdovirus de peces.

La reduccion de la inmunidad de la carpa en temperaturas inferiores a 10° C
explica las condiciones ambientales asociadas con eventos de mortalidad, asi
como la deteccién de anticuerpos neutralizantes después de brotes a
temperaturas mas bajas (Anhe et al., 1998). Existe un estudio donde la carpa
comun sobrevivi a 13°C durante la infeccion experimental con SVCV,
desarrollando anticuerpos neutralizantes que persistieron hasta 4 meses
después de la infeccién (Jorgensen et al., 1989, Anhe et al., 1998).

Los Rabdovirus no pueden replicarse en células cebadas con IFN. Sin embargo,
pueden interferir directamente con las funciones criticas de los efectos inmunes,
incluyendo el sistema interferén para evadir el control inmunoldgico. También
interfiere con los procesos programados de muerte celular (apoptosis) (Chen
et.al., 2008).

En 2013, se desarrollaron e identificaron microarrays para el pez cebra
enriquecidos para genes asociados a inmunidad, y se identificaron receptores
idénticos a los de tipo Toll-like y del acido retinoico-l (RIG-1) asociados con la
infeccion por SVCV (Encinas et al., 2013). Se encontr6é que la glicoproteina de
SVCV induce autofagia en células EPC, facilitando la replicacion. Considerando
también que la autofagia promovié la supervivencia de células infectadas con
SVCV (Liu et al., 2015).

2.4 Periodo de incubacién de los Rabdovirus de peces

Aunque se sabe que el periodo de incubacién depende de ciertos factores como
la temperatura del agua, edad del pez, la condicién nutricional del pez, cantidad
de virus presente, entre otras condiciones ambientales (Sano, et al., 2011; Adel,
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et al., 2008; Basic, ef al., 2009), hasta el momento no se ha documentado con
exactitud el periodo de incubacion de la infeccién natural por los Rabdovirus de
peces (Basic, ef al., 2009).

En diversos estudios experimentales donde SVCV ha sido expuesto por la via
de inmersion, se tienen registros de periodos de incubacion que van desde los 7
hasta los 15 dpi, segun la especie acuatica estudiada (Adel, et al., 2008).

Tomando en cuenta que la temperatura del agua es un parametro ecoldgico muy
importante, que controla la presencia o ausencia de enfermedad en las
infecciones por Rabdovirus de peces, se ha reportado que estos virus se
multiplican con facilidad a temperaturas elevadas (Roy, 1979). Sin embargo,
algunas investigaciones demuestran que el SVCV esta presente en lugares con
climas frios, lo que sugiere una evolucion independiente y constante del virus en
distintas regiones geograficas (Dikkeboom et al., 2004; Garver et al., 2007; Stone
et al., 2003).

2.5 Parametros de sensibilidad de SVCV

Las estrategias de bioseguridad son los mecanismos mas eficientes para
prevenir la introduccién y presencia de SVC. Estas incluyen a normativas
internacionales y nacionales, que incluyen la gestién de buenas practicas de
produccion en las granjas. Sin embargo, en distintas investigaciones sobre
SVCV se han identificado desinfectantes y otros productos quimicos y/o fisicos
que permiten la inactivacion del virus (Kirgu et.al., 2007; Dixon, 2008; Dixon
et.al., 2012). Los mas destacados se describen en el Cuadro 5.

PARAMETROS DE SENSIBILIDAD DE SVCV

Rango de sensibilidad a UV 1.0 (mJ/cm?), Yoshimizu et. al., 2005.

Cloro: 36-55 mg/L por 2min y 7.6 mg/L 20 min, para equipos,
redes, etc. (Ahne, 1982).

Concentraciones de Amoniaco cuaternario: 100 ppm por 4 min, para desinfeccion de
inactivacion de Desinfectantes estanques, saneamiento de manos y desinfeccion de superficies
de plastico. (Ahne and Held, 1980).

45°C por 20 min y 50°C por 5 min (Ahne, 1976).

Temperaturas y pH de

inactivacion para SVCV pH 3.0 por 3 h y pH 12.0 por 5-10 min

(Ahne, 1976, 1982).

Formalina al 3% por 10 min

Inactivacién del virus Cloro (500 ppm)

Yodo 0,01%

NaOH 2%

UV (254 nm)

Irradiacién Gamma (103 krads)

(Kinkelin & Le Berre, 1974; Ahne 1976, 1982).

Cuadro 5. Parametros de sensibilidad de SVCV ante soluciones y activos.
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2.6 La carpa (Cyprinus spp.)

Las carpas (Cyprinus spp.) son los peces mas ampliamente difundidos en el
mundo con excepcion de la Antartica. Se introdujeron a México en el afio de 1889
(Obregédn, 1961, Zambrano y Macias-Garcia, 2000), con el propésito de proveer
a poblaciones humanas rurales una fuente de proteina animal accesible en su
dieta diaria (DOF, 2012), pero también para crear fuentes de empleos mediante
el desarrollo de siembras de carpa. Para cumplir estos objetivos, el gobierno
federal realiz6 varias importaciones de diferentes especies de este tipo de peces,
provenientes de Europa (DOF, 2012, Arredondo y Lozano, 2003).

Las carpas (Cyprinus spp.), son peces omnivoros, su alimentacion se basa en la
ingesta de plantas acuaticas, insectos, crustaceos, zooplankton y bentos,
(Hovarth L. et al., 1992). Actualmente, la produccién de carpa (Cyprinus spp.) en
México se obtiene de la acuicultura (79%) y la pesca (21%) (Arredondo y Lozano,
2003). La produccién nacional por volumen ocupa el 11° lugar de produccion
pesquera total y el 17° lugar por valor econémico que representa la venta de
productos. Las estadisticas oficiales indican que, los estados con mayor
produccion de carpa son Hidalgo, Michoacan, Tamaulipas, Jalisco y Coahuila
(SAGARPA, 2020).

Las especies de carpa (Cyprinus spp.) presentes actualmente en México se
ilustran y nombran en el Cuadro 6.

Especie de Nombre cientifico
carpa

Carpa comun Cyprinus carpio

Carpa cabezona Aristichthys nobilis
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Carpa herbivora Ctenopharyngodon
idella

Carpa plateada  Hypophthalmichthy
S molitrix

Carpa Espejo Cyprinus
specularis

Carpa Barrigona = Cyprinus carpio
rubrofuscus

Carpa negra Mylopharyngodon
piceus
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Carpa Koi Cyprinus carpio koi

Carpa dorada Carassius auratus
auratus

Cuadro 6. Principales especies de carpa (Cyprinus spp.) cultivada en México
(CONAPESCA, 2017).

2.6.1 Carpa comun (Cyprinus carpio carpio)

La carpa comun (Cyprinus carpio carpio), habita mayormente aguas templadas-
cdlidas. Aunque puede adaptarse también a temperaturas bajas, limitando su
crecimiento ya que su alimentacion se detiene a temperaturas cercanas a los
5°C, a consecuencia del estrés generado por la baja temperatura (DOF, 2012).
La temperatura 6ptima para su crecimiento se encuentra entre los 20 y 28°C
(Hovarth et al., 2002). Esta especie puede llegar a pesar entre 10 a 20 kilogramos
en ambientes naturales y medir mas de 80 cm de largo (Fernando, 1991; DOF,
2017).

En paises asiaticos y europeos, la carpa comun tanto en cultivos como en
condiciones de vida silvestre es la especie mas afectada por enfermedades
ocasionadas por Rabdovirus (Hoole et al., 2001).

Como en la mayoria de las especies de peces, la carpa comun posee un cuerpo
alargado (Figura 4); boca con labios gruesos que se proyectan hacia fuera y
cuatro barbillas en el labio superior (dos cortas y dos largas). Sobre la maxila
esta presente el hueso kinetmoide (Fernando, 1991: Karunasagar y Pai, 1992,
DOF, 2012).

Su cuerpo es color verdoso-marron y ventralmente va de amarillo a blanco. No
posee escamas en la cabeza (Hovarth, L. et al., 1986). Tienen la vejiga natatoria
conectada al oido gracias al aparato Weberiano (zona cefalica y caudal) (DOF,
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2012). Las aletas son oscuras, ventralmente con un matiz rojizo, (Hovarth, L. et
al., 1986).

Yejiga Natatoria
|

Branguias |

Rifién
| ESfamas

Ojo \ : / Linea Lateral

/ :
Corazén | { * e

Higado  |ntestine  Gonadas

Figura 4. Anatomia de la carpa comun (Cyprinus carpio carpio). Su cuerpo alargado se
observa lateralmente, mostrando la coloracion natural. Al retirar la pared costal se detalla la
disposicion de los 6rganos internos (Hovarth, L. et al., 1986; Fernando, 1991).

Diversos autores consideran a la carpa comuUn como una especie de pez
domesticada (Fernando, 1991). Sin embargo, en algunos paises también ha sido
considerada como una especie indeseable (Estados Unidos de América,
Australia, entre otros), donde desafortunadamente su control o erradicacion de
estos peces no deseados ha resultado dificil, debido a que logran una gran
adaptabilidad a los diversos cuerpos de agua donde habitan (Maitland et.al.,
1992), se apoderan de habitats, tornandose especie predominante con potencial
para exterminar la fauna nativa, por lo que en muchos paises se ha llegado a
considerar como “plaga” (Karunasagar et.al., 1992).

En el Cuadro 7, se exponen algunos motivos que han sustentado la decision de
introducir especies de ciprinidos a lugares donde no son endémicas, asi como
las consecuencias negativas que surgen de estas movilizaciones.

Situaciones que conllevan a la introduccion de ciprinidos a nuevos habitats:

1. Son excelente alimento proteico para poblaciones humanas.
g 2. Como especie importante para la acuicultura.
QK N 3. Son especies de interés deportivo.
Q“: 4. Como animales ornamentales/acuarios (koi)
5. Como animales de experimentacion o para estudios

toxicoldgicos

o

plateada y negra).
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Problematica de diversos paises derivada de la introduccién de ciprinidos:

Sobrepoblaciéon masiva

Competencia con especies nativas y otros animales acuaticos

Dafos ambientales generales

Transmision de patdégenos

Cuadro 7. Situaciones que han justificado la introduccién de Ciprinidos a nuevos habitats
y efectos adversos (DOF, 2012).

2.7 Antecedentes sanitarios en carpas de México

De acuerdo con Armijo (1987) y Arredondo et.al, (1986), muchas de las
enfermedades que afectan a las carpas (Cyprinus sp.) que existen en México
llegaron al pais acompanando a los propios animales importados, procedentes
de Europa y Asia. Entre los agentes infecciosos que ocasionan enfermedades
destacan virus, bacterias, parasitos y hongos.

Los informes de estudios de diagnédstico sanitario en carpas de México son
escasos. En una primera referencia, Lépez-Jiménez (1987), informd la
ocurrencia de casos no publicados de ascitis infecciosa atribuidas a Aeromona
spp. Y Pseudomona spp., y descarta la ocurrencia de casos de enfermedad viral.

Por su parte, Vélez-Hernandez et al., (1996), informaron casos de Centrocestus
formosanus en carpas silvestres; a su vez, Soriano-Vargas et al., (2010)
reportaron el aislamiento de Aeromona bestiarum en carpa comun juveniles del
centro de México, los cuales no mostraron signos de enfermedad ni lesiones
patoldégicas asociadas a proceso septicémico.

Con respecto a virus, Yanez (1978) informdé que a través de microscopia
electrénica se logro la identificacion de particulas virales del tipo coronavirus en
peces del Centro Acuicola de Zacatepec, en el Estado de Morelos; sin embargo,
dicha notificacion unicamente se realizé en una publicacién de difusion del sector
acuicola de distribucion local, carente de rigor editorial. Otros investigadores
(Chavez et al., 2008), presentaron evidencias sobre el diagnostico de SVC a
través de pruebas de inmunoensayo en carpas de los Estados de México e
Hidalgo, no realizaron el aislamiento; sin embargo, mas alld de un resumen de
congreso nacional, este importante diagndstico por el tipo de enfermedad que
SVCV representa, no fue publicado.

De acuerdo a lo anterior, hasta antes del presente estudio en el pais no se
disponia de evidencias solidas que hicieran sospechar y mucho menos
comprobar la presencia de agentes virales en carpas del pais.
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Con una metodologia mas especifica y formal, y de acuerdo a recomendaciones
sanitarias internacionales desde el afno 2000 el Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la FMVZ-UAEM ha trabajado
muestras para diagnoéstico de virus basado en cultivo de células en carpas
cultivadas y silvestres del pais; sin embargo, hasta antes de este estudio no se
tenia evidencia de manifestacion de agente citopatogénico en muestras de
carpas del pais. En este caso, peces con signos de enfermedad septicémica
fueron sometidos a un proceso de histopatologia que evidencio las lesiones
asociadas a SVCV, misma que fue confirmada mediante aislamiento y PCR,
segun protocolos OIE.
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3. JUSTIFICACION

Las carpas (Cyprinus spp.) son peces que desde su introduccion a México en
1889 han sido distribuidos por todo el territorio nacional, siendo un recurso
alimentario muy importante para sectores de escasos recursos economicos y
alimentarios. Pese a lo anterior, en el pais las carpas se consideran de poco
valor comercial y econémico, por lo que han recibido poca atencion sanitaria.

En México existen pocos registros de casos de enfermedades en carpas del pais.
Con respecto a virus, unicamente se cuenta con dos reportes locales no
publicados que han sugerido presencia de virus en carpas; sin embargo, debido
a que en estos casos no se logré el aislamiento ni la deteccion molecular,
oficialmente las carpas del pais estan libres de este tipo de agentes.

Las carpas son susceptibles a distintos géneros y especies de virus. En este
sentido, la viremia primaveral de la carpa (SVCV) y el herpesvirus de la carpa
koy son dos enfermedades incluidas en la lista de enfermedades importantes de
peces de la OIE. Por tanto, ante evidencia y/o sospecha de su presencia se debe
realizar su diagndstico oportuno y notificar a las autoridades competentes para
establecer acciones de control. Derivado de las actividades de diagnéstico en
sanidad acuicola realizados por el Centro de Investigacién y Estudios Avanzados
en Salud Animal (CIESA) desde el aino 2002 se han realizado analisis en carpas
con base al Manual de diagnédstico de enfermedades de peces de la
Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE), y hasta antes del afio 2015 no se
tuvo evidencia clinica o de laboratorio de la ocurrencia en México de alguna
enfermedad viral emergente para carpas.

En el ultimo trimestre del ano 2015 ocurrié un caso de enfermedad septicémica
en carpas obtenidas de la Laguna de Tecocomulco, un cuerpo de agua natural
del estado de Hidalgo. Inicialmente las lesiones macroscopicas orientaron a un
caso por infeccidon viral o septicemia por aeromoniasis; sin embargo, tras
observar la manifestacion de efecto citopatico (CPE) en células EPC, se vio la
necesidad de realizar un estudio para descartar o confirmar la presencia del virus
de SVC y caracterizar las lesiones patolégicas en los peces infectados y las
caracteristicas moleculares generales del agente para conocer su posible origen,
asi como su comportamiento in vitro.

25

Caracterizacion patolégica de una enfermedad hemorragica en carpa comin (Cyprinus carpio carpio)

e identificacion del agente etiolégico



4. HIPOTESIS

El virus aislado de carpa comun (Cyprinus carpio carpio) de una laguna de
Tecocomulco, Estado de Hidalgo, corresponde al Rhabdovirus causante de la
viremia primaveral de la carpa (SVCV). Asi mismo, las lesiones patoldgicas
observadas en los peces afectados coinciden con lo descrito para este patdégeno.

La viabilidad del SVCV es afectado por la temperatura de conservacion in vitro.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Identificar y describir las caracteristicas del Rhabdovirus de SVCV
obtenido de carpa comun (Cyprinus carpio carpio) de la laguna de
Tecocomulco, Estado de Hidalgo; describir las lesiones patoldgicas en los
peces infectados, y las caracteristicas de replicacién y sobrevivencia del

virus in vitro.

5.2 Objetivos Especificos

1.

Identificar y analizar las caracteristicas filogenéticas del Rabdovirus de
SVCV obtenido de carpa comun (Cyprinus carpio carpio) procedente de
una laguna del Estado de Hidalgo, para establecer su relacién con otros
Rabdovirus.

Describir las lesiones patoldgicas macroscépicas e histopatoldgicas
presentes en los animales afectados.

Determinar las caracteristicas de crecimiento del virus en diferentes lineas
celulares, tiempo de supervivencia y resistencia al medio ambiente.
Evaluar la viabilidad del Rabdovirus mantenido a tres distintas
temperaturas: temperatura ambiente (25°C), refrigeracion (4°C) vy

ultracongelacién (-80°C) y medir la multiplicacion en células EPC.
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6. MATERIALES y METODOS

Este trabajo se realizé en el Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados en
Salud Animal (CIESA), de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
perteneciente a la Universidad Auténoma del Estado de México (UAEM),
localizado en el kildbmetro 15.5 de la carretera Panamericana en su tramo Toluca-
Atlacomulco; comunidad de San Cayetano Morelos, municipio de Toluca, Estado
de México.

El trabajo de investigacion consistio inicialmente en el procesamiento de una
muestra de carpas comunes (Cyprinus carpio carpio) que mostraron signos de
enfermedad, para realizar un estudio de diagndstico sanitario. Posteriormente, el
trabajo contempla la implementacion de procedimientos de virologia (aislamiento
viral e inoculacion celular) y patologia, el disefio de procesos de biologia
molecular (RT-PCR y secuenciacion) y experimentos in vitro para caracterizar al
agente involucrado en la infeccion.

6.1 Organismos vivos

En octubre del afio 2015, se remitieron al laboratorio de sanidad acuicola del
CIESA de la FMVZ de la UAEM, quince organismos de carpa comun vivos de
aproximadamente 250 grs para realizar un estudio de diagndstico sanitario
integral. Algunos de los peces que conformaron la muestra mostraron signos
inespecificos de enfermedad tales como moderada exoftalmia y distension
abdominal, y hemorragia en base de aletas. Los animales fueron capturados de
manera aleatoria por pescadores de la Laguna de Tecocomulco, localizada a 17
km al noreste de Ciudad Sahagun en el Estado de Hidalgo, entre los 19° 53" 45"
y 19° 49' 56" de latitud norte y 98° 20" 14" y 98° 26' 24" de longitud oeste,
(Comisién de Cuenca de la Laguna de Tecocomulco, A.C., 2007). Se trata de
una laguna somera donde la zona mas profunda de la columna de agua puede
alcanzar los 2.5 m (Novelo et al., 2005).

De acuerdo a quienes remitieron los peces, en fechas previas o cercanas a
cuando se remitié la muestra no se reportd alguna situacion de enfermedad,
mortalidad o anormalidad en la poblacion de las distintas especies de peces que
habitan la laguna. Asi mismo, pobladores y pescadores desconocen si existe
algun registro o antecedente de casos de enfermedad en peces del lugar.

6.1.1 Obtencion de muestras

Después del sacrificio mediante sobredosis de anestesia (240 mg/L tricaine
methanesulfonate 222; Sigma), los peces se colocaron sobre una charola de
diseccion con el vientre frente al recolector y la cabeza apuntando hacia la mano
izquierda. Después de realizar la inspeccion externa y registrar las
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observaciones y lesiones, se realizd una incision en la linea media en direccién
caudo-craneal, partiendo desde el orifico anal y dirigida hasta la comisura inferior
del opérculo. Un segundo corte se realiz6 iniciando en el mismo punto de inicio
del corte anterior y siguiendo en direccion dorso-craneal pasando por la linea
lateral hacia la comisura lateral superior del opérculo con lo cual se permitié
exponer los érganos internos; el fragmento del costado obtenido por los dos
cortes fue eliminado.

Una vez expuestos los 6rganos internos se registraron las lesiones observadas
y se obtuvieron las muestras adecuadas para cada uno de los procesos de
laboratorio a que fueron sometidos para obtener un diagnaéstico.

6.1.2 Aislamiento viral

Aproximadamente 1 ml de fragmentos de higado, bazo y rifidn de los peces con
presencia de hemorragias y adherencias fueron depositados en tubos Falcén de
15 ml conteniendo 9 ml de medio L-15 (Medium LEIBOVITZ’'S Cat 11415-064,
GIBCO BRL), las muestras fueron maceradas, centrifugadas y filtradas en
membrana de 0.22 micras (um) para inoculacion posterior en una monocapa de
células EPC (Epithelioma Papulosum Cyprini) y BF-2 (bluegill fry) con = 90% de
confluencia. Tras ser inoculadas, las células se incubaron a 20°C durante siete
dias o hasta que manifestaron efecto citopatico (CPE= cytopathic effect).

6.1.3 Confirmacion del aislamiento viral

El sobrenadante de las placas de cultivo celular (EPC y BF-2) que presentaron
CPE, fue recuperado para una segunda inoculacién, pero ahora utilizando
monocapas con una confluencia de = 90% de cuatro distintas lineas celulares:
células EPC, BF-2, CHSE-214 (Chinook Salmon Embryo-214) y RTG (Rainbow
trout gonad-2), cada placa fue inoculada a dos diluciones (1:10 y 1:100).

En el caso de células EPC, las muestras se inocularon en dos placas; una de
estas se mantuvo a temperatura de 20°C y la segunda placa se mantuvo a 25°C.
Las placas con células BF-2, CHSE-214 y RTG, se mantuvieron a una
temperatura de 20° C y también se inocularon a dos diluciones (1:10 y 1:100).

6.3 Titulacion Viral

El titulo viral se obtuvo haciendo diluciones seriadas del virus estudiado (Reed y
Muench, 1938). Para ello se colocé dentro de un tubo eppendorf, 0,1 ml de la
solucion de virus en 0,9 ml de medio L-15, hasta llegar a la dilucion 108. Después
se agreg6 0,1 ml de cada dilucién a un pocillo de la microplaca de titulacién que
contenia una monocapa de células EPC (cada dilucién se realiz6 seis veces),
dejando pasar un maximo de 7 dias para realizar la lectura de la placa y registrar
presencia o ausencia de CPE y en cual dilucion se presento.
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6.4 Microscopia electrénica

La microscopia electrénica para evidenciar la presencia de particulas virales en
las células infectadas, se llevd a cabo en monocapas de células EPC cultivadas
en placas de 6 pocillos. Las células se inocularon con sobrenadantes de cultivos
con CPE positivo. A las 48 h post inoculacion, se eliminé el medio de cultivo
celular. Las monocapas se recogieron mediante raspado, se centrifugaron
durante 1 hora a 2000 rpm, se fijaron en glutaraldehido (2,5% en tampén de
cacodilato sédico 0,1 M, pH 7,4) y se fijaron posteriormente en tetréxido de osmio
al 2% durante una hora. Las células se deshidrataron con concentraciones
ascendentes de acetona y luego se incluyeron en resina epoxi (Epon 812,
Electron Microscopy Sciences) y acetona. Se obtuvieron cortes semi finos (150
pum) utilizando un ultramicrotomo y se montaron en portaobjetos en contraste con
azul de toluidina (Electron Microscopy Sciences). Una vez que se identifico el
area de interés, se obtuvieron cortes finos (80 um) y se montaron en rejillas de
cobre en contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo (Electron Microscopy
Sciences). Finalmente, se observaron las muestras utilizando un microscopio de
transmisién de electrones Jeol 1010 a 60 kV.

6.4 Extraccion de RNA y obtencién de cDNA

A partir de 200 ul de sobrenadante de cultivo celular, se extrajo el RNA total de
cada muestra utilizando el kit Thermo Scientific Gene Jet Viral RNA/ Catalogo
numero k0821, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Posteriormente, se sintetiz6 el cDNA llevando a cabo una reaccion de
transcripcion inversa mediante el kit comercial PrimeScript™ RT reagent Kit with
gDNA Eraser (Perfect Real Time, TAKARA, Japan) agregando por cada reaccién
1ng de RNA total en un volumen final de 20 pl.

6.5 Reaccion de PCR para detecciéon de SVCV

Se desarroll6 un PCR semi-anidado utilizando el protocolo del Manual de
diagnéstico de la OIE con modificaciones, utilizando el kit GoTag® Green Master
Mix (Promega, USA) en un volumen total de reaccién de 25 ul con 200ng de
cDNA como templado madre. Para obtener un fragmento de amplificacion de
714 pb, se utilizaron los cebadores derivados de secuencias de la regién
codificante del gen de la glicoproteina de SVCV: VWPC F1: 5-TCT-TGGAGC-
CAA-ATA-GCT-CAR*-R*TC-3 y VWPC R2: 5-AGA-TGG-TAT-GGA-CCC-CAA-
TAC-ATH*-ACN*-CAY*-3’. El programa de ciclado se realiz6 utilizando una
modificacion del método de Stone et al., (2003), aplicando el siguiente perfil
térmico: 1 min a 95°C, 1 min a 55°C, 1 min a 72°C con una extension final de 10
minutos a 72°C.

El producto de amplificacién obtenido se analizé mediante electroforesis en gel
de agarosa a 1,5% peso/volumen con Gel Red como intercalante. El producto
obtenido de la primera amplificacion fue sometido a una prueba semi-anidada
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disefiada para amplificar un producto de PCR de 606 pb utilizando los primers:
SVCF1: 5-TCT-TGG-AGC-CAA-ATA-GCT-CAR*-R*TC-3 y SVCR4: 5-
CTGGGG-TTT-CCN*-CCT-CAA-AGY*-TGY*-3’. Los productos del segundo
PCR fueron purificados mediante el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, USA), y se enviaron a secuenciar a Macrogen
Korea (Seoul, Rep. Of Korea).

6.6 Analisis de secuenciacion genémica

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante Blast NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_57232119) para comparar la
secuenciacion del Rabdovirus aislado en los peces de Tecocomulco con otras
secuencias de Rabdovirus de peces establecidas en el GenBank, y crear
relaciones filogenéticas al identificar con cual secuencia estd mayormente
relacionado.

6.7 Analisis histopatolégico

Fragmentos de higado, bazo, rifidn, corazdn, branquias e intestino de los 15
peces fueron depositados en frascos conteniendo formalina amortiguada al 10%
durante 24 horas, para posterior procesamiento e inclusion en parafina. La
obtencion de cortes histolégicos de 3 a 5 uym fueron tehidos mediante la
coloracion de hematoxilina y eosina (H&E) para posterior interpretacion
histopatolégica mediante un microscopio compuesto (Ortega et. al., 2019).
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7. RESULTADOS
7.1 Registro de signos clinicos y toma de muestras

Los peces analizados ingresaron al laboratorio para una revisién de rutina, sin
reporte de enfermedad o mortalidad. Sin embargo, al analizar externamente la
muestra compuesta de 15 peces, mostraban lesiones y signos indicativos de
cursar alguna enfermedad.

Durante la necropsia, en los peces se observo ligera exoftalmia, branquias
palidas, ligera distension abdominal (figura 5a), hemorragias y areas de necrosis
en la base de aletas pectorales y pélvicas, hemorragias en boca y en mandibula
inferior, en area ventral del pedunculo caudal y en areas costales. Algunos peces
presentaron areas de necrosis superficial de piel con pérdida de escamas (Figura
5a y c). Internamente, algunos peces presentaron ascitis serosa moderada,
formacion de adherencias pleurales y entre 6rganos abdominales. Algunos
peces manifestaron hemorragias difusas en cavidad celémica, esplegnomegalia,
ligera congestion de vejiga natatoria, renomegalia (Figura 5b y d).

Figura 5. Lesiones macroscaopicas en carpa comun (Cyprinus carpio carpio). a) Distencion
abdominal, exoftalmia y abultamiento de orificio anal. b) Adherencias entre érganos internos. c)
Hemorragias alrededor de la boca y aletas. d) Esplenomegalia y formacién severa de
adherencias pleurales.

Las muestras de preparaciones humedas para realizar un diagndstico
parasitoldgico demostraron presencia de Gyrodactylus spp. en piel y aletas y
Trichodina spp. en piel y en branquias. En los 6rganos internos no se observaron
agentes parasitarios.
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En improntas tefiidas con Gram a partir de liquido ascitico y de los tejidos
internos de los peces afectados con hemorragias no hubo evidencia de presencia
de bacterias. Asi mismo, no se obtuvo crecimiento de bacterias a partir de
higado, bazo y rifidn.

7.2 Descripcidn histolégica de tejidos

Las lesiones histolégicas que se presentaron en los érganos de carpas (Cyprinus
carpio carpio) afectadas por la infeccion de SVC, se describen en el Cuadro 8.

Organo

Fotografia de la lesiéon

Descripcion
histopatolégica

1. Higado

Zonas con degeneracion (Fle-
chas) y necrosis de hepa-
tocitos (circulos punteados).

2. Higado

Hemorragias perivasculares
en higado (flechas).

32

Caracterizacion patolégica de una enfermedad hemorragica en carpa comun (Cyprinus carpio carpio)

e identificacion del agente etiolégico




3. Branquias
4, Branquias
5. Branquias

Hiperplasia interlamelar con
fusion  parcial de los

filamentos secundarios
(flechas amarillas); asi
mismo, se presenta

hiperplasia basal (flechas
rojas).

Hiperplasia interlamelar con
fusion  parcial de los
filamentos secundarios
(flecha doble).

Telangiectasia en los
extremos distales de los
filamentos branquiales (cir-
culos punteados) con evi-
dencia de sinequias (flechas).

100x (H&E)

Nefritis intersticial mono-
nuclear difusa (flechas) con|
proliferacion de
melanomacréfagos  (circulos
punteados).
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Se observa nefritis intersticial

' Imononuclear, congestion vy

hemorragias (circulos pun-
teados), degeneracién tubu-
lar.

Degeneracion y necrosis de

' tubulos renales (zona pun-
1 teda), con extensa vacuo-

lizacion (flechas).

Bazo

Esplenitis mononuclear, de-
generacion y necrosis esplé-
nica (circulo amarillo) y hemo-
rragias (circulos punteados).

10.

Intestino

Enteritis ulcerativa granulo-
matosa (flechas rojas).
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250x (H&E)

Cuadro 8. Lesiones observadas en érganos internos de Cyprinus carpio carpio, (muestra
en estudio) y descripcion histopatologica.

7.3 Aislamiento inicial de SVCV

Los homogeneizados de rifion y bazo de los peces afectados mostraron efecto
citopatico (CPE) indicativo de presencia viral en las muestras analizadas; el CPE
se manifestd entre las 24 y 48 hpi en las células EPC y después de 72 hpi en
células BF-2. Este resultado indicé que las lesiones sistémicas observadas en
las muestras de carpa comunes fueron causadas por un agente viral, lo cual
inicialmente se confirmé mediante el analisis de microscopia electronica, que
reveld la abundancia de particulas virales en forma de bala, un rasgo estructural
tipico de rhabdovirus.

7.4 Crecimiento viral en diferentes lineas celulares, tiempo de
supervivencia y resistencia al medio ambiente

Tras la inoculacién con el sobrenadante obtenido de los 6rganos de los peces de
la muestra en una monocapa de células EPC, mantenidas a temperatura de 20°C
y 25°C a dos concentraciones 1:10 y 1:100. Ambas placas mostraron CPE
(efecto citopatico). La placa incubada a 25°C mostro CPE a las 24 hpi, en ambas
concentraciones. Al igual que la placa mantenida a 20°C, pero esta ultima lo
manifestd a las 48 hpi, como se ilustra en la Figura 6.

EPC 20°%

Figura 6. Placas de dos pocillos con células EPC, inoculadas con el aislado de SVCV
obtenido en 2015. Ambas placas muestran CPE en ambas concentraciones.

La Figura 7 representa los resultados observados de las placas de cultivo donde
se inocularon tres distintas lineas celulares continuas de peces CHSE-214, RTG
y BF-2. Cada linea celular se inoculé a dos concentraciones (1:10y 1:100) y la
placa se mantuvo incubando a 20°C.
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En este caso, el CPE unicamente se presentd en las células BF-2 luego de 72
hpi en la concentracion 1:10; para las demas células no se registrd algun efecto.

BF-2 CH5E-214 RTG

1:710

i:100

Figura 7. Placa de seis pocillos con células BF-2, CHSE-214 y RTG, inoculada con el
aislado de SVCV obtenido en 2015. Solo hubo CPE en la linea celular BF-2, alas 72 hpi (placa
de 6 pocos).

Los resultados del crecimiento viral en las 4 distintas lineas celulares empleadas
para el estudio de supervivencia del aislado de SVCV obtenido en 2015,
mantenidas a temperatura de 20°C, se resumen en la Figura 8.

m 110
2 1:100

hpi

o 0 0 o 0

EPC BF2 CHSE-214 RTG

Linea Celular

Figura 8. Grafica de resultados para el crecimiento viral registrado en las lineas celulares
empleadas para el estudio de SVCV aislado de carpa comun en 2015. En células EPC hubo
crecimiento en ambas concentraciones; el CPE ocurrié después de 48 hpi. En células BF2 el
CPE se observé a las 72 hpi solo en la concentracién 1:10. Mientras que en células CHSE-214
y RTG-2, no se observé CPE en ninguna de las dos diluciones probadas

36

Caracterizacion patolégica de una enfermedad hemorragica en carpa comun (Cyprinus carpio carpio)

e identificacion del agente etiolégico



7.5 Titulacion viral

En el estudio para registrar la supervivencia del aislado de SVCV que
previamente habia sido conservado a tres diferentes temperaturas (Temperatura
Ambiente TA 25°C, Refrigeracion REF 4°C y Congelacion CON -80°C), se
utilizaron células EPC en placas de 96 pocillos, cada placa albergo 8 diluciones,
de cada una de las tres temperaturas en estudio. Se realizaron un total de 12
infecciones experimentales, realizadas en el periodo del mes de marzo 2016 a
enero 2017 (11 meses) (Figura 9).

El registro del virus mantenido a TA (25°C), en las primeras dos fechas de
infeccién (marzo y abril de 2016), mostro un CPE hasta la dilucion 106, pero en
la inoculacion de los meses mayo y junio, se observé un aumento a la dilucion
10-7. Sin embargo, para las dos subsecuentes inoculaciones realizadas (en junio
y julio de 2016), solo se observd CPE en la dilucién 10-', dejando de infectar en
la inoculacién numero 7 (27 de julio de 2016) (Figura 9).

Para el caso del virus mantenido en REF (4°C), solo en las dos primeras fechas
de inoculacién (marzo y abril de 2016) mostré un CPE en la dilucién 1077, pero
en la fecha tres del estudio aumentd a la 108 y se mantuvo asi en las demas
fechas siguientes de inoculacion, hasta el término del estudio (Figura 9).

Por su parte el registro de virulencia para el virus mantenido a temperatura CON
(-80°C) fue el mas estable, desde la primera fecha de inoculacién se observé un
CPE hasta la dilucion 108, y continué asi hasta el término del estudio.

Resultadaos Titulacion Viral
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Figura 9. Grafica de titulacion viral en tres submuestras del aislado de SVCV conservado
a tres diferentes temperaturas. Los resultados registrados al inocular células EPC muestran
que el registro mas estable es el del aislado mantenido en congelacién a -80°C.
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7.6 Analisis de microscopia electrénica

En el analisis de las imagenes de microscopia electronica realizado en células
EPC, se lograron evidenciar claramente y en forma extracelular estructuras
microscopicas con la tipica forma “de bala®, caracteristica de los Rhabdovirus
(Figura 10).

Figura 10. Microfotografia electrénica en células EPC a 8 hpi, donde se visualizan las tipicas
particulas de tipo Rabdovirus.

7.7 Reaccion de RT — PCR para detecciéon de SVCV

Los analisis del PCR semi-anidado realizados utilizando el material genémico del
sobrenadante de cultivo de células EPC con efecto citopatico, resultaron
positivos para el supuesto SVCV. Del primer paso de la reaccién de RT-PCR se
obtuvo un producto de amplificacién de un tamafio de 716 pb; mientras que para
el proceso semi anidado, el fragmento de amplificacién fue de 606 pb.

El andlisis comparativo entre una secuencia parcial (426 pb) del producto de
amplificacién obtenido por Macrogen Inc. (Corea) y el de otras secuencias
depositadas en GenBank revel6 una identidad del 97% con la glicoproteina del
SVCV, lo cual confirma al aislado obtenido de las muestras de las carpas
analizadas en el laboratorio, como un miembro de SVCV.

Sobre la base del analisis filogenético de las secuencias parciales del gen de la
glicoproteina del SVCV, el virus aislado de carpas de la Laguna de Tecocomulco
se clasifico en el genogrupo la, relacionado con aislados de China.

38

Caracterizacion patolégica de una enfermedad hemorragica en carpa comun (Cyprinus carpio carpio)

e identificacion del agente etiolégico



RevistaMvz  fevela

Cordoba
IS5he: 1909-0544

THotvrial IR Condoda
Fethona Yorenana y Too e

El suscrito editor de la Revista MV Z Cordoba de la Facultad de
Medicina Veterinaria Y Zaootecnia de la Universidad de Cordaba -
Monteria - Colombia

CERTIFICA

1. Que el manuscrito “Caracteristicas de replicacion y supervivencia
del virus de viremia primaveral de la carpa (SVCV) aislado en

Meéxico”,

2. Los autores del manuscrito antes referido son: Leticia Canas L., Sandra
Hermmandez-Davila, Juan Carlos Vazguez-Chagoyan, Simoén Martinez-
Castafieda, Raul Fajardo M,Benjamin Valladares-Carranza, César Ortega S.

3. Que el citado manuscrito se encuentra listado para ser publicado en la
Revista MVZ Cordoba 25(3):Septiembre-Diciembre; 2020.

4. Esta certificacion se expide por solicitud de los interesados en Monteria,
el dia 30 de abril de 2020.

MARCO GONZALEZ TOUS - M.V.Z., M.5c.
Editor en Jefe - Rev.MVZ Caordoba

Revizta MVZ Cardala
Liniveraidad de Cordoba Rildmetro 12 via Cienaga do Oro. Colombia
b P o I i i o i

Flad us: 21K Scopus WaS Google Sehglar Facehook Twitter Instagram Mendeley
TV ST O TG :Ii['.ﬂ 1.]nﬂ gl oo

39

Caracterizacion patolégica de una enfermedad hemorragica en carpa comin (Cyprinus carpio carpio)

e identificacion del agente etiolégico



Revista MVZ Cordoba
2070; 25(1):e1075,
B 0 ol [0 B ABSR ek, 1A 75

o Coudo

v sy Pt nia

nriglniz
Caracteristicas de replicacion y
supervivencia del virus de viremia primaveral
de la carpa (SVCV) aislado en México

Leticla Cafias Lt P myz: sal;u':lra Hernéndez-Didvilat ™ Bial: Juan Carlos Vazquez-Chagoyant ™2 ph i
Siman Martinez-Castafieda® * Ph.O; Ratil Fajardo M5 'F'h I'_'I Benjamin Valladares-Camanza! © 1B ph, 0;
Cécar Ortaga 5™ 72 py.D,

Winiversiind Autdnomn del Estado de México, Facultad de Medicing Vetennaria v Zootecnia, Centro de Investigaciin v
Estisdios Avanzados an Sahed Anamal (CIESA), Carretera Tolsca-Atiacomulco Km., 155, OF 50200, Toduca, Mésiog.
Correspandencia;

Recibifa Dicembre 2010; Aceptads: Maye 2020, Publicada: A gasta 2020,

RESUMEN

Dbjetivo. Realizar el alslamiento del virnes de la viremia primaveral de la carpa (SVCV) en ejemplares
de carpa comin (C¥prinus carpio), evaluar su crecimiento en diferentes tipos de célilas, asi como
la supervivencla viral a diferentes temperaturas. Materiales y métodos, Diez carpas de entre 400-
500 gramos de una laguna del centro de Mexico fueron procesadas para @ diagnostico de SVOV
mediante alslamiento en cultivoe de células y RT-PCR semianidado. El virus obtenide se Inoculd en
células EPC, BF-2, CHSE-214 v KTG-2 para determinar diferencias de crecimiento de SYCW Ademas,
se evalud 1a supervivencia del virus conservado a temperatura ambiente (TA 20-25°C), refrigeracion
(REF4°C) v congelacion (CONG -B0°C) hasta once meses, Los drgancs intermos se procesarcn para
analisis histologico. Resultados. Los peces analizados no presentaron signos extemnos sugestivos
de enfermedad, pere interna & histepatoldgicamente se observaron lesiones sugestivas de infeccion
sistémica. SVCV fue aislado en células EPC y BF-2 y confirmado por RT-PCR semianidado. SWCWY
unicamente indujo CPEen células EPC y BF-2 y fie negative en RTG-2 y CHSE-214. El virus conservado
a Th perdio viabilldad después de cuatro meses postinfeccién (mpi), siendo total 8 sels mpl; mientras
REF y COMNG fueron estables durante los once meses de estudio. Conclusiones. La infeccion s ubclinica
por SWCV fue confirmada en carpas que presentaron lesiones histologicas asociadas a esta Infeccion.
SVCV Unicamente causd CPE en células EPC y BF-2 y &l virus conservd su viabilidad a 402 y -BOSC
hasta once meses; mientras que a TA se perdio en seis meses.

Palabras clave: Cyprinus carpio, peces, enfermedad, RT-PCR, infeccian, células (Fuente: AGROVOC),
ABSTRACT

Objective. To perform the Isolation of spring viremia of carp virus (SVCV) incommon carp (Ckprinus
carpic) and evaluate Its growth (n different cell types and viral survival at different temperatures,
Materials and methods. Ten carps of between 400-500 grams of a lagoon Incentral Mexico were
processed for dlagnosis of SVCV by Isolation In cell culture and by RT-PCR. The virus obtained was
inocidated Into EPC, BF-2, CHSE-214 and RTG-2 cells to determine differences In virus growth; the
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8. DISCUSION

Este trabajo formé parte de una investigacion que describe la ocurrencia y
confirmacién de la viremia primaveral de la carpa (SVC) en carpas silvestres de
la laguna de Tecocomulco en el Estado de Hidalgo, México. De acuerdo con una
investigacion bibliografica, este registro corresponde al primer caso confirmado
en el pais de esta enfermedad inscrita en la lista de enfermedades importantes
de la Oficina Internacional de Salud Animal (OIE). Los diferentes procesos de
laboratorio realizados a las muestras trabajadas en este caso, ademas de
permitir la confirmacién de la presencia de este virus han permitido conocer
también sus caracteristicas genéticas y de replicacion in vitro.

Inicialmente, los animales estudiados presentaron signos clinicos y lesiones
inespecificas indicativos de padecer alguna enfermedad; sin embargo, fueron
remitidos al laboratorio Unicamente para un analisis sanitario de rutina, sin
reportar situacion de anormalidad. De acuerdo con la historia clinica obtenida, al
momento o en fechas anteriores recientes a cuando se obtuvieron los peces de
la muestra remitida, en la laguna no habia ocurrido algin proceso de
anormalidad o mortalidad de los animales. Asi mismo, los pescadores declaran
que nunca se han presentado casos de enfermedad o mortalidad en las especies
de peces que existen en la laguna.

En relacion con lo anterior, si bien la laguna de Tecocomulco ha sido objeto de
estudios de investigacion, no existen antecedentes o publicaciones sobre
estudios sanitarios; la mayoria de las investigaciones reportadas corresponden
a analisis para evaluar los parametros de calidad de agua (Delgadillo, 2012), de
poblacion de algas y otros organismos (Novelo et al., 2005; Quiroz-Flores et al.,
2014; Rico-Sanchez et al., 2014) o presencia de pesticidas (Aguilar-Jiménez
2007). Por tanto, es incierto conocer el impacto de probables patégenos y el
SVCV en las distintas poblaciones de peces que existen en peces de la laguna.

La falta de reportes de casos de enfermedad o mortalidades de peces podria ser
una consecuencia de la gran extensién que tiene la laguna de Tecocomulco
(1,769 hectareas) (Rico-Sanchez et al., 2014) o un caracter asintomatico de la
infeccion (Ahne et al., 2002). Sin embargo, también podria tener relacion con el
hecho de que, por considerar a la carpa como una especie de poca importancia
econdmica en México, la mortalidad no haya sido registrada o atendida, aunado
a la falta de técnicos o especialistas en enfermedades de peces por parte de la
autoridad sanitaria oficial.

La deteccion de SVCV y otros virus de peces en animales asintomaticos también
ha sido reportada (Fijan et al., 1971; Ahne et al., 2002), aunque por lo general el
patdgeno suele causar alta mortalidad en carpa comun y en otras especies de
peces (Ashraf et al., 2016; Phelps et al., 2019). En este sentido, no se conoce si
otras especies o variedades de peces presentes en la laguna hayan padecido la
enfermedad clinica o estén infectadas asintomaticamente, actuando como
portadoras.

41

Caracterizacion patolégica de una enfermedad hemorragica en carpa comin (Cyprinus carpio carpio)

e identificacion del agente etiolégico



Debido a la falta de registros y controles de movilizacion de peces en el pais no
es claro si este caso se debe a la deteccion de una primera introduccién del virus
o si el virus ha estado presente de manera asintomatica en la laguna. A este
tiempo no es claro cuando y como fue que el virus se introdujo a esta laguna.
México es un pais con fuerte comercio e importacion de peces ornamentales,
entre los cuales se encuentran ciprinidos y carassidos (Zambrano & Macias-
Garcia 2000), que pueden ser especies susceptibles o portadoras de SVCV
(Ahne et al., 2002).

La carpa es una especie exdtica, probablemente, antes de su introduccion, en la
laguna existieron peces nativos y anfibios; debido a que se trata de una laguna
cerrada, es de suponer que el SVCV ha sido introducido junto con carpas
sembradas, ya que la repoblacién de peces ha sido una practica comun en
México desde fines del siglo XIX (Tapia & Zambrano 2003, Wakida-Kusunoki &
Amador-del-Angel 2011), o bien existe la posibilidad de que la presencia del virus
esté asociado con el arribé de las aves migratorias que podrian actuar como
vectores-portadoras (Ahne et al., 2002). En la laguna de Tecocomulco, existen
alrededor de 120 especies de aves, 78 de las cuales son especies terrestres y
42 acuaticas; de estas ultimas, 29 son migratorias (Gobierno del Estado de
Hidalgo, 2003), provenientes de Norteamérica, en donde SVCV ha sido
detectada en peces silvestres (Garver et al., 2007) o de cultivo (OIE 2017a).

La SVC es una enfermedad septicémica caracterizada por manifestar
hemorragias generalizadas que se derivan de los dafios causados por el virus
en el epitelio vascular; siendo los érganos diana el rindn, higado y bazo, para la
replicacién viral, dando lugar a hemorragias y pérdida del equilibrio sal-agua
(Gaafar et.al. 1980; Wolf, 1988; Bowser et.al., 1980). En este sentido, los peces
no manifestaron hemorragias externas severas que hicieran sospechar de esta
enfermedad; sin embargo, durante la necropsia se observaron hemorragias en
organos de la cavidad abdominal junto con fibrosis y adherencias generalizadas,
lo que sugirid la presencia de SVCV. Estas observaciones y las lesiones
registradas a nivel histolégico son similares a las que se han descrito en casos
asociados a infeccion por SVCV (Hoffman, 2002), y aunque las lesiones no son
especificas de SVC, aportan al diagnéstico diferencial. En este caso, la
conclusion es apoyada por el hecho de que no se observé presencia o accion de
agentes bacterianos o parasitarios en los peces analizados.

Las lesiones observadas durante la necropsia en las carpas hicieron sospechar
un caso de SVC, por lo que se intentd el aislamiento en células EPC. Los cultivos
de células manifestaron efecto citopatico en menos de 48 hpi, demostrando alta
infectividad. Ante la carencia de una prueba de diagndstico confirmatoria de
SVCV en el laboratorio, se propuso descartar que el CPE se debiera a la
presencia del virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV), que es
endémico en México (Ortega et al., 2016; DOF, 2018). Para esto, ademas de
volver a inocular el aislado en células EPC, también se inoculé en las células BF-
2, RTG-2 y CHSE-214. Derivado de estos desafios, el CPE unicamente se
manifestd en células EPC y BF-2, siendo negativo en RTG-2 y CHSE-214, lo
cual es coincidente con lo establecido en la literatura. Asi mismo se realizé una
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prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFAT) y de RT-PCR para IPNV los
cuales también fueron negativos.

Otros andlisis que permitieron la identificacién y confirmacién de SVCV, fue la
evidencia a través de microscopio electronico de particulas en forma de bala,
tipicas de los Rhabdovirus, observadas a nivel citoplasmatico en células EPC.
Una vez definida la morfologia viral, el RT-PCR semi-anidado permitié confirmar
que SVCV es el agente causante de las lesiones observadas en los peces de la
muestra analizada. Se utilizaron los primers recomendados por la OIE (Stone et
al., 2003), los cuales han sido ampliamente utilizados en el diagndstico y analisis
de este virus (OIE, 2015c).

Al tratar de determinar las caracteristicas del comportamiento in vitro del SVCV
obtenido de la Laguna de Tecocomulco, se determind que tal como refiere la
literatura, la expresion de CPE ocurre de manera mas rapida en las células EPC
(OIE, 2019); seguido por las células BF-2. Sin embargo, este virus no crece en
células CHSE-2014 y en RT-G. Con respecto a esta ultima linea celular, el
resultado es contrario a lo informado por Vesely et al., (2000), quien describio
que el virus puede crecer en células RT-2 a titulos similares a los obtenidos en
la linea EPC. Probablemente esta variacion se deba a que se trata de aislados
de distinto genotipo, por lo que seria deseable hacer un ensayo utilizando
diferentes cepas de SVCV.

En el diagndstico de SVC se han utilizado diferentes procedimientos los cuales
han sido ampliamente analizados y clasificados, incluso por la OIE. Sin embargo,
los resultados del diagndéstico en animales portadores pueden variar, entre otras
razones por el 6rgano utilizado como muestra, la temperatura ambiental en
donde se alojan los peces y el periodo de muestreo o etapa de viremia (Wakida-
Kusunaki et al., 2011). En este sentido, en el andlisis para determinar la
supervivencia del virus conservado a tres diferentes temperaturas durante un
periodo aproximado de once meses, se demostré que el virus mantenido a
temperatura ambiente tiene menor viabilidad que los mantenidos a temperatura
de refrigeracién y a -80°C, ya que en ambos tipos de muestra el virus se mantuvo
infectivo, con titulos elevados y sostenidos hasta por mas de los once meses.
Este resultado puede ser una de las razones de que la autoridad sanitaria no
haya logrado detectar la infeccion en peces tomados en la misma laguna, lo cual
ocurrid meses después de que el laboratorio declaré la sospecha de SVCV en
peces de la laguna.

Conrelacion a lo anterior, el laboratorio de diagndstico (CIESA) detecto y reporto
la sospecha de SVCV en la muestra remitida en octubre, mientras que el
laboratorio oficial tomé muestras en el mes de febrero siguiente, cuando
probablemente habia disminuido la carga viral en los peces. En nuestro estudio,
la confirmacion del virus se realizé mediante RT-PCR y secuenciacion
subsecuente a través de RNA obtenido del virus obtenido en crecimiento de
células EPC. Al respecto, la autoridad sanitaria unicamente utiliza el RT-PCR
como prueba de diagnéstico, y en este caso, utilizo unicamente tejido branquial
como muestra.
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De acuerdo a la recomendacion sanitaria internacional (OIE, 2017a), es posible
suponer tres situaciones que pudieron influir en el resultado del estudio de
diagnéstico realizado por la autoridad sanitaria: inicialmente no se realizé el
diagnostico cuando se notificd el caso en octubre de 2015; en segundo término,
la OIE establece que para el diagndstico de SVCV se debe utilizar mas de una
técnica de diagndstico y que en animales portadores, idealmente se debe utilizar
el cultivo de células, y tercero, las instancias sanitarias internacionales
establecen que en animales portadores la muestra de eleccién es el tejido renal
(OIE, 2019). Ante tales hechos, es deseable realizar un estudio en distintas
épocas del ano para establecer la situacidn temporal de la infeccion,
considerando las especies de peces, anfibios y crustaceos que existen en la
laguna, entre otros aspectos.

Las caracteristicas genéticas de las cepas de SVCV muestran relacion estrecha
con su origen geografico, y pueden dividirse en clados asiaticos y europeos
(Miller et al., 2007; Stone et al., 2003). Asi, el analisis filogenético de la
glicoproteina parcial ubico al aislado mexicano dentro del genogrupo la (Warg
et.al. 2007; Zhang et.al., 2009), que se relaciona con otros aislados procedentes
de Asia, Reino Unido y las Américas (Dikkeboom et.al., 2004; Garver et.al., 2007;
Stone et.al., 2003). Como se ha expuesto, a la fecha no se conoce el origen del
SVCV obtenido de carpas de la laguna de Tecocomulco; sin embargo, es
conocido que este y otros virus pueden diseminarse a través de peces infectados
o de aves portadoras, y como se ha expuesto, la migracién de aves desde
Norteamérica ocurre en la laguna, y también es posible que se hayn presentado
eventos de introduccién de peces de consumo u ornamentales infectados.

Pese a haber logrado el aislamiento y confirmacion de SVCV en la Laguna de
Tecocomulco, en realidad no se conoce el nivel de mortalidad que el virus pudo
causar en esta laguna, o incluso si el virus fue capaz de causar mortalidad. Es
dificil conocer el impacto real del virus, pues se desconoce desde cuando esta
presente en la laguna y a que especies afecta actualmente (Fijan ef al., 1999).

La ocurrencia de este caso debe alertar a las autoridades para estar atentos a la
ocurrencia de otros casos, por ejemplo, después del primer brote de SVCV en
una granja de carpas koi en Norte América en 2002 hasta el afio 2016 se han
registrado ocho brotes subsecuentes de SVCV (Emmenegger et al., 2016); por
lo que este virus exético para México representa un riesgo potencial para las
especies de peces nativas y de cultivo.
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9. CONCLUSIONES

Los procesos de diagndstico e identificacion realizados en una muestra de carpa
comun (Cyprinus carpio carpio) en octubre del ano 2015, confirman la presencia
del Virus de la Viremia Primaveral de la Carpa en el pais.

Se desconoce la manera en que el virus ingreso a la laguna de donde fueron
obtenidos los peces de la muestra. Asi mismo, no se conoce si el virus esta
presente en otros cuerpos de agua del pais.

El andlisis filogenético clasificé al aislado mexicano dentro del genogrupo 1a,
relacionado con aislados de Asia, Reino Unido y las Américas.

El virus de SVCV pierde su supervivencia a los 4 meses a temperatura ambiente
(25°C); mientras que conservado a 4°C y -80°C, se mantiene infectivo hasta por
10 meses.

No se determiné el o los efectos que el virus ha podido provocar en la salud de
los peces, en el ambiente.

10.RECOMENDACIONES
Estudiar la prevalencia de SVCV en la propia laguna y en otras zonas del pais.

Realizar un estudio para determinar las especies de peces afectadas con la
infeccion de SVCV.

Investigar las posibles vias de llegada de SVCV a la laguna.
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Sequence - SVC R4 (SVC R4)
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Tm (50mM NaCl)*: 61.9 °C 13.5= 629 =0.46
GC Content: 56.3%
Molecular Weight: 7,347 .6
nmoles/OD260: 4.7
ug/OD260: 34.3
Ext. Coefficient: 214,450 L/(molercm)

OD240 nmoles mg
For 100 UM: add 629 pL

EDUARDO GOMEZ
UNIPARTS, S.A. DE C.V.
GALILEO 92

MEXICO, DF 11550
MEXICO

52814718 2124

Secondary Structure Calculations Customer No. 301736 PO No. 14830
Lowest folding free energy (kcal/mole): -0.10 at 25 °C

Strongest Folding Tm: 26.8 °C

Oligo Base Types Quantity Disclai

DNA Bases 24 See on reverse page notes (I} (II} & (I} for usage, label
Modifications and Services Cuantity license, and prochuct warranties

Standard Desalting 1

Phosphorothioate Bond 2

Mig: 10 199’4297{;?)(: s - Peel Here

| == 142836796 ~ [T
= coouer

23.Fe5-2018

NTECT AN AgYT TN

I NSTRUCTI ONS

sLyophilized contents may oppear as either a translucent film or o white powder.
This variance does not affect the quality of the oliga.

*Please centrifuge tubes prior to opening. Some of the product may have been
dislodged during shipping.

*The Tm shown takes no account of Mg?* and dNTP concentrations. Use the
OligoAnalyzer® Program at www.ictdna.com/scitools to calevlate accurate Tm for
your reaction conditions.
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12.2 Secuencia del primer SVC R2 (VPC R2)

INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES
SPECIFICATION SHEET

WWW.IDTDNA.COM
23-Feb-2016 orderNo. 11683138
ref.No. 142835795

Sequence - SVC R2 (VPC R2) 100 nmole DNA QOligo, 30 bases

5'- AGA TGG TAT GGA CCC CAA TAC ATH* ACN* CAY -3’

Properties Amount Of Oligo Shipped To
Tm (50mM NaCl)*: 60.7 °C 21.2= 707 =0.65 EDUARDO GOMEZ
GC Confent: 44.4% OD2g0 nmoles mg UNIPARTS, S.A. DE C.V.

Molecular Weight: 9,201.4

For 100 PM: add 707 {L GALLES 92
nmoles/OD260: 3.3 MEXICO, DF 11550
ug/0OD260: 30.7 MEXICO
Ext, Coefficient: 299,796 L/(mole'cm) 52814718 2124

Secondary Structure Calculations Custorer No. 301736 PO No. 14830

Lowest folding free energy (kcal/mole): -1.19 at 25 °C

Strongest Folding Tm: 39.1 °C

Oligo Base Types Quantity Dlediimae

DNA Bases 30 See on reverse page notes (I} () & (Ill) for usage, label

Modifications and Services T license, and product warranties

Standard Desalting 1

Phesphorothioate Bond 2

Mhg. 10 79914297&1“% - Peel Here

== 142836795 ~< > IDT
L
a7 c
I' NS TRUCTI ONS

*Lyophilized contents may oppear os either a translucent film or a white powder.
This variance does not affect the quality of the olige.
+Please centrifuge tubes prior 1o opening. Some of the product may have been
dislodged during shipping.
*The Tm shown takes no account of Mg?* and dNTP concentrations. Use the
OligoAnalyzer® Program at www.idtdna.com /scitools 1o calculote accurate Tm for P
your reaction conditions.
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INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES

12.3 Secuencia del primer SVC F1 (VPC F1)

SPECIFICATION SHEET

23-Feb-2016

Sequence - SVC F1 (VPCF1)

WWW.IDTDNA.COM
11683138
142835794

100 nmole DNA Oligo, 24 bases

Order No.

Ref. No.

5'-TCT TGG AGC CAA ATA GCT CAR* R*TC -3'

Properties

Amount Of Oligo Shipped To

Tm (50mM NoCl)*: 56.9 °C
GC Content: 45.8%
Molecular Weight: 7,368.9
nmoles/OD260: 4.3
ug/OD260: 31.8

Ext. Coefficient: 231,400 L/(mole-em)

Secondary Structure Calculations

14.4=
OD260
For 100 PUM: add 621 pL

62.1 =0.46
nmoles mg
GALILEO 92

EDUARDO GOMEZ
UNIPARTS, S.A. DE C.V.

MEXICO, DF 11550

Lowest folding free energy (kcal /mole): -3.04 at 25 °C

Strongest Folding Tm: 50.9 °C

Oligo Base Types

DNA Bases

Meodifications and Services

Standard Desalting
Phosphorothioate Bond

M '9?“297Em)ut‘. - Peel Here

INSTRUCT

MEXICO
52814718 2124
Customer No. 301736 PO No. 14830
Shicusity Disclaimer
24 See on reverse page notes () (Il) & (lll) for usage, label
Gty license, and product warranties
1
2

142835794 13T
E.GOMEZ

23-Fa02080
)

O NS

*Lyophilized contents may appear as either a translucent film or a white powder.

This variance does not affect the quality of the oligo.

*Please centrifuge tubes prior to opening. Some of the product may have been

dislodged during shipping.

*The Tm shown takes no account of Mg?* and dNTP concentrations. Use the
OligoAnalyzer® Program at www,idtdna.com/scitools to caleulate accurate Tm for

your reaction conditions
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